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บทที่  1 
 

บทนํา 

ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

 โรคเบาหวานเป็นปัญหาสาธารณสขุท่ีสําคญั ซึง่มีสาเหตจุากทัง้พนัธุกรรมและ

การกระตุ้นจากสิ่งแวดล้อม เช่น การรับประทานอาหารท่ีไม่ได้สดัส่วน การขาดการออกกําลงักาย 

เป็นต้น จากสถิติการเกิดโรคเบาหวานทัว่โลกพบว่าในปี ค.ศ.1995 มีผู้ ป่วยโรคเบาหวานทัว่โลก 

4.0% และคาดวา่จะเพิ่มขึน้เป็น 5.4% ในปี ค.ศ.2025 จํานวนประชากรท่ีเป็นโรคเบาหวานจะเพิ่ม

จาก 135 ล้านคน ในปี 1995 เป็น 300 ล้านคนในปี 2025 (1) ซึง่อบุตัิการณ์การเกิดโรคเบาหวาน

พบในประเทศท่ีพฒันาแล้วมากกว่าประเทศท่ีกําลงัพฒันา อายเุฉล่ียของผู้ ป่วยโรคเบาหวานใน

ประเทศกําลงัพฒันาอยู่ในช่วง 45-64 ปี และประเทศพฒันาแล้วผู้ ป่วยโรคเบาหวานมีอายเุฉล่ีย 

65 ปี ขึน้ไป ส่วนมากพบโรคเบาหวานในเพศหญิงมากกว่าเพศชาย  และในอนาคตจะพบผู้ ป่วย

โรคเบาหวานมากขึน้ในสงัคมเมือง  

 โรคเบาหวานเป็นสาเหตุทําให้เกิดโรคแทรกซ้อนมากมาย เช่น โรคแทรกซ้อนท่ี

เกิดขึน้ท่ีตา (diabetic retinopathy) ทําให้จอประสาทตาเส่ือม ทําให้ตามวัลงและอาจทําให้ตา

บอดในท่ีสดุ โรคของระบบประสาท (diabetic neuropathy) เน่ืองจากเลือดไหลเวียนไปท่ีระบบ

ประสาทน้อยลง ทําให้เส้นประสาทขาดเลือด เกิดการอกัเสบ มีอาการชาตามปลายมือปลายเท้า 

เกิดแผลท่ีเท้าได้ง่าย และมีภาวะผนงัหลอดเลือดแดงแข็ง (atherosclerosis) โรคแทรกซ้อนท่ี

สําคัญและเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตในผู้ ป่วยเบาหวานท่ีพบบ่อยมาก คือโรคไตท่ีเกิดจาก

โรคเบาหวาน (diabetic nephropathy) เป็นสาเหตหุลกัท่ีทําให้เกิดภาวะไตวายเรือ้รังระยะสดุท้าย 

(end stage renal disease)  

โรคไตท่ีเกิดจากโรคเบาหวาน พบประมาณ 35-45% ในผู้ ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 

1 และน้อยกว่า 20% ในผู้ ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 โดยระยะเร่ิมแรกของการป่วยซึง่ยงัไม่แสดง

อาการของโรคนัน้ สามารถตรวจพบอลับูมินปริมาณน้อยในปัสสาวะ หรือภาวะไมโครอลับูมินใน

ปัสสาวะ (microalbuminuria) ได้ ซึ่งหากตรวจพบว่ามีภาวะดังกล่าวได้เร็ว จะทําให้สามารถ

หาทางป้องกนัหรือชะลอการเกิดภาวะไตวายเรือ้รังระยะสดุท้ายได้ แตห่ากไม่ได้รับการรักษาจะทํา

ให้เกิดภาวะโปรตีนในปัสสาวะ (proteinuria) ได้ภายใน 17 ปี และจะเกิดภาวะไตวายระยะสดุท้าย 

ได้ภายใน 23 ปี (2) ซึง่เป็นระยะท่ีไตสญูเสียหน้าท่ีอย่างถาวร ไม่สามารถขบัถ่ายของเสียได้ ทําให้

ผู้ ป่วยต้องฟอกเลือดด้วยเคร่ืองไตเทียมไปตลอดชีวิต ซึง่ต้องเสียคา่ใช้จ่ายสงูมาก ดงันัน้การตรวจ
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พบความผิดปกติของการทํางานของไตตัง้แตใ่นระยะเร่ิมแรกจึงเป็นสิ่งสําคญัอย่างยิ่ง เพ่ือหาทาง

ป้องกนั รักษา หรือชะลอความเส่ือมของไตให้ช้าท่ีสดุ 

ภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะคือการท่ีมีโปรตีนชนิดอัลบูมินร่ัวออกมาใน

ปัสสาวะ ในปริมาณ 30-300 mg ตอ่ปัสสาวะท่ีเก็บครบ 24 ชัว่โมง หรือปริมาณ 20-200 μg ตอ่

นาที จากปัสสาวะท่ีเก็บเป็นเวลา (time collection urine specimen) หรือปริมาณ 30-300 μg ตอ่

ปริมาณครีแอทินิน 1 mg จากปัสสาวะท่ีเก็บแบบสุ่ม (random spot urine test) ภาวะ 

ไมโครอลับมูินในปัสสาวะมกัจะพบในผู้ ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 1 หลงัจากตรวจพบโรคเบาหวาน

แล้วประมาณ 5-10 ปี ส่วนในผู้ ป่วยโรคเบาหวานชนิดท่ี 2 ซึ่งส่วนมากผู้ ป่วยมีภาวะนํา้ตาลใน

เลือดสงูนานมากกว่า 6 ปี แล้วกว่าจะตรวจพบว่าเป็นโรคเบาหวาน ดงันัน้จึงอาจมีภาวะไม

โครอลับมูินพร้อมกบัการตรวจพบโรคเบาหวานได้(3) เน่ืองจากการตรวจกรองภาวะไมโครอลับมูิน

ในปัสสาวะ มีความสําคญัอย่างยิ่งในผู้ ป่วยเบาหวาน เพราะสามารถตรวจพบความผิดปกติท่ีเกิด

ขึน้กบัโครงสร้าง และการสญูเสียหน้าท่ีของไตได้ตัง้แต่ระยะเร่ิมแรก ดงันัน้ผู้ ป่วยเบาหวานทกุราย

ควรได้รับการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินในปัสสาวะ อย่างน้อยปีละหนึ่งครัง้ ตามคําแนะนําของ

สมาคมแพทย์โรคเบาหวานของสหรัฐอเมริกา(4) เพ่ือเป็นการป้องกันการเป็นโรคไตวายเรือ้รัง 

นอกจากนีภ้าวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะ ยงัมีความสมัพนัธ์กบัโรคอ่ืนๆ เช่น ผู้ ป่วยโรคความดนั

โลหิตสูงอย่างไม่ทราบสาเหตุ (essential hypertension)(5), โรคหัวใจและหลอดเลือด 

(cardiovascular disease)(3), หวัใจล้มเหลว (6), โรคไตเรือ้รัง (chronic kidney disease)(7) และ

โรคตบัแข็ง (cirrhosis)(8) เป็นต้น 

การรายงานผลการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินในปัสสาวะ วธีิมาตรฐานคือการ

เก็บปัสสาวะ 24 ชัว่โมง และรายงานเป็นปริมาณไมโครอลับมูินตอ่ปัสสาวะ 24 ชัว่โมง(9) ซึง่เป็นวธีิ

ท่ีใช้เวลานาน และมีความยุง่ยากในการเก็บตวัอยา่งปัสสาวะ ดงันัน้วิธีท่ีมีความสะดวก รวดเร็ว

กวา่ คือการเก็บตวัอยา่งปัสสาวะแบบสุม่ แตเ่น่ืองจากการขบัอลับมูินออกมาในปัสสาวะภายใน

หนึง่วนันัน้ไมค่งท่ี มีความแปรผนัตามเวลา โดยอลับมูินถกูขบัออกน้อยในเวลากลางคืนและจะขบั

ออกมากในเวลากลางวนั ดงันัน้การตรวจระดบัไมโครอลับมูินในปัสสาวะแบบสุม่ จงึอาจมีความ

คลาดเคลื่อนไปจากคา่ท่ีแท้จริงได้ เพ่ือเป็นการลดความคลาดเคล่ือนในการตรวจวดัปริมาณ 

ไมโครอลับมูินในปัสสาวะจากปัสสาวะท่ีเก็บแบบสุม่ จงึต้องทําการตรวจวดัไมโครอลับมูินควบคู่

กบัการตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน(10) ซึง่ครีแอทินินเป็นสารเคมีในเลือดหรือปัสสาวะท่ีถกูใช้เป็นตวั

บง่ชีก้ารทํางานของไตชนิดหนึง่ ในภาวะท่ีไตมีความผิดปกตคิวามสามารถในการกําจดั 

ครีแอทินินออกจากเลือดจะลดลง ทําให้ตรวจพบปริมาณครีแอทินินในเลือดสงูขึน้และทําให้ระดบั 

ครีแอทินินในปัสสาวะต่ํากวา่คา่ปกต ิ ดงันัน้ในห้องปฏิบตักิารทางการแพทย์ จงึนิยมตรวจวดั

ปริมาณครีแอทินินควบคูก่บัปริมาณไมโครอลับมูินในปัสสาวะ และรายงานผลเป็นคา่อตัราสว่น
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ระหวา่งไมโครอลับมูินและครีแอทินิน (microalbumin/creatinine ratio) โดยปริมาณไมโครอลับู

มินจะเป็นตวับง่ชีพ้ยาธิสภาพท่ีเกิดขึน้กบัไต สว่นปริมาณครีแอทินินเป็นตวับง่ชีก้ารทํางานของไตท่ี

ผิดปกติ(11) 

การตรวจปัสสาวะในห้องปฏิบตักิารทัว่ไป ท่ีใช้แถบตรวจ (strip) จุ่มปัสสาวะ 

พบวา่มีความไวไมพ่อท่ีจะตรวจพบภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะ แตเ่ป็นการตรวจกรองปริมาณ

โปรตีนท่ีร่ัวออกมาในปัสสาวะ ซึง่ถ้าให้ผลบวกแสดงวา่ไตมีความเสยีหายไปในระดบัหนึง่แล้ว สว่น

แถบตรวจอีกชนิดสําหรับตรวจระดบัไมโครอลับมูินในปัสสาวะแบบกึ่งปริมาณ (semiquantitative) 

ในการตรวจใช้หลกัการ immunochromatography สามารถใช้ตรวจกรองภาวะไมโครอลับมูินใน

ปัสสาวะอยา่งง่ายและรวดเร็ว เหมาะสําหรับการใช้งานในภาคสนาม หรือในสถานท่ีไมมี่เคร่ืองมือ

วิเคราะห์อตัโนมตั ิ แตร่าคาของแถบตรวจคอ่นข้างแพง และทราบคา่เป็นช่วงความเข้มข้นของ 

ไมโครอลับมูินเท่านัน้ ไมส่ามารถบอกคา่เป็นปริมาณท่ีแท้จริงได้ จงึนิยมใช้เป็นการตรวจกรอง

เบือ้งต้นเท่านัน้ การตรวจวดัปริมาณอลับมูินในปัสสาวะเชิงปริมาณสว่นมากใช้หลกัการทาง 

immunoassay เช่น immunoturbidimetry(12), immunonephelometry(12),   

immunofluorescence(13), ELISA(14), radioimmunoassay(15) เป็นต้น ซึง่คา่ใช้จ่ายในการตรวจวดั

มีราคาแพง เน่ืองจากขัน้ตอนการผลติแอนตบิอดีมีความยุง่ยาก การตรวจวดัครัง้หนึง่จําเป็นต้องใช้

แอนตบิอดีในปริมาณมาก และเป็นชดุตรวจสอบนําเข้าจากตา่งประเทศ ประเทศไทยยงัไมส่ามารถ

ผลติชดุตรวจสอบอลับมูินในปัสสาวะได้เอง และการตรวจวดัเชิงปริมาณ ปัจจบุนัต้องใช้เคร่ืองมือ

ขนาดใหญ่ เม่ือตดิตัง้แล้วทําการเคล่ือนย้ายได้ลําบาก ดงันัน้จงึเป็นข้อจํากดัหนึง่ของการ

ตรวจวดัอลับมูินโดยวิธี immunoassay  

สําหรับวธีิการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินนัน้มีหลายวิธี เช่น วธีิเอนไซม์(16, 17) ซึง่มี

ความจําเพาะกบัครีแอทินินสงู แตเ่อนไซม์ท่ีนํามาใช้ต้องมีความบริสทุธ์ิมาก และเป็นวิธีท่ีมีราคา

แพง การตรวจวดัครีแอทินินโดยวธีิไมใ่ช้เอนไซม์ เช่น การใช้ปฏิกิริยาแจฟฟี (Jaffé)(18) วิธีนีพ้บวา่มี

การรบกวนจากสารอ่ืนๆ ในสิง่ตวัอยา่ง แตอ่ยา่งไรก็ตาม ได้มีการดดัแปลงการตรวจวดัโดยการ

ตรวจวดัแบบ kinetic เพ่ือลดการรบกวนจากสารอ่ืนๆ ท่ีไมใ่ช่ครีแอทินิน ซึง่วธีินีเ้ป็นวิธีท่ีนิยมใช้กนั

ในปัจจบุนั ในห้องปฏิบตักิารทางการแพทย์ทัว่ไป 
สว่นการตรวจวดัเพ่ือหาอตัราสว่นระหวา่งไมโครอลับมูินและครีแอทินิน หรือ 

microalbumin/creatinine ratio ในห้องปฏิบตักิารทัว่ไปสว่นใหญ่ใช้วิธี immunoturbidimetry ใน

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน และใช้หลกัการแจฟฟี (Jaffé) สําหรับการตรวจวดัปริมาณ           

ครีแอทินิน (19) วธีิดงักลา่วเป็นวิธีท่ีทราบคา่เป็นปริมาณ (quantitative method) แตใ่นการตรวจวดั

ต้องใช้เคร่ืองวเิคราะห์อตัโนมตั ิ ท่ีมีขนาดใหญ่และไมส่ามารถพกพาได้ และยงัใช้นํา้ยาปริมาณ

มาก ทําให้คา่ใช้จ่ายในการตรวจวดัสงู อยา่งไรก็ตามได้มีการพฒันาวิธีการตรวจวดัในรูปแบบ 
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point-of-care testing ท่ีใช้ strip ในการตรวจวดั และบอกคา่อตัราสว่นดงักลา่วเป็นชว่งความ

เข้มข้น(20) วิธีนีมี้ข้อดีคือสามารถพกพาได้ ทําการตรวจวดัได้รวดเร็ว แตย่งัมีข้อจํากดัคือเป็นการ

ตรวจวดัแบบกึ่งปริมาณ (semi-quantitative) ไมท่ราบคา่เป็นตวัเลขท่ีแนน่อน ซึง่เป็นวิธีการตรวจ

คดักรองเท่านัน้ ซึง่จําเป็นต้องตรวจเพ่ือยืนยนัด้วยวิธีเชิงปริมาณซํา้อีกครัง้ ดงันัน้การพฒันาวิธีการ

ตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินและครีแอทินิน ให้สามารถตรวจวดัในเชิงปริมาณ โดยสามารถ

ตรวจวดัได้ง่าย รวดเร็ว มีความจําเพาะ และลดคา่ใช้จ่ายในการตรวจวดัจงึมีความสําคญัท่ีต้อง

พฒันาขึน้ มีรายงานวิจยัถึงการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินและครีแอทินิน โดยทําการตรวจวดัใน

รูปแบบไมโครเพลท การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินใช้หลกัการ ELISA สว่นการตรวจวดั

ปริมาณครีแอทินินโดยใช้หลกัการเอนไซม์(21) แตอ่ยา่งไรก็ตาม วิธี ELISA นัน้เป็นท่ีทราบกนัดีวา่ 

เป็นวธีิท่ีมีความยุง่ยาก และมีขัน้ตอนในการตรวจวดัหลายขัน้ตอน ทําให้ใช้เวลานานในการ

ตรวจวดัแตล่ะครัง้ นอกจากนีย้งัได้มีการพฒันาเทคนิคใหม่ๆ  สําหรับการตรวจวดัปริมาณ 

ไมโครอลับมูินและครีแอทินิน เช่นใช้ระบบ sequential injection analysis(22) ซึง่มีข้อดีคือใช้

ปริมาณนํา้ยาในการตรวจวดัน้อย และสามารถตรวจวดัสิง่ตวัอยา่งได้ปริมาณมาก  

ปัจจบุนังานวจิยัทางด้านห้องปฏิบตักิารบนชิป (lab-on-a-chip) ได้พฒันาไป

อยา่งมาก สามารถนํามาประยกุต์ใช้ในการตรวจวดัสารเคมีหรือสารนํา้ทางชีวภาพได้ โดยทําการ     

บรูณาการเข้ากบัระบบของไหลจลุภาค (microfluidic system) ทําให้มีการใช้นํา้ยาและสิง่สง่ตรวจ

ปริมาณน้อย ทําให้ลดต้นทนุในการตรวจวดั และยงัมีศกัยภาพท่ีจะสามารถพกพาไปใช้ในระดบั

ภาคสนามได้ 

ในงานวิจยันี ้ ได้เสนอระบบการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินใน

ปัสสาวะในระบบของไหลจลุภาค ท่ีมีการใช้พอลเิมอร์ชนิดโพลีไดเมธิลไซลอกเซน

(poly(dimethylsiloxane) หรือ PDMS มาสร้างเป็นไมโครชิป ระบบตรวจวดัท่ีนําเสนอ มีขนาดเลก็ 

มีการใช้นํา้ยา แอนตบิอดี สารเคมี และสิง่สง่ตรวจปริมาณน้อย ซึง่คาดวา่จะสามารถทําให้ลด

ต้นทนุและคา่ใช้จ่ายในการตรวจวิเคราะห์ได้อยา่งมาก นอกจากนีร้ะบบการตรวจวดัปฏิกิริยาใน

งานวิจยันี ้ มีการใช้  miniature spectrometer ท่ีอาศยัเส้นใยแก้วนําแสง (fiber optic) สําหรับใช้

เป็นแหลง่กําเนิดแสงและเป็นตวัตรวจ (detector) ซึง่ทําให้สามารถนําระบบการตรวจวดัดงักลา่ว 

ไปใช้ในระดบัภาคสนามได้ ซึง่จะมีประโยชน์อยา่งยิง่ในสถานพยาบาล หรือศนูย์สาธารณสขุชมุชน

ระดบัตําบล ท่ียงัไมมี่บริการตรวจวดัไมโครอลับมูนิ จะเป็นผลให้ผู้ ป่วยเบาหวาน หรือผู้ ป่วยกลุม่

เส่ียงอ่ืนๆ ได้รับบริการทางสาธารณสขุอยา่งเทา่เทียมกนั สําหรับการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูิน

ในปัสสาวะ นบัเป็นมาตรการป้องกนัการเกิดโรคไตในผู้ ป่วยเบาหวานในเชิงรุก สามารถลดความ

สญูเสียท่ีจะเกิดขึน้ทัง้ทางด้านสขุภาพและเศรษฐกิจโดยรวมของประเทศได้อยา่งมาก 
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วัตถุประสงค์ของการวิจยั 

1. เพ่ือพฒันาระบบตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินและครีแอทินินในปัสสาวะ ท่ีมีคา่ใช้จ่าย

น้อย ประหยดั 

2. เพ่ือพฒันาระบบตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินและครีแอทินินในปัสสาวะ ท่ีสามารถ

นําไปใช้ในระดบัภาคสนามได้ 

3. เพ่ือพัฒนาต้นแบบของเคร่ืองมือขนาดเล็กท่ีใช้หลักการวัดเชิงแสง (optical 

detection) สําหรับการเกิดปฏิกิริยาบน PDMS microchip 

 

ขอบเขตของการวิจัย  

ขอบ เ ขตขอ ง ง าน วิ จั ย นี คื้ อ เ ป็ นก า รพัฒนา วิ ธี ก า รต ร ว จ วัดป ริ ม าณ                       

ไมโครอลับมูินและครีแอทินินในปัสสาวะ ในระบบของไหลจลุภาค (microfluidic system) ท่ีมีการ

ใช้ PDMS microchip โดยมีวตัถปุระสงค์ให้มีการใช้นํา้ยาและสารเคมีปริมาณน้อย วดัการ

เกิดปฏิกิริยาของไมโครอัลบูมินโดยการวัดความขุ่นด้วยหลักการ latex agglutination 

immunoassay    สว่นปริมาณครีแอทินิน ใช้หลกัการเกิดปฏิกิริยาแจฟฟีด้วยวิธี kinetic โดยระบบ

การตรวจวดัใช้ miniature fiber optic spectrometer  ซึง่มีขนาดเล็ก จึงทําให้สามารถพกพา และ

นําไปใช้ในระดบัภาคสนามได้ โดยกลุ่มตวัอย่างท่ีนํามาวิจัยคือผู้ ป่วยเบาหวาน และใช้ตวัอย่าง

ปัสสาวะท่ีเก็บแบบสุม่ 

 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  

1. สามารถพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณอลับูมินท่ีมีปริมาณน้อยในปัสสาวะ

ควบคู่กับครีแอทินิน ได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยใช้นํา้ยาในการตรวจวดัปริมาณน้อย ทําให้ลด

ต้นทนุคา่ใช้จ่ายในการตรวจวดั  

2. สามารถนําระบบการตรวจวิเคราะห์ท่ีพฒันาขึน้จากงานวิจยันี ้ไปใช้ตรวจวดั

ปริมาณไมโครอัลบูมินและครีแอทินินในปัสสาวะของผู้ ป่วยได้ โดยเฉพาะอย่างยิ่งผู้ ป่วย

โรคเบาหวาน โดยสามารถพกพาไปตรวจในระดบัภาคสนามได้ ทําให้สามารถให้บริการกบัผู้ ป่วยท่ี

อยูห่่างไกลจากบริการสาธารณสขุได้  

3. เป็นการผลิตนวัตกรรมทางการแพทย์ขึน้ใช้เองภายในประเทศ โดยนําไปใช้

ประโยชน์ในการวินิจฉยัหรือป้องกนัการเกิดโรคได้ 
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4. พัฒนาต้นแบบของเคร่ืองมือท่ีใช้วัดเชิงแสงของการเกิดปฏิกิริยาบน PDMS 

microchip ซึง่นอกเหนือจากไมโครอลับมูินและครีแอทินินแล้ว อาจสามารถพฒันาตอ่เป็นระบบ

การตรวจวดัสารเคมีอ่ืนๆ ท่ีอยู่ในเลือดหรือปัสสาวะ ท่ีสามารถใช้การวดัการดดูกลืนแสง หรือวดั

การกระเจิงของแสงได้ 

5. คาดว่าจะสามารถตีพิมพ์ผลงานของโครงการวิจยันี ้ในวารสารวิชาการระดบั

นานาชาติท่ีเก่ียวข้อง ได้อย่างน้อย 1 เร่ือง ในหวัข้อเร่ือง “Portable microfluidic device for 

determination of urinary microalbumin and creatinine” เช่น ใน  Analytica Chimica Acta 

(impact factor 2008 = 3.18) 

6. สามารถนําผลงานวิจยัจากโครงการนี ้ เพ่ือไปนําเสนอผลงานวิชาการระดบั

นานาชาติ ได้แก่ 2nd International Symposium on Microfluidic (ISM II) ซึง่จะจดัท่ีประเทศจีน 

ระหวา่งวนัท่ี 1-3 พฤศจิกายน 2551  
7. บูรณาการงานวิจยัทางด้านเคมีคลินิกกบังานวิจยัทางด้านไบโอเซนเซอร์ เป็น

การพฒันาวิธีการตรวจวดัสารเคมีหรือชีวภาพในรูปแบบ lab-on-a-chip ท่ีใช้หลกัการของไหล

จุลภาค (microfluidic system) ซึ่งในอนาคตสามารถพฒันาไปเป็นการตรวจวดัในรูปแบบ      

Point-of-care-testing ทําให้มีประโยชน์กบัผู้ ป่วย โดยทําให้การวินิจฉยัโรค สะดวก รวดเร็วมาก

ยิ่งขึน้ 

8. วิธีท่ีพัฒนาขึน้นี  ้มีประโยชน์กับหน่วยงานสาธารณสุขท่ีเก่ียวข้องกับการ

วินิจฉัยภาวะไมโครอลับูมิน ได้แก่  โรงพยาบาล ห้องปฏิบตัิการทางการแพทย์ ศนูย์สาธารณสขุ

ชมุชนในระดบัตําบล สามารถนําเคร่ืองมือท่ีสร้างขึน้นีไ้ปตรวจวินิจฉยัภาวะแทรกซ้อนให้กบัผู้ ป่วย

เบาหวาน และผู้ ป่วยท่ีมีความผิดปกตเิก่ียวกบัไตได้ 
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ลาํดบัขัน้ตอนในการเสนอผลการวิจัย  

1.นําเสนอในท่ีประชมุวิชาการระดบันานาชาต ิ

2.ตีพิมพ์ในวารสารนานาชาต ิ



8 

 

บทที่  2 
 

เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 
2.1 ไต  

2.1.1 โครงสร้างของไต 

ไตเป็นอวยัวะท่ีอยูบ่ริเวณชอ่งท้องด้านหลงั ตดิกบักระดกูสนัหลงั มีรูปร่างคล้าย

เมลด็ถัว่จํานวน 1 คู ่ สว่นนอกของไตเรียกวา่คอร์เท็กซ์ (cortex) ประกอบด้วยโกลเมอรูลสั 

(glomerulus) หลอดไตสว่นต้น (proximal tubule) หลอดไตสว่นปลาย (distal tubule) สว่นต้น

ของ loop of Henle’s และหลอดไตรวม (collecting tubule) สว่นในของไตเรียกวา่เมดลัลา 

(medulla) มีลกัษณะเป็นแฉกคล้ายพดั ประกอบด้วยสว่นโค้งกลบัของ loop of Henle’s หลอดไต

รวม และหลอดเลือดฝอยรอบหลอดไต ไตประกอบด้วยหนว่ยไต (nephron) (ภาพท่ี 2.2) ซึง่ทํา

หน้าท่ีในการกรองเลือด ไตข้างหนึง่มีหนว่ยไตประมาณ 1-1.5 ล้านหน่วย หน่วยไตประกอบด้วย  

1. สว่นต้นของหน่วยไต (renal corpuscle) ซึง่ได้แก่โกลเมอรูลสั (glomerulus) 

และแคปซลูบาวมนั (Bowman's capsule)  

2. proximal tubule  

3. loop of Henle’s  

4. distal tubule 

5. collecting tubule  

 

โกลเมอรูลสัและแคปซลูบาวมนัทําหน้าท่ีกรองเลือด โดยมีหลอดเลือดฝอย       

โกลเมอรูลาร์ นําเลือดมากรองผา่นเย่ือหุ้มแคปซลูบาวมนั ได้สารนํา้ออกมา แล้วจงึปลอ่ยลงไปใน

หลอดไตสว่นต้น, loop of Henle’s และหลอดไตสว่นปลาย ตามลําดบั ซึง่จะทําหน้าท่ีดดูสารท่ีเป็น

ประโยชน์กลบัคืนสูร่่างกาย และขบัถ่ายสารท่ีเป็นของไร้ประโยชน์ออกไป หลงัจากนัน้นํา้กรองจะ

เข้าสูห่ลอดไตรวม และท่อไตรวม (collecting duct) แล้วเข้าสูก่รวยไต (renal pelvis) ไหลผา่น

หลอดไต (ureter) ลงไปเก็บไว้ในกระเพาะปัสสาวะ (urinary bladder) เป็นนํา้ปัสสาวะท่ีเตรียมขบั

ทิง้(23) ดงัแสดงในภาพท่ี 2.1             
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ดดัแปลงจาก http://urology.ucla.edu/images/Conditions_Treated/Kidney_Transplant.jpg 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ดดัแปลงจาก http://inventorspot.com/files/images/kidney.jpg 
 
ภาพที่ 2.1 (A) แสดงลกัษณะของไตท่ีอยู่บริเวณช่องท้องด้านหลงั รูปร่างคล้ายเมล็ดถัว่จํานวน    

1 คู่ อยู่บริเวณกระดกูซี่โครงท่ี 11 และ 12 (B) แสดงโครงสร้างของไตท่ีผ่าคร่ึง ส่วนนอกของไต

เรียกว่าคอร์เท็กซ์ ประกอบด้วยโกลเมอรูลสั หลอดไตส่วนต้น หลอดไตส่วนปลาย ส่วนต้นของ 

loop of Henle’s และหลอดไตรวม สว่นในของไตเรียกว่าเมดลัลา ประกอบด้วยสว่นโค้งกลบัของ                  

loop of Henle’s หลอดไตรวม และหลอดเลือดฝอยรอบหลอดไต 

 

 

 

       ไต 

      ท่อไต 

       กระเพาะปัสสาวะ 

A 

B 

ไตสว่นนอก (cortex) 

ไตสว่นใน (medulla) 
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ภาพจาก 

http://faculty.southwest.tn.edu/rburkett/urinar14.jpg และ 

http://fau.pearlashes.com/anatomy/Chapter%2041B/images/Chapter%2041B_img_1.jpg 
 
ภาพที่ 2.2 แสดงโครงสร้างของหนว่ยไต (A) renal corpuscle ซึง่ประกอบด้วยโกลเมอรูลสัและ 

แคปซลูบาวมนั มีหน้าท่ีในการกรองเลือดท่ีเข้ามาทางเส้นเลือดท่ีนําเลือดเข้ามาสูห่นว่ยไตเรียกวา่ 

afferent arteriole เม่ือเลือดถกูกรองแล้วจะออกจากไตผา่นทางเส้นเลือด efferent arteriole (B) 

แสดงโครงสร้างของหน่วยไตท่ีประกอบด้วย glomerulus, Bowman's capsule, proximal tubule, 

loop of Henle’s, distal tubule และ collecting tubule 
 

2.1.2 หน้าที่ของไต  

1. กรองสารในร่างกาย และดดูซมึสารท่ีเป็นประโยชน์กลบัเข้าสูร่ะบบไหลเวียน

โลหิต เช่น โปรตีน กรดอะมิโน กลโูคส เกลือแร่ สารเหลา่นีเ้ม่ือผา่นการกรองของไตแล้วจะถกูดดู

ซมึกลบัเกือบทัง้หมด  

2. ขบัถ่ายของเสียออกจากร่างกายในรูปของปัสสาวะ เช่น สารท่ีเกิดจากการเผา

ผลาญสารอาหารท่ีทานเข้าไป ยเูรีย ครีแอทินิน ยา และสารแปลกปลอมตา่งๆ หากไตสญูเสีย

หน้าท่ี ไมส่ามารถกําจดัของเสียออกจากร่างกายได้ จะทําให้ของเสียคัง่ในร่างกายเกิดภาวะโลหิต

เป็นพษิ (uremia) 

3. รักษาสมดลุของนํา้ในร่างกาย ไตทําหน้าท่ีควบคมุปริมาณนํา้ โดยถ้ามีนํา้มาก

เกินความต้องการของร่างกาย   ไตจะทําหน้าท่ีขบันํา้ออกมาทางปัสสาวะ ถ้าร่างกายอยู่ในภาวะ

ขาดนํา้ ไตจะรักษาปริมาณนํา้ไว้ให้ร่างกาย   ทําให้ปัสสาวะจะมีปริมาณน้อยและเข้มข้น 

4. รักษาสมดลุเกลือแร่ ไตควบคมุระดบัความเข้มข้นของเกลือแร่ เช่น โซเดียม

คลอไรด์ โปแตสเซียม เป็นต้น หากไตทํางานผิดปกติ ปริมาณเกลือแร่ในร่างกายก็จะผิดปกติ เช่น 

B A 
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เม่ือไตทํางานบกพร่อง ความเข้มข้นของโปแตสเซียมจะสงูมาก ทําให้หวัใจหยดุเต้นได้ หรือภาวะ

โซเดียมไม่เหมาะสม เน่ืองจากร่างกายขบัโซเดียมไม่ได้ ทําให้เกิดอาการบวม ความดนัโลหิตสงู 

หวัใจทํางานหนกั อาจทําให้หวัใจล้มเหลวได้ 

4. รักษาสมดลุกรดดา่ง ร่างกายจะสร้างกรดขึน้มาจากการเผาผลาญสารอาหาร

เพ่ือใช้เป็นพลงังาน กรดนีจ้ะถกูขบัทิง้โดยไต หากไตไมส่ามารถขบักรดทิง้ได้ ทําให้ร่างกายมี

สภาวะเป็นกรด เป็นอนัตรายตอ่อวยัวะตา่งๆ นอกจากนีไ้ตยงัมีหน้าท่ีดดูกลบัดา่งหรือ                 

ไบคาร์บอเนตเพ่ือรักษาสภาวะท่ีเป็นกลาง 

  5.ควบคมุความดนัโลหิต ไตมีหน้าท่ีควบคมุสมดลุของนํา้และเกลือแร่ ซึง่มีผลตอ่

ความดนัโลหิต หากไตไมส่ามารถควบคมุระดบัเกลือแร่ได้ ทําให้ความดนัโลหิตสงู และทําให้เกิดไต

วายได้ 

6. สร้างฮอร์โมน เช่น erythropoietin ซึง่เป็นฮอร์โมนท่ีสาํคญัในการสร้างเม็ด

เลือดแดง ฮอร์โมน rennin ท่ีมีหน้าท่ีควบคมุความดนัโลหิต ปริมาณเกลือแร่ และปริมาณนํา้ใน

ร่างกาย นอกจากนีไ้ตยงัมีหน้าท่ีสร้างวิตามินดี ซึง่ทําหน้าท่ีควบคมุสมดลุแคลเซียมและฟอสฟอรัส

ซึง่มีสว่นในการสร้างกระดกูและฟัน 

                 

2.2 โรคไตจากเบาหวาน (Diabetic nephropathy) 

2.2.1 สาเหตุของโรคไตจากเบาหวาน 

โรคเบาหวานเป็นสาเหตท่ีุทําให้เกิดไตเสื่อมหรือไตวายมากท่ีสดุ โรคไตมกัจะเกิด

ตามหลงัโรคเบาหวานมากกวา่ 10 ปีขึน้ไป สาเหตเุน่ืองมาจากภาวะท่ีมีนํา้ตาลในเลือดสงูเป็น

เวลานาน ทําให้เกิดภาวะแทรกซ้อนท่ีระบบตา่งๆ ของร่างกาย โดยเฉพาะหลอดเลือดทัว่ร่างกายจะ

แข็งและหนา    ทําให้เลือดไปเลีย้งสว่นตา่งๆ ของร่างกายลดลง ภาวะแทรกซ้อนทางไต ซึง่เป็นผล

จากการท่ีนํา้ตาลในเลือดสงูกวา่ระดบัปกต ิ ทําให้มีการเปล่ียนแปลงของการไหลเวียนเลือดท่ีไต 

ความยืดหยุน่ของหลอดเลือดลดลง กลุม่เส้นเลือดฝอยท่ีไตแข็งตวั (glomerulosclerosis) 

basement membrane ของโกลเมอรูลสัหนาขึน้ มีการขยายตวัของเซลล์ท่ีอยูร่อบเส้นเลือดในไต

(mesangial cell) เพิ่มขึน้ เน่ืองจากมีการสร้าง extracellular matrix (collagen IV, laminin และ 

fibronectin) ทําให้โครงสร้างของไตเปล่ียนแปลง นําไปสูก่ารสญูเสียหน้าท่ีของไต นํา้ตาลในเลือด

ท่ีเพิม่มากขึน้ เป็นตวักระตุ้นให้สร้างไซโตไคน์ เช่น transforming growth factor-B, angiotensin 

II หรือ growth factors ตวัอ่ืนๆ ซึง่จะไปยบัยัง้การสลายตวัของ extracellular matrix และโปรตีน 

เกิดการสะสม extracellular matrix ความดนัท่ีโกลเมอรูลสัจงึสงูขึน้ นอกจากนีร้ะดบันํา้ตาลท่ี

เพิ่มขึน้ ทําให้เซลล์ epithelial ของโกลเมอรูลสั ท่ีช่ือโพโดไซท์ (podocyte) มีจํานวนและความ
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หนาแนน่ลดลง เกิดการเปล่ียนแปลงโครงสร้าง ทําให้เกิดพยาธิสภาพท่ีไต(24) ซึง่นําไปสูก่ารมี

โปรตีนในปัสสาวะ ซึง่มีความสมัพนัธ์กบัความรุนแรงของการเกิดความเสียหายท่ีไต และนําไปสู่

ภาวะไตวายท่ีสดุ  

                 การท่ีมีปริมาณโปรตีนปริมาณน้อยๆ ร่ัวออกมาในปัสสาวะเรียกวา่ ภาวะไมโคร      

อลับมูินในปัสสาวะ (microalbuminuria)  คือ ภาวะท่ีมีการขบัโปรตีนชนิดอลับมูินออกมาทาง

ปัสสาวะในปริมาณระหวา่ง 30 -300 mg/24 ชัว่โมง หรืออลับมูินปริมาณ 30 – 300 μg ตอ่           

ครีแอทินิน 1 mg(25, 26) และจะต้องพบ 2 ใน 3 ครัง้ของปัสสาวะท่ีเก็บตา่งเวลากนั ในระยะเวลา 6 

เดือน สามารถใช้ระดบัไมโครอลับมูินเป็นตวับง่ชีค้วามเสยีหายท่ีเกิดขึน้กบัโครงสร้างและการ

สญูเสียหน้าท่ีของไตระยะเร่ิมแรกได้ และเป็นสญัญาณสําคญัท่ีบง่ชีว้า่มีภาวะแทรกซ้อนเกิดขึน้ 

โดยการตรวจพบไมโครอลับมูินในระยะเร่ิมแรกเม่ือมีพยาธิสภาพเกิดขึน้ท่ีไต และทําการรักษาได้

ทนัจะช่วยให้ผู้ ป่วยกลบัมามีระดบัอลับมูินในปัสสาวะปกตอีิกครัง้ อีกทัง้ยงัชว่ยลดอตัราการเกิด

ความดนัโลหิตสงู ลดปัจจยัเส่ียงท่ีจะก่อให้เกิดโรคหลอดเลือดหวัใจตีบ (cardiovascular 

disease) และป้องกนัไมใ่ห้ผู้ ป่วยเป็นโรคไตวายเรือ้รังระยะสดุท้าย(27) ภาวะไมโครอลับมูินใน

ปัสสาวะ นบัเป็นปัจจยัเส่ียงท่ีสาํคญัของโรคหลอดเลือดหวัใจตีบ ซึง่เป็นสาเหตสุําคญัในการ

เสียชีวิตอยา่งเฉียบพลนัของประชากรทัว่ไป โดยเฉพาะในผู้ ป่วยโรคเบาหวานและความดนัโลหิต

สงู ดงันัน้การวนิิจฉยัท่ีถกูต้องรวดเร็วอาจชว่ยลดอบุตักิารณ์หรือชะลอการเกิดภาวะแทรกซ้อน

ตา่งๆ ท่ีจะเกิดขึน้ตามมา โดยการควบคมุระดบันํา้ตาลให้อยูใ่นระดบัปกต ิ และให้ยา 

antihypertensive จะช่วยให้มีระดบัไมโครอลับมูินในปัสสาวะลดลง(28) ซึง่จะทําให้มีการพยากรณ์

โรคดีขึน้   

2.2.2 อาการของผู้ป่วยโรคไต 

การตรวจพบโรคไตระยะเร่ิมแรกในผู้ ป่วยเบาหวานสามารถทําได้โดยการตรวจ

โปรตีนอลับมูนิในปัสสาวะเท่านัน้ เป็นการบง่ชีว้า่เร่ิมมีความผิดปกตทิางไต เน่ืองจากผู้ ป่วยยงัไมมี่

อาการ ระยะตอ่มาหากไมรี่บรักษาจะเกิดอาการบวม ซึง่มกัจะเร่ิมท่ีเท้าก่อน และจะเกิดอาการ

บวมตามแขน  ขา  ใบหน้า  และลําตวั เน่ืองจากเกิดการสญูเสียโปรตีนทางปัสสาวะหรือมีการคัง่

ของเกลือ เม่ือไตเร่ิมเส่ือมลง  คา่ยเูรียไนโตรเจน (BUN) และครีแอทินิน (Creatinine) ในเลือดจะ

สงูกวา่คนปกตเิน่ืองจากไตไมส่ามารถกําจดัของเสียออกจากร่างกายได้ เม่ือเกิดภาวะไตวาย 

ผู้ ป่วยจะมีอาการคล่ืนไส้ อาเจียน นอนไมห่ลบั ปวดศรีษะ ออ่นเพลีย ชาตามปลายมือและเท้า คนั

ตามตวั ชกั และหมดสต ิปริมาณปัสสาวะลดลงจนไมมี่ปัสสาวะในระยะสดุท้าย 
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2.3 การวัดประสิทธิภาพการทาํงานของไต 

2.3.1 การวัดค่าครีแอทนิินในเลือด (serum creatinine)(29)  

การวดัคา่ครีแอทินินในเลือดเป็นวธีิท่ีนิยม เน่ืองจากทําได้ง่าย เน่ืองจากครีแอทิ

นินเป็นสารท่ีถกูกําจดัออกจากร่างกายโดยไตเป็นสว่นใหญ่ เม่ือไตทําหน้าท่ีบกพร่อง ทําให้

ความสามารถในการขบัครีแอทินินลดลง ปริมาณครีแอทินินในเลือดจงึสงูขึน้ ปกตคิา่ครีแอทินินใน

เลือดจะอยูใ่นช่วง 0.6-1.5 mg/dL หากเพิ่มสงูขึน้มากกวา่นีแ้สดงวา่มีความผิดปกตเิกิดขึน้กบัไต 

2.3.2 การวัดค่าอัตราการกรองของไต (glomerular filtration rate: GFR) 

การวดัคา่อตัราการกรองของไตเป็นการทดสอบความสามารถในการทํางานของ

ไตในการกําจดัสาร ทดสอบได้โดยใช้สารฉีดเข้าไปในร่างกายแล้วทดสอบความสามารถของไตใน

การกําจดัสารนัน้ออกจากร่างกาย เช่นฉีดสารกมัมนัตภาพรังสี หรืออินนลูนิ(30) เป็นต้น หรืออาจจะ

ทดสอบสารท่ีมีอยูแ่ล้วในร่างกาย คือครีแอทินิน เพราะเป็นสารท่ีถกูขบัออกทาง glomeruli เท่านัน้ 

และไมถ่กูดดูกลบัโดยท่อไต  

2.3.3 การตรวจโปรตนีในปัสสาวะ 

วิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีมีความไวในการทดสอบการทํางานของไต เน่ืองจากสามารถพบ

โปรตีนในปัสสาวะได้ตัง้แตผู่้ ป่วยยงัไมแ่สดงอาการทางคลนิิก(26) โดยสามารถทดสอบจากการเก็บ

ปัสสาวะ 24 ชัว่โมง การเก็บปัสสาวะเป็นเวลา หรืออาจใช้ปัสสาวะแบบสุม่(31) ซึง่ต้องทําการ

ทดสอบเปรียบเทียบคา่โปรตีนในปัสสาวะควบคูก่บัปริมาณครีแอทินินเพ่ือลดความคลาดเคล่ือน

จากปริมาณโปรตีนท่ีขบัออกในแตล่ะช่วงเวลาภายในหนึง่วนั  

2.4 อัลบูมิน (albumin) 

2.4.1 โครงสร้างของอัลบมูิน 

อลับมูินเป็นโปรตีนท่ีพบมากท่ีสดุในร่างกาย โดยสร้างขึน้ท่ีตบั มีลกัษณะเป็นก้อน

กลม gene ท่ีทําหน้าท่ีสร้างอัลบูมินอยู่บนโครโมโซมคู่ท่ี 4(32) ซึ่งประกอบด้วย 16,961  

นิวคลีโอไทด์ โครงสร้างของอลับมูินประกอบด้วย 3 โดเมน มีขนาดโมเลกลุ 66 kDa และมีคร่ึงชีวิต

ประมาณ 20 วนั  

2.4.2 หน้าที่ของอัลบูมิน 

มีหน้าท่ีรักษาสมดลุของแรงดนันํา้ในร่างกาย (oncotic pressure)  ถ้ามีปริมาณ

อลับมูินในเลือดน้อยเกินไปจะทําให้นํา้ท่ีอยูใ่นหลอดเลือดร่ัวออกไปอยูบ่ริเวณอ่ืนๆ นอกหลอด
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เลือด นํา้จะสะสมใต้ผิวหนงั และในช่องท้องจงึเกิดการบวมนํา้  อลับมูินเป็นโปรตีนสําคญัท่ีช่วยใน

การขนสง่สารตา่งๆ  เช่น การขนสง่กรดไขมนัอิสระ บลิรูิบนิ  ยา ฮอร์โมนไทรอยด์ เป็นต้น(33) 

ระดบัอลับมูินสามารถใช้เป็นตวับง่ชีภ้าวะการทํางานของตบั ถ้าปริมาณอลับมูินในเลือดลดลง 

แสดงวา่หน้าท่ีในการสร้างและการทํางานของตบัลดลงด้วย เน่ืองจากอลับมูนิมีขนาดโมเลกลุใหญ่ 

(66 kDa) ในภาวะปกตจิะไมต่รวจพบอลับมูินในปัสสาวะ หรือพบได้ในปริมาณน้อยกวา่ 20 mg/L 

ในปัสสาวะท่ีเก็บแบบสุม่(34)  ความผดิปกตท่ีิเกิดขึน้ท่ีไตจะทําให้อลับมูินร่ัวออกมาในปัสสาวะ

มากกวา่ปกต ิ 

2.4.3 วิธีการตรวจวัดปริมาณอัลบูมิน 

วิธี non immunoassay  

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยใช้วธีิ HPLC  ใช้ความสามารถในการ

ละลายในตวัทําละลายท่ีใช้เป็นเฟสเคล่ือนท่ี (mobile phase) และความสามารถในการยดึเกาะ

กบั stationary phase ของสาร โดยสารท่ีละลายได้ดีในตวัทําละลาย และไมย่ดึเกาะกบั 

stationary phase ใน column HPLC จะแยกออกมาได้ก่อน สว่นสารท่ีละลายได้น้อย และยดึ

เกาะกบั stationary phase ได้ดีจะแยกออกมาได้ทีหลงั สามารถหาปริมาณของสารได้โดยดคูา่

ความสงูและพืน้ท่ีใต้กราฟของ chromatogram  โดยชนิดของ column ท่ีใช้หาปริมาณ               

ไมโครอลับมูิน คือ size-exclusion chromatography ซึง่แยกสารตามขนาดโมเลกลุ มวลโมเลกลุ 

และรูปร่างโดยไมใ่ช้ปฏิกิริยาเคมี และใช้ phosphate buffer เป็นเฟสเคล่ือนท่ี มีรายงานวจิยักลา่ว

วา่วธีิ HPLC สามารถตรวจวดัอลับมูินได้ทัง้ immunoreactive และ immuno-unreactive form ซึง่ 

John H. Contois และคณะ ได้ศกึษาการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินด้วยหลกัการ HPLC 

เปรียบเทียบกบัวิธี immunoturbidimetric(7) พบวา่วิธี HPLC มีช่วงความเป็นเส้นตรงถึง 963 mg/L 

และคา่ต่ําสดุท่ีตรวจวดัได้คือ 6.1 mg/L และเม่ือตรวจวดัในตวัอยา่งปัสสาวะพบวา่สามารถ

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินได้สงูวา่วธีิ immunoturbidimetric ซึง่ผลการศกึษาเป็นไปในทาง

เดียวกนักบั Steven P. Clavant และคณะ ท่ีพบวา่วิธี HPLC สามารถตรวจวดัปริมาณ                

ไมโครอลับมูินได้สงูกวา่วิธี radioimmunoassay (RIA) โดยสามารถตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน

ในตวัอยา่งปัสสาวะของอาสาสมคัรท่ีไมไ่ด้เป็นโรคเบาหวาน แล้วพบวา่มีปริมาณไมโครอลับมูินใน

ปัสสาวะสงูถงึ 30 mg/L ซึง่วิธี RIA ตรวจวดัได้เพียง 4.8 mg/L(35) นอกจากนี ้ Matthew J. 

McQueen และคณะพบวา่การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินด้วยวิธี HPLC ให้คา่การตรวจวดัสงู

กวา่วิธี RIA 2-3 เท่า และสงูกวา่วิธี immunonephelometry ถึง 

4 เท่า(36) แตอ่ยา่งไรก็ตาม มีการศกึษาวิจยัตอ่มาพบวา่ วิธี HPLC ท่ีสามารถตรวจวดัปริมาณ           

ไมโครอลับมูินได้สงูกวา่วิธีอ่ืนๆ นัน้ อาจเน่ืองมาจากหลกัการของวิธี HPLC ซึง่แยกสารตามขนาด
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ของสาร (size-exclusion HPLC) นัน้ ไมส่ามารถแยกสารอ่ืนๆ ท่ีมีขนาดใกล้เคียงกบัอลับมูินได้  

ซึง่โปรตีนท่ีมีขนาด 40-90 kDa อาจทําให้เกิดการซ้อนทบักนัของ peak การตรวจวดัปริมาณ       

ไมโครอลับมูิน(35) และโปรตีนอ่ืนๆ ท่ีพบในปัสสาวะ เช่น transferrin, α1- proteinase inhibitor, 

α1-acid glycoprotein และ α2-HS glycoprotein ไมส่ามารถแยกออกจากอลับมูินโดยใช้วิธี size-

exclusion HPLC นอกจากนี ้peak ของโปรตีนอ่ืนๆ เช่น IgG, α1-microglobin และ light chain 

ของ immunoglobulin ทําให้เกิดการซ้อนทบักบั peak ของอลับมูินได้(37) และจงึทําให้ตรวจวดั

ปริมาณไมโครอลับมูินได้สงูกวา่ความเป็นจริง การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ 

non immunoassay อ่ืนๆ เช่น การใช้หลกัการ  fluorescent dye binding ใช้สารฟลอูอเรสเซนท์   

ท่ีมีความจําเพาะกบัอลับมูนิ เม่ือมีการจบักบัอลับมูนิเป็นสารเชิงซ้อน ทําให้เกิดการวาวแสง   

ฟลอูอเรสเซนท์ความเข้มสงู และวดัการวาวแสงฟลอูอเรสเซนท์ท่ีเกิดขึน้โดยใช้ fluorescent 

detector สีฟลอูอเรสเซนท์ท่ีใช้ในการตรวจวดัอลับมูนิ เช่น Albumin Blue 580(38, 39) ซึง่มีช่วง

ความเป็นเส้นตรง 2-200 mg/L และมีคา่ต่ําสดุท่ีตรวจวดัได้ 1.4 mg/L วิธีนีมี้ข้อดีคือ ไมต้่องใช้

แอนตบิอดีในการตรวจวดัซึง่มีราคาแพง สามารถตรวจวดัได้ง่าย รวดเร็ว และขัน้ตอนการตรวจวดั

ไมยุ่ง่ยาก ชว่งการทดสอบกว้าง จงึไมต้่องทําการเจือจางปัสสาวะก่อนนํามาตรวจวดั มีราย

งานวิจยัท่ีประยกุต์ใช้วิธีดงักลา่วสําหรับการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินโดย เช่นในระบบของไหล

จลุภาค (Microfluidic system)(40) เป็นการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยวดัการวาวแสง

ฟลอูอเรสเซนท์ท่ีเกิดขึน้บน PDMS microchip ซึง่ท่อมีความกว้างและลกึ 800 μm โดยอลับมูินจบั

กบัสี Albumin Blue 580 วดัสญัญาณฟลอูอเรสเซนท์ท่ีเกิดขึน้โดยใช้ fiber optic spectrometer 

ซึง่มี organic light emitting diode (OLED) เป็นแหลง่กําเนิดแสง วิธีนีมี้ชว่งความเป็นเส้นตรง 

10-100 mg/L มีคา่ต่ําสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้เท่ากบั 10 mg/L และยงัมีรายงานถึงการตรวจวดั

ระดบัไมโครอลับมูิน โดยใช้ระบบ Sequencial injection analysis (SIA)(41) ซึง่มีช่วงความเป็น

เส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 1-100 mg/L สามารถตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินได้ต่ําสดุ 0.3 

mg/L และทําการตรวจวดัได้รวดเร็ว โดยสามารถตรวจวดัได้ 37 ตวัอยา่งตอ่ 1 ชัว่โมง ซึง่การใช้สี

ฟลอูอเรสเซนท์เป็นทางเลือกหนึง่ในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยไมอ่าศยัแอนตบิอดี

เน่ืองจากมีความยุง่ยากในการผลติ และมีราคาแพง  

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินในรูปแบบ lab-on-a-chip อ่ืนๆ เช่นใช้เทคนิค 

chip electrophoresis(42) เป็นการตรวจวดัไมโครอลับมูินโดยใช้ sodium dodecyl sulfate จบั

กบัอลับมูิน จากนัน้ใช้สฟีลอูอเรสเซนท์จบักบั sodium dodecyl sulfate เม่ือผสมสารทัง้สองชนิด

กบัอลับมูินแล้ว นํามาผสมกบั internal calibrator ซึง่ในงานวิจยันีใ้ช้อลับมูนิจากไก่ (chicken 

albumin)  จากนัน้ใสส่ารท่ีผสมแล้วลงใน electrophoresis chip เพ่ือแยกแถบของโปรตีนเทียบกบั 

ladder สามารถตรวจวดัปริมาณของอลับมูินได้โดยการใช้แสงเลเซอร์ ซึง่วิธีนีมี้ช่วงความเป็น
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เส้นตรง 5–300 mg/L และมีช่วงความเป็นเส้นตรง 5 mg/L chip electrophoresis วิธีนีมี้ข้อดีคือ

สามารถตรวจวดัตวัอยา่งได้เร็ว 15 ตวัอยา่งตอ่ 1 ชัว่โมง เม่ือเปรียบเทียบกบัวิธี size-exclusion 

HPLC แล้วพบวา่สามารถตรวจวดัอลับมูนิได้ทัง้แบบ immunoreactive และ 

nonimmunoreactive และไมมี่การรบกวนจากโปรตีนอ่ืนๆ เช่น α1-acid glycoprotein,  α1-

antitrypsin และ transferrin 

 
วิธี immunoassay  

 
การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ Immunoturbidimetry เป็นวิธี

ท่ีนิยมใช้ทัว่ไปในห้องปฏิบตักิารทางการแพทย์(43) ซึง่ใช้หลกัการจบักนัของแอนตบิอดีตอ่อลับมูิน 

กบัอลับมูินในปัสสาวะ เกิด antigen-antibody complex วดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้ตาม

ความเข้มข้นของปริมาณอลับมูินในปัสสาวะ ท่ีความยาวคล่ืน 340 nm โดยใช้เคร่ือง 

spectrometric analyzers ซึง่มีช่วงความเป็นเส้นตรง 6.25-167 mg/L วิธีนีมี้ข้อดีคือ วิธีการ

ตรวจวดัสามารถทําได้งา่ย จงึเป็นท่ีนิยมใช้มาจนถึงปัจจบุนั แตข้่อจํากดัของวิธี 

immunoturbidimetry คือ มีคา่ต่ําสดุท่ีตรวจวดัได้คอ่นข้างสงูคือ 5.8 mg/L(12) เม่ือเปรียบเทียบกบั

วิธี immunonephelometric method และ particle-enhance turbidimetric inhibition 

immunoassay ซึง่มีคา่ต่ําสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ เป็น 2 mg/L และ 1.3 mg/L ตามลําดบั  

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ immunonephelometry  มี

หลกัการคือแอนตบิอดีจําเพาะตอ่อลับมูนิจบักบัอลับมูนิในปัสสาวะ วดัสญัญาณการกระเจิงแสง 

(light scattering) ท่ีเกิดจาก antigen-antibody reaction ซึง่เป็นสดัสว่นโดยตรงกบัความเข้มข้น

ของปริมาณอลับมูิน(12)     จากการศกึษาของ Ottavio Giampietro และคณะพบวา่วธีิ   

immunonephelometry มีความถกูต้องใกล้เคียงกบัวิธี RIA(44) ซึง่วิธี RIA มีความไวมากกวา่

เลก็น้อย แตเ่ม่ือเปรียบเทียบขัน้ตอนในการตรวจวดัแล้ว วิธี immunonephelometry มีความ

สะดวกมากกวา่ เน่ืองจากขัน้ตอนการตรวจวดัไมยุ่ง่ยากและสามารถตรวจวดัได้รวดเร็วกวา่ด้วย

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ particle-enhance turbidimetric (latex 

agglutination immunoassay)(12) จะใช้แอนตบิอดีท่ีจําเพาะกบัอลับมูินตรึงบนเม็ดลาเท็กซ์ เม่ือสิง่

ตวัอยา่งมีแอนติเจนท่ีจําเพาะกบัแอนตบิอดีท่ีตรึงบนเมด็ลาเท็กซ์ จะเกิดปฏิกิริยาการเกาะกลุม่  

ขึน้(45) ซึง่ความเข้มข้นของปริมาณอลับมูินในปัสสาวะจะแปรผนัโดยตรงกบัคา่การดดูกลืนแสงท่ี

เพิ่มขึน้ จากการศกึษาของ Hansa Thakkar พบวา่วิธี particle-enhance turbidimetric สําหรับ

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินมีชว่งความเป็นเส้นตรงของวิธีการตรวจวดั 2–250 mg/L คา่

ต่ําสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ 0.4 mg/L(46) E. A. Medcalf และคณะทําการศกึษาตรวจวดัปริมาณไม
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โครอลับมูินในปัสสาวะโดยใช้หลกัการเดียวกนั มีคา่ต่ําสดุท่ีสามารถตรวจวดัได้ 2 mg/L และมีช่วง

ความเป็นเส้นตรงถึง 200 mg/L(47)  

วิธี Enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) สําหรับการตรวจวดั

ปริมาณไมโครอลับมูิน มีวิธีการตรวจวดัดงันีคื้อ เคลือบผิว microtiter plates ด้วย polyclonal 

anti-human albumin antibody และตดิฉลากแอนตบิอดีตวัเดียวกนันีด้้วยเอนไซม์ horseradish 

peroxidase เพ่ือใช้สําหรับตรวจตดิตาม เม่ืออลับมูนิจบักบัแอนตบิอดีแบบ sandwich method 

แล้ว ใสส่ารตัง้ต้น (substrate) สําหรับเอนไซม์ horseradish peroxidase ลงไป สารผลติภณัฑ์ซึง่

มีสีเกิดขึน้ และมีคา่การดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้เป็นสดัสว่นตามความเข้มข้นของอลับมูิน จาก

การศกึษาของ Tsu-Lan Wu สามารถตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินได้ต่ําสดุ 1.6 μg/mL(14) สว่น 

Aybay และคณะ พบวา่วธีิการตรวจวดัมีช่วงความเป็นเส้นตรง 10-1,000 ng/mL และสามารถ

ตรวจวดัได้ต่ําสดุถึง 10 ng/mL 
(48) วิธีนี ้มีความไว แมน่ยําสงู แตย่งัมีข้อจํากดั เน่ืองจากวธีิการทํามี

หลายขัน้ตอน ใช้เวลา incubate นานมากกวา่ 1 ชัว่โมง และต้องมีการล้างสารท่ีไมจ่บักบั

แอนตบิอดีออกก่อนท่ีจะมีการเตมิสารในขัน้ตอนตอ่ไป จงึทําให้วิธี ELISA ไมเ่ป็นท่ีนิยมนกั 

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ radioimmunoassay  ซึง่เป็น

วิธีอ้างอิงสําหรับการตรวจวดัระดบัอลับูมิน(49) เป็นการใช้แอนติบอดี 2 ชนิด ในการตรวจหา

ปริมาณไมโครอลับูมิน โดยอลับูมินในปัสสาวะ และอลับูมินท่ีติดฉลากด้วย 125I จะแย่งกนัจบักบั

แอนติบอดีท่ีบริเวณ binding site หลงัจากทําการอุ่น จึงทําการแยก bound form ออกจาก free 

form ความเข้มข้นของอลับมูินในปัสสาวะจะเป็นสดัสว่นผกผนักบัปริมาณรังสีจาก 125I(15) วิธีนีมี้

ช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดัอลับมูิน 15.6-10,000 ng และคา่ต่ําสดุท่ีตรวจวดัได้เท่ากบั 

16 ng วิธี RIA มีความไวมากกว่าวิธี immunonephelometry  5 เท่า และไวกว่าวิธี 

Immunoturbidimetry 50 เท่า(44) แต่อย่างไรก็ตาม แม้ว่าวิธี RIA จะมีความไวมากกว่าวิธี 

immunoassay อ่ืนๆ แตย่งัมีจํากดัคือสารรังสีท่ีใช้เป็นอนัตรายตอ่ผู้ ทําการตรวจวดั การตรวจวดัมี

ราคาแพง และใช้เวลานานในการตรวจวดัแตล่ะครัง้ จงึไมเ่ป็นท่ีนิยมใชในห้องปฏิบตักิารทัว่ไป  

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินโดยวิธี fluorescent immunoassay  โดยตดิ

ฉลากอลับมูนิด้วยสาร fluorescence อลับมูินในปัสสาวะและอลับมูินท่ีตดิฉลากด้วย 

fluorescence จะแยง่จบักบั anti-albumin antibody แยก free form ออกจาก bound form แล้ว

วดัสญัญาณ fluorescence จากสว่นใสซึง่มีความสมัพนัธ์กบัความเข้มข้นของอลับมูินใน 

ตวัอยา่ง(50) Blanche M. และคณะพบวา่ การตรวจวดัไมโครอลับมูินด้วยวธีิ fluorescent 

immunoassay มีช่วงความเป็นเส้นตรง 500-20,000 ng/mL และสามารถตรวจวดัปริมาณไม

โครอลับมูินได้ต่ําสดุ 500 ng/mL(13) วธีินีมี้ความไว มากกวา่ววิธี radial immunodiffusion แต่

วิธีการตรวจวดัมีหลายขัน้ตอน จงึยงัเป็นข้อจํากดัของวธีินี ้
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นอกจากนีย้งัมีการประยกุต์ใช้หลกัการ immunoassay สําหรับการตรวจวดัระดบั

ไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ Quartz crystal microbalance (QCM) แอนตบิอดีตอ่อลับมูินท่ีตรึง

อยูบ่นผิวของผลกึควอตซ์ จะจบักบัอลับมูินทําให้เกิดการสัน่ พลงังานกลจะถกูเปล่ียนไปเป็น

พลงังานไฟฟ้า สามารถหาความเข้มข้นของอลับมูนิได้จากการหาความสมัพนัธ์ระหวา่งความ

เข้มข้นของอลับมูินกบัคา่ความถ่ีการสัน่ของผลกึควอตซ์ จากการศกึษาของ Makoto Muratsugu 

และคณะพบวา่วิธี QCM มีช่วงความเป็นเส้นตรง  0.1-100 pg/mL(51) Yang Luo พบวา่วธีินี ้

สามารถตรวจวดัปริมาณโปรตีนในปัสสาวะได้พร้อมๆ กนัถงึ 4 ชนิด ได้แก่ albumin, α1-

microglobulin, β2-microglobulin และ IgG ภายใน 15 นาที โดยมีช่วงความเป็นเส้นตรงสําหรับ

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน 0-40 mg/L และสามารถตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินได้

ต่ําสดุ 4 μg/L(52)  
 
2.5 ครีแอทนิิน 

2.5.1 การสร้างครีแอทนิิน 

ครีแอทีน (creatine) สร้างขึน้ท่ีไต ตบั และ ตบัอ่อน โดยมีการบวนการดงันี ้

arginine และ glycine เกิดกระบวนการการ transamidation ทําให้เกิด guanidinoacetic acid 

จากนัน้เกิดกระบวนการ methylation คือมีการเติมหมู่ methyl (-CH3) ให้กบั guanidinoacetic 

acid โดยมี S-adenosylmethionine เป็นตวัให้หมู่ methyl จึงได้ผลิตภณัฑ์เป็น creatine จากนัน้ 

creatine จะถกูขนสง่ไปยงัอวยัวะ เช่น กล้ามเนือ้ และ สมอง ซึง่จะเกิดปฏิกิริยา phosphorylated 

เป็น creatine phosphate ซึง่เป็นสารท่ีมีพลงังานสงูสําหรับเป็นแหลง่พลงังานให้กบักล้ามเนือ้ (53) 

creatine และ creatine phosphate สามารถเปล่ียนเป็น creatinine เพ่ือปลอ่ยพลงังานออกมาใช้

ในการหดตวัของกล้ามเนือ้  

ครีแอทินิน (creatinine) เป็นสารประกอบไนโตรเจนท่ีไมใ่ช่โปรตีน (Non protein 

nitrogen : NPN) ถกูสร้างในปริมาณคงท่ีในแตล่ะวนั ปริมาณครีแอทินินในร่างกายขึน้อยูก่บั

ปริมาณมวลกล้ามเนือ้ ซึง่ในเลือดของเพศชายจะมีปริมาณครีแอทินินสงูกวา่เพศหญิงและเดก็ 

เน่ืองจากมีมวลกล้ามเนือ้มากกวา่ ครีแอทินินเป็นสารไร้ประโยชน์ (waste product) ซึง่ร่างกายจะ

กําจดัทิง้เกือบทัง้หมดโดยไต(11) โดยจะถกูกรองผา่นไตอยา่งคงท่ี สม่ําเสมอและไมมี่การดดูกลบั จงึ

ตรวจพบปริมาณครีแอทินินในเลือดปริมาณน้อย คือ 0.7 to 1.4 mg/dL(54) และจะพบในปัสสาวะ

ปริมาณมาก โดยมีปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะ 1-2 g/24 ชัว่โมง เน่ืองจากปริมาณครีแอทินิน

ขึน้อยูก่บัมวลกล้ามเนือ้ ไมข่ึน้กบัปริมาณนํา้ อาย ุ หรือการออกกําลงักาย ดงันัน้การเปล่ียนแปลง

ระดบัครีแอทินินจงึเกิดจากการทํางานของไตบกพร่องเทา่นัน้ จงึใช้ครีแอทินินเป็นตวับง่ชีก้าร
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ทํางานท่ีผิดปกตขิองไต(55) ในภาวะท่ีไตทํางานผิดปกต ิ จะทําให้ความสามารถในการกําจดั          

ครีแอทินินออกจากเลือดลดลง ทําให้มีปริมาณครีแอทินินในเลือดสงูขึน้และพบในปัสสาวะน้อยลง  

2.5.2 วิธีการตรวจวัดครีแอทนิิน 

วิธีเอนไซม์ 

Creatininase (EC 3.5.2.10)  
เอนไซม์ creatininase เปล่ียน creatinine ให้เป็น creatine จากนัน้เอนไซม์ 

creatine kinase, pyruvate kinase และ lactate dehydrogenase เปล่ียนสารผลติภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้

จนได้ NADH ซึง่สามารถตดิตามการลดลงของคา่การดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 340 nm วิธีนีมี้

ช่วงความเป็นเส้นตรงถงึ 100 mg/L(56) มีข้อดีคือไมต้่องตกตะกอนโปรตีน และมีความจําเพาะสงู  

ปฏิกิริยาของการตรวจวดั ดงัแสดงตอ่ไปนี ้
 
                               

Creatinine + H2O                                 creatine 

 

Creatine + ATP                                   creatine phosphate + ADP 

 

ADP + phosphoenolpyruvate                       pyruvate + ADP 

 

Pyruvate + NADH + H+                                lactate + NAD+ 

 

 

Creatininase (EC 3.5.2.10) และ Creatinase (EC 3.5.3.3)  

ตรึงเอนไซม์ creatininase, creatinase และ sarcosine oxidase บน electrode 

โดยใช้ cellulose acetate membrane เป็นเย่ือเลือกผา่น (selective permeability) สําหรับ H2O2 

ท่ีเกิดขึน้จากปฏิกิริยา วธีินีมี้ช่วงความเป็นเส้นตรงถึง 100 mg/L และคา่ต่ําสดุท่ีตรวจวดัได้ 1 

mg/L(57)  ปฏิกิริยาของการตรวจวดั ดงัแสดงตอ่ไปนี ้

 

 

creatininase 

creatine kinase 

pyruvate kinase 

lactate dehydrogenase 
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Creatinine + H2O                                 creatine 

 

Creatine + H2O                           sarcosine + urea 

 

sarcosine + O2 + H2O                          formaldehyde + glycine + H2O2       

     

indicator (reduced) + H2O2                        indicator (oxidized) + 2H2O 

 

Creatinine deaminase (EC 3.5.4.21)  

ใช้เอนไซม์ creatinine deiminase เปล่ียนครีแอทินินให้เป็น N-methylhydantoin 

และ ammonia สามารถตรวจวดัปริมาณ ammonia ท่ีเกิดขึน้โดยใช้เอนไซม์ glutamate 

dehydrogenase ซึง่วิธีนีมี้ช่วงความเป็นเส้นตรง 150 mg/L(16) ซึง่มีความใกล้เคียงกบัวธีิเอนไซม์

อ่ืนๆ และมีความจําเพาะมากกวา่วิธีแจฟฟี หรือใช้วิธี Berthelot reaction ในการตรวจวดัปริมาณ 

ammonia ท่ีเกิดขึน้ก็ได้เช่นกนั (Berthelot reaction เป็นปฏิกิริยา ระหวา่งแอมโมเนีย ฟีนอล 

และไฮโปคลอไรท์ในสารละลายท่ีเป็นดา่ง ได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อน indophenol ซึง่มีสีฟ้า) 

 
วิธีไม่ใช้เอนไซม์ 

การตรวจวัดครีแอทนิินด้วยวธีิ alkaline picrate (แจฟฟี)  

ในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินโดยใช้หลกัการแจฟฟีนัน้ alkaline picrate จะจบั

กบัครีแอทินินในปัสสาวะ เกิดเป็นสารประกอบสีส้มแดง (ภาพท่ี 2.3)(55) ซึง่สามารถตดิตาม

ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ได้โดยวดัการดดูกลืนแสงของสารประกอบท่ีเกิดขึน้ โดยคา่การดดูกลืนแสงจะ

เป็นสดัสว่นโดยตรงกบัความเข้มข้นของครีแอทินินในปัสสาวะ(58) แตเ่น่ืองจาก alkaline picrate 

สามารถจบักบัสารชนิดอ่ืนๆ ในปัสสาวะได้ ดงันัน้จงึทํานิยมทําการตรวจวดัครีแอทินินในรูปแบบ 

kinetic เพ่ือลดการรบกวนจากสารชนิดอ่ืนๆ ท่ีอาจพบได้ในปัสสาวะผู้ ป่วยโรคเบาหวาน เช่น 

โปรตีน, กลโูคส, วิตามินซี และบลิลรูิบนิ(59) ซึง่สารแตล่ะชนิดมีอตัราเร็วในการจบักบั alkaline 

picrate ไมเ่ท่ากนั ดงันัน้จงึต้องทําการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินก่อนสารท่ีเกิดปฏิกิริยาทีหลงั 

และหลงัสารท่ีเกิดปฏิกิริยาก่อนครีแอทินิน วิธีนีเ้ป็นวิธีท่ีนิยมใช้กนัอยูใ่นปัจจบุนั เน่ืองจากเป็นวธีิท่ี

creatininase 

creatinase 

sarcosine oxidase 

lactate dehydrogenase 
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สะดวก รวดเร็ว ราคาถกู ไมต้่องใช้เอนไซม์ในการตรวจวดัซึง่เอนไซม์ต้องมีความบริสทุธ์ิมากๆ และ

มีราคาแพง 

A                                                          B 

       
 

ภาพที่ 2.3 (A) โครงสร้างของครีแอทินิน (B) โครงสร้างของครีแอทินินเม่ือจบักบั alkaline picrate 

 

นอกจากนีย้งัมีการศกึษาการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินโดยการจบักบัสารตา่งๆ 

เช่น 3,5-dinitrobenzoic acid(60), 3,5-dinitrobenzoyl chloride(61),  1,4-naphthoquinone-2-

sulfonate(62) และ o-nitrobenzaldehyde(63) ซึง่การจบักบัสารเหลา่นีมี้ข้อจํากดั คือต้องมีการ

ตกตะกอนโปรตีนก่อน และเป็นปฏิกิริยาแบบไมจํ่าเพาะ มกัถกูรบกวนด้วยสาร  acetoacetate, 

glucose และ ascorbate มากวา่วธีิแจฟฟี ดงันัน้จงึไมเ่ป็นท่ีนิยม 

 
 

การตรวจวัดระดบัครีแอทนิินในงานของไหลจุลภาคและไบโอเซนเซอร์ 

การตรวจวัดระดบัครีแอทนิินโดยใช้หลักการ Potentiometric  

มีรายงานวิจยัถึงการตรวจวดัระดบัครีแอทินินในปัสสาวะ ระบบ flow injection 

analysis โดยใช้หลกัการ ammonium ion selective electrode(64) ศกึษาโดยการตรึงเอนไซม์ 

creatinine deiminase บน ammonium ion-selective membrane เม่ือเอนไซม์เปล่ียนครีแอทินิน

ให้เป็น N-methylhydantoin และ ammonium ions ซึง่ ammonium ions  ท่ีเกิดขึน้จะทําให้เกิด

สญัญาณความตา่งศกัย์ไฟฟ้าท่ี ion-selective electrode โดยในงานวิจยัใช้ peristaltic pump ใน

การพาสารท่ีต้องการตรวจวดัเขาสูร่ะบบเพ่ือทดสอบหาปริมาณของอลับมูินในสิง่ตวัอยา่ง 

การตรวจวัดระดบัครีแอทนิินโดยใช้หลักการ Amperometric  

ในการตรวจวดัจะใช้เอนไซม์ 3 ชนิดคือ Creatinine amidohydrolase, creatine 

amidinohydrolase และ  sarcosine oxidase ในการเปล่ียนครีแอทินินให้เป็น hydrogen 

peroxide (H2O2) จากนัน้วดักระแสไฟฟ้าท่ีเกิดบน amperometric biosensor ขึน้ซึง่แปรผนัตรง
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กบัปริมาณครีแอทินินในสิง่ตวัอยา่ง(65, 66) การตรวจวดัระดบัครีแอทินินโดยใช้ amperometric flow 

injection analysis (FIA) biosensor(67) โดยทําการตรึงเอนไซม์ creatinine deiminase, 

glutamate dehydrogenase และ glutamate oxidase บน controlled-pored glass (CPG) 

column ใช้ระบบ flow injection ในการพาสิง่ตวัอยา่งเข้ามายงั column และมี oxygen 

electrode เป็นสว่นท่ีใช้ตดิตามการเกิดปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ 

 

2.6 การตรวจวัด microalbumin/creatinine ratio 

การตรวจไมโครอลับมูินในปัสสาวะ เป็นท่ียอมรับในการวินิจฉยัของแพทย์วา่มี

ความไวสงู สามารถตรวจพบความผิดปกตท่ีิเกิดขึน้กบัโครงสร้าง และการสญูเสียหน้าท่ีของไตได้

ตัง้แตร่ะยะเร่ิมแรก(68) ดงันัน้ผู้ ป่วยเบาหวานทกุรายควรได้รับการตรวจไมโครอลับมูินในปัสสาวะ 

อยา่งน้อยปีละหนึง่ครัง้ ตามคําแนะนําของสมาคมแพทย์โรคเบาหวานของสหรัฐอเมริกา(69) เพ่ือ

เป็นการตรวจกรองและหาทางรักษาได้ทนั เน่ืองจากเป็นระยะท่ีสามารถรักษาให้หายได้ เป็นการ

ป้องกนัการพฒันาไปเป็นโรคไตวายเรือ้รัง เป็นท่ีทราบดีวา่ภาวะแทรกซ้อนท่ีสําคญัในผู้ ป่วย

โรคเบาหวานคือโรคไตจากเบาหวาน (diabetic nephropathy) ซึง่มีอบุตักิารณ์การเกิดโรคสงู(70) 

ซึง่ผู้ ป่วยไตวายเรือ้รังระยะสดุท้าย  สว่นใหญ่มีสาเหตมุาจากการเป็นโรคเบาหวานมาก่อน   

นอกจากนีก้ารตรวจอ่ืนๆ ในผู้ ป่วยโรคไต ควรตรวจอตัราการกรองของไต 

(glomerular filtration rate : GFR) โดยดจูากปริมาณครีแอทินินซึง่เป็นการตรวจการทํางานของไต

ในการกําจดัของเสีย คนไข้ท่ีมีภาวะไตวาย จะมีคา่ครีแอทินินในเลือดสงูกวา่ปกตแิตใ่นปัสสาวะจะ

ต่ําลง อยา่งไรก็ตามคา่ของครีแอทินินจะไมค่งท่ีซึง่อาจแปรผนัตามเพศ, เชือ้ชาต ิ และมวล

กล้ามเนือ้ของแตล่ะคน  ดงันัน้จงึไมค่วรรายงานคา่ครีแอทินินเพียงอยา่งเดียว ควรรายงานคา่

ควบคูก่บัตวับง่ชีอ่ื้นๆ เช่น BUN (Blood Urea Nitrogen) หรือปริมาณไมโครอลับมูินในปัสสาวะ ท่ี

เรียกวา่ microalbumin/creatinine ratio(71) ซึง่จะทําให้ผลการตรวจวดันา่เช่ือถือมากยิ่งขึน้ 

เน่ืองจากการเก็บปัสสาวะแบบสุม่ (spot urine) นัน้จะมีความแตกตา่งของคา่ไมโครอลับมูินใน

ระหวา่งวนั โดยจะมีการขบัออกมากในตอนกลางวนัและจะลดลงในช่วงเวลากลางคืน การตรวจวดั

ปริมาณไมโครอลับมูินเทียบกบัปริมาณครีแอทินิน จงึเป็นการลดความคลาดเคล่ือนในการตรวจวดั

ซึง่อาจเกิดขึน้ได้จากกรณีดงักลา่ว และนอกจากนีก้ารตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและ            

ครีแอทินินหรือ microalbumin/creatinine ratio นัน้ สามารถใช้แทนการตรวจวดัไมโครอลับมูิ

นจากการเก็บปัสสาวะ 24 ชัว่โมงซึง่เป็นวธีิมาตรฐาน (gold standard) ได้อีกด้วย เพราะมีความ

สะดวกในการเก็บตวัอยา่งมากกวา่ จงึเป็นวิธีท่ีนิยมใช้รายงานทัว่ไปในห้องปฏิบตักิาร  

 



23 

 

วิธีการตรวจวัด microalbumin/creatinine ratio 

การใช้ปัสสาวะท่ีเก็บแบบสุม่ แล้วรายงานคา่เป็น albumin/creatinine ratio นัน้มี

ความสะดวก รวดเร็วกวา่การใช้ปัสสาวะท่ีเก็บครบ 24 ชัว่โมง ในห้องปฏิบตักิารทัว่ไปจะใช้

หลกัการ immunoturbidimetry ในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน และใช้หลกัการแจฟฟี 

(Jaffé) ในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน(19) โดยใช้เคร่ืองวิเคราะห์อตัโนมตั ิ ท่ีมีขนาดใหญ่ในการ

ตรวจวดั และยงัใช้นํา้ยาในการตรวจวดัปริมาณมาก และไมส่ามารถพกพาได้ มีรายงานวิจยัถึง

วิธีการอ่ืนๆ สําหรับการพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินได้แก่ การใช้

หลกัการ Competitive-binding radioimmunoassay (RIA) และใช้หลกัการ modified Jaffé 

reaction สําหรับการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินิน(72) ซึง่วิธีนีมี้ความไว สามารถ

ตรวจวดัอลับมูินได้ในระดบัต่ําๆ โดยมีช่วงความเป็นเส้นตรงสําหรับการตรวจวดัปริมาณ             

ไมโครอลับมูิน 50- 500 μg/L และ detection limit 9 μg/L แตพ่บวา่ขัน้ตอนในการตรวจวดั

คอ่นข้างยุง่ยากและใช้เวลาในการตรวจวดันาน เน่ืองจากต้อง incubate แอนตบิอดีและ          

อลับมูินข้ามคืน  

สว่นการตรวจวดัไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ Enzyme-linked immunosorbant 

assay (ELISA) และการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินโดยใช้ enzymatic kit(21) พบวา่มีช่วงความเป็น

เส้นตรงสําหรับการตรวจวดัไมโครอลับมูิน 30-300 μg/L คา่ต่ําสดุท่ีตรวจวดัได้ 10 ng/mL สว่นอีก

วิธี ท่ีใช้หลกัการ ELISA ร่วมกบัหลกัการ Jaffé(73) วิธีนีส้ามารถตรวจวดัไมโครอลับมูินและ           

ครีแอทินินได้ในระดบัความเข้มข้นต่ํามากในระดบัไมโครกรัมเช่นกนั แตใ่ช้เวลาในการตรวจวดั

นานถึง 2 ชัว่โมง จะเห็นได้วา่วธีิ radioimmunosaasy และ ELISA นัน้สามารถตรวจวดัระดบั      

ไมโครอลับมูินได้ความไวสงู แตย่งัมีข้อจํากดัคือ ใช้เวลาในการตรวจวดันานมาก  

วิธีการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินและครีแอทินิน ในรูปแบบท่ีพกพาได้ ซึง่ทํา

การตรวจวดัโดยใช้แถบตรวจ strip(20, 74, 75) นัน้ใช้หลกัการ dye-binding ในการตรวจวดัปริมาณ    

ไมโครอลับมูิน โดยใช้สี sulfonephthalein สว่นการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินใช้เอนไซม์ 

peroxidase  เปล่ียน copper creatinine complex ทําให้เกิดผลติภณัฑ์ แล้วเปล่ียนสีของ strip 

จากสีส้มเป็นสีเขียว วิธีนีร้าคาถกูกวา่วิธี immunoturbidity และตรวจวดัได้รวดเร็ว แตว่ิธีนีเ้ป็นวธีิ

กึ่งปริมาณ บอกความเข้มข้นของอลับมูนิท่ีตรวจวดัได้เป็นช่วงๆ และจากผลการศกึษาพบวา่ วิธีนีมี้

ความไวและความจําเพาะต่ํา จงึนิยมใช้สําหรับตรวจคดักรองเบือ้งต้นเทา่นัน้ ไมส่ามารถใช้ตรวจ

วินิจฉยัเพ่ือยืนยนัได้ นอกจากนีย้งัมีการพฒันาวธีิการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินและครีแอทินิน

ในระบบ Sequential injection analysis ซึง่ตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินโดยใช้หลกัการ dye-

binding โดยใช้สี Eosin Y และตรวจวดัปริมาณครีแอทินินโดยใช้หลกัการ Jaffé reaction(22) โดยมี

ช่วงความเป็นเส้นตรงสําหรับการตรวจวดัอลับมูิน เทา่กบั 0-20mg/L และคา่ต่ําสดุท่ีวดัได้คือ 0.6 
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mg/L และช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินคือ 0-

100 mg/L และคา่ต่ําสดุท่ีตรวจวดัได้เทา่กบั 3.5 mg/L เม่ือเปรียบเทียบความไวของวิธีนีก้บัวธีิ 

RIA หรือ ELISA พบวา่วิธีนีมี้ความไวน้อยกวา่ แตว่ิธีนีมี้ข้อได้เปรียบคือสามารถตรวจวดัระดบัไม

โครอลับมูินและครีแอทินินได้สะดวก รวดเร็ว โดยภายใน 1 ชัว่โมงสามารถตรวจวดัได้ 18 ตวัอยา่ง 

ใช้นํา้ยาในการตรวจวดัปริมาณน้อย (50 μL) และเคร่ืองมือท่ีใช้มีขนาดเลก็ สามารถพกพาได้ 

 

2.7 Flow injection analysis 

การตรวจวิเคราะห์สารโดยวธีิ flow injection analysis (FIA) เป็นเทคนิคท่ีเร่ิมต้น

ในปี ค.ศ.1974 โดยนกัวทิยาศาสตร์ช่ือ Ruzicka และ Hansen(76) ซึง่หลกัการของวิธีนีคื้อใช้สารท่ี

เป็นตวัพา (carrier buffer) พาสารตวัอยา่งและนํา้ยาไปยงัสว่น detector ซึง่สารท่ีเป็นตวัพาจะมี

การไหลอยา่งตอ่เน่ืองโดยอาศยัแรงดนัของป๊ัม เม่ือนํา้ยาและสารตวัอยา่งผสมกนัภายในท่อ จะ

เกิดปฏิกิริยาเคมีขึน้ สามารถตรวจวดัปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ได้โดยใช้ระบบตรวจวดั ท่ีเหมาะสมกบัสาร

ผลติภณัฑ์ (product) ท่ีเกิดขึน้ วธีินีเ้หมาะสําหรับใช้ในการตรวจวดัตวัอยา่งท่ีมีปริมาณมาก 

เพราะสามารถตรวจวดัได้รวดเร็ว ใช้เวลาในการตรวจวดัน้อย และใช้สารตวัอยา่งปริมาณน้อย  

ระบบ FIA นัน้ บฟัเฟอร์ตวัพาจะไหลในอตัราเร็วคงท่ีซึง่ควบคมุโดยป๊ัม การไหล

ของสารภายในระบบ FIA เป็นการไหลแบบ laminar flow และสารจะผสมกนัโดยการแพร่(77) สิ่ง

ตวัอยา่งและนํา้ยาจะถกูฉีดเข้ามาในระบบโดยผา่นทาง injection valve สิง่ตวัอยา่งจะเคล่ือนท่ี

ผา่นท่อขนาดเลก็ไปยงัระบบ detector ซึง่ในระหวา่งท่ีสารกําลงัเคลื่อนท่ีจากสว่น injection valve 

จนถงึสว่น detector โดยมีบฟัเฟอร์เป็นตวัพานัน้ จะเกิดการแพร่ของสารภายในท่อขนาดเลก็ และ

เกิดปฏิกิริยาระหวา่งสารท่ีต้องการตรวจวดัและนํา้ยาขึน้ การใช้ท่อขด (mixing coil) จะช่วยทําให้

สารผสมกนัดียิ่งขึน้ เม่ือสิง่ตวัอยา่งและนํา้ยาเคลื่อนท่ีมาถึงสว่น detector จะเกิดสญัญาณขึน้ ซึง่

มีลกัษณะเป็น peak ความเข้มข้นของสารจะสมัพนัธ์กบัความสงูของยอด peak เน่ืองจากปริมาตร

ของสารท่ีฉีดเข้าสูร่ะบบ อตัราการแพร่ของสาร และการเกิดปฏิกิริยาในระบบ FIA มีความคงท่ี 

ดงันัน้เม่ือทําการตรวจวดัสิง่ตวัอยา่งซํา้กนัหลายๆ ครัง้ จงึได้สญัญาณเท่าเดมิ ทําให้ระบบ FIA มี

ความแมน่ยําสงู ซึง่อตัราการแพร่ของสารภายในระบบ FIA นัน้สามารถควบคมุให้คงท่ีได้โดยการ

ควบคมุอตัราการไหล ขนาดของท่อ และความหนืดของสารให้คงท่ี  

สญัญาณการตรวจวดั หรือความสงูของ peak ท่ีเกิดขึน้นัน้มีความสมัพนัธ์กบัการ

แพร่ของสารภายในท่อ จากสมการดงันี ้

D = C0/Cmax  
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ซึง่ D คือ คา่สมัประสทิธ์ิของการแพร่ (dispersion coefficient) 

C0 คือ ความเข้มข้นเร่ิมต้นของสารท่ีต้องการตรวจวดั 

Cmax คือ ความเข้มข้นของสารท่ี ความสงูของ peak สงูสดุ 

จากสมการพบวา่ ถ้าสารเกิดการแพร่มาก จะทําให้สญัญาณการตรวจวดั     

ลดลง(78) อยา่งไรก็ตาม การผสมสารโดยอาศยัหลกัการแพร่นัน้ จะต้องมีความสมดลุระหวา่งเวลา

ในการเกิดปฏิกิริยากบัอตัราการแพร่ของสาร จงึจะทําให้สญัญาณการตรวจวดัเพิม่ขึน้ได้ การ

เกิดปฏิกิริยาเหมาะสมกบัอตัราการแพร่ของสาร จะทําให้ peak มีความสงู พืน้ท่ีใต้ peak น้อย 

หากเกิดการแพร่มากกวา่การเกิดปฏิกิริยา จะทําให้ความสงูของ peak ลดลง  และพืน้ท่ีใต้ peak 

กว้าง สญัญาณการตรวจวดัจงึลดลง 

การตรวจวดัความเข้มข้นของสารในระบบ FIA จะต้องทําการเตรียมความเข้มข้น

ของสารให้อยูใ่นช่วงท่ี detector สามารถตรวจวดัได้ เม่ือสิง่ตวัอยา่งท่ีจะนํามาตรวจวดัถกูฉีดเข้า

ระบบ FIA ความเข้มข้นของสารจะถกูเจือจางลงเน่ืองจากการแพร่ของสารภายในท่อ สารท่ีมีความ

เข้มข้นมากๆ สามารถทําให้เจือจางลงได้โดยการเพิม่การแพร่ของสาร ซึง่ทําได้โดยลดปริมาตรของ

สิง่ตวัอยา่งท่ีฉีดเข้าระบบ หรือ เพิ่มขนาดของท่อ เป็นต้น  

การตรวจวดัสารท่ีมีความเข้มข้นน้อยๆ สามารถเพิ่มความไวของการตรวจวดัได้

โดยการเพิ่มปริมาตรของสิง่ตวัอยา่ง ลดขนาดของท่อเพ่ือลดปริมาตรของบฟัเฟอร์ตวัพา ลด

ระยะทางระหวา่ง injection valve กบั detector เป็นต้น 

ส่วนประกอบของระบบ flow injection analysis 

สว่นประกอบพืน้ฐานของระบบ flow injection analysis ประกอบด้วยนํา้ยาท่ีใช้

ในการตรวจวดั (reagent reservoir), ป๊ัมตวัพาสารเข้าไปในระบบ (propelling unit), สว่นท่ีใช้ฉีด

ตวัอยา่ง (sample injection), สว่นท่ีใช้ผสมสารและเกิดปฏิกิริยา (mixing/reaction zone) และ

สว่นตดิตามการเกิดปฏิกิริยา (detector) ดงัแสดงในภาพท่ี 2.4 
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ภาพที่ 2.4 แสดงสว่นประกอบหลกัของระบบ flow injection analysis 

 

ป๊ัมท่ีใช้ในระบบ FIA มีหน้าท่ีพาบฟัเฟอร์ตวัพา นํา้ยาท่ีใช้ตรวจวดั และสารท่ี

ต้องการตรวจวดัเข้ามาในระบบท่ีอยูภ่ายในท่อขนาดเลก็อยา่งคงท่ี(79) จากนัน้สารตวัอยา่งจะถกู

พาไปยงัสว่นท่ีใช้ผสมสารก่อนจะเข้าไปยงัสว่น detector ป๊ัมมีหลายประเภท เช่น syringe pump, 

peristaltic pump, isocratic pump, vacuum pump เป็นต้น ป๊ัมท่ีนิยมใช้ในระบบ FIA คือ 

peristaltic pump ซึง่สามารถควบคมุอตัราการไหล (flow rate) ให้คงท่ีได้ตามต้องการ อตัราการ

ไหลท่ีใช้มีตัง้แต ่0.0005-40 mL/min แต ่peristaltic pump ยงัมีข้อจํากดัคือ การทํางานของป๊ัมจะ

ทํางานเป็นจงัหวะ ซึง่เม่ือใช้อตัราการไหลท่ีสงูขึน้จะทําให้สญัญาณการตรวจวดัเกิดการสัน่ ไมค่งท่ี 

สว่นท่ีใช้ฉีดตวัอยา่งเข้าไปในระบบ (sample injection) ซึง่สิง่ตวัอยา่งจะเข้าสู่

ระบบ FIA ได้โดยผา่นทาง injection valve สามารถฉีดสิง่ตวัอยา่งเข้าสูร่ะบบได้ตัง้แต ่ 5-200 μL 

ซึง่ขึน้อยูก่บัปริมาตรของ loop ท่ีกําหนดขึน้ การฉีดสารผา่น injection valve นีส้ามารถทําซํา้ได้ไม่

จํากดัจํานวนครัง้ จงึสามารถตรวจวดัสิง่ตวัอยา่งได้อยา่งตอ่เน่ือง 

สว่นท่ีใช้ในการตดิตามการเกิดปฏิกิริยา (detector) เม่ือสารท่ีต้องการตรวจวดั

ผสมกบันํา้ยาแล้วจะเกิดปฏิกิริยาทางเคมี สามารถตดิตามการเปล่ียนแปลงสญัญาณ (signal) 

ของปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้โดยการตดิตามการเกิดปฏิกิริยาแบบ real time หรือทําการหยดุป๊ัมเพ่ือเก็บ

สญัญาณท่ีเกิดขึน้ก็ได้ สามารถตดิตามการเกิดปฏิกิริยาได้หลายวิธี เช่น ใช้หลกัการเคมีไฟฟ้า 

(electrochemical detection), การวดัเชิงแสง (optical detection), การวดัการวาวแสงฟลอูอเรส

เซนท์ (fluorescent detection), ion-selective electrode, atomic absorption spectroscopy 

เป็นต้น 

ระบบ FIA มีข้อดีหลายประการ เช่น ทําการตรวจวดัสิง่ตวัอยา่งได้อยา่งตอ่เน่ือง 

(continuous monitoring) ประหยดัเวลาในการตรวจวดั มีความแมน่ยําสงู (precision) ทําซํา้แล้ว
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ให้ผลเหมือนเดมิ (reproducibility) ตรวจวดัสารได้ปริมาณมาก และลดการปนเปือ้นในการ

ตรวจวดั 

การนําระบบ FIA ไปใช้นัน้ นิยมนํามาหาปริมาณของสาร โดยการฉีดสาร

มาตรฐานท่ีทราบความเข้มข้นเข้าไปยงัระบบ แล้วนําคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่ง

สญัญาณท่ีตรวจวดัได้กบัความเข้มข้นของสาร ระบบ FIA นํามาประยกุต์ใช้ในการตรวจวดัสารได้

หลากหลาย เช่น ใช้ตรวจวดัสารในสิง่แวดล้อม (environmental) ตรวจวดัสารปนเปือ้นในอาหาร 

สารชีวภาพในสตัว์ และพืช การตรวจวดัทางเคมีของสารนํา้ชีวภาพในร่างกายมนษุย์ ตรวจวดั

ปริมาณแร่ธาต ุ ประยกุต์ใช้กบัอตุสาหกรรม และใช้ทดสอบผลติภณัฑ์ท่ีเก่ียวข้องกบัเภสชักรรม(78) 

จะเห็นได้วา่มีการนําระบบ FIA ไปใช้อยา่งกว้างขวาง รวมทัง้การตรวจวดัทางเคมีคลนิิก เช่น การ

ตรวจวดั Cl-, PO4
3-, total CO2, glucose, urea, ethanol(80) เป็นต้น ซึง่ข้อเดน่ของวิธีนีคื้อเป็นวธีิท่ี

สามารถตรวจวดัสารตวัอยา่งได้ปริมาณมากและรวดเร็ว (high throughput)  

 

2.8 ระบบของไหลจุลภาค (Microfluidic system) 

ระบบของไหลจลุภาค หรือ microfluidic system เป็นสาขาหนึง่ของฟิสกิส์ท่ี

ศกึษาการไหลของของไหลในระดบั microscale คือระบบท่ีของไหลมีการไหลภายในท่อขนาดเลก็

ท่ีมีขนาด 1 μm ถึง 1 mm นิยมนํามาประยกุต์ใช้ในการตรวจวดัสารทางเคมี และทางชีวภาพ หรือ

ท่ีเรียกวา่ lab-on-a-chip ซึง่มีการใช้ปริมาตรของของเหลวในการตรวจวดัลดลง พืน้ท่ีผิวตอ่

ปริมาตรของของเหลวมากกวา่ในระบบของไหลอ่ืนๆ ท่ีมีขนาดใหญ่ (macroscale) พืน้ท่ีผวิสมัผสั

ระหวา่งสารมากขึน้ การถ่ายเทความร้อนจงึทําได้รวดเร็วกวา่ วสัดท่ีุนิยมนํามาสร้างท่อขนาดเลก็นี ้

มีทัง้ โลหะ ซลิกิอน แก้ว และ พอลเิมอร์ เช่น พอลเิมททิลเมตตะอะคลเิลท 

(polymethylmethacrylate: PMMA), พอลไิดเมททิลไซลอกเซน (polydimethylsiloxane: PDMS) 

ซึง่นิยมใช้ PDMS มาสร้างทอ่ขนาดเลก็เพ่ือใช้ในการตรวจวดัสาร เน่ืองจากมีคณุสมบตัท่ีิเหมาะสม 

เช่น เป็นวสัดท่ีุมีความยืดหยุน่ โปร่งแสง สร้างได้ง่าย ราคาถกู  และสามารถใช้ในงานทางด้าน

ชีววทิยาได้  

การสร้างแม่แบบซลิิกอน เพ่ือนํามาใช้ในงานของไหลจุลภาค 

การสร้างแม่พมิพ์แผ่นซลิิกอน  

เทคนิคการฉายแสง (photolithography) เป็นเทคนิคการใช้แสงในการทํา

ลวดลายวงจรไฟฟ้าบนแผน่ซลิกิอน นิยมนํามาใช้ในการพิมพ์ลวดลายท่ีออกแบบไว้ลงบนแมแ่บบ

ซลิกิอน ซึง่ใช้เป็นแมแ่บบในการสร้าง PDMS microchip ในการสร้างแมพ่มิพ์แผน่ซลิกิอนจะใช้
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สารไวแสง ซึง่มี 2 ชนิดคือ แบบพอสสทีิฟ (positive photoresist) และแบบเนกกาทีฟ (negative 

photoresist) สารไวแสงแบบพอสสทีิฟ เม่ือโดนแสงโครงสร้างของบริเวณท่ีโดนแสงจะถกูทําลาย 

ทําให้สามารถละลายในนํา้ยาดีเวลลอป (photoresist developer) ได้ สว่นบริเวณท่ีไมโ่ดนแสงจะ

ไมล่ะลายในนํา้ยาดีเวลลอป สว่นสารไวแสงแบบเนกกาทีฟนัน้ เม่ือโดนแสงแล้วจะทําให้เกิดการ

สร้างโครงร่างตาขา่ยในบริเวณท่ีโดนแสงทําให้ไมล่ะลายในนํา้ยาดีเวลลอป แตส่ว่นท่ีไมโ่ดนแสงจะ

สามารถละลายได้ในนํา้ยาดีเวลลอป 

เทคนิคการหมนุเหว่ียง (spin coating) เป็นวิธีท่ีใช้ในการเคลือบสารไวแสงบน

แผน่ซลิกิอน ซึง่การเลือกใช้ความเร็วรอบในการหมนุเหว่ียง จะทําให้สารไวแสงท่ีเคลือบบนแผน่

ซลิกิอนมีความหนาตามต้องการ  

สารไวแสงท่ีนิยมนํามาใช้ในงานสร้างลวดลายบนแผน่ซลิกิอนคือ SU-8 (ภาพท่ี 

2.5) ซึง่เป็นสารโพลีเมอร์ท่ีมีความหนืด สามารถนํามาหมนุเหว่ียงเพ่ือเคลือบบนผิวซลิกิอนให้มี

ความหนาตัง้แต ่1 μm ถึง 2 mm เม่ือทําการฉายแสงลงบน SU-8 จะเกิดการสร้างโครงร่างตาขา่ย

ขึน้ เกิดเป็นลวดลายตามท่ีต้องการ ซึง่เป็นสารปัจจบุนันิยมนํามาใช้ในการสร้างลวดลายบนแผ่น

ซลิกิอนเพ่ือใช้ในงานของไหลจลุภาค เน่ืองจากมีคณุสมบตัท่ีิเข้ากนัได้กบัสารชีวภาพ 

 

 

 

 
 

 

ภาพที่ 2.5 โครงสร้างทางเคมีของ SU-8 (negative photoresist) 

 

หลักการในการสร้างแม่แบบซลิิกอนและ PDMS microchip 

ขัน้ตอนการสร้างแมแ่บบซลิกิอน ดงัแสดงในภาพท่ี 2.7 ทําได้โดยเคลือบ

สารไวแสง SU-8 (negative photoresis) บนผิวของซลิกิอนโดยใช้การหมนุเหว่ียง (spin coating)  

ขัน้ตอนตอ่มานํา transparency film ท่ีมีลวดลายท่ีได้ออกแบบไว้ วางลงบนแผน่ซลิกิอนท่ีเคลอืบ

ด้วยนํา้ยาไวแสง แล้วทําการฉายแสงลงบนแมแ่บบซลิกิอน บริเวณท่ีโดนแสงจะเกิดการสร้างโครง
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ร่างตาขา่ย เม่ือล้างด้วยล้างนํา้ยาดีเวลลอปแล้วจะไมห่ลดุออกจากแผน่ซลิกิอน สว่นบริเวณท่ีไม่

โดนแสงจะถกูล้างด้วยนํา้ยาดีเวลลอป ทําให้หลดุออกไป เหลือแตบ่ริเวณท่ีโดนแสงเท่านัน้ จงึเกิด

ลวดลายบนแผน่ซลิกิอน ซึง่มีขนาดเลก็ในระดบัไมโครเมตร 
 
Poly(dimethylsiloxane) (PDMS)   

Poly(dimethylsiloxane) (PDMS) มีโครงสร้างดงัแสดงในภาพท่ี 2.6 เป็นโพลี

เมอร์ท่ีมีคณุสมบตัเิหมาะสมในการนํามาใช้ในระบบของไหลจลุภาค (microfluidic system) (81, 82) 

เน่ืองจากมีความโปร่งใส ยืดหยุน่ สามารถตอ่เข้ากบัอปุกรณ์ขนาดเลก็ท่ีใช้ในงานด้านของไหล

จลุภาค เช่น microvalves และ micropumps ได้ ไมทํ่าปฏิกิริยากบัสารท่ีต้องการตรวจวดั 

สามารถหลอ่ขึน้รูปได้ง่ายตามความต้องการ มีราคาไมแ่พง ทนตอ่อณุหภมูิสงู (~186 ̊C)(83) และ

นิยมนํามาใช้ในงาน ด้าน lab-on-a-chip  
 

 

ภาพที่ 2.6 โครงสร้างของ  Poly(dimethylsiloxane) ซึง่เป็นโพลีเมอร์ท่ีนิยมนํามาใช้ในงาน lab-

on-a-chip 

เม่ือทําการเท PDMS ลงบนแผน่ซลิกิอนท่ีมีลวดลายตามท่ีออกแบบไว้นัน้ PDMS 

ซึง่มีคณุสมบตัเิป็นของเหลว เม่ือผสมกบันํา้ยา curing และนําไปวางไว้ท่ีอณุหภมูิสงู จะทําให้ 

PDMS เกิดการแข็งตวั เม่ือลอกออกจากแมแ่บบซลิกิอน จะมีลวดลายเหมือนแมแ่บบซลิกิอน ซึง่

สามารถนํามาใช้ในงานของไหลจลุภาคหรือ lab-on-a-chip ได้ 
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ภาพที่ 2.7 แสดงหลกัการในการสร้างแมแ่บบซลิกิอนและการหลอ่ PDMS เพ่ือใช้ในงานของไหล

จลุภาค (A) เคลือบผิวซลิกิอนด้วย SU-8 และวาง transparency film ลงบนผิวของซลิกิอนท่ี

เคลือบ SU-8 แล้ว (B) ฉายแสงลงบนผิวของซลิกิอนเพ่ือให้เกิดลวดลายในบริเวณท่ีโดนแสง (C) 

เม่ือล้างด้วยนํา้ยาดีเวลลอป บริเวณท่ีไมโ่ดนแสงจะถกูล้างออกไป เหลือแตบ่ริเวณท่ีโดนแสง (D) 

เท PDMS ลงไปบนแมแ่บบซลิกิอน (E) เม่ือลอก PDMS ออกจากแมแ่บบซลิกิอน จะได้ลวดลาย

บน PDMS ตามท่ีออกแบบไว้ 

 

 

 

A 

B 

C 

D 

E 
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การปรับปรุงพืน้ผิวของ PDMS ด้วยการทาํ oxygen plasma treatment 

เน่ืองจาก PDMS มีคณุสมบตัิท่ีไม่ชอบนํา้ (Hydrophobicity) ซึง่มีผลทําให้ไม่

เหมาะสมในการนําไปประยุกต์ใช้งาน เช่น ทําให้มีการดูดซับสารทดลองอย่างไม่จําเพาะ ลด

ประสิทธิภาพการไหลของสาร เป็นต้น ในปัจจบุนัได้มีรายงานวิธีท่ีจะปรับปรุงผิวของพีดีเอ็มเอส 

หลากหลายวิธี เช่น การปรับปรุงผิวด้วยพลาสมา การฉายแสงยวีู การเคลือบผิวพีดีเอ็มเอสด้วย

สารอ่ืน เป็นต้น โดยวิธีง่ายๆท่ีนิยมใช้กนัอย่างกว้างขวางคือ การปรับปรุงผิวด้วยพลาสมาของอ็อก

ซเิจน (Oxygen plasma treatment) ซึง่ผลของการทํา oxygen plasma treatment จะทําให้ขจดั

สิ่งสกปรกท่ีพืน้ผิวของ PDMS โดยกําจดัสารท่ีอยู่บนพืน้ผิวโดยการเผาด้วยพลาสมา ทําให้เกิด

โครงร่างตาข่าย (cross link) ท่ีพืน้ผิวเพ่ือเพิ่มความแข็งแรงของพืน้ผิว และเป็นการเปล่ียนแปลง

ทางเคมีท่ีพืน้ผิวจากหมู่ Si-CH3 เป็น SiOH หรือท่ีเรียกว่า หมู่ silanol(84) เพ่ือปรับปรุงปฏิกิริยาทาง

เคมีและทางกายภาพท่ีบริเวณรอยตอ่ของพืน้ผิวเม่ือนํา PDMS มาประกบกนัจะติดกนัด้วยพนัธะ

โควาเลนท์ ดงัแสดงในภาพท่ี 2.8 

 

 

 
ภาพที่ 2.8 การปรับปรุงพืน้ผิวของ PDMS โดยการทํา oxygen plasma treatment 
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การไหลของของไหลในระบบของไหลจุลภาค  

การจดัแบง่ระบบการไหลวา่เป็น macroscale หรือ microscale นัน้ จะใช้เกณฑ์

วดัจากเลขเรย์โนลดส์ (Reynolds number) ซึง่เป็นตวัเลขท่ีแสดงอตัราสว่นระหวา่งแรงเฉ่ือย 

(inertial forces) กบัแรงหนืด (viscous forces) ของของเหลวภายในท่อ เลขเรย์โนลดส์เป็นตวัชีว้ดั

วา่การไหลภายในท่อจะเป็นแบบระนาบเดียว (larminar flow) หรือแบบป่ันป่วน (turbulent flow) 

ท่อท่ีมีขนาดเลก็ จะมีเลขเรย์โนลดส์น้อย สว่นท่อท่ีมีขนาดใหญ่ขึน้ จะมีเลขเรย์โนลดส์เพิ่มขึน้ ถ้า

เลขเรย์โนลดส์มีคา่น้อยกวา่ 100 จะเป็นการไหลในระบบ microfluidic การไหลของของเหลว

ภายในท่อมกัเป็นแบบ larminar flow(85) เน่ืองจาก larminar flow เป็นการไหลของของเหลวสอง

สายท่ีไหลขนานกนั การผสมจงึเป็นแบบการแพร่(86) โดยสารท่ีมีความเข้มข้นมากกวา่จะแพร่เข้าหา

สารท่ีมีความเข้มข้นน้อยกวา่ จนกระทัง่สารทัง้สองเข้ากนัเป็นเนือ้เดียว  

การไหลของของไหลใน macroscale จะใช้การไหลแบบ turbulent flow(85, 87) ซึง่

สามารถผสมสารได้รวดเร็วเน่ืองจากเป็นการไหลแบบมีการหมนุวน มีจดุท่ีกระแสการไหลของทัง้

สองสายมาบรรจบกนั ทิศทางการไหลจะตัง้ฉากกบัผนงัท่อ ไมไ่ด้ไหลแบบขนานเหมือน larminar 

flow ดงันัน้จงึทําให้ประสทิธิภาพการผสมและการถ่ายเทความร้อนดียิ่งขึน้ การไหลแบบนีไ้ม่

สามารถใช้ในระบบ microfluidic ได้ ซึง่การไหลแบบ turbulent flow จะมีเลขเรย์โนลดส์ มากกวา่ 

2,000 ขึน้ไป  

การผสมท่ีมีประสทิธิภาพและรวดเร็วมีความสําคญัอยา่งยิง่ในระบบ microfluidic 

เน่ืองจากปฏิกิริยาเคมีจะเกิดขึน้ดีหรือไม ่ ขึน้อยูก่บัการผสมสารทัง้สองจนเป็นเนือ้เดียวกนัได้ดี

เพียงใด และการผสมสารท่ีดีจะเป็นการเพิ่มความไวในการตรวจวดัอีกด้วย แตก่ารผสมสารภายใน

ท่อท่ีมีขนาดเลก็ของระบบ microfluidic นัน้ทําได้ยากกวา่ในระบบ macroscale เน่ืองจากการไหล

ของของไหลในระบบ microfluidic การผสมสารเกิดจากการแพร่ซึง่เกิดขึน้ช้า มีความเร็วไมพ่อ 

ดงันัน้จงึต้องมีการพฒันาสว่นช่วยให้มีการผสมสารภายในท่อของระบบ microfluidic ได้เกิดดี

ยิ่งขึน้  

การผสมของสารภายในท่อขนาดเล็ก 

การผสมสารภายในท่อขนาดเลก็มีความสาํคญัสําหรับการนํามาใช้ในการ

ตรวจวดัสารทางเคมีและชีวภาพ เพ่ือให้เกิดปฏิกิริยาได้ดียิ่งขึน้ จงึมีการคดิค้นสิง่ท่ีช่วยผสมภายใน

ท่อขนาดเลก็ หรือเรียกวา่ micromixer(88) โดยแบง่เป็น active micromixer และ passive 

micromixer  
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การผสมของสาร แบบ passive micromixer 

เป็นการผสมสารแบบไมต้่องการแรงจากภายนอกระบบ การไหลแบบ larminar 

flow ซึง่มีการผสมโดยใช้การแพร่นัน้ ต้องใช้ระยะเวลานานและใช้ระยะทางมากเพ่ือให้สารผสม

เป็นเนือ้เดียวกนั การใช้ passive micromixer มาชว่ยในการผสมในการไหลแบบ larminar นัน้ จะ

ช่วยเพิ่มพืน้ท่ีผิวสมัผสัของสารทัง้สอง ทําให้ลดระยะทางในการแพร่ลง เกิดการแพร่ดีขึน้และ

รวดเร็วขึน้(89) สารสร้าง passive micromixer ทําได้โดยการทําให้เกิดร่องหรือการสร้างสิง่กีดขวาง

ขึน้มาภายในท่อ หรือออกแบบให้ท่อมีความซบัซ้อนมากขึน้ เพ่ือให้เกิดการไหลแบบไมเ่ป็นระเบียบ 

(chaotic flow)(90)  ซึง่จะช่วยให้สารผสมกนัดียิ่งขึน้ มีรายงานวา่การสร้างร่องภายในท่อรูปตวัวี (V 

shape) หรือท่ีเรียกวา่ staggered herringbone groove(91) ซึง่มีลกัษณะคล้ายหวัลกูศรนัน้ 

สามารถใช้ในการเพิม่ประสทิธิภาพในการผสมสารภายในท่อขนาดเลก็ได้ดี นอกจากนีมี้การศกึษา 

ถึงการสร้างสิง่กีดขวางภายในท่อขนาดเลก็ท่ีเรียกวา่ staggered oriented ridges(92) โดยมี

ลกัษณะเป็นสนันนูขึน้มาเป็นคู่ๆ  อยูช่ัน้บนและลา่งของท่อ ผลการศกึษาพบวา่สิง่กีดขวางภายใน

ท่อท่ีสร้างขึน้มานีป้ระสทิธิภาพในการผสมสารอยา่งมาก โดยสามารถทําให้เกิดการไหลแบบไม่

เป็นระเบียบและเพิ่มความเร็วในการผสมของสารได้ดี หรือการสร้างสิง่กีดขวางภายในท่อรูปตวัเจ 

(J-shaped baffles)(93) ทําให้เปอร์เซนต์ในการผสมสารเพิ่มขึน้ได้ตามจํานวนสิง่กีดขวางและเลข

เรย์โนลดส์ท่ีเพิ่มขึน้ โดยทําการศกึษาในทอ่ท่ีมีเลขเรย์โนลดส์ในช่วง 50-350 ซึง่พบวา่สามารถผสม

สารได้ดีกวา่ทอ่ท่ีไมมี่สิง่กีดขวางถึง 50 เปอร์เซนต์  

การผสมของสารแบบ active micromixer 

การผสมสารของ active micromixer เป็นการใช้แรงจากภายนอกเข้ามาช่วยทํา

ให้สารผสมกนัได้ดียิ่งขึน้ เช่น การใช้แรงดนัเข้ามาช่วยในการผสม โดยใช้ป๊ัมท่ีมีขนาดเลก็(94)
  การ

ใช้แรงดนั electro-hydrodynamic(95) การใช้แรงดนั electrokinetic(96) ช่วยในการผสมสาร เป็นต้น 

ซึง่เป็นวิธีท่ียุง่ยาก และมีราคาแพง เม่ือเปรียบเทียบกบัวธีิ passive micromixer 

ระบบของไหลจลุภาคมีข้อดีหลายประการ เช่น ลดปริมาณนํา้ยาท่ีใช้ตรวจวดั

สารเคมีและสารชีวภาพ มีการใช้สารปริมาณน้อยลงและลดความเข้มข้นของสารท่ีใช้ในการ

ตรวจวดั เน่ืองจากมีความไวเพิ่มขึน้ ลดคา่ใช้จ่ายในการตรวจวดัลง ลดปริมาณของเสีย (waste) ท่ี

เกิดจากการตรวจวดั ใช้เวลาในการตรวจวดัน้อยลง เน่ืองจากท่อมีขนาดเลก็ โมเลกลุของสารใกล้

กนัมาก จงึทําให้เกิดปฏิกิริยาเร็วขึน้ สามารถควบคมุปัจจยัในการเกิดปฏิกิริยาเคมีได้ ลดการ

สมัผสักบัสารพิษหรือสารท่ีเป็นอนัตรายตอ่ร่างกาย เและเป็นระบบท่ีสามารถพกพาได้ เน่ืองจาก

สว่นประกอบท่ีใช้ในระบบของไหลจลุภาคมีขนาดเลก็ 
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ระบบของไหลจลุภาค จงึเป็นระบบท่ีมีศกัยภาพอยา่งมากในอนาคต ท่ีจะใช้เป็น

เคร่ืองมือในการพฒันาระบบการตรวจวดัท่ีมีต้นทนุต่ํา ลดคา่ใช้จ่าย ซึง่ทําให้สามารถสร้าง

เคร่ืองมือวดั หรือตรวจสอบทางเคมี และทางชีวภาพ ท่ีมีความทนัสมยั และมีประสทิธิภาพมากขึน้ 

และท่ีสําคญั ระบบของไหลจลุภาคมีความเป็นไปได้สงูท่ีจะพฒันาเป็นเคร่ืองตรวจวดัแบบพกพา 

(portable) สําหรับการใช้งานในภาคสนามได้อยา่งมีประสทิธิภาพ ซึง่จะเป็นประโยชน์ตอ่การ

พฒันาวธีิการตรวจวดัในรูปแบบ Point of care testing(97)  ตอ่ไปในอนาคต  

การนําระบบของไหลจุลภาคไปใช้ประโยชน์ 

มีการนําระบบของไหลจลุภาคไปใช้อยา่งกว้างขวาง เชน่ นําไปใช้ในงาน drug 

discovery และ drug screening เช่น ใช้ในการศกึษาการแสดงออกของเซลล์ โดยทําการ

เพาะเลีย้งเซลล์หรือเนือ้เย่ือบนชิป แทนการทดลองกบัสตัว์ทดลอง(98) ทําให้ลดเวลาและคา่ใช้จ่าย

ในการทดลอง การนําระบบของไหลจลุภาคไปใช้ในการเพิ่มจํานวน DNA โดยการทํา polymerase 

chain reaction (PCR) และสามารถแยกแถบผลติภนัฑ์ (PCR product) ท่ีเกิดขึน้ได้ภายในชิป

เดียวกนั จงึทําให้ประหยดัเวลาในการทดสอบ(99, 100), การหาลําดบัเบสของ DNA (DNA 

sequencing)(101),  การตรวจวดัทางอิมมโูนวิทยา (immunoassay)(102), การตรวจวดัสารโดยใช้

เอนไซม์ (enzymatic assay)(103), การนบัจํานวนเซลล์ แยกชนิดของเซลล์ และการเพาะเลีย้งเซลล์ 

(cell counting, cell sorting and cell culture)(104)และใช้ในการศกึษาโปรตีน (proteomics)(105) 

และการแสดงออกของโปรตีนท่ีผิดปกติ(106) ระบบของไหลจลุภาคเป็นท่ีสนใจของหลายๆ กลุม่ เช่น 

นกัวทิยาศาสตร์ ภาคอตุสาหกรรม เภสชักรรม และการแพทย์ เป็นต้น  

 

2.9 ห้องปฏบิัตกิารบนชปิ (Lab-on-a-chip) 

Lab-on-a-chip คือการยอ่สว่นการตรวจวดัสารชีวภาพจากระบบท่ีมีขนาดใหญ่

ให้มีขนาดเลก็ลงในระดบัไมโครเมตร การยอ่สว่นของห้องปฏิบตักิารให้มีขนาดเลก็ลง ทําให้มีข้อดี

หลายประการ เช่น การยอ่สว่นเคร่ืองมือท่ีมีขนาดใหญ่ให้เลก็ลงสามารถรวมอปุกรณ์หลาย ๆ ชิน้

ให้อยูภ่ายในชิปเพียงอนัเดียว ทําให้สามารถพกพาได้ จงึพฒันาเป็น Point-of-care testing ท่ี

สามารถตรวจวดัได้ทนัทีท่ีผู้ ป่วยมีอาการ  ใช้เวลาในการตรวจวดัน้อยลง เน่ืองจากชิปมีขนาดเลก็ 

ผิวสมัผสัระหวา่งสารมีมากขึน้ ปฏิกิริยาจงึเกิดได้ดีขึน้ ลดขัน้ตอนในการเตรียมตวัอยา่งสารท่ีจะ

นํามาตรวจวดั เช่นการป่ันตกตะกอน หรือการแยกสารออกจากกนั สามารถรวมขัน้ตอนการ

ตรวจวดัเข้าไว้ด้วยกนัตัง้แตข่ัน้ตอนก่อนการตรวจวดั (pre analysis) และขัน้ตอนการตรวจวดั 

(analysis) เน่ืองจากสามารถออกแบบให้มีสว่นท่ีใช้แยกสาร สว่นท่ีใช้ในการผสมสาร และสว่นท่ีใช้
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ตรวจวดัปฏิกิริยาให้อยูภ่ายในชิปเดียวได้ ลดปริมาณสารท่ีต้องการตรวจวดัและนํา้ยาท่ีใช้ในการ

ตรวจวดั สามารถตรวจวดัหลายๆ ตวัอยา่งได้พร้อมๆ กนั นอกจากนีย้งัลดการปนเปือ้นจากขัน้ตอน

การตรวจวดัโดยใช้วิธี manual(107)  

ในปัจจบุนัมีความก้าวหน้าทางเทคโนโลยีเป็นอยา่งมาก มีการพฒันาระบบของ

ไหลจลุภาค (Microfluidic system) ร่วมกบัการวจิยัสร้างห้องปฏิบตักิารบนชิป (Lab-on-a-chip: 

LOC) หรือการวิเคราะห์แบบ micrototal analysis system (μTAS)(108) ซึง่ระบบดงักลา่วมีมีขนาด

เลก็ ใช้นํา้ยาและสารเคมีปริมาณน้อย สะดวก รวดเร็ว และสามารถออกแบบให้ตรวจสารหลาย

ชนิดได้พร้อมกนั ทําให้เปล่ียนการตรวจวดัท่ีต้องทําภายในห้องปฏิบตักิารทางการแพทย์ซึง่ต้องใช้

เคร่ืองมือขนาดใหญ่ ใช้นํา้ยาในการตรวจวดัปริมาณมากและต้องอาศยัผู้ ท่ีมีความชํานาญในการ

ใช้เคร่ืองมือเป็นผู้ทดสอบ มาเป็นการตรวจวดัท่ีใกล้มือแพทย์ ใช้นํา้ยาในการตรวจวดัน้อย และไม่

จําเป็นต้องใช้ผู้ ท่ีมีความชํานาญในการใช้เคร่ืองมือ หรือท่ีเรียกวา่ Point-of-care testing วิธีนี ้

สามารถลดขัน้ตอนท่ียุง่ยากให้รวมอยูใ่นขัน้ตอนเดียวในระบบท่ีสามารถพกพาได้ จงึไมจํ่าเป็นต้อง

อาศยัผู้ ชํานาญการ ในขณะเดียวกนัวธีินีย้งัเป็นวิธีท่ีมีราคาถกู เพราะใช้นํา้ยาปริมาณน้อย ลด

ระยะเวลาในการตรวจวดั สามารถทราบผลการตรวจวดัได้ทนัที ลดปริมาณสิง่ตวัอยา่งท่ีจะใช้ใน

การตรวจวดัทําให้ผู้ ป่วยเจ็บตวัน้อยลง เน่ืองจากเคร่ืองมือท่ีมีขนาดเลก็ จะใช้สิง่ตวัอยา่งน้อยมาก

ในระดบัไมโครลติร หรือใช้เลือดเพียงแคห่ยดเดียวก็สามารถทํานายความผิดปกตท่ีิเกิดขึน้กบั

ผู้ ป่วยได้ จงึเป็นวิธีท่ีรวดเร็วและมีประสทิธิภาพในการวินิจฉยัโรค และการตรวจตดิตามอาการของ

โรค 

ห้องปฏิบตักิารบนชิปสามารถนํามาประยกุต์ใช้ในการวนิิจฉยัโรคได้มากมาย เช่น 

ประยกุต์ใช้กบัการตรวจวดัในระดบัโมเลกลุ (Molecular diagnostics) ท่ีใช้ทดสอบโรคท่ีมีความ

ผิดปกตทิางพนัธุกรรม ซึง่ใช้หาความผิดปกตท่ีิเกิดขึน้กบั DNA หรือ RNA การประยกุต์

ห้องปฏิบตักิารบนชิปเพ่ือใช้ทดสอบตวับง่ชีโ้รคหวัใจ (cardiac marker)(109) หรือโรคเบาหวานโดย

การตรวจวดัระดบันํา้ตาลในเลือด(110) ซึง่วิธีนีค้นไข้สามารถทําการตรวจตดิตามการพฒันาของโรค

ได้ด้วยตนเองท่ีบ้านโดยไมต้่องมาพบแพทย์ การใช้ห้องปฏิบตักิารบนชิปในการตรวจวดัระดบั

สารพิษในร่างกาย นอกจากนีย้งัสามารถใช้ในคดีอาชญากรรม เช่น การตรวจสารเสพตดิ การ

ตรวจหาเชือ้อสจิุในคดีขม่ขืน(111) เป็นต้น 
 

2.10 Optical detection and Fiber optic spectrometer 

Fiber optic spectrometer คือเคร่ืองมือท่ีใช้วดัความเข้มของแสงในช่วง UV, 

visible และ infrared ซึง่สามารถใช้วดัความเข้มของสีหรือความเข้มข้นของสารท่ีเกิดจากปฏิกิริยา
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ทางเคมีได้ การพฒันา fiber optic มาใช้กบังานทางด้านวิทยาศาสตร์นัน้ทําให้การตรวจวดัสารทํา

ได้ง่ายยิง่ขึน้ สามารถตรวจวดัแบบ real time เป็นเทคโนโลยีท่ีมีราคาถกู สามารถประยกุต์ใช้ได้กบั

งานด้านสิง่แวดล้อม อตุสาหกรรม การตรวจสอบอาหาร และงานด้านการแพทย์ การประยกุต์ใช้ 

fiber optic กบังานด้าน biosensor ได้พฒันาอยา่งตอ่เน่ือง ซึง่สามารถใช้ fiber optic เป็น

เคร่ืองมือในการตรวจวดัสารได้หลากหลาย โดยสามารถนําไปใช้กบัเอนไซม์ แอนติบอดี เซลล์ กรด

นิวคลีอิค และสารชีวโมเลกลุได้  

Fiber optic biosensor สามารถประยกุต์เข้ากบัการวดัเชิงแสงได้หลายวธีิ เช่น 

การวดัการดดูกลืนแสง (absorption), การวดัการวาวแสงฟลอูอเรสเซนท์ (fluorescence), 

phosphorescence, Raman, surface Plasmon resonance (SPR) เป็นต้น ในท่ีนีจ้ะกลา่วถึง

การวดัการดดูกลืนแสง หรือ absorption detection 

 

การวัดการดดูกลืนแสง (absorption detection) 

การวดัการดดูกลืนแสง (absorption detection) เป็นการวดัความเข้มของแสงท่ี

ผา่นสิง่ตวัอยา่งท่ีต้องการตรวจวดั สารชนิดหนึง่ๆ จะมีความสามารถในการดดูกลืนแสงท่ีความ

ยาวคล่ืนตา่งกนั สารท่ีดดูกลืนแสงได้มาก จะมีแสงสอ่งผา่นออกมาน้อย  

 

 
 
ภาพที่ 2.9 แสดงการดดูกลืนแสงของสารละลาย แสงสง่ผา่นไปยงัสารละลายจะมีความเข้มแสง

หนึง่ เม่ือถกูดดูกลืนแสงด้วยสารละลาย แสงท่ีปลอ่ยออกมา จะมีความเข้มแสงลดลง 

 

การดดูกลืนแสงของสารจะเป็นไปตามกฏของเบียร์ (Beer’s law) คือปริมาณของ

แสงท่ีถกูดดูกลืนนัน้ จะแปรผนัโดยตรงกบัความเข้มข้นของสารละลาย  

A = abc 

A คือ คา่การดดูกลืนแสงของสาร (absorbance) 

a คือ คา่คงท่ีการดดูกลืนแสงของสาร (absorptivity coefficient) 

b คือ ระยะแสงผา่น (cm) 

c คือ ความเข้มข้นของสารละลาย (concentration) 
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ความสมัพนัธ์ของการดดูกลืนแสงกบัความเข้มข้นของสาร ท่ีเป็นไปตามกฏของ

เบียร์นัน้ เป็นความสมัพนัธ์ในเชิงสมการเส้นตรง โดยนําคา่ความเข้มข้นมา plot กราฟในแกน x 

และนําคา่การดดูกลืนแสงมา plot กราฟในแกน y จะได้กราฟมาตรฐาน หรือ standard curve 

สามารถใช้สมการท่ีได้จากการสร้างกราฟมาตรฐานมาหาคา่ความเข้มข้นของสิง่ตวัอยา่งท่ีต้องการ

ตรวจวดัได้ 

ปัจจัยที่มีผลต่อการวัดการดดูกลืนแสง  

1.การเลือกใช้ความยาวคล่ืนในการตรวจวดั ควรเลือกความยาวคล่ืนท่ีสารนัน้

ดดูกลืนแสงได้มากท่ีสดุ  

2.ความเข้มข้นของสารละลาย หากใช้ความเข้มข้นของสารละลายน้อยเกินไป จะ

ทําให้ไมส่ามารถตรวจวดัปฏิกิริยาได้ แตห่ากความเข้มข้นมากเกินไป การดดูกลืนแสงจะไมเ่ป็นไป

ตามกฏของเบียร์ เน่ืองจากโมเลกลุของสารไมเ่ป็นอิสระ อาจทําปฏิกิริยากนั เกิดการชนกนั ทําให้

เบ่ียงเบนการหกัเหของสารละลาย 

3.การเลือกใช้คา่การดดูกลืนแสงท่ีเหมาะสม นิยมวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ีท่ีอยู่

ในช่วง 0.2-0.8 เน่ืองจากเป็นช่วงท่ีนา่เช่ือถือเพราะมีความคลาดเคลื่อนน้อย หากเลือกช่วงการ

ดดูกลืนแสงน้อยหรือมากเกินไป จะทําให้มีคา่ความคลาดเคล่ือนสงูขึน้ ทําให้ผลการตรวจวดัไม่

น่าเช่ือถือ 

4.ตวัทําละลายหรือบฟัเฟอร์ท่ีใช้เป็นตวักลางในการตรวจวดั สารท่ีจะนํามา

ตรวจวดัต้องอยูใ่นรูปสารละลาย ตวัทําละลายท่ีเหมาะสมต้องไมด่ดูกลืนแสงในช่วงท่ีต้องการ

ตรวจวดั และไมทํ่าปฏิกิริยากบัสารท่ีต้องการตรวจวดั 

5.ระยะแสงผา่น จากสตูร A = abc จะเห็นวา่ ระยะแสงผา่นมากขึน้ จะทําให้คา่

การดดูกลืนแสงเพิ่มขึน้ด้วย การเพิ่มระยะแสงผา่นเป็นการเพิ่มความไวในการตรวจวดั 

6.อณุหภมูิท่ีใช้ในการตรวจวดั อณุหภมูมีิผลตอ่การเกิดปฏิกิริยาของสารท่ีนํามา

ตรวจวดั การควบคมุอณุหภมูิให้คงท่ีตลอดระยะเวลาในการตรวจวดัจะทําให้ปฏิกิริยาเกิดคงท่ี

สม่ําเสมอ และควรเลือกใช้อณุหภมูิให้เหมาะสมกบัแตล่ะปฏิกิริยา เช่น เอนไซม์ และ แอนตบิอดี 

จะเกิดปฏิกิริยาดีท่ีสดุในช่วงอณุหภมูิ 30-37 °C เป็นต้น 
 

หลักการของ Fiber optic 

Fiber optic เป็นสว่นท่ีใช้นําแสงจาก light source ไปยงัสว่น detector  (ภาพท่ี 

2.10) ประกอบด้วยสว่นแกนกลาง เรียกวา่ core และสว่นท่ีทําหน้าทีห่อหุ่ม เรียกวา่ cladding ซึง่

ในสว่น core จะมีคา่ดชันีหกัเหของแสง (refractive index) มากกวา่สว่น cladding เม่ือแสงตก
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กระทบตวักลางทัง้สองท่ีมีคา่ดชันีหกัเหของแสงแตกตา่งกนั และมมุตกกระทบมากกวา่มมุวิกฤติ 

จะเกิดการสะท้อนกลบัหมด (total internal reflection: TIR) ดงันัน้ลําแสงท่ีผา่นไปในแกน จะถกู

ขงัหรือเคลื่อนท่ีไปตาม Fiber optic ด้วยขบวนการสะท้อนกลบัหมดภายใน โดยมีการสญูเสีย

พลงังานไปกบัสิง่แวดล้อมน้อยมาก ถดัออกมาด้านนอกซึง่ตอ่จาก Cladding เป็นสว่นท่ีใช้ป้องกนั

แสงจากภายนอกไมใ่ห้เข้ามาท่ีเส้น Fiber optic และป้องกนัมิให้แสงจากท่อ Fiber optic ออกไปสู่

ภายนอก นอกจากนีย้งัช่วยเพ่ิมความแข็งแรงให้กบัเส้น fiber optic อีกด้วย fiber optic สามารถ

ผลติจากพลาสตกิ แก้ว หรือ ซลิเิกต ก็ได้ สําหรับการนํา fiber optic มาใช้ในงาน spectrometer 

จะใช้ fused silica (amorphous SiO2) ซึง่มีคณุภาพสงูมาผลติเป็นเส้นใยแก้วนําแสง ซึง่ระบบ

ตรวจวดั (detector) เหมือนเคร่ืองสเปคโตโฟโตมิเตอร์ทัว่ไป  

 

 

 

 
         

 

 

 

ภาพจาก http://en.wikipedia.org/wiki/File:Singlemode_fibre_structure.svg 

 

ภาพที่ 2.10 (A) แสดงสว่นประกอบของ fiber optic ซึง่ประกอบด้วยแกนกลางท่ีทําหน้าท่ีนําแสง 

(core), สว่นหอ่หุ้มแกนกลาง (cladding), สว่นรับแรงปะทะ (buffer) และ สว่นท่ีห่อหุ้มอยูช่ัน้นอก

สดุ (jacket) (B) แสดงภาพสาย fiber optic ท่ีพร้อมใช้งาน โดยจะมี probe อยูป่ลายสายทัง้สอง

ด้าน 

 

Detector เป็นสว่นท่ีตอ่เข้ากบั fiber optic เพ่ือรับสญัญาณท่ีเกิดขึน้ การวดัการ

ดดูกลืนแสงในช่วง UV-Visible ท่ีมีช่วงความยาวคล่ืนตัง้แต ่200-800 nm นัน้ detector ท่ีใช้สว่น

ใหญ่มี 3 ประเภทด้วยกนั คือ photomultiplier tubes (PMT), charge coupled devices (CCD) 

และ photodiodes  

การทํางานของ Photomultiplier tubes detector คือ เปล่ียนสญัญาณแสงให้เป็น 

electron ทําให้เกิดความตา่งศกัย์ และแสดงสญัญาณแบบ analog-to-digital (A/D) หลกัการคือ

ขัว้ลบของ PMT จะดดูกลืนแสงท่ีสอ่งมากระทบและปลอ่ย electron ออกมาเป็นสดัสว่นกบัแสงท่ี

B A 
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ได้รับ ซึง่ electron ท่ีปลอ่ยออกมาจะไปชนกบัโลหะท่ีไวตอ่แสงแล้วปลอ่ย electron ออกมาเพิ่มขึน้

เร่ือยๆ เป็นขัน้ๆ โดย  electron แตล่ะตวัจากขัน้ท่ี 1 จะทําให้เกิด electron เพิ่มอีก 2-4 ตวัในขัน้ท่ี 

2 และเป็นลกัษณะเช่นนีใ้นขัน้ตอ่ไป การเพิ่มจํานวน electron เป็นการขยายสญัญาณท่ีเกิดขึน้ ทํา

ให้เคร่ืองมีความไวสงู แตมี่ราคาแพง 

Photodiode มีสว่นท่ีเรียกวา่ PN-junction diode ซึง่ทําหน้าท่ีผลติกระแสไฟซึง่

เป็นสดัสว่นโดยตรงกบัปริมาณแสงท่ีดดูกลืนเข้าไป photodiode ไมมี่ตวัขยายสญัญาณ จงึมีความ

ไวน้อยกวา่ PMT แตมี่ข้อดีคือให้ช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดัท่ีดี 

Charge coupled devices (CCD) เป็น detector พืน้ฐานท่ีใช้ในการตรวจวดัการ

ดดูกลืนแสงในช่วง UV-VIS เพราะใช้ได้กบัความยาวคล่ืนในช่วง 190-900 nm ทําหน้าท่ีเปล่ียน

สญัญาณแสงเป็นสญัญาณ analog สง่เข้าสูว่งจรเปลี่ยนคา่ analog เป็นสญัญาณ digital 

หลกัการคือ สว่นท่ีเป็น sensor คือแผน่ซลิกิอนท่ีมีลกัษณะเป็นช่องเลก็ๆ หลายๆ ช่อง (multi-

channel silicon array) จะทําหน้าท่ีรับแสง เม่ือแสงมากระทบกบัแผน่ซลิกิอน จะทําให้เกิด 

electron ปริมาณเทา่กบัแสงท่ีดดูกลืนเข้าไป electron ทีเกิดขึน้จะถกูเปล่ียนเป็นสญัญาณ 

analog-to-digital (A/D) ข้อดีของ CCD คือมีขนาดเลก็ และราคาถกู 
 

การนําไปใช้ประโยชน์ 

การพฒันางานทางด้าน biosensor ต้องการความง่าย รวดเร็ว สามารถตรวจ

ตดิตามได้อยา่งตอ่เน่ือง (continuous in-situ monitoring techniques) การนํา fiber optic 

spectrometer เข้ามาใช้ในงานด้านการแพทย์ เภสชักรรม สิง่แวดล้อม กระบวนการชีวภาพ และ

เทคโนโลยีอาหาร(112-116) มีข้อดีหลายประการ เช่น มีความไว ความจําเพาะ สามารถตรวจวดัทีละ

หลายๆ ตวัอยา่งพร้อมกนัได้ ทําให้การตรวจวดัเชิงแสงทําได้งา่ยขึน้ ไมจํ่าเป็นต้องใช้เคร่ืองมือท่ีมี

ขนาดใหญ่ การนํา fiber optic spectrometer ไปใช้ในงาน biosensor สามารถสรุปได้ ดงันี ้

การใช้ fiber optic spectrometer กบัการตรวจวดัโดยใช้เอนไซม์เป็นท่ีนิยมอยา่ง

มาก เน่ืองจากเอนไซม์มีความไว (sensitivity) และความจําเพาะ (selectivity) สงู สามารถ

เกิดปฏิกิริยาได้รวดเร็ว เช่น การตรวจวดักลโูคส โดยใช้เอนไซม์ glucose oxidase(117), การ

ตรวจวดับลิลรูิบนิ ด้วยเอนไซม์ bilirubin oxidase(118), การตรวจวดัครีแอทินิน ด้วยเอนไซม์ 

creatinine iminohydrolase(119), การตรวจวดั กลตูาเมตด้วยเอนไซม์ glutamate 

dehydrogenase(120) เป็นต้น 

การใช้ fiber optic spectrometer กบังานด้าน immunoassay มีข้อดีคือ 

แอนตบิอดีมีความจําเพาะกบัสารท่ีต้องการตรวจวดั แอนตบิอดีท่ีจบักบัแอนตเิจนได้ดี (high 



40 

 

affinity) จะทําให้ความไวและความจําเพาะในการตรวจวดัเพิ่มขึน้ การประยกุต์ fiber optic 

spectrometer กบังานทางด้าน immunoassay เช่น การตรวจวดั Salmonella spp.(121) E. coli 

O157:H7(122) Staphylococcus aureus(123) เป็นต้น 
มีการประยกุต์ใช้ fiber optic กบัการตรวจวดัเซลล์ ซึง่มีข้อดีคือ เซลล์มีความทน

ตอ่การเปล่ียนแปลง pH และอณุหภมูิ เซลล์สร้างสารท่ีสามารถตรวจวดัได้ เช่น เอนไซม์ โคแฟค

เตอร์ หรือสารท่ีสามารถเรืองแสงได้ ทําให้ตรวจวดัได้โดยไมต้่องทําให้บริสทุธ์ิก่อน จงึไมต้่องเตรียม

ตวัอยา่งก่อนทําการตรวจวดั แตข้่อจํากดัคือใช้เวลาในการตรวจวดันานและมี selectivity ต่ําเม่ือ

เปรียบเทียบกบัวิธีเอนไซม์ เซลล์ท่ีมีรายงานวา่นํามาใช้ในงาน fiber optic biosensor เช่น 

Escherichia coli (124-126), Pseudomonas putida(127), Pseudomonas fluorescens(128) และยงัมี

การใช้ fiber optic กบัการตรวจวดั nucleic acid เช่น การศกึษา DNA hybridization(129) แตก่าร

ตรวจวดั DNA ด้วยการใช้ fiber optic biosensor นัน้ยงัมีข้อจํากดัคือต้องตดิฉลากสารท่ีต้องการ

ตรวจวดัและวธีิการตรวจวดัจําเป็นต้องใช้หลกัการการแยง่จบั (competitive assay) ซึง่ยากตอ่การ

ตรวจตดิตามแบบ real time สําหรับการศกึษา hybridization 

ปัจจบุนังานด้านไบโอเซนเซอร์ได้ก้าวหน้าไปอยา่งมาก การพฒันาวิธีการตรวจวดั

ให้มีขนาดเลก็ลงช่วยทําให้สามารถลดปริมาณสารท่ีต้องการตรวจวดั นํา้ยา และของเสียท่ีเกิดขึน้

จากการตรวจวดัได้ สามารถนํานวตักรรมท่ีคดิค้นขึน้มาใหมม่าทดแทนการใช้เคร่ือง automate ซึง่

มีขนาดใหญ่ ราคาแพง และใช้นํา้ยาปริมาณมาก ทําให้สิน้เปลือง การใช้ fiber optic 

spectrometer เป็นทางเลือกหนึง่ท่ีจะเข้ามาทดแทนการใช้เคร่ืองมือขนาดใหญ่ เพราะเป็น

เคร่ืองมือท่ีใช้ง่าย มีขนาดเลก็ พกพาได้ สามารถประกอบเข้ากบัอปุกรณ์อ่ืนๆ ได้งา่ย และประยกุต์

ใช้ได้กบังานหลายแขนง 
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บทที่  3 
 

วธีิดาํเนินการวจิัย 
1. ประชากร 

ปัสสาวะจากกลุม่ผู้ ป่วยโรคเบาหวานจํานวน 15 คน จากโรงพยาบาลราชวิถี จ.

กรุงเทพมหานคร 

2. เคร่ืองมือที่ใช้ในการวจิัย  

ตารางที่ 3.1 เคร่ืองมือท่ีใช้ในงานวิจยั 

ลาํดบั เคร่ืองมือที่ใช้ในงานวิจยั บริษัท และประเทศที่ผลิต 

1 Spin coater (model WS-400A-6NPP) Laurell technologies Corp, 

USA 

2 UV-lithography MJB4 mask aligner SUSS microtec,  Germany 

3 Oxygen plasma cleaner (PDC-32G) Harrick scientific Corp, USA 

4 Vacuum pump Harrick scientific Corp, USA 

5 Hotplate stirrer  Cole-Parmer Canada Inc., 

Canada 

6 Hot air oven Memmert, Germany 

7 Miniature fiber optic spectrometer (USB4000) with LS-

1-LL tungsten light source 

Ocean Optics Inc., USA 

8 Two channel syringe pump (Fusion 200)  Chemyx, USA 

9 Injection valve (V-451)  Upchurch Scientific, USA 

10 Temperature controller Local made, Thailand 

11 UV-VIS spectrophotometer (Evolution 600) Thermo Scientific, USA 

12 pH meter  Thermo Scientific, USA 

13 Sonicator  Branson, Canada 

14 Votex Mixer  FINEPCR, Korea 

15 Centrifuge Hettich zentrifugen, USA 

16 เคร่ืองผลตินํา้ MilliQ Millipore, USA 

17 Autoclave Tomy, California 

 



42 

 

ตารางที่ 3.2 วสัดแุละอปุกรณ์ท่ีใช้ในงานวิจยั 

ลาํดบั วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจยั บริษัท และประเทศที่ผลิต 

1 Silicon wafers   Encompass, USA 

2 Transparency film Thailand 

3 Polystyrene cuvette BrandTech Scientific, USA 

4 Tygon Tubing 0.8 mm id. Bio-Rad Laboratories, California 

5 NanoPort™ Assemblies Upchurch Scientific, USA 

6 PTFE Tubing (0.5 mm i.d)  Upchurch Scientific, USA 

7 PEEK connectors  Upchurch Scientific, USA 

8 Syringe  Syringe Perfection, Mildura, Australia 

9 Plastic syringes  Terumo®, Terumo Corporation, Japan 

10 Auto pipette  Gilson, France 

11 Pipette tip (200, 1000 μL) Gilson, Inc., USA 

12 Glassware  Pyrax, USA 

13 Duran bottles SCHOTT, Germany 

14 Membrane filters Whatman®, Japan 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีท่ีใช้ในงานวิจยั 

ลาํดบั สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย บริษัท และประเทศที่ผลิต 

1 Poly(dimethylsiloxane) (PDMS, Sylgard 184)  Dow Corning, USA 

2 Photoresist (SU-8 2100) Micro Chem, USA 

3 Sulfuric acid Sigma Aldrich, USA 

4 Hydrogen peroxide  Sigma Aldrich, USA 

5 Isopropyl alcohol Sigma Aldrich, USA 

6 Silicone rubber  Neoborn, Thailand 

7 Epoxy resin Alpha Techno Company, Japan 

8 Fluorescein isothiocyanate (FITC) Sigma Aldrich, USA 

9 Picric acid  ChemAlert Guide, Fisher 

Scientific 

10 Creatinine hydrochloride  Sigma Aldrich, USA 

11 Hydrochloric acid Sigma Aldrich, USA 

12 Sodium hydroxide Merck, Germany 

13 Bovine serum albumin Sigma Aldrich, USA 

14 Human serum albumin Sigma Aldrich, USA 

15 Anti-human albumin coated latex beads Biosystem, USA 

16 Phosphate Buffered Saline  Sigma Aldrich, USA 

17 Tris base usb corporation, USA 

18 Hemoglobin Sigma Aldrich, USA 

19 Human immunoglobulin Sigma Aldrich, USA 

20 Transferrin Sigma Aldrich, USA 

21 Bilirubin Fluka, Switzerland 

22 Sodium chloride Sigma Aldrich, USA 

23 Ascorbic acid Sigma Aldrich, USA 

24 Glucose Sigma Aldrich, USA 
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3. วิธีดาํเนินการวิจัย 

3.1 การสร้าง PDMS microchip 

3.1.1 การออกแบบ PDMS microchip  

ในงานวิจยันีใ้ช้โปรแกรม L-edit (version Pro v8.03) สําหรับการออกแบบรูปร่าง

และขนาดของท่อภายใน PDMS microchip โดยท่อของ microchip มีความกว้าง 500 μm ลกึ 

100 μm แบง่เป็นสามสว่นดงันี ้ (i) สว่นแรกเป็นท่อเป็นรูปตวั Y (Y-shape inlet) ซึง่ใช้เป็นทางเข้า

สําหรับนํา้ยาและสิง่ตวัอยา่งท่ีต้องการตรวจวดั เข้าไปยงั microchip (ii) สว่นท่ีสองเป็นบริเวณชว่ย

การผสมสาร (mixing zone) เน่ืองจากการไหลของสารภายในท่อท่ีมีขนาดเลก็มาก จะเกิดการ

ผสมได้ไมดี่ จงึออกแบบให้ท่อมีความยาวและโค้งตรงสว่นปลาย โดยความยาวของสว่นท่ีใช้ในการ

ผสม 8 เซนตเิมตร และออกแบบให้ท่อตรงสว่นท่ีใช้ในการผสมนี ้มีสิง่กีดขวาง 2 ชนิด ได้แก่ สิง่กีด

ขวางภายในทอ่ขนาดเลก็ท่ีมีลกัษณะเป็นหวัลกูศร (arrowed head-shape baffles) และสิง่กีด

ขวางท่ีมีลกัษณะเป็นวงกลม (circle-shape baffles) เพ่ือทําให้นํา้ยากบัสารท่ีต้องการตรวจวดั

ผสมกนัดียิง่ขึน้ (iii)  และจะทําการทดสอบเปรียบเทียบประสทิธิภาพในการผสม ในขัน้ตอนตอ่ไป 

สว่นท่ีสามเป็นสว่นท่ีใช้ในการตดิตามการเกิดปฏิกิริยา (detection zone) เป็น flow cell ท่ีทําขึน้

เองจาก polystyrene cuvette ท่ีมีระยะแสงผา่น 1 cm เพ่ือเป็นการเพิ่มระยะแสงผา่นทําให้เพิม่

ความไว (sensitivity) ในการตรวจวดั และสว่นสดุท้ายเป็นทางออกสาํหรับนํา้ยาและสารท่ีทําการ

ตรวจวดัท่ีทําปฏิกิริยาแล้ว (ซึง่ทัง้สองสว่นนีจ้ะอยูใ่นขัน้ตอนการสร้าง PDMS microchip)  ดงั

แสดงในภาพท่ี 3.1  เม่ือได้ลวดลายตามท่ีออกแบบไว้แล้ว จะนําไปพิมพ์บน transparency film 

เพ่ือท่ีจะใช้เป็นแบบ ซึง่จะนําไปใช้ตอนทําแมพ่ิมพ์บนแผน่ซลิกิอนในขัน้ตอ่ไป 

  

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.1 แสดงการออกแบบ PDMS microchip โดยใช้โปรแกรม L-edit (A) โดยสว่นแรก (a) 

เป็นทางเข้าสําหรับนํา้ยาและสารท่ีต้องการตรวจวดัรูปตวัวาย (Y-shape inlet) สว่นท่ีสอง (b) เป็น

สว่นท่ีใช้ในการผสมสาร (mixing zone) สว่นท่ีสาม (c) เป็นสว่นท่ีใช้ตดิตามปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ 

(detection zone) (B) เป็นสิง่กีดขวางท่ีอยูภ่ายในท่อขนาดเลก็ซึง่มีลกัษณะเป็นหวัลกูศร และ

วงกลม 

B 

a 

A b 
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3.1.2 การสร้างแม่พมิพ์แผ่นซลิิกอน  

เทคนิคการฉายแสง (photolithography) เป็นเทคนิคการใช้แสงในการทํา

ลวดลายวงจรไฟฟ้าบนแผน่ซลิกิอน นิยมนํามาใช้ในการพิมพ์ลวดลายท่ีออกแบบไว้ลงบนแมแ่บบ

ซลิกิอน ซึง่ใช้เป็นแมแ่บบในการสร้าง PDMS microchip ในงานวิจยันีจ้ะใช้สารไวแสง SU-8 2100 

(negative photoresis) เคลือบบนผิวของซลิกิอนแล้วทําการฉายแสงเพื่อให้เกิดลวดลายบน

แมแ่บบซลิกิอน โดยขัน้ตอนแรกจะเป็นการทําความสะอาดแผน่ซลิกิอน (ภาพท่ี 3.2) ด้วยสารผสม

ระหวา่งกรดซลัฟิวริกและไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ในอตัราสว่น 3:1 (Piranha solution) นํามาต้มท่ี

อณุหภมูิ 120 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ล้างด้วยนํา้ deionize แล้วเป่าลมให้แห้ง นําไปอบเพ่ือ

ไลนํ่า้ท่ี 200 °C เป็นเวลา 10 นาที ตอ่มาจะทําการเคลือบด้วยสารไวแสง SU-8  ด้วยวธีิหมนุเหว่ียง 

(spin coating) (ภาพท่ี 3.3) ด้วยเคร่ืองเคลือบฟิล์มแบบหมนุเหว่ียง (Spin coater Laurell 

technologies corp. model WS-400A-6NPP) โดยการวางแผน่ซลิกิอนลงบนเคร่ืองเคลือบฟิล์ม 

แล้วเปิดป๊ัมดดูอากาศเพ่ือเคร่ืองดดูแผน่ซลิกิอนไว้ จากนัน้เทสารไวแสง SU-8 2100 ลงไปบนแผน่

ซลิกิอน เพื่อให้ได้ความหนาของ SU-8 เท่ากบั 100 μm จงึทําการหมนุเกล่ีย 700 rpm เป็นเวลา 

30 วินาที และหมนุเคลือบ 3,500 rpm เป็นเวลา 30 วนิาที  เม่ือเสร็จแล้วทําการอบ (soft bake) ท่ี

อณุหภมูิ 65 °C เป็นเวลา 5 นาที และ 95 °C เป็นเวลา 20 นาที ขัน้ตอนสดุท้าย จะนํา 

transparency film ท่ีมีลวดลายท่ีได้ออกแบบไว้ วางลงบนแผน่ซลิกิอนท่ีเคลือบด้วยนํา้ยาไวแสง 

จากนัน้นําไปฉายแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร ด้วยเคร่ือง MJB4 mask aligner (SUSS 

microtec) (ภาพท่ี 3.4) จากนัน้จะทําการอบ (Post bake) ท่ีอณุหภมูิ 65°C เป็นเวลา 1 นาที และ 

95 °C เป็นเวลา 10 นาทีอีกครัง้ เพ่ือให้เกิดการสร้างโครงร่างตาขา่ยในบริเวณท่ีโดนแสง และทิง้ไว้

ในโถดดูความชืน้ ท่ีอณุหภมูิห้องไมน้่อยกวา่ 13 ชัว่โมง แล้วล้างด้วยนํา้ยาดีเวลลอป นํา้ และ 

isopropyl alcohol เป่าให้แห้ง จะได้แมแ่บบซลิกิอนซึง่มีความหนาของ SU-8 100 μm และมี

ลวดลายตามท่ีออกแบบไว้ (ภาพท่ี 3.5) สาํหรับนําไปใช้ในขัน้ตอนตอ่ไป  
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ภาพที่ 3.2 (A) แผน่ซลิกิอนท่ียงัไมไ่ด้ทําการฉายแสง (B) สารผสมระหวา่งกรดซลัฟิวริกและ

ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (Piranha solution) สําหรับทําความสะอาดแผน่ซลิกิอน 

 

 

 
                                                               

        

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3.3 (A) เคร่ืองเคลือบฟิล์มแบบหมนุเหว่ียง (Spin coater Laurell technologies corp. 

model WS-400A-6NPP) (B) ขัน้ตอนการเคลือบแผน่ซลิกิอนด้วยสารไวแสง SU-8 โดยวิธีหมนุ

เหว่ียง (spin coating)  

 

 

 

ภาพจาก www.waferserialization.com/waferdicing.php 

B A 

A B 
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A                                                              B 
   

 

 

 

 

 

 
 
ภาพที่ 3.4 (A) Transparency film ท่ีมีลวดลายท่ีได้ออกแบบไว้บนแผน่ซลิกิอนท่ีเคลือบด้วย

นํา้ยาไวแสง สาํหรับนําไปฉายแสงท่ีความยาวคล่ืน 405 นาโนเมตร (B) เคร่ืองฉายแสง  MJB4 

mask aligner (SUSS microtec) 

 

 
 

ภาพที่ 3.5 แมแ่บบซลิกิอนซึง่มีความหนาของ SU-8 100 μm และมีลวดลายตามท่ีออกแบบไว้ 

 

3.1.3 การหล่อ PDMS จากแม่แบบซลิิกอน  

Poly(dimethylsiloxane) (PDMS)  เป็นโพลีเมอร์ท่ีมีคณุสมบตัเิหมาะสมในการ

นํามาใช้ในระบบของไหลจลุภาค สามารถหลอ่ขึน้รูปได้ง่ายตามความต้องการ ในการหลอ่ PDMS 

จะประกอบด้วย PDMS ชิน้สว่นด้านบนซึง่เป็นสว่นท่ีหลอ่จากแมแ่บบซลิกิอน และ PDMS ชิน้สว่น

ด้านลา่ง เน่ืองจากการวดัเชิงแสงในระบบของไหลจลุภาค มีข้อจํากดัในด้านความไวในการ

ตรวจวดัน้อย เน่ืองจาก chamber บริเวณท่ีใช้ตดิตามการเกิดปฏิกิริยามีระยะแสงผา่นน้อยมาก 

ดงันัน้ในงานวจิยันีจ้งึเพิม่ความไวในการตรวจวดัโดยการเพิ่มระยะแสงผา่นบริเวณท่ีทําการ
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ตรวจวดั โดยใส ่ polystyrene cuvette ท่ีมีระยะแสงผา่น 1 cm (กว้าง 3 mm และลกึ 3 mm 

ปริมาตรรวม 90 μL) เข้ากบั PDMS ชิน้ลา่งในสว่นท่ีใช้ตดิตามการเกิดปฏิกิริยา (detection zone) 

และตอ่ท่อทางออกสําหรับสารท่ีเกิดปฏิกิริยาแล้วเข้ากบั polystyrene cuvette เพ่ือนํามาประกบ

กบั PDMS ชิน้บนซึง่มีลวดลายตามท่ีออกแบบไว้ ขัน้ตอนในการหลอ่ PDMS ทําได้โดยผสม 

PDMS 10 ml และนํา้ยา curing 1 ml คนให้เข้ากนัเป็นเนือ้เดียว ทําการกําจดัฟองอากาศท่ีเกิดขึน้

ในเนือ้ PDMS โดยใช้ป๊ัมดดูอากาศเป็นเวลา 15-30 นาที (ภาพท่ี 3.6) จากนัน้เท PDMS ลงบน

แบบซลิกิอนท่ีเตรียมไว้ นําไปวางในตู้อบอณุหภมูิ 65 ̊C เป็นเวลา 30 นาที เม่ือ PDMS มีลกัษณะ

แข็งตวั แล้วจงึลอก PDMS ออกจากแมแ่บบซลิกิอน จากนัน้เจาะรูเป็นทางของนํา้ยาและสารท่ี

ต้องการตรวจวดั บริเวณ Y-shape จะได้แผน่ PDMS ท่ีสามารถนํามาประกอบเข้าเป็น PDMS 

microchip ได้ โดยประกอบไปด้วยชิน้สว่นด้านบนซึง่มีลวดลายตามท่ีออกแบบเอาไว้ และชิน้สว่น

ด้านลา่งท่ีมี polystyrene cuvette ซึง่เป็นสว่นท่ีใช้ตดิตามปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ (ภาพท่ี 3.7) 

 

 
 
ภาพที่ 3.6 ขัน้ตอนการกําจดัฟองอากาศท่ีเกิดขึน้ในเนือ้ PDMS ด้วยเคร่ือง vacuum pump ก่อน

นําไปเทลงบนแมแ่บบซลิกิอน 

 



49 

 

 
 

ภาพที่ 3.7 แผนภาพแสดงการสร้าง PDMS microchip (A) microchip ชิน้สว่นด้านบนซึง่มี

ลวดลายตามท่ีออกแบบเอาไว้ โดยประกอบด้วยทางเข้าของนํา้ยาและสารท่ีต้องการตรวจวดั และ

สว่นท่ีใช้ในการผสมสาร และ (B) microchip ชิน้สว่นด้านลา่งท่ีมี polystyrene cuvette ซึง่เป็น

สว่นท่ีใช้ตดิตามปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้และสว่นท่ีเป็นทางออกของสารท่ีตรวจวดัแล้ว 

 
3.1.4 การประกอบเป็นไมโครชิป  
 

เม่ือได้ PDMS 2 ชิน้สว่นแล้ว ขัน้ตอนตอ่มาคือการประกบทัง้สองชิน้เข้าด้วยกนั 

แตเ่น่ืองจาก PDMS มีคณุสมบตัิท่ีไม่ชอบนํา้ (hydrophobic) จึงต้องทําการปรับปรุงผิวด้วย การ

ทําความสะอาดผิวด้วยออกซิเจนพลาสมา (oxygen plasma treatment) ซึ่งผลของการทํา

ออกซิเจนพลาสมา จะทําให้ขจดัสิ่งสกปรกท่ีพืน้ผิวของ PDMS โดยกําจดัสารท่ีอยู่บนพืน้ผิวโดย

การเผาด้วยพลาสมา ทําให้เกิดโครงร่างตาข่าย (cross link) ท่ีพืน้ผิวเพ่ือเพิ่มความแข็งแรงของ

พืน้ผิว และเป็นการเปล่ียนแปลงทางเคมีท่ีพืน้ผิวเพ่ือปรับปรุงปฏิกิริยาทางเคมีและทางกายภาพท่ี

บริเวณรอยตอ่ของพืน้ผิว 

วิธีการทํา oxygen plasma treatment ทําได้โดยนําแผ่น PDMS ทัง้สองสว่นเข้า

ไปในเคร่ืองสร้างพลาสมา (Harrick scientific corp. model PDC-32 G) ทําการป๊ัมอากาศออกให้

บริเวณท่อใส ่PDMS เป็นสญุญากาศท่ีความดนัต่ํากว่า 100 มิลลิทอร์ แล้วปลอ่ย oxygen เข้าไป

ในท่อให้ได้ความดนัประมาณ 300-350 มิลลิทอร์ จากนัน้เปิดเคร่ืองกําเนิดคล่ืนความถ่ีวิทยเุพ่ือให้ 

oxygen แตกตวัเป็น plasma โดยใช้ความถ่ี 6.8 วตัต์ เป็นเวลา 1 นาที oxygen จะ oxidize ผิว

ของ PDMS ท่ีมีหมู่ methyl (-CH3) ให้เกิดหมู่ hydroxyl (-OH) จากนัน้นํา PDMS มาประกบกนัให้

แน่น ซึ่ง PDMS ทัง้สองส่วนสามารถติดกนัด้วยพนัธะโควาเลนท์  สดุท้ายทําการต่อท่อทางเข้า

สําหรับสารตวัอยา่งหรือนํา้ยา โดยใช้ท่อ Tygon Tubing ขนาด 0.8 mm ID โดยใช้กาวซลิโิคน หรือ
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อีพอกซี เป็นตวัเช่ือม หรือใช้ NanoPort™ Assemblies สําหรับเป็นทางเข้าของสาร ดงัแสดงใน

ภาพท่ี 3.8 

 

 

 
 

 

ภาพที่ 3.8 PDMS microchip ท่ีสร้างเสร็จแล้ว ซึง่ประกอบด้วย (A) ทางเข้าของสาร 2 ช่องทาง 

(Y-shape inlet) (B) สว่นท่ีใช้ผสมสาร (mixing zone) (C) สว่นท่ีใช้ตดิตามการเกิดปฏิกิริยา 

(detection zone) และ (D) ทางออกของสารท่ีทําฏิกิริยาแล้ว (waste outlet) 
 

3.2 การตดิตัง้ระบบควบคุมอุณหภมูิ (Temperature controller) 
 

เคร่ืองควบคมุอณุหภมูินีเ้ป็นเคร่ืองมือท่ีพฒันาขึน้เองเพ่ือนําไปควบคมุอณุหภมูิ

ให้กบัระบบของไหลจลุภาค ซึง่อณุหภมูท่ีิต้องการคือ 37 °C สว่นท่ีใช้ในการควบคมุอณุหภมูินัน้

ประกอบด้วยตวัให้ความร้อนท่ีเป็นแบบแท่ง (cartridge heater) กลอ่งให้ความร้อนอลมูิเนียม 

(aluminium heating box) และตวัวดัอณุหภมู ิ(thermocouple หรือ temperature sensor) ซึง่จะ

ควบคมุการให้ความร้อนด้วย temperature controller ของบริษัท MISUMI (ภาพท่ี 3.9 A) ท่ี

สามารถเลือกอณุหภมูิได้ตามต้องการและควบคมุอณุหภมูิให้คงท่ีตลอดการทดลอง ซึง่จะมีคา่

ผิดพลาดประมาณ ±0.2 °C 

การติดตัง้ส่วนประกอบสําหรับควบคุมอุณหภูมิกับระบบของไหลจุลภาคจะใช้แผ่น

อลมูิเนียมเป็น heating box ซึ่งมีนํา้หนกัเบาและไม่เป็นสนิม ซึ่งภายในเป็นส่วนท่ีใส่ PDMS 

microchip ผิวของชิปและแผ่นอลมูิเนียมจะสมัผสักนั ความร้อนจะถกูสง่ผ่านจาก heater ไปยงั

PDMS microchip ท่ีวางอยู่ด้านบน ทําให้อณุหภมูิให้คงท่ีตลอดการทดลอง แล้วทําการติดตัง้ตวั
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Cartridge Thermocoup

Aluminium 

Heating box 

PDMS microchip 

ให้ความร้อนแบบแท่ง (cartridge heater) และตวัวดัอณุหภมูิ (thermocouple) ดงัในภาพท่ี 3.9 B 

โดยตวัวดัอณุหภมูิจะถกูติดตัง้อยู่ระหว่าง heater กบัชิปและต้องติดตัง้ให้ใกล้กบัวตัถท่ีุต้องการให้

ความร้อนเพ่ือให้คา่อณุหภมูิท่ีวดัได้นัน้เป็นอณุหภมูิ ณ วตัถท่ีุต้องการให้ความร้อนจริง ๆ   
A                                                    B 

    
 

ภาพที่ 3.9 แสดงสว่นประกอบของเคร่ืองควบคมุอณุหภมูิท่ีใช้ในงานวิจยั (A) สว่นควบคมุ

อณุหภมูิ (temperature controller) ของบริษัท MISUMI ท่ีสามารถเลือกอณุหภมูิได้ตามต้องการ 

(B) แสดงแผนผงัการตดิตัง้สว่นประกอบสําหรับควบคมุอณุหภมูิกบัระบบของไหลจลุภาคท่ี

ประกอบด้วย ตวัให้ความร้อนแบบแทง่ (cartridge heater) กลอ่งให้ความร้อนอลมูิเนียม 

(aluminium heating box) ซึง่มี PDMS microchip อยูภ่ายใน และตวัวดัอณุหภมู ิ(thermocouple 

หรือ temperature sensor) 

 

ภาพที่ 3.10 แสดงเคร่ืองควบคมุอณุหภมูิท่ีพฒันาขึน้เพ่ือใช้ควบคมุอณุหภมูิในระบบของไหล

จลุภาค 
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3.3 การตดิตัง้ระบบของไหลจุลภาค สาํหรับตรวจวัดไมโครอัลบมูินและครีแอทนิิน 

ระบบของไหลจลุภาค ดงัแสดงในภาพท่ี 3.11 ประกอบด้วย syringe pump และ 

plastic syringe เพ่ือทําการพาบฟัเฟอร์ท่ีใช้ในการตรวจวดัปริมาณอลับมูินและครีแอทินินผา่นเข้า

มาใน PDMS microchip ตอ่จากสว่น syringe pump จะเป็นสว่นท่ีฉีดนํา้ยาและตวัอยา่งปัสสาวะ 

(injection valves) ซึง่ประกอบด้วย injection valve ถ้าไมก่ลา่วเป็นอยา่งอ่ืน ในงานวจิยันี ้นํา้ยาท่ี

ใช้ตรวจวดัทัง้อลับมูินและครีแอทินินจะใช้ปริมาตร 100 μL  และใช้ตวัอยา่งปัสสาวะ 5 μL 

บฟัเฟอร์ท่ีใช้คือ 20 mM phosphate buffer pH 7.5 และมีอตัราการไหล 40 μL/min เม่ือนํา้ยา

และตวัอยา่งปัสสาวะถกูพาเข้ามายงั PDMS microchip ท่ีตดิตัง้อยูบ่นเคร่ืองควบคมุอณุหภมูิ 

สามารถวดัการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ได้ ณ บริเวณท่ีใช้ตดิตามการเกิดปฏิกิริยา 

(detection zone) บน PDMS microchip โดยใช้เคร่ือง miniature fiber optic spectrometer ซึง่

ประกอบด้วยแหลง่กําเนิดแสง (light Source) และสว่นท่ีใช้ตรวจจบัสญัญาณท่ีเกิดขึน้ (USB4000 

spectrometer) จากนัน้จะทําการประมวลผลโดยใช้โปรแกรม Ocean Optic SpectraSuit   

 
ภาพที่ 3.11 แสดงการติดตัง้ระบบของไหลจลุภาคท่ีใช้ในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและ  

ครีแอทินินในปัสสาวะ ซึง่ประกอบด้วย syringe pump, สว่นท่ีฉีดนํา้ยาท่ีใช้ตรวจวดัและตวัอย่าง

ปัสสาวะ (injection valves), เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิ (Temperature controller), PDMS 

microchip, miniature fiber optic spectrometer และเคร่ืองคอมพิวเตอร์สําหรับประมวลและ

วิเคราะห์ผล 
 
 
 
 
 
 



53 

 

3.4 วิธีการตรวจวัดระดบัไมโครอัลบูมินและครีแอทนิินด้วยระบบของไหลจุลภาค 

ถ้าไมก่ลา่วเป็นอยา่งอ่ืน ในงานวิจยันีก้ารตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและ     

ครีแอทินินด้วยระบบของไหลจลุภาคนัน้ ใช้อตัราการไหล (flow rate) ของบฟัเฟอร์ 40 μL/min 

และใช้ 20 mM phosphate buffer pH 7.5 เป็นบฟัเฟอร์ท่ีใช้พาสารเข้ามายงั PDMS microchip 

และยงัใช้เป็นบฟัเฟอร์ในการชะปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้แล้วออกจาก microchip เพ่ือให้สามารถใช้ 

microchip ซํา้ได้หลายครัง้ เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิถกูตัง้อณุหภมูิให้คงท่ีท่ี 37 °C ตลอดเวลาเพื่อ

ช่วยให้ปฏิกิริยาเกิดได้ดีขึน้ ทําการฉีดนํา้ยาท่ีใช้ในการตรวจวดัปริมาตร 100 μL และตวัอยา่ง

ปัสสาวะปริมาตร 5 μL (การตรวจวดัไมโครอลับมูินทําการเจือจางปัสสาวะ 15-30 เท่า และการ

ตรวจ        ครีแอทินินเจือจางปัสสาวะ 50-100 เท่า) ผา่นทาง injection valve เม่ือสารท่ีต้องการ

ตรวจวดัและนํา้ยาเข้ามายงัสว่นท่ีใช้ตดิตามการเกิดปฏิกิริยาแล้วจะทําการ stop pump และ

ตดิตามอตัราการเปล่ียนแปลงการดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้ สําหรับไมโครอลับมูินทําการตดิตามการ

เกิดปฏิกิริยาท่ี 500 nm และครีแอทินินตดิตามการเกิดปฏิกิริยาท่ี 510 nm เก็บข้อมลูทกุๆ 30 

วินาที เป็นเวลา 2 นาที หลงัจากเก็บข้อมลูครบเวลาท่ีกําหนดแล้ว ทําการล้างปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้

ออกจาก microchip เม่ือ baseline ลงมาถงึจดุเร่ิมต้นแล้วจงึทําการตรวจวดัตวัอยา่งตอ่ไป 

 

3.5 การเปรียบเทยีบผลการทดลองกับวธีิมาตรฐาน 

3.5.1 การตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินโดยใช้หลักการ Immunoturbidity 

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินในระบบของไหลจลุภาคจะทําการเปรียบเทียบ

กบัวิธี immunoturbidity โดยใช้นํา้ยาสําเร็จรูปของบริษัท Randox (Randox Laboratories)  ตาม

วิธีของบริษัทโดยมีการปรับปรุงเลก็น้อย โดยการลดสดัสว่นนํา้ยาท่ีใช้เพียง 50% เคร่ืองมือท่ีใช้

ตรวจวดัคือ spectrophotometer (Evolution 600)  ท่ีความยาวคล่ืน 340 nm ขัน้ตอนการตรวจวดั

ดงันี ้ใช้ บฟัเฟอร์ 500 μL ผสมกบัสิง่ตวัอยา่ง 50 μL และวดัการดดูกลืน และบนัทกึเป็น A1 โดยใช้

นํา้กลัน่เป็น blank จากนัน้เตมิแอนตบิอดีท่ีจําเพาะตอ่อลับมูินปริมาตร 50 μL ผสมให้เข้ากนั ตัง้

ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 30 นาที จากนัน้ทําการตรวจวดัคา่การดดูกลืนแสงอีกครัง้ บนัทกึเป็น 

A2 ทําการสร้างกราฟมาตรฐานแบบ semi-log ระหวา่งความเข้มข้นของอลับมูินและคา่การ

เปล่ียนแปลงการดดูกลืนแสง (A2-A1) โดยใช้ albumin calibrators ท่ีมีในชดุตรวจสอบสําเร็จรูป

ของบริษัท และทําการตรวจวดั control ทัง้สองระดบัควบคูไ่ปด้วยเพ่ือควบคมุคณุภาพผลการ

ทดลอง คํานวณหาความเข้มข้นของปริมาณอลับมูินในสง่ตวัอยา่ง จากกราฟมาตรฐานท่ีสร้างขึน้ 
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3.5.2 การตรวจวัดปริมาณครีแอทนิินโดยใช้หลักการแจฟฟี 

การตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในระบบของไหลจลุภาค นํามาเปรียบเทียบ

กบัวิธีท่ีใช้ในห้องปฏิบตักิารโดยใช้หลกัการแจฟฟีเช่นเดียวกนั โดยใช้ปริมาตรนํา้ยาแจฟฟี (0.05 M 

picric acid และ 0.5 M sodium hydroxide ในอตัราสว่น 1:1) 1 ml ผสมกบัสิง่ตวัอยา่ง 100 μL 

วดัการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 nm โดยใช้เคร่ือง spectrophotometer (Evolution 600)  

หลงัจากผสมสารทัง้สองชนิดท่ีเวลา 15 วินาที (A1) และหลงัจากวดัการดดูกลืนแสงครัง้แรกเป็น

เวลา 2 นาที (A2) นําคา่การดดูกลืนแสงครัง้ท่ี 2 ลบออกจากคา่กการดดูกลืนแสงครัง้แรก คํานวณ

ความเข้มข้นของครีแอทินินเทียบกบัครีแอทินินมาตรฐานท่ีทราบความเข้มข้นแล้ว จากสตูร 

 

Unknown concentration = Au/As x Cs 

 

Au คือ คา่การดดูกลืนแสงของสิง่ตวัอยา่ง 

As คือ คา่การดดูกลืนแสงของครีแอทินินมาตรฐานท่ีทราบความเข้มข้น 

Cs คือ ความเข้มข้นของครีแอทินินมาตรฐาน 

 

3.6 การหาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) สาํหรับการตรวจวัดระดบัไมโครอัลบูมนิ 
และครีแอทนิินในปัสสาวะ 

  3.6.1 ทดสอบหาช่วงความยาวคล่ืนที่เหมาะสม  
ทําการทดสอบหาความยาวคลื่นท่ีเหมาะสมของสารท่ีจะทําการตรวจวดัและ

นํา้ยา ในชว่ง 400-600 nm (เน่ืองจากความยาวคล่ืนของแหลง่กําเนิดแสงหรือ light source อยู่

ในช่วง visible) โดยฉีดอลับมูินความเข้มข้น 10 mg/L หรือครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L 

ปริมาตร 5 μL และนํา้ยาท่ีใช้ตรวจวดั 100 μL เข้าไปในระบบของไหลจลุภาคแล้ว ทําการ stop 

pump และจบัเวลา ทกุๆ 30 วินาที เป็นเวลา 5 นาที ปฏิกิริยาระหวา่งสารท่ีต้องการตรวจวดัและ

นํา้ยาจะเกิดสะสมเพิ่มขึน้ตามเวลาท่ีเพิ่มขึน้ เปรียบเทียบกบัการ scan spectrum ของปฏิกิริยา 

latex agglutination ในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและปฏิกิริยาแจฟฟีในการตรวจวดั

ปริมาณครีแอทินิน ในระบบ batch โดยใช้เคร่ือง spectrophotometer ตัง้แตค่วามยาวคล่ืน 200-

800 nm โดยใช้อลับมูินความเข้มข้น 10 mg/L และครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L ปริมาตร 100 

μL และใช้นํา้ยาปริมาตร 1 mL เพ่ือดวูา่การดดูกลืนแสงเพิ่มขึน้ท่ีความยาวคล่ืนใด เพ่ือหาช่วง

ความยาวคล่ืนท่ีปฏิกิริยาสามารถดดูกลืนแสงได้ดีท่ีสดุ และมีสญัญาณรบกวนน้อยท่ีสดุ และจะ
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เลือกใช้ความยาวคล่ืนช่วงนัน้ในการทดสอบการเกิดปฏิกิริยา latex agglutination และปฏิกิริยา

แจฟฟี สาํหรับการทดลองในขัน้ตอ่ไป 

 
3.6.2 ทดสอบหาปริมาณที่เหมาะสมของแอนตบิอดีและนํา้ยาแจฟฟีที่ใช้

ในการทาํปฏิกิริยา  
ปัจจยัสําคญัท่ีทําให้ปฏิกิริยาเกิดได้ดีปัจจัยหนึ่งคือปริมาณท่ีเหมาะสมระหว่าง

นํา้ยาและสารท่ีต้องการตรวจวดั ดงันัน้จงึทําการทดสอบหาสดัสว่นท่ีเหมาะสมของนํา้ยาและสารท่ี

ต้องการตรวจวดั โดยในปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ของแอนตเิจนและแอนตบิอดีจะทดสอบหาสภาวะท่ี

ไม่ทําให้เกิดปรากฏการณ์ท่ีมีแอนติบอดีมากไปจนเกิดการยับยัง้การเกิดปฏิกิริยา (prozone 

phenomenon) หรือความเข้มข้นของแอนติเจนมากเกินไปจนเกิดการยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยา  

(postzone phenomenon) โดยทําการทดสอบปริมาณนํา้ยาท่ีเหมาะสมในการตรวจวดัปริมาณ 

ไมโครอลับมูินและครีแอทินินโดยใช้นํา้ยาลาเท็กซ์และแจฟฟีปริมาตร 25, 50, 75, 100 และ 125 

μL ทดสอบกบัอลับมูินความเข้มข้น 10 mg/L และครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L ปริมาตร 5 μL 

จะเลือกใช้ปริมาณนํา้ยาท่ีให้ค่าการดดูกลืนแสงมากท่ีสดุมาใช้ในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน

ในปัสสาวะ 

 
 3.6.3 ทดสอบหาอัตราการไหล (flow rate) ที่เหมาะสม  
เน่ืองจากการไหลของของไหลในระบบของไหลจลุภาคนัน้ หากอตัราการไหลเร็ว

เกินไป จะทําให้ PDMS microchip ทนแรงบีบอดัไมไ่ด้ ทําให้ microchip เกิดการร่ัวได้ แตถ้่าอตัรา

การไหลช้าเกินไป ก็จะทําให้ใช้เวลาในการตรวจวดันานและสารอาจเกิดปฏิกิริยาก่อนท่ีจะเดินทาง

ไปถึงสว่นท่ีใช้ตดิตามการเกิดปฏิกิริยาได้ ดงันัน้จงึทําการทดสอบหาอตัราการไหลท่ีเหมาะสมท่ีสดุ

ท่ีจะไม่ทําให้ PDMS ร่ัวและไม่ใช้เวลาในการตรวจวดันานเกินไป โดยใช้ปริมาณนํา้ยา 100 μL 

และ สารท่ีต้องการตรวจวดั 5 μL ฉีดเข้าไปในระบบของไหลจลุภาค โดยใช้อตัราการไหล 30, 35, 

40, 45 และ 50 μL/min ตรวจวดัปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ อตัราการไหลท่ีทําให้เหมาะสม จะนํามาใช้ใน

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินในปัสสาวะ 

 

 
3.6.4 ทดสอบเวลาที่เหมาะสมในการทาํปฏกิิริยา  
เน่ืองจากการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินนัน้เป็นการตรวจวดั

แบบวิธี kinetic ดงันัน้จงึต้องทดสอบหาชว่งท่ีการเกิดปฏิกิริยาเป็นเส้นตรง โดยสําหรับการทดสอบ

หาเวลาท่ีเหมาะสมในการตรวจวดัไมโครอลับมูินนัน้ ทําการเจือจางปัสสาวะด้วยนํา้กลัน่ 15 เท่า 
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ในการตรวจวดัครีแอทินินในปัสสาวะ ทําการเจือจางปัสสาวะด้วยนํา้กลัน่ 50 เท่า จากนัน้นํามาทํา

การตรวจวดัในระบบของไหลจลุภาค ทําการจบัเวลาแล้วนําคา่การดดูกลืนแสงมาสร้างกราฟ

ระหวา่งเวลาและคา่การดดูกลืนแสง และจะเลือกเวลาชว่งท่ีการเกิดปฏิกิริยายงัคงเป็นเส้นตรงใน

การตรวจวดัไมโครอลับมูินและครีแอทินินในปัสสาวะ  

 
3.6.5 ทดสอบชนิดของบัฟเฟอร์และ pH ที่ใช้ในระบบของไหลจุลภาค  
ในระบบของไหลจลุภาคนัน้ สารท่ีนํามาตรวจวดัและนํา้ยาจะผสมกนัโดยการแพร่

เข้าหากัน โดยมีบฟัเฟอร์เป็นตวัพา ซึ่งบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมจะทําให้การปฏิกิริยาเกิดได้ดี เพ่ือหา

ชนิดของบฟัเฟอร์ท่ีเหมาะสมท่ีสดุท่ีจะทําให้เกิดปฏิกิริยาดีท่ีสดุ จงึทําการทดสอบชนิดของบฟัเฟอร์

และ pH ท่ีจะใช้เป็นบฟัเฟอร์ตวัพาสารท่ีต้องการตรวจวดัและนํา้ยาเข้าไปยงัระบบของไหลจลุภาค 

ซึง่จะใช้ 20 mM phosphate buffer pH 6, 6.5, 7 และ 7.5  และ 20 mM Tris-HCl buffer pH 8, 

8.5 และ 9 เป็นบฟัเฟอร์ในการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาในการตรวจวดัไมโครอลับูมินและ           

ครีแอทินิน โดยใช้นํา้ยาลาเท็กซ์และแจฟฟีปริมาตร 100 μL ทําปฏิกิริยากบัอลับมูินความเข้มข้น 5 

mg/L หรือครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L ปริมาตร 5 μL ชนิดของบฟัเฟอร์และ pH ใด ให้คา่

การดดูกลืนแสงสงูสดุ จะนํามาใช้ในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินในปัสสาวะ 

และยงัใช้เป็นบฟัเฟอร์ท่ีใช้ในการล้าง PDMS microchip หลงัจากเกิดปฏิกิริยาสมบรูณ์แล้ว ซึง่เป็น

การ regeneration ผิวของ PDMS สําหรับให้ทําปฏิกิริยารอบตอ่ไป 

 
  3.6.6 ทดสอบอุณหภมูิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา  

ในการทดสอบปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มและปฏิกิริยาแจฟฟีนัน้ ปฏิกิริยาจะเกิดเร็ว

ขึน้ในสภาวะท่ีมีอณุหภมูิเหมาะสม ดงันัน้จึงทําการตรวจวดัอลับมูินความเข้มข้น 0, 0.625, 1.25, 

2.5, 5 และ 10 mg/L และครีแอทินินความเข้มข้น 0, 10, 20, 30 และ 40 mg/L กบันํา้ยาท่ีใช้

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับูมินและครีแอทินินปริมาตร 100 μL โดยเปรียบเทียบอตัราการ

เกิดปฏิกิริยาระหว่างท่ีอณุหภมูิ 25 °C และ 37 °C เพ่ือศกึษาว่าการใช้อณุหภมูิคงท่ีท่ี 37 °C นัน้

ทําให้ความไวของการตรวจวดัเพิ่มขึน้จากการใช้อณุหภมูิท่ี 25 °C หรือไม ่ 

 
 
3.6.7 ทดสอบการ carryover ของระบบของไหลจุลภาค 
การไหลของของไหลในระบบของไหลจุลภาคท่ีเ กิดปฏิกิ ริยาบน  PDMS 

microchip นัน้ อาจเกิดการ carry over ทําให้คา่การตรวจวดัสงูกว่าความเป็นจริงได้ เน่ืองจาก 

PDMS มีคณุสมบตัิในการดดูซบัสาร เช่น โปรตีนได้ดี ดงันัน้จึงทําการทดสอบ carryover โดยทํา
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การตรวจวดัปริมาณอลับมูินความเข้มข้นสงู 10 mg/L ทําซํา้สองครัง้ จากนัน้ตรวจวดัปริมาณ   

อลับมูินความเข้มข้นต่ํา 1 mg/L ทําซํา้กนัสามครัง้ สว่นการทดสอบ carryover ของการตรวจวดั

ปริมาณครีแอทินิน ทําการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินความเข้มข้นสงู 40 mg/L ซํา้กนัสองครัง้ และ

ตรวจวดัความเข้มข้นต่ํา 10 mg/L ซํา้กนัสามครัง้  แล้วนํามาหา carryover ซึง่คํานวณได้จากสตูร 

carryover = (b1-b3)/(a2-b3) ตามวิธีท่ีรายงานโดย Haeckel, 1991(130) และลําดบัการตรวจวดั 

samples เพ่ือทดสอบ carryover ดงัแสดงในภาพท่ี 3.12 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

(มาจาก Haeckel, 1991(130)) 

 

ภาพที่ 3.12 แสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งความเข้มข้นของสารท่ีตรวจวดักบัสญัญาณการตรวจวดั 

a คือคา่การดดูกลืนแสงของสารท่ีมีความเข้มข้นสงู; b คือค่าการดดูกลืนแสงของสารท่ีมีความ

เข้มข้นต่ํา 

 

3.7 การศึกษาคุณสมบัตขิองวิธีที่พัฒนาได้ (Characterization) 

3.7.1 ทดสอบหาช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity range)  
ในการทดสอบช่วงความเป็นเส้นตรงในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินนัน้ จะ

ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาของอลับมูินมาตรฐาน ซึง่เตรียมจาก human serum albumin ความ

เข้มข้นตา่งๆ ตัง้แต ่0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, และ 30 mg/L โดยใช้ปริมาตร 5 μL กบันํา้ยา

ลาเท็กซ์ปริมาตร 100 μL  แตล่ะความเข้มข้นทําการตรวจวดัซํา้กนั 2 ครัง้  

การหาช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ครีแอทินินนัน้ ทําโดยตรวจวัด

ปฏิกิริยาระหว่างนํา้ยาแจฟฟี 100 μL กบัครีแอทินินความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40, 50 และ 60 

mg/L และสร้างกราฟมาตรฐานเช่นเดียวกบัการตรวจวดัไมโครอลับมูิน เพ่ือศกึษาช่วงความเป็น

เส้นตรงในการตรวจวดัครีแอทินินของวธีิท่ีพฒันาขึน้  
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3.7.2 ทดสอบหาค่า limit of detection (LOD)  
การทดสอบหาค่า limit of detection นีเ้ป็นการทดสอบหาค่าต่ําสดุท่ีวิธีท่ี

พฒันาขึน้นีส้ามารถตรวจวดัได้ วิธีท่ีมี limit of detection ต่ําๆ จะสามารถตรวจวดัสารท่ีมีปริมาณ

น้อยๆ ได้ดีหรือมีความไวมาก โดยทําการทดลองวดั blank ของไมโครอลับมูินและครีแอทินินอย่าง

ละ 10 ครัง้ ในงานวิจยันีใ้ช้นํา้กลัน่เป็น blank นําค่าท่ีตรวจวดัได้มาคํานวณส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน (SD) และ นํามาหาคา่ limit of detection จากสตูร Limit of detection = 3.SD/S (SD 

คือ standard derivations ท่ีได้จากการวดั blank 10 ครัง้ และ S คือ sensitivity ซึง่หาได้จากคา่

ความชนัจากการทํากราฟมาตรฐาน) 

 
3.7.3 ทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยา (interference)  
โ ดยทดสอบว่ า ส า รบา ง ช นิ ด ท่ี อยู่ ใ น ปั สส า ว ะ มี ผลต่ อ ก า รต ร ว จ วั ด 

ไมโครอลับมูินหรือครีแอทินินหรือไม่ โดยนําสารท่ีอาจพบได้ในปัสสาวะเช่น bilirubin, glucose, 

NaCl, trasferrin, hemoglobin, ascorbic acid, human immunoglobulin (IgG)  เป็นต้น เติมลง

ในสารละลายอลับูมินมาตรฐาน ท่ีทราบความเข้มข้น และให้มีความเข้มข้นสดุท้ายของอลับูมิน

เป็น 5 mg/L หรือเติมสารรบกวนลงในสารละลายครีแอทินินมาตรฐาน ให้มีความเข้มข้นสดุท้าย

ของครีแอทินินเป็น 30 mg/L ทําการตรวจวดัหาปริมาณอลับูมินหรือครีแอทินิน แล้วนํามา

คํานวณหา %Recovery เปรียบเทียบกบัอลับมูินและครีแอทินินก่อนและหลงัการเติมสารรบกวน

แตล่ะตวั จากสตูร %Recovery  = (Recovered concentration/Added concentration)x100 

 
3.7.4 การศึกษาค่า precision  
Within-run precision   ศกึษาโดยทําการตรวจวดัอลับมูินมาตรฐานความเข้มข้น 

10 mg/L หรือการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินความเข้มข้น 20 mg/L จํานวนอย่างน้อย 10 ครัง้ 

แล้วนํามาหาค่าเฉลี่ย (mean) และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD), และค่าสมัประสิทธ์ิของความ

แปรปรวน (coefficient of variation) 

 

3.8 ทาํการทดลองตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินและครีแอทินินในผู้ป่วยโรคเบาหวาน
เปรียบเทยีบกับวิธีมาตรฐาน 

ทําการเก็บตวัอยา่งปัสสาวะจากกลุม่ประชากร ซึง่เป็นผู้ ป่วยโรคเบาหวาน 

จํานวน 15 คน นําปัสสาวะมาป่ันตกตะกอนท่ี 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้นําสว่นใสมา
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เจือจางด้วยนํา้เกลือ (9 g/L) 15-30 เท่าสําหรับการตรวจวดัไมโครอลับมูินด้วยหลกัการ latex 

agglutination immunoassay สว่นการวเิคราะห์ปริมาณครีแอทินินด้วยหลกัการแจฟฟี ปัสสาวะ

ถกูเจือจางด้วยนํา้ 50-100 เท่าก่อนนําไปตรวจวดั และทําวดัการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ 

บน PDMS microchip ด้วยระบบของไหลจลุภาคท่ีพฒันาขึน้ ผลการตรวจวดันํามาเปรียบเทียบ

กบัวิธีทัว่ไปท่ีใช้ในห้องปฏิบตักิารทางการแพทย์ ซึง่การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินได้ใช้

หลกัการ immunoturbidimetry และตรวจวดัครีแอทินินด้วยหลกัการแจฟฟีและวดัแบบ kinetic 

โดยทัง้สองการทดลองใช้เคร่ือง spectrophotometer (Evolution 600)  ความสอดคล้องของระดบั

ไมโครอลับมูินและครีแอทินินท่ีได้จากระบบของไหลจลุภาคในงานวิจยันี ้ และวธีิท่ีใช้ทัว่ไปทาง

ห้องปฏิบตักิาร นํามาศกึษาความสมัพนัธ์ของสองวิธีโดยใช้สถิต ิBland and Altman plot(131) และ 

Passing–bablok regression(132) และทดสอบความสมัพนัธ์โดยวิเคราะห์คา่ linear regression 

โดยใช้โปรแกรม Sigmaplot 
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บทที่  4 
 

ผลการวเิคราะห์ข้อมูล 

ผลการวิเคราะห์ 

1. ผลการทดสอบประสิทธิภาพการผสมของ micromixer ภายในท่อของ PDMS microchip 

เน่ืองจากการผสมกนัของสารภายในท่อขนาดเลก็เกิดขึน้ได้ยาก และเป็นการผสม

โดยใช้หลกัการการแพร่เข้าหากนัซึง่ต้องใช้ระยะเวลา ดงันัน้เพ่ือให้มีการผสมของสารเกิดขึน้ได้ดี

ภายในระบบของไหลจลุภาค และเกิดขึน้ได้เร็วภายในพืน้ท่ีจํากดับน PDMS microchip งานวิจยันี ้

จงึได้ออกแบบให้มีสิง่กีดขวางขนาดเลก็ ภายในท่อขนาดของไมโครชิปซึง่มีขนาดความกว้าง 500 

μm ณ บริเวณ mixing zone โดยทําการศกึษาเปรียบเทียบระหวา่งสิง่กีดขวางรูปวงกลม และรูป

หวัลกูศร และได้ทําการทดสอบประสทิธิภาพในการผสมสาร โดยใช้สารผสมสองชนิดระหวา่ง 0.5 

mg/ml fluorescein isothiocyanate (FITC) และ 10 mM phosphate buffer pH 7.4 และตดิตาม

ประสทิธิภาพการผสมของสารสองชนิดบนไมโครชิป โดยใช้กล้องฟลอูอเรสเซนท์ (Olympus 

BX50) กําลงัขยาย 40 เทา่ ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.1 พบวา่ภายในท่อท่ีมีสิง่กีดขวางรูป

วงกลม การผสมของ FITC กบับฟัเฟอร์ไมเ่ป็นเนือ้เดียวกนัทัง้สว่นต้น สว่นกลาง และสว่นท้ายของ

ท่อท่ีทําหน้าท่ีในการผสม สว่นภายในท่อท่ีมีสิง่กีดขวางรูปหวัลกูศร พบวา่ในสว่นแรกของไมโครชิป

นัน้ FITC กบับฟัเฟอร์ยงัผสมไมเ่ป็นเนือ้เดียวกนัดีนกั แตเ่ม่ือสารผสมเดนิทางมาถงึสว่นกลางและ

สว่นท้าย พบวา่สารมีความเป็นเนือ้เดียวกนัมากขึน้ แสดงให้เห็นวา่สารทัง้สองชนิดผสมกนัได้ดี

ตัง้แตส่ว่นกลางของท่อ ดงันัน้จงึสรุปได้วา่ สิง่กีดขวางภายในท่อของไมโครชิปท่ีมีลกัษณะเป็นรูป

หวัลกูศรนัน้ สามารถช่วยให้มีการผสมของสารสองชนิดได้ดี ดไูด้จากความเป็นเนือ้เดียวกนัของ

สารฟลอูอเรสเซนท์กบับฟัเฟอร์ ดงันัน้ในการทดลองตอ่ๆ มา จงึเลือกใช้สิง่กีดขวางรูปหวัลกูศรใน

การผสมสาร เพ่ือทําการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินในปัสสาวะในระบบของไหล

จลุภาคในงานวิจยันี ้
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ภาพที่ 4.1 แสดงการวาวแสงฟลอูอเรสเซนท์ภายในทอ่ของ PDMS microchip ในการทดสอบ

ประสทิธิภาพการผสมสารของ micromixer แบบตา่งๆ (A) แสดงสว่นตา่งๆ ภายใน PDMS 

microchip  สีเ่หล่ียมสีแดงแสดงสว่นท่ีตดิตามการผสมของท่อภายในชิป (B) แสดงสิง่กีดขวาง รูป

วงกลม ภายในท่อของ PDMS microchip (C) แสดงสิง่กีดขวางรูปหวัลกูศร ภายในท่อของ PDMS 

microchip  

 

2.ผลการหาสภาวะที่ เหมาะสม (optimization) สําหรับการตรวจวัดระดับ                    
ไมโครอัลบูมินและครีแอทนิินในปัสสาวะ 

2.1 ผลการทดสอบหาช่วงความยาวคล่ืนที่เหมาะสม 

ในการตรวจวดัสารโดยใช้หลกัการการดดูกลืนแสงนัน้ ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสม

มีผลตอ่การตรวจวดั เน่ืองจากหากความยาวคล่ืนท่ีใช้ในการตรวจวดัไมเ่หมาะสม จะทําให้คา่การ

ดดูกลืนแสงท่ีได้น้อยกวา่ความเป็นจริง และผลการตรวจวดัจะไมน่่าเช่ือถือ เน่ืองจากสารแตล่ะ

A 

B 

C 
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ชนิดสามารถดดูกลืนแสงได้ดีท่ีความยาวคล่ืนหนึง่ๆ จงึต้องทําการทดสอบหาความยาวคล่ืนท่ี

เหมาะสมในการตรวจวดัสารแตล่ะชนิด โดยเบือ้งต้นทําการตรวจวดัในระบบ batch ด้วยเคร่ือง

สเปคโตรโฟโตมิเตอร์ โดยทําการ scan spectrum เพ่ือตรวจสอบความยาวคลื่นท่ีเหมาะสม

สําหรับทัง้สองปฏิกิริยาการตรวจวดั สาํหรับปฏิกิริยา latex agglutination ใช้อลับมูนิความเข้มข้น 

10 mg/L ปริมาตร 100 μL ทําปฏิกิริยากบันํา้ยาลาเท็กซ์ ปริมาตร 1,000 μL พบวา่ ปฏิกิริยา latex 

agglutination มีคา่การดดูกลืนแสงลดลงตามความยาวคล่ืนท่ีเพิ่มขึน้ และมีคา่การดดูกลืนแสงดี

ท่ีสดุท่ี 500 nm เน่ืองจากคา่การดดูกลืนแสงอยูใ่นช่วงท่ีเหมาะสมคอื 0.2-0.8 ดงัภาพท่ี 4.2 A 

สว่นปฏิกิริยาแจฟฟีนัน้ ทําการทดสอบด้วยครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L ปริมาตร 100 μL 

และนํา้ยาแจฟฟีปริมาตร 1,000 μL ผลการ scan spectrum พบวา่ท่ีช่วงความยาวคล่ืนน้อยกวา่ 

500 nm มีคา่การดดูกลืนแสงสงูมาก คือมีคา่ OD อยูใ่นช่วง 3-6 สว่นช่วงความยาวคล่ืนท่ีมากกวา่ 

550 nm ขึน้ไป พบวา่ไมมี่การดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาแจฟฟี ซึง่ปฏิกิริยานีส้ามารถดดูกลืนแสงได้

ดีท่ีสดุในช่วง 500-520 mn ดงัในภาพท่ี 4.2 B 

สําหรับระบบของไหลจลุภาค ได้ทําการทดลองโดยฉีดอลับมูินความเข้มข้น 10 

mg/L ปริมาตร 5 μL และนํา้ยาลาเท็กซ์ 100 μL เข้าไปในระบบของไหลจลุภาค เม่ือสารผสมไหล

มาถงึบริเวณตรวจวดั ทําการหยดุป๊ัมและบนัทกึคา่การดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้ ทกุๆ 30 วินาที เป็น

เวลา 5 นาที ปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ระหวา่งอลับมูนิและนํา้ยาลาเท็กซ์จะเกิดสะสมมากขึน้ตาม

เวลาท่ีเพิม่ขึน้ ทําให้คา่การดดูกลืนแสงสงูขึน้ ดงัภาพท่ี 4.3 A ในช่วงความยาวคล่ืนใน 400-600 

nm พบวา่ท่ีความยาวคล่ืน 500 nm ให้คา่การดดูกลืนแสงท่ีดีและมีสญัญาณรบกวนน้อย สว่นการ

ทดสอบหาความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมสําหรับการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินนัน้ ทําโดยฉีด           

ครีแอทินิน ความเข้มข้น 40 mg/L ปริมาตร 5 μL และนํา้ยา alkaline picrate ปริมาตร 100 μL 

เข้าไปในระบบของไหลจลุภาค เม่ือสารผสมไหลมาถึงบริเวณตรวจวดั ทําการหยดุป๊ัม แล้วบนัทกึ

คา่การดดูกลืนแสง ทกุๆ 30 วินาที เป็นเวลา 5 นาที นํา้ยา alkaline picrate จะจบักบัครีแอทินิน

เกิดเป็นสารเชิงซ้อนสีส้มแดง ทําให้คา่การดดูกลืนแสงเพิ่มขึน้ตามเวลา ดงัในภาพท่ี 4.3 B  พบว่า

ท่ีความยาวคล่ืน 510 nm มีคา่การดดูกลืนแสงท่ีดีสําหรับการตรวจวดัสารเชิงซ้อนของปฏิกิริยา ซึง่

ความยาวคล่ืนดงักลา่วสอดคล้องกบัรายงานก่อนหน้านี ้ ท่ีเลือกใช้ความยาวคล่ืน 500 หรือ 510 

nm สําหรับตดิตามปฏิกิริยาแจฟฟี (133) และผลการทดสอบสอดคล้องกบั spectrum การดดูกลืน

แสงของปฏิกิริยาเม่ือใช้ระบบ batch ดงันัน้จงึเลือกใช้ความยาวคล่ืน 500 nm ในการตดิตามการ

เกิดปฏิกิริยา latex agglutination สําหรับการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน และเลือกใช้ความ

ยาวคล่ืน 510 nm ในการทดสอบการเกิดปฏิกิริยาแจฟฟีสําหรับตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน  
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ภาพที่ 4.2 แสดงสเปคตรัมการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาเม่ือตรวจวดัด้วยระบบ batch (A) 

สเปคตรัมการดดูกลืนแสงของปฏิกิริยา latex agglutination (B) สเปคตรัมการดดูกลืนแสงของ

ปฏิกิริยาแจฟฟี สําหรับตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน 
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ภาพที่ 4.3 แสดงสเปคตรัมการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืนตา่งๆ โดยใช้ fiber optic 

spectrometer ท่ีบนัทกึทกุๆ 30 วินาที เป็นเวลา 5 นาที (A) สเปคตรัมของการดดูกลืนแสงท่ี

เพิ่มขึน้ของปฏิกิริยา latex agglutination ภายในไมโครชิป ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมในการ

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินในปัสสาวะคือ 500 nm (B) สเปคตรัมการดดูกลืนแสงของ            

ครีแอทินินโดยปฏิกิริยาแจฟฟี ความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินคือ 510 

nm 

 

 

 

A 

510 nm 

B 



65 

 

 

2.2 ผลการทดสอบหาปริมาณที่เหมาะสมของแอนติบอดีและนํา้ยาแจฟฟีที่ใช้ในการทาํ
ปฏิกิริยา 

ปริมาณท่ีเหมาะสมระหว่างนํา้ยาและสิ่งส่งตรวจท่ีต้องการตรวจวดัเป็นปัจจัย

สําคญัท่ีทําให้ปฏิกิริยาเกิดได้ดี มีผลตอ่ความไวและช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ ดงันัน้

จึงได้ทําการทดสอบหาสดัส่วนท่ีเหมาะสมของนํา้ยาและสารท่ีต้องการตรวจวดั โดยในปฏิกิริยา

การเกาะกลุ่มของแอนติเจนและแอนติบอดีจะทดสอบหาสภาวะท่ีไม่ทําให้เกิดปรากฏการณ์ท่ีมี

แอนติบอดีมากไปจนเกิดการยบัยัง้การเกิดปฏิกิริยา (prozone phenomenon) หรือความเข้มข้น

ของแอนติเจนมากเกินไปจนเกิดการยับยัง้การเกิดปฏิกิริยา  (postzone phenomenon) ซึ่ง

ปรากฎการณ์ทัง้สองทําให้เกิดผลการวิเคราะห์ท่ีเรียกวา่ผลลบลวงได้ (false negative results) 

ในการวิจยัได้ศกึษาการใช้แอนติบอดีปริมาตรตา่งๆ ตัง้แต ่25, 50, 75, 100 และ 

125 μL โดยให้ทําปฏิกิริยากบัอลับมูินมาตรฐานความเข้มข้น 10 mg/L ปริมาตร 5 μL และตดิตาม

ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ ท่ีความยาวคล่ืน 500 nm สําหรับการทดสอบหาความเหมาะสมของนํา้ยาแจฟฟี

ในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินนัน้ได้ทําการทดลองในลกัษณะเดียวกนั ใช้นํา้ยาแจฟฟีปริมาตร 

25, 50, 75 , 100 และ 125 μL ให้ทําปฏิกิริยากบัครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L ปริมาตร 5 μL  

และติดตามปฏิกิริยาทีเกิดขึน้ ท่ีความยาวคล่ืน 510 nm สร้างกราฟระหว่างผลต่างของค่าการ

ดดูกลืนแสงหลงัการหยดุป๊ัมเป็นเวลา 2 นาที กบัปริมาตรนํา้ยาท่ีใช้ ผลการทดลองดงัแสดงในภาพ

ท่ี 4.4 พบว่าการใช้นํา้ยาลาเท็กซ์ในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิมากกว่า100 μL ไม่มีผลตอ่

สญัญาณการตรวจวดัท่ีเพิ่มขึน้ ดงันัน้จึงเลือกใช้ปริมาณนํา้ยา 100 μL สําหรับการตรวจวดั

ปริมาณไมโครอลับมูิน สว่นการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินด้วยนํา้ยาแจฟฟีนัน้ พบว่าความไวของ

การตรวจวดัเพิ่มขึน้อย่างเป็นสดัส่วน เม่ือมีการใช้นํา้ยาแจฟฟีเพิ่มขึน้ จนถึงปริมาตร 100 μL 

แม้ว่าท่ีปริมาตร 120 μL ให้ความไวการตรวจวดัสงูสดุ แตพ่บว่าท่ีปริมาตรนีทํ้าให้ความไวเพิ่มขึน้

เพียง 6% ของปริมาตรนํา้ยาท่ี 100 μL และเพ่ือเป็นการประหยดัการใช้นํา้ยา ดงันัน้ปริมาตรนํา้ยา

ท่ี100 μL จึงมีความเหมาะสมสําหรับการวิเคราะห์ระดบัครีแอทินินในปัสสาวะ ซึ่งสงัเกตได้ว่า

ปริมาตรท่ีเหมาะสมของทัง้นํา้ยาแอนติบอดีและนํา้ยาแจฟฟ่ีท่ีใช้นีมี้ปริมาตรเดียวกนั ซึง่มีข้อดีคือ

ทําให้สามารถใช้ injection loop สําหรับการฉีดนํา้ยาเข้าระบบ อนัเดียวกนัได้   ทําให้สะดวกใน

การวิเคราะห์ทัง้อลับมูินและครีแอทินินตอ่เน่ืองกนัได้ โดยใช้ระบบของไหลจลุภาคเดียวกนั 
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ภาพที่ 4.4 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งปริมาตรนํา้ยาและคา่การดดูกลืนแสงของการ

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินิน ;  แทนปฏิกิริยา latex agglutination ;  แทน 

Kinetic Jaffe reaction  
 

2.3 ผลการทดสอบหาอัตราการไหล (flow rate) ที่เหมาะสม 

เน่ืองจากท่อในระบบของไหลจลุภาคนัน้มีขนาดเล็กมากระดบัไมโครเมตร เช่นใน

งานวิจยันีข้นาดของท่อมีความกว้างเพียง 500 ไมโครเมตร   หากใช้อตัราการไหลเร็วเกินไป จะทํา

ให้ PDMS microchip ทนแรงบีบอดัไมไ่ด้ ทําให้ microchip เกิดการร่ัวได้ และสารมีการผสมกนัได้

ไมดี่ เน่ืองจากต้องใช้เวลาในการแพร่เข้าหากนัของสารภายในท่อขนาดเล็ก แตถ้่าใช้อตัราการไหล

ช้าเกินไป ก็จะทําให้ใช้เวลาในการตรวจวดันานและสารอาจเกิดปฏิกิริยาก่อนท่ีจะเดินทางไปถึง

สว่นท่ีใช้ติดตามการเกิดปฏิกิริยาได้ ดงันัน้จึงได้มีการทดสอบหาอตัราการไหลท่ีเหมาะสม โดยใน

การทดสอบหาอตัราการไหลท่ีเหมาะสมในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับูมินนัน้ ทําได้โดย ใช้

ปริมาณนํา้ยาลาเท็กซ์ 100 μL และ อลับมูินความเข้มข้น 10 mg/L ปริมาตร 5 μL หรือใช้นํา้ยา

แจฟฟีปริมาตร 100 μL และครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L ปริมาตร 5 μL ฉีดเข้าไปในระบบ

ของไหลจลุภาค  
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จากผลการทดลองเบือ้งต้น ในงานวิจยันีไ้ด้เลือกใช้อตัราการไหลท่ี 40 μL/min เน่ืองจากเป็นอตัรา

ไหลท่ีไม่ทําให้ PDMS เกิดการร่ัวของของไหล และท่ีอตัราการไหลนีพ้บว่าทําให้นํา้ยาและสิ่งส่ง

ตรวจท่ีได้ฉีดผ่าน injection loop ไหลมายงับริเวณ detection zone ใช้เวลา 2.5 นาที โดยสงัเกต

จากสเปคตรัมและคา่การการดดูกลืนแสงท่ีคงท่ี ในเบือ้งต้นจงึเลือกทําการหยดุป๊ัม หลงัการฉีดสาร 

2.5 นาที เพ่ือบนัทกึอตัราการเปล่ียนแปลงการดดูกลืนแสง และเพ่ือศกึษาถึงอตัราการไหลท่ีดีท่ีสดุ 

ท่ีทําการพาสารผสมมายงับริเวณตรวจวดัอยา่งเหมาะสม และให้สญัญาณการตรวจวดัท่ีดี และอยู่

ในช่วงท่ีเกิดปฏิกิริยาเป็นเส้นตรงพอดี จึงได้ทําการศกึษาอตัราการไหลอ่ืนๆ ได้แก่ ท่ี 30, 35, 40, 

45 และ 50 μL/min โดยตรวจวดัปฏิกิริยาการเกาะกลุม่และปฏิกิริยาแจฟฟีท่ีเกิดขึน้ ท่ีความยาว

คล่ืน 500 nm และ 510 nm ตามลําดบั 

ผลการทดสอบหาอตัราการไหลท่ีเหมาะสมสําหรับการตรวจวดัปริมาณอลับูมิน 

ดงัแสดงในภาพที 4.5 พบว่าอตัราการไหล 35 μL/min ให้ค่าการดูดกลืนแสงดีท่ีสุด ส่วนการ

ตรวจวดัปริมาณครีแอทินินพบว่า อตัราการไหล 30 μL/min ให้คา่การดดูกลืนแสงสงูท่ีสดุ และท่ี

อัตราการไหล 50 μL/min ทําให้ค่าการดูดกลืนแสงน้อยท่ีสุด สําหรับการวิเคราะห์ทัง้                   

ไมโครอลับูมินและครีแอทินิน อาจเน่ืองมาจากอตัราการไหลท่ีเร็วเกินไป ทําให้สารผสมไหลออก

บริเวณตรวจวดัแล้ว  

เน่ืองจากอัตราการไหลท่ีเลือกใช้ ใช้สําหรับพาสิ่งตวัอย่างและนํา้ยาเข้าไปใน

ระบบของไหลจลุภาค ยงับริเวณ detection zone และเม่ือทําการตรวจวดัเสร็จแล้ว จะทําการล้าง

ปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้ เพ่ือให้สามารถใช้ PDMS microchip ซํา้ได้ ดงันัน้อตัราการไหลจึงมีผลต่อ

ระยะเวลาในการชะล้าง ผลการทดลองพบว่าท่ีอตัราการไหล 30 μL/min จะใช้เวลาทัง้สิน้ 

ประมาณ 20 นาที ตอ่ 1 การทดสอบ จึงสามารถเร่ิมทําการตรวจวดัตวัอย่างตอ่ไปได้ สว่นท่ีอตัรา

การไหล 35 μL/min ใช้เวลาในการตรวจวดัประมาณ 17 นาที สว่นท่ีอตัรการไหล 50 μL/min จะใช้

เวลาในการตรวจวดัตอ่ 1 ตวัอย่างเร็วท่ีสดุคือ 10 นาที อย่างไรก็ตามท่ีหลงัจากพิจารณาร่วมกนั

ระหว่างสญัญาณการตรวจวดัและระยะเวลาท่ีใช้ในการวิเคราะห์หนึ่งตวัอย่าง พบว่าท่ีอตัราการ

ไหล 40 μL/min มีความเหมาะสมท่ีสดุ โดยใช้เวลา 15 นาทีตอ่ 1 การทดสอบ และให้ค่าการ

ดดูกลืนแสงท่ีเหมาะสม และยงัเป็นอตัราการไหลท่ี PDMS microchip ทนแรงดนัได้ดี ดงันัน้

สําหรับการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินิน ในระบบของไหลจลุภาคในงานวิจยันี ้จึง

เลือกใช้อตัราการไหลของบฟัเฟอร์ท่ี 40 μL/min ตลอดการทดลอง 
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ภาพที่ 4.5 แสดงคา่ความสมัพนัธ์ระหวา่งอตัราการไหล กบัคา่การดดูกลืนแสงของการตรวจวดั

ปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินิน     แทนปฏิกิริยา latex agglutination ;  แทน Kinetic 

Jaffe reaction  

 

2.4 ผลการทดสอบเวลาที่เหมาะสมในการทาํปฏิกิริยา 

เน่ืองจากการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับูมินและครีแอทินินนัน้เป็นการตรวจวดั

แบบวิธี kinetic การเกิดปฏิกิริยาในช่วงแรกอาจยงัไม่อยู่ในภาวะสมดลุ (lag phase) การวดัอตัรา

การเปลี่ยนแปลงของค่าการดูดกลืนแสงควรเลือกช่วงท่ีมีการเปล่ียนแปลงเป็นเส้นตรง และท่ี

สําคญั การตรวจวดัครีแอทินินด้วยปฏิกิริยาแจฟฟีนัน้ มีรายงานวิจยัว่ามีการเกิดปฏิกิริยาอย่างไม่

จําเพาะจากสารท่ีไม่ใช่ครีแอทินิน (134) ซึง่ส่วนมากจะเกิดในช่วงท้ายของปฏิกิริยา และทําให้อตัรา

การดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้ไม่เป็นเส้นตรง และถ้าให้มีการเกิดปฏิกิริยานานเกินไป สารท่ีทําปฏิกิริยา

กบัสารละลาย alkaline picrate ช้า เช่น โปรตีน กลโูคส วิตามินซี จะรบกวนการตรวจวดั โดยสาร

ดงักลา่วทําการรีดวิซ์ picrate เป็น picramate (59) 
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โดยในการทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับูมินนัน้ 

ทําได้โดยเจือจางปัสสาวะด้วยนํา้กลัน่ 15 เท่า จากนัน้นํามาทําการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน

ในระบบของไหลจลุภาค โดยใช้อตัราการไหล 40 μL/min ฉีดปัสสาวะท่ีเจือจางแล้วปริมาตร 5 μL 

และนํา้ยาลาเท็กซ์ 100 μL ทําการจบัเวลา ทกุๆ 30 วินาที เป็นเวลา 7 นาที แล้วนําคา่การดดูกลืน

แสงมาสร้างกราฟระหว่างเวลาและค่าการดดูกลืนแสง เพ่ือจะเลือกช่วงท่ีเกิดปฏิกิริยาเป็นเส้นตรง

มาใช้ในการตรวจวัดอัลบูมิน ในการทดสอบหาเวลาท่ีเหมาะสมสําหรับตรวจวัดครีแอทินินใน

ปัสสาวะนัน้  ทําได้โดยการฉีดปัสสาวะท่ีเจือจางด้วยนํา้กลัน่ 50 เท่า ปริมาตร 5 μL กบันํา้ยา    

แจฟฟี 100 μL และ ติดตามการดดูกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 510 nm ทําการตรวจวดัปฏิกิริยาท่ี

เกิดขึน้โดยจบัเวลาทกุๆ 30 วินาที เป็นเวลา 7 นาที แล้วนําคา่การดดูกลืนแสงท่ีได้มาสร้างกราฟ

ระหวา่งเวลากบัคา่การดดูกลืนแสง  

ผลการตรวจวดัพบว่า การเกิดปฏิกิริยา latex agglutination สําหรับการตรวจวดั

ระดับไมโครอัลบูมิน ทําให้ค่าการดูดกลืนแสงเพิ่มขึน้ เม่ือใช้เวลาเพิ่มขึน้ แต่ช่วงท้ายๆ ของ

ปฏิกิริยา อตัราการดดูกลืนแสงจะไมเ่พิ่มขึน้เป็นสดัสว่น และสงัเกตได้ชดัเจน ในกรณีของปฏิกิริยา

แจฟฟ่ี ดงันัน้เม่ือพิจารณาร่วมกนัระหว่างความเหมาะสมของระยะเวลาการเกิดปฏิกิริยากบัความ

ไวของการตรวจวัด  เ วลา ท่ี เหมาะสม สําห รับการติดตามการ เ กิดป ฏิ กิ ริยาของทั ง้ 

ไมโครอลับมูินและครีแอทินินคือ 2 นาที โดยปฏิกิริยายงัคงอยู่ในช่วงเส้นตรง และมีคา่ r2= 0.999 

และ 0.997  สําหรับไมโครอลับมูินและครีแอทินิน ตามลําดบั ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.6 
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ภาพที่ 4.6 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งเวลากบัคา่การดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้ (A) ปฏิกิริยา 

latex agglutination จากการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูิน ภาพแทรก คือช่วงเวลาท่ีเกิดปฏิกิริยา

เป็นเส้นตรง (r2 = 0.999) (B) ปฏิกิริยาแจฟฟีจากการตรวจวดัระดบัครีแอทินิน ภาพแทรก คือ

ช่วงเวลาท่ีเกิดปฏิกิริยาเป็นเส้นตรง (r2 = 0.997)   

A 

B 
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2.5 ผลการทดสอบชนิดของบัฟเฟอร์และ pH ที่ใช้ในระบบของไหลจุลภาค 

ในการเกิดปฏิกิริยา latex agglutination และปฏิกิริยาแจฟฟีในระบบของไหล

จลุภาคนัน้ บฟัเฟอร์ซึง่เป็นตวัพาสารท่ีนํามาตรวจวดัและนํา้ยาท่ีฉีดผ่าน injection loop เข้าไปยงั

บริเวณตรวจวดั นัน้มีผลต่ออตัราการเกิดปฏิกิริยา เน่ืองจากช่วงรอยต่อระหว่างบฟัเฟอร์กับสาร

ผสม อาจมีการแพร่ของสารละลายเกิดขึน้ และสง่ผลต่อ pH ของนํา้ยาท่ีใช้ตรวจวดั และมีผลต่อ

สญัญาณการตรวจวดั ในงานวิจยัจึงทําการทดสอบชนิดของบฟัเฟอร์และ pH ท่ีเหมาะสมใช้เป็น

บัฟเฟอร์ตัวพาสารท่ีต้องการตรวจวัดและนํา้ยาเข้าไปยังระบบของไหลจุลภาค โดยทดสอบ

บฟัเฟอร์ pH ตัง้แตช่่วง 6.0 – 9.0 โดยให้มีช่วงห่างของ pH 0.5 ใช้  20 mM phosphate buffer ทํา

การทดสอบ pH ช่วง 6.0 –7.5 สว่น pH ช่วง 8.0 –9.0  ทดสอบด้วย 20 mM Tris-HCl buffer และ

เพ่ือทดสอบว่าชนิดของบัฟเฟอร์มีผลต่อการตรวจวัดหรือไม่ สําหรับการวิเคราะห์ปริมาณ            

ครีแอทินิน จงึได้เลือกทดสอบกบั Tris-HCl buffer ท่ี pH 7.5 ด้วย  

จากผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.7 A พบว่าการใช้ 20 mM phosphate 

buffer เป็นบฟัเฟอร์ตวัพาในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินให้ค่าการดดูกลืนแสงเพิ่มขึน้เม่ือ 

pH เพิ่มขึน้ และคา่การดดูกลืนแสงสงูสดุท่ี pH 7.5 แตเ่ม่ือทดสอบการเกิดปฏิกิริยาโดยใช้ 20 mM 

Tris-HCl buffer พบว่าค่าการดดูกลืนแสงลดลงเม่ือ pH เพิ่มขึน้ ส่วนการตรวจวดัปริมาณ           

ครีแอทินินโดยใช้ 20 mM phosphate buffer เป็นบฟัเฟอร์ตวัพา พบว่าคา่การดดูกลืนแสงเพิ่มขึน้

เม่ือ pH เพิ่มขึน้เช่นเดียวกบัการใช้ 20 mM Tris-HCl buffer เป็นบฟัเฟอร์ตวัพา แต่เม่ือ

เปรียบเทียบบฟัเฟอร์ทัง้สองชนิดพบวา่ 20 mM phosphate buffe pH 7.5 ให้คา่การดดูกลืนแสงท่ี

สงูกว่า 20 mM Tris-HCl pH 9 เล็กน้อย ถึงแม้ว่าปฏิกิริยาแจฟฟีจะเกิดดีท่ีสภาวะเป็นดา่งก็ตาม

ดงัแสดงในภาพท่ี 4.7 B แสดงให้เห็นวา่นอกเหนือจากความเป็นกรด-ดา่งแล้ว ชนิดของบฟัเฟอร์ยงั

มีผลตอ่การเกิดปฏิกิริยาแจฟฟี ดงันัน้จึงเลือกใช้ 20 mM phosphate buffer pH 7.5 เป็นบฟัเฟอร์

ตวัพา เพราะให้สญัญาณการตรวจวดัท่ีดีสําหรับการตรวจวดัสารทัง้สองตวั และทําให้การติดตัง้

ระบบของไหลจลุภาคมีความสะดวกย่ิงขึน้ กรณีใช้บฟัเฟอร์ตวัเดียวกนั  
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ภาพที่ 4.7 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่ง pH และชนิดของบฟัเฟอร์ ตอ่คา่การดดูกลืนแสง (A) 

การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน  แทนอลับมูินความเข้มข้น 5 mg/L ท่ีทดสอบด้วย 20 mM 

phosphate buffer       แทนอลับมูนิความเข้มข้น 5 mg/L ท่ีทดสอบด้วย 20 mM Tris-HCl 

buffer (B) การตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน   แทนครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L ท่ีทดสอบ

ด้วย 20 mM phosphate buffer  และ     แทนครีแอทินินความเข้มข้น 40 mg/L ท่ีทดสอบด้วย 

20 mM Tris-HCl buffer  

A 

B 
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2.6 ผลการทดสอบอุณหภมูิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 

ปฏิกิริยาการเกาะกลุม่ ปฏิกิริยาจะเกิดเร็วหรือช้าขึน้อยูก่บัอณุหภมูิ เน่ืองจาก

แอนตบิอดีเป็นโปรตีน ซึง่จะทํางานได้ดีในช่วงอณุหภมูิท่ีเหมาะสม เพราะอณุหภมูิมีผลตอ่

โครงสร้างของโปรตีน หากอณุหภมิูสงูเกินไป โปรตีนอาจเปล่ียนแปลงโครงสร้าง (denature) สว่น

อณุหภมูิต่ําเกินไป จะไปยบัยัง้การทํางานของโปรตีน ทําให้แอนตบิอดีไมจ่บักบัแอนตเิจน สําหรับ

การตรวจวดัครีแอทินินโดยปฏิกิริยาแจฟฟีนัน้ ความเร็วของการจบักนัของนํา้ยาแจฟฟีกบั 

ครีแอทินินขึน้อยูก่บัอณุหภมูิเช่นกนั  (135) เน่ืองจากต้องการเปรียบเทียบวา่ท่ีอณุหภมูิห้องกบัท่ี 37 

°C นัน้ทําให้ความไวของการตรวจวดัแตกตา่งกนัหรือไม ่ จงึมีการตดิตัง้เคร่ืองควบคมุอณุหภมูิ

ภายในระบบของไหลจลุภาค และทําการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินและครีแอทินินท่ีอณุหภมู ิ 25 

°C และ 37 °C นําคา่การดดูกลืนแสงมาสร้างกราฟระหวา่งคา่ความเข้มข้นกบัคา่การดดูกลืนแสง  

จากผลการทดลองพบวา่ ปฏิริกิริยา latex agglutination สําหรับการตรวจวดั

ปริมาณอลับมูนิความเข้มข้นระหวา่ง 0-10 mg/L นัน้ ความชนัของกราฟมาตรฐานท่ีได้ เม่ือใช้

อณุหภมูิคงท่ีท่ี 25 °C  มีคา่เท่ากบั 0.0054 mg/L ตอ่หน่วยการดดูกลืนแสง สว่นความชนัของ

กราฟมาตรฐานเม่ือใช้อณุหภมูิคงท่ีท่ี 37 °C มีคา่ 0.010 mg/L ตอ่หนว่ยการดดูกลืนแสง ซึง่คา่

ความชนันีม้ากกวา่ท่ีอณุหภมูิ 25 °C  ถึง 1.85 เท่า ดงัแสดงในภาพท่ี 4.8 A  

สว่นคา่การดดูกลืนแสงของปฏิกิริยาแจฟฟีในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินน

ความเข้มข้นระหวา่ง 0-40 mg/L ความชนัของกราฟมาตรฐาน มีคา่เท่ากบั 0.0042 mg/L และ 

0.0053  ตอ่หนว่ยการดดูกลืนแสง เม่ือใช้อณุหภมูิคงท่ีท่ี 25 °C และ 37 °C ตามลําดบั โดยท่ี

อณุหภมูิ 37 °C ให้คา่ความชนัมากกวา่ท่ีอณุหภมูิ 25 °C เป็น 1.26 เท่า ดงัแสดงในภาพท่ี 4.8 B 

จะเห็นได้วา่ถ้าใช้อณุหภมูิคงท่ีท่ี 37 °C สําหรับตดิตามการเกิดปฏิกิริยาทัง้ latex agglutination 

และปฏิกิริยาแจฟฟี จะทําให้ความไวของการตรวจวดัเพิ่มขึน้อยา่งมาก ดงันัน้ในระบบของไหล

จลุภาค จงึได้มีเคร่ืองควบคมุอณุหภมูิและใช้อณุหภมูิคงท่ีท่ี 37 °C ตลอดการทดลอง 
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ภาพที่ 4.8 กราฟแสดงความสมัพนัธ์ระหวา่งอณุหภมูิท่ีใช้กบัอตัราการเกิดปฏิกิริยา (A) ปฏิกิริยา 

latex agglutination สําหรับตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูิน  (B) ปฏิกิริยาแจฟฟี สําหรับการตรวจวดั

ระดบัครีแอทินิน ;  37 °C;  25 °C 

 

A 

B 
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2.7 ผลการทดสอบ carryover ของระบบของไหลจุลภาค 

เน่ืองจากการตรวจวัดสารโดยใช้ระบบของไหลจุลภาค อาจทําให้เกิดการ 

carryover ได้ เน่ืองจาก PDMS มีคณุสมบตัใินการดดูซบัสารได้ดี โดยเฉพาะอยา่งยิ่งโปรตีน ทําให้

การตรวจวดัซํา้กนัหลายๆ ครัง้มีคา่ reproducibility ไม่ดีนกั และทําให้ตรวจวดัสิ่งตวัอย่างได้คา่สงู

มากกว่าความเป็นจริง ดงันัน้จึงทําการทดสอบผลของ carryover ต่อการตรวจวัดปริมาณ           

ไมโครอลับมูินและครีแอทินินในระบบของไหลจุลภาค โดยทําการตรวจวดัสารความเข้มข้นสงูซํา้

กันสองครัง้ และตามด้วยการตรวจวัดสารความเข้มข้นต่ําซํา้กันสามครัง้ ความเข้มข้นสูง

สําหรับอลับมูิน และครีแอทินินท่ีใช้ในการตรวจวดัคือ 10 mg/L และ 40 mg/L ตามลําดบั สว่น

ความเข้มข้นต่ําใช้อลับมูินความเข้มข้น 1 mg/L และครีแอทินิน 10 mg/L เม่ือได้คา่การดดูกลืน

แสงของสารความเข้มข้นต่ําและสงูแล้ว นํามาคํานวณคา่ %carryover จากสตูร  

% carryover = (b1-b3)/(a2-b3) x 100 

 

a คือคา่การดดูกลืนแสงของสารท่ีมีความเข้มข้นสงู 

b คือคา่การดดูกลืนแสงของสารท่ีมีความเข้มข้นต่ํา 

ตวัเลขคือครัง้ท่ีทําการตรวจวดั 

 

ผลการทดลองพบว่า  ระบบของไหลจุลภาคท่ีพัฒนาในงานวิจัยนี  ้มีการ 

carryover สําหรับการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินิน คิดเป็น 3.75% และ 1.98% 

ตามลําดบั ดงัแสดงในตารางท่ี  4.1 และ 4.2 

 

ตารางที่ 4.1 ผลของ carryover ในการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน ด้วยระบบของไหลจลุภาค 

 

albumin (mg/L) ครัง้ที่ A2 A1 A2-A1 สัญลักษณ์ 

10 1 0.282 0.176 0.106 a1 

 2 0.318 0.216 0.102 a2 

1 1 0.234 0.209 0.025 b1 

 2 0.213 0.187 0.026 b2 

 3 0.113 0.091 0.022 b3 
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% carryover   = (b1-b3)/(a2-b3) x 100 

                  = (0.025-0.022)/(0.102-0.022) 

                        = 0.0375 x 100 

%carryover    = 3.75% 

 

ตารางที่ 4.2 ผลของ Carry over ในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน ด้วยระบบของไหลจลุภาค 

 

creatinine (mg/L) ครัง้ที่ A2 A1 A2-A1 สัญลักษณ์ 

40 1 0.342 0.136 0.206 a1 

  2 0.405 0.197 0.208 a2 

10 1 0.129 0.069 0.06 b1 

  2 0.115 0.065 0.05 b2 

  3 0.121 0.064 0.057 b3 

 

%Carryover    = (b1-b3)/(a2-b3) x 100  

                                   = (0.06-0.057)/(0.208-0.057) 

             = 0.019 x 100 

%carryover    = 1.9% 
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3. ผลการศกึษาคุณสมบัตขิองวธีิที่พัฒนาได้ (Characterization) 

3.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity range) 

โดยในการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินนัน้ จะทดสอบการเกิดปฏิกิริยาของ 

อลับมูินท่ีทราบความเข้มข้น คือ 0, 0.625, 1.25, 2.5, 5, 10, 20, และ 30 mg/L ปริมาตร 5 μL กบั

นํา้ยาลาเท็กซ์ปริมาตร 100 μL  โดยใช้ 20 mM phosphate buffer pH 7.5 เป็นบฟัเฟอร์ตวัพา ใช้

อตัราการไหล 40 μL/min อณุหภมูิ 37  °C เม่ือฉีดนํา้ยาลาเท็กซ์และอลับมูินเข้าสูร่ะบบแล้ว ทํา

การ หยดุป๊ัม และบนัทึกอตัราการเปล่ียนแปลงคา่การดดูกลืนแสง ท่ีความยาวคล่ืน 500 nm เป็น

เวลา 2 นาที แต่ละความเข้มข้นทําการตรวจวดัซํา้กนั 2 ครัง้ แล้วนํามาสร้างกราฟมาตรฐาน

ระหว่างค่าความเข้มข้นของอลับูมินกบัค่าการดดูกลืนแสง ดงัในภาพท่ี 4.9 ผลการทดลองพบว่า

กราฟมีช่วงความเป็นเส้นตรงท่ี 0-10 mg/L (r2 = 0.993 )ความเข้มข้นของอลับมูินท่ี 20 และ 30 

mg/L ทําให้อตัราการเปล่ียนแปลงของการดดูกลืนแสงลดลง ทัง้นีอ้าจอธิบายได้ด้วยการเกิด

ปรากฏการณ์ postzone phenomenon คือปริมาณแอนติเจนมากเกินไปจนทําให้เกิดการยบัยัง้

ปฏิกิริยา (136) ดงันัน้จงึใช้ช่วงความเข้มข้นของอลับมูิน 0-10 mg/L ในการสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือ

ใช้ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินในตวัอยา่งปัสสาวะ 

สําหรับชว่งความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินนัน้ ทําโดย

ตรวจวดัปฏิกิริยาระหวา่งนํา้ยาแจฟฟี 100 μL และ ครีแอทินินความเข้มข้น 0, 10, 20, 30, 40, 50 

และ 60 mg/L โดยใช้สภาวะการทดสอบเช่นเดียวกบัการทดสอบไมโครอลับมูินคือใช้ 20 mM 

phosphate buffer pH 7.5 เป็นบฟัเฟอร์ท่ีใช้พาสารเข้าสูร่ะบบ ใช้อตัราการไหล 40 μL/min ทํา

การตรวจวดัท่ีอณุหภมูิ 37 °C เม่ือสารถกูพาเข้ามาสู ่ microchip แล้ว ทําการ stop pump และ

เก็บข้อมลูของคา่การดดูกลืนแสงท่ีเพิ่มขึน้เป็นเวลา 2 นาที ท่ีความยาวคล่ืน 510 nm แตล่ะความ

เข้มข้นทําการตรวจวดัซํา้กนั 2 ครัง้ แล้วนํามาสร้างกราฟมาตรฐานระหวา่งคา่ความเข้มข้นของ   

ครีแอทินินกบัคา่การดดูกลืนแสง ผลการทดลองดงัแสดงในภาพท่ี 4.10 พบวา่คา่การดดูกลืนแสง

เพิ่มขึน้ตามความเข้มข้นของครีแอทินินท่ีเพิ่มขึน้ แตก่ราฟเร่ิมโค้งเม่ือทดสอบครีแอทินินความ

เข้มข้น 50 และ 60 mg/L กราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวดัครีแอทินินมีช่วงความเป็นเส้นตรงท่ี 

0-40 mg/L (r2 = 0.997) ดงันัน้จงึเลือกใช้ช่วงความเข้มข้นนี ้ ในการสร้างกราฟมาตรฐานเพ่ือใช้

สําหรับตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะ 
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ภาพที่ 4.9 กราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับูมินในปัสสาวะด้วยระบบของ

ไหลจลุภาค กราฟมีช่วงความเป็นเส้นตรง 0-10 mg/L (r2 = 0.993)   
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ภาพที่ 4.10 กราฟมาตรฐานสําหรับการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะด้วยระบบของไหล

จลุภาค กราฟมีช่วงความเป็นเส้นตรง 0-40 mg/L (r2 = 0.997)   

 

3.2 ผลการทดสอบค่า limit of detection (LOD)  

 ได้ทําการศกึษาค่า limit of detection ของการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน 

และครีแอทินิน โดยใช้นํา้กลั่นเป็น blank คือทําการฉีดนํา้กลั่นแทนการฉีดสารละลาย              

อลับมูินหรือครีแอทินิน และทําการตรวจวดัทัง้หมด 10 ครัง้ นําค่าท่ีตรวจวดัได้มาคํานวณหาค่า

สว่นเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และคา่ limit of detection คํานวณจากสตูร  

 

Limit of detection = 3.SD/S  

 

SD คือ standard derivations ท่ีได้จากการวดั blank 10 ครัง้ และ S คือ 

sensitivity ซึง่หาได้จากคา่ความชนัจากการทํากราฟมาตรฐาน ผลการทดลองพบว่าการตรวจวดั

ไมโครอลับมูินมีค่า limit of detection 0.81 mg/L และการตรวจวดัครีแอทินินมีค่า limit of 

detection 3.27 mg/L ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 
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ตารางที่ 4.3 แสดงผลการทดสอบหาคา่ limit of detection ของไมโครอลับมูินและครีแอทินิน 

 

ค่าทางสถติ ิ ไมโครอัลบูมนิ ครีแอทนิิน 

SD 0.002828 0.005922 

3SD 0.008485 0.017765 

slope 0.01045 0.005439 

LOD 0.81 mg/L 3.27 mg/L 

 

 

3.3 ผลการทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยา (interference) 

การทดสอบสารรบกวนการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน เป็นการทดสอบสารท่ี

อาจพบในปัสสาวะของผู้ ป่วยโรคเบาหวาน ซึง่อาจจะมีผลตอ่การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินใน

ปัสสาวะ โดยนําสารท่ีอาจพบได้ในปัสสาวะ ได้แก่บิลิรูบิน (bilirubin), กลโูคส (glucose), NaCl, 

trasferrin, ฮีโมโกลบิน (hemoglobin), วิตามินซี (ascorbic acid), human immunoglobulin 

(IgG)  เติมลงในสารละลายอลับูมินมาตรฐาน ท่ีมีความเข้มข้นสดุท้าย 5 mg/L หรือใน

สารละลายครีแอทินินมาตรฐานท่ีมีความเข้มข้นสดุท้าย 30 mg/L แล้วทําการตรวจวดัอตัราการ

เกิดปฏิกิริยาในระบบของไหลจุลภาคท่ีพฒันาขึน้ แล้วนํามาคํานวณหา %Recovery เทียบกับ 

อัลบูมินและครีแอทินินก่อนและหลังการเติมสารรบกวนแต่ละตัว จากสูตร โดยค่า recovery 

ในช่วง 95-105% ถือวา่ยอมรับได้วา่สารท่ีนํามาทดสอบไมร่บกวนการตรวจวดัอยา่งมีนยัสําคญั 

 

%Recovery  = (Recovered concentration/Added concentration) x 100  

 

ผลการตรวจวดัแสดงในตารางท่ี 4.4 พบว่า 6 mg/L hemoglobin, 100 mg/L 

IgG และ 100 mg/L transferrin รบกวนการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน โดยมี %recovery 

ในช่วง   125.3 -137.3 % แตเ่ม่ือทําการเจือจางสารรบกวนลง 30 เท่า พบว่า %Recovery ลดลง

อยู่ในช่วง 110.0 -115.3% นอกจากนีพ้บว่า bilirubin และ NaCl ความเข้มข้นสงู เช่น 80 mg/L 

bilirubin และ 1,500 mg/L NaCl, รบกวนการตรวจวดั โดยมี %recovery 110.7-114.0%    สว่น 

200 mg/L ascorbic acid และ 1,250 mg/L glucose ไม่รบกวนการตรวจวดัอย่างมีนยัสําคญั 

(recovery 100-101.3%)  
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สว่นสารรบกวนการตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน ดงัแสดงในตารางท่ี 4.4 พบว่า 6 

mg/L hemoglobin, 1,000 mg/L IgG, 700 mg/L ascorbic acid และ 9,000 mg/L glucose 

รบกวนการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินด้วยวิธีแจฟฟี โดยมี %recovery ในช่วง 112.2-139.5% 

อย่างไรก็ตาม เม่ือเจือจางสารรบกวนให้มีความเข้มข้นน้อยลงแล้ว พบว่าให้คา่ %recovery ลดลง

อยู่ในช่วง 95.2-101.8% ซึง่เป็นช่วงท่ียอมรับได้ ซึง่ในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะ 

จะต้องทําการเจือจางตวัอย่างปัสสาวะ 50 เท่าก่อนนํามาตรวจวดั จึงเป็นการลดการรบกวนจาก

สารท่ีอยู่ในปัสสาวะได้ สว่นสารรบกวนอ่ืนๆ ได้แก่ 1,500 mg/L NaCl,  10 mg/L bilirubin และ 

300 mg/L human serum albumin มี %recovery ในช่วง 94.4-106.7% ซึง่มีผลรบกวนการ

ตรวจวดัเพียงเล็กน้อย สว่น 100 mg/L transferrin และ 1,250 mg/L glucose ไม่รบกวนการ

ตรวจวดัอยา่งมีนยัสําคญั (recovery 95.2-100%) 
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ตารางที่ 4.4 แสดงผลการตรวจวดัสารรบกวนในตรวจวดัปริมาณอลับูมินและครีแอทินินใน

ปัสสาวะด้วยระบบของไหลจลุภาค 

 

สารที่ทดสอบ ความเข้มข้น 
%Recovery 

ไมโครอัลบูมนิ ครีแอทนิิน 

albumin 300 mg/L - 104.8 ±14.9 

 5 mg/L  100.0 ± 3.7 - 

creatinine 30 mg/L - 100.0 ± 6.9 

hemoglobin 6 mg/L 125.3 ± 1.8 114.4 ±9.5 

 1 mg/L - 101.9 ± 1.3 

 0.2 mg/L  110.0 ± 2.8 - 

IgG 1,000 mg/L - 112.2 ± 5.2 

 100 mg/L 137.3 ± 7.5 - 

 20 mg/L IgG - 101.8 ±12.0 

 3 mg/L 111.3 ± 0.9 - 

transferrin 100 mg/L  129.3 ± 0.0 100.0 ± 9.2 

 3 mg/L 115.3 ± 2.8 - 

bilirubin 116 mg/L - 95.9 ± 5.0 

 80 mg/L  114.0 ± 0.9 - 

 10 mg/L - 106.7 ± 14.9 

NaCl 1,500 mg/L 110.7 ± 1.8 94.4 ± 1.3 

ascorbic acid 700 mg/L  - 139.5 ± 15.8 

 200 mg/L  101.3 ± 3.7 101.9 ± 2.7 

glucose 9,000 mg/L - 130.9 ± 25.3 

 1,250 mg/L 100.0 ± 0.0 95.2 ± 1.3 
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3.4 ผลการศึกษาค่า precision และ reproducibility 

Within-run precision ศกึษาโดยทําการตรวจวดัอลับมูินมาตรฐานความเข้มข้น 

10 mg/L หรือการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินความเข้มข้น 20 mg/L จํานวนอย่างน้อย 10 ครัง้ 

แล้วนํามาหาค่าเฉลี่ย (mean) และส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD), และค่าสมัประสิทธ์ิของความ

แปรปรวน (coefficient of variation) 

 

%CV = (SD/mean) x 100 

 

ผลการทดลองพบว่า  %CV ในการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินและ                

ครีแอทินินคือ 5.10% และ 5.99% ตามลําดบั 

 
 

4. ผลการทดลองตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินและครีแอทินินในผู้ป่วยโรคเบาหวาน
เปรียบเทยีบกับวิธีมาตรฐาน 

ทําการเก็บตวัอยา่งปัสสาวะจากกลุม่ประชากร จํานวน 15 คน ซึง่เป็นผู้ ป่วย

โรคเบาหวาน นําปัสสาวะมาป่ันตกตะกอนท่ี 1,500 rpm เป็นเวลา 5 นาที จากนัน้นําสว่นใสมา   

เจือจาง 15-30 เท่า ด้วยนํา้เกลือความเข้มข้น 9 g/L สําหรับการตรวจวดัไมโครอลับมูิน สว่นการ

วิเคราะห์ปริมาณครีแอทินิน เจือจางปัสสาวะก่อนนําไปตรวจวดัด้วยด้วยนํา้กลัน่ 50-100 เท่า ผล

การตรวจวดัด้วยระบบของไหลจลุภาคนํามาเปรียบเทียบกบัวิธีทัว่ไปท่ีใช้ในห้องปฏิบตักิารทาง

การแพทย์  

ผลการตรวจวดัทัง้สองวิธี เม่ือนํามาวิเคราะห์โดยใช้สถิติ Bland and Altman test 

พบว่าวิธีท่ีนําเสนอโดยระบบของไหลจลุภาค ไม่มี bias ของการตรวจวดัอย่างมีนยัสําคญั ทัง้การ

ตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูิน (ภาพท่ี 4.11 A) ครีแอทินิน (ภาพท่ี 4.12 A) และค่าอตัราส่วน

ระหว่างไมโครอลับมูินและครีแอทินิน (ภาพท่ี 4.13 A) เน่ืองจากผลตา่งของวิธีของไหลจลุภาคกบั

วิธีท่ีใช้ในห้องปฏิบตักิารทัว่ไป สว่นมากอยูใ่นช่วง ±1.96 SD  

การวิเคราะห์หาความสมัพนัธ์ของทัง้สองวิธี ยงัได้มีการใช้สถิติ Passing–bablok 

regression สําหรับการตรวจวดัไมโครอลับมูิน ดงัแสดงในภาพท่ี 4.11 B พบว่าสมการ Passing–

bablok regression คือ y = 1.0396x + 1.1594 (y =  Ax + B) ท่ีช่วงคา่ความเช่ือมัน่ 95% คา่

ความชนั (slope) ใช้สําหรับทดสอบสมมติฐานว่า A = 1 ซึง่จะยอมรับสมมติฐานก็ต่อเม่ือช่วง

ความเช่ือมัน่สําหรับ A มีคา่ 1 อยู่ด้วย ผลการทดลองดงัภาพท่ี 4.11 B พบว่าคา่ slope อยู่ในช่วง 
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0.955 ถึง 1.1014 ซึง่มีคา่ 1 อยู่ในช่วงดงักลา่ว แสดงให้เห็นว่า สามารถยอมรับว่าคา่ slope ของ

สมการไม่แตกต่างจาก 1 อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ  สําหรับค่าสถิติแสดงให้เห็นว่าค่าความชนั 

(1.0396) ไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญักบั 1 และคา่จดุตดัแกน y ซึง่ใช้ทดสอบสมมติฐานว่า B = 0  

ซึง่จะยอมรับสมมติฐานถ้าช่วงความเช่ือมัน่สําหรับจดุตดันัน้มีค่า 0 อยู่ด้วยในผลการทดลอง ค่า

จดุตดัแกนมีคา่อยู่ในช่วง -1.6036 ถึง 3.1835 ซึง่มีคา่ 0 อยู่ในช่วงดงักลา่ว ดงันัน้จึงสรุปได้ว่าคา่

จดุตดัแกน y  (1.1594) จากสมการข้างต้น มีคา่ไมต่า่งจาก 0 อยา่งมีนยัสําคญัทางสถิต ิ 

สําหรับการตรวจวัดครีแอทินินและค่าอัตราส่วนระหว่างไมโครอัลบูมินและ         

ครีแอทินิน เม่ือนํามาวิเคราะห์ทางสถิติด้วย Passing–bablok regression ให้ผลท่ีเป็นไปใน

ลกัษณะเดียวกบัการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูิน คือคา่ slope ไม่แตกตา่งอย่างมีนยัสําคญักบั 1 

และคา่จดุตดัแกน y มีคา่ไม่ตา่งจาก 0 อย่างมีนยัสําคญัทางสถิติ ดงัแสดงในภาพท่ี 4.12 B และ 

4.13 B เม่ือนําค่าอตัราส่วนระหว่างไมโครอลับูมินและครีแอทินินมาสร้างกราฟด้วยโปรแกรม 

Sigmaplot และนํามาหาคา่ความสมัพนัธ์ พบว่าทัง้สองวิธีมีความสมัพนัธ์กนั โดยมีคา่ r2 = 0.985 

(n = 15) ดงัในภาพท่ี 4.14 แสดงให้เห็นว่าการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน ครีแอทินิน และคา่

อตัราสว่นระหวา่งไมโครอลับมูินและครีแอทินิน ด้วยระบบของไหลจลุภาคท่ีพฒันาในงานวิจยันี ้มี

ความสมัพนัธ์ดีกบัวิธีท่ีใช้ตรวจวดัทางห้องปฏิบตักิารทัว่ไป  
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ภาพที่ 4.11 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูิน (A) ผลการเปรียบเทียบการ

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินด้วยสถิต ิBland and Altman plot (B) ผลการเปรียบเทียบการ

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินด้วยสถิต ิPassing–bablok regression 

 

 

 

Intercept = 1.1594 

95% CI : -1.6036 to 3.1835 
 

Slope = 1.0396 

95% CI : 0.955 to 1.1014 

A 

B 
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ภาพที่ 4.12 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน (A) ผลการเปรียบเทียบการ

ตรวจวดัปริมาณครีแอทินินด้วยสถิต ิBland and Altman plot (B) ผลการเปรียบเทียบการ

ตรวจวดัครีแอทินินด้วยสถิต ิPassing–bablok regression 

 

 

 

Intercept = -186.8056 

95% CI : -355.6568 to -54.4678 
 

Slope = 1.2390 

95% CI : 1.0822 to 1.4289 

B 

A 
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ภาพที่ 4.13 ผลการเปรียบเทียบอตัราสว่นไมโครอลับมูนิและครีแอทินิน (A) ผลการเปรียบเทียบ

อตัราสว่นไมโครอลับมูินและครีแอทินินด้วยสถิต ิBland and Altman plot (B) ผลการเปรียบเทียบ

อตัราสว่นไมโครอลับมูินและครีแอทินินด้วยสถิต ิPassing–bablok regression 

 

 

 

 

Intercept = -1.1485 

95% CI : -3.8202 to 1.4265 
 

Slope = 1.0406 

95% CI : 0.8709 to 1.2326 

B 

A 
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ภาพที่ 4.14 ผลการเปรียบเทียบอตัราสว่นไมโครอลับมูนิและครีแอทินินโดยใช้โปรแกรม 

Sigmaplot r2 = 0.985, n = 15 
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บทที่  5 
 

สรุปผลการวจิัย อภปิรายผล และข้อเสนอแนะ 

สรุปผลการวจิัย 

ในงานวิจยันีไ้ด้มีการพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินิน

ในปัสสาวะในระบบของไหลจลุภาคแบบพกพา สามารถนํามาประยกุต์ใช้ตรวจวดัปริมาณ          

ไมโครอลับมูินและครีแอทินิน ในปัสสาวะผู้ ป่วยเบาหวานได้ โดยระบบของไหลจลุภาค ได้มีการใช้ 

PDMS microchip ออกแบบให้มีบริเวณชว่ยผสมสารสองชนิดให้ผสมกนัดี โดยมีการสร้างสิง่กีด

ขวางเป็นรูปหวัลกูศรภายในท่อขนาดเลก็ และยงัใช้ PDMS microchip เป็นบริเวณตรวจวดัการ

ดดูกลืนแสงจากปฏิกิริยาท่ีเกิดขึน้โดยตรงบนชิป โดยการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินใช้

หลกัการ latex agglutination immunoassay และการวดัปริมาณครีแอทินินใช้หลกัการ kinetic 

Jaffé  

ผลการทดลองพบว่าความยาวคล่ืนท่ีเหมาะสมท่ีใช้ในการติดตามปฏิกิริยา

สําหรับตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินคือท่ี 500 และ 510 nm ตามลําดบั ปริมาณ

นํา้ยาท่ีเหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาการเกาะกลุ่มในการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมิน และ

ปฏิกิริยาแจฟฟี คือ 100 μL อตัราการไหลของระบบของไหลจลุภาคท่ีเหมาะสม ท่ีทําให้เกิดการ

ดดูกลืนแสงดี พิจารณาร่วมกบัระยะเวลาท่ีเหมาะสม ไม่ทําให้การวิเคราะห์ใช้เวลานานเกินไปต่อ

การวิเคราะห์หนึง่ตวัอย่าง สําหรับการตรวจวดัสารทัง้สองคือท่ี 40 μL/min เวลาท่ีเหมาะสมในการ

ติดตามการ เ กิดปฏิ กิ ริยาแ ล้ว ใ ห้ค่ าการดูดก ลืนแสง เ ป็น เ ส้นตรง  ของการตรวจวัด 

ไมโครอลับมูินและครีแอทินินคือ 2 นาที ชนิดของบฟัเฟอร์และ pH ท่ีเหมาะสมท่ีสดุในการใช้เป็น

ตวัพาสารในระบบของไหลจลุภาค คือ 20 mM phosphate buffer pH 7.5 เน่ืองจากให้คา่การ

ดดูกลืนแสงสงูท่ีสดุ และมีคา่ pH ใกล้คา่ความเป็นกลาง ซึง่เป็นผลดีในระยะยาวตอ่ท่อตา่งๆ ของ

ระบบของไหลจุลภาค สําหรับการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินและครีแอทินินในปัสสาวะ 

เลือกใช้อณุหภมูิคงท่ีท่ี 37 °C เน่ืองจากทําให้ความไวของการตรวจวดัเพิ่มขึน้เม่ือเทียบกบัท่ี 25 

°C 

ผลการศึกษาคุณสมบัติของระบบของไหลจุลภาคท่ีพัฒนาได้ ช่วงความเป็น

เส้นตรงของวิธีการตรวจวดัไมโครอลับมูิน คือ 0-10 mg/L (r2 = 0.993) และการตรวจวดัครีแอทินิน

มีช่วงความเป็นเส้นตรง 0-40 mg/L (r2 = 0.997) คา่ limit of detection ของการตรวจวดัปริมาณ

ไมโครอลับูมินและครีแอทินินในปัสสาวะ คํานวณได้ เท่ากบั 0.81 mg/L และ 3.27 mg/L 

ตามลําดบั  
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การทดสอบสารรบกวนการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับูมินในปัสสาวะ พบว่า 6 

mg/L hemoglobin, 100 mg/L IgG และ 100 mg/L transferrin รบกวนการตรวจวดัปริมาณ     

ไมโครอลับมูิน (recovery 125.3 -137.3 %) แตเ่ม่ือทําการเจือจางสารรบกวนลง 30 เท่า พบว่า

การรบกวนการตรวจวดัลดลง (recovery 110.0 -115.3%) สว่น 200 mg/L ascorbic acid และ 

1,250 mg/L glucose ไมร่บกวนการตรวจวดัอยา่งมีนยัสําคญั (recovery 100-101.3%)  

การทดสอบสารรบกวนในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะนัน้ พบว่า 6 

mg/L hemoglobin, 1,000 mg/L IgG, 700 mg/L ascorbic acid และ 9,000 mg/L glucose 

รบกวนการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินด้วยวิธีแจฟฟี (Recovery 112.2-139.5% ) แตเ่ม่ือเจือจาง

สารรบกวนให้มีความเข้มข้นน้อยลงแล้ว พบว่าให้คา่ %recovery ลดลงอยู่ในช่วง 95.2-101.8% 

ซึง่เป็นช่วงท่ียอมรับได้ ซึ่งในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะ ในทางปฏิบตัิจําเป็นต้อง

ทําการเจือจางตวัอย่างปัสสาวะ 50 เท่าก่อนนํามาตรวจวดั จึงเป็นการลดการรบกวนจากสารท่ีอยู่

ในปัสสาวะได้สว่นสารรบกวนอ่ืนๆ ได้แก่ 1,500 mg/L NaCl,  10 mg/L bilirubin และ 300 mg/L 

human serum albumin มี %recovery ในช่วง 94.4-106.7% พบว่ารบกวนการตรวจวดัเล็กน้อย 

สว่น 100 mg/L transferrin และ 1,250 mg/L glucose ไม่รบกวนการตรวจวดัอย่างมีนยัสําคญั 

(recovery 95.2-100%)  

ระบบของไหลจุลภาคท่ีพัฒนาในงานวิจัยนี  ้มีความแม่นยําในการตรวจวัด

ปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินิน โดยมีคา่ Within-run precision  เป็น 5.10% (n = 10, 10 

mg/L albumin)  และ 5.99% (n = 10, 20 mg/L creatinine)  

เม่ือทําการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินในผู้ ป่วยโรคเบาหวาน

จํานวน 15 คน พบวา่วธีิการตรวจวดัด้วยระบบของไหลจลุภาคและวิธีท่ีใช้ทัว่ไปในห้องปฏิบตักิาร

ทางการแพทย์มีความสมัพนัธ์กนัดี  สาํหรับการวเิคราะห์คา่อตัราสว่นระหวา่งไมโครอลับมูินและ  

ครีแอทินิน (r2 = 0.985, n =15) และเม่ือเปรียบเทียบโดยใช้สถิต ิ Bland and Altman plot และ 

Passing–bablok regression ซึง่พบวา่ทัง้สองวธีิมีความสมัพนัธ์กนัทัง้การตรวจวดัปริมาณ        

ไมโครอลับมูิน ครีแอทินิน และคา่อตัราสว่นระหวา่งไมโครอลับมูินและครีแอทินิน เน่ืองจากผลตา่ง

ของวิธีของไหลจลุภาคกบัวธีิท่ีใช้ในห้องปฏิบตักิารทัว่ไป สว่นมากอยูใ่นช่วง ±1.96 SD และคา่ 

slope ไมแ่ตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญักบั 1 และคา่จดุตดัแกน y มีคา่ไมต่า่งจาก 0 อยา่งมีนยัสําคญั

ทางสถิต ิ ซึง่สามารถสรุปได้วา่ วิธีการตรวจวดัไมโครอลับมูินและครีแอทินินในระบบของไหล

จลุภาคท่ีพฒันาขึน้นี ้สามารถใช้ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินในผู้ ป่วยได้จริง 
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อภปิรายผลการวิจัย 

ในการศกึษาการพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินใน

ปัสสาวะนี ้ เป็นการพฒันาวิธีการตรวจวดัปริมาณสารชีวภาพในร่างกายมนษุย์ สําหรับใช้ตรวจ

วินิจฉยัทางการแพทย์ โดยทําการตรวจวดัในระบบของไหลจลุภาค โดยเป็นระบบท่ีไมซ่บัซ้อน ใช้

อปุกรณ์และเคร่ืองมือท่ีมีขนาดเลก็ประกอบเข้าด้วยกนัเพ่ือใช้ในงาน lab-on-a-chip ท่ีมีศกัยภาพ

นํามาใช้ทดแทนการใช้เคร่ืองมือวิเคราะห์ปริมาณท่ีมีขนาดใหญ่ ซึง่เคลื่อนย้ายไมไ่ด้และมีการใช้

นํา้ยาปริมาณมากในการตรวจวดั ในงานวิจยันีไ้ด้นําระบบของไหลจลุภาคมาบรูณาการเข้ากบั

ระบบไหลตอ่เน่ือง (flow injection analysis) ซึง่มีข้อดีคือ ใช้สารในการตรวจวดัและนํา้ยาปริมาณ

น้อย ทําการตรวจวดัได้ง่ายและรวดเร็ว โดยมี syringe pump เป็นตวัพาสารและบฟัเฟอร์เข้ามาใน

ระบบของไหลจลุภาคท่ีสร้างโดยใช้พอลเิมอร์ท่ีมีราคาถกู และมีความสามารถเข้ากนัได้ทางชีวภาพ

สงู (biocompatibility) เช่น poly(dimethylsiloxane) หรือ PDMS โดยได้ออกแบบให้ภายใน 

PDMS microchip มีบริเวณตรวจวดัท่ีมีระยะแสงผา่นมาตรฐาน 1 cm สําหรับตดิตามปฏิกิริยา

การดดูกลืนแสง และใช้เคร่ืองมือตรวจวดั (detector) ท่ีเป็น miniature fiber optic spectrometer 

ซึง่มีขนาดเลก็ พกพางา่ย ซึง่ระบบการวดัการดดูกลืนแสงเป็นหลกัการท่ีนิยมใช้กนัมากใน

ห้องปฏิบตักิารทัว่ไป เนืองจากมีราคาไมแ่พง และการตรวจวดัปฏิกิริยาของสารชีวภาพหลายชนิด

ในเลือดอาศยัหลกัการดดูกลืนแสง ดงันัน้นอกจากการตรวจโปรตีนอลับมูินและครีแอทินินใน

ปัสสาวะแล้ว จงึคาดวา่จะสามารถนําระบบของไหลจลุภาคท่ีพฒันาขึน้นี ้ มาประยกุต์ใช้ตรวจวดั

สารเคมีในเลือดอ่ืนๆ ได้ เช่นกนั โดยสามารถใช้สิง่สง่ตรวจอ่ืนๆ ได้ เช่น นํา้ไขสนัหลงั สารคดัหลัง่

อ่ืนๆ สารเสพตดิ ยา เป็นต้น 

PDMS microchip ท่ีออกแบบสําหรับใช้ในงานวิจยันี ้มีข้อดีคือสามารถตรวจวดั

สารซํา้ได้หลายครัง้ (มากกว่า 30 ครัง้) โดยสญัญาณไม่ลดลงอย่างมีนยัสําคญั แม้ว่าผลจาก

การศกึษา พบว่ามี 3.75% และ 1.9% carryover สําหรับการตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินและ    

ครีแอทินิน ตามลําดบั อย่างไรก็ตาม ค่า reproducibity หรือ precision เม่ือมีการใช้ microchip 

ซํา้กนัหลายครัง้ คา่ %CV ท่ีคํานวณได้อยู่ในช่วงท่ียอมรับได้ (5.10% และ 5.99%) เน่ืองจากเป็น

ระบบของไหลต่อเน่ือง เม่ือทําการวิเคราะห์สิ่งส่งตรวจแล้ว สามารถทําการชะล้าง waste 

products ออกไปได้อย่างตอ่เน่ือง เพ่ือใช้ในการตรวจวดัสิ่งตวัอย่างตอ่ไปได้ และเน่ืองจากผิวของ 

PDMS ได้ผ่านการปรับปรุงให้ทําปฏิกิริยากบั bovine serum albumin มาก่อนหน้านี ้ทําให้มี

คณุสมบตัิชอบนํา้มากขึน้ จึงเป็นการลดการจบัเกาะอย่างไม่จําเพาะ ได้อย่างมีประสิทธิภาพ ซึง่

ความสามารถในการใช้ซํา้ของไมโครชิป ทําให้ลดต้นทุนในการผลิต และลดขัน้ตอนท่ียุ่งยาก

ออกไปกรณีต้องมีการตดิตัง้ไมโครชิปใหมท่กุครัง้ก่อนการวิเคราะห์  
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เม่ือเปรียบเทียบการตรวจวดัปริมาณไมโครอัลบูมินและครีแอทินินโดยวิธีอ่ืนๆ 

ระบบของไหลจุลภาคใช้นํา้ยาในการตรวจวดัเพียง 100 μL ซึ่งเป็นวิธีท่ีใช้นํา้ยาปริมาณน้อย 

ในขณะท่ี การตรวจวดัอลับมูินในปัสสาวะด้วยหลกัการ radioimmunoassay ซึง่ต้องใช้แอนติบอดี 

2 ชนิด คือแอนตบิอดีตอ่อลับมูินท่ีมีสารกมัมนัตรังสีตดิอยูแ่ละแอนติบอดีท่ีไม่มีสารกมักนัตรังสี ซึง่

ใช้ปริมาตรแอนติบอดีทัง้หมด 200 μL(137, 138) วิธีการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินด้วยหลกัการ 

ELISA ซึง่ต้องใช้แอนตบิอดีหลายชนิด คือแอนตบิอดีท่ีใช้ตรึงบนเพลท และแอนตบิอดีชนิดท่ีสองท่ี

จับกับเอนไซม์ peroxidase ซึ่งใช้แอนติบอดีทัง้หมด 200 μL(48)  การตรวจวัดปริมาณ 

ไมโครอลับมูินด้วยหลกัการ fluorescence immunoassay ซึง่ใช้ปริมาตรแอนติบอดี 200 μL(138) 

และ Immunoturbidimetry ซึง่ใช้แอนติบอดี 120 μL(139) สว่นการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินโดย

ใช้วิธีเอนไซม์ จําเป็นต้องใช้เอนไซม์หลายชนิด ได้แก่ creatinine amidohydrolase, creatine 

kinase, pyruvate kinase และ lactate dehydrogenase ซึง่ใช้นํา้ยาในการตรวจวดัปริมาณมาก

ถึง 3 mL (56) หรือแม้แต่การตรวจวัดปริมาณครีแทนินด้วยหลกัการแจฟฟีโดยใช้เคร่ือง 

spectrophotometer ก็ใช้นํา้ยาในการตรวจวดัถึงตัง้แต่ 450 μL - 2 mL(57, 140, 141) จะเห็นได้ว่า

ระบบของไหลจุลภาคท่ีนําเสนอในงานวิจยนีมี้การใช้นํา้ยาในการตรวจวดัน้อย ทําให้ประหยัด

ต้นทนุในการตรวจวดัได้อยา่งมาก 

อยา่งไรก็ตาม การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินในปัสสาวะด้วย

ระบบของไหลจลุภาคในงานวิจยันี ้ แม้เวลาท่ีเหมาะสมสําหรับการเกิดปฏิกิริยาระหวา่งสารท่ี

ต้องการตรวจวดักบันํา้ยาท่ีใช้นัน้ ใช้เวลาเพียง 2 นาที แตใ่ช้เวลาในการ regenerate ผิวของ 

PDMS เพ่ือเตรียมในการตรวจวดัสิง่ตวัอยา่งในครัง้ตอ่ไปนานประมาณ 10-15 นาที เน่ืองจาก

ข้อจํากดัเร่ืองอตัราไหลของบฟัเฟอร์ท่ีใช้ชะล้าง ไมส่ามารถใช้อตัราการไหลท่ีเร็วเกินไปได้บนไมโคร

ชิป ดงันัน้ทําให้ใช้เวลาในการตรวจวดัสิง่ตวัอยา่งรวมแล้วประมาณ 15 นาทีตอ่หนึง่ตวัอยา่ง หาก

เปรียบเทียบกบัวิธีการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินด้วยวธีิอ่ืนๆ เช่นการใช้ระบบ 

flow injection analysis (FIA) โดย Siangproh และคณะ (2009) สามารถตรวจวดัอลับมูินและ   

ครีแอทินินได้ 18 ตวัอยา่งตอ่ 1 ชัว่โมง(22) และ Laiwattanapaisal และคณะ ซึง่ทําการตรวจวดั

ปริมาณไมโครอลับมูินได้ถึง 37 ตวัอยา่งตอ่ 1 ชัว่โมง  อยา่งไรก็ตาม แตเ่ม่ือเปรียบเทียบวิธีการ

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินกบัวิธี immunoassay อ่ืนๆ เช่น Silver และคณะ ทําการตรวจวดั

ปริมาณไมโครอลับมูินด้วยหลกัการ radioimmunoassay และ fluorescence immunoassay ซึง่

ใช้เวลาในการ incubate อยา่งน้อย 30 นาทีและมีขัน้ตอนในการป่ันแยกสารซึง่ใช้เวลาประมาณ 

15 นาที(138) และการศกึษาของ Woo J ซึง่ใช้หลกัการ radioimmunoassay ก็ใช้เวลาในการ 

incubate อยา่งน้อย 2 ชัว่โมง(15) การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินด้วยหลกัการ ELISA ซึง่ใช้
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เวลาในการตรึงแอนตบิอดีบนเพลทข้ามคืน และใช้เวลาในการตรวจวดัไมน้่อยกวา่ 3 ชัว่โมง(48) 

พบวา่วิธีท่ีพฒันาขึน้นีใ้ช้เวลาเร็วกวา่วิธีดงักลา่ว เน่ืองจากขัน้ตอนการตรวจวดัทําได้ง่าย ไมยุ่ง่ยาก 

เน่ืองจากเม่ือนํา้ยาและสารท่ีต้องการตรวจวดัผสมกนัภายในชิปแล้ว จะเกิดปฏิกิริยาทนัที จงึ

สามารถทําการตรวจวดัได้รวดเร็ว ไมต้่องเสียเวลาในการ incubate และไมต้่องมีขัน้ตอนการป่ัน

แยกสาร 

การใช้อตัราการไหลของของไหลในระบบของไหลจลุภาคนัน้ มีข้อจํากดัคือไม่

สามารถใช้อตัราการไหลท่ีเร็วมากจนเกินไปได้ เพราะจะทําให้ PDMS microchip เกิดการร่ัวซมึ 

ทําให้ผลการตรวจวดัไมมี่ความแมน่ยํา นอกจากนีก้ารใช้อตัราการไหลท่ีเร็วเกินไปจะทําให้สาร

ผสมกนัได้ไมดี่นกั เน่ืองจากการไหลของของไหลในทอ่ขนาดเลก็อาศยัการแพร่เพ่ือทําให้สารท่ีอยู่

ภายในท่อผสมกนั หากใช้อตัราการไหลเร็วเกินไป สารจะมีเวลาในการแพร่เข้าหากนัน้อยลง สาร

จงึผสมกนัได้ไมดี่(142) จงึทําให้ความไวในการตรวจวดัลดลงด้วย แตก่ารใช้อตัราการไหลเร็วขึน้มี

ข้อดีคือทําให้ใช้เวลาในการตรวจวดัตอ่หนึง่ตวัอยา่งน้อยลง จงึตรวจวดัได้เร็วขึน้ สว่นอตัราการไหล

ท่ีช้าไป ก็จะทําให้ใช้เวลาในการตรวจวดันานขึน้ จงึทําให้เสียเวลาในการตรวจวดั ในระบบ FIA 

แบบดัง้เดมินัน้สามารถใช้อตัราการไหลเร็วท่ีเร็วได้ จงึทําให้สามารถตรวจวดัสารได้จํานวนมากใน

เวลาอนัรวดเร็ว เช่น การตรวจวดัปริมาณกลโูคสและกลตูาเมตในอาหาร โดยใช้ระบบ FIA ซึง่ใช้

อตัราการไหล 0.5 ml/min นัน้  สามารถตรวจวดัปริมาณสารในตวัอยา่งได้ถงึ 180 ตวัอยา่งตอ่ 1 

ชัว่โมง(143) แตใ่นระบบของไหลจลุภาค จําเป็นต้องใช้อตัราการไหลคอ่นข้างช้า ในระดบัไมโครลติร

ตอ่นาที เน่ืองจากข้อจํากดัด้านความทนแรงดนัของ PDMS microchip เม่ือเปรียบเทียบอตัราการ

ไหลในระบบของไหลจลุภาคกบังานวิจยัอ่ืนๆ อตัราการไหลท่ีใช้ในงานวิจยันีมี้ความใกล้เคียงกบั

งานวิจยัอ่ืน เช่น Karuwan และคณะ ได้ทําการศกึษาการตรวจวดั salbutamol ในระบบของไหล

จลุภาค ซึง่ใช้อตัราการไหล 40 μL/min ซึง่เทา่กนักบังานวิจยันี ้นอกจากนีข้นาดของท่อภายในชิป

ยงัมีขนาดเท่ากนั คือมีความกว้าง 500 μm และลกึ 100 μm(144) Andrew M. Leach ทําการ

ตรวจวดัสารฟลอูอเรสเซนท์ในระบบของไหลจลุภาค ซึง่ใช้อตัราการไหลต่ํา คือ 21 nL/min ซึง่ท่อมี

ความกว้าง 100 μm และ มีความสงู 10 μm ซึง่ใช้เวลาในการตรวจวดัประมาณ 10 นาทีตอ่ 1 

ตวัอยา่ง(145) จะเห็นได้วา่ การเลือกใช้อตัราการไหลขึน้อยูก่บัขนาดของท่อภายในชิปด้วย ท่อท่ีมี

ขนาดเลก็ จะใช้อตัราการไหลช้ากวา่ท่อท่ีมีขนาดใหญ่ ซึง่เวลาท่ีใช้ในการตรวจวดันัน้นอกจากจะ

ขึน้อยูก่บัอตัราการไหลแล้ว ยงัขึน้อยูก่บัรูปแบบของไมโครชิปท่ีใช้ในการศกึษาวจิยัด้วย 

ในระบบของไหลจลุภาค ในงานวิจยันี ้ ยงัได้ทําการออกแบบให้มีระบบควบคมุ

อณุหภมูิ การเกิดปฏิกิริรยา ซึง่มีข้อดีคือ ทําให้อณุหภมูิในการตรวจวดัคงท่ีและเป็นการเร่ง

ปฏิกิริยา ทําให้ปฏิกิริยาเกิดได้เร็วขึน้และเป็นการเพิม่ความไวในการตรวจวดั มีงานวิจยัท่ีบง่ชีว้า่
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อตัราการเกิดปฏิกิริยาของแจฟฟีนัน้ขึน้กบัอณุหภมูิ(135) และการตรวจวดัปฏิกิริยาการเกาะกลุม่

นิยมใช้ท่ีอณุหภมูิท่ี 37 °C เน่ืองจากปฏิกิริยาเกิดได้ดี ทําให้ใช้เวลาการตดิตามปฏิกิริยาสัน้ 

นอกจากนีข้ณะตรวจวดั PDMS microchip  จะอยูภ่ายใน aluminium heating box ของระบบ

ควบคมุอณุหภมูิ ซึง่เป็นระบบปิด ทําให้ป้องกนัแสงจากภายนอกท่ีอาจรบกวนการตรวจวดัได้ แต่

อยา่งไรก็ตาม การใช้อณุหภมูิเพ่ือให้ความร้อนกบัระบบของไหลจลุภาคนัน้ มีข้อเสียท่ีสงัเกตได้ชดั

คือ พบวา่ทําให้เกิดฟองอากาศภายในระบบของไหลจลุภาคได้ โดยเฉพาะภายในท่อท่ีมีขนาดเลก็ 

หรือบริเวณตรวจวดั ซึง่ปัญหานีส้อดคล้องกบัรายงานวจิยัก่อนหน้านี ้(146) เน่ืองจากนํา้ท่ีมีอณุหภมูิ

สงูขึน้จะระเหย ทําให้เกิดฟองอากาศภายในท่อขนาดเลก็ได้ ซึง่อาจรบกวนการตรวจวดัปริมาณ   

ไมโครอลับมูินและครีแอทินินได้ ในงานวิจยันีก็้ได้ประสบปัญหาเร่ืองการเกิดฟองอากาศเช่นกนั 

พบวา่เม่ือทําการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินเป็นเวลานาน (อยา่งน้อย 2 ชัว่โมง

ขึน้ไป) ความร้อนท่ีเกิดขึน้ทําให้เกิดฟองอากาศในสว่นของ flow cell ทําให้รบกวนสญัญาณการ

ตรวจวดั ดงันัน้จงึต้องทําการกําจดัฟองอากาศออกก่อนท่ีจะทําการตรวจวดัสิง่ตวัอยา่งตอ่ไป 

การทดสอบสารรบกวนการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ พบว่า       

6 mg/L hemoglobin, 100 mg/L IgG และ 100 mg/L transferrin รบกวนการตรวจวดัปริมาณไม

โครอลับมูิน (recovery 125.3 -137.3 %) เน่ืองจากการใช้แอนติบอดีในการตรวจวดัปริมาณ

โปรตีน อาจเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุม่หรือ cross-reaction ได้ โดยรายงานก่อนหน้านีไ้ด้มีการทดสอบ

ปฏิกิริยาข้ามกลุ่มของแอนติบอดีท่ีจะนํามาใช้ในการตรวจวัดไมโครอัลบูมิน พบว่าแอนติบอดี

ตอ่อลับมูินมีการเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุม่น้อยๆ กบั hemoglobin และ IgG ได้(73)แตเ่ม่ือทําการเจือ

จางสารรบกวนลง 30 เท่า พบว่าการรบกวนการตรวจวดัลดลง (recovery 110.0 -115.3%%) 

นอกจากนีพ้บว่า bilirubin และ NaCl ความเข้มข้นสงู เช่น 80 mg/L bilirubin และ 1,500 mg/L 

NaCl, รบกวนการตรวจวดั โดยมี %recovery 110.7-114.0% เน่ืองจาก bilirubin เป็นสารท่ีมีสี 

เม่ือทําการตรวจวดัปริมาณอลับมูินท่ีมี bilirubin เป็นสว่นผสมอยู่ สีของ bilirubin จะรบกวนการ

ตรวจวดัปริมาณอลับมูินโดยทําให้กราฟการดดูกลืนแสงมีลกัษณะแตกต่างไปจากเดิม และ NaCl 

ท่ีมีความเข้มข้นสูง จะรบกวนการจับกันระหว่างแอนติบอดีกับอลับูมิน เพราะความเข้มข้นของ

เกลือ (ionic strength) มีผลตอ่การจบักนัของแอนติเจนกบัแอนติบอดี สว่น 200 mg/L ascorbic 

acid และ 1,250 mg/L glucose ไม่รบกวนการตรวจวดัอย่างมีนยัสําคญั (recovery 100-

101.3%)  

การทดสอบสารรบกวนในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะนัน้ พบวา่ 6 

mg/L hemoglobin, 1,000 mg/L IgG, 700 mg/L ascorbic acid และ 9,000 mg/L glucose 

รบกวนการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินด้วยวิธีแจฟฟี (recovery 112.2-139.5% ) เน่ืองจาก 
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ascorbate และ glucose สามารถรีดวิซ์ alkaline picrate เป็น picramate (reductive 

interference)(147) ซึง่ picramate เป็นสารท่ีสามารถดดูกลืนแสงช่วงท่ีทําการตรวจวดัได้ (มีคา่การ

ดดูกลืนแสงสงูสดุท่ี 482 nm) ทําให้คา่การดดูกลืนแสงในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินสงูขึน้ 

นอกจากนีโ้ปรตีนยงัสามารถจบักบั alkaline picrate ได้(148, 149) เพราะฉะนัน้ hemoglobin และ 

IgG จงึทําให้คา่ recovery สงูเชน่กนั แตเ่ม่ือเจือจางสารรบกวนให้มีความเข้มข้นน้อยลงแล้ว 

พบวา่เป็นการลดการรบกวนการตรวจวดัจากสารท่ีอยูใ่นปัสสาวะได้(150) สว่นสารรบกวนอ่ืนๆ 

ได้แก่ 1,500 mg/L NaCl  10 mg/L bilirubin และ 300 mg/L human serum albumin มี 

%recovery ในช่วง 94.4-106.7% พบวา่รบกวนการตรวจวดัเลก็น้อย สว่น 100 mg/L transferrin 

และ 1,250 mg/L glucose ไมร่บกวนการตรวจวดัอยา่งมีนยัสําคญั (recovery 95.2-100%) ซึง่

ในทางปฏิบตั ิ ตวัอยา่งปัสสาวะท่ีนํามาตรวจวิเคราะห์ จําเป็นต้องมีการเจือจางก่อนนํามาทําการ

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินิน จงึเป็นวิธีการลดสารรบกวนได้ในระดบัหนึง่ 

นอกจากนี ้ การใช้วิธี kinetic จะช่วยลดการรบกวนจากสารรบกวนเหลา่นี ้ สําหรับการตรวจวดั

ปริมาณครีแอทินินได้เช่นกนั  โดยสารแตล่ะตวัจะจบักบั alkaline picrate ได้ในเวลาตา่งกนั(134) 

ดงันัน้จงึต้องทําการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในช่วงก่อนสารท่ีเกิดปฏิกิริยาทีหลงัครีแอทินิน   

และหลงัสารท่ีเกิดปฏิกิริยาก่อนครีแอทินิน  

จากการทดสอบช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีท่ีพฒันาขึน้ พบวา่ช่วงความเป็น

เส้นตรงของการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินยงัแคบ โดยมีชว่งความเป็นเส้นตรง 

0-10 mg/L สว่นการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินมีชว่งความเป็นเส้นตรง 0-40 mg/L ซึง่อยูใ่นชว่งท่ี

แคบเม่ือเทียบกบัวิธีอ่ืน เช่น การตรวจวดัระดบัไมโครอลับมูินด้วยหลกัการ immunoturbidimetric 

assay ซึง่มีชว่งความเป็นเส้นตรงของการตรวจวดั 5-300 mg/L(151) หลกัการ HPLC มีช่วงความ

เป็นเส้นตรงถงึ 963 mg/L(7) ซึง่ครอบคลมุช่วงไมโครอลับมูินในปัสสาวะ จงึไมจํ่าเป็นต้องเจือจาง

ปัสสาวะก่อนนํามาตรวจวดั หลกัการท่ีใช้สีฟลอูอเรสเซนท์จบักบัอลับมูิน มีช่วงความเป็นเส้นตรง 

0-100 mg/L(41) สว่นการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินด้วยหลกัการเอนไซม์นัน้ มีช่วงความเป็น

เส้นตรงถงึ 0-100 mg/L(56, 57) วิธีท่ีนําเสนอมีช่วงความเป็นเส้นตรงในระดบัอลับมูิน ความเข้มข้น

ต่ํา ทําให้ต้องเจือจางปัสสาวะก่อนนํามาตรวจวดั เพราะหากความเข้มข้นของอลับมูินในปัสสาวะ

ของผู้ ป่วยท่ีนํามาตรวจวดัมีปริมาณสงูมากเกินช่วงความเป็นเส้นตรง และไมทํ่าการเจือจางก่อน

นํามาตรวจวดั อาจทําให้เกิดผลลบปลอม (false negative) ได้ เน่ืองจากแอนตเิจนท่ีมากเกินไปจะ

ทําให้การยบัยัง้ปฏิกิริยาการเกาะกลุม่สําหรับการตรวจอลับมูินได้ และปริมาณครีแอทินินใน

ปัสสาวะถ้ามีปริมาณสงูมาก หากไมทํ่าการเจือจาง คา่ท่ีตรวจวดัได้จะไมอ่ยูใ่นชว่งกราฟมาตรฐาน 

ทําให้คา่ไมน่า่เช่ือถือ แตอ่ยา่งไรก็ตาม การเจือจางปัสสาวะก่อนนํามาทดสอบนัน้มีข้อดีคือ เป็น
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การเจือจางสารตวัอ่ืนๆ ท่ีอยูใ่นปัสสาวะ ซึง่อาจรบกวนการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและ    

ครีแอทินิน ทําให้ลดการรบกวนจากสารรบกวนได้  

วิธีทีพฒันาขึน้นีมี้ความไวสงูในระดบัท่ีน่าพอใจ สามารถตรวจวดัปริมาณ          

ไมโครอลับมูินและครีแอทินินได้ในแม้ในปริมาณต่ํา ซึง่คา่ต่ําสดุท่ีสามารถตรวจปริมาณ 

ไมโครอลับมูินได้คือ 0.81 mg/L และ คา่ต่ําสดุท่ีสามารถตรวจวดัปริมาณครีแอทินินคือ 3.27 

mg/L ซึง่เม่ือเทียบกบัวิธีการจุ่ม strip แล้วพบวา่วิธีจุม่ strip มีความไวต่ํา เน่ืองจากไมส่ามารถ

ตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินและครีแอทินินท่ีมีปริมาณน้อยได้(152) แตห่ากเปรียบเทียบกบัวิธี 

raioimmunoassay ซึง่มีคา่ limit of detection ต่ํามาก (9-16 μg/L)(72, 153) หรือวิธี ELISA ซึง่มีคา่ 

limit of detection 10-28 μg/L(21, 73) จะพบวา่มีความไวสงูกวา่วธีิท่ีพฒันาขึน้นี ้แตเ่ม่ือเปรียบเทียบ

กบัวิธี Immunonephelometry, Immunoturbidimetry และ HPLC ซึง่มีคา่ limit of detection อยู่

ในช่วง 2-6 mg/L พบวา่ การตรวจวดัปริมาณไมโครอลับมูินด้วยวิธีท่ีพฒันาขึน้นี ้สามารถตรวจวดั

ปริมาณไมโครอลับมูินได้ปริมาณน้อยกวา่ สว่นการตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะนัน้ 

วิธีการตรวจวดัไมจํ่าเป็นต้องมีคา่ limit of detection ต่ํามากนกั เน่ืองจากครีแอทินินในปัสสาวะมี

ปริมาณมากอยูแ่ล้ว ซึง่การตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในปัสสาวะ มีคา่ limit of detection อยู่

ในช่วง 0.76-3.5 mg/L(22, 154) แตก่ารตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในเลือดนัน้ มีความจําเป็นท่ีวิธีการ

ตรวจวดัจะต้องมีคา่ limit of detection ต่ําๆ เน่ืองจากปริมาณครีแอทินินในเลือดมีน้อย ซึง่การตรึง

เอนไซม์บน electrod สําหรับตรวจวดัปริมาณครีแอทินินในเลือด พบวา่มีคา่ limit of detection 3 

μM(155) เป็นต้น 

วิธีท่ีพฒันาขึน้นี ้ สามารถตรวจวดัไมโครอลับมูินและครีแอทินินเชิงปริมาณได้ จงึ

สามารถนํามาใช้ตรวจวินิจฉยัยืนยนัภาวะไมโครอลับมูินในปัสสาวะในผู้ ป่วยได้ หลงัการตรวจคดั

กรองเบือ้งต้นด้วยวิธีการจุ่ม strip และเป็นระบบท่ีมีขนาดเลก็ สามารถพกพา นําออกไปใช้ใน

ระดบัภาคสนามได้ ซึง่จะมีประโยชน์อยา่งยิง่สําหรับการตรวจวนิิจฉยัในผู้ ป่วยเบาหวานซึง่มี

จํานวนมากในประเทศ เพ่ือเป็นการป้องกนัการเกิดโรคแทรกซ้อนโรคไตจากเบาหวาน ได้ตัง้แต่

ระยะเร่ิมแรก 
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ภาคผนวก ก 
 

การเตรียมบัฟเฟอร์สาํหรับใช้ในการทดลอง 
1.การเตรียม 100 mM phosphate buffer pH 6, 6.5, 7 และ 7.5 

Solution A คือ KH2PO4 0.5 M 68.04 g/L 

Solution B คือ K2HPO4 0.5 M 87.09 g/L  

 

ตารางท่ี 1 การเตรียม phosphate buffer เพ่ือใช้ในระบบของไหลจลุภาค 

 

pH A (mL) B (mL) 

6 175.4 24.6 

6.5 137 63 

7 78 122 

7.5 32 168 

 

เตมินํา้จนครบ 1000 mL สดัสว่นระหวา่งสารละลาย A และ B ทําให้ได้ pH ตาม

ต้องการ โดยไมต้่องปรับ pH  

เม่ือจะนํามาใช้ เจือจางบฟัเฟอร์ด้วยนํา้เพ่ือให้ได้ความเข้มข้น 20 mM แล้วกรอง

ด้วยกระดาษกรอง (Whatman, pore size 0.45 μm) ก่อนนํามาใช้ 

 
2.การเตรียม 20 mM Tris-HCl pH 7.5, 8, 8.5 และ 9  

ชัง่ Tris base (MW = 121.14) 2.42 g เตมินํา้ 900 mL 

ปรับ pH โดยใช้ 1 N HCl จนได้ pH ตามต้องการ 

เตมินํา้ให้ครบ 1,000 mL 

 
3.การเตรียมนํา้ยาสาํหรับการตรวจวัดครีแอทนิิน 

 1.0.05 M picric acid (MW = 229.10) 

ชัง่ picric acid 11.45 g 

เตมินํา้ให้ครบ 1,000 mL 

เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องจนกวา่จะนํามาใช้ 

 2.0.5 M NaOH (MW = 40) 
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  ชัง่ NaOH 20 g 

  เตมินํา้ให้ครบ 1000 mL 

เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิห้องจนกวา่จะนํามาใช้ 

เม่ือจะนํามาใช้ ผสม0.05 M picric acid 1 สว่น ตอ่ 0.5 M NaOH 1 สว่น แล้วจงึ

นํามาใช้ในการตรวจวดัปริมาณครีแอทินิน 

 3.creatinine standard 1 mg/ml 

   ชัง่ creatinine 50 mg 

   เตมินํา้ 50 mL 

  เก็บท่ีอณุหภมู ิ4 °C จนกวา่จะนํามาใช้ 
 
4.การเตรียมนํา้ยาสาํหรับการตรวจวัดไมโครอัลบูมนิ 

 1. นํา้ยาลาเท็กซ์ 

ผสมนํา้ยาลาเท็กซ์ (Biosystem) และ borate buffer ในอตัราสว่น 1:1 

จากนัน้เจือจางด้วย 20 mM phosphate buffer pH 7.5 สองเทา่ 

 2. Stock human serum albumin standard 10 mg/mL 

ชัง่ human serum albumin 10 mg 

เตมินํา้ 1,000 μl 

  เก็บท่ีอณุหภมู ิ-20 °C เม่ือจะนํามาให้ให้วางท่ีอณุหภมูห้ิองจนกวา่จะละลาย 

แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตามต้องการก่อนนํามาทําการทดลอง 

 
สถติทิี่ใช้ในการคาํนวณ 
สูตรการคาํนวณ %RSD 

%RSD  =                      x 100 

n คือ จํานวนทัง้หมดของคา่ SD ท่ีนํามาคํานวณ 

 

หรือคํานวณโดยใช้โปรแกรม Excel จากสตูร 

%RSD = SQRT(SUMSQ(n1:nn)/n) 

n คือ จํานวนทัง้หมดของคา่ SD ท่ีนํามาคํานวณ 

 

 
 

√ (∑SD
2)/n    
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ภาคผนวก ข 
 

การใช้โปรแกรม Ocean Optic SpectraSuit 
1.เปิดโปรแกรม Ocean Optic SpectraSuit และเปิด light source จากนัน้จดั

แสงให้ probe ของ fiber optic ท่ีตอ่เข้ากบั light source และ fiber optic สว่นท่ีตอ่เข้ากบั 

detector ตรงกนั สญัญาณจะเกิดขึน้ดงัภาพ 
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2. คลกิท่ี File เลือก New เลือก Absorbance Measurement เม่ือคลกิแล้ว

หน้าจอจะขึน้ Set Acquisition Parameters Wizard ให้คลกิ Next 
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3. คลกิท่ี Set automatically เพ่ือ set peak value ให้อยูใ่นช่วงของ 

recommended peak value และเลือก boxcar width เท่ากบั 10 เพ่ือให้กราฟมีความคม 

เส้นกราฟจะไมห่นาจนเกินไป จากนัน้คลกิท่ี Next 
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4. คลกิท่ีไฟสีเหลืองตรงตําแหนง่ Store Reference และคลกิ Next 

 
 

5. ปิด light source จากนัน้คลกิท่ีไฟสีดํา เพ่ือ Store Dark Spectrum และคลกิ 

Finish 
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6.เปิด light source และเลือกความยาวคล่ืน โดยใสต่วัเลขลงในช่อง 

Wavelength (nm) ด้านลา่ง จากนัน้ทําการตรวจวดัสารตามต้องการ 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 
 

 นางสาวเตม็ศริิ ทรงเจริญ เกิดเม่ือวนัท่ี 23 พฤษภาคม 2527 ท่ีจงัหวดัพิษณโุลก 

สําเร็จการศกึษาระดบัปริญญาวิทยาศาสตรบณัฑิต (เทคนิคการแพทย์) เกียรตนิิยมอนัดบั 2 

จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปี พ.ศ.2549 และได้เข้าศกึษาตอ่ระดบับณัฑิตศกึษา หลกัสตูร

ชีวเคมีคลนิิกและอณทูางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 

2550 โดยได้รับทนุสนบัสนนุการศกึษาจากสํานกังานพฒันาวทิยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ 

โครงการทนุสถาบนับณัฑิตวิทยาศาสตรและเทคโนโลยี (TGIST) และทนุอดุหนนุวทิยานิพนธ์ 90 

ปี จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั กองทนุรัชดาภิเษกสมโภช 
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