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โรคไตจากเบาหวานเป็นโรคแทรกซ้อนที่พบบ่อยในผู้ป่วยเบาหวาน การตรวจไมโครอัลบูมินใน
ปัสสาวะเป็นที่ยอมรับว่าเป็นตัวบ่งชี้ที่มีความไวสูงที่สามารถตรวจพบความผิดปกติของโรคไตจากเบาหวาน
ได้ในระยะแรก ในงานวิจัยนี้ได้มีการพัฒนาวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟีในรูปแบบแถบทดสอบ ส าหรั บตรวจ
คัดกรองภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ โดยน าโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่จ าเพาะต่ออัลบูมินในคนมาตรึงบน
อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร และใช้เป็นส่วนคอนจูเกทในแถบทดสอบ ท าการตรึงซีรัมอัลบูมินของ
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ตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ความเข้มข้นที่เหมาะสมที่ใช้ในการเชื่อมต่อระหว่างโมโนโคลนัล
แอนติบอดีและอนุภาคทองระดับนาโนเมตรคือ 40 มิลลิกรัมต่อลิตรและ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ตามล าดับ 
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วัดอัลบูมินในปัสสาวะและรายงานเป็นผลบวกได้เมื่ออัลบูมินมีความเข้มข้นมากกว่า 23.5 มิลลิกรัมต่อลิตร   
เมื่อเปรียบเทียบผลการตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปัสสสาวะกับวิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี โดยใช้ปัสสาวะจาก
ผู้ป่วยเบาหวาน จ านวน 100 ราย (n=100) ผลการทดลองพบว่าแถบตรวจมีความไว 96 % ความจ าเพาะ 
100 % ค่าความถูกต้อง 99 % ย่ิงไปกว่าน้ี ด้วยวิธีน้ีมีค่าท านายผลบวก 100% และค่าท านายผลลบ 98% 
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Diabetic nephropathy is the most common complications in patients with 
diabetes mellitus.  Microalbuminuria has been widely used as an early marker for diabetic 
nephropathy.  In this research, we developed immunochromatographic strip test for 
screening and detection of microalbuminuria.  Monoclonal antibody specific to human 
serum albumin (HSA) was conjugated with gold nanoparticles and blotted on a conjugated 
pad.  HSA antigen was immobilized on a nitrocellulose membrane at a test line, while the 
secondary anti-mouse antibody was immobilized at a control line. The assay principle was 
based on a competition between migrating HSA in urine and the HSA immobilized on the 
test line for binding with HSA antibody conjugated with colloidal gold particles. Optimal 
concentrations for conjugation of HSA monoclonal antibody with gold nanoparticles were 
40 mg/L for the antibody and 100 mg/L for the gold particles. The optimal concentration 
for immobilized HSA at the test line and the optimal concentration of the secondary 
antibody at the control line were both at 1 mg/ml.  Cut -off concentration for urinary 
albumin test in this study was 23.5 mg/L.  Results obtained by strip test developed in this 
study were comparable with results obtained by immunoturbidimetric method used for 
determination of microalbuminuria in diabetes patients (n=100). The sensitivity, specificity, 
and accuracy of strip test developed in this study were 96%, 100%, and 99%, respectiv ely. 
Furthermore, the method gained 100% and 98% positive and negative predictive values, 
respectively. 
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บทที่ 1 
บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

  โรคเบาหวานเป็นหนึ่งในโรคเรื้อรังท่ีเป็นกันมากท่ีสุด พบว่ามีประชากร เป็นโรคเบาหวาน
เพิ่มสูงขึ้นอย่างต่อเนื่อง อันเนื่องมาจากปัจจัยหลายๆ ด้านประกอบกัน เช่น พันธุกรรม การ
รับประทานอาหารที่ไม่ได้สัดส่วน การด าเนินวิถีชีวิตในปัจจุบันที่ส่งผลให้มีการออกก าลังกาย
น้อยลง เป็นต้น จากการศึกษาการเกิดโรคเบาหวานทั่วโลกพบว่าในปี ค.ศ.  2000 มีผู ้ป่วย
โรคเบาหวานทั่วโลก 2.8 % โดยคิดเป็นจ านวนประชากร 171 พันล้านคน และจะมีอัตราที่เพิ ่ม
สูงขึ้นถึง 4.4 % ในปี ค.ศ. 2030 เพิ่มจ านวนเป็น 366 พันล้านคนในปี ค.ศ. 2030 ซึ่งพบว่าอัตรา
การเกิดโรคเพิ่มขึ้นนี้ส่วนใหญ่พบในประเทศที่พัฒนาแล้วมากกว่าประเทศที่ก าลังพัฒนา พบว่า
อายุโดยเฉลี่ยของประชากรในประเทศที่ก าลังพัฒนาส่วนใหญ่อยู่ที่ 45-64 ปี และประเทศที่
พัฒนาแล้วอายุโดยเฉลี่ยอยู่ที่มากกว่า 65 ปีขึ้นไป โดยพบว่าประชากรเพศหญิงมีอัตราเสี่ยงใน
การเกิดโรคเบาหวานมากกว่าเพศชาย และความชุกของโรคเพิ่มขึ้นตามอายุท่ีมากขึ้น แต่อย่างไร
ก็ตาม มีการคาดการณ์ว่าจะพบผู้ป่วยโรคเบาหวานในอัตราที่สูงขึ้น  

โรคเบาหวานเป็นโรคเรื้อรังเกิดขึ้นจากการเสียสมดุลของการใช้น้ าตาลในเลือด โดยฮอร์โมน
อินซูลินเป็นฮอร์โมนท่ีถูกสร้างขึ้นท่ีตับอ่อน มีหน้าท่ีคอยช่วยให้ร่างกายเผาผลาญน้ าตาลมาใช้เป็น
พลังงาน เมื่อร่างกายสร้างฮอร์โมนอินซูลินได้น้อยหรือไม่สร้างเลยจึงเป็นสาเหตุท าให้เกิดโรคเบาหวาน
ขึ้น ชนิดของโรคเบาหวาน แบ่งออกเป็น 2 ประเภทคือ เบาหวานชนิดท่ี 1 เกิดจากการท่ีตับอ่อนไม่
สามารถสร้างฮอร์โมนอินซูลินให้เพียงพอ เนื่องจากเบตาเซลล์ (beta cells) ของตับอ่อนถูกท าลาย
ด้วยระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย ผู้ป่วยเบาหวานชนิดท่ี 1 จึงต้องได้รับอินซูลินด้วยการฉีดหรือใช้
เครื่องปั๊มอินซูลินและเบาหวานชนิดท่ี 2 เป็นเบาหวานท่ีพบเป็นส่วนใหญ่ เกิดจากการท่ีตับอ่อนยัง
สามารถสร้างอินซูลินได้แต่ไม่เพียงพอต่อความต้องการของร่างกาย หรือเกิดภาวะด้ือต่ออินซูลิน 
ผู้ป่วยต้องมีการควบคุมอาหาร การใช้ยาชนิดกินหรือใช้อินซูลินชนิดฉีด โดยโรคเบาหวานท้ัง 2 ชนิด
จะส่งผลให้มีปริมาณน้ าตาลในเลือดเพิ่มสูงขึ้น จนส่งผลให้เป็นอันตรายต่อกระบวนการต่างๆ ของ
ร่างกาย ก่อให้เกิดภาวะแทรกซ้อนอื่นๆ ตามมา เช่น เกิดจากความผิดปกติของหลอดเลือด ส่งผลต่อ
การไหลเวียนของเลือด ภาวะแทรกซ้อนท่ีเกิดจากโรคเบาหวานท่ีพบมากท่ีสุด ได้แก่ โรคแทรกซ้อนท่ี
เกิดขึ้นท่ีตา (diabetic retinopathy), โรคแทรกซ้อนในระบบประสาท (diabetic neuropathy), 
ภาวะไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย (end stage renal disease, ESRD) หรือเป็นโรคไตจากเบาหวาน 
(diabetic nephropathy) รวมถึงการเป็นโรคหลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular disease) (1, 2) 
เป็นต้น โดยพบว่าโรคแทรกซ้อนท่ีพบบ่อยท่ีสุดในผู้ป่วยเบาหวาน คือ การเป็นโรคไตจากเบาหวาน (3) 

โรคไตท่ีเกิดจากโรคเบาหวาน พบในผู้ป่วยเบาหวานประเภทท่ี 1 โดยมีอัตราเฉลี่ยร้อยละ 
30-45 และพบในผู้ป่วยเบาหวานประเภทท่ี 2 อัตราเฉล่ียร้อยละ 20 ซึ่งในผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 
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2 ตัวบ่งชี ้ที ่จะสามารถบ่งบอกถึงภาวะแทรกซ้อนที่จะเกิดขึ ้นก ับไต ในผู ้ป่วยเบาหวานได้ใน
ระยะแรกคือ การตรวจพบโปรตีนอัลบูมินปริมาณน้อยในปัสสาวะ ซึ่งในระยะแรกเริ่มของโรคจะมี
ปริมาณโปรตีนอัลบูมินรั่วออกมาในปัสสาวะในปริมาณน้อยๆ ในช่วงประมาณ 30-300 มิลลิกรัม 
โดยเร ียกภาวะดังกล่าวว ่า ภาวะไมโครอัลบูม ิน ูเร ีย หร ือภาวะไมโครอัลบูม ินในปัสสาวะ 
(microalbuminuria, MAU) ซึ ่งภาวะดังกล่าวเป็นภาวะเริ ่มแรกของโรคและยังอยู ่ในระยะ
สามารถรักษาให้หายได้ โปรตีนชนิดอัลบูมินเป็นโปรตีนที่สร้างขึ้นจากตับ และมีปริมาณมากใน
เลือด ท าหน้าท่ีรักษาความเป็นกรด-ด่างในเลือดให้อยู่ในระดับสมดุล เป็นโปรตีนท่ีท าหน้าท่ีขนส่ง
สารเช่น ยา กรดไขมันอิสระ ฮอร์โมน เป็นต้น การมีอัลบูมินรั่วออกมาในปัสสาวะสามารถใช้เป็น
แสดงประสิทธ ิภาพการท างานของไตได ้ โดยในการท างานของไตจะอาศ ัย glomerular 
basement membrane (GMB) ซึ่งมีลักษณะคล้ายตาข่าย และท างานร่วมกับ heparan sulfate 
ซึ่งเป็นประจุลบ เพื่อท าหน้าที่คัดกรองโมเลกุลตามขนาดและประจุ ดังนั้นในคนปกติ อัลบูมินซึ่งมี
ประจุลบจะไม่สามารถรั่วออกมาในปัสสาวะได้ โดยในคนปกติสามารถมีอัลบูมินในปัสสาวะได้ไม่
เกิน 30 มิลลิกรัมต่อลิตร แต่เมื่อเกิดพยาธิสภาพเกิดขึ้นที่ไต จะส่งผลให้คุณสมบัติการคัดกรอง
สารของไตประสิทธิภาพลดลง โดยเริ่มต้นจากการลดลงของสาร heparan sulfate ซึ่งเป็นสารที่
มีประจุลบ ท าให้การกีดขวางโดยการใช้ประจุลบผลักกันเองลดน้อยลง ส่งผลให้อัลบูมินรั่วออกมา
ในปัสสาวะมากกว่าปกติเล็กน้อย ในปริมาณ 30-300 มิลลิกรัมต่อวัน (30-300 มิลลิกรัมต่อลิตร) 
เรียกว่า ภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ ซึ่งถ้าหากมีการตรวจพบโปรตีนอัลบูมินรั ่วออกมาใน
ปัสสาวะในปริมาณน้อยๆ ในช่วงดังกล่าว แต่ออกมาในปริมาณท่ีมากกว่าค่าปกติ ซึ่งคนปกติอัลบู
มินในปัสสาวะควรตรวจพบน้อยกว่า  30 มิลลิกรัมต่อลิตร สามารถใช้เป็นตัวบ่งชี้การท างานของ
ไตที่ผิดปกติได้ในระยะแรกได้ ซึ่งการตรวจคัดกรองภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ มีประโยชน์
อย่างมากในผู้ป่วยเบาหวาน เมื่อตรวจพบความผิดปกติ สามารถหาทางป้องกันหรือช่วยในการ
รักษาโรคแทรกซ้อนที่เกิดขึ้นได้ในระยะแรก เช่น การควบคุมความดันโลหิต การควบคุมน้ าตาล
ในเลือด และการจ ากัดการรับประทานโปรตีน สามารถช่วยให้โรคไตที่เกิดจากโรคเบาหวานใน
ระยะแรกสามารถกลับคืนสู่ภาวะปกติได้ โดยหากผู้ป่วยท่ีตรวจพบไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ แล้ว
ไม่รักษา และทิ้งระยะเวลาไว้ ผู้ป่วยก็จะผ่านจากภาวะไมโครอัลบูมินูเรียเข้าสู่ภาวะแมคโครอัลบู
มินูเรีย (macroalbuminuria) คือมีปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะวันละมากกว่า 300 มิลลิกรัม จะ
เกิดการเปลี่ยนแปลงด้านโครงสร้างของ GMB ส่งผลให้มีการขยายตัวของช่องตาข่ายจากเดิมที่มี
เส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 10 นาโนเมตร ให้ใหญ่ขึ้น โดยระยะนี้อาจมีความผิดปกติอื่นๆ ร่วมด้วย 
เช่น มีปริมาณยูเรียไนโตรเจนในเลือด (Blood Urea Nitrogen) เพิ่มสูงขึ้น ปริมาณครีแอทินิน 
(creatinine) ในเลือดสูงกว่าค่าปกติ สุดท้ายโรคจะพัฒนาขึ้นจนกระทั่งเข้าสู่ภาวะไตวายในที่สุด
และเป็นระยะท่ีไม่สามารถรักษาให้หายได้ 

ภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ เป็นภาวะที่มีการขับอัลบูมินออกทางปัสสาวะ เพิ่มมาก
ขึ้นกว่าในคนปกติ ในการเก็บปัสสาวะ 24 ชั่วโมง จะพบอัลบูมินปริมาณ 30-300 มิลลิกรัมหรือ 
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ปัสสาวะที่เก็บช่วงเวลาใดเวลาหนึ่ง ตรวจพบอัลบูมินปริมาณ 20-200 ไมโครกรัมต่อนาที หรือ
ปร ิมาณ 30-300 ไมโครกร ัมของอ ัลบ ูม ินต ่อ  1 ม ิลล ิกร ัมของปร ิมาณคร ีแอท ิน ิน  (urine 
albumin/creatinine ratio) โดยใช้ปัสสาวะแบบสุ่มเก็บ (random spot urine) ตามค าแนะน า
ของสมาคมแพทย์โรคเบาหวานของสหรัฐอเมริกา (4) ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 ควรได้รับการ
ตรวจคัดกรองภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะทุกปี ในรายท่ีด าเนินโรคต้ังแต่ปีที่ 5 เป็นต้นไป และ
ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 ควรได้รับการตรวจนับตั้งแต่ที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคเบาหวาน
ต่อเนื่องทุกปี เพื่อสามารถติดตามการเส่ือมของไตอย่างมีประสิทธิภาพ  

การตรวจ ที ่ใช ้แถบจุ ่มป ัสสาวะ  (urine dipstick) ชน ิดธรรมดา ที ่ใช ้ก ัน ทั ่ว ไปใน
ห้องปฏิบัติการการแพทย์ เป็นชนิดที่ใช้ตรวจหาปริมาณโปรตีนรวมในปัสสาวะ จึงไม่จ าเพาะ
ต่ออัลบูมิน โดยมีความไว (sensitivity) และ ความจ าเพาะ (specificity) ค่อนข้างต่ า ไม่เพียงพอ
ส าหร ับการตรวจความผิดปกติของไตในระยะแรก  (5) การตรวจจะให้ผลบวกและมีการ
เปลี่ยนแปลงของสีและสังเกตได้ด้วยตาเปล่าเมื ่อมีปริมาณอัลบูมินมากกว่า 300 มิลลิกรัมใน
ปัสสาวะ 24 ช่ัวโมง. หรือ มากกว่า 200 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัมครีแอทินินขึ้นไป ซึ่งเป็นระยะท่ีไต
มีความเสียหายมากแล้ว ทั้งนี ้การตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ จ าเป็นต้องใช้แถบที่ผลิตมา
จ าเพาะ เช่น microalbuminuria strip ซึ ่งเป็นการวัดเชิงกึ ่งปริมาณ (semi-quantitative) มี
ความไวและความจ าเพาะที่ยอมรับได้ ประมาณร้อยละ 90 เช่น Micral II ผลิตโดยบริษัท Roche 
Diagnostics เป็นต้น โดยเป็นแถบตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะที่อาศัยปฏิกิริยาเคมี แล้วเกิดสี
จากปฏิกิริยาของเอนไซม์ที่จับอยู่บนแอนติบอดี ปริมาณอัลบูมินที่สามารถตรวจวัดได้คือ 0, 10, 
20, 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยวิธีนี้เป็นท่ีนิยมใช้มากในห้องปฏิบัติการการแพทย์ (6) 

นอกจากนี้ วิธีการอื่นๆ ส าหรับตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะที่เป็นการตรวจเชิงปริมาณ 
เ ช ่น  immunoturbidimetry, immunonephelometry,  radioimmunoassay (RIA),  
enzyme linked  immunosorbent assay (ELISA) (7-11) สามารถตรวจว ัดได้อย่างถูกต้อง 
แต่อย่างไรก็ตามวิธ ีดังกล่าวจ าเป็นต้องใช้อุปกรณ์เครื ่องมือ ที่มีราคาแพง ซึ่งจ าเป็นต้องใช้ใน
ห้องปฏิบัติการขนาดใหญ่เท่านั้น ไม่สามารถพกพาออกใช้ในภาคสนามหรือในโรงพยาบาลระดับ
ชมชุนบางแห่งได้ จึงท าให้ประชาชนผู้อยู่ในท้องถิ่นห่างไกลไม่สามารถเข้ารับการรับการรักษาได้
อย่างเท่าเทียม แม้ว่าวิธีดังกล่าวนับว่ามีราคาถูก โดยเฉลี่ยแล้วประมาณ 4-6 เหรียญสหรัฐ ต่อ
การทดสอบ (12) ในทางกลับกันก็ยังถือว่ามีราคาสูงอยู ่เมื ่อน ามาใช้ในประเทศก าลังพัฒนา 
เนื่องจากต้องมีการน าเข้าแอนติบอดีจากต่างประเทศ ท าให้การตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะจึง
ยังมีข้อจ ากัด ไม่สามารถใช้ตรวจวัดในผู้ป่วยเบาหวานที่มีความเสี่ยงทุกรายได้ 

ในงานวิจัยนี้ จึงได้เสนอวิธีการตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะโดยใช้หลักการอิมมูโนโคร
มาโทกราฟี ในงานวิจัยนี้ได้น าโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออัลบูมินในคน ซึ่งคณะผู้วิจัยได้ประสบ
ความส าเร็จในการผลิตแอนติบอดีดังกล่าวมาใช้  ท าให้ลดการน าเข้าแอนติบอดีจากต่างประเทศ 
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ซึ่งมีราคาแพง ดังนั้นการผลิตชุดตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะใช้เองภายในประเทศ จะสามารถ
ลดต้นทุนการผลิตได้อย่างมาก ท าให้สามารถผลิตแถบทดสอบ ได้ปริมาณมาก สามารถรองรับ
จ านวนผู้ป่วยเบาหวานที่มีจ านวนมากในประเทศได้เพียงพอ ในงานวิจัยนี้ การตรวจไมโครอัลบูมิน
ในปัสสาวะใช้หลักการการแข่งขันแย่งจับ ระหว่างอัลบูมินในปัสสาวะกับอัลบูมินที่ตรึงอยู่บนชุด
ตรวจ ตรงต าแหน่งเส้นทดสอบ (test line) โดยมีการใช้อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่มีการ
ตรึงโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออัลบูมิน สามารถทราบผลการทดสอบได้จากสีของอนุภาคทองค า
ระดับนาโนเมตร ซึ่งสามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่า การผลิตแถบนี้เพื ่อใช้ตรวจกรองในผู้ป่วย
เบาหวานเป็นมาตรการป้องกันการเก ิดโรคไตจากโรคเบาหวาน เนื ่องจาก แถบนี ้สามารถ
แพร ่หลายเข ้าถ ึงก ลุ ่ม ผู ้ป ่วยเบาหวานในทุกกลุ ่ม  จ ึงช ่วยการป ้องก ันการเก ิดโรคไตจาก
โรคเบาหวานได้ตั้งแต่ระยะแรก ช่วยลดความสูญเสียที่สามารถเกิดขึ้นได้ทั้งด้านสุขภาพและด้าน
ค่าใช้จ่ายที่จะเกิดจากการรักษาผู้ป่วยโรคไต ซึ ่งนับว่าเป็นภาระของประเทศที่จะช่วยเหลือ
ค่าใช้จ่ายในการรักษา เช่นการฟอกเลือดหรือการปลูกถ่ายไต นอกจากนี้การผลิตแถบคัดกรองไม
โครอัลบูมินได้เอง จะช่วยลดค่าใช้จ่ายในการน าเข้าชุดน้ ายาตรวจคัดกรองระดับไมโครอัลบูมินใน
ปัสสาวะ นับว่าเป็นการช่วยในการรักษาดุลการค่าทางเศรษฐกิจของประเทศอีกทางหนึ่ง  

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  

1. เพื่อศึกษา ออกแบบ และพัฒนาแถบตรวจคัดกรองภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยวิธี 
Immunochromatography ท่ีมีการใช้โมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออัลบูมินในคน ท่ีผลิตได้
ในห้องปฏิบัติการ 

2. เพื่อประเมินประสิทธิภาพแถบตรวจคัดกรองภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะที่พัฒนาได้ 
กับตัวอย่างปัสสาวะผู้ป่วยเบาหวานจริง 
  

1.3 ขอบเขตของการวิจัย  

 ขอบเขตของงานวิจัยนี้คือเป็นการพัฒนาแถบตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ 
โดยวิธี  Immunochromatography ที่ใช้หลักการแย่งจับระหว่างอัลบูมินในปัสสาวะและอัลบู
มินที่ตรึงบนแถบตรวจ โดยแย่งจับกับโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออัลบูมินที่ตรึงอยู่บนอนุภาค
ทองค าระดับนาโนเมตร โดยโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออัลบูมินที่ใช้ในงานวิจัยเป็นชนิดที่ผลิตได้
เองในห้องปฏิบัติการ งานวิจัยนี้มีเป้าหมายให้แถบตรวจสามารถคัดกรองผู้ป่วยเบาหวานท่ีมีภาวะ
ไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ ท่ีค่า cut off มากกว่าหรือเท่ากับ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยกลุ่ม
ตัวอย่างท่ีน ามาวิจัยคือ ปัสสาวะผู้ป่วยเบาหวาน จ านวน 100 ราย และใช้ตัวอย่างปัสสาวะที่เก็บ
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แบบสุ่ม และเปรียบเทียบผลกับวิธ ีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี ที ่ว ิเคราะห์ด้วยเครื ่องอัตโนมัต ิ ใน
ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ 

 



บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1 โรคเบาหวาน  

โรคเบาหวาน เป็นโรคเกี่ยวกับกระบวนการเมแทบอลิซึม ซึ่งสามารถเกิดเป็นโรคเรื ้อรัง 
สาเหตุเกิดจากตับอ่อนไม่สามารถสร้างฮอร์โมนอินซูลินได้หรืออาจเกิดจากร่างกายไม่สามารถ
ตอบสนองกับฮอร์โมนอินซูลินได้เหมือนคนปกติ ส่งผลให้ร่างกายของผู้ป่วยเบาหวานมีปริมาณ
น้ าตาลในกระแสเลือดเพิ่มสูงขึ้น ซึ่งถ้าผู้ป่วยไม่สามารถที่จะควบคุมความผิดปกติได้  จะส่งผลให้
เกิดโรคแทรกซ้อนขึ้น เช่น โรคไตท่ีเกิดจากเบาหวาน (diabetic nephropathy), โรคจอประสาท
ตาเสื่อม (diabetic retinopathy), โรคระบบประสาทเสื่อม (diabetic neuropathy) และโรค
หลอดเลือดหัวใจ (cardiovascular disease)  เป็นต้น (1-3) อุบัติการณ์โรคเบาหวานในประเทศ
ไทยพบประมาณร้อยละ 9.6 ของประชากรผู้ใหญ่อายุตั้งแต่ 35 ปีขึ ้นไป เป็นโรคเรื ้อรังที่เป็น
ปัญหาทางสาธารณสุขของประเทศไทย ท่ีก่อให้เกิดอัตราเจ็บป่วยและอัตราเสียชีวิตท่ีเพิ่มขึ้น โดย
ผู้ป่วยเบาหวานส่วนใหญ่กว่าร้อยละ 95 พบเป็นเบาหวานชนิดที่ 2 โดยจ านวนน้อยพบว่าเป็น
ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 และมักจะพบในเด็กหรือวัยรุ่น 

 

เกณฑ์การวินิจฉัยโรคเบาหวานในผู้ใหญ่ (13) 

1. ระดับกลูโคสในพลาสมาขณะอดอาหารมาอย่างน้อย 8 ชั่วโมงแต่ไม่มากกว่า 16 
ชั ่ว โมง  (fasting plasma glucose) มากกว ่าหร ือ เท ่าก ับ 126 ม ิลล ิกร ัมต ่อ
เดซิลิตร อย่างน้อย 2 ครั้ง 

2. ระดับกลูโคสในพลาสมาเมื่อเวลาใดก็ได้ (random plasma glucose) มากกว่า
หรือเท่ากับ 200 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ร่วมกับมีอาการของโรคเบาหวาน ได้แก่ 
ปัสสาวะมาก ด่ืมน้ ามาก น้ าหนักตัวลดลงโดยไม่ทราบสาเหตุ 

3. ระดับกลูโคสในพลาสมาท่ี 2 ช่ัวโมง หลังการด่ืมน้ าตาลกลูโคส 75 กรัม มากกว่า
หรือเท่ากับ 200 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตรอย่างน้อย 2 ครั้ง 

ทั้งนี ้หากว่าผู้ป่วยมีระดับน้ าตาลสูงไม่มากกว่า 200 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร แต่แพทย์ยัง
สงสัยว่าผู้ป่วยอาจเป็นโรคเบาหวานได้ ควรท าการตรวจซ้ าโดยวิธีใดวิธีหนึ่ง ในวันอื่นอีกครั้ง  
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2.2 โรคไตจากเบาหวาน (Diabetic nephropathy)  

โรคไตจากเบาหวานเป็นภาวะแทรกซ้อนเรื ้อรังที่ส าคัญของผู้ป่วยโรคเบาหวาน พบได้
ประมาณร้อยละ 30-50 ของผู้ป่วยเบาหวาน จากการส ารวจในประเทศไทยพบว่ามีผู ้ป ่วย
เบาหวานชนิดที่ 2 ที่มีภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ ร้อยละ 18.7-43.5 และภาวะ overt 
nephropathy ร้อยละ 1.6-5.1 นอกจากนี้โรคไตจากเบาหวานเป็นสาเหตุอันดับหนึ่งของผู้ป่วย
โรคไตเรื้อรังระยะสุดท้าย คือพบประมาณร้อยละ 30.1 ของผู้ป่วยที่ได้รับการรักษาทดแทนไตใน
ประเทศไทย โดยลักษณะทางคลินิกของโรคไตจากเบาหวานสามารถตรวจพบได้ดังนี้ (14) 

1. ภาวะโปรตีนชนิดอัลบูมินรั่วออกมาในปัสสาวะ (albuminuria) ซึ่งในระยะแรกมี
ปริมาณเล็กน้อยหรือระยะที่เรียกว่าไมโครอัลบูมินนูเรีย  (microalbuminuria) 
คือมี urine albumin excretion rate (UAE) 30-300 มิลลิกรัมต่อวัน ระยะนี้
ถ้าท้ิงไว้ไม่ได้รับการรักษาปริมาณโปรตีนชนิดอัลบูมินอาจตรวจพบในปัสสาวะได้
มากขึ ้น  (macroalbuminuria หร ือ overt proteinuria) คือมี UAE มากกว่า 
300 มิลลิกรัมต่อวัน โดยไม่ได้มีสาเหตุจากโรคอื่น 

2. อาการความดันโลหิตสูง (วินิจฉัยโดยมีความดันโลหิตสูงกว่า 140/90 มิลลิเมตร
ปรอท เมื่อยังไม่ได้การรักษา หรือความดันโลหิตสูงกว่า 130/80 มิลลิเมตรปรอท
เมื่อได้รับการรักษาแล้ว) 

3. การท างานของไต (glomerular filtratiom rate; GER) พบว่าในระยะแรกการ
ท างานจะปกติหรือสูงกว่าปกติ ต่อมาจะเริ่มเส่ือม และเส่ือมมากขึ้นจนเกิดโรคไต
เรื้อรังระยะสุดท้ายในท่ีสุด 
 

 ระยะต่างๆ ของโรคไตจากเบาหวานและการด าเนินของโรค 

 Normoalbuminuria หมายถึง ภาวะที่ผู ้ป่วยเบาหวานมีค่า Albumin/ creatinine 
ratio (ACR) < 30 mg/g creatinine จากการตรวจตัวอย่างปัสสาวะถ่ายครั้งเดียว หากตรวจด้วย
แถบจุ่มพิเศษส าหรับไมโครอัลบูมินในปัสสาวะให้ผลลบ 

 ภาวะไมโครอัลบูม ินในปัสสาวะ  (microalbuminuria,MAU) หมายถึง เป็นระยะ
เริ ่มแรกของโรคไตจากเบาหวานที่ตรวจไม่พบโปรตีนชนิดอัลบูมินในปัสสาวะด้วยแถบตรวจ
ปัสสาวะ (urine dipstick) ท่ัวไป แต่จะตรวจพบได้ด้วยแถบตรวจจ าเพาะส าหรับอัลบูมินปริมาณ
น้อย (microalbuminuria dipstick) หรือวัดปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะได้ 20-200 ไมโครกรัม
ต่อนาทีหรือ 30-300 มิลลิกรัมต่อวัน อย่างน้อย 2 ใน 3 ครั้ง ภายในระยะเวลา 6 เดือน โดยไม่มี
สาเหตุอื่น 
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 Macroalbuminuria, overt proteinuria ห ร ือ  overt nephropathy ห ม า ย ถ ึง 
เป็นระยะของโรคไตจากเบาหวานที่ตรวจพบโปรตีนชนิดอัลบูมินในปัสสาวะด้วยแถบตรวจ
ปัสสาวะ (urine dipstick) ได้ตั ้งแต่ระดับเล็กน้อย (trace) ขึ ้นไป หรือวัดปริมาณอัลบูม ินใน
ปัสสาวะได้มากกว่า 200 ไมโครกรัมต่อนาทีหรือ 300 มิลลิกรัมต่อวัน อย่างน้อย 2 ใน 3 ครั้ง
ภายในระยะเวลา 6 เดือน โดยไม่มีสาเหตุอื่น 

 โรคไตเรื้อรัง (Chronic kidney disease) หมายถึง ภาวะที่ไตมีความบกพร่องในการ
ก า จ ัด ข อ ง เ ส ีย  โ ด ย ค ่า  glomerular filtration rate (GFR) ห ร ือ ค ่า ก า ร ข จ ัด ค ร ีแ อ ท ิน ิน 
(creatinine clearance) ต่ ากว่า 60 มิลลิลิตรต่อนาทีหรือมีความผิดปกติทางพยาธิสภาพ หรือ
โครงสร้างของไต ถึงแม้ว่า GFR ปกติ เช่น ตรวจพบโปรตีนรั่วทางปัสสาวะเกินปกติ, พบเม็ดเลือด
แดงในปัสสาวะเกินปกติ เป็นต้น และความผิดปกติที่กล่าวมาข้างต้นต้องเป็นอย่างเรื้อรัง คือ เป็น
ติดต่อกันนานเกิน 3 เดือน  

 ไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย (End-stage kidney disease) หมายถึง โรคไตเรื ้อรังที่มี
การท างานของไตต่ ามาก คือ ค่า creatinine clearance ต่ ากว่า 10-15 มิลลิลิตรต่อนาที ผู้ป่วย
มักจะมีอาการหรือภาวะแทรกซ้อนของการที่มีของเสียคั่งในร่างกาย  และส่วนใหญ่จ าเป็นต้อง
ประทังชีวิตด้วยการรักษาทดแทนการท างานของไต ได้แก่ การฟอกเลือดด้วยเครื่องไตเทียม 
(hemodialysis) การล้างไตด้วยน้ ายาทางช่องท้อง  (continuous ambulatory peritoneal 
dialysis, CAPD) หรือ การปลูกถ่ายไต (kidney transplantation) เป็นต้น 

 ผู้ป่วยเบาหวานไม่ได้เกิดโรคไตจากเบาหวานทุกราย เมื่อติดตามการด าเนินโรคของผู้ป่วย
เบาหวานเป็นระยะเวลานาน พบว่าร้อยละ 50 ของผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 จะสามารถตรวจพบ
ไมโครอัลบูมินในปัสสาวะได้ ซึ่งมักจะพบหลังจากวินิจฉัยว่าเป็นเบาหวานมานาน 5-10 ปี หาก
ไม่ได้รับการรักษาที่เหมาะสมผู้ป่วยกลุ่มนี้ถึงร้อยละ 80 จะมีอัลบูมินในปัสาวะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ จาก
การศึกษาในปัจจุบันพบว่า ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 ที่มีภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะและไม่ได้
รับการรักษาที่เหมาะสม ประมาณ 1 ใน 3 จะมีปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เข้าสู่
ระยะ macroalbuminuria ต่อไป ประมาณ 1 ใน 3 อาจมีปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะลดลงจน
เป็นปกติ ผู้ป่วยที่เข้าสู่ระยะ macroalbuminuria จะมีการเสื่อมหน้าที่ของไตลงไปเรื่อยๆ และ
พัฒนาเข้าสู่การเป็นไตวายเรื ้อรังระยะสุดท้ายในสุด โดยประมาณว่าร้อยละ 20 ของผู้ป่วย
เบาหวานชนิดที่ 1 จะมีโรคไตจากเบาหวานและเข้าสู่ไตวายเรื้อรังระยะสุดท้ายภายในระยะเวลา 
20 ปีหลังจากวินิจฉัย (รูปท่ี 2.1) 

 ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 มีธรรมชาติการด าเนินโรคของโรคไตแตกต่างกัน พบว่ามีผู้ป่วย
จ านวนหนึ่งตรวจพบภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ และอาจพบภาวะอัลบูมินรั่วออกมามากใน
ปัสสาวะแล้ว ต้ังแต่เริ่มวินิจฉัย ซึ่งอาจเนื่องมาจากผู้ป่วยมีโรคเบาหวานมาเป็นระยะเวลานานโดย
ไม่มีอาการหรือไม่เคยได้รับการตรวจวินิจฉัยมาก่อน หากไม่ได้รับการรักษาที่เหมาะสมผู้ป่วย
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เ บ า ห ว า น ช น ิด ที ่ 2 ที ่ม ีไ ม โ ค ร อ ัล บ ูม ิน ใ น ป ัส ส า ว ะ ร ้อ ย ล ะ  20-40 จ ะ เ ข ้า สู ่ร ะ ย ะ 
macroalbuminuria แต่เมื่อเวลาผ่านไป 20 ปี พบว่ามีผู้ป่วยประมาณร้อยละ 20 พัฒนาไปเป็น
โรคไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย ถึงแม้ว่าอัตราการลดลงของหน้าท่ีไตในผู้ป่วยเบาหวานชนิดท่ี 2 ไม่
แตกต่างไปจากผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 แต่ผู ้ป่วยเบาหวานชนิดที ่ 2 มีอายุมากกว่าและมี
อุบัติการณ์ของโรคหลอดเลือดหัวใจและสมองมากกว่า อาจท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตก่อนมีไตวาย
เรื้อรังระยะสุดท้ายได้ 

 

รูปที่ 2. 1 การด าเนินโรคในระยะต่างๆ และปัจจัยที่ส่งเสริมการเกิดของโรคไตจากเบาหวาน 

(ดัดแปลงจากเอกสารอ้างอิง (14)) 

 

 ปัจจัยเสี่ยงต่อการเกิดโรคไตจากเบาหวาน  

 มีเหตุปัจจัยหลายด้านที่เกี ่ยวข้อง ภาวะที่มีระดับน้ าตาลในเลือดสูงในผู้ป่วยเบาหวาน 
เป็นปัจจัยที่ส าคัญในการก่อให้เกิดภาวะแทรกซ้อนเรื ้อรังจากโรคเบาหวาน  นอกจากนี้ปัจจัย
ส าคัญอื่นๆ ที่พบว่าก่อให้เกิดโรคไตจากเบาหวาน ได้แก่ ปัจจัยทาง Hemodynamic คือภาวะ
ความดันโลหิตและความดันภายใน glamorous สูง ปัจจัยทางพันธุกรรมมีประวัติครอบครัวของ
โรคไตจากเบาหวานหรือไตวายเรื้อรังระยะสุดท้ายหรือความดันโลหิตสูง ปัจจัยทางสิ่งแวดล้อม  
เช่น ภาวะไขมันในเลือดสูง การควบคุมระดับน้ าตาลได้ไม่ดี  การรับประทานโปรตีนสูงและการสูบ
บุหรี ่ เป็นต้น ปัจจัยต่างๆกระตุ้นเซลล์ภายในไตโดยผ่านกระบวนการ signaling pathways 
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ตลอดจน growth factors และ cytokines ต่างๆ ก่อให้เกิดภาวะ proteinuria และโรคไตจาก
เบาหวาน (รูปท่ี 2.2) (15) 

 

รูปที่ 2. 2 ปัจจัยการเกิดโรคไตจากเบาหวาน  (16) 

 การตรวจคัดกรองเพื่อการวินิจฉัยโรคไตจากเบาหวาน 

 การตรวจคัดกรองเพื ่อการวินิจฉัยโรคไตในระยะแรกและเพื ่อประโยชน์ส าหรับวาง
แผนการรักษาส าหรับผู้ป่วยเบาหวาน มีการตรวจที่เป็นหลักอยู่ 2 อย่าง คือการตรวจวัดปริมาณ
อัลบูมินในปัสสาวะหรือที่เรียกว่า ภาวะไมโครอัลบูมินูเรียและการตรวจวัดการท างานของไต 

 

2.3 อัลบูมิน (Albumin) 

อัลบูมิน (Albumin) เป็นโปรตีนที่พบมากที่สุดในร่างกาย มีลักษณะเป็นก้อนกลม สร้าง
ขึ้นที่ตับ โดยมีอัตราการสร้างประมาณ 10 กรัมต่อวัน ถูกปล่อยออกมาไหลเวียนในกระแสเลือด 
หน้าที่ของอัลบูมิน คือ ใช้เป็นโปรตีนช่วยขนส่ง และเป็นคลังเก็บลิแกนด์ชนิดต่างๆ เช่น บิริรูบิน 
กรดไขมันชนิดต่างๆ อัลบูมินยังสามารถจับกับฮอร์โมนหลายชนิดเช่น ไทรอกซิน คอร์ติซอล 
นอกจากนี้ความเข้มข้นของอัลบูมินในพลาสมามีความส าคัญอย่างยิ่งต่อการควบคุมความดันของ
เส้นเลือด เป็นองค์ประกอบหนึ่งที่ควบคุม สมดุลน้ าภายในและภายนอกเส้นเลือด ดังนั้นถ้ามี
ปริมาณอัลบูมินในเลือดน้อยเกินไปจะท าให้น้ าที่อยู ่ในหลอดเลือดออกไปอยู่บริเวณอื่นๆ นอก
หลอดเลือด น้ าจะสะสมใต้ผิวหนัง ภายในเนื้อเยื่อ ท าให้เกิดอาการบวมน้ า  นอกจากนี้ปริมาณ
อัลบูมินในซีรัม จะสามารถใช้ประเมินภาวะการท างานของตับ ใช้ประเมินพยาธิสภาพที่เกิดขึ้น
จากตับว่ามีความรุนแรงเพียงใด และสามารถใช้ในการติดตามผลการรักษา ถ้าพบว่าปริมาณอัลบู
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มินในเลือดลดลงแสดงว่า หน้าท่ีในการสร้างและการท างานของตับลดลงด้วย  นอกจากนี้อัลบูมิน
เป็นโปรตีนที่มีขนาดโมเลกุลใหญ่ (66 kDa) ในภาวะปกติจะไม่ตรวจพบอัลบูมินในปัสสาวะ หรือ
พบได้ในปริมาณน้อยกว่า 1% ของปริมาณอัลบูมินในร่างกาย  ความผิดปกติที่เกิดขึ้นที่ไต จะ
ตรวจพบ MAU ซึ่งอัลบูมินรั ่วออกมาในปัสสาวะในปริมาณน้อยๆ แต่มากกว่าระดับปกติและมี
ความส าคัญทางคลินิก  

 

 กลไกการเกิด albuminuria 

การตรวจพบไมโครอัลบูมินในปัสสาวะเกิดจากการที่มีระดับน้ าตาลในเลือดสูงกว่าปกติ 
ท าให้เกิดการสะสม Glycated proteins กระตุ้นให้สร้าง Angiotensin II (ANG II) มากขึ้นส่งผล
ให้เก ิดความดันโลหิตส ูงขึ ้น ผนังหลอดฝอยที ่ glomerular capillary wall ม ีล ักษณะ เป ็น 
anionic macromolecules มีกลไกในการยับยั้งการรั ่วของอัลบูมินออกทางปัสสาวะ  โดยใช้
คุณสมบัติของขนาดและประจุเพื่อกีดขวางไม่ให้อัลบูมินเล็ดลอดออกไปได้  แต่จากการศึกษาใน
ผู้ป่วยเบาหวานท่ีมีภาวะ MAU พบว่ามีการเพิ่มจ านวนของรูขนาดใหญ่ จึงลดคุณสมบัติในการกีด
ขวางโดยขนาดลง นอกจากนี้ยังลดลงของสาร heparan sulfate ซึ่งเป็นประจุลบที่ส าคัญในการ
กีดขวางโดยใช้ประจุท าให้เกิดการผลักสารประจุลบด้วยกันอย่าง  เช่น อัลบูมิน ส่งผลให้เกิดการ
หลุดลอดของอัลบูมินในปัสสาวะจ านวนมาก (17) 

 

2.4 ภาวะไมโครอัลบูมินนูเรีย (Microalbuminuria, MAU) 

MAU คือ ภาวะท่ีมีการขับโปรตีนชนิดอัลบูมินขับออกทางปัสสาวะในปริมาณระหว่าง  30 
-300 มิลลิกรัมภายในเวลา 24 ชม.(24 hour collection) หรือเก็บปัสสาวะแบบสุ่มเก็บครั้งเดียว 
(spot collection) ปริมาณ 30-300 ไมโครกรัมต่อมิลลิกรัมครีอาตินีน หรือเก็บปัสสาวะเป็น
ช่วงเวลา (Time collection) ปริมาณ 20-200ไมโครกรัมต่อนาที (11) และจะต้องพบ 2 ใน 3 
ครั้งของปัสสาวะที่เก็บต่างเวลากันภายในระยะเวลา 3-6 เดือน (18) เนื่องจากการขับปริมาณ
อัลบูมินมีการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลา จากตารางที่ 2.1 ตารางแสดงปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะ
แบบต่างๆ โดยแบ่งตามวิธีเก็บตัวอย่างปัสสาวะซึ่งค่าปกติของ albumin excretion rate (AER) 
จะอยู่ในช่วง 0–29 mg ต่อวันนอกจากนี้ผู้ที่รับการตรวจจะต้องไม่มีภาวะดังต่อไปนี้ ออกก าลัง
กายภายใน 24 ช่ัวโมง, ไข้ (fever), หัวใจวาย(heart failure), ตับแข็ง (cirrhosis), โรค systemic 
lupus erythematosus (SLE) และความดันโลหิตสูง (high blood pressure) (19, 20) 
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ตารางที่ 2. 1 ตารางแสดงปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะแบบต่างๆ โดยแบ่งตามวิธีเก็บตัวอย่างปัสสาวะ 
(4) 

 

สภาวะ 

เก็บปัสสาวะแบบสุ่ม 
ตรวจครั้งเดียว 

(spot urine) 

(µg/mg creatinine) 

เก็บปัสสาวะ 24 
ช่ัวโมง 

(24-h urine) 

(mg/day) 

เก็บปัสสาวะเป็น
ช่วงเวลา 

(timed urine) 

(µg/minute) 

Normoalbuminuria น้อยกว่า 30 น้อยกว่า 30 น้อยกว่า 20 

Microalbuminuria 30-300 30-300 20-200 

Macroalbuminuria มากกว่า 300 มากกว่า 300 มากกว่า 200 

 

2.4.1 การตรวจ MAU โดยวิธีมาตรฐานสามารถท าได้สองวิธี   

1. การตรวจว ัด เช ิงปร ิม าณ  (quantitative) เพื ่อหาปร ิมาณ microalbuminuria ใน
ปัสสาวะ  

 1.1 การตรวจจากปัสสาวะท่ีสุ่มตรวจครั้งเดียว (spot urine) เพื่อหาสัดส่วนปริมาณอัลบู
มินต่อปริมาณครีอาตินีน ในปัสสาวะ (urine albumin/creatinine concentration ratio) เป็น
วิธีท่ีนิยมใช้มากท่ีสุด 

 1.2 การตรวจจากปัสสาวะ 24 ช่ัวโมงเพื่อหาปริมาณอัลบูมินท้ังหมดท่ีถูกขับออกไปทางปัสสาวะ
ในช่วง 1 วัน  

 1.3 การตรวจจากปัสสาวะที่เก็บในช่วงเวลาเฉพาะ (timed collection) แต่ไม่ครบ 24 
ช่ัวโมง เช่น เก็บในระยะเวลา 4 ช่ัวโมงหรือเก็บข้ามคืน เพื่อค านวณหาอัตราการขับอัลบูมินที่ออก
ไปทางปัสสาวะต่อ 1 หน่วยเวลา (albumin excretion rate) 

2. การตรวจวัดเชิงคุณภาพ (qualitative) เพื่อหา microalbuminuria 
 การหาปริมาณ MAU ด้วยวิธีใช้แถบสีจุ่ม (microalbuminuria strip test) ซึ ่งเป็นการ
วัดเชิงกึ่งปริมาณ (semi-quantitative) จะมีความไวร้อยละ 95 และความจ าเพาะร้อยละ 93 จึง
ได้มีการจัดท าหลักการแนวทางเวชปฏิบัติส าหรับโรคเบาหวาน พ.ศ. 2555 เพื่อเป็นแนวทางการ
ตรวจคัดกรองและการวินิจฉัยโรคไตจากเบาหวานดังรูปที่ 2.3 โดยผู้ป่วยที่จะอยู่ในเกณฑ์จะต้อง
เป็นผู้ป่วยโรคเบาหวานและเป็นผู้ที่ไม่ได้รับการตรวจประเมินด้านไตในระยะ 12 เดือนที่ผ่าน จะ
ใช้วิธีการตรวจ Urine protein หรือตรวจหาภาวะ macroalbuminuria ใช้ชุดตรวจ (dipstick 
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ราคา 50 บาท ตามกรมบัญชีกลาง) ในกรณีที่ผู้ป่วยมีค่า urine protein ด้วยแถบสีตั้งแต่ trace 
ขึ ้นไป จ าเป็นต้องซักประวัติผู ้ป่วยเพิ ่มเติมเพื ่อให้แน่ใจว่าไม่มีภาวะอื ่นนอกจากโรคไตจาก
เบาหวาน โดยภาวะอื่นๆ เช่น มีไข้ ออกก าลังกายหักโหม  การติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ เป็นต้น 
และการตรวจค่า urine protein ด้วยแถบสีเป็นลบ ควรตรวจหาวัดเชิงปริมาณเพื่อค านวณหา 
urine albumin/creatinine ration (ACR) ซึ ่ง เป ็นว ิธ ีที ่ยอมร ับในป ัจจ ุบ ัน  ค ่า  ACR  ≥ 300 
มิลลิกรัมต่อกรัมในการเก็บปัสสาวะแบบสุ่ม ตรวจครั้งเดียว (spot urine) หรือ ≥ 300 มิลลิกรัม
ต่อวัน ในการเก็บปัสสาวะ 24 ช่ัวโมง แสดงว่า ผู้ป่วยเป็นโรคไตที่เกิดจากเบาหวาน หรืออาจเกิด
โรคไตที่มาจากสาเหตุอื่นๆ ในกรณีผลตรวจเป็นลบ โดยการเก็บปัสสาวะแบบสุ่ม  ตรวจครั้งเดียว 
(spot urine) เพื่อตรวจหาค่า albumin creatinine ratio (Alb/Cr) < 30 มิลลิกรัมต่อกรัม หรือ
ม ีปร ิมาณ MAU < 20 ม ิลล ิกร ัมต ่อล ิตร โดยช ุดตรวจ  MAU (ราคา 270 บาทราคาตาม
กรมบัญชีกลาง) แสดงว่าผู้ป่วยไม่มีภาวะ MAUแต่อย่างไรก็ตามควรท าการตรวจ MAU ซ้ าทุกปี 
ในกรณีตรวจหาค่า Albumin creatinine ratio (Alb/Cr) ≥ 30 มิลลิกรัมต่อกรัม หรือมีปริมาณ 
MAU ≥ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร โดยชุดตรวจMAU แสดงว่าผู้ป่วยมีภาวะ microalbuminuria หรือ
มีภาวะ macroalbuminuria แล้ว แต่อย่างไรก็ตามควรท าการตรวจซ้ าอีก 1-2 ครั้งในระยะเวลา 
6 เด ือน ถ ้าผลเป ็นบวกให ้ท าการตรวจการประเม ินอ ัตราการกรองของไต (estimated 
Glomerular Filtration Rate, eGFR) และท าการรักษาต่อไป ตามค าแนะน าของสมาคมแพทย์
โรคเบาหวานของสหรัฐอเมริกา ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 ทุกรายควรได้รับการตรวจคัดกรอง
หาอัลบูมนิหรือโปรตีนในปัสสาวะอย่างน้อยปีละ 1 ครั้ง ในผู้ป่วยที่เป็นโรคมาเกินกว่า 5 ปี หรือ
เมื่อเข้าสู่วัยรุ่น ส าหรับผู้ป่วยเบาหวานชนิดท่ี 2 ควรได้รับการตรวจทันทีท่ีได้รับการวินิจฉัยว่ าเป็น
โรคเบาหวานเนื ่องจากผู ้ป ่วยส่วนใหญ่ที ่เป ็นโรคเบาหวานชนิดที ่ 2 ม ักมีการด าเน ินของ
โรคเบาหวานเป็นเวลานานแล้วกว่าจะมีการตรวจพบ ท าให้มีโอกาสเป็นโรคไตจากเบาหวานได้
ตั้งแต่ครั้งแรกที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคเบาหวาน และควรตรวจใหม่ทุกปี เพื่อเป็นการตรวจ
กรองและหาทางรักษาได้ทัน  
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รูปที่ 2. 3 แผนภูมิแสดงการคัดกรองและการวินิจฉัยโรคเบาหวาน (14) 

 

 

ไม่ใช่ 

ใช่ 

ใช่ 
ใช่ 

ไม่ใช่ 

ใช่ ไม่ใช่ 

ใช่ ไม่ใช่ 

ถ้าผลเป็นบวก ให้ตรวจซ้ าอีก 1-2 ครั้ง
ใน 6 เดือน ผลเป็นบวก 2 ใน 3 ครั้ง 

Serum Cr≥ 2 mg/dl 
หรือ eGFR< 60 ml/min ส่งต่อผู้เชี่ยวชาญโรคไตเพื่อ

รับการรักษาที่เหมาะสม 

เริ่มการรักษาด้วย ACEI ถ้ามีผลข้างเคียง 
จาก ACEI พิจารณาใช้ ARB 

ให้การรักษาเพื่อควบคุมระดับน้ าตาล
และไขมันในเลือด และความดันโลหิต

ให้ได้ตามเป้าหมาย 

 

ตรวจ 
microalbumin ซ้ า

ทุกปี 

คัดกรองหา microalbuminuria โดยวัด 
Albumin/creatinine ratio (Alb/Cr) 

จากปัสสาวะที่เก็บตอนเช้าหรือใช้ 
dipstick 

specific ส าหรับตรวจ miroalbumin 

ข้อมูลทางคลินิกบ่งชี้ถึงรึไตจากสาเหตุ
อ่ืน 

โรคไตจากเบาหวาน โรคอ่ืน ๆ 

Alb/Cr< 30 mg/g 
หรือ microalbumin 
Dipstick< 20 mg/l 

Alb/Cr 30-299 mg/g 
หรือ microalbumin 
Dipstick> 20 mg/l 

Alb/Cr≥ 300 mg/g 
หรือ microalbumin 
Dipstick> 100 mg/l 

ผู้ป่วยเบาหวานและไม่ได้รับการประเมินด้านไตในระยะ 12 เดือนที่ผ่าน
มา  

ตรวจพบ urine protein 
(โดยไม่มีการติดเชื้อในปัสสาวะ) 
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2.4.1.1 วิธี Immunoturbidimetry 

การหาปริมาณของอัลบูมินในปัสสาวะ โดยใช้หลักการ Immunoturbidimetric เป็นวิธี
ที ่ใช้ว ัดปริมาณอัลบูมินโดยดูความขุ ่นที่เกิดขึ ้นจากการจับกันระหว่างอัลบูมินในปัสสาวะกับ
แอนติบอดีต่ออัลบูมิน เกิด antigen-antibody complex วัดความขุ่น จากการดูดกลืนแสงที่
เพิ่มขึ้น ที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร เทียบกับค่ากราฟมาตรฐานของอัลบูมิน วิธีนี้เป็นวิธีที่
น ิยมใช้ในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ เพราะเป็นวิธ ีที ่สามารถวัดได้ง ่าย แต่อย่างไรก็ตาม
ข้อจ ากัดของวิธี Immunoturbidimetric คือ ความสามารถในการตรวจค่าต่ าสุดอยู่ในช่วงสูง 5-8 
ม ิลล ิกร ัมต ่อล ิตร  (9 )  จ ึงม ีการพ ัฒนาว ิธ ี particles-enhanced turbidimetric inhibition 
immunoassay (PETINIA) ดังรูปที่ 2.4 โดยอาศัยการแย่งจับกันระหว่าง อัลบูมินในสิ่งตัวอย่าง
และอัลบูมินที่ตรึงอยู ่บนพื ้นผิว latex particles จับกับแอนติบอดีต่ออัลบูมิน ตกตะกอนวัด
ค่าอัลบูมินจากความขุ่นท่ีเกิดขึ้น ท่ีความยาวคล่ืน 340 และ 700 นาโนเมตร ปริมาณของอัลบูมิน
จะแปรผกผันกับการดูดกลืนแสง ความสามารถในการตรวจค่าต่ าสุดอยู่ในช่วง 1.3 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร (11) 

 

 

 

รูปที่ 2. 4 แสดงหลักการ particles-enhanced turbidmetric inhibition immunoassay 
(PETINIA) 

2.4.1.2 วิธี Immunonephelometry 

การตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะโดยใช้หลักการ immunonephelometry 
หลักการคือวัดปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะโดยการจับกับแอนติบอดีที่จ าเพาะต่ออัลบูมิน เกิด 
antigen-antibody complex สามารถปริมาณอัลบูมินได้จากความขุ่นที่เกิดขึ้นโดยการวัดการ
กระจายของแสงจากเครื่อง spectrometric ซึ ่งตัวตรวจวัดจะเอียงท ามุมกับแหล่งก าเนิดแสง 
ความสามารถในการตรวจค่าต่ าสุดอยู่ในช่วง 2 มิลลิกรัมต่อลิตร (7) จากการศึกษาของ Rui Liu 
ในการทดสอบเปรียบเทียบวิธ ีการหาปริมาณไมโครอัลบูมิน  ดังนี ้ immunonephelometry 
(INA), immunoturbidimetry (ITA), colloidal gold, radioimmunoassay (RIA) แ ล ะ
chemiluminescence immunoassay (CLIA) วิธีท่ีได้รับการยอมรับว่าเหมาะสมในการตรวจวัด
ป ร ิม า ณ อ ัล บ ูม ิน ม า ก ที ่ส ุด ค ือ  immunonephelometry (INA) โ ด ย พ บ ว ่า ว ิธ ี 
immunonephelometry (INA) มีค่าความเป็นเส้นตรงคือ 1 ในช่วงปริมาณอัลบูมิน 2-250 
มิลลิกรัมต่อลิตร (10) นอกจากนี้จากการศึกษาของ Ottavo Giampietro และคณะ กล่าวว่า 
immunonephelometry (INA) เ ป ็น ว ิธ ีม ีค ว า ม ถ ูก ต ้อ ง แ ล ะ ค ว า ม ไ ว ใ ก ล ้เ ค ีย ง 
radioimmunoassay (RIA) และยัง เป็นว ิธ ีที ่ม ีความสะดวก รวดเร ็วในการใช้งานมากกว ่า  

PR + Ab with HSA + ALB in Sample               PR-Ab with HSA Complex + Ab-ALB 
(Scatters at 340 nm) 
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radioimmunoassay (RIA) เมื ่อเทียบกับปริมาณตัวอย่างเท่ากันเนื่องจากเป็นเครื่องวิเคราะห์
อัตโนมัติ (9) 

2.4.1.3 วิธี Radioimmunoassay (RIA) 

วิธี RIA เป็นวิธีท่ีสามารถวัดปริมาณ MAUโดยการติดฉลากด้วยกัมมันตรังสี เช่น 125I อัลบู
มินซึ่งจะแย่งจับ MAU ต่อมาใช้ anti-immunoglobulin antibody ในปริมาณที่ทราบ ปริมาณ
ของอัลบูมินที่ติดฉลากจะจับกับแอนติบอดีเป็นอัตราผกผันกับปริมาณของอัลบูมินในปัสสาวะ 
แม้ว่าวิธีของ RIA จะเป็นวิธีท่ีมีความไวสูงโดยสามารถตรวจวัดปริมาณMUAได้ถึงระดับไมโครกรัม 
จากการศึกษาของ Wayne D. Comper และคณะสามารถตรวจวัดค่าต่ าสุดคือ 16 ไมโครกรัมต่อ
ลิตร ซึ ่งถือว่า RIA เป็นวิธ ีการตรวจ MUAได้ไวที่สุด แต่อย่างไรก็ตามข้อจ ากัดของ RIA คือ 
เครื่องมือและน้ ายาที่ใช้มีราคาแพง กัมมันตภาพรังสีที่ใช้อาจมีอันตรายต่อผู้วิจัย จึงจ าเป็นต้อง
ได้รับอนุญาต และการท าลายสารหลังจากการใช้งานจะต้องมีการควบคุมเป็นอย่างดี (21) 

2.4.1.4 วิธี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 

ว ิธ ี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เป ็น ว ิธ ีที ่ใ ช ้แ อนต ิเ จนหร ือ
แอนติบอดีตรึงอยู่บนพื ้นผิวของ microplate สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ระหว่างแอนติบอดีกับ
แอนติเจนที่สามารถตรวจวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้จากแอนติบอดีทุติยภูมิ ซึ่งจะติดฉลากไว้ท าให้
สามารถตรวจสอบปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นได้ จากการเปล่ียนสีหรือสามารถวัดความเข้มสีท่ีเปล่ียนแปลง
ได้จากเครื่อง ELISA reader สามารถวัดช่วงความเป็นเส้นตรงเท่ากับ 0.2-12.5 มิลลิกรัมต่อลิตร 
(22) การตรวจวัดMUA ด้วยหลักการ ELISA มีหลายหลักการขึ้นอย่างกับสารหรือสิ่งส่งตรวจที่
ต้องการตรวจ ดังนี้ 

Indirect competitive ELISA วิธีการนี้จะตรึงอัลบูมินลงใน ELISA plate ต่อมาเติมสิ่ง
ส่งตรวจที ่ต ้องการตรวจซึ ่งจะมีอ ัลบูม ินอยู ่ และเติมแอนติบอดีชน ิดปฐมภูม ิลงไป ซึ ่งจะมี
ความจ าเพาะกับอัลบูมิน โดยจะเกิดการแข่งขันแย่งกันจับระหว่างอัลบูมินในสิ่งส่งตรวจกับอัลบู
ม ิน ที ่ตร ึง ที ่ ELISA plate หล ัง จากนั ้น เต ิมแอนต ิบอด ีท ุต ิยภ ูม ิซึ ่ง ต ิดฉลากด ้ว ย เอน ไ ซม ์ 
horseradish peroxidase และเติมสารตั้งต้น ความเข้มสีที่เกิดจะแปรผกผันกับความเข้มข้น
ของอัลบูมินในสิ่งส่งตรวจ  นอกจากนั้นหลักการดังกล่าวมีการตรึงแอนติบอดีไว้ที่ก้นหลุม ซึ่งจะ
เป็นแอนติบอดีที่มีความจ าเพาะต่ออัลบูมิน ต่อจากนั้นเติมอัลบูมินกับอัลบูมินท่ีทราบความเข้มข้น
ท่ีติดฉลากด้วยเอนไซม์ใส่ลงไปพร้อมกัน เติมสารต้ังต้นของเอนไซม์และวัดปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้น โดย
ปฏิกิริยาท่ีวัดได้จะแปรผกผันกับปริมาณอัลบูมินในส่ิงส่งตรวจ (22, 23) 

Indirect sandwich ELISA หลักการคือ การตรึงแอนติบอดีที่จ าเพาะต่ออัลบูมินไว ้ที ่ 
plate ELISA  หลังจากนั้นเติมอัลบูมินในสิ่งส่งตรวจ อัลบูมินจะเข้าไปจับกับแอนติบอดีที่ตรึงที่ 
plate ELISA หลังจากนั้นท าการเติมแอนติบอดีท่ีมีการติดฉลากลงไป แอนติบอดีท่ีติดฉลากจะเข้า
ไปจับกับอัลบูมิน เติมสารตั้งต้นที่ใช้ท าปฏิกิริยากับเอนไซม์ วัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น ค่าที่ได้จะเป็น
ค่าท่ีแปรผันตามปริมาณอัลบูมิน (24) 

http://blog.eduzones.com/yumi/3721
http://blog.eduzones.com/yumi/3721
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ว ิธ ี Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) เป ็น ว ิธ ีที ่ม ีก า ร ใช ้ก ัน อย ่า ง
แพร่หลาย มีความจ าเพาะสูงจากการเลือกใช้แอนติเจนหรือแอนติบอดีที ่มีความบริสุทธ ์ส ูง 
อย่างไรก็ตามว ิธ ีการนี ้เป ็นว ิธ ีที ่ต ้องอาศัยเครื ่องมือในการตรวจว ัด ท าให้ไม ่สามารถใช้ใน
โรงพยาบาลตามชนบท อีกท้ังยังใช้ระยะเวลานานเนื่องจากวิธีดังกล่าวมีหลายขั้นตอน  

2.4.1.5 วีธี immunochromatographic assay 

ปัจจุบันเนื่องปริมาณผู้ป่วยโรคเบาหวานจากโรคไตปริมาณเพิ่มสูงขึ้น ท าให้มีการผลิตชุด
ตรวจวัดต่างๆ เพื่ออ านวยความสะดวกต่อการรักษาและการป้องการการเกิดโรคแทรกซ้อนท่ีจะ
เกิดขึ้นได้อย่างทันถ่วงที เช่น 

Clinitek microalbumin reagent strips เป็นชุดการตรวจแบบกึ ่งปริมาณ (semi-
quantitative) เป็นการตรวจทั้ง MAU และครีอาตินีน วัดปริมาณใช้การจับกันของอัลบูมิน จาก
การจับกับสี sulfonephthalein เกิดการเปลี่ยนสีตั ้งแต่สีเขียวอ่อนจนถึงสีน้ าเง ินขึ ้นอยู ่ก ับ
ปริมาณอัลบูมินในสิ่งส่งตรวจ วัดปริมาณครีอาตินีนจากการจับกับ copper sulfate ได้เป็น 
creatinine-sulfate complex เกิดการเปลี่ยนสีม่วงจนถึงสีน้ าตาล ตามความเข้มข้นของครีอา
ตินีนท่ีเพิ่มขึ้น ค่าความถูกต้องของอัลบูมินร้อยละ 96 และคริอาตินินร้อยละ 93.3 (25) 

Micral test® ผ ล ิต โ ด ย บ ร ิษ ัท  Roche Diagnostics ใ ช ้ห ล ัก ก า ร ต ร ว จ  semi-
quantitative ตรวจหา MAU ที่อาศัยปฏิกิริยาเคมี แล้วเกิดสีจากเอนไซม์ที่จับอยู่บนแอนติบอดี 
ปริมาณอัลบูมินท่ีสามารถบอกได้คือ 0, 10, 20, 50 และ 100 มิลลิกรัมต่อลิตร ส่วนประกอบของ 
Micral test ประกอบด้วย ดังรูปที่ 2.5 แสดงส่วนประกอบและหลักการของชุดตรวจ Micral 
test® ผลิตโดยบริษัท Roche Diagnostics โดยชุดตรวจสอบนี้มีส่วนประกอบดังนี้ 

 Absorbent layer คือส่วนท่ีรองรับตัวอย่างปัสสาวะท่ีหยดลงมาทดสอบ Buffer zone 
เป็นส่วนที่มีการตรึงบัฟเฟอร์เพื่อให้ปัสสาวะมีภาวะเหมาะสมเหมาะกับการท า
ปฏิกิริยาเคมีในขั้นต่อไป 

 Conjugate zone เป็นส่วนที่บรรจุแอนติบอดีที่มีการตรึงเอนไซม์ (antibody-
enzyme-conjugate) โดยอัลบูมินจะจับกันอย่างจ าเพาะกับแอนติบอดีที่มีการ
ตรึงไว้กับเอนไซม์เกิดเป็น antigen-antibody-enzyme complex 

 Capture matrix เป็นที ่รองร ับส่วนที ่เหลือแอนติบอด ีที ่ม ีการ ตร ึง เอนไซม ์ 
(antibody-enzyme-conjugate) และจะมีการจับกันของอัลบูมินกับแอนติบอดี
ท่ีมีการตรึงเอนไซม์เพิ่มขึ้น เพื่อรอท าปฏิกิริยาในขั้นตอนต่อไป 

 Color reaction pad เป็นส่วนที่มีการตรึงสารตั้งต้นของเอนไซม์ (สีเหลือง) ท า
ปฏิกิริยาแล้วเกิดสารสีแดงขึ้น ความเข้มของสีขึ้นอยู่กับปริมาณ MAU 
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รูปที่ 2. 5 แสดงส่วนประกอบและหลักการของชุดตรวจ Micral test® ผลิตโดยบริษัท Roche 
Diagnostics (6) 

วิธีดังกล่าวเป็นวิธีที่สามารถท าได้ง่ายไม่จ าเป็นต้องใช้เครื ่องในการตรวจวัด สามารถ
น าไปใช้ตรวจภาคสนามได้ใช้เวลาในการตรวจสอบประมาณ 10 นาทีต่อการทดสอบ มีความไว
ร้อยละ 90 และความจ าเพาะร้อยละ 87 ถึงอย่างไรก็ตามวิธีดังกล่าวยังมีราคาสูงอยู่เมื่อน ามาใช้
ในประเทศก าลังพัฒนาท าให้การใช้ไม่แพร่หลายมีเฉพาะโรงพยาบาลขนาดใหญ่เท่านั้น (6) 

วิธี Immunochromatography assay เป็นวิธีการตรวจท่ีได้รับความนิยมมากในปัจจุบัน
เนื่องจากเป็นวิธีการตรวจที่ง่าย ไม่ต้องใช้อุปกรณ์มาก ให้ผลตรวจที่รวดเร็ว อายุการใช้งานของ
ชุดตรวจได้นาน (ประมาณ 6 เดือน-1ปี) หรือที่เรียกการตรวจแบบนี้ว่า rapid test ใช้ในการ
ตรวจหาแอนติเจนหรือแอนติบอดี โดยอาศัยปฏิกิริยาการจับกันระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดี
อย่างจ าเพาะ เกิดเป็นคอมเพล็กซ์ วัดปฏิกิริยาได้จากการติดฉลากด้วย อนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตร เกิดสีแดงขึ้นซึ ่งสามารถตรวจวัดได้ นอกจากนี้การรายงานผลการตรวจ เชิงคุณภาพ ( 
qualitative)  และกึ่งปริมาณ  (Semi-quantitative) ซึ่งการตรวจที่ได้ถือว่ามีประโยชน์อย่างยิ่ง
ส าหรับการตรวจเพื่อติดตามผล เช่นการตรวจน้ าตาลกลูโคสในเลือดซึ่งจะตรวจในผู้ป่วยเบาหวาน 
หรือการตรวจคัดกรองเช่น การต้ังครรภ์ การตรวจโรคมาลาเรียเป็นต้น 

ส่วนประกอบของชุดตรวจวิเคราะห์ ดังแสดงในรูปท่ี 2.6  โดยมีส่วนประกอบต่างๆ ดังนี้ (26, 27) 
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รูปที่ 2. 6 แสดงส่วนประกอบของชุดตรวจวิเคราะห์ท่ีใช้หลักการ Immunochromatography 
(26) 

1. Sample pad ผลิตขึ้นจาก cellulose หรือ glass fiber เป็นส่วนที่รองรับสิ่งส่งตรวจ
ช่วยในการปรับภาวะของความเป็นกรดด่างได้ หรือใช้ในการกรองสิ่งส่งตรวจเช่น  แยก
เลือดระหว่างเม็ดเลือดกับซีร ัม หรือแยกแอนติบอดีที ่ไม่ต้องการออกไป  นอกจากนี้
สามารถลดการจับกันอย่างไม่จ าเพาะระหว่างสารในส่ิงส่งตรวจกับพื้นผิวชุดการตรวจจาก
การใส่บัพเฟอร์บางชนิด 

2. Conjugate pad หรือ Detection conjugate ใช้วัสดุท่ีไม่มีการดูดกลืนเช่น fiberglass, 
polyester ช่วยในการปรับภาวะของความเป็นกรดด่าง เพิ่มความคงตัวของปฏิกิร ิยา 
บริเวณท่ีบรรจุตัวติดฉลาก เช่น Gold, Silver และ Florescent 

3. Nitrocellulose membrane มีความสามารถในการตรึงโปรตีนโดยใช้ปฏิกิริยาระหว่าง 
Nitrate esters กับพันธะเปปไทด์ของโปรตีน กระดาษจะใช้อาศัยแรง capillary ในการ
น าพาสิ่งส่งตรวจบนกระดาษและมีเส้นทดสอบ (test line) และเส้นควบคุม (control 
line) 

4. เส้นทดสอบ บริเวณท่ีมีการตรึงแอนติเจนหรือแอนติบอดีขึ้นอยู่กับหลักการท่ีใช้ในการ
ตรวจ บริเวณนี้จะแสดงผลการตรวจว่าให้ผลบวกหรือผลลบ 

5. เส้นควบคุม บริเวณท่ีมีการตรึงทุติยภูมิแอนติบอดี เส้นนี้จะช่วยยืนยันประสิทธิภาพของ
ชุดการตรวจว่าสามารถใช้ได้จริง  

6. Absorbent pad เป็นบริเวณท่ีใช้รองรับสารท่ีเหลือจากการตรวจแล้วโดยใช้แรง 
capillary ช่วยลดความเข้มของพื้นหลังและลดโอกาสการเกิดผลบวกปลอมได้  

 

2.5 กระบวนการท างานของ Lateral flow  

เมื ่อหยดสิ่งส่งตรวจเช่น ปัสสาวะและซีรัมลงบน sample pad ซึ่งมีบัฟเฟอร์บรรจุอยู่ 
บัฟเฟอร์จะท าหน้าที่ในการปรับสภาพของสิ่งส่งตรวจให้มีภาวะที่เหมาะสมต่อการตรวจวัด เช่น 
บัฟเฟอร์ใช้ส าหรับเจือจางสิ่งส่งตรวจ บัฟเฟอร์ใช้ในการท าลายผนังเซลล์ (Lysis buffer) เป็นต้น 
ช ุด ต ร ว จ ที ่ใ ช ้ห ล ัก ก า ร  Sandwich solid-phase immunoassay ด ัง แ สด ง ใ น ร ูป ที ่ 2.7 ก 
แอนติเจนที่อยู่ในสิ่งส่งตรวจสามารถจับกับอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีมีการตรึงแอนติบอดี
ต่อแอนติเจนนั้นอยู่บนผิว เกิดการจับกันเป็นสารเชิงซ้อน และไหลไปจับกับแอนติบอดีท่ีจ าเพาะที่
ถูกตรึงบริเวณเส้นทดสอบ ท าให้เกิดเป็นเส้นสีแดง อ่านผลเป็นบวก (positive) ในทางตรงกันข้าม
กรณีไม่มีเส้นสีแดงปรากฏที่เส้นทดสอบ หมายถึง ไม่มีแอนติเจนในสิ่งส่งตรวจ ท าให้อนุภาค
ทองค าระดับนาโนเมตรที่ตรึงแอนติบอดีอยู่บนผิวไหลผ่าน ไม่มีการจับกันอย่างจ าเพาะ อ่านผล
เป็นลบ (negative) ส่วนชุดตรวจท่ีใช้หลักการ Competitive solid-phase immunoassay นั้น
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อ่านผลตรงกันข้ามกับหลักการ Sandwich solid-phase immunoassay ดังแสดงในรูปที่ 2.7 ข 
แอนติเจนท่ีอยู่ในส่ิงส่งตรวจ เกิดการแข่งขันกันระหว่างแอนติเจนในส่ิงส่งตรวจและแอนติเจนตรึง
อยู่บนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร กันจับแอนติบอดีท่ีตรึงอยู่บนเส้นทดสอบ การเคล่ือนที่ของ
สารบนกระดาษเกิดจากแรง Capillary action ส่วนบริเวณเส้นควบคุมจะใช้ควบคุมคุณภาพของ
ชุดตรวจ โดยจะต้องเห็นเส้นขึ้นเสมอจึงจะสามารถอ่านผลได้ (27) 

 

รูปที่ 2. 7 แสดงหลักการ Lateral flow immunoassay (27) :  (ก) หลักการ Sandwich solid-
phase immunoassay, (ข) หลักการ Competitive solid-phase immunoassay 

 

2.6 การตรวจคัดกรองโรค (Disease Screening) 

 การตรวจคัดกรองโรค หมายถึง การตรวจคัดกรองโรคที่ยังไม่ได้ปรากฏให้เห็น โดยการ
ตรวจทางห้องปฏิบัติการหรือการทดสอบอื่นๆ ท าให้สามารถแยกผู้ป่วยหรือผู้ที่มีสิ่งผิดปกติใน
ร่างกายได้ เกณฑ์ในการประเมินผลการทดสอบเพื่อตรวจคัดกรองโรค (screening tests) จะต้อง
เป็นวิธีการทดสอบที่ง่าย สามารถท าได้รวดเร็ว  ราคาถูก  ใช้ปริมาณของสิ่งส่งตรวจปริมาณน้อย 
สามารถท าได้กับกลุ่มคนจ านวนมาก  ไม่มีอันตรายกับผู้ถูกทดสอบ   

ค่าดัชนีที่ใช้ในการประเมินผลการทดสอบ 

  ในการตรวจคัดกรองโรคจะได้ผลการทดสอบใหญ่ๆ เป็นสองพวก คือ 

1. ผลการทดสอบเป็นลบ (Negative)  คาดว่าจะไม่มีโรคเกิดขึ้น 
2. ผลการทดสอบเป็นบวก (Positive)  คาดว่าจะมีโรคเกิดขึ้น  จ าเป็นต้องได้รับการตรวจ

วินิจฉัยต่อ เพื่อการรักษา 

 

 

 

ก ข 
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 โดยการทดสอบชุดตรวจคัดกรองจะท าการตรวจเทียบกับวิธีตรวจวินิจฉัยมาตรฐานที่ใช้
ในห้องปฏิบัติการแล้ว  โดยจะสามารถแยกผลการทดสอบเป็นลบและผลการทดสอบเป็นบวกได้
ดังนี้ 

1. ผลการทดสอบเป็นลบจริง (True negative) หมายถึง ผลการทดสอบเป็นลบในบุคคลที่
ไม่เป็นโรค 

2. ผลการทดสอบเป็นลบเทียม (False negative) หมายถึงผลการทดสอบเป็นลบในบุคคลที่
เป็นโรค 

3. ผลการทดสอบเป็นบวกจริง (True positive) หมายถึง ผลการทดสอบเป็นบวกในบุคคล
ท่ีเป็นโรค 

4. ผลการทดสอบเป็นบวกเทียม (False positive) หมายถึง ผลการทดสอบเป็นบวกใน
บุคคลท่ีไม่เป็นโรค 

 

ตารางที่ 2. 2 ผลการตรวจในการทดสอบเพื่อการตรวจคัดกรองโรค (Screening test) ในบุคคลท่ีป่วย
และไม่ป่วย 

การทดสอบ 
(Screening test) 

Reference test (Gold standard) รวม (total) 
Disease + Disease - 

ผลบวก 
(positive) 

ผลบวกจริง 
(True positive) 

แทนค่า a 

ผลบวกเทียม 
(False positive) 

แทนค่า b 

All positive tests 
a+b 

ผลลบ 
(negative) 

ผลลบเทียม 
(False negative) 

แทนค่า c 

ผลลบจริง 
(True negative) 

แทนค่า d 

All negative tests 
c+d 

รวม 
(total) 

All disease 
persons 

a+c 

All non-disease 
persons 

a+d 

All tested 
persons a+b+c+d 
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ดัชนีที่ใช้ในการประเมินผลการทดสอบ ประกอบด้วย 

1. ความไวของการทดสอบ (Sensitivity) หมายถึง ร้อยละของผู้ป่วยท่ีตรวจได้ผลบวกจากการ
ทดสอบ  

Sensitivity =      True positive    x 100         =     a     x   100%  

    All disease persons                     a+c 

2. ความจ าเพาะของการทดสอบ (Specificity) หมายถึง ร้อยละของผู้ป่วยท่ีไม่ได้เป็นโรคและ
ตรวจได้ถูกต้องจากการทดสอบว่าเป็นผลลบ 

Specificity =         True negative          x 100   =     d     x  100%  

     All non-disease persons                   b+d 

3. ค่าพยากรณ์บวก (Predictive value positive)  หมายถึง  ร้อยละของการทดสอบท่ีได้
ผลบวกแล้วมีโอกาสเป็นโรค 
Predictive value positive   =     True positive        x 100   =        a    x 100% 

                 All positive tests                        a+b  

4. ค่าพยากรณ์ลบ  (Predictive value Negative)  หมายถึง  ร้อยละของการทดสอบที่ได้ผล
ลบแล้วมีโอกาสไม่เป็นโรค 
Predictive value Negative =    True negative        x 100    =     d    x 100% 

                          All negative tests                       c+d 

 

2.7 อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร และการน าไปใช้ประโยชน์ (อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร, 
AuNPs) (27-30) 

อนุภาคของโลหะในระดับนาโนเมตรที่ม ีความเสถียรสูงและสามารถน าไป  ใช้เป ็น
เครื ่องมือตรวจวัดทางชีวภาพ (biosensor) และเป็นเครื ่องมือตรวจวัดในระดับโมเลกุลได้ 
(molecular sensor) การสังเคราะห์ อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร  ในรูปคอลลอยด์นั ้น 
สามารถท าได้ทั้งในสารละลายอินทรีย์และน ้า โดยอาศัยสารช่วยท าให้เสถียรหรือ มักจะเป็น
สารประกอบอินทรีย์โมเลกุลเล็กๆ หรืออาจจะเป็นสายพอลิเมอร์ ตารางท่ี 2.3  
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ตารางที่ 2. 3 ประวัติความเป็นมาของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร (27) 

ปี เหตุการณ์ อ้างอิง 

1857 การค้นพบอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร (31) 

1871 การศึกษาการสังเคราะห์และการศึกษาคุณสมบัติของ Colloidal gold 
โดยใช้ White phosphorus ในปฏิกิริยารีดักชั่น 

(31) 

1981 การศึกษาการสังเคราะห์และการศึกษาคุณสมบัติของ Colloidal gold 
โดยใช้ sodium citrate ในปฏิกิริยารีดักชั่น ซึ่งถือว่าเป็นวิธีท่ีสามารถ
ควบคุมลักษณะรูปร่างและขนาดได้อย่างแน่นอน 

(32) 

1981 การศึกษาการตรีงแอนติบอดีบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรเพื่อใช้
ในการวินิจฉัยโรค 

(33) 

1984 การศึกษาการใช้อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ใน western blots 
และ dot blots   

(34) 

 

จนกระทั้งในปัจจุบันมีการใช้ อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ติดฉลากเพื่อใช้ในการ
วินิจฉัยโรคโดยใช้หลักการ Lateral Flow Immunoassay หรือ strip test นอกจากนี้ ยังมีฉลาก
ชนิดอื ่นที ่น ามาใช้ในชุดตรวจ เช่น Silver nanoparticles, Carbon nanoparticles, Latex, 
Dye และ Enzyme เป็นต้น ดังตารางที่ 2.4 แสดงการเปรียบเทียบฉลากชนิดต่างๆที่มีใช้ในชุด
ตรวจในปัจจุบัน (31)  
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ตารางที่ 2. 4  แสดงการเปรียบเทียบฉลากชนิดต่างๆ ที่มีใช้ในชุดตรวจในปัจจุบัน (31) 

 

จะเห็นได้ว่าอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร เป็นฉลากชนิดหนึ่งท่ีมีคุณสมบัติดีเหมาะสมกับ
การวินิจฉัยและติดตามโรคเช่น ความสามารถท่ีจะมองเห็นได้ง่าย เนื่องจากอนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตร มีสีเฉพาะตัว, ความไว, ความคงตัว, ความสามารถในการวัดให้ได้ผลใกล้เคียงกันทุกครั้ง, 
ความสามารถท่ีจะตรวจวัดได้หลายการวิเคราะห์พร้อมๆกัน และขั้นตอนในการเตรียมง่าย ดังนั้นจาก
คุณสมบัติดังท่ีกล่าวมานี้ทางผู้วิจัยจึงน าโมโนโคลนัลต่ออัลบูมินมาติดกับฉลาก อนุภาคทองค าระดับ
นาโนเมตร เพื่อใช้ในการตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ 

2.7.1 หลักการการเตรียม Colloidal Gold (28-30) 

วิธีการของ Turkevich เป็นวิธีที่ได้รับความนิยมมากที่สุดคิดค้นตั้งแต่ปี 1951 หลักการ
เตรียม AuNPs เกิดจากกระบวนการรีดักชั ่นโดยการเติม reducing agent ลงในสารตั ้งต้น 
chloroauric acid หรือ HAuCl4 เมื่อท าปฏิกิริยากัน ส่งผลให้ไอออนของ Au3+ ถูกรีดิวกลายเป็น

Feature Gold Silver Carbon Latex Dye Enzyme 
Visibility *** * *** *** *** *** 

Sensitivity *** * ** ** ** *** 
Stability *** *** ** ** ** * 
Colors * — * *** *** ** 

Reproducibility *** *** * * * ** 
Scale-up *** *** ** * * * 
One step *** *** *** *** *** — 

Multianalyte detection *** *** ** ** ** ** 
Clean result *** *** * ** * * 

Ease of preparation *** *** ** *** ** ** 
Ease of use *** *** ** *** ** * 
Adaptability ** ** ** ** ** *** 

Low cost *** *** *** *** *** ** 
* Limited application 

**Acceptable for some applications 
***Outstanding and applicable to most tests 
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อะตอมของ Au ผลของการสังเคราะห์ AuNPs จะได้ขนาด 20 นาโนเมตร ต่อมาในปี 1973 
นักวิทยาศาสตร์ชื่อ Frens ได้น าวิธีของ Turkevich มาพัฒนา สามารถควบคุมการสังเคราะห์ให้
ได้ขนาดที่ต้องการได้ จากอัตราส่วนระหว่าง reducing และ stabilizing ซึ่งในที่นี้คือ อัตราส่วน
ระหว่าง trisodium citrate และ chloroauric acid ดังตารางที่  แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง 
trisodium citrate และ chloroauric มีผลต่อขนาด ซึ ่งขนาดมีผลต่อสีของ AuNPs ที่แสดง
ออกมา ดังรูปที่ 2.8 แสดง AuNPs ขนาดต่างๆ ที่มีสีของ AuNPs แสดงออกแตกต่างกัน เช่น 
AuNPs ขนาด 15 นาโนเมตรจะให้ AuNPs สีส้มหรือ AuNPs ขนาด 24.5 นาโนเมตรจะให้ 
AuNPs สีส้ม-แดง เป็นต้น 

 

 

รูปที่ 2. 8 แสดงขนาดและสีต่างๆ ที่มีสีของ AuNPs 

 

 



บทที่ 3 
อุปกรณ์และวิธีด าเนินการวิจัย 

3.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

ตารางที่ 3. 1 เครื่องมือและอุปกรณ์ท่ีใช้ในการวิจัย  

ล าดับ เครื่องมือและอุปกรณ์ แหล่งท่ีมา 

1 เครื่องปั่นเหวี่ยง บริษัท Hettich Zentrifugen (Germany) 

2 เครื่องผสมด้วยแรงหมุน บริษัท Scientific Industries, Inc. (USA) 

3 เครื่องวัดการดูดกลืนแสง บริษัท BIO-TEK Instrument Inc. (USA) 

4 เครื่องวัดความเป็นกรด – ด่าง บริษัท Metter Toledo (USA) 

5 เครื่องอ่าน microplate บริษัท Titertek multiskan (Finland) 

6 ตู้ดูดควัน 
บริษัท Thermo Electron Corporation 
(USA) 

7 ตู้บ่มท่ีมีก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ 
บริษัท Thermo Electron Corporation 
(USA) 

8 ตู้ปลอดเชื้อ 
บริษัท International Electron 
Corporation (USA) 

9 ตู้แช่แข็ง -70 องศาเซลเซียส บริษัท ธเนศพัฒนา (Thailand) 

10 ตู้อบฆ่าเช้ือ (autoclave) บริษัท Udono-Rll memmert (Japan) 

11 
อ่างน้ าควบคุมอุณหภูมิ (water 
bath) 

บริษัท Memmert (Germany) 

15 กล้องจุลทรรศน์ชนิดหัวกลับ บริษัท Nikon (Japan) 

16 
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่อง
ผ่าน 

บริษัท JEOL รุ่น JEM-2100  (Japan) 

17 เครื่องปั๊มอากาศ บริษัท Iwaki (Japan) 

18 ชุดอิเล็กโตรโฟรเรซิส บริษัท Bio-Rad (USA) 
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ล าดับ เครื่องมือและอุปกรณ์ แหล่งท่ีมา 

19 Serological pipette บริษัท HBG (Germany) 

20 Pipette aids บริษัท Gilson (France) 

21 ขวดแก้วขนาดต่างๆ บริษัท Boro (Germany) 

22 
ขวดเล้ียงเซลล์ขนาด 10 และ 100 
มิลลิลิตร 

บริษัท Nunc (Denmark) 

23 ขวดเล้ียงเซลล์แบบปั่นกวน บริษัท Nunc (Denmark) 

24 96- well ELISA plate บริษัท Nunc (Denmark) 

25 
96-well, 48-well cell culture 
plate 

บริษัท Corning Incorporated (USA) 

26 จานเล้ียงเซลล์ บริษัท Corning Incorporated (USA) 

27 หลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร บริษัท Axygen (USA) 

28 
หลอดปั่นเหวี่ยงขนาด 15 และ 50 
มิลลิลิตร 

บริษัท CLP (USA) 

29 
หลอดส าหรับเก็บเซลล์แช่แข็ง 
(cryotube) 

บริษัท Nunc (Denmark) 

 

3.2 วัสดุและสารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

ตารางที่ 3. 2 สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจัย 

ล าดับ สารเคมี การใช้งาน แหล่งท่ีมา 

1 Acetic acid ใช้ในเทคนิค SDS-PAGE 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

2 Acrylamide gel ใช้ในเทคนิค SDS-PAGE บริษัท Bio-Rad (USA) 

3 Ammoniumpersulfate 
ใช้ในการเตรียมเจลใน
เทคนิค SDS-PAGE 

บริษัท Bio-Rad (USA) 
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ล าดับ สารเคมี การใช้งาน แหล่งท่ีมา 

4 BCATM protein assay kit ใช้ในการหาปริมาณโปรตีน บริษัท Pierce (USA) 

5 
Bovine serum 
albumin (BSA) 

 ใช้เป็นโปรตีนมาตรฐาน 

 ใช้ในลด non specific 
บนอนุภาคทองค าระดับ
นาโนเมตร และบนแผ่น
ชุดตรวจ 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

6 Calibrator 
สร้างกราฟมาตรฐานส าหรับ
การตรวจหาไมโครอัลบูมิน 

บริษัท Randox (United 
Kingdom)  

7 Citric acid 
ใช้ในการเตรียมสารละลาย
บัฟเฟอร์ 

บริษัท Merck (Germany) 

8 
Coomassie brilliant 
blue G 

ย้อมเจล SDS-PAGE บริษัท Pierce (USA) 

9 D - glucose 
ใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียง
เซลล์ 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

10 
Dimethly sulfoxide 
(DMSO) 

ใช้ในการเตรียมอาหารเก็บ
เชลล์แช่แข็ง 

บริษัท Fluke 
(Switzerland) 

11 
di-Sodium 
hydrogenphophate 
(Na2HPO4) 

ใช้ในการเตรียมสารละลาย
บัฟเฟอร์ 

บริษัท Merck (Germany) 

12 Fetal calf serum 
ใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียง
เซลล์ 

บริษัท Ivitromax (USA) 

13 Glycine 
ใช้ในการเตรียมสารละลาย 
running buffer 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

14 
Human serum 
albumin (HSA) 

ใช้ในการเตรียมแอนติเจน 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

15 
Hydrochlooric acid 
(HCl) 

เตรียม Tris buffer 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 
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ล าดับ สารเคมี การใช้งาน แหล่งท่ีมา 

16 
Hydrogen peroxide 
(H2O2) 

เป็นสับสเตรทในวิธี ELISA 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

17 
Hydrogentetrachloroaurate 
(lll) trihydrate solution 
(HAuCl43H2O) 

สารต้ังต้นการสังเคราะห์
อนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตร 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

18 L-glutamine เตรียมอาหารเล้ียงเซลล์ 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

19 Methanol เตรียมสีย้อมเจล 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

20 
O-phenylenediamine 
(OPD) 

เป็นสับสเตรทในวิธี ELISA บริษัท BDH (England) 

21 

Peroxidase-Rabbit 
Anti-Mouse IgG 
(Gamma chain 
Specific) 

ใช้ในการท า ELISA เทคนิค 
บริษัท Abkem Iberia 
L.S.(Spain) 

22 
Polyethylene glycol 
(PEG) 

ใช้ในการหลอมรวมเซลล์ 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

23 Protein G sepharose 
ใช้ท าให้โมโนโคลนัล
แอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

24 Protein. Standard 
ใช้ในเทียบน้ าหนักมวล
โมเลกุลในการท า SDS-
PAGE 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

25 RPMI 1640 medium 
ใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียง
เซลล์ 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

26 Skim milk ใช้ในการท า ELISA เทคนิค บริษัท Anline (Thailand) 
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ล าดับ สารเคมี การใช้งาน แหล่งท่ีมา 

27 
Rabbit Anti-Mouse 
IgG (Gamma chain 
Specific) 

ใช้ในการตรึงบน 
nitrocellulose 
membrane ต าแหน่ง 
control line 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

28 Sodium azide (NaN3) ใช้เป็นวัตถุกันเสีย 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

29 
Sodium bicarbonate 
(NaHCO3) 

ใช้ในการเตรียมสารละลาย
บัฟเฟอร์ 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

30 
Sodium carbonate 
(Na2CO3) 

ใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียง
เซลล์ 

บริษัท Merck (Germany) 

31 Sodium citrate 
สารต้ังต้นการสังเคราะห์
อนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตร 

บริษัท Merck (Germany) 

32 
Sodium chloride 
(NaCl) 

ใช้ในการหาปริมาณท่ี
เหมาะสมของแอนติบอดีกับ
อนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตร 

บริษัท Merck (Germany) 

33 
Sodium dihydrogen 
phosphate (NaH2PO4) 

ใช้ในการเตรียมสารละลาย
บัฟเฟอร์ 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

34 
Sodium dodecyl 
sulphate (SDS) 

ใช้ในการเตรียมเจลใน
เทคนิค SDS-PAGE  

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

35 Sodium pyruvate 
ใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียง
เซลล์ 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

36 Suluric acid 
ใช้ในการหยุดปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ 

บริษัท Merck (Germany) 
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ล าดับ สารเคมี การใช้งาน แหล่งท่ีมา 

37 
N,N,N,N-Tetramethyl-
Ethylenediamine 
(TEMED) 

ใช้ในการเตรียมเจลใน
เทคนิค SDS-PAGE 

บริษัท Pierce (USA) 

38 Thymidine 
ใช้ในการเตรียมอาหารเล้ียง
เซลล์ 

บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

39 
Tris (hydroxymethyl) 
aminomethane 
(Trizma base) 

เตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

40 Tween 20 เตรียมสารละลายบัฟเฟอร์ 
บริษัท Sigma-Aldrich 
(USA) 

41 
กระดาษชนิด Glass 
fiber grade 8964 

ใช้ในการเตรียม Conjugate 
pad  

บริษัท Ahlstrom (Finland) 

42 
กระดาษชนิด 
Nitrocellulose grade 
AE 99 

ใช้ในการเตรียม Detection 
pad 

บริษัท Whatman  

43 
กระดาษชนิด 100% 
pure cellulose fiber  
grade 642 

ใช้ในการเตรียม Absorbent 
Pad 

บริษัท Ahlstrom (Finland) 

44 
กระดาษท่ีรองรับ
ส่วนประกอบต่างๆ 
(Backing card) 

ใช้ในการประกอบส่วนต่างๆ
ของชุดตรวจ 

บริษัท Whatman 
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3.3 วิธีการด าเนินการวิจัย  

 แบ่งออกเป็น 2 ขั้นตอนคือ การท าโมโนโคลนัลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์และการพัฒนา
วิธีการตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟี  

 3.3.1 การท าโมโนโคลนัลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

  3.3.1.1 การน าเซลล์ไฮบริโดมาท่ีเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวออกมาเล้ียงใหม่  

  น าเซลล์ไฮบริโดมาโมโนโคลนัลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/H11/G11 ท่ีเก็บใน

ไนโตรเจนเหลวออกมาละลายท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส จนกระท่ังเซลล์ไฮบริโดมาเริ่มละลายให้
ได้ลักษณะเป็นสารแขวนลอย น าเซลล์ไฮบริโดมาท่ีมีลักษณะแขวนลอยใส่ลงในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิด 
RPMI 1640 ปริมาตร 10 มิลลิลิตร และปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 1,500 รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที 
เซลล์ไฮบริโดมาจะตกตะกอน เทส่วนอาหารเล้ียงเซลล์ท้ิงไป แล้วจึงน าเซลล์ไฮบริโดมาเล้ียงต่อใน
อาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 ท่ีผสม fetal calf serum (FCS) ความเข้มข้น 20% (v/v) ปริมาตร 10 
มิลลิลิตร เพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์ไฮบริโดมาในจานเล้ียงเซลล์ขนาดเล็ก หลังจากนั้นส่องกล้องดูสภาพ
ลักษณะและจ านวนเซลล์ไฮบริโดมา และน าไปบ่มในตู้บ่มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5% ท่ี
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง น าเซลล์ไฮบริโดมาปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็ว 1,500 
รอบต่อนาที เป็นเวลา 2 นาที แล้วจึงน าเซลล์ไฮบริโดมามาแบ่งเล้ียงในขวดเล้ียงเซลล์ขนาด 100 
มิลลิลิตร 2 ขวด ใส่อาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 ท่ีผสม FCS ความเข้มข้น 20% (v/v) น าไปบ่มในตู้
บ่มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ช่ัวโมง (รูปท่ี 
3.1)  
 
 
 
 
  
 
 

รูปที่ 3. 1 การเพิ่มจ านวนเซลล์ไฮบริโดมาก่อนน าไปท าให้บริสุทธิ์ โดยการเลี้ยงเซลล์ไฮบริโดมา
ในอาหารเลี้ยงเซลล์ RPMI 1640 ที่ผสม FCS ความเข้มข้น 20% (v/v) (ก). เลี้ยงในขวดเลี้ยง
เซลล์ขนาด 100 มิลลิลิตร (ข). เล้ียงในขวดเลี้ยงเซลล์แบบปั่นกวน (spinner flask) ขนาด 1000 
มิลลิลิตร 

ก 
ข 

ข 



 33 

3.3.1.2 การเพิ่มจ านวนเซลล์ไฮบริโดมาท่ีผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดี 

  เพื่อให้ได้โมโนโคลนัลแอนติบอดีในปริมาณมาก ท าการเล้ียงเซลล์ไฮบริโดมาเพื่อเพิ่ม
จ านวน จากนั้นย้ายลงในขวดเล้ียงเซลล์แบบปั่นกวน (spinner flask) โดยใช้อัตราเร็วในการปั่นกวน 
20 รอบต่อนาที ท าการเล้ียงนาน 7-10 วัน โดยเล้ียงเซลล์ไฮบริโดมาในอาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 
ผสม 10% (v/v) FCS ปริมาตร 500 มิลลิลิตร และน าไปบ่มในตู้ท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 
5% ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเซลล์ไฮบริโดมาท่ีเล้ียงจะมีการผลิตแอนติบอดีต่อ human 
serum albumin (HSA)  ออกมาในอาหารเล้ียงเซลล์ จากนั้นน ามาปั่นแยกเซลล์ และกรองด้วย
กระดาษกรองเบอร์ 22 เพื่อท่ีจะเก็บเอาเฉพาะอาหารเล้ียงเซลล์ น าไปท าการแยกโมโนโคลนัล
แอนติบอดีให้บริสุทธิ์ในขั้นต่อไป 
 

  3.3.1.3 การท าโมโนโคลนัลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

  ขั้นตอนนี้เป็นการท าโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีอยู่ในอาหารเล้ียงเซลล์ให้บริสุทธิ์ ใน
งานวิจัยนี้ใช้เทคนิค affinity column chromatography ท่ีมีการใช้โปรตีนจี (Protein G) ซึ่งบรรจุ
อยู่ในคอลัมน์โปรตีนจีเซฟาโรส (G-Sepharose column) ขนาด 5 มิลลิลิตร ดังแสดงในรูปท่ี 3.2 ใช้
โซเดียมฟอตเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ปริมาตร 50 มิลลิลิตร ปรับสภาพ
คอลัมน์ให้อยู่ในสภาวะสมดุลก่อนท าการใส่ตัวอย่างอาหารเล้ียงเช้ือท่ีมีโมโนโคลนัลแอนติบอดี โดยใช้
อัตราการไหลเท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที จากนั้นเติมอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีโมโนโคลนัลแอนติบอดีลงใน
คอลัมน์ ปริมาตร 500 มิลลิลิตร เพื่อให้โมโนโคลนัลแอนติบอดีจับกับโปรตีนจีท่ีอยู่ในคอลัมน์ และ
ตามด้วยการใช้ โซเดียมฟอตเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ ล้างโปรตีนชนิดอื่นๆ 
ท่ีไม่ต้องการให้ออกจากคอลัมน์ จากนั้นใช้ไกลซีน-ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ (glycine hydrochloride 
buffer) pH 2.7  ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ ชะโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีติดอยู่บนคอลัมน์ โดยเก็บ
สารละลายท่ีออกมาจากคอลัมน์โดยเก็บหลอดละ 1 มิลลิลิตร ซึ่งในแต่ละหลอดท่ีเก็บได้บรรจุทริส-
ไฮโดรคลอไรด์บัฟเฟอร์ (Tris hydrochloride buffer) pH 9.0 ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ปริมาตร 65 
ไมโครลิตร เพื่อปรับความเป็นกรดด่างของสารละลายบัฟเฟอร์ท่ีมีโมโนโคลนัลแอนติบอดีอยู่ ให้มี pH 
เป็น 7.0 จากนั้นท าการล้างคอลัมน์ด้วยโซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0 ความเข้มข้น 20 มิลลิโม
ลาร์ และเก็บคอลัมน์ให้อยู่ในอยู่ในบัฟเฟอร์เดิม จากนั้นน าสารละลายท่ีเก็บได้ในแต่ละหลอดมาวัด
การดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร  

การตรวจสอบหาแอนติบอดีในแต่ละหลอด ใช้วิธี indirect ELISA โดยท าการเคลือบ
หลุม ELISA plate ด้วย HSA 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาท่ี
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 12-16 ช่ัวโมง จากนั้นล้างแอนติเจนส่วนเกินออกด้วย Washing 
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buffer (0.05% Tween 20 in PBS) 3-5 ครั้ ง  เ ติ ม  Blocking solution (5% w/v skim milk ใน 
PBS) หลุมละ 300 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ล้างด้วย 
washing buffer 3-5 ครั้ง จากนั้นเติมสารละลาย fraction ท่ี 1,3,5,7,8,9,15,18,21,24 และ 27 ท่ี
ได้เจือจางในอัตราส่วน 1:10000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซสเซียส 
เป็น เวลา 2 ช่ัว โมง  ล้างออกด้วย washing buffer 3-5 ครั้ ง  เ ติม secondary antibody ท่ีมี
ความจ าเพาะต่อ mouse IgG ท่ีเช่ือมต่อกับเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส (goat anti-mouse IgG-HRP) ท่ี
ถูกเจือจางด้วย PBS ในอัตราการเจือจาง 1:10,000 หลุมละ 100 ไมโครลิตร บ่มปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ล้างแอนติบอดีส่วนเกินด้วย washing buffer 3-5 ครั้ง เติมสาร
ต้ังต้นของเอนไซม์เปอร์ออกซิเดส ซึ่งประกอบด้วย OPD (O-phenylenediamine) และ H2O2 ท่ี
ละลายใน 0.15 โมลาร์ ฟอสเฟตซิเตรทบัฟเฟอร์ pH 5.0 (ภาคผนวก ข) หลุมละ 150 โครลิตร บ่ม
ปฏิกิริยาในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที หยุดปฏิกิริยาด้วย 1 M H2SO4 หลุมละ 100 
ไมโครลิตร จากนั้นน ามาวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 492 นาโนเมตร และน าค่าการดูดกลืน
แสงท่ีได้มาเขียนโครมาโทแกรม เพื่อเลือกน าสารละลายจากหลอดท่ีมีปริมาณโปรตีนสูง มารวมกัน 
ก่อนน าไปไดอะไลซิสแยกเกลือออกด้วย PBS ท่ี 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 3 วัน 
 

 

 

รูปที่ 3. 2 การท าโมโนโคลนัลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์โดยใช้โปรตีนจี (Protein G) คอลัมน์ 

  

คอลัมน์โปรตีนจีเซฟาโรส 

อาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมีโมโนโคลนัล

แอนติบอดี โซเดียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7.0  

ความเข้มข้น 20 มิลลิโมลาร์ 
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  3.3.1.4 การหาปริมาณโปรตีนรวมด้วยวิธี Bicinchoninic acid assay (BCA) 

  การหาปริมาณโปรตีนก่อนและหลังการท าโมโนโคลนัลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ ท าให้
ทราบถึงความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีเตรียมได้ ในการวิจัยนี้ใช้วิธี Bicinchoninic acid 
assay (BCA) โดยใช้ชุดทดสอบ BCATM Protein Assay Kit ของบริษัท Pierce โดยอาศัยหลักการการ
เกิดปฏิกิริยาระหว่างพันธะเปปไทด์ของโปรตีน รีดิวซ์ cupric ion (Cu2+) ให้ได้ผลิตภัณฑ์ cuprous 
ion (Cu+) ซึ่งปฏิกิริยานี้จะได้สารละลายสีฟ้า หลังจากนั้นเมื่อเติมสารละลาย bicinchoninic acid ลง
ไป โดย bicinchoninic acid (C20H12N2O4, มวลโมเลกุล 344.32 g mol−1) จ านวน 2 โมเลกุลจะท า
ปฏิกิริยากับ cuprous ion (Cu+) จ านวน 1 โมเลกุล เกิดสารละลายสีม่วงขึ้น โดยสารละลายสีม่วงท่ี
เกิดขึ้นจะแปรผันตามปริมาณโปรตีนในส่ิงตัวอย่าง และสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยาว
คล่ืน 562 นาโนเมตร และเทียบกับความเข้มของสารละลายโปรตีนมาตรฐานท่ีท าปฏิกิริยาไปควบคู่
กัน  ใช้ bovine serum albumin (BSA) ความเข้มข้น 0, 0.1, 0.2, 0.4, 0.8, 1.0 และ 1.2 มิลลิกรัม
ต่อมิลลิลิตร เป็นสารละลายโปรตีนมาตรฐาน โดยก่อนการทดลอง เจือจางสารละลายโปรตีน
มาตรฐานด้วย PBS  

การทดลองมีวิธีการดังนี้  เตรียม working reagent โดยการผสม Reagent A ซึ่ง
ประกอบด้วย โซเดียมคาร์บอเนต (sodium carbonate), กรดไบซินโคนินิค (bicinchoninic acid) 
และโซเดียมทาร์เตรทในโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 โมลาร์ (sodium tartrate in 0.1 M sodium 
hydroxide) กับ Reagent B ซึ่งประกอบด้วย คิวปริกซัลเฟต (curpric sulfate) ในอัตราส่วน 50:1 
(V/V) จากนั้นเติมสารละลายโปรตีนมาตรฐานแต่ละความเข้มข้นและสารตัวอย่างลงใน ELISA plate 
หลุมละ 25 ไมโครลิตรหลังจากนั้นเติม working reagent หลุมละ 200 ไมโครลิตร เขย่าให้เข้ากัน
นาน 30 วินาทีและน าไปบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที จากนั้น น า ELISA plate ไปวัดค่า
การดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตร โดยใช้เครื่อง ELISA reader น าค่าการดูดกลืนแสงท่ีได้มาสร้าง
กราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสงท่ี 562 นาโนเมตรกับค่าความเข้มข้นของโปรตีนชนิด 
bovine serum albumin (BSA) มาตรฐาน จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างมาเทียบ
กับกราฟมาตรฐาน เพื่อใช้ในการค านวณหาปริมาณความเข้มข้นของโปรตีนในสารตัวอย่าง     

  3.3.1.5 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง 

  จากวิธีของ Johnstone และ Thrope (35) เป็นวิธีการหาปริมาณแอนติบอดี 
หลังจากท าให้แอนติบอดีบริสุทธิ ์แล้ว โดยน าสารละลายที่มีแอนติบอดีที่ผ่านการไดอะไลซิส 
(Dialysis) แล้ว ไปท าการวัดการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 280 นาโนเมตร แล้วมาค านวณกับ
ค่า extinction coefficient ของสารละลายแอนติบอดีชนิด Immunoglobulin G (มีค่าเท่ากับ 
1.35) เพื่อค านวณหาค่าปริมาณโมโนโคลนัลแอนติบอดีหลังการท าให้บริสุทธิ์ 
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3.3.1.6 การตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนัลแอนติบอดี 

  การตรวจสอบความบริ สุทธิ์ของโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีไ ด้ ใช้วิธี  sodium 
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) ดังแสดงในรูปท่ี 3.3 โดย 
sodium dodecyl sulfate (SDS) จะท าหน้าท่ีเป็น detergent ท่ีมีประจุลบ เมื่อส่ิงตัวอย่างอยู่ใน
สภาวะท่ีเป็นด่าง SDS จะเข้าไปจับกับพอลิเปปไทด์สายเด่ียว ส่งผลให้โปรตีนมีประจุเป็นลบท้ังหมด 
และเมื่อให้สนามไฟฟ้า โปรตีนท่ีมีประจุไฟฟ้าเป็นลบจะเคล่ือนท่ีไปยังขั้วบวก โดยการเคล่ือนท่ีของ
โปรตีนจะขึ้นอยู่กับความแตกต่างทางด้านน้ าหนักโมเลกุลเพียงอย่างเดียว ผลการเคล่ือนท่ีของสายพอ
ลิเปปไทด์ จะสามารถเห็นแถบพอลิเปปไทด์ได้เมื่อย้อมสีด้วย Coomassie blue และสามารถทราบ
น้ าหนักโมเลกุลของสายพอลิเพปไทด์ของสารตัวอย่างได้จากการเทียบค่าระยะการเคล่ือนท่ีของ
โปรตีนที่ต้องการทราบน้ าหนักโมเลกุลกับโปรตีนมาตรฐานท่ีทราบน้ าหนักโมเลกุลแล้ว  
 

 

รูปที่ 3. 3 หลักการวิธี sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-
PAGE) (36) 

 
ส าหรับการท า SDS-PAGE อุปกรณ์ท่ีใช้ดังแสดงในรูปท่ี 3.4 ก และ 3.4 ข  โดยท าการ

ประกอบแผ่นประกบเจลเข้ากับขาต้ังแผ่นประกบเจล จากนั้นเตรียมสารละลาย 12% separating 
gel (ดูภาคผนวก ข) เติมลงในแผ่นประกบเจลประมาณ 2 ใน 3 ส่วนของแผ่นประกบเจล แล้วเติม 
Milli Q water ลงไปให้เต็มแผ่นประกบเจล เพื่อช่วยในการปรับพื้นผิวหน้าของเจลให้เรียบ  รอให้เจ

ความเข้มข้นของแอนติบอดี (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) = ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร 
           Extinction coefficient ของ IgG   

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%AA%E0%B8%99%E0%B8%B2%E0%B8%A1%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%9F%E0%B9%89%E0%B8%B2
http://www.gibthai.com/userfiles/image/technote/Gel%20electrophoresis/sds_page.png
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ลแข็งประมาณ 30-45 นาที หลังจากนั้นเท  Milli Q water ออก โดยต้องซับน้ าออกให้หมด แล้วเติม 
5% stacking gel (ดูภาคผนวก ข) ลงในแผ่นประกบเจลเป็นช้ันถัดมา จนกระท้ังเต็มแผ่นประกบเจล 
น าหวีขนาดความหนา 0.75 มิลลิเมตร 10 ช่อง ใส่ท่ีด้านบนสุดของแผ่นประกบเจล เพื่อให้เก็บช่องใน
การลงสารละลายส่ิงตัวอย่าง รอให้เจลแข็งตัวอีกครั้ง จึงดึงหวีออก ต่อมาน าแผ่นประกบเจลท่ีเตรียม
เจลพร้อมแล้วใส่ลงในถัง เท running buffer (ดูภาคผนวก ข) ลงใน tank จนเกือบเต็ม 

 

 
 
 

 

รูปที่ 3. 4  ก อุปกรณ์ท่ีใช้ในเทคนิค sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel 
electrophoresis (SDS-PAGE)  ข ขั้นตอนการเตรียมอุปกรณ์ SDS-PAGE (37) 

 
การเตรียมสารละลายตัวอย่างท่ีต้องการทดสอบ โปรตีนท่ีน ามาทดสอบควรมีปริมาณ

ประมาณ 35 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และใช้ปริมาตรไม่เกิน 20 ไมโครลิตรต่อหลุม โดยผสมสารละลาย

ก 

ข 

http://en.wikipedia.org/wiki/File:SDS-PAGE_Electrophoresis.png
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ตัวอย่างกับ sample buffer (ดูภาคผนวก ข)  ในอัตราส่วน 1:1 (v/v) ต่อมาน าไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 95 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาที หลังจากนั้นเติมสารละลายดังกล่าวลงในช่วงของแผ่นเจล ซึ่งช่องแรก
จะเติมตัวบ่งช้ีมวลโมเลกุลและต่อกระแสไฟฟ้า ท่ีความต่างศักย์ 90 โวลต์นาน 30 นาที หรือรอ
จนกระท่ังมีการเคล่ือนท่ีของแถบผ่านส่วนของ stacking gel จึงค่อยเพิ่มกระแสไฟฟ้าท่ีความต่างศักย์ 
120 โวลต์ เป็นเวลา 60 นาที หรือจนกระท้ังแถบมีการเคล่ือนมาจนกระท้ังส่วนล่างสุดของเจล 
จากนั้นน าไปย้อมสีด้วย coomassie brilliant blue G (ดูภาคผนวก ข)  นาน 15 นาที และล้างเจลท่ี
ย้อมด้วย destaining solution (ดูภาคผนวก ข)  จนเห็นลักษณะเป็นแถบสีน้ าเงินบนเจล หลังจาก
นั้นเก็บเจลด้วยกระดาษเซลโลเฟน  

 3.3.2 การพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟี 

3.3.2.1 การสังเคราะห์อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร 

  การสังเคราะห์อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร อาศัยปฏิกิริยารีดักช่ันของ Gold 
tetrachloric acid (HAuCl4) โดยสารรีดิวเซอร์และสเตบิไลเซอร์ท่ีใช้คือ trisodium citrate เพื่อ
ป้องกันการจับกันแล้วตกตะกอน วิธีและอุปกรณ์ท่ีใช้ดังแสดงในรูปท่ี 3.5 เริ่มจากท าการต้ม 0.01 % 
Gold tetrachloric acid solution ปริมาตร 100 มิลลิลิตร ท่ีอุณหภูมิประมาณ 100 องศาเซลเซียส 
ใส่เครื่องควบแน่น (condenser) โดยจะท าหน้าท่ีควบแน่นน้ าท่ีมีการระเหยออกเป็นไอ เพื่อป้องกัน
ไม่ให้ปริมาตรของสารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์เปล่ียนแปลง และผสมให้เข้า
กันตลอดเวลา โดยใช้เครื่องกวนสารด้วยแท่งแม่เหล็ก เพื่อให้ขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตรท่ีสังเคราะห์ได้มีขนาดเท่าๆ กัน เมื่อสารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรเดือด เติม 1% 
sodium citrate ปริมาณ 2 มิลลิลิตร สังเกตได้ว่าสารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรจะ
เปล่ียนจากสีเทา เป็นสีม่วง และได้สารละลายสีแดงสดในท่ีสุด ซึ่งปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นใช้เวลาประมาณ 2 
นาที หลังจากท่ีสีของสารสะลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรคงท่ีแล้ว ท าการต้มต่อไปอีก 15 นาที 
ในอุณหภูมิเดิม หลังจากนั้นเติม 0.05% Sodium azide 1 มิลลิลิตร เพื่อท าหน้าท่ีรักษาสภาพของ
สารละลายให้เก็บได้นาน หลังจากนั้นผสมสารละลายให้เข้ากันต่อโดยใช้เครื่องกวนสารด้วยแท่ง
แม่เหล็กในอุณหภูมิห้องและท่ีมืดเป็นเวลาข้ามคืน เก็บสารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ี
สังเคราะห์ได้ ท่ี 4 องศาเซลเซียสในท่ีมืดจนกว่าจะใช้งาน (38) 
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รูปที่ 3. 5 แสดงอุปกรณ์ท่ีใช้ในการสังเคราะห์ อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร 

 

3.3.2.2 การศึกษาคุณภาพของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีได้จากการสังเคราะห์ 

   3.3.2.2.1 การศึกษาขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร โดยใช้
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน  

กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (Transmission Electron 
Microscope, TEM)   ท่ีใช้ในงานวิจัย เป็นเครื่องมือของบริษัท JEOL รุ่น JEM-2100 ดังแสดงใน
รูปที่ 3.6 เป็นกล้องจุลทรรศน์ชนิดหนึ่งที่ใช้ในการศึกษาตัวอย่างชนิดบาง   โดยอาศัยอนุภาค
อิเล็กตรอนวิ่งผ่านสิ่งตัวอย่างที่เตรียมขึ้น โดยภาพที่เกิดขึ้นจากกล้องจะวัดจากการทะลุผ่านของ
อิเล็กตรอนผ่านสิ่งตัวอย่าง ซึ ่งจะให้รายละเอียดสูงกว่ากล้องจุลทรรศน์ชนิดอื่นๆ เนื่องจากมี
ก าล ังขยายและประสิทธ ิภาพในการแจกแจงรายละเอ ียดส ูงมาก  หลักการกล้อง  TEM 
ประกอบด้วยแหล่งก าเนิดอิเล็กตรอนจะท าหน้าท่ีผลิตอิเล็กตรอน อิเล็กตรอนที่ผลิตจะถูกเร่งผ่าน
สนามไฟฟ้า และผ่านเลนส์เพื่อรวมอิเล็กตรอนให้เกิดเป็นล าอิเล็กตรอน และจะเคลื่อนที่ผ่านสิ่ง
ตัวอย่าง อิเล็กตรอนจะเกิดการกระเจิงแสงขึ้นเมื่ออิเล็กตรอนผ่านตัวอย่าง โดยท่ีอิเล็กตรอนที่ผ่าน
ตัวอย่างไปจะถูกปรับโดยโฟกัสที่เลนส์ใกล้วัตถุ ซึ่งจะท าหน้าที่ในการขยายภาพ ไปสู่จอรับภาพ 
ภาพ TEM สามารถบอกลักษณะรูปร่างและขนาดของวัตถุหรือลักษณะการจัดเรียงตัวของระนาบ
ผลึก ลักษณะภาพเป็นแบบ bright field image ตัวอย่างที่ศึกษาจะต้องมีลักษณะแบนและบาง 
ในงานวิจัยนี ้จะเตรียมสารละลายอนุทองค าระดับนาโนให้อยู่ในรูปฟิล์มบางในระดับไมโครเมตร 

0.01 % Gold tetrachloric acid 
solution  

เครื่อง Hotplate 
stirrer 

เครื่องควบแน่น (Condenser)  
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(ประมาณ 50-100 ไมโครเมตร) เพื่อให้อิเล็คตรอนจาก TEM สามารถทะลุผ่านได้ เริ ่มต้นจากหยด
สารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร หยดลงบน Grid และท้ิงไว้ให้แห้งข้ามคืน (overnight) 
หลังจากนั้นตัดออกเป็นฟิลม์บางๆ ด้วนเทคนิคท่ีเรียกว่า microtoming โดยการเฉือนด้วยกระจก
หรือเพชร ควบคุมระยะเคล่ือนท่ีไปข้างหน้าเพื่อให้ได้ความหนาท่ีต้องการ แผ่นฟิลม์จะลอยอยู่ใน
น้ า  หลังจากนั้นท าการเก็บตัวอย่างโดยใช้ตะแกรงขนาดเล็กที่เรียกว่า Cupper grid ช้อนขึ้นมา
จากและท าการเคลือบผิวก่อนน าเข้าสู่เครื่อง TEM โดยการทดลองนี้ได้ใช้เครื่อง TEM จากศูนย์
เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  

 

 

รูปที่ 3. 6 แสดงกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (TEM) ของบริษัท JEOL รุ่น JEM-
2100 ท่ีใช้ในงานวิจัย 

3.3.2.2.2 การศึกษาขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร โดยใช้เทคนิค 
UV-Visible Spectrophotometer  

ในการทดลองนี้  ไ ด้ ใ ช้  Spectrophotometer รุ่ น  Evolution 600, 
Thermo scientific ดังแสดงในรูปท่ี 3.7 ขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ท่ีสังเคราะห์ได้จะ
ขึ้นอยู่กับปริมาณของการเติม 1 % Trisodium citrate ดังตารางท่ี 4.1 โดยงานวิจัยนี้ได้ใช้ 1 % 
Trisodium citrate ปริมาณ 1.5  มิลลิลิตร ในสารต้ังต้น 0.01 % Gold tetrachloric acid solution 
100 มิลลิลิตร  น าสารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์ได้ ใส่ในคิวเวทท์ (cuvettes) 
ชนิดควอตซ์ วัดค่าการดูดกลืนแสงโดยการ Scan spectrum ความยาวคล่ืนต้ังแต่ 200-800 นาโน
เมตร เพื่อดูค่าการดูดกลืนท่ีสูงท่ีสุดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์ได้ 
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ตารางที่ 3. 3 แสดงความสัมพันธ์ระหว่างขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรกับปริมาณของ 
Trisodium citrate (39) 

 

Properties 
Volumes (ml) of 1% (w/v) Trisodium citrate  

0.1 0.25 0.5 1 1.5 2 

Color 
Blue-
grey 

Violet Purple Red Orange-red Orange 

Absorption 
peak (nm) 

220 240 535 525 522 518 

Diameter (nm) 147 97.5 71.5 41 24.5 15 
 

 

รูปที่ 3. 7 แสดง UV-Visible Spectrophotometer (Evolution 600, Thermo scientific) 
(40) 

 3.3.2.3 การศึกษาปริมาณโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมส าหรับตรึงบนอนุภาค
ทองค าระดับนาโนเมตร  

. การตรึงโมโนโคลนัลแอนติบอดีบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร อาศัยพันธะชนิด 
non-covalent ซึ่งมีอยู่ด้วยกัน 3 ชนิด ได้แก่ ionic interaction เป็นแรงระหว่าง ประจุลบของ
อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร และประจุบวกบนโปรตีน (รูปท่ี 3.8 ก) แรง hydrophobic เป็น
แรงระหว่างโปรตีนกับพื ้นผิวของ อนุภาคทองค าระดับนาโน เมตร (รูปที่3.8 ข) และ Dative 
Bond เป็นแรงระหว่างอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร กับอิเล็กตรอนของไนโตรเจนและซัลเฟอร์
ของโปรตีน (รูปที่ 3.8 ค) เนื่องจากอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่ท าการสังเคราะห์ได้ จะมี
ลักษณะประจุเป็นลบโดยรอบ ท าให้มีประสิทธิภาพในการตรึงกับโปรตีนซึ่งเป็นประจุบวก  
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รูปที่ 3. 8 แสดงแรงชนิดต่างๆ ที่จับกันระหว่างอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรกับโปรตีน (41) 

 การศึกษาปริมาณของโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมส าหรับตรึงบนอนุภาคทองค าระดับ
นาโนเมตร ในงานวิจัยนี้ใช้การเปรียบเทียบค่าดูดกลืนแสงระหว่าง 520 และ 580 นาโนเมตร โดย
อาศัยหลักการท่ีว่าเมื่ออนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรจับกับโมโนโคลนัลแอนติบอดีในปริมาณท่ี
เหมาะสม แล้วมีการใส่ 10% โซเดียมคลอไรด์  เพื่อให้จับบริเวณผิวบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร
ท่ีเหลือ ถ้าในกรณีท่ีใช้ปริมาณโมโนโคลนัลแอนติบอดีเหมาะสม จะสามารถจับบนผิวอนุภาคทองค า
ระดับนาโนเมตรได้หมด ท าให้ไม่เหลือช่องว่างให้โซเดียมคลอไรด์เข้ามาจับได้อีก ท าให้ไม่เกิดการ
ตกตะกอนเกิดเป็นสารละลายสีแดง ซึ่งมีการดูดกลืนแสงสูงสุดได้ท่ี 520 นาโนเมตร ในทางกลับกันถ้า
ปริมาณของโมโนโคลนัลแอนติบอดีมีปริมาณน้อยเกินไปยังไม่พอเหมาะกับปริมาณของอนุภาคทองค า
ระดับนาโนเมตร  จะส่งผลให้เหลือช่องว่างบนพื้นผิวของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร  เมื่อใส่โซเดียมคลอ
ไรด์ลงไปในสารละลาย  เกลือดังกล่าวจะท าให้อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรเกิดการตกตะกอน เป็น
สารละลายสีม่วง ซึ่งสามารถดูดกลืนแสงได้ท่ี 580 นาโนเมตร ดังนั้นการเลือกปริมาณความเข้มข้นของ
โมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีเหมาะสม จะเลือกระดับการเจือจางสุดท้ายหรือความเข้มข้นของแอนติบอดี
ต่ าสุดท่ีท าให้สีของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรยังไม่เปล่ียนแปลงจากแดงเป็นม่วง (42, 43) 

การทดลอง มีขั ้นตอนดังนี้ น าอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่สังเคราะห์ได้ มาปรับ
สภาพความเป็นกรดด่างให้ได้ pH 8.5 ด้วยสารละลาย 0.01 M โพแทสเซียมคาร์บอเนต จากนั้น
เติมโมโนโคลนัลแอนติบอดีที ่ความเข้มข้นต ่างๆ ตั ้งแต่ 0-50 มิลลิกร ัมต่อมิลลิล ิตร  ลงใน
สารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร หลังจากนั้นบ่มเป็นเวลา 60 นาที 
เมื่อครบเวลา เติม 10 % โซเดียมคลอไรด์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตรและบ่มต่อ เป็นเวลา 60 นาที 
จากนั้น น าสารละลายแต่ละหลอด มาวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 และ 580 นาโนเมตร เลือก
ความเข้มข้นของโมโคนัลแอนติบอดีที่เหมาะสม คือ ปริมาณสุดท้ายที่ยังไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง
ของ อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรจากแดงเป็นม่วง ซึ่งพิจารณาจากผลต่างของค่าการดูดกลืน
แสงท่ีสองความยาวคล่ืน  

เมื่อทราบปริมาณโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่เหมาะสมส าหรับการตรึงแล้ว ดูดสารละลาย
แอนติบอดีปริมาณ 10 ไมโครลิตร น ามาผสมกับอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรปริมาตร 1 

(ก) (ข) 
(ค) 
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มิลลิลิตร จากนั้นบ่มที่อุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 60 นาที หลังจากนั้นเติม 10% BSA ที่อยู่ใน 0.01 
M Phosphate buffer, pH 7.4 แล้วบ่มต่อที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 60 นาที จากนั้นน าไปปั ่น 
14,000 g  อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที จากนั้นดูดน้ าส่วนใสด้านบนออก ล้างตะกอน
ด้วย 1 % BSA ใน 0.01 M Phosphate buffer, pH 7.4 แล้วน าไปปั่นล้างอีกครั้ง โดยปั่นส่วนใส
ด้านบนทิ้งอีกรอบ จากนั้นละลายตะกอน (resuspend) ด้วย 0.01 M Phosphate buffer, pH 
7.4 ที่มีส่วนผสมของ1% BSA, 20% sucrose และ 0.05% sodium azide เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสในท่ีมืด จนกว่าจะใช้งาน 

 3.3.2.4 การเตรียมชุดตรวจวิเคราะห์โดยวิธี Immunochromatography    

ในงานวิจ ัยนี ้ ในการตรวจคัดกรองระดับไมโครอัลบ ูม ิน ในปัสสาวะ ได้พ ัฒนาว ิธ ี  
Immunochromatography  ที ่ใช ้หล ักการ  Competitive method ซึ ่ง เป ็นการแย ่ง จ ับก ัน
ระหว่างอัลบูมินในปัสสาวะกับ อัลบูมินท่ีตรึงท่ีต าแหน่งเส้นทดสอบ โดยอัลบูมินจากสองแหล่งจะ
แย่งกันจับกับโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่ตรึงอยู่บนผิวของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่ไหลมา
จากบริเวณ Conjugate pad ถ้าในปัสสาวะมีปริมาณอัลบูมินมากพอที่จะจับกับ โมโนโคลนัล
แอนติบอดีที่ตรึงอยู่บนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรได้หมด ส่งผลให้ต าแหน่งจับกับแอนติเจน 
(antigen binding sites) ของโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่ตรึงอยู่บนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร
ไม่เหลือส าหรับมาจับอัลบูมินที่ตรึงตรงเส้นทดสอบ (test line) และอนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตรจะไหลผ่านไปยัง Absorbent Pad ดังนั้นจึงไม่เกิดเป็นเส้นสีแดงตรงเส้นทดสอบ ส่วนที่
ต าแหน่งเส้นควบคุม (control line) ได้มีการตรึงแอนติบอดีต่อโมโนคัลแอนติบอดี (Rabbit Anti-
Mouse IgG) ที่อยู่บนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ดังนั้นจึงปรากฏสีแดงที่เส้นควบคุมเสมอ 
เมื่อท าการทดสอบแล้วปรากฏเส้นเดียวที่เส้นควบคุม สามารถแปลผลว่า ผลบวก แสดงถึงใน
ตัวอย่างปัสสาวะที่น ามาทดสอบมีอัลบูมินความเข้มข้นมากกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร (มากกว่าค่า 
cut-off) ในทางกลับกัน ถ้าในปัสสาวะไม่มีอัลบูมินหรือมีน้อยกว่าค่า cut-off ดังนั้นโมโนโคลนัล
แอนติบอดีที่ตรึงอยู่บนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร เมื่อไหลผ่านไปยังเส้นทดสอบ ก็สามารถ
จับกับ HSA ที่ตรึงอยู่บนเส้นทดสอบได้ ท าให้ปรากฏเส้นสีแดงให้เห็น ซึ่งบนชุดตรวจสอบนี้จะ
ปรากฏสีทั้งเส้นทดสอบ และเส้นควบคุม แปลผลเบื้องต้นได้ว่าผู้ป่วยรายนี้มีระดับไมโครอัลบูมิ
นน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังรูปที่ 3.9  แสดงการอ่านผลตรวจของชุดตรวจ MAUและรูปที่ 
3.10 แสดงปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหว่าง HSA กับโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่ตรึงบนอนุภาคทองค า
ระด ับนาโน เมตร โดยใช ้หล ักการ competitive lateral flow immunochromatography 
assay 

 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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                   ผลลบ 

    ปรากฏเส้นสีแดงที่เส้นทดสอบและเส้น  
ควบคุม 

                     

                 ผลบวก 

ปรากฏเส้นสีแดงที่เส้นสีควบคุมเพียงเส้นเดียว 
 

 

 

 

 

แปลผลไม่ได้ 

ไม่ปรากฏเส้นสีแดงที่เส้นควบคุม 

ไม่สามารถแปลผลได้ควรท าการทดสอบ
ใหม่ 

รูปที่ 3. 9  แสดงการอ่านผลตรวจของชุดตรวจ MAU ท่ีผลิตขึ้น 

 

 

รูปที่ 3. 10  ภาพแสดงปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นระหว่างอัลบูมินกับโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีตรึงบน
อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร โดยใช้หลักการ competitive lateral flow 
immunochromatography assay 

 

 

      T     C 

      T     C 

      T     C 
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ส่วนประกอบของชุดทดสอบ ท่ีใช้ในงานวิจัยนี้ มีดังนี ้
Sample pad  เป็นส่วนท่ีใช้รองรับส่ิงตัวอย่าง กระดาษท่ีใช้ คือ Glass fiber ขนาดท่ีใช้คือ 

0.4*2 เซนติเมตร 
Conjugate pad เป็นส่วนท่ีรองรับโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีตรึงกับอนุภาคทองค าระดับนาโน

เมตร แล้วซึมซับอยู่บน Glass fiber ขนาด 0.4*1 เซนติเมตร น าไปอบท่ี
ตู้อบอุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส ก่อนการน ามาประกอบชุดตรวจ โดย
สามารถเก็บช้ินส่วนนี้ไว้ใน ในท่ีมืด ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

Detection pad  มีขนาด 0.4*2.5 เซนติเมตร ช้ินส่วนนี้ประกอบด้วย 2 เส้น คือเส้นทดสอบ
และเส้นควบคุม  

Capture line (test line) เส้นแสดงผลการตรวจ ตรึงด้วย HSA ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ในช่วงความ
เข้มข้นต้ังแต่ 0.5-4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใน 0.01 โมลต่อลิตร Phosphate 
buffer, pH 7.4 

Control line เส้นควบคุมคุณภาพของชุดตรวจวิเคราะห์ ตรึงด้วยทุติยภูมิแอนติบอดี
สามารถจับกับโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีตรึงอยู่บนอนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตร ปริมาณ 0.5 ไมโครลิตร ใน 0.01 โมลต่อลิตร Phosphate buffer, 
pH 7.4 ท้ังสองเส้นตรึงห่าง จากกัน 0.5 เซนติเมตร  หลังจากนั้นน ามา 
block ด้วย 1% BSA ใน 0.01 โมลต่อลิตร Phosphate buffer, pH 7.4 
เป็นเวลา 15 นาที แล้วท าให้แห้งเป็นเวลา 30 นาที  ก่อนการน ามาประกอบ
ชุดตรวจ โดยสามารถเก็บในท่ีมืดอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  

Absorbent Pad  ส่วนท้ายสุดท าให้เกิดแรง capillary force และใช้ในการรองรับส่วนของ 
Gold conjugate ท่ีเหลือ กระดาษท่ีใช้คือ 100% pure cellulose fiber 
ขนาด 0.4*3 เซนติเมตร เก็บไว้ในท่ีอุณหภูมิห้อง 

 ขั้ นตอนการประกอบส่วนของ ชุดตรวจวิ เคราะห์บน  backing pad โดย เริ่ มจาก 
nitrocellulose membrane ตรงกลาง conjugate pad และ absorbent pad ติดคนละด้านของ 
nitrocellulose membrane โดยจะติดให้ซ้อนกันประมาณ 2 มิลลิเมตร และ sample pad จะติด
ให้ซ้อน conjugate pad อีกชั้นหนึ่ง ดังรูปท่ี 3.11  

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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รูปที่ 3. 11  แสดงประกอบส่วนของชุดตรวจวิเคราะห์ ล าดับการประกอบและขนาดแต่ละส่วน 

   

3.3.2.5 การหาภาวะท่ีเหมาะสม (optimization) ส าหรับชุดตรวจคัดกรอง MAU แบบ
เชิงคุณภาพ  

  3.3.2.5.1 การทดสอบชนิดของสารท่ีใช้ในการ Block เพื่อลด non-specific 
binding บนผิวของ Nitrocellulose membrane สารท่ีใช้ทดสอบ ได้แก่ BSA, Casein และ PEG 
ในความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 1, 2 และ 3 % 

  3.3.2.5.2 การทดสอบความเข้มข้นของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ท่ีใช้ตรึง
กับโมโนโคลนัลแอนติบอดี โดยสังเกตจากความเข้มของสีของเส้นทดสอบและเส้นควบคุมท่ีเกิดขึ้น 
โดยความเข้มข้นของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีใช้ทดสอบ มีความเข้มข้นระหว่าง 100 ถึง 
1200 ppm และทดสอบหาปริมาณที่เหมาะสมท่ีจะ blot อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ลงบน 
conjugate pad เพื่อให้ได้ผลการทดลองท่ีดีท่ีสุด  

  3.3.2.5.3 การทดสอบหาปริมาณส่ิงส่งตรวจท่ีเหมาะสม ท่ีจะใช้หยดลงบน 
sample pad เนื่องจากปริมาณส่ิงส่งตรวจมีผลต่อการอ่านผลการตรวจวัดได้ ในกรณีท่ีปริมาณ
ปัสสาวะมาก ส่ิงส่งตรวจไหลผ่านโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร 
เกิดผลลบปลอมได้ 

  3.3.2.5.4 การทดสอบความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ HSA และทุติยภูมิแอนติบอดี
ต่อโมโนโคลนัลอัลบูมินลงบนเส้นทดสอบและเส้นควบคุมตามล าดับ ซึ่งจะมีผลต่อความเข้มของสี
เส้นทดสอบและเส้นควบคุม 

 

 
  

Backing 
pad 8 cm.  

Nitrocellulose 
membrane 3 

cm.  

Absorbent Pad 
3 cm.  

Sample Pad 2 
cm.  Conjugat

e Pad 1 
cm.  

Sample pad 
Conjugate pad 

Detection pad 

Absorbent Pad 

Backing pad 
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 3.3.2.6 การทดสอบคุณสมบัติ (Characterization) ชุดตรวจคัดกรอง MAU ท่ีพัฒนาได้ 

3.3.2.6.1 การทดสอบหา cut off ในชุดตรวจที ่พ ัฒนาขึ ้น  โดยทดสอบก ับ
สารละลายมาตรฐานที่ได้รับควบคุมคุณภาพจากภายนอก (External Quality Assessment) 

ของ หจก. อีคิวเอ เซ็นเตอร์ โดยได้รับความอนุเคราะห์สารละลายมาตรฐาน MAU EQA ดังกล่าว

จาก รองศาสตราจารย์อมรินทร์ ปรีชาวุฒิ  ลักษณะของสาร EQA เป็นแบบ Lyophilised Urine 

ที่รายงานปริมาณ Human serum albumin ในช่วงน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร, 20, 50 และ 

100 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังภาพที่ 3.12  โดยน ามาละลายในสารละลายบัฟเฟอร์ 0.01 โมลต่อลิตร 

Phosphate buffer, pH 7.4 และทดสอบกับชุดตรวจ MAU ในงานวิจัยนี้ ค่า cut off ของชุด

ตรวจคัดกรองภาวะ MAU ท่ีต้องการคือ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ถ้าส่ิงตัวอย่างมีอัลบูมินความเข้มข้น

มากกว่าหรือเท่ากับ  20 มิลลิกรัมต่อลิตรจะรายงานผลการตรวจเป็น ผลบวก ซึ่งบนชุดตรวจใน

ต าแหน่งเส้นทดสอบจะไม่ปรากฏเส้นสีแดงให้เห็น  และถ้าส่ิงตัวอย่างมีระดับไมโครอัลบูมินน้อยก

ว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร จะรายงานผลการตรวจเป็น ผลลบ ซึ่งในต าแหน่ง เส้นทดสอบ จะปรากฏ

เส้นสีแดงให้เห็น     

 

 

 

รูปที่ 3. 12 แสดงสารละลาย EQA แบบ Lyophilised Urine ท่ีมีปริมาณ Human serum 

albumin ปริมาณความเข้มข้นน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร, 20, 50 และ100 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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  3.3.2.6.2 การทดสอบความแม่นย า (Precision) ของชุดตรวจคัดกรอง MAU ท่ี

ผลิตขึ้น โดยน าชุดตรวจคัดกรองดังกล่าวมาทดสอบกับ สารละลายมาตรฐาน MAU EQA โดยใช้

ความเข้มข้นของไมโครอัลบูมิน 2 ระดับ คือ negative (ไมโครอัลบูมินน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อ

ลิตร) และ Positive (ไมโครอัลบูมินมากกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร) เพื่อท่ีจะได้เห็นท้ังเส้นทดสอบ

และเส้นควบคุม โดยแต่ละความเข้มข้นทดสอบจ านวน 20 ครั้ง จากนั้นเปรียบเทียบความเข้มสี

ของท้ังเส้นทดสอบและเส้นควบคุม ท้ัง 20 ครั้ง โดยการถ่ายรูปเส้นสีแดงที่ปรากฏและใช้โปรแกรม 

ImageJ วิเคราะห์ความเข้มของสีและค านวณค่าความแปรปรวน (%CV) โดยได้ท าการตรวจสอบ

ท้ัง ภายใน 1 วัน (within day) และการตรวจระหว่างวัน (between day) 

 3.3.2.7 การเปรียบเทียบผลการทดลองกับวิธีที่ใช้ท่ัวไปในห้องปฏิบัติการ 

เพื่อประเมินประสิทธิภาพของชุดตรวจคัดกรอง MAU ที่พัฒนาขึ้น ใช้ตัวอย่างปัสสาวะท่ี
เก็บแบบสุ่ม จากกลุ่มตัวอย่างที่เป็นโรคเบาหวานจ านวน 100 คน (n = 100) ที่มีระดับ MAU 
ต่างๆ กัน โดยใช้ปัสสาวะเหลือจากการวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาล
ราชวิถี ทั้งนี้การใช้ตัวอย่างปัสสาวะดังกล่าวได้ผ่านการรับรองการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยใน
คน จากโรงพยาบาลราชวิถี (รหัสโครงการวิจัยที่ 55113 ใบรับรองที่ 100/2555) และจาก
คณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน กลุมสหสถาบัน ชุดท่ี 1 จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 
(รหัสโครงการวิจัยท่ี 071/55 ใบรับรองท่ี 094/2555) 

 น าปัสสาวะจากผู้ป่วยเบาหวานมาทดสอบโดยใช้ชุดตรวจคัดกรอง MAU ท่ีพัฒนาและน า
ผลการตรวจวัดมาเปรียบเทียบกับผลการตรวจระดับไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ ที่ตรวจโดยใช้
วิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี ในห้องปฏิบัติการการแพทย์ทั่วไป ที่ใช้ เครื ่องวิเคราะห์อัตโนมัติ รุ ่น 
INTREGA 800 วิเคราะห์ผลการทดลอง โดยใช้สูตรดังนี้ 

 Sensitivity = TP/TP+FN 
 Specificity=TN/TN+FP 
 Accuracy=TP+TN/TP+TN+FP+FN 
   Positive predictive value=TP/TP+FP 
   Negative predictive value = TN / TN + FN  

หมายเหตุ : True positive (TP): ผลบวกจริง, False positive (FP): ผลลบปลอม,  
     True negative (TN): ผลลบจริง, False negative (FN) : ผลลบปลอม 

 



บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิจารณ์ผลการทดลอง 

4.1 การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

 4.1.1 การท าโมโนโคลนอลแอนติบอดีให้บริสุทธิ์  

 น าโมโนโคลนัลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/H11/G11 มาท าการเล้ียงเพื่อเพิ่มจ านวนเซลล์

ไฮบริโดมาในอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาณ 500 มิลลิลิตรจ านวน 2 ขวด เมื่อท าการเล้ียงจนได้แอนติบอดี

สะสมอยู่ในอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาณมากแล้ว จึงน าแอนติบอดีท่ีได้มาท าให้บริสุทธิ์ด้วยวิธี affinity 

chromatography โดยในสภาวะ pH 7.0 โปรตีนจีเซฟาโรสซึ่งบรรจุอยู่ในคอลัมน์จะท าหน้าท่ียึดจับ

กับ Fc region ของแอนติบอดีและสามารถแยกแอนติบอดีออกจากโปรตีนจีได้โดยการใช้กรด ในการ

ทดลองนี้ ได้ใช้ glycine hydrochloride buffer pH 2.7 ชะให้โมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีอยู่ในคอลัมน์

หลุดออกมา จากนั้นน าสารละลายท่ีเก็บได้แต่ละแฟรคชันไปวัดปริมาณโปรตีน โดยวัดท่ีค่าการดูดกลืน

แสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตร และตรวจสอบแอนติบอดีในแต่ละแฟรคชันด้วยวิธี indirect 

ELISA โดยใช้ระดับการเจือจางเท่ากับ 1:10000 

ผลการทดลองพบว่า ในแฟรคชันท่ี 6 -10 มีค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโน

เมตรสูงสุด ดังแสดงในรูปท่ี 4.1 (ตารางท่ี ก.1 ภาคผนวก ก) แสดงถึงมีปริมาณโปรตีนชะออกมาใน

แฟรคชันดังกล่าว และสอดคล้องกับผลจากการทดลองด้วยวิธี indirect ELISA ท่ีพบว่ามีปริมาณโมโน

โคลนอลแอนติบอดีอยู่ในแฟรคชันท่ี 6-10  
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รูปที่ 4. 1 โครมาโทแกรมจากการท าโมโนโคลนัลแอนติบอดี (โคลน 4/B11/G3/H11/G1) ให้
บริสุทธิ์ด้วยวิธี affinity chromatography โดยใช้คอลัมน์โปรตีนจีเซฟาโรสขนาด 1.5x5 
เซนติเมตรและท าการล้างคอลัมน์ด้วย glycine hydrochloride pH 2.7 โดยใช้อัตราการไหล
เท่ากับ 1 มิลลิลิตรต่อนาที 

 

4.1.2 การหาปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bichoninic acid assay (BCA) 

   ในการทดลองนี้ ใช้วิธี Bichoninic acid assay (BCA) ส าหรับตรวจวัดปริมาณโปรตีนใน

อาหารเล้ียงเซลล์ก่อนและหลังการท าให้บริสุทธิ์ด้วยคอลัมน์โครมาโทกราฟี โดย ใช้ BSA เป็น

สารละลายมาตรฐาน กราฟมาตรฐานส าหรับใช้หาความเข้มข้นของโปรตีนดังแสดงในรูปท่ี 4.2 และ

ตารางท่ี 4.1 พบว่าความเข้มข้นของโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลล์ของโคลน 4/B11/G3/H11/G11 มี

ปริมาณโปรตีนก่อนการท าให้บริสุทธิ์ ได้ค่า 3.38 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ 3.38 กรัม และหลังการ

ท าให้บริสุทธิ์โดยใช้เทคนิค affinity chromatography ความเข้มข้นของโปรตีนในสารละลายโมโน

โคลนัลแอนติบอดีมีค่า 2.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร จะเห็นได้ว่าปริมาณความเข้มข้นของโปรตีนใน
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อาหารเซลล์ก่อนท าให้บริสุทธิ์มีความเข้มข้นลดลงเมื่อมีการท าให้บริสุทธิ์ แสดงว่าคอลัมน์โปรตีนจีเซ

ฟาโรสสามารถจับโมโนโคลนัลแอนติบอดีได้และชะโปรตีนอื่นๆ ออกไปได้ 

 

 

รูปที่ 4. 2 กราฟมาตรฐานของสารละลายโปรตีน BSA จากการทดสอบด้วยวิธี BCA 

 

ตารางที่ 4. 1 ปริมาณโปรตีนในอาหารเล้ียงเซลล์ก่อนและหลังขั้นตอนการท าให้บริสุทธิ์  

 

 

 

 

โคลน 

ก่อนท าให้บริสุทธิ์ หลังท าให้บริสุทธิ์ 

ปริมาตร 

(ml) 

ความเข้มข้น 

(mg/ml) 

รวม 

(mg) 

ปริมาตร 

(ml) 

ความเข้มข้น 

(mg/ml) 

รวม 

(mg) 

4/B11/G3/H11/G11 1000 3.38 3376.33 19.5 2.12 42.69 

Y = 1.3807x + 0.05642 

R2 = 0.9924 
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4.1.3 การหาปริมาณแอนติบอดีโดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง 

ปริมาณแอนติบอดีหลังจากท าให้แอนติบอดีบริสุทธิ์แล้วและผ่านการไดอะไลซิส (Dialysis) 

วัดการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 280 นาโนเมตรได้ 2.86 นาโนเมตร และค่า extinction 

coefficient ของสารละลายแอนติบอดีชนิด Immunoglobulin G (มีค่าเท่ากับ 1.35) เพื่อค านวณหา

ค่าปริมาณโมโนโคลนัลแอนติบอดีหลังการท าให้บริสุทธิ์ 

ความเข้มข้นของแอนติบอดี (มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) = ค่าการดูดกลืนแสงท่ี 280 นาโนเมตร 
                 Extinction coefficient ของ IgG 
          = 2.86   
             1.35 
          = 2.12  

 ดังนั ้นปริมาณแอนติบอดีหลังจากท าให้แอนติบอดีบร ิส ุทธิ ์แล้วมีความเข้มข้น 2.12 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

 

4.1.4 การหามวลโมเลกุลของโมโนโคลนัลแอนติบอดีหลังการท าให้บริสุทธิ์ 

 ท าการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนัลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/H11/G11 ท่ี

ผ่านการท าให้บริสุทธิ์แล้วด้วยวิธี SDS-PAGE ได้ผลการทดลองดังรูปท่ี 4.3 โดยการหาน้ าหนักของ

แถบโมเลกุลโปรตีน เทียบกับค่า relative mobility (Rf) ของแถบโปรตีนท่ีต้องการหาน้ าหนักโมเลกุล

เปรียบเทียบกับกราฟของโปรตีนมาตรฐานซึ่งทราบน้ าหนักโมเลกุลแล้ว พบว่า Lane 1 ซึ่งเป็นอาหาร

เล้ียงเซลล์ท่ีมีโมโนโคลนัลแอนติบอดี (mAb) ก่อนการท าให้บริสุทธิ์ มีโปรตีนซึ่งเป็นส่วนประกอบหลัก 

และเป็นสัดส่วนมากเมื่อเทียบกับปริมาณของโมโนโคลนัลในสารละลายอื่นๆ ดังนั้นผล SDS-PAGE  

จึงยังมองไม่เห็นแถบโปรตีนของโมโนโคลนัลแอนติบอดี ส่วน Lane 2 เป็นอาหารเล้ียงเซลล์ท่ีมี 20% 

FCS จะเห็นแถบหนึ่งแถบของอาหารเล้ียงเซลล์ Lane 3 คือ โปรตีนจากซีรัมวัว (FCS) เพียงอย่าง

เดียว จะมีความเข้มข้นของโปรตีนจากซีรัมวัวมากเกิดแถบท่ีมีความหนา Lane 4 คือ สารละลายโมโน

โคลนัลแอนติบอดีท่ีท าให้บริสุทธิ์แล้ว จะเห็นเฉพาะแถบโปรตีนแอนติบอดี ซึ่งแยกเป็นแถบโปรตีน

สายส้ัน (Light chain) และแถบโปรตีนสายยาว (Heavy chain) โดยมีน้ าหนักโมเลกุลเท่ากับ 29 และ 

54 กิโลดัลตัน ตามล าดับ แต่ไม่ปรากฏแถบโปรตีนจากซีรัมวัว (FCS) เมื่อเปรียบเทียบกับโมโนโคลนัล

แอนติบอดีก่อนการท าให้บริสุทธิ์ (Lane 1) 
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รูปที่ 4. 3 ผลการตรวจสอบความบริสุทธิ์ของโมโนโคลนัลด้วยวิธี SDS-PAGE ; M คือ Molecular 
weight protein markers; Lane 1 คือ อาหารเล้ียงเซลล์ที่มี mAb ก่อนการท าให้บริสุทธิ์; Lane 
2 คือ อาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี 20% FCS; Lane 3 คือ FCS; Lane 4 คือ สารละลายโมโนโคลนัล
แอนติบอด ีท่ีท าให้บริสุทธิ์แล้ว                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             
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รูปที่ 4. 4 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างน้ าหนักโมเลกุล (kDa) ของ Molecular weight 
protein marker  กับค่า Rf บน SDS-PAGE  

Y = 116.775e-

1.53x 

R2 = 0.99750 

 M    1          2          3            4 
  

kDa 
 

135 
  95 
  72 
  52 
  42 
  34 
 

  26 
 
 

  17 
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ตารางที่ 4. 2 ค่า Rf และน้ าหนักโมเลกุลของโมโนโคลนัลแอนติบอดีหลังการท าให้บริสุทธิ์  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 ในงานวิจัยของ Poonam Rajak และคณะ (44) ได้ศึกษาการผลิตโมโนโคลนัลแอนติบอดี
ต่ออัลบูมิน โดยศึกษาคุณสมบัติของโมโนโคลนัลที่ผลิตขึ้นเมื่อหลังการท าให้บริสุทธิ์ โดยการหา
มวลโมเลกุลของโมโนโคลนัลแอนติบอดีพบว่ามีค่าของ Heavy chain 50 kDa และ Light chain 
25 kDa เปรียบเทียบกับโมโนโคลนัลแอนติบอดีท่ีในงานวิจัยนี้ได้ท าให้บริสุทธิ์ และหามวลโมเลกุล
ของโมโนโคลนัลแอนติบอดีพบว่ามีขนาดของสาย Heavy chain ประมาณ 50 kDa และขนาด
ของสาย Light chain ประมาณ 25 kDa  

 

4.2 การพัฒนาวิธีการตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟี  

 4.2.1 ผลการสังเคราะห์อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร      

  ในงานวิจัยนี้การสังเคราะห์ อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ใช้ปฏิกิริยารีดักชั่น
ของ Gold tetrachloric acid (HAuCl4) โดยสารรีดิวเซอร์และสเตบิไลเซอร์ที่ใช้คือ trisodium 
citrate เพื่อป้องกันการจับกันแล้วตกตะตอน ผลการทดลองพบว่าอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร
ท่ีสังเคราะห์ได้มีขนาดประมาณ 24 นาโนเมตร โดยลักษณะภายนอกเป็นสารละลายสีแดง แสดง
ในรูปท่ี 4.5 

มวลโมเลกุล (kDa) Relative mobility (Rf) 

135 0.14 

95 0.29 

72 0.42 

52 0.49 

42 0.56 

34 0.58 

26 0.68 

17 0.90 

Heavy chain 50 0.47 

Light chain 25 0.66 
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รูปที่ 4. 5 ลักษณะภายนอกของสารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ท่ีสังเคราะห์ได้  

  

4.2.2 คุณภาพของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์ได้ 

  4.2.2.1 ภ าพ ถ ่า ย จ า ก ก ล ้อ ง จ ุล ท ร ร ศน ์อ ิเ ล ็ก ต ร อ น ชน ิด ส ่อ ง ผ ่า น ห ร ือ 
Transmission Electron Microscope (TEM) จากภาพของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร รูป
ท่ี 4.6 (ง) สามารถค านวณขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรได้ดังนี้ วัดขนาดภาพของวัตถุ
ที่สนใจจากรูปตัวอย่างวัดได้ 1 เซนติเมตร, วัดขนาดภาพของ scale bar ในหน่วยเดียวกัน 1 
เซนติเมตรและตัวเลขท่ีปรากฏเหนือ scale bar 20 นาโนเมตรแล้วน ามาค านวณตามสูตร  

ขนาดวัตถุจริง = ขนาดของวัตถุที่สนใจ (ซม.) x ตัวเลขเหนือ scale bar (นาโนเมตร) 

ขนาดของ Scale bar (เซนติเมตร) 

  ขนาดวัตถุจริง = 1.2 เซนติเมตร X 20 นาโนเมตร = 24 นาโนเมตร 
1 เซนติเมตร 

 ดังนั้นรูปร่างและขนาดของ อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ท่ีสังเคราะห์ได้คือ อนุภาค

ทองค าระดับนาโนเมตร มีลักษณะทรงกลมขนาดประมาณ 24 นาโนเมตร 
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รูปที่ 4. 6 ถ่ายภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (Transmission Electron 
Microscope, TEM) แสดงรูปร่างและขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์ขึ้นใน
ก าลังขยายท่ีแตกต่างกัน (ก) 100 นาโนเมตร, (ข) 50 นาโนเมตร และ (ค-ง) 20 นาโนเมตร 

 

  4.4.2.2 ผลการศึกษาขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร โดยใช้ UV-
Visible Spectrophotometer ขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์ได้จะขึ้นอยู่
กับปริมาณของการเติม 1 % Trisodium citrate (45) งานวิจัยนีได้ใช้ 1 % Trisodium citrate 
ปริมาณ 1.5 มิลลิลิตร ในสารตั้งต้น 0.01 % Gold tetrachloric acid solution 100 มิลลิลิตร 
ดังนั้นขนาดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ที่สังเคราะห์ได้มีขนาดประมาณ 24 นาโนเมตร 
และมีการดูดกลืนแสงสูงสุดท่ีความยาวคลื่น 522 นาโนเมตร ผลการทดลองพบว่า เมื ่อน า
สารละลายอนุภาคทองค ามาสแกนสเปคตรัมการดูดกลืนแสงพบว่า อนุภาคทองค าระดับนาโน

ก 

ค 

ข 

ง 
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เมตรเมตรมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ 522 นาโนเมตร ส่วนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่ตรึง
โมโนโคนัลแอนตีบอดีมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดที่ยาวขึ้น เป็น 540 นาโนเมตร และอนุภาคทองค า
ระดับนาโนเมตรท่ีตรึงด้วยโมโนโคนัลแอนตีบอดีและจับกับทุติยภูมิแอนติบอดีชนิด IgG มีค่าการดูดกลืนแสง
สูงสุดที่ 580 นาโนเมตร ดังแสดงในรูปที่ 4.7 และภาคผนวก ก.2 เส้นสเปคตรัมการดูดแสงของ
เส้นสีน้ าเง ินคือ อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่ตรึงด้วยโมโนโคนัลแอนตีบอดี โดยเมื ่อมา
เปรียบเทียบกับชุดตรวจ MAU ที่ผลิตขึ้นนั้นคือส่วนของ conjugate pad เมื่อท าการทดสอบชุด
ตรวจ MAU โมโนโคลนัลแอนติบอดีบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรจะเช้าไปจับกับทุติยภูมิ
แอนติบอดีท่ีตรึงอยู่บนเส้นควบคุม เส้นลักษณะเป็นเส้นสเปคตรัมการดูดกลืนแสง (เส้นสีม่วง) 

 

รูปที่ 4. 7 กราฟแสดงสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่สังเคราะห์
ได้ 

 แทนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร 

 แทนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีตรึงด้วยโมโนโคนัลแอนตีบอดี 

 แทนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีตรึงด้วยโมโนโคนัลแอนตีบอดีและจับกับทุติยภูมิ
แอนติบอดี (IgG) 
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4.2.3 ผลการศึกษาปริมาณของโมโนโคนัลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมส าหรับตรึงบนอนุภาคทองค า
ระดับนาโนเมตร 

 การหาปริมาณของโมโนโคนัลแอนติบอดีที่เหมาะสมส าหรับตรึงบนอนุภาคทองค าระดับ
นาโนเมตร เลือกจากความเข้มข้นสุดท้ายที่ท าให้สีของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ยังไม่
เปลี่ยนแปลงจากสีแดงเป็นสีม่วงเมื่อมีการเติม 10 % โซเดียมคลอไรด์ ผลการทดลองดังแสดงใน
รูปที่ 4.8 เห็นได้ว่าเมื่อใช้แอนติบอดีตั้งแต่ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร ขึ้นไป และหลังมีการเติม 10 % 
โซเดียมคลอไรด์แล้ว สีของสารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรเป็นสีแดง แสดงถึงอนุภาค
ทองค าดังกล่าวไม่มีการตกตะกอน และท่ีความเข้มข้นของแอนติบอดีน้อยกว่า 40 มิลลิกรัมต่อลิตร สีของ
สารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรเป็นสีม ่วงแสดงถึงม ีพื ้นที ่หลงเหลือบนอนุภาค 
เนื่องจากมีปริมาณของโมโนโคนัลแอนติบอดีที่น้อยเกินไป ดังนั้นความเข้มข้นสุดท้ายที่เหมาะสม
ส าหรับตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรในงานวิจัยนี้คือ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร 

 

 

รูปที่ 4. 8 ผลการศึกษาปริมาณโมโนโคนัลแอนติบอดีท่ีเหมาะสมที่ตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนา
โนเมตร 

เมื่อพิจารณาผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 520 และ 580 นาโนเมตร 
พบว่าความเข้มข้นของแอนติบอดีที่มากที่สุดที่ใช้ตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร แล้วผล
ของค่าการดูดกลืนแสงแทบไม่เปลี่ยนแปลง คือต้ังแต่ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร ขึ้นไป ดังแสดงในรูปที่ 
4.9 แสดงว่า ที่ความเข้มข้นตั้งแต่ 40 มิลลิกรัมต่อลิตร พื้นที่บนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร
ถูกตรึงด้วยโมโนโคลนัลแอนติบอดีทั้งหมด เมื่อมีการเติม 10 % โซเดียมคลอไรด์แล้ว และวัดค่า
การดูดกลืนแสงที ่ความยาวคลื ่น 580 นาโนเมตร ผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงไม่ม ีการ
เปล่ียนแปลงมากนัก ซึ่งผลการทดลองสอดคล้องกับผลการทดลองในรูปท่ี 4.8 

ปริมาณโมโนโคนัลแอนติบอดีท่ีตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร (มิลลิกรัมต่อลิตร) 
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รูปที่ 4. 9 ความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของโมโนโคนัลแอนติบอดีท่ีตรึงบนอนุภาคทองค า
ระดับนาโนเมตร และผลต่างของค่าการดูดกลืนแสงของสารละลายท่ี 520 และ 580 นาโนเมตร 

 

 4.2.4 สภาวะที่เหมาะสมส าหรับชุดตรวจคัดกรอง MAU แบบเชิงคุณภาพ  

  4.2.4.1 ชนิดของสารท่ีใช้ในการ Block เพื่อลดการจับท่ีไม่จ าเพาะบนผิวของ 
Nitrocellulose membrane  

  ในการทดลองนี ้ สารที่ใช้ทดสอบ ได้แก่ BSA, Polyethylene glycol (PEG) 
และ Casein ในความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ 1, 2 และ 3 % และแถบตรวจคัดกรองที่ไม่ได้ Block 
พื ้นผิว โดยได้ทดลองในสภาวะของแถบตรวจคัดกรองเหมือนกันและท าการทดสอบโดยใช้ 
Phosphate buffer, pH 7.4 แทนสิ่งส่งตรวจที่มีความเข้มข้น HAS 0 มิลลิลิตรต่อลิตร ผลการ
ทดลองพบว่าแถบตรวจท่ีไม่ได้ Block บนผิวของ Nitrocellulose พบว่า การไหลของส่ิงตัวอย่าง
ได้ดี แต่พบว่ามีเกิด Background สีชมพูบนผิวของ membrane ซึ ่งมีผลต่อการอ่านผลการ
ทดสอบได้ เมื่อใช้ PEG เป็นสาร Block บนผิวของ Nitrocellulose membrane พบว่าทุกความ
เข้มข้นของ PEG ท่ีใช้ทดสอบ มีผลรบกวนการจับกันระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดี เนื่องมาจาก 
PEG มีลักษณะโครงสร้างขนาดใหญ่เมื่อใช้ในการ Block จึงขัดขวางการไหลของสิ่งส่งตรวจ เมื่อ
ใช้ Casein เป็นสาร Block บนผิวของ Nitrocellulose membrane พบว่า Caseinในระดับ
ความเข้มข้นต่างๆ มีผลต่อเวลาที่ใช้ในการไหลของสิ่งส่งตรวจผ่านแถบตรวจคัดกรองนี้ โดยใช้

ปริมาณความเข้มข้นโมโนโคลนัลแอนติบอดีที่ตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนาโน (มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) 
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http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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เวลานานกว่า 20 นาที ซึ่งโดยปกติใช้เวลาในการไหลผ่านของสิ่งตัวอย่างผ่านชุดตรวจคัดกรอง
ประมาณ 3-5 นาที และการใช้ casein ท าให้เกิด Background สีชมพูบนผิวของ membrane 
ซึ่งมีผลต่อการอ่านผลการทดสอบ อย่างไรก็ตาม เมื่อใช้ BSA ความเข้มข้นต่างๆ ท าหน้าท่ี block 
ผิวของ Nitrocellulose membrane พบว่าเส้นทดสอบและเส้นควบคุมที่เกิดขึ้น มีความคมชัด
ของเส้นเท่ากัน แต่ใช้เวลาในการทดสอบแตกต่างกัน และสัมพันธ์ตามความเข้มข้นของ  BSA ท่ีใช้ 
โดยความเข้มข้น 1% BSA ใช้เวลาน้อยที่สุด ดังนั้นในการทดสอบหาชนิดของสารที่เหมาะสม
ส าหรับใช้ในการ Block บนผิวของ Nitrocellulose membrane ในงานวิจัยนี้คือ 1% BSA  

 ความเข้มข้นของสารท่ีใช้ในการ Block บนผิวของ Nitrocellulose membrane 
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รูปที่ 4. 10 แสดงคุณภาพของชุดทดสอบ เมื่อใช้สารแต่ละชนิดท าหน้าท่ีปกปิดผิวบน 
nitrocellulose membrane  

 

4.2.4.2 ความเข้มข้นของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรส าหรับชุดทดสอบ 

  การทดสอบความเข้มข้นของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่เหมาะสมส าหรับ
ใช้ตรึงโมโนโคลนัลแอนติบอดี สังเกตจากความเข้มสีของเส้นทดสอบและเส้นควบคุมท่ีเกิดขึ้นโดย
ความเข้มข้นโดยความเข้มข้นของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีใช้ทดสอบมีความความเข้มข้น 
100, 200, 400, 800 และ 1600 ppm ผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 4.11 โดยได้ทดสอบกับ 
Phosphate buffer, pH 7.4 (HSA 0 มิลลิล ิตรต่อลิตร ) โดยสัง เกตจากความเข้มของส ีเส ้น
ทดสอบและเส้นควบคุมที่เกิดขึ้น เมื่อใช้อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่ความเข้มข้น 400, 800 
และ 1600 ppm พบว่า ที่บริเวณพื้นผิวของแผ่น dectection pad มีสารละลายอนุภาคทองค า
ระดับนาโนหลงเหลือเมื่อส้ินปฏิกิริยา หรือมี Background สูง ส่วนท่ีความเข้มข้น 100 และ 200 
ppm ไม่พบสารละลายอนุภาคทองค าระดับนาโนหลงเหลืออยู่บนพื้นผิว detection pad หรือมี 
Background  ต่ า และความเข้มของสีเส้นทดสอบและเส้นควบคุมท่ีมีความชัดเจนเมื่อมองด้วยตา
เปล่า อย่างไรก็ตามเมื่ออ่านค่าความเข้มสีเส้นทดสอบและเส้นควบคุมด้วยโปรแกรม Image J 
และวิเคราะห์ค่า Peak area พบว่าเมื ่อใช้อนุภาคทองค าระดับนาโน 100 และ 200 ppm ให้
ความเข้มสี ท่ีเส้นทดสอบและเส้นควบคุมใกล้เคียงกัน ดังนั้นเพื่อเป็นการลดต้นทุน ชุดตรวจสอบ 
ความเข้มข้นของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรที่เหมาะสมในงานวิจัยนี้คือ 100 ppm โดยใน 
Preliminary results ได้ท าการทดสอบความเข้มข้นของอนุภาคทองค าระดับนาโน เมตรที่ใช้
ทดสอบมีความความเข้มข้น 12.5, 25, 50 และ 100 ppm พบว่าที่ความเข้มข้นของอนุภาค
ทองค าระดับนาโนเมตรระหว่าง 12.5 -50 ppm ไม่เหมาะสม มีปริมาณน้อยเกินไป ไม่สามารถ
อ่านผลการทดสอบความเข้มสีของเส้นทดสอบได้ ดังแสดงในรูปท่ี ก.1 ภาคผนวก ก 
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รูปที่ 4. 11 ผลของปริมาณของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีใช้ตรึงกับโมโนโคลนัลแอนติบอดี 
ต่อคุณภาพของชุดทดสอบ 

 

  4.2.4.3 ปริมาณสิ่งส่งตรวจท่ีเหมาะสมส าหรับชุดทดสอบ 

การทดสอบหาปริมาณสิ่งส่งตรวจที่เหมาะสม โดยได้ทดลองใช้สิ ่งส่งตรวจ
ปร ิมาตรต ่างๆ หยดลงบน sample pad ตั ้งแต ่  50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 และ 120 
ไมโครลิตร โดยใช้Phosphate buffer, pH 7.4 เป็นส่ิงส่งตรวจ ผลการทดลองพบว่า ปริมาณของ
สิ่งส่งตรวจที่เหมาะสมอยู่ในช่วง 100-110 ไมโครลิตร เนื่องจากจากการวัดความเข้มสีที่บริเวณ
เส้นทดสอบมีค่าสูง แสดงถึงมีการจับกันระหว่างอัลบูมินที่ตรึงตรงต าแหน่งเส้นทดสอบกับโมโน
โคลนัลแอนติบอดีที่ตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ได้อย่างเหมาะสม กรณีใช้สิ่งส่งตรวจ
ปริมาตร 50-90 ไมโครลิตร พบว่าเป็นปริมาณท่ีน้อยเกินไป ส่งผลให้การจับกันระหว่าง HSA ตรึง
อยู่บนเส้นทดสอบกับโมโนโคนัลแอนติบอดี ตรึงอยู่บนอนุภาคทองระดับนาโนเมตรได้อย่างไม่
เหมาะสม มีอนุภาคทองระดับนาโนเมตรท่ีตรึงด้วยโมโนโคนัลแอนติบอดีเหลืออยู่ท าให้การอ่านค่า
ความเข้มสีที่เส้นทดสอบได้ค่าต่ า ปริมาณของสิ่งส่งตรวจ 120 ไมโครลิตร พบว่าเมื่อหยดสิ่งส่ง
ตรวจปริมาณของสิ่งส่งตรวจล้นจาก sample pad จนมาถึงบริเวณ detection pad ส่งผลให้
ความเข้มสีบนเส้นทดสอบได้ค่าความเข้มสีต่ า เนื ่องการไหลของสิ่งตัวอย่างล้นผ่านบริเวณ 
conjugate pad ท าให้อนุภาคทองระดับนาโนเมตรที่มีการตรึงด้วยโมโนโคนัลแอนติบอดีไม่
สามารถจับกับ HSA ท่ีตรึงอยู่บนเส้นทดสอบ ดังรูปท่ี 4.12 
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รูปที่ 4. 12 ผลของปริมาณส่ิงส่งตรวจท่ีใช้หยดลงบน sample pad ต่อความเข้มของเส้นทดสอบ
และเส้นควบคุม  

  เมื่ออ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม Image J ทดสอบหาพื้นที่ใต้กราฟบริเวณ
เส้นทดสอบและเส้นควบคุม ดังกราฟรูปท่ี 4.13 และตารางท่ี 4.3 โดยความเข้มสีเส้นทดสอบ จะ
มีความเข้มสีสูงที่สุดที่ปริมาณสิ่งส่งตรวจ 110 ไมโครลิตร ดังนั้นปริมาณของส่งตรวจที่เหมาะสม 
โดยจะหยดส่ิงส่งตรวจลงบน sample pad คือ 110 ไมโครลิตร 

 

ตารางที่ 4. 3 แสดงผลของปริมาณสิ่งส่งตรวจท่ีใช้หยดลงบน sample pad ต่อความเข้มของเส้น
ทดสอบและเส้นควบคุม 

ปริมาณสิ่งส่งตรวจ 
(ไมโครลิตร) 

Intensity of peak area 

แถบทดสอบ แถบควบคุม 

50 142 124 

60 149 121 

70 152 123 

80 163 124 

90 165 123 

100 216 126 

110 226 132 

120 134 119 
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รูปที่ 4. 13 แสดงการทดสอบหาปริมาณสิ่งส่งตรวจท่ีเหมาะสม ท่ีใช้หยดลงบน sample pad : 
50, 60, 70, 80, 90, 100, 110 และ 120 ไมโครลิตร โดยวัดความเข้มของเส้นทดสอบและเส้น
ควบคุมด้วยโปรแกรม Image J 

 

  4.2.4.4 ผลการทดสอบความเข้มของเส้นทดสอบและเส้นควบคุมบน 
Nitrocellulose membrane  

   การทดสอบความเข้มของเส้นทดสอบ ได้ทดลองทดสอบโดยตรึงอัลบูมิ
นความเข้มข้น 0.5, 1, 2 และ 4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ตรงต าแหน่งเส้นทดสอบ โดยท่ีเส้นควบคุม
ใช้ความเข้มข้นของทุติยภูมิแอนติบอดี คงที่ที่ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผลการทดลองพบว่า เมื่อ
วัดความเข้มสีของทั้งเส้นทดสอบและเส้นควบคุมจากการหาพื้นท่ีใต้กราฟด้วยโปรแกรม Image J 
พบว่ามีค่าไม่แตกต่างกัน แต่อย่างไรก็ตามเมื่อตรึงเส้นทดสอบโดยใช้ความเข้มข้นของอัลบูมิน
เพิ่มขึ้น พบว่ามีปัญหาเกี่ยวกับการไหลของส่งส่ิงตรวจช้าลง ท าให้ใช้เวลาเพิ่มขึ้นจากเดิมประมาณ 
3-5 นาที  ดังนั้นจึงเลือกใช้ความเข้มข้นของอัลบูมินที่ใช้ตรึงในปริมาณที่ ต่ าเพื ่อจะได้มีความ
รวดเร็วในการทดสอบ ในงานวิจัยนี้ เลือกใช้ความเข้มข้นของ HSA 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เพื่อ
ตรึงตรงต าแหน่งเส้นทดสอบ ดังตารางที 4.4 

 

 

พื้น
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ฟ 

ปริมาณสิ่งส่งตรวจ (ไมโครลิตร) 
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ตารางที่ 4. 4 แสดงการทดสอบความเข้มข้นของอัลบูมินท่ีตรึงต าแหน่งเส้นทดสอบ  

ความเข้มข้น 
(mg/ml) 

 

ภาพแถบตรวจ เส้นทดสอบ เส้นควบคุม 

เวลาท่ีใช้
ทดสอบ

โดยประมาณ 
(นาที) 

0.5 

 

178 215 2 

1 174 214 3 

2 178 217 6 

4 171 196 8 

0.5 

 

174 254 2 

1 173 244 3 

2 172 234 6 

4 169 194 8 

0.5 

 

170 222 2 

1 172 225 3 

2 176 222 6 

4 172 228 8 

 T      C 
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4.2.5 คุณสมบัติของชุดตรวจคัดกรองท่ีพัฒนาได้  

  4.2.5.1 ค่า cut off ในชุดตรวจ MAU ท่ีพัฒนาขึ้น  

   การทดสอบหาค่า  cut off ของชุดทดสอบที่พ ัฒนาขึ ้น ได้ร ับความ
อนุเคราะห์อัลบูมินมาตรฐาน จากบริษัท External Quality Assessment Program in Serum 
Clinical Chemistry ที่มีปริมาณ HSA ความเข้มข้นต่างๆ ดังนี้ น้อยกว่า 20, 20, 50 และ100 
มิลลิกรัมต่อลิตร จากงานวิจัยนี้ ค่า Cut off ของแถบตรวจกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะที่
ต้องการคือ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร ดังนั้นถ้าส่ิงตัวอย่างมีปริมาณไมโครอัลบูมินน้อยกว่าหรือเท่ากับ 
20 มิลลิกรัมต่อลิตร จะรายงานผลการตรวจเป็นลบ โดยเส้นสีแดงจะปรากฏให้เห็นในต าแหน่ง
เส้นทดสอบ ถ้าในตัวอย่างมีระดับไมโครอัลบูมินมากกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร รายงานผลเป็นบวก 
โดยจะไม่ปรากฏเส้นสีแดงบนต าแหน่งเส้นทดสอบ ดังแสดงในรูปที่ 4.14 ซึ่งแสดงให้เห็นว่า วิธีท่ี
พัฒนานี้ สามารถตรวจวัดอัลบูมินความเข้มข้นต่ าสุดได้ในช่วง 20-50 มิลลิกรัมต่อลิตร ได้ โดยถ้า
ความความเข้มข้นมากกว่าหรือเท่ากับ 50 มิลลิกรัมต่อลิตร จะไม่ขึ ้นเส้นสีแดงที่ต าแหน่งเส้น
ทดสอบ และถ้าความเข้มข้นของอัลบูมินในสิ่งตัวอย่างน้อยกว่าหรือเท่ากับ 20 มิลลิกรัมต่อลิตร 
เส้นสีแดงจะปรากฏให้เห็นในต าแหน่งเส้นทดสอบด้วย อย่างไรก็ตาม ควรจะต้องมีการทดสอบกับ
สารละลายอัลบูมินมาตรฐานความเข้มข้น 20.1-49.9 มิลลิกรัมต่อลิตร เพื่อจะได้ทราบค่า cut 
off ท่ีแท้จริง แต่ในงานวิจัยนี้เนื่องจากไม่สามารถจัดหาสารละลายอัลบูมินมาตรฐานความเข้มข้น
ดังกล่าวได้ จากผลการตรวจส่ิงตัวอย่างปัสสาวะจริงจ านวน 100 ราย พบว่ามี 7 ตัวอย่าง มีความ
เข้มข้นอัลบูมินอยู่ในช่วงระหว่าง 21-49 มิลลิกรัมต่อลิตร และเมื่อวิเคราะห์โดยแถบทดสอบที่
พัฒนาในงานวิจัยนี้เป็นผลลบปลอมจ านวน 1  ราย (ค่าอัลบูมิน 29.1 มิลลิกรัมต่อลิตร ในตาราง
ท่ี ก.7 ตัวอย่างท่ี 2 ตามล าดับ) และเป็นผลบวกจริง 6 ราย (ค่าอัลบูมิน 29.5, 29.4, 25.5, 23.5, 
36.5 และ 48.3 ม ิลล ิกร ัมต ่อล ิตร ในตาราง ที ่ ก .7 ต ัวอย ่าง ที ่ 7, 76, 81, 87, 90 และ 95 
ตามล าดับ) ดังนั้นแถบตรวจไมโครอัลบูมินที่พัฒนาสามารถวัดค่าผลบวกได้จนถึงอัลบูมิน 23.5 
มิลลิกรัมต่อลิตร 
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รูปที่ 4. 14 แสดงการทดสอบหา cut off โดยใช้ MAU EQA ท่ีมีปริมาณ HSA ความเข้มข้นต่างๆ  
ชุดตรวจ 1-4 ทดสอบกับสารตัวอย่างมาตรฐานความเข้มข้น 100, 50, 25 และ 12.5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตามล าดับ (Strip 1 และ 2 ขึ้นเส้นสีแดง 1 เส้น เฉพาะที่เส้นควบคุม; Strip 3 และ 4 
ขึ้นเส้นสีแดง 2 เส้น ท้ังเส้นทดสอบและเส้นควบคุม) 

  4.2.5.2 ทดสอบหาความแม่นย า (Precision)  

   ความแม่นย าของชุดตรวจคัดกรอง MAU ท่ีผลิตขึ้น ศึกษาโดยน ามา
ทดสอบกับ สารละลายอัลบูมินมาตรฐาน (MAU EQA) โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไม
โครอัลบูมิน 2 ระดับ คือ คือ negative ใช้ 0.01M Phosphate buffer, pH 7.4 เป็นส่ิงส่งตรวจ 

(ไมโครอัลบูมินน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร) และ Positive (ไมโครอัลบูมิน 100 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) โดยการทดสอบท้ังภายใน 1 วัน (Within day) จ านวน 20 ครั้งและทดสอบระหว่างวัน 
(Between day) เป็นเวลา 20 วัน 

ผลการทดลองดังแสดงในรูปท่ี 4.15 การทดสอบหาความแม่นย าภายใน 
1 วัน (Within day precision) จ านวน 20 ครั้ง เมื่อใช้ MAU EQA ความเข้มข้นน้อยกว่า 20 
มิลลิกรัมต่อลิตร และวัดความเข้มสีบนเส้นทดสอบและเส้นควบคุมโดยใช้โปรแกรม image J ผลท่ี
ได้ค่าความแปรปรวน (%CV) 1.8 และ 3.9% ส าหรับความเข้มสีของเส้นทดสอบและเส้นควบคุม
ตามล าดับ (ภาคผนวก ก ตารางท่ี ก.3) 

 

 

 

 

1 

2 

3 

4 

 T      C 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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รูปที่ 4. 15 แสดงแถบตรวจ MAU ทดสอบหาความแม่นย าภายใน 1 วัน (Within day) โดยใช้
ความ 0.01 M Phosphate buffer, pH 7.4 แทนไมโครอัลบูมินความเข้มข้นน้อยกว่า 20 
มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นส่ิงส่งตรวจ 

 จากการทดสอบหาความแม่นย าภายใน 1 วัน (Within day) จ านวน 20 ครั้งโดยใช้ MAU 
(รูปที่ 4.16) EQA ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และวัดความเข้มสีเส้นควบคุมโดยใช้
โปรแกรม image J ค่าท่ีได้ตามตารางท่ี 4.7 ผลท่ีได้ค่าความแปรปรวน (%CV) ของเส้นควบคุมคือ 
4.7% (ภาคผนวก ก ตารางท่ี ก.4 

) 
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รูปที่ 4. 16 แสดงชุดตรวจ MAU ทดสอบหาความแม่นย าภายใน 1 วัน (Within day) โดยใช้
ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไมโครอัลบูมิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นส่ิงส่งตรวจ 

 จากการทดสอบหาความแม่นย าระหว่างวัน (Between in day) จ านวน 20 วันโดยใช้ 
MAU (รูปท่ี 4.17) EQA ความเข้มข้นน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร และวัดความเข้มสีเส้นทดสอบ
และเส้นควบคุมโดยใช้โปรแกรม image J ผลท่ีได้ค่าความแปรปรวน (%CV) 2.7% และ 7.2 % 
ตามล าดับ (ภาคผนวก ก ตารางท่ี ก.5) 

แถบตรวจที่                           T      C 
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รูปที่ 4. 17 แสดงแถบตรวจ MAU ทดสอบหาความแม่นย าระหว่างวัน (Between day) จ านวน 
20 วัน โดยใช้ความ 0.01 M Phosphate buffer, pH 7.4 แทนไมโครอัลบูมินความเข้มข้นน้อย
กว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นส่ิงส่งตรวจ 

 จากการทดสอบหาความแม่นย าระหว่างวัน (Between day) จ านวน 20 วันโดยใช้ MAU 
(รูปที่ 4.18) EQA ความเข้มข้น 100 มิลลิกรัมต่อลิตร และวัดความเข้มสีเส้นทดสอบและเส้น
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ควบคุมโดยใช้โปรแกรม image J ผลท่ีได้ค่าความแปรปรวน (%CV) 3.8% (ภาคผนวก ก ตารางที่ 
ก.6) 

 

 

 

รูปที่ 4. 18 แสดงชุดตรวจ MAU ทดสอบหาความแม่นย าระหว่างวัน (Between day) จ านวน 
20 วัน โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไมโครอัลบูมิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นส่ิง
ส่งตรวจ 

4.2.6 ผลการน าแถบตรวจกรองที่พัฒนาได้ไปตรวจในปัสสาวะผู้ป่วยเบาหวาน  

ได้มีการประเมินประสิทธิภาพของแถบตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะที่
พัฒนาขึ้น กับวิธอิมมูโนเทอบิไดมิทรี ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ทั่วไป โดยใช้เป็นวิธี
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อ้างอิงส าหรับงานวิจัยนี้ โดยใช้ตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยเบาหวานจ านวน 100 ราย (n = 100) 
ที ่ม ีระด ับไมโครอ ัลบ ูม ิน ในป ัสสาวะแตกต ่างก ัน  โดยใช ้ป ัสสาวะเหล ือจากการตรวจ ใน
ห้องปฏิบัติการ และท าการตรวจโดยใช้ชุดตรวจกรองนี้ภายในวันเดียวกัน  ผลการทดลองดังแสดง
ในตารางท่ี ก.8 (ภาคผนวก ก) พบว่าค่าความไวของชุดตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะในงานวิจัย
นี ้เป็น 96% มีความจ าเพาะ 100 % และมีความถูกต้อง 99 % ค่าท านายผลบวก 100% ค่า
ท านายผลลบ 98% ตามตารางที่ 4.5 ในขณะที่ชุดตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะของ 
Micral test® ผลิตโดยบริษัท Roche Diagnostics ใช้หลักการ semi-quantitative มีความ ไว 
90% และความจ าเพาะ 87% (6) นอกจากนี้ในงานวิจัยการพัฒนาชุดตรวจคัดกรองไมโครอัลบู
มินในปัสสาวะของ Kobra Omidfar และคณะ มีความ ไว 92% และความจ าเพาะ 83% ค่า
ท านายผลบวก 100% ค่าท านายผลลบ 83% (38) ดังนั ้นชุดตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินใน
ปัสสาวะท่ีพัฒนาขึ้นในงินวิจัยนี้ถือว่ามีความน่าเช่ือถือ สามารถใช้งานง่าย สะดวก เหมาะสมที่จะ
น าตรวจในท้องถิ ่นที่ไม่มีอุปกรณ์หรือห้องปฏิบัติการเช่นในชนบทของประเทศก าลังพ ัฒนา 
สามารถใช้ตรวจคัดกรองเบื้องต้นในผู้ที่เป็นเบาหวานก่อนใช้วิธีการยืนยันอื่นๆต่อไป 

 

ตารางที่ 4. 5 แสดงผลแถบตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะท่ีพัฒนาขึ้นเทียบกับวิธี 
immunoturbidimetry 

หมายเหตุ :  True positive (TP): ผลบวกจริง, False positive (FP): ผลลบปลอม,  

       True negative (TN): ผลลบจริง, False negative (FN): ผลลบปลอม 

ความไว (Sensitivity) = TP/TP+FN = (30/30+1) x 100 = 96% 

ความจ าเพาะ (Specificity) =TN/TN+FP = (69/69+0) x 100 = 100% 

ความถูกต้อง (Accuracy) =TP+TN/TP+TN+FP+FN = (30+69/30+69+0+1) x100 = 99 % 

ค่าท านายผลบวก (Positive predictive value) =TP/TP+FP = (30/30+0) x 100 = 100% 

ค่าท านายผลลบ (Negative predictive value) = TN / TN + FN = (69/69+1) x 100 = 98%  

 
Immunoturbidimetric method 

ผลบวก (ราย) ผลลบ (ราย) 

Developed MAU test strip 
ผลบวก (ราย) 30 (TP) 0 (FP) 

ผลลบ (ราย) 1 (FN) 69 (TN) 
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บทที่ 5  
สรุปผลการศึกษาวิจัย 

 ในงานวิจัยนี้ ได้น าเสนอการผลิตแถบตรวจคัดกรองภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ โดย
ใช้หลักการอิมมูโนโครมาโทกราฟีแบบแย่งจับ เป็นวิธีการตรวจหาอัลบูมินในปัสสาวะ โดยอาศัย
ปฏิกิริยาการจับกันระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีอย่างจ าเพาะ เกิดเป็นคอมเพล็กซ์ วัดปฏิกิริยา
ได้จากการติดฉลากด้วย Gold nanoparticles เกิดเป็นเส้นสีแดงขึ้น ในงานวิจัยนี้ ใช้หลักการ
แย่งจับ (Competitive method) คือ อัลบูมินในปัสสาวะกับอัลบูมินท่ีตรึงท่ีต าแหน่งเส้นทดสอบ
จะแย่งจับกับโมโนโคนัลแอนติบอดีที่ตรึงบนผิวของอนุภาคทองค าระดับนาโน เมตรซึ่งสามารถ
มองเห็นได้ด้วยตาเปล่า โดยรายงานผลการตรวจในเชิงคุณภาพ (qualitative assay) ว่ามีระดับ
ไมโครอัลบูมินในส่ิงตัวอย่างสูงหรือต่ ากว่าค่า cut-off  

 ในงานวิจัยนี้ ได้น าเซลล์ไฮบริโดมาของโมโนโคลนัลแอนติบอดีต่อ human serum albumin 
โคลน 4/B11/G3/H11/G11 ท่ีเก็บไว้ในไนโตรเจนเหลวออกมาเล้ียงใหม่  และท าให้โมโนโคลนัล
แอนติบอดีบริสุทธิ์ ด้วยวิธี affinity column chromatography โดยใช้คอลัมนโ์ปรตีนจี (Protein G) 
โมโนโคลนัลแอนติบอดีก่อนการท าให้บริสุทธิ์ มีความเข้มข้น 3.38 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หลังท าให้
บริสุทธิ์ มีความเข้มข้น 2.19 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีน้ าหนักโมเลกุล ของโปรตีนสายยาว (heavy 
chain) และสายส้ัน (light chain) ประมาณ 50 และ 25 กิโลดัลตัน ตามล าดับ เมื่อวิเคราะห์ด้วยวิธี 
SDS-PAGE 
 โมโนโคลนัลแอนติบอดีโคลน 4/B11/G3/H11/G11 ท่ีผ่านการท าให้บริสุทธิ์แล้ว ได้น ามาใช้
ในแถบตรวจ โดยตรึงกับอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีได้จากการสังเคราะห์ พบว่าอนุภาคทองค า
ระดับนาโนเมตร เมื่อถ่ายภาพจากกล้อง TEM ได้รูปร่างทรงกลม ขนาดประมาณ 24 นาโนเมตร และ
เมื่อศึกษาขนาดโดยวัดค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร ขนาดท่ีได้
ประมาณ 24.5 นาโนเมตร อย่างไรก็ตามอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์ได้นี้ ซึ่งมีรูปทรง
ทรงกลมแตยังมีขนาดไม่สม่ าเสมอนัก อาจเนื่องมาจากขั้นตอนการสังเคราะห์ท่ีจ าเป็นต้องมีการกวน
สารละลายด้วยความเร็วคงท่ี ตลอดระยะเวลาในการสังเคราะห์ เพื่อให้ได้ขนาดท่ีสม่ าเสมอกัน  
 แถบตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ ประกอบด้วย 4 ส่วน ดังนี้ sample pad, 
conjugate pad, detection pad และ adsorbent pad โดยส่วนท่ีแสดงผลการทดสอบคือ ส่วน 
detection pad ประกอบด้วยเส้นทดสอบและเส้นควบคุม ซึ่งต้องเป็นเส้นท่ีมีความคมชัดและรูปร่าง
ท่ีแน่นอน เมื่อทดสอบความความแม่นย าให้ค่าความแปรปรวนในช่วง 1.8-7.2%   ซึ่งมีค่าค่อนข้าง
กว้าง อาจเนื่องมาจาก ในการวิจัยนี้ ไม่ได้ท าการขีดเส้นทดสอบและเส้นควบคุมด้วยเครื่องจักร
อัตโนมัติ แต่ได้ขีดเส้นท้ังสองด้วย ปลายของpipett tip ขนาด 1 µl ด้วยมือ จึงท าให้ขนาดของเส้นยัง
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ไม่คมชัดและแม่นย าในการขีดแต่ละครั้ง ท าให้มีความแปรปรวนค่อนข้างสูง อย่างไรก็ตาม จาก
งานวิจัยนี้สามารถต่อยอดเชิงพาณิชย์ในอนาคตได้ โดยใช้เครื่องมือสร้างเส้นทดสอบและเส้นควบคุม
แบบอัตโนมัติ เช่น การใช้เครื่องพ่นสาร เช่น Airjet AJQ 3000 dispenser หรือ Biojet BJQ 3000 
ซึ่งสามารถช่วยในการก าหนดปริมาณในการพ่นสารลงบน membrane ในระดับไมโครลิตร ได้อย่าง
แม่นย า ก็จะสามารถเพิ่มประสิทธิภาพของแถบทดสอบนี้ ท าให้มีความถูกต้องแม่นย าในการวิเคราะห์
มากขึ้น    
 การทดสอบหาค่า cut off ของแถบทดสอบท่ีพัฒนาขึ้น ได้ใช้อัลบูมินมาตรฐาน ท่ีมีปริมาณ 
human serum albumin ความเข้มข้น 0, 20, 50 และ100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จากงานวิจัยนี้ 
ค่า cut off ของแถบตรวจกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะท่ีต้องการคือ 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ดังนั้นถ้าส่ิงตัวอย่างมีปริมาณไมโครอัลบูมิน น้อยกว่าหรือเท่ากับ 20 µg/ml จะรายงานผลการตรวจ
เป็นลบ (negative) โดยเส้นสีแดงจะปรากฏให้เห็นในต าแหน่งเส้นทดสอบ (test line)  ถ้าในตัวอย่าง
มีระดับไมโครอัลบูมินมากกว่า 20 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร รายงานผลเป็นบวก (positive) โดยจะไม่
ปรากฏเส้นสีแดงบนต าแหน่งเส้นทดสอบ อย่างไรก็ตามวิธีท่ีพัฒนานี้ สามารถใช้ตรวจวัดอัลบูมินใน
ปัสสาวะท่ีมีความเข้มข้นต่ าสุดได้ในช่วง 20-50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรได้ โดยถ้าความความเข้มข้น
มากกว่าหรือเท่ากับ 50  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะไม่ขึ้นเส้นสีแดงท่ีต าแหน่งเส้นทดสอบ และถ้า
ความเข้มข้นของอัลบูมินในส่ิงตัวอย่างน้อยกว่าหรือเท่ากับ 20  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร เส้นสีแดงจะ
ปรากฏให้เห็นในต าแหน่งเส้นทดสอบด้วย  ค่า Cut off  ท่ีแท้จริงของแถบทดสอบนี้ จะต้องมีการ
ทดสอบกับสารละลายอัลบูมินมาตรฐานความเข้มข้นอื่นๆ ต่อไป โดยเมื่อพิจารณาจากผลการตรวจ
ด้วยแถบตรวจในงานวิจัยนี้กับผลการตรวจท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการท่ัวไป ค่า Cut off  ของแถบทดสอบ
นี้ประมาณ 23.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 แถบตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะท่ีพัฒนาขึ้น เมื่อได้ประเมินประสิทธิภาพผลการ
ตรวจเทียบกับ กับวิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี ท่ีวิเคราะห์ด้วยเครื่องอัตโนมัติ ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการทาง
การแพทย์ท่ัวไป โดยใช้ตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วยเบาหวานจ านวน 100 ราย  พบว่ามีความไว 96% 
มีความจ าเพาะ 100 % และมีความถูกต้อง 99 % ค่าท านายผลบวก 100% ค่าท านายผลลบ 98% เมื่อ
เปรียบเทียบกับชุดตรวจเชิงกึ่งปริมาณ (semi quantitative)  ท่ีเป็นท่ีนิยมใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น 
Micral-test ผลิตโดยบริษัท Roche Diagnostics ซึ่งมีความไว 90.1% มีความจ าเพาะ 87.2 % ค่า
ท านายผลบวก 82% ค่าท านายผลลบ 93% จะเห็นได้ว่าวิธีท่ีน าเสนอมีความไวและความจ าเพาะท่ี
ดีกว่า แสดงให้เห็นว่าแถบตรวจกรองท่ีพัฒนาในงานวิจัยนี้มีศักยภาพสูงในการน าไปใช้ประโยชน์ทาง
การค้าได้ต่อไป 
 แถบตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยวิธีอิมมูโนโครมาโทกราฟีในงานวิจัยนี้ มีข้อดี 
คือใช้โมโนโคลนัลแอนติบอดีต่ออัลบูมินท่ีสามารถผลิตได้เองในกลุ่มผู้วิจัย ท าให้ลดต้นทุนค่าใช้จ่ายใน
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การผลิตแถบทดสอบได้อย่างมาก  เนื่องจากไม่จ าเป็นต้องน าเข้าแอนติบอดีต่ออัลบูมินซึ่งมีราคาแพง 
นอกจากนี้ยังเป็นวิธีท่ีใช้งานง่าย ใช้ปริมาณส่ิงส่งตรวจน้อย ผลการตรวจท่ีได้รวดเร็ว เป็นท่ียอมรับได้ 
มีความไว ความจ าเพาะ และความคงตัวสูง จึงมีศักยภาพน าไปใช้ตรวจกรองในผู้ป่วยเบาหวานจ านวน
มากได้ ท้ังนี้เนื่องจากผู้ป่วยโรคเบาหวานมีความจ าเป็นต้องเข้ารับการตรวจคัดกรองภาวะไมโครอัลบู
มินในปัสสาวะเป็นประจ าอย่างน้อย 1 ครั้งต่อปี เพื่อป้องกันภาวะแทรกท่ีเกิดขึ้นทางไตได้ในระยะแรก 
ซึ่งการตรวจพบการบกพร่องของการท างานของไตในระยะเริ่มแรกนั้น ย่อมส่งผลดีต่อการรักษาพยาธิ
สภาพของไตให้กลับสู่ภาวะปกติได้ 
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ภาคผนวก 

ภาคผนวก ก 

ตารางที่ ก. 1 ค่าการดูดกลืนแสงที่ 280 นาโนเมตรและค่าการดูดกลืนแสงท่ี 492 นาโนเมตรจาก
การทดสอบด้วยวิธี indirect ELISA ในแต่ละแฟรคชันจาก affinity  chromatography ของโม
โนโคลนอลแอนติบอดีหลังการท าให้บริสุทธิ์  

 

 

 

 

 

Fraction 
(1:10000) 

ELISA Fraction 
(1:10000) 

 ELISA 
A280 A492 A280 A492 

1 0.074 0.085 16 0.128 - 

2 0.076 - 17 0.111 - 

3 0.121 0.105 18 0.099 0.157 

4 0.082 - 19 0.091 - 

5 0.215 0.22 20 0.085 - 

6 0.909 - 21 0.078 0.09 

7 2.248 2.12 22 0.074 - 

8 2.265 2.44 23 0.073 - 

9 1.493 1.35 24 0.068 0.053 

10 0.794 - 25 0.099 - 

11 0.525 - 26 0.069 - 

12 0.353 - 27 0.069 0.052 

13 0.25 - 28 0.071 - 

14 0.192 - 29 0.067 - 

15 0.158 0.253 30 0.065 - 
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ตารางที่ ก. 2 แสดงค่าการดูดกลืนแสงของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรท่ีสังเคราะห์ได้ในช่วง
ความยาวคล่ืน 200-800 นาโนเมตร  

ความยาว
คล่ืน (nm) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

อนุภาค
ทองค าระดับ
นาโนเมตร 

อนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตรท่ีตรึงด้วยโมโนโคลนัล

แอนตีบอดี 

อนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตรท่ีตรึงด้วยโมโนโคลนัล

แอนตีบอดี และจับกับทุติยภูมิ
แอนติบอดี (IgG) 

200 2.586 2.817 6.000 
210 1.990 2.352 6.000 
220 1.718 2.164 4.969 
230 1.583 2.072 3.461 
240 1.541 2.046 1.995 
250 1.544 2.056 1.684 
260 1.533 2.052 1.743 
270 1.466 1.987 1.831 
280 1.350 1.871 1.832 
290 1.239 1.762 1.646 
300 1.148 1.673 1.409 
310 1.074 1.594 1.314 
320 1.014 1.527 1.273 
330 0.854 1.426 1.211 
340 0.818 1.384 1.180 
350 0.809 1.366 1.169 
360 0.796 1.356 1.162 
370 0.780 1.339 1.154 
380 0.762 1.320 1.144 
390 0.742 1.299 1.130 
400 0.722 1.276 1.116 
410 0.703 1.255 1.101 
420 0.685 1.235 1.084 
430 0.674 1.221 1.073 
440 0.667 1.212 1.063 
450 0.665 1.207 1.054 
460 0.671 1.211 1.051 
470 0.691 1.229 1.054 
480 0.733 1.271 1.072 
490 0.815 1.356 1.116 
500 0.941 1.496 1.195 
510 1.198 1.675 1.305 
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ความยาว
คล่ืน (nm) 

ค่าการดูดกลืนแสง 

อนุภาค
ทองค าระดับ
นาโนเมตร 

อนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตรท่ีตรึงด้วยโมโนโคลนัล

แอนตีบอดี 

อนุภาคทองค าระดับนาโน
เมตรท่ีตรึงด้วยโมโนโคลนัล

แอนตีบอดี และจับกับทุติยภูมิ
แอนติบอดี (IgG) 

520 1.349 1.845 1.417 
530 1.304 1.958 1.512 
540 1.286 1.988 1.515 
550 1.189 1.940 1.525 
560 1.039 1.827 1.557 
570 0.869 1.673 1.572 
580 0.711 1.508 1.618 
590 0.579 1.353 1.548 
600 0.473 1.220 1.472 
610 0.390 1.111 1.296 
620 0.323 1.020 1.225 
630 0.268 0.946 1.160 
640 0.223 0.882 1.102 
650 0.182 0.825 1.048 
660 0.148 0.777 0.998 
670 0.117 0.731 0.951 
680 0.090 0.691 0.908 
690 0.067 0.654 0.869 
700 0.047 0.622 0.832 
710 0.033 0.592 0.799 
720 0.018 0.566 0.766 
730 0.006 0.541 0.737 
740 -0.006 0.519 0.709 
750 -0.016 0.499 0.683 
760 -0.024 0.481 0.659 
770 -0.032 0.465 0.637 
780 -0.039 0.451 0.616 
790 -0.044 0.439 0.598 
800 -0.048 0.429 0.581 
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รูปที่ ก. 1 แสดงผลของปริมาณของอนุภาคทองค าระดับนาโนเมตรความความเข้มข้น 12.5, 25, 
50 และ 100 ppm ท่ีใช้ตรึงกับโมโนโคลนัลแอนติบอดี โดยทดสอบกับ 0.01 M Phosphate 
buffer, pH 7.4 (อัลบูมินความเข้มข้นน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อลิตร)  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 

12.5 ppm 

25 ppm 

50 ppm 

100 ppm 

 T    C 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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ตารางที่ ก. 3 แสดงการทดสอบหาความแม่นย าของชุดตรวจโรคภายใน 1 วัน (Within day) โดย
ใช้ 0.01 M Phosphate buffer, pH 7.4 เป็นส่ิงส่งตรวจ (ไมโครอัลบูมินน้อยกว่า 20 มิลลิกรัมต่อ
ลิตร) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ชุดตรวจท่ี ความเข้มสีของเส้นทดสอบ ความเข้มสีของเส้นควบคุม 

1 173.8 210.7 
2 171.8 213.8 
3 177.1 219.1 
4 177.6 219.1 
5 176.3 215.6 
6 180.8 223.6 
7 178.6 211.3 
8 177.9 224.0 
9 174.3 223.9 
10 175.3 220.7 
11 179.1 201.8 
12 170.6 208.6 
13 178.1 237.3 
14 172.2 235.0 
15 179.2 229.9 
16 170.9 221.5 
17 170.6 225.8 
18 175.2 219.2 
19 173.2 215.9 
20 177.5 219.6 

Mean 175.5 219.8 
SD 3.2 8.6 
CV 1.8 3.9 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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ตารางที่ ก. 4 แสดงการทดสอบหาความแม่นย าของชุดตรวจโรคภายใน 1 วัน (Within day) 
โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไมโครอัลบูมิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นส่ิงส่งตรวจ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ชุดตรวจท่ี ความเข้มสีของเส้นทดสอบ ความเข้มสีของเส้นควบคุม 
1 - 232.5 
2 - 241.6 
3 - 218 
4 - 221 
5 - 247 
6 - 215.6 
7 - 231.1 
8 - 223.3 
9 - 242.1 
10 - 224.3 
11 - 235.4 
12 - 218.9 
13 - 239.3 
14 - 244.4 
15 - 234.6 
16 - 224.7 
17 - 223.9 
18 - 216.8 
19 - 245 
20 - 237.8 

Mean - 229.2 
SD - 10.9 
CV - 4.7 
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ตารางที่ ก. 5 แสดงการทดสอบหาความแม่นย าระหว่างวัน (Between in day) จ านวน 20 วัน
โดย 0.01 M Phosphate buffer, pH 7.4 เป็นส่ิงส่งตรวจ (ไมโครอัลบูมินน้อยกว่า 20 มิลลิกรัม
ต่อลิตร) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ชุดตรวจวันท่ี ความเข้มสีของเส้นทดสอบ ความเข้มสีของเส้นควบคุม 
1 176.4 246.3 
2 174.8 259.6 
3 176.1 238.0 
4 172.2 231.0 
5 174.1 225.8 
6 175.2 233.0 
7 175.9 241.1 
8 175.9 243.7 
9 170.8 231.2 
10 175.3 230.1 
11 165.2 245.4 
12 167.0 251.9 
13 174.6 253.7 
14 171.8 244.4 
15 167.4 246.1 
16 163.5 244.0 
17 168.7 233.9 
18 165.9 246.6 
19 168.4 245.4 
20 163.0 247.4 

Mean 171.1 241.9 
SD 4.6 8.8 
CV 2.7 7.2 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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ตารางที่ ก. 6 แสดงการทดสอบหาความแม่นย าระหว่างวัน (Between in day) จ านวน 20 วัน
โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไมโครอัลบูมิน 100 มิลลิกรัมต่อลิตร เป็นส่ิงส่งตรวจ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

ชุดตรวจวันท่ี ความเข้มสีของเส้นทดสอบ ความเข้มสีของเส้นควบคุม 
1 - 245.7 
2 - 248.9 
3 - 228.0 
4 - 231.0 
5 - 241.0 
6 - 231.6 
7 - 232.1 
8 - 232.6 
9 - 240.0 
10 - 225.0 
11 - 232.2 
12 - 228.9 
13 - 239.3 
14 - 231.1 
15 - 244.2 
16 - 233.9 
17 - 227.9 
18 - 216.8 
19 - 255.0 
20 - 236.8 

Mean - 235.1 
SD - 8.9 
CV - 3.8 
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ตารางที่ ก. 7 แสดงการเปรียบเทียบชุดตรวจคัดกรองท่ีผลิตกับวิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรีท่ีใช้ใน
ห้องปฏิบัติการ  

ล าดับที่ ภาพชุดตรวจคัดกรอง 
ผลท่ีได้จาก 

วิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี 
ผลท่ีอ่านได้จาก 

ชุดตรวจคัดกรอง MAU 
           T           C หน่วย mg/l  

1 
 

88.2 Positive 

2 
 

29.1 Negative * 

3 
 

224 Positive 

4 
 

1.3 Negative 

5 
 

1.7 Negative 

6 
 

2.2 Negative 

7 
 

29.5 positive 

8 
 

329.4 Positive 

9 
 

1.6 Negative 

10 
 

1.0 Negative 

11 
 

17.0 Negative 

12 
 

13.6 Negative 

13 
 

1.6 Negative 

14 
 

11.6 Negative 
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ล าดับที่ ภาพชุดตรวจคัดกรอง 
ผลท่ีได้จาก 

วิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี 
ผลท่ีอ่านได้จาก 

ชุดตรวจคัดกรอง MAU 
           T           C หน่วย mg/l  

15 
1  

1.2 Negative 

16 
 

261.2 Positive 

17 
 

10.6 Negative 

18 
 

1.5 Negative 

19 
 

6.0 Negative 

20 
 

5.1 Negative 

21 
 

13.9 Negative 

22 
 

1.7 Negative 

23 
 

9.9 Negative 

24 
 

0.9 Negative 

25 
 

4.1 Negative 

26 
 

277.1 Positive 

27 
 

57.9 Positive 

28 
 

9.5 Negative 

29 
 

1.7 Negative 
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ล าดับที่ ภาพชุดตรวจคัดกรอง 
ผลท่ีได้จาก 

วิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี 
ผลท่ีอ่านได้จาก 

ชุดตรวจคัดกรอง MAU 
           T           C หน่วย mg/l  

30 
 

1.9 Negative 

31 
 

1.6 Negative 

32 
 

2.8 Negative 

33 
 

415.3 Positive 

34 
 

10.7 Negative 

35 
 

4.6 Negative 

36 
 

3.3 Negative 

37 
 

181.6 Positive 

38 
 

11.1 Negative 

39 
 

0.8 Negative 

40 
 

4.1 Negative 

41 
 

8.8 Negative 

42 
 

2.0 Negative 

43 
 

368 Positive 

44 
 

15.9 Negative 



 91 

ล าดับที่ ภาพชุดตรวจคัดกรอง 
ผลท่ีได้จาก 

วิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี 
ผลท่ีอ่านได้จาก 

ชุดตรวจคัดกรอง MAU 
           T           C หน่วย mg/l  

45 
 

12.4 Negative 

46 
 

11.3 Negative 

47 
 

0.9 Negative 

48 
 

4.1 Negative 

49 
 

4.4 Negative 

50 
 

3.2 Negative 

51 
 

2.9 Negative 

52 
 

3.9 Negative 

53 
 

1.1 Negative 

54 
 

1.3 Negative 

55 
 

0.9 Negative 

56 
 

1.0 Negative 

57 
 

5.5 Negative 

58 
 

237.8 Positive 
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ล าดับที่ ภาพชุดตรวจคัดกรอง 
ผลท่ีได้จาก 

วิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี 
ผลท่ีอ่านได้จาก 

ชุดตรวจคัดกรอง MAU 
           T           C หน่วย mg/l  

59 
 

0.6 Negative 

60 
 

1.4 Negative 

61 
 

3.9 Negative 

62 
 

2.0 Negative 

63 
 

93.5 Positive 

64 
 

1.5 Negative 

65 
 

88.2 Positive 

66 
 

6.6 Negative 

67 
 

130.2 Positive 

68 
 

599.8 Positive 

69 
 

101.8 Positive 

70 
 

2.8 Negative 

71 
 

14.0 Negative 

72 
 

3.5 Negative 

73 
 

100.0 Positive 

74 
 

1.4 Negative 
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ล าดับที่ ภาพชุดตรวจคัดกรอง 
ผลท่ีได้จาก 

วิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี 
ผลท่ีอ่านได้จาก 

ชุดตรวจคัดกรอง MAU 
           T           C หน่วย mg/l  

75 
 

181.7 Positive 

76 
 

29.4 Positive 

77 
 

13.4 Negative 

78 
 

239.1 Positive 

79 
 

6.1 Negative 

80 
 

1.9 Negative 

81 
 

25.5 Positive 

82 
 

54.9 Positive 

83 
 

357 Negative 

84 
 

3.2 Negative 

85 
 

149.6 Positive 

86 
 

18.2 Negative 

87 
 

23.5 Positive 

88 
 

9.9 Negative 

89 
 

70.2 Positive 

90 
 

26.5 Negative 
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ล าดับที่ ภาพชุดตรวจคัดกรอง 
ผลท่ีได้จาก 

วิธีอิมมูโนเทอบิไดมิทรี 
ผลท่ีอ่านได้จาก 

ชุดตรวจคัดกรอง MAU 
           T           C หน่วย mg/l  

91 
 

64.1 Positive 

92 
 

8578 Positive 

93 
 

12.1 Negative 

94 
 

4.3 Negative 

95 
 

48.3 Positive 

96 
 

2.4 Negative 

97 
 

17.3 Negative 

98 
 

0.8 Negative 

99 
 

1.0 Negative 

100 
 

14.1 Negative 

 

    *   หมายถึง อ่านผลเป็น False Negative 
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ภาคผนวก ข 

1. สารละลายส าหรับใช้ในเทคนิค ELISA 

1) 0.2 M Phosphate buffer pH 7.4 (Stock reagent) 

NaH2PO4    27.3  g ละลายในน้ ากล่ัน 1000 ml 

Na2HPO4    71.63  g ละลายในน้ ากล่ัน 1000 ml 

ไตเตรดด่างด้วยกรด จนได้ pH 7.4 

2) 0.01 M Phosphate buffer saline (PBS) pH 7.4 

0.2 M Phosphate buffer pH 7.4 1 L 

NaCl    175.2 g 

Distilled water    18 L 

3) PBS-Tween 20 (ใช้ Tween 20 ความเข้มข้น 0.05%) 

Tween 20    500 µl 

PBS     1000 ml 

4) 5% นมพร่องมนัเนย 

นมพร่องมนัเนย   5 g 

PBS     100 ml 

หมายเหตุ เตรียมใหม่ก่อนการใช้งาน 

5) 0.15 M Phosphate Citrate buffer pH 5.0 

Na2HPO4    11.9 g ละลายในน้ ากล่ัน 1000 ml 

Citric acid    7 g 

ไตเตรดด่างด้วยกรด จนได้ pH 5.0 เก็บใส่ขวดสีชา เก็บท่ี 4˚c 

6) Substrate OPD 

O-phenylene diamine  40 mg 

0.15 M Phosphate citrate buffer 100 ml 

30% H2O2    0.04 ml 

7) 2.5 M H2SO4 (stopping reagent) 

H2SO4 (96%)   256 ml 
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Distilled water   744 ml 

ค่อยๆเทกรดลงในน้ ากล่ัน ผสมให้เข้ากัน เนื่องจากเมื่อผสมกรดกับน้ า จะมีความร้อน

เกิดขึ้น จึงควรน าขวดไปแช่น้ าจนกว่าจะหายร้อน 

2. อาหารเล้ียงเซลล์ RPMI 1640 

RPMI 1640    10.4 g 

NaHCO3    2 g 

L-glutamin    0.1 g 

Glucose    2 g 

Pyruvic acid    0.11 g 

Distilled water    1 L 

ละลายสารท้ังหมดในน้ ากล่ัน ผสมให้เข้ากัน น าไปกรองด้วย Millipore 0.22 µm แบ่งใส่

ขวดๆละ 100 ml เก็บไว้ที่ 4˚C 

3. สารละลายส าหรับใช้ในการท าแอนติบอดีให้บริสุทธิ์ 

1) 4 M NaCl 

NaCl    233.76 g 

Distilled water   1 L 

2) 0.1 M Phosphate buffer, pH 8 

NaH2PO4    13.8 g ละลายในน้ ากล่ัน 1000 ml 

Na2HPO4    25.8 g ละลายในน้ ากล่ัน 1000 ml 

ไตเตรดด่างด้วยกรด จนได้ pH 8 น าไปกรองด้วย Millipore 0.22 µm 

3) 1 M Tris HCL buffer, pH 9 

Tris (hydroxymethyl) aminomethane 121 g 

ละลายในน้ ากล่ัน 1,000 ml 

Hydrochloric acid (HCl)   1 M 

ไตเตรดด่างด้วยกรด จนได้ pH 9 น าไปกรองด้วย Millipore 0.22 µm 

4. สารละลายส าหรับใช้ในเทคนิค SDS-PAGE 

1) 12% Separatine gel   
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Milli Q water   1.6 ml  

30% acrylamide mix  2.0 ml 

1.5 M Tris pH 8.8   1.3 ml 

10% SDS    50 µl 

10% ammonium persulfate 50 µl 

TEMED    2 µl 

2) 5% Stacking gel ปริมาตร 3 มิลลิลิตร 

Milli Q water   2.1 ml 

30% acrylamide mix  500 µl 

1.0 M Tris pH 6.8   380 µl 

10% SDS    30 µl 

10% ammonium persulfate 30 µl 

TEMED    3 µl 

3) Running buffer (1X) ปริมาตร 1 ลิตร 

25 mM Tris    3.03 g 

192 mM Glycine   14.42 g 

0.1% SDS    1 g 

ละลายในน้ ากล่ัน   1,000 ml 

4) Comassie brillian blue G 

สี Comassie brillian blue G 0.1 g 

100% Methanol   50 ml 

Milli Q water   40 ml 

Acetic acid    10 ml 

5) Destain Solution 

100% Methanol   50 ml 

Milli Q water   810 ml 

Acetic acid    70 ml 
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5. การสังเคราะห์อนุภาคทองค าระดับนาโนเมตร 

1) 0.01 % Gold tetrachloric acid solution 

2) 1% sodium citrate 

6. การศึกษาปริมาณโมโนโคลนัลแอนติบอดท่ีีเหมาะสมส าหรับตรึงบนอนุภาคทองค าระดับนาโน 

1) 10% BSA ท่ีอยู่ใน 0.01 M Phosphate buffer, pH 7.4 

2) 1 % BSA ใน 0.01 M Phosphate buffer, pH 7.4 

3) Resuspended solution 

0.01 M Phosphate buffer, pH 7.4  

1% BSA 

20% sucrose  

0.05% sodium azide 

 

 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=1&ved=0CB4QFjAA&url=http%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FPhosphate_buffered_saline&ei=yGeOTuSOFIXirAewkO3AAQ&usg=AFQjCNHlMoEV6o5v4kRE3dhsxKw8xQO2qw
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ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 
 

นางสาว  อัจจิมา กาญจนาภา เกิดเมื่อวันท่ี 7 พฤศจิกายน 2529 ท่ีจังหวัดกรุงเทพมหา
นคร ส าเร็จการศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จากจุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เมื่อปีการศึกษา 2553 และเข้าศึกษาต่อระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรชีวเคมีคลินิก
และอณูทางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2553 โดย
ได้รับทุน 90 ปี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กองทุนรัชดาภิเษกสมโภช รุ่นท่ี 19 ครั้งท่ี 3/2555 และ
ทุนอุดหนุนการศึกษา ระดับบัณฑิตศึกษา จากคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
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