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A modified method based on particle enhanced turbidimetric-inhibition

immunoassay (PETINIA) has been proposed for the determination of

microalbuminuria (MAU). Human serum albumins were immobilized onto the surface

of highly carboxylated polystyrene beads via strong cationic branched

polyethyleneimine (BPEI) polymer functionalized to the bead's surface. The assay

reagent composed of 20 mM potassium phosphate buffer, pH 7.4 in the present of

200 mM NaCI and 4%PEG. An absorbance increased was monitored at 510 nm for 2

min. The storage stability of the immobilized beads was at least 6 months. This

method was proven to be accurate and did not affect by hook effect phenomenon

when tested. with albumin concentration higher than 1,000 mg/L. The intra-assay

coefficient of variations (CVs) were 7.2 and 2.2%, and inter-assay CVs were 9.5 and

3.1% (n=20), as assessed by low and high microalbumin liquid controls, respectively.

This method was linear from 0 to 150 mg L-1 (r2 = 0.996), with a detection limit of 7.14

mg L-1. Interfering compound tests were satisfactory with recoveries of 95.0% to

105.8%. The system demonstrated its applicability to perform accurate

measurements outside the laboratory for in-field analysis of the MAU assay. The

albumin concentrations in real urine samples measured by this proposed method

correlated well with the immunoturbidity performed on an automated analyzer with r2

= 0.97 (n = 120)
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บทที่ 1 
 

บทน ำ 
 

ควำมเป็นมำและควำมส ำคัญของปัญหำ 

 
โรคเบาหวานเป็นหนึ่งในโรคพหุปัจจัย (multifactorial disease) ซึ่งเป็นโรคที่เกิดจากการ

ถ่ายทอดทางพันธุกรรมและการกระตุ้นจากสิ่งแวดล้อม เช่น ความไม่สมดุลของโภชนาการ, ขาด
การออกก าลังกายและภาวะความเครียด เป็นต้น  ผู้ป่วยกลุ่มเสี่ยงส่วนใหญ่มักไม่ทราบมาก่อนว่า
ตนเองเป็นโรคเบาหวานเนื่องจากไม่มีอาการแสดงของโรคที่ชัดเจนท าให้ขาดการรักษาต้ังแต่
เริ่มต้น จากการส ารวจพบว่าประมาณร้อยละ 90 ของผู้ป่วยเบาหวานท้ังหมดเป็นชนิดที่ 2 โดยพบ
ในวัยกลางคนขึ้นไป ส่วนผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 พบเป็นจ านวนน้อยกว่าและมักจะพบในเด็กหรือ
วัยรุ่น (1) โรคเบาหวานเรื้อรังเป็นหนึ่งในสาเหตุหลักให้เกิดโรคอ่ืนๆ ตามมา เช่น ภาวะแทรกซ้อน
ทางสายตา (diabetic retinopathy), โรคหลอดเลือดและระบบประสาท (diabetic neuropathy), 
หัวใจล้มเหลว (cardiovascular disease, CVD) และโรคไตที่เกิดจากเบาหวาน (diabetic 
nephropathy) ซึ่งเป็นสาเหตุหลักที่น าไปสู่ภาวะไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย (end stage renal 
disease, ESRD) ถ้าไม่ได้รับการวินิจฉัยและการรักษาอย่างทันท่วงที อาจท าให้ผู้ป่วยต้องทุกข์
ทรมานจากการล้างไต ฟอกเลือด หรือเป็นอัมพฤกต์ อัมพาต และเป็นสาเหตุต่อมาที่ท าให้คนไข้
เสียชีวิตได้  (2-5) 

    
มีการคาดการณ์ว่าโรคเบาหวานจะเป็นปัญหาหลักด้านสาธารณสุขทั่วโลกใน ศตวรรษที่ 

21 (6) เนื่องจากในปัจจุบันผู้ป่วยด้วยโรคเบาหวานมีจ านวนเพิ่มมากขึ้นทั่วโลก โดยเฉพาะแถบ
เอเชีย และมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ (5, 7, 8) องค์การอนามัยโลกรายงานว่าในปี ค.ศ. 2010 มี
ผู้ป่วยเบาหวานทั่วโลกจ านวน 239 ล้านคน และจะเพิ่มขึ้นเป็น 299 ล้านคนในปี ค.ศ. 2025 (9)  
ข้อมูลทางระบาดวิทยาในต่างประเทศพบว่าร้อยละ 30 ของผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1  และ ร้อยละ 
30-50 ในผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 จะมีภาวะแทรกซ้อนของโรคไต (10) และร้อยละ 20 -40 ของ
ผู้ป่วยจะด าเนินไปสู่โรคไตเรื้อรัง (chronic kidney disease) และน าไปสู่ไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย
ถ้าไม่ได้รับการรักษาต้ังแต่เริ่มอาการ ปัจจุบันในประเทศไทยมีผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย
เป็นจ านวนมาก ซึ่งเป็นระยะที่ไตสูญเสียหน้าที่อย่างถาวร ไม่สามารถกรองของเสียที่อยู่ในเลือดได้ 



2 
 
ผู้ป่วยโรคไตวายเรื้อรังระยะสุดท้ายเป็นผู้ป่วยท่ีต้องรับการบ าบัดรักษาทดแทนไตด้วยการฟอก
เลือดด้วยเครื่องไตเทียม หรือด้วยการล้างไตด้วยน้ ายาทางช่องท้อง หรือด้วยการปลูกถ่ายไต ซึ่ง
ต้องใช้ค่าใช้จ่ายสูงมาก  

 
ปี ค.ศ. 2005  ในประเทศสหรัฐอเมริกามีผู้ป่วยเบาหวานที่ต้องทุกข์ทรมานจากการล้างไต

และรอเปลี่ยนไตถึง  178,689  คน (11) ปี ค.ศ. 2001 ผู้ป่วยเบาหวานในประเทศไทยต้องเสีย 
ค่าใช้จ่ายในการรักษาทั้งสิ้นเฉลี่ยปีละ 6331 ล้านบาท เป็นค่ายาประมาณ 45% และค่ารักษา
ผู้ป่วยใน 16 % (8) ซึ่งถ้าท านายการเกิดโรคได้แต่เนิ่นจะช่วยลดความเสี่ยงต่อการด าเนินโรคเรื้อรัง
ลดค่าใช้จ่ายในการซื้อยา และไม่ต้องนอนรักษาตัวต่อเนื่องในโรงพยาบาล ถือเป็นการช่วยแบ่งเบา
ภาระทางเศรษฐกิจของชาติในการสนับสนุนการให้บริการผู้ป่วยโดยไม่คิดมูลค่า ดังนั้นจึงมีความ
พยายามใน  การศึกษาวิธีเพื่อช่วยวินิจฉัย ค้นหาโรคไตเรื้อรังในระยะเริ่มแรก และหาทางรักษา 
หรือป้องกันเพื่อชะลอความเสื่อมของไตให้โรคไตก าเริบช้าที่สุด  

ปัจจุบันความก้าวหน้าทางการแพทย์ท าให้สามารถตรวจพบภาวะโรคไตจากเบาหวานได้
ต้ังแต่ระยะแรก  เช่น  การตรวจหาโปรตีนชนิดอัลบูมินปริมาณน้อยๆ ที่หลุดออกมาในปัสสาวะ
เรียกว่าไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ (microalbuminuria) การตรวจหาไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ
สามารถใช้วินิจฉัยภาวะโรคไตจากเบาหวานได้ต้ังแต่ระยะเริ่มแรกและเป็นระยะที่ยังสามารถรักษา
ให้หายขาดได้ในผู้ป่วยที่ยังไม่แสดงอาการ  แต่ในผู้ป่วยที่เป็นโรคเบาหวานและ/หรือมีภาวะโรคไต
เรื้อรังแล้ว ถือเป็นการดูความรุนแรงและการด าเนินไปสู่การเป็นโรคไตเรื้อรังระยะสุดท้าย (10)  
และจากการวิจัยพบว่าการพบไมโครอัลบูมินในปัสสาวะมีความสัมพันธ์โดยตรงกับการเกิด
โรคหัวใจและหลอดเลือดในผู้ป่วยที่ไม่ได้เป็นเบาหวานและโรคความดันโลหิตสูงโดยไม่ทราบ
สาเหตุ (12-14) จากการวิจัยพบว่าผู้ป่วยเบาหวานที่มีระดับไมโครอัลบูมินในปัสสาวะสูงขึ้นจะเพิ่ม
ความเสี่ยงของการเสียชีวิตจากโรคไตและโรคหัวใจ 3.3  เท่าและ 2.6 เท่าตามล าดับ (13) 

ตามข้อบ่งชี้ของ American Diabetes Association  ให้ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 ต้อง
ตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะทุกปี ในรายที่ด าเนินโรคตั้งแต่ปีที่ 5 เป็นต้นไป และผู้ป่วย
เบาหวานชนิดที่ 2 ต้องตรวจนับต้ังแต่ที่ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคเบาหวาน อย่างต่อเนื่องทุกปี 
เพื่อสามารถติดตามการเสื่อมของไตอย่างมีประสิทธิภาพ (15) แสดงให้เห็นว่าการตรวจวัดระดับ
ไมโครอัลบูมินในปัสสาวะในผู้ป่วยเบาหวานนั้นมีความส าคัญเป็นอย่างยิ่ง 
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 อนึ่งการตรวจหาภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะนี้เป็นการวัดระดับของอัลบูมินในปริมาณ 
30-299 mg/L ซึ่งน้อยกว่าการตรวจหาอัลบูมินในปัสสาวะด้วยแถบทดสอบ (dipstick) ชนิด
ธรรมดาที่มีใช้กันอยู่ทั่วไป (ซึ่งต้องมีปริมาณอัลบูมินมากกว่า 300 mg/L จึงจะเห็นสีที่
เปลี่ยนแปลง) เนื่องจากความไว (sensitivity) และ ความจ าเพาะ (specificity) ของวิธีดังกล่าวไม่
เพียงพอ (16)  ซึ่งการตรวจเจอในระยะนี้ แสดงถึงการด าเนินการของโรคไตไปมากแล้ว มีโปรตีนรั่ว
ออกมาในปัสสาวะจ านวนมาก เป็นระยะที่ไม่สามารถรักษาให้หายได้ การตรวจโดยใช้แถบ
ตรวจหาปริมาณไมโครอัลบูมินโดยเฉพาะ (microalbuminuria strip test) ที่ใช้หลักการ 
immunochromatography เป็นการวัดเชิงกึ่งปริมาณ (semi-quantitative) พบว่ามีความไว 
(sensitivity) และความจ าเพาะ (specificity) ค่อนข้างสูง (ร้อยละ 99 และ 91 ตามล าดับ) แต่มัก
พบผลบวกปลอม(false negative result) ได้บ่อยในรายที่มีค่าอัลบูมินน้อยกว่า 20 mg/L ถึง 14.6-
51 %(17, 18)  ท าใหก้ารตรวจโดยวิธีนี้ ต้องยืนยันผลตรวจด้วยวิธีเชิงปริมาณทางห้องปฏิบัติการ
ซ้ าในรายท่ีผลเป็นบวกทุกราย  
 
 การตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินเชิงปริมาณในปัสสาวะทางห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่ใช้
หลักการด้าน immunoassay เช่น  immunoturbidimetric assays, particle enhanced 
agglutination assay และ immunonephelometric assays ซึ่งเป็นวิธีที่วัดปริมาณอัลบูมินใน
ปัสสาวะโดยตรง มีความไวและความจ าเพาะสูง, เกิดปฏิกิริยารวดเร็ว และ การตรวจวัดท าได้ง่าย 
จึงเป็นที่นิยมใช้มากในปัจจุบัน (19) แต่ข้อจ ากัดของหลักการดังกล่าวคืออาจให้ผลลบปลอม 
(false negative results) ได้ในกรณีที่มีปริมาณอัลบูมินในส่งตัวอย่างมากเกิน (antigen excess ) 
เนื่องจากเกิด postzone phenomenon หรือ hook effects (20, 21) ซึ่งเป็นปัญหาที่พบได้บ่อย
จากการตรวจแบบ one-step immunometric assays เป็นเหตุให้การรายงานผลทาง
ห้องปฏิบัติการผิดพลาดได้  ในปัจจุบันเพื่อแก้ไขปัญหาดังกล่าว เครื่องตรวจวิเคราะห์แบบ
อัตโนมัติของหลายบริษัท จึงได้เพิ่มขั้นตอนการตรวจเพื่อป้องกันการเกิด hook effects ด้วยในการ
ตรวจวิเคราะห์แต่ละครั้ง เช่น การเจือจางสิ่งส่งตรวจอีกครั้งเพื่อเทียบค่ากับก่อนการเจือจาง ซึ่ง
เป็นการสิ้นเปลืองน้ ายาและสารเคมีที่ใช้เพิ่มขึ้นเป็นเหตุให้ต้นทุนราคาตรวจวิเคราะห์สูงขึ้น (22, 
23)  
 

ปัจจุบันการตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะเชิงปริมาณเป็นการตรวจที่ให้บริการเฉพาะ
โรงพยาบาลบางแห่ง เช่น โรงพยาบาลศูนย์ที่มีขนาดใหญ่ และโรงพยาบาลเอกชน เนื่องจากราคา
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น้ ายา, แอนติบอดีและเครื่องมือตรวจวิเคราะห์ต้องน าเข้าจากต่างประเทศ มีราคาค่อนข้างแพง วิธี
อ่ืนๆที่ใช้หลักการด้าน immunoassay เช่น enzyme linked  immunosorbent assay (ELISA) 
(24, 25), radial immunodiffusion (RID) (26), radioimmunoassay (RIA) (27),  latex particle 
counting (28) และ  non- immunoassay เช่น  high performance liquid chromatography 
(HPLC) (29) , zone electrophoresis (30)  เป็นต้น ซึ่งข้อจ ากัดของวิธีทั้งหลายที่กล่าวมา ต้อง
ตรวจวัดภายในห้องปฏิบัติการเท่านั้น เนื่องจากเครื่องมือที่ใช้วิเคราะห์มีขนาดใหญ่ไม่สามารถ
พกพาได้สะดวกส าหรับใช้งานในภาคสนาม และใช้เวลาในการตรวจนาน เป็นเหตุให้โรงพยาบาล
ขนาดเล็ก สถานพยาบาลระดับชุมชนในบางพื้นที่ไม่มีการตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ ท าให้
ประชากรในพื้นที่ไม่ได้รับบริการทางสาธารณสุขอย่างเท่าเทียมและดีพอ   

งานวิจัยนี้ได้เสนอวิธีการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะโดยใช้หลักการ  
particle-enhanced turbidimetric inhibition immunoassay (PETINIA) (31) ใช้วิธีการใหม่
ส าหรับการตรึงแอนติเจน highly carboxylated polystyrene beads  เป็นอนุภาคที่มีประจุลบบน
ผิว ให้ตรึงกับ polyethyleneimine (PEI) ซึ่งเป็นสารที่มีประจุบวกสูงก่อนจะท าการตรึงอัลบูมินที่
ท าให้อยู่ในสภาพที่มีประจุลบ ดังนั้น immobilized beads ที่ใช้ในปฏิกิริยาจึงมีความคงตัวสูง และ
การตรวจวัดแต่ละครั้งมีความแม่นย ามากขึ้น immobilized beads จะแย่งจับกับ antibody 
binding sites ที่เหลือจาก antigen – antibody complexes ในสารละลายท่ีมีปัสสาวะผู้ป่วยกับ 
polyclonal antibody ผสมกัน เกิดการเกาะกลุ่มระหว่าง immobilized beads และ polyclonal 
antibody  ที่เหลือจากขั้นตอนแรก และวัดการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นที่ความยาวคลื่น 510 nm 
อัตราการเพิ่มขึ้นของการดูดกลืนแสงเป็นสัดส่วนผกผันกับกับปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะ หลักการ
นี้มีข้อดีคือ ปฏิกิริยาเกิดเร็ว, มีความไวสูงในการตรวจวัดโปรตีนปริมาณน้อยๆ และไม่เกิดปฏิกิริยา
ผลลบปลอมในกรณีที่มีอัลบูมินมากเกินไปจนเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา (32, 33) น้ ายาที่เตรียมขึ้น
เองมีความคงตัวและมีอายุการใช้งานนานหลายเดือน สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในระบบการวัด
เชิงแสง (optical detection) ด้วย miniature fiber optic spectrometer ที่อาศัยเส้นใยแก้วน าแสง 
(fiber optic) เป็นตัวเชื่อมต่อกับแหล่งก าเนิดแสง (light source) และตวัตรวจวัด (detector) ที่มี
ขนาดเล็กสามารถพกพาไปใช้ในระดับภาคสนามได้  เหมาะส าหรับสถานบริการสาธารณสุขที่
ห่างไกล เป็นผลให้ผู้ป่วยโรคเบาหวานและกลุ่มเสี่ยงอื่นๆ ได้รับบริการทางสาธารณสุขอย่างเท่า
เทียมกัน นับเป็นมาตรการเชิงรุกของการป้องกันการเป็นโรคไตจากเบาหวานได้ เป็นการยกระดับ
การรักษาสุขภาพ และป้องกันความสูญเสียด้านเศรษฐกิจของชาติได้เป็นอย่างมาก ในงานวิจัยนี้
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ได้มีการแสดงศักยภาพของน้ ายาและวิธีการตรวจวัด โดยออกภาคสนาม ทดสอบกับปัสสาวะของ
ผู้ป่วยเบาหวาน ณ โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต าบลจ านวน 5 แห่ง และให้ผลการตรวจวัด
ปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะที่มีความสอดคล้องกับวิธีที่ใช้ทั่วไปทางห้องปฏิบัติการการแพทย์ 
 
วัตถุประสงค์ของกำรวิจัย 
 1. เพื่อพัฒนาน้ ายาตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ ที่ใช้หลักการ particle-enhanced 
turbidimetric inhibition immunoassay (PETINIA) ที่มีคุณภาพและความคงตัวใกล้เคียงกับ
น้ ายาที่น าเข้าจากต่างประเทศและลดโอกาสการเกิดผลลบปลอมในกรณีที่มีอัลบูมินในปัสสาวะ
มากเกิน 

2.   เพื่อประเมินประสิทธิภาพของน้ ายา ส าหรับการตรวจวัดเชิงแสง (optical detection) 
ด้วยเครื่องมือและโปรแกรมที่พัฒนาขึ้น เพื่อใช้ในระดับภาคสนาม ส าหรับการตรวจวัดระดับไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะจากผู้ป่วยเบาหวาน  

 
ขอบเขตของกำรวิจัย  

พัฒนาวิธีการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยระบบการตรวจวัดปฏิกิริยา
เชิงแสง (optical detection) โดยใช้ miniature spectrometer เป็น detector มีขนาดเล็กจัดวาง
อย่างเป็นระบบในกล่องหรือกระเป๋าสามารถพกพาไปใช้ในภาคสนามได้ ในส่วนของน้ ายาตรวจ
วิเคราะห์ได้ศึกษาวิจัยการตรึง  human serum albumin  บน carboxylated polystyrene beads  
และทดสอบความคงตัวของน้ ายา  การตรวจวัดใช้หลักการ particle-enhanced turbidimetric 
inhibition immunoassay (PETINIA) และเก็บสิ่งส่งตรวจจากปัสสาวะแบบสุ่มจากผู้ป่วย
โรคเบาหวานในโรงพยาบาลชุมชน 5 แห่ง จ านวนแห่งละ 20 คน และเปรียบเทียบผลกับวิธี
มาตรฐานท่ีใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการ 
 
 
 
 
 
 
 
 



6 
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับ 

1.  สามารถน าระบบการตรวจวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นไปใช้ตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมิน
ในปัสสาวะของผู้ป่วยโรคเบาหวานได้จริง โดยเน้นผู้ป่วยท่ีอยู่ห่างไกลจากบริการสาธารณสุข 

2. สามารถพัฒนาน้ ายาและเครื่องมือตรวจวิเคราะห์ปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะได้อย่างมี
ประสิทธิภาพ ลดโอกาสการเกิดผลลบปลอมในกรณีมีปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะมากเกิน 

3.    เป็นนวัตกรรมทางการแพทย์ที่ผลิตขึ้นใช้เองภายในประเทศ  มีประโยชน์ในการ
วินิจฉัยค้นหา และป้องกันความเสี่ยงในการเกิดโรคไตจากเบาหวาน 

4.       สามารถพัฒนาระบบการตรวจวัดเพื่อน าไปใช้ตรวจวัดสารชีวเคมีอื่นๆในร่างกายได้ 
5.       วิธีที่พัฒนาขึ้นเพิ่มความพึงพอใจต่อบุคลากรทางการแพทย์และสร้างโอกาสให้

หน่วยงานสาธารณสุขที่ให้บริการผู้ป่วยโรคเบาหวานและประชากรกลุ่มเสี่ยงต่อโรคที่เกี่ยวข้องกับ
การตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ 

6.      คาดว่าจะสามารถตีพิมพ์ผลงานของโครงการวิจัยนี้ในวารสารระดับนานาชาติที่
เกี่ยวข้องอย่างน้อย  1 เรื่อง และสามารถน าเสนอผลงานแบบโปสเตอร์ในงานประชุมระดับ
นานาชาติอย่างน้อย  1 เรื่อง 

ล ำดับขั้นตอนในกำรเสนอผลกำรวิจัย 
1. น าผลงานวิจัยเสนอในที่ประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 
2. ตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ 
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บทที่  2 
 

เอกสำรและงำนวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

 
2.1 โรคเบำหวำน (Diabetes Mellitus) 
 

โรคเบาหวานเป็นโรคที่เกิดจากความผิดปกติของระบบเผาผลาญอาหาร (metabolic 
diseases) ในร่างกาย โดยปกติน้ าตาลจะเข้าสู่เซลล์เพื่อใช้เป็นพลังงานภายใต้การควบคุมของ
ฮอร์โมนอินซูลิน แต่ในผู้ที่เป็นโรคเบาหวาน เซลล์ในร่างกายจะไม่สามารถน าน้ าตาลไปใช้งานได้
อย่างมีประสิทธิภาพ ท าให้มีระดับน้ าตาลกลูโคสในเลือดสูงกว่าปกติ (hyperglycemia) คือ
มากกว่าหรือเท่ากับ 126 mg/dL หลังงดรับประทานอาหารเป็นเวลาอย่างน้อย 8 ชั่วโมง สาเหตุ
เกิดจากความผิดปกติของเบต้าเซลล์ในตับอ่อนท าให้หลั่งฮอร์โมนอินซูลินลดลง หรือมีฮอร์โมน
อินซูลินแต่เซลล์ตอบสนองต่อฤทธิ์ของอินซูลินน้อยกว่าที่ควร ท าให้ร่างกายมีภาวะทนต่อน้ าตาล
ลดลง (Glucose intolerance) เรียกว่ามี “ภาวะด้ือต่ออินซูลิน” (insulin resistance)  หรือมีความ
ผิดปกติทั้งสองอย่างร่วมกัน  ผู้ป่วยเบาหวานที่มีระดับน้ าตาลกลูโคสในเลือดสูงเป็นระยะเวลานาน
จะก่อให้เกิดความผิดปกติต่อโครงสร้างและการท างานของอวัยวะต่างๆ ในร่างกายจนอวัยวะนั้น
ไม่สามารถท างานได้อย่างมีประสิทธิภาพและเสียสภาพไปในท่ีสุด  ซึ่งความผิดปกติเหล่านี้จะ
น าไปสู่ภาวะแทรกซ้อนต่างๆ ได้แก่ ภาวะแทรกซ้อนทางตา (diabetic retinopathy), ไต (diabetic 
nephropathy), ระบบประสาท (diabetic neuropathy), หัวใจและหลอดเลือด ผู้ป่วยเบาหวาน
ส่วนใหญ่มักพบความผิดปกติของการเผาผลาญคาร์โบไฮเดรต ไขมันและโปรตีนร่วมด้วย พบได้
บ่อยในผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 (34) ส่วนโรคเบาหวานชนิดที่ 1 สาเหตุของโรคเกิดจาก 
autoimmunity มักพบในเด็กหรือวัยรุ่นและส่วนใหญ่มักไม่อ้วน โรคเบาหวานชนิดนี้ถ่ายทอดทาง
พันธุกรรมได้ (35) 

เนื่องจากกลไกการเกิดโรคเบาหวานชนิดที่ 1 มีความสัมพันธ์กันกับพันธุกรรมและระบบ 
autoimmunity ในปัจจุบันจึงมีการศึกษาวิจัยเพื่อค้นหาผู้ป่วยที่มีแนวโน้มของโรคต้ังแต่ระยะ
เริ่มต้นเพื่อป้องกันหรือชะลอความรุนแรงในการเกิดโรคเบาหวานชนิดที่ 1 โดยตรวจหา 
autoantibodies หรือ gene ที่เกี่ยวข้องกับโรคเบาหวานชนิดที่ 1 เพื่อเป็นประโยชน์ในการวินิจฉัย
ทางคลินิกได้ (36-38) ผู้ป่วยประเภทนี้จะมาพบแพทย์ครั้งแรกด้วยอาการของ ketoacidosis หรือ
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อาจมีระดับน้ าตาลในเลือดก่อนอาหารเช้าสูงปานกลางหรือสูงมากขึ้นอยู่กับอัตราการถูกท าลาย
ของเซลล์เบต้าในตับอ่อนที่แตกต่างกัน (39) ส่วนโรคเบาหวานชนิดที่ 2 พบได้บ่อยประมาณ 90% 
ของผู้ป่วยเบาหวานท้ังหมด แต่ยังไม่ทราบสาเหตุการเกิดโรคที่ชัดเจน โรคเบาหวานชนิดนี้มักไม่ได้
รับการวินิจฉัยต้ังแต่ระยะแรกเนื่องจากระดับน้ าตาลในเลือดจะสูงขึ้นช้าๆ และมักไม่เกิดภาวะ 
ketoacidosis จึงไม่แสดงอาการที่ผิดปกติให้เห็น ท าให้ผู้ป่วยส่วนใหญ่ไม่ทราบว่าตนเองเป็น
เบาหวานมาก่อนจนกระทั่งตรวจพบโรค (40) 

โรคเบาหวานถือเป็นโรคเรื้อรังชนิดหนึ่งที่เป็นปัญหาทางด้านสาธารณสุขและเศรษฐกิจใน
ประเทศที่ก าลังพัฒนาทั้งหลายรวมถึงประเทศไทย จากการส ารวจในปี 2543 พบว่าจ านวนผู้ป่วย
เบาหวานที่มีอายุต้ังแต่ 35 ปีขึ้นไปในประเทศไทยมีประมาณ 9.6 % จากจ านวนประชากรใน
ประเทศทั้งหมดหรือประมาณ 2.4 ล้านคน (41) และมีแนวโน้มเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ ในจ านวนนี้พบว่า
ส่วนใหญ่เป็นผู้ป่วยเพศหญิงและอาศัยอยู่ในเขตเมือง ความชุกของโรคเบาหวานในประเทศไทย
มากขึ้นตามอายุของประชากรที่เพิ่มข้ึนต้ังแต่ 45 ปีขึ้นไปจนถึงผู้สูงอายุ (42)  

จากการส ารวจโรคเบาหวานในไทยพบว่าร้อยละ 41 ของผู้ป่วยไม่ทราบว่าตนเองเป็น
โรคเบาหวานมาก่อนและควบคุมโรคได้เพียงร้อยละ 26 เท่านั้น มีการคาดการว่าหากมีผู้ป่วยรวม 3 
ล้านคนในปี 2550 จะต้องเสียค่าใช้จ่ายของชาติถึง 3.5-8.4 หมื่นล้านบาท (43) จากหลักฐานทาง
ระบาดวิทยาพบว่าภาวะแทรกซ้อนสูงสุดของโรคเบาหวานในไทย ได้แก่ ไตเสื่อมถึงร้อยละ 43.9 
ต้อกระจกร้อยละ 42.8 และจอประสาทตาเสื่อมร้อยละ 30.7 ในขณะที่มีภาวะแทรกซ้อนต่อ
โรคหัวใจขาดเลือดและโรคหลอดเลือดในสมองร้อยละ 8.1 และ 4.4 ตามล าดับ ซึ่งอัตราการ
เสียชีวิตของผู้ป่วยที่ยังไม่แสดงอาการของโรคเบาหวานน้ันเท่ากับผู้ป่วยที่เป็นโรคนี้แล้วและสูงกว่า
ผู้ที่ไม่เป็นโรคเบาหวาน 2 เท่า ดังนั้นการค้นหาประชากรกลุ่มเสี่ยงเพื่อป้องกันการเกิดโรคและเฝ้า
ระวังการเกิดภาวะแทรกซ้อนในผู้ป่วยเบาหวานจึงมีความส าคัญเพื่อลดปัจจัยเสี่ยงในการเกิดโรค
แทรกซ้อนน าไปสู่การเสียชีวิตในล าดับต่อมา (43)  

2.2 โรตไตจำกเบำหวำน (Diabetic nephropathy) 
โรคไตจากเบาหวานเป็นภาวะแทรกซ้อนเรื้อรังล าดับต้นๆในผู้ป่วยเบาหวานพบได้

ประมาณร้อยละ 30-50 ของผู้ป่วยเบาหวานทั้งหมด ซึ่งเป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรคไตเรื้อรัง 
(chronic kidney disease:CKD) และน าไปสู่ภาวะไตวายระยะสุดท้าย (end stage renal 
disease:ESRD) ภายในระยะเวลา 7-10 ปีถ้าไม่ได้รับการรักษาอย่างเหมาะสมท าให้ต้องได้รับการ
รักษาทดแทนไต  ข้อมูลจากรายงานการลงทะเบียนการรักษาทดแทนไตปี พ.ศ. 2540-2543 
รวบรวมโดยอนุตตร จิตตินันท์ พบว่าผู้ป่วยโรคไตเรื้อรังระยะสุดท้ายที่ลงทะเบียนการรักษาทดแทน
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ไตเนื่องจากเบาหวานมีถึงประมาณ 30%  ซึ่งส่วนใหญ่เป็นผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 เนื่องจาก
ความชุกของโรคมีมากกว่าเบาหวานชนิดที่ 1  

 
2.2.1 ลักษณะทำงคลินิกของโรคไตจำกเบำหวำนประกอบด้วยกำรตรวจพบ

ต่อไปนี ้(44) 
  1. มีภาวะโปรตีนชนิดอัลบูมินรั่วออกมาในปัสสาวะ (albuminuria) ซึ่งในระยะแรกมี
ปริมาณเล็กน้อย (microalbuminuria) คือมี urine albumin excreation rate (UAE) 30-299 
มิลลิกรัม/วัน และต่อมาปริมาณมากขึ้น (macroalbuminuria หรือ overt proteinuria) คือมี UAE 
มากกว่า 300 มลิลิกรัม/วัน โดยไม่ได้เกิดจากสาเหตุอ่ืน 

2. มีความดันโลหิตสูง (วินิจฉัยโดยมีความดันโลหิตสูงกว่า 140/90 มิลลิเมตรปรอทเมื่อยัง
ไม่ได้รับการรักษา หรือความดันโลหิตสูงกว่า 130/80 มิลลิเมตรปรอทเมื่อได้รับการรักษาแล้ว) 

3. การท างานของไต (glomerular filtration rate; GFR) ในระยะแรกจะปกติหรือสูงกว่า
ปกติ ต่อมาจะเริ่มเสื่อม และเสื่อมมากขึ้นจนเกิดโรคไตเรื้อรังในระยะท้ายในที่สุด 

 
2.2.2 กำรด ำเนินโรคของไตจำกเบำหวำน (45) 
C.E.Mogensen และคณะ ได้แบ่งการด าเนินโรคของ Dibetic nephropathy ในเบาหวาน

ชนิดที่ 1 ซึ่งมีการศึกษามานานและมีข้อมูลค่อนข้างมาก และธรรมชาติของโรคไม่แตกต่างจาก
เบาหวานชนิดที่ 2 มากนัก เป็นระยะดังนี้  

ระยะท่ี 1 Renal hyperfunction (renal hypertrophy) 
ระยะนี้ผู้ป่วยมีอาการของเบาหวานในระยะแรกเริ่มวินิจฉัย คือ ปัสสาวะบ่อย ด่ืมน้ าบ่อย 

น้ าหนักตัวลด และอาจมีภาวะ ketoacidosis  ในระยะนี้ผู้ป่วยส่วนหนึ่งจะพบอัลบูมินรั่วออกมาใน
ปัสสาวะ (urine albumin excretion;UAE) การเปลี่ยนแปลงจะพบ glomerular hyperfiltration 
(GHF) โดย glomerular filtration rate (GFR) จะเพิ่มจากเดิมประมาณร้อยละ 20-40 ร่วมกับมี 
renal plasma flow สูงขึ้นร้อยละ 9-14 และขนาดของไตโตขึ้นกว่าปกติร้อยละ 20 (glomerular 
hypertrophy) แต่ในกรณีเบาหวานชนิดที่ 2 น้ัน GHF และ glomerular hypertrophy จะพบน้อย
กว่าเบาหวานชนิดที่  1 อาจเป็นเพราะเกิดในผู้ป่วยที่สูงอายุกว่า ท าให้ไม่เกิด glomerular 
hypertrophy หรือเกิดน้อยกว่า เบาหวานชนิดที่ 1 นอกจากนั้นอาจจะพบการหนาตัวของ 
glomerular basement membrane และการขยายขนาดของ  mesangium  
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 ระยะท่ี 2 Clinical latency (early renal lesion without clinical sign) 

เกิดหลังการวินิจฉัยว่าเป็นโรคเบาหวานประมาณ 2-3 ปี ตรวจการท างานของไตและ UAE 
ยังปกติ จึงเรียกระยะนี้รวมกับระยะที่ 1 ว่า normoalbuminuria  ความผิดปกติในระยะนี้คือพยาธิ
สภาพที่ไตเด่นชัดมากขึ้น คือมีการหนาตัวของ glomerular basement membrane และการขยาย
ขนาดของ mesangium  นอกจากนี้ยังพบการหนาตัวของ tubular basement membrane ร่วม
ด้วยแต่ยังไม่มีความผิดปกติทางคลินิกหากควบคุมระดับน้ าตาลให้อยู่ในเกณฑ์ปกติ แต่ถ้าควบคุม
ระดับน้ าตาลในเลือดได้ไม่ดี ร้อยละ 30-40   ของผู้ป่วยจะด าเนินเข้าสู่ระยะที่ 3 คือ 
microalbuminuria 

ระยะท่ี 3 Microalbuminuria (incipient diabetic nephropathy) 
ระยะนี้จะพบหลังจากเป็นเบาหวานแล้ว 5-10 ปี เป็นระยะแรกที่สามารถตรวจพบได้ทาง

ห้องปฏิบัติการ จุดส าคัญของระยะนี้คือ ตรวจพบอัลบูมินในปัสสาวะ(UAE)เพิ่มขึน้มากกว่าคน
ปกติ ปริมาณอัลบูมินที่ถือว่าเป็น microalbuminuria คือ 30-299 มิลลิกรัมต่อวัน ซึ่งต้องตรวจพบ 
2 ใน 3 ครั้งในระยะเวลาไม่เกิน 6 เดือน การตรวจ UAE เพียงครั้งเดียวถือว่ายังไม่มีความแม่นย า
พอ เพราะจะมีเพียงร้อยละ 47 ของผู้ป่วยเท่านั้นที่มี persistent microalbuminuria จึงต้อง
ก าหนดให้มี 2 ใน 3 ครั้งของการตรวจ ในระยะนี้อาจพบความดันโลหิตสูงร่วมด้วย จากการศึกษา
พบว่ามีความสัมพันธ์ระหว่าง โรคทางระบบหัวใจและหลอดเลือด และมีปัจจัยเสี่ยงต่อ 
atherosclerosis  ร้อยละ 29 ของผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 และร้อยละ 10-40 ของผู้ป่วยเบาหวาน
ชนิดที่ 2 ที่มี microalbuminuria จะด าเนินเข้าสู่ระยะ macroalbuminuria ภายในระยะเวลา 5-10 
ปี 

อนึ่งการตรวจปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะระยะนี้ไม่สามารถตรวจพบโดยใช้แถบสีตรวจ
ปัสสาวะทั่วไป (dipstick) จึงเรียกระยะนี้ว่า microalbuminuria หรือ incipient diabetic 
nephropathy หรือ early diabetic nephropathy 

ระยะท่ี 4 Macroalbuminuria (clinical overt diabetic nephropathy) 
ระยะนี้จะเกิดหลังจากเป็นเบาหวานมาไม่น้อยกว่า 10 ปี จะตรวจพบ UAE มากกว่า 300 

มิลลิกรัมต่อวัน และบางครั้งอาจมากถึง nephritic range (3500 มิลลิกรัมต่อวัน) เป็นระยะที่ตรวจ
พบอัลบูมินในปัสสาวะโดยใช้แถบสีตรวจปัสสาวะ (dipstick) การตรวจปัสสาวะนอกจากพบอัลบู
มินแล้ว อาจพบเม็ดเลือดแดงได้ใน overt diabetic  nephropathy  ซึ่งเกิดจากการแตกของ 
microaneurysm ในไต หรือการมี thin glomerular basement membrane disease ร่วมด้วย  
GFR ของผู้ป่วยระยะนี้จะลดลงและลดลงเร็วยิ่งขึ้นตามความดันโลหิตที่สูงขึ้น อุบัติการณ์สะสม
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ของระยะ macroalbuminuria ในระยะเวลา 15-29 ปี ของผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 มปีระมาณร้อย
ละ 14-17 และอุบัติการณ์สะสมในระยะเวลา 20 ปี ของผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 มีประมาณร้อย
ละ 27 โดยทั่วไปพบว่าผู้ป่วยเบาหวานชนิดท่ี 2 จะมี macroalbuminuria เร็วกว่าผู้ป่วยเบาหวาน
ชนิดที่ 1 ประมาณ 5 ปี และหากไม่ได้รับการรักษาที่ดีจะใช้ระยะเวลาอีก 7-10 ปีเข้าสู่ไตวายเรื้อรัง
ระยะสุดท้าย (ERSD) 

ระยะท่ี 5 End-stage renal disease;ESRD (ไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย) 
ผู้ป่วยระยะนี้จะมี GFR ต่ ามากคือน้อยกว่า 15 มิลลิลิตรต่อนาที ความดันโลหิตสูงขึ้นและ

ควบคุมได้ยากขึ้น ปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะอาจลดลงเล็กน้อยเนื่องจาก GFR ที่ลดลงแต่ยังอยู่
ในช่วงของ macroalbuminuria ผู้ป่วยระยะนี้จ าเป็นต้องได้รับการรักษาทดแทนไต (renal 
replacement therapy) และมีความเสี่ยงที่จะเกิดโรคหัวใจและหลอดเลือดและเสียชีวิตมากกว่า
ผู้ป่วยเบาหวานระยะ macroalbuminuria และมากกว่าผู้ป่วย ESRD จากสาเหตุอ่ืน การศึกษา
ระยะหลังพบว่าอุบัติการณ์ของไตวายระยะสุดท้ายและเสียชีวิตในผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 ลดลง
เนื่องจากการรักษาที่ดีขึ้น ในผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 พบว่าร้อยละ 10-35 มีอัตราการตายท่ีสูง
มากเนื่องจากผู้ป่วยเกิดภาวะ shock จากภาวะน้ าตาลในเลือดต่ าจากการท างานของไตที่ลดลง 
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ภำพท่ี 2.1 การด าเนินโรคในระยะต่างๆและปัจจัยส่งเสริมการเกิดโรคไตจากเบาหวาน 
 

2.2.3 อุบัติกำรณ์ของกำรเกิดโรคไตจำกเบำหวำน (46) 
ผู้ปวยเบำหวำนชนิดที่ 1 ร้อยละ 50 จะตรวจพบ microalbuminuria ได้หลังจากวินิจฉัย

ว่าเป็นเบาหวานนาน 5-10 ปีหากไม่ได้รับการรักษาที่เหมาะสมผู้ป่วยกลุ่มนี้ถึงร้อยละ 80 จะมีอัลบู
มินในปัสสาวะเพิ่มขึ้นเรื่อยๆ เข้าสู่ระยะ overt nephropathy ร้อยละ 20 ของผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 
1 จะมีโรคไตจากเบาหวานและเข้าสู่ไตวายเรื้อรังระยะสุดท้ายภายในระยะเวลา 20 ปีหลังจาก
วินิจฉัย 

ผู้ป่วยเบำหวำนชนิดที่ 2 จากการส ารวจในประเทศไทยพบว่ามีผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 
มีภาวะ microalbuminuria ร้อยละ 18.7-43.5 และพบภาวะ overt nephropathy แล้วร้อยละ 1.6-
5.1 (47) ส่วนใหญ่จะพบภาวะ microalbuminuria และ overt nephropathy แล้วต้ังแต่เริ่มวินิจฉัย
อาจเนื่องมาจากผู้ป่วยเป็นเบาหวานมาเป็นระยะเวลานานโดยไม่มีอาการหรือไม่เคยได้รับการ
ตรวจวินิจฉัยมาก่อน หากไม่ได้รับการรักษาที่เหมาะสมผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 ประมาณร้อยละ 
20 จะเข้าสู่ไตวายเรื้อรังระยะสุดท้าย ถึงแม้ว่าอัตราการลดลงของหน้าที่ไตในผู้ป่วยเบาหวานชนิด
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ท่ี 2 ไม่แตกต่างไปจากผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่1 แต่ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 มีอายุมากกว่าและมี
อุบัติการณ์ของโรคหลอดเลือดหัวใจและสมองมากกว่า จึงท าให้ผู้ป่วยเสียชีวิตก่อนมีภาวะไตวาย
เรื้อรังระยะสุดท้าย 

 
ที่มำ www.parkhurstexchange.com 

ภำพท่ี 2.2 ระยะเวลาการด าเนินโรคไตจากเบาหวานชนิดที่ 2 (48) 

 
2.2.4 ปัจจัยเสี่ยงต่อกำรเกิดโรคไตจำกเบำหวำน ได้แก่ 

1. ระยะเวลาของการเป็นเบาหวานมานาน 
2. มีประวัติครอบครัวของโรคไตจากเบาหวานหรือไตวายเรื้อรังระยะสุดท้ายหรือ  
    ความดันโลหิตสูง 
3. การควบคุมระดับน้ าตาลได้ไม่ดี 
4. การควบคุมระดับความดันโลหิตสูงได้ไม่ดี 
5. ภาวะไขมันในเลือดสูง 
6. มีโปรตีนชนิดอัลบูมินรั่วออกทางปัสสาวะมากกว่าปกติ 
7. การสูบบุหร่ี 
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2.3 อัลบูมินในซีรัมคน (Human Serum Albumin; HSA) 

อัลบูมินเป็นโปรตีนที่ส าคัญชนิดหนึ่งถูกสร้างจากเซลล์ตับเข้าสู่กระแสเลือดมีปริมาณ 50-
60% ของโปรตีนทั้งหมด มีโครงสร้างเป็นก้อนกลม (globular proteins) ละลายน้ าได ้ สิ่งมีชีวิต
ส่วนใหญ่สังเคราะห์อัลบูมินได้เองในร่างกาย โดยอัลบูมินที่อยู่ในไข่ขาวมีลักษณะใกล้เคียงกับอัลบู
มินในเลือดมนุษย์มากที่สุด จากการศึกษาในระดับโมเลกุลของอัลบูมินในเลือด พบว่า
ประกอบด้วยกรดอะมิโนจ านวน 585 ล าดับ น้ าหนักโมเลกุล 66 kDa มีอายุครึ่งชีวิตประมาณ 20 
วัน ค่าปกติของอัลบูมินในเลือดอยู่ในช่วง 3.4 ถึง 5.4 g/dL ระดับของอัลบูมินในเลือดสามารถใช้
เป็นตัวบ่งชี้การท างานของตับ หน้าที่ของอัลบูมินคือช่วยขนส่งสารต่างๆ (transporter protein) ใน
เลือดเนื่องจากเป็นโปรตีนที่สามารถจับกับสารได้หลายชนิด เช่น กรดไขมันอิสระ, บิลลิลูบิน, สเตอ
รอยด์, ไทรอยด์ฮอร์โมน, แคลเซียม และยาชนิดต่างๆ  นอกจากน้ันยังมีหน้าที่ในการรักษาความ
เป็นกรดด่างของเลือด รักษาระดับความดันของเส้นเลือด (oncotic pressure)  ระดับอัลบูมินจะ
ลดลงในโรคตับเรื้อรัง เช่น ตับแข็ง นอกจากนี้ อาจจะลดลงในกลุ่มโรคไต (nephrotic syndrome) 
ซึ่งมีการสูญเสียอัลบูมินทางปัสสาวะ โภชนาการที่ไม่ดีหรือภาวะกระบวนการสลายโปรตีน
บกพร่อง และการสูญเสียอัลบูมินทางผิวหนัง เช่น ผู้ที่ถูกไฟไหม้หรือน้ าร้อนลวก 

 
2.4 กลไกกำรเกิดไมโครอัลบูมินนูเรีย 

โดยปกติ glomerular capillary wall (มีคุณสมบัติเป็น anionic macromolecule) จะมี
กลไกในการยับยั้งการร่ัวของอัลบูมินที่มีประจุเป็นลบออกทางปัสสาวะ โดยใช้คุณสมบัติของขนาด
และประจุเพื่อกีดขวางไม่ให้อัลบูมินเล็ดลอดออกไปได้ แต่จากการศึกษาในผู้ป่วยเบาหวานท่ีมี 
microalbuminuria พบว่ามีการเพิ่มจ านวนของรูขนาดใหญ่ (large pores) ท าให้การกีดขวางโดย
ขนาดลดลง นอกจากนี้ยังมีการลดลงของสาร heparan sulfate บน glomerular capillary wall ซึ่ง
เป็นประจุลบที่ส าคัญในการกีดขวางโดยใช้ประจุท าให้เกิดการผลักสารประจุลบด้วยกันอย่าง เช่น 
อัลบูมินไม่ให้เล็ดลอดออกไปได้ ซึ่งความผิดปกติเหล่านี้จะรุนแรงมากขึ้นในผู้ป่วยที่เป็น overt 
nephropathy ซึ่งจะมีการรั่วของโปรตีนอัลบูมินมากกว่า 300 mg  ต่อวัน (macroalbuminuria) 
(49, 50) นอกจากน้ัน 
พบว่าจ านวนและความหนาแน่นของ podocyte cell ใน glomerulus ลดลง โดยจ านวนหรือความ
หนาแน่น podocyte  cell ที่ลดลงสัมพันธ์กับปริมาณ UAE ที่เพิ่มขึ้น  
 ในปัจจุบันมีการศึกษาพบว่าการให้ยาในกลุ่ม Renin-angiotensin-aldosterone system 
blockers เช่น angiotensin-converting enzyme inhibitors (ACEI), angiotensin II receptor 
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blockers และ direct renin inhibitors ซึ่งเป็นกลุ่มยาลดความดันโลหิตสูง จะมีผลช่วยลดปริมาณ
อัลบูมินในปัสสาวะในรายที่มีการตรวจพบภาวะไมโครอัลบูมินนูเรีย และสามารถชะลอการเสื่อม
ของไตได้แต่การรักษาด้วยยาในกลุ่มนี้ต่อเนื่องกันเป็นระยะเวลานานอาจมีผลข้างเคียงอื่นๆ
ตามมา  ดังนั้นการตรวจไมโครอัลบูมินคัดกรองในผู้ป่วยที่มีปัจจัยเสี่ยงแต่เริ่มเป็นการป้องกันการ
ด าเนินของโรคเรื้อรังต่างๆ ได้ดีทีสุด (51) 
 
2.5 ภำวะไมโครอัลบูมินนูเรีย  (Microalbuminuria) 

คือภาวะที่มีการขับอัลบูมินออกทางปัสสาวะ (UAE) ในปริมาณระหว่าง 30 -299 
มิลลิกรัมต่อวันหรือตรวจค่าอัลบูมินต่อครีเอตินีน (urinary albumin creatinine ratio: ACR) อยู่
ในช่วง 30 – 299 มิลลิกรัมกรัมต่อกรัมครีอาตินีน และจะต้องตรวจพบ 2 ใน 3 ครั้งของปัสสาวะที่
เก็บต่างเวลากันภายในระยะเวลา 3-6 เดือน ภาวะนี้สามารถบ่งชี้ถึงการเสื่อมหน้าที่ของไตที่ใน
ระยะเริ่มแรกและความเสี่ยงของโรคหลอดเลือหัวใจตีบ (cardiovascular disease) จากภาวะ
เสื่อมของหลอดเลือดฝอยทั่วร่างกาย (capillary inflammation) (16, 52)    

ในภาวะร่างกายปกติจะไม่พบอัลบูมินในปัสสาวะเนื่องจากจะถูกกรองและดูดกลับโดย 
glomerulus, proximal convoluted tubule ในไตตามล าดับ  แต่ในภาวะที่ไตถูกท าลายจะมีอัลบู
มิน 
ปริมาณน้อยๆ รั่วออกมาในปัสสาวะ พบได้บ่อยในผู้ป่วยที่ไตถูกท าลายจากการเป็นโรคเบาหวาน 
(53, 54) และโรคอ่ืนๆ ที่สามารถท าลายไต เช่น ความดันโลหิตสูง (high blood pressure), หัวใจ
ล้มเหลว (heart failure), ตับแข็ง (cirrhosis) หรือ โรค systemic lupus erythematosus (SLE) ได้
แสดงว่าเกิดความเสียหายขึ้นกับไตอย่างรุนแรง และน าไปสู่โรคไตวายชนิดเรื้อรังได้  (chronic 
kidney disease) (55-57)  
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2.6 วิธีรำยงำนผลกำรตรวจวัดเชิงปริมำณ (quantitative) จำก microalbumin ในปัสสำวะ 
สามารถท าได้ 3 วิธี คือ 

1. การตรวจจากปัสสาวะที่สุ่มตรวจครั้งเดียวซึ่งนิยมเก็บปัสสาวะหลังจากปัสสาวะครั้ง
แรกในช่วงเช้า (first morning urine, spot urine) เพื่อหาสัดส่วนปริมาณอัลบูมินต่อปริมาณครีอะ
ตินีนในปัสสาวะ (urinary albumin creatinine ratio: ACR) รายงานผลในหน่วย  mg/g 
creatinine 

2.  การตรวจจากปัสสาวะ 24  ชั่วโมงเพื่อหาปริมาณอัลบูมินทั้งหมดที่ถูกขับออกไปทาง
ปัสสาวะในช่วง 1 วัน  เช่น urine albumin excreation rate (UAE) รายงานผลในหน่วย  mg/day 

3. การตรวจจากปัสสาวะที่เก็บในช่วงเวลาเฉพาะ (timed collection) แต่ไม่ครบ 24 
ชั่วโมง เช่น เก็บในระยะเวลา 4 ชั่วโมงหรือเก็บข้ามคืน เพื่อค านวณหาอัตราการขับอัลบูมินที่ออก
ไปทางปัสสาวะต่อ 1 หน่วยเวลา (albumin excretion rate : AER) รายงานผลในหน่วย  µg/min 
วิธีที่นิยมมากที่สุดในตรวจหาปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะเพื่อรายงานผลคือหาค่า ACR โดย
นับเป็นวิธีมาตรฐาน เพื่อลดปัจจัยที่อาจท าให้เกิดความคลาดเคลื่อน เช่น อายุ เพศ เชื้อชาติ ซึ่ง
อายุท่ีเพิ่มขึ้นและเพศชายอาจท าให้ค่าอัลบูมินในปัสสาวะสูงได้ (16, 58, 59)   
  จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าการตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะแบบสุ่ม (random urine) 
รายงานผลในหน่วย mg/L เพียงอย่างเดียวมีความไวและความน่าเชื่อถือเทียบเท่ากับการตรวจหา
ค่า ACR ซึ่งอาจมีความยุ่งยากมากกว่าเนื่องจากต้องตรวจหาค่าครีเอตินีนเพื่อน ามาค านวณหาค่า 
albumin/creatinine ratio และช่วยลดการสิ้นเปลืองในการใช้น้ ายาตรวจวัดเพิ่มอีกด้วย (60-62) 
หรือในกรณีที่ไม่สามารถเก็บปัสสาวะผู้ป่วยให้ครบ 24 ชั่วโมงเพื่อตรวจ UAE ได้น้ัน สามารถให้
รายงานค่าอัลบูมินในปัสสาวะแบบสุ่มแทน (63-65) 
 
2.7 ควำมส ำคัญของกำรตรวจหำ microalbumin ในปัสสำวะ 

ตาม  Kidney/Dialysis Quality Initiative (K/DOQI) ปี พ.ศ. 2550  (10)    ได้นิยามโรคไต
จากเบาหวานโดยอาศัยลักษณะทางคลินิก คือ การตรวจพบภาวะ  proteinuria หรือ albuminuria 
และ/หรือ มีการท างานของไตลดลง (glomerular filtration rate : GFR) ร่วมกับมีความดันโลหิตสูง 
มากกว่า 130/80 มลิลิเมตรปรอท  ดังนั้นการตรวจหาไมโครอัลบูมินจากปัสสาวะต้ังแต่ระยะเริ่ม
และต่อเนื่องในผู้ป่วยเบาหวานช่วยลดอัตราการตายจากภาวะแทรกซ้อนจากการด าเนินโรคได้ 
นอกจากนี้ยังเป็นการหาปัจจัยเสี่ยงในการด าเนินโรคของ ผู้ป่วยโรคไตเรื้อรังระยะสุดท้าย (end-
stage renal disease :ESRD) ที่มักเสียชีวิตด้วยอาการแทรกซ้อนจากภาวะหัวใจหัวใจล้มเหลว
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ขณะล้างไต ผู้ป่วยโรคหัวใจหลอดเลือด (66) และ ผู้ป่วยโรคความดันโลหิตสูง ที่มีสาเหตุจากโรค
ไต และโรคหัวใจ (67-71) อีกด้วย 

ข้อมูลจากแนวทางเวชปฎิบัติส าหรับโรคเบาหวานจัดท าโดยสมาคมโรคเบาหวานแห่ง
ประเทศไทยปี พ.ศ. 2554  ได้ก าหนดแนวทางการคัดกรองและวินิจฉัยโรคไตจากเบาหวานใน
ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 และ 2 ไปในแนวทางเดียวกันกับข้อบ่งชี้ของ American Diabetes 
Association  ท่ีให้ผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 ต้องตรวจคัดกรองไมโครอัลบูมินในปัสสาวะทุกปี ใน
รายท่ีเป็นโรคนานเกิน 5  ปีหรือเมื่อเข้าสู่วัยรุ่น และผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 2 ต้องตรวจนับต้ังแต่ที่
ได้รับการวินิจฉัยว่าเป็นโรคเบาหวาน อย่างต่อเนื่องทุกปี เพื่อสามารถติดตามการเสื่อมของไต
อย่างมีประสิทธิภาพ 
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ภำพท่ี 2.3 แนวทางการคัดกรองและวินิจฉัยโรคไตจากเบาหวานในผู้ป่วยเบาหวานชนิดที่ 1 และ 
2 (ข้อมูลจากสมาคมโรคเบาหวานแห่งประเทศไทย, 2554) 

ไม่ใช่
ใชช ่

ใช ่

ใช ่
ใช ่

ไม่ใช ่

ใช ่ไม่ใช ่

ใช ่ไม่ใช ่

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

Serum Cr≥ 2 mg/dL 
หรือ eGFR< 60 mL/min ส่งต่อผู้เชีย่วชาญโรคไตเพื่อ

รับการรักษาที่เหมาะสม 

เริ่มการรักษาดว้ย ACEI ถ้ามีผลข้างเคียง 
จาก ACEI พิจารณาใช้ ARB 

ให้การรักษาเพื่อควบคมุระดับน้ าตาลและ
ไขมันในเลือด และความดันโลหิตให้ได้

ตามเป้าหมาย 
 

ตรวจ microalbumin 
ซ้ าทุกป ี

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

จากปัสสาวะที่เก็บตอนเช้าหรือใช้ dipstick 
specific ส าหรบัตรวจ miroalbumin 

ข้อมูลทางคลินิกบ่งชี้ถึงโรคไตจากสาเหตุอื่น 

โรคไตจากเบาหวาน โรคอื่น ๆ 

Alb/Cr< 29 mg/g หรือ 
microalbumin 

dipstick< 20 mg/L 

Alb/Cr 30-299 mg/g หรือ 
microalbumin 

Dipstick> 20 mg/L 

Alb/Cr≥ 300 mg/g หรือ 
microalbumin 

Dipstick> 100 mg/L 

ผู้ป่วยเบาหวานและไม่ได้รับการประเมินดา้นไตในระยะ 12 เดือนทีผ่่านมา 
ผ่ำนมำผ่ำนมำ 

ตรวจพบ urine protein 
(โดยไม่มีการตดิเชื้อในปัสสาวะ) 
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2.8 ข้อจ ำกัดของกำรตรวจ microalbumin ในปัสสำวะ 

เนื่องจากการตรวจหา microalbumin ในปัสสาวะเป็นการตรวจทางห้องปฏิบัติการที่มี
ราคาสูงกว่าการตรวจรายการอ่ืนๆในกลุ่มเดียวกันเมื่อเทียบจากอัตราค่าบริการของสถานบริการ
สาธารณสุขในสังกัดกระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2547 คือมีราคา 270 บาท และเป็น monitoring 
parameter ที่บอกการพยากรณ์โรค และผลการตรวจจะเป็นประโยชน์ในรายท่ีสามารถปรับการ
รักษาให้ได้ตามแนวการการป้องกันจากแพทย์เท่านั้น ดังนั้นสถานพยาบาลบางแห่งจึงไม่เห็น
ความส าคัญของการตรวจเท่าที่ควรเป็นเหตุให้ไม่มีการตรวจ microalbuminuria  ใน
ห้องปฏิบัติการหรือนิยมตรวจหาปริมาณโปรตีนในปัสสาวะ (proteinuria) ซึ่งมีราคาถูกกว่า (50 
บาท) เพื่อคัดกรองในวงกว้างแทนและพิจารณาคัดกรองหา microalbuminuria เฉพาะในกลุ่ม
เสี่ยงที่คุมภาวะอ่ืนๆ เช่น การคุมระดับน้ าตาล ความดันโลหิตสูงยังไม่ได้ในขั้นตอนต่อไป 

ข้อมูลจากกระทรวงสาธารณสุข พ.ศ. 2547 รายงานว่าการตรวจ microalbumin ใน
ปัสสาวะเชิงปริมาณเป็นการตรวจที่ท าได้เฉพาะในโรงพยาบาลบางแห่งของรัฐ เช่น โรงพยาบาล
ของคณะแพทยศาสตร์ และโรงพยาบาลศูนย์ของกระทรวงสาธารณสุขจ านวน 13 แห่งทั่วประเทศ
เท่านั้น ท าให้แพทย์ผู้ท าการรักษาต้องพิจารณาปัจจัยด้านอ่ืนๆของผู้ป่วยอย่างรอบคอบ เช่น 
ปัจจัยเสี่ยงของผู้ป่วย, ปัจจัยด้านที่อยู่อาศัย, ความรุนแรงของโรค, ฐานะ และความเข้าใจของ
คนไข้ ก่อนที่จะส่งตรวจ microalbumin ในปัสสาวะ เพื่อประโยชน์สูงสุดแก่ผู้ป่วย 
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ภำพท่ี 2.4 แสดงโรงพยาบาลศูนย์ในประเทศไทยที่สามารถตรวจหา microalbumin  

ในปัสสาวะได้ 
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2.9 วิธีกำรตรวจวัดปริมำณอัลบูมินในปัสสำวะเชิงปริมำณ (quantitative method) ที่ใช้
ทั่วไปในห้องปฏิบัติกำร 
 

Radioimmunoassay (RIA) 
การตรวจหาปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะถูกพัฒนาขึ้นครั้งแรกโดยใช้หลักการ RIA ในปี 

1963 โดย Keen และ Chlouverakis (72)  โดยใช้เทคนิค double antibody มาใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์ ถือเป็นจุดเริ่มต้นของการผลิตชุดน้ ายาตรวจวัดอัลบูมินในปัสสาวะที่มี analytical range 
ประมาณ 0.8-80 mg/L และถือว่าวิธีนี้เป็น gold standard ที่ใช้ในการเปรียบเทียบค่า AER ด้วย
เทคนิคอ่ืนๆตามมา ภายหลังพบว่าเทคนิค RIA ต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพงและขั้นตอนค่อนข้าง
ยุ่งยาก ใช้เวลานานประมาณ 2 ชั่วโมงและไม่สะดวกต่อผู้ปฏิบัติงานเนื่องจากอันตรายจากสาร
กัมมันตภาพรังสีที่ใช้ในการตรวจวัด หลักการของวิธีนี้คือใช้อัลบูมินติดฉลากด้วยสาร
กัมมันตภาพรังสีชนิด 125I ซึ่งให้รังสีแกมม่า เป็นตัวแย่งจับกับอัลบูมินอิสระในปัสสาวะ อัลบูมินทั้ง
สองชนิดจะแข่งกันจับกับแอนติบอดีตัวแรกที่จ าเพาะกับอัลบูมิน จากนั้นท าการแยกอัลบูมินที่ติด
ฉลาก (bound radiolabelled albumin) และไม่ติดฉลากสารกัมมันตภาพรังสี (free 
radiolabelled albumin) ออกจากกัน โดยเติมแอนติบอดีตัวที่สองคือ anti immunoglobulin 
antibody ลงไปจับท าให้เกิดการตกตะกอน จากนั้นน าไปป่ันแยกเพื่อน าตะกอนซึ่งมีส่วน bound 

radiolabelled albumin หลงเหลืออยู่ไปตรวจวัดปริมาณรังสีด้วยเครื่อง -counter  จากวิธี
ดังกล่าวนี้ปริมาณรังสีที่ตรวจวัดได้จะมีสัดส่วนผกผันกับปริมาณอัลบูมินอิสระในปัสสาวะ (73) 

 
Radial immunodiffusion (RID) 
การตรวจด้วยวิธี RID ใช้ครั้งแรกเพื่อการเรียนการสอนในงานวิจัยโดยใช้อุปกรณ์และชุด

น้ ายาส าเร็จรูป เทคนิคของวิธีนี้อาศัยปฏิกิริยาจับกันระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี การตรวจ
ด้วยวิธีนี้ใช้เวลารอผลนานเนื่องจากต้องมีการ incubate ระหว่างน้ ายาแอนติบอดีกับสิ่งส่งตรวจ
นานข้ามคืนจึงไม่เป็นท่ีนิยมใช้ในการตรวจบริการผู้ป่วย หลักการของวิธีนี้คือผสมแอนติบอดีที่
จ าเพาะต่ออัลบูมินลงใน agarose gel เพื่อให้มีการกระจายตัวตามพื้นราบแล้วเจาะหลุมแผ่น  
agarose gel จากนั้นเติมสิ่งส่งตรวจที่มีแอนติเจนลงไป แอนติเจนจะกระจายตัวออกโดยรอบเป็น
วงเพื่อท าปฏิกิริยากับแอนติบอดีใน gel ท าให้เห็นเส้นตะกอนเป็นวงกลม เส้นผ่าศูนย์กลางของ
ตะกอนวงกลมจะเป็นสัดส่วนกับความเข้มข้นของแอนติเจนที่อยู่ในหลุมนั้น โดยการเปรียบเทียบ
กับกราฟมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นของแอนติเจน แต่ในปัจจุบันสามารถอ่านค่าความเข้มข้น
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ของสารได้โดยเครื่อง electronic RID plate reader  ซึ่งมีความสะดวก ถูกต้องแม่นย ามากกว่า วิธี
น้ีให้ค่า analytical range อยู่ในช่วง 6-89 mg/L  
จากการวิจัยพบว่าวิธี RID ให้ค่าการตรวจวัดใกล้เคียงกับวิธี RIA มากที่สุด (74)  
 

Immunonephelometry (NEPH) 
การตรวจวัดโดยวิธีนี้อาศัยเครื่อง nephelometer ที่มี  mercury lamp และ fluorometer 

filter  เป็นส่วนประกอบหลักและน้ ายาส าหรับตรวจ microalbumin โดยใช้หลักการการกระเจิงแสง 
(light scattering) โดยอัลบูมินในปัสสาวะจะท าปฏิกิริยากับน้ ายาแอนติบอดีที่จ าเพาะกันเกิดเป็น 
antigen-antibody complex ซึ่งปฏิกิริยานี้จะเพิ่มเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณอัลบูมินใน
ปัสสาวะ จากนั้นน าไปใส่ cuvette ที่มีลักษณะเฉพาะเพื่อวัดสัญญาณ scatter signal ที่ความยาว
คลื่น 360 nm โดยวัดความเข้มแสงที่กระเจิงออกมาท ามุม 90° กับ ปฏิกิริยา antigen-antibody 
complex ที่อยู่ใน cuvette ค่าการกระเจิงแสงที่ได้จะน าไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ทราบ
ความเข้มข้นต่อไป analytical range ของวิธีนี้อยู่ในช่วง 2-40 mg/L และใช้เวลาในการตรวจวัด
ประมาณ 15-30 นาท ี เนื่องจากวิธีนี้มีช่วงการเป็นเส้นตรงในการวัดไม่กว้างมากนักจึงท าให้เกิด 
antigen excess ได้บ้างในรายท่ีมีค่าอัลบูมินสูงมาก แก้ไขได้โดยการเจือจางสิ่งส่งตรวจก่อนน ามา
วัดซ้ าอีกครั้ง (75) 

 
Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
การตรวจวัดอัลบูมินในปัสสาวะด้วยเทคนิค ELISA เป็นวิธีที่มีความไวและแม่นย าสูง ใช้

อุปกรณ์ไม่มากและไม่ต้องใช้เครื่องมือที่มีราคาแพง เหมาะส าหรับห้องปฏิบัติการขนาดเล็กที่ไม่มี
ศักยภาพใช้เครื่องมือที่มีราคาสูงได้ หลักการคือตรึงแอนติบอดีหรือแอนติเจนบน solid phase เช่น 
microplate หรือ beads อ่านผลจากปฏิกิริยาท่ี substrate ย่อย สารต้ังต้นของเอนไซม์ที่ติดฉลาก
ไว้ที่แอนติบอดีทุติยภูมิ (secondary antibody) ท าให้เห็นการเปลี่ยนแปลงของสีที่มองเห็นได้ด้วย
ตาเปล่าหรือน าไปวัดความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วย ELISA reader หรือ spectrophotometer  ใน
ปัจจุบันมีการใช้เทคนิค competitive ELISA (76) โดยเติมปัสสาวะลงใน plate ที่มีการตรึงอัลบูมิน
ไว้ที่ก้นหลุม ตามด้วย Horseradish peroxidase conjugated-goat anti-human albumin (GAA-
HRP) วิธีนี้มีความรวดเร็วกว่าเดิมเนื่องจากลดเวลาการ incubate และขั้นตอนการล้างปฏิกิริยา
ส่วนเกินออก อย่างไรก็ตามรวมระยะเวลาการท าในทุกขั้นตอนประมาณ 1 -1.5 ชั่วโมงและมีค่า 
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between run ค่อนข้างสูงคือ 9.9-13.2 % วิธีนี้ให้ค่า analytical range อยู่ในช่วง 0.9-200 mg/L   
(24) 

 
Immunoturbidimetry (IT) 
เทคนิคนี้เป็นที่นิยมเป็นอย่างมากเนื่องจากค่าที่รายงานผลในการตรวจวัดมีความ

ใกล้เคียงกับวิธี RIA (73) สามารถเลือกใช้เครื่องมือได้ทั้งระบบ manual เช่น spectrophotometer 
หรือระบบ automatic ที่มีให้เลือกหลากหลายตามขนาดของห้องปฏิบัติการ ตรวจวัดง่าย ท าได้
ต่อเนื่องในระบบ batch จึงมคีวามรวดเร็วในการรายงานผล หลักการน้ีอ่านค่าจากการดูดกลืนแสง 
(absorbance) ในสารละลายที่เกิดจากปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนกับ specific antibody 
(insoluble antigen-antibody complex) เทียบกับ blank  แล้วน าค่า absorbance ที่ไดไ้ปเทียบ
กับกราฟมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นอัลบูมิน ความขุ่นในสารละลายจะแปรตามความเข้มข้น
ของอัลบูมินในปัสสาวะ ข้อจ ากัดของหลักการนี้คืออาจเกิดอาจให้ผลลบลวง (false negative 
results) ได้ในกรณีที่มีปริมาณอัลบูมินในส่งตัวอย่างมากเกิน (antigen excess) แก้ไขได้โดยการ
เจือจางสิ่งส่งตรวจก่อนท าการตรวจวัดซ้ า หลักการ IT เป็นจุดเริ่มต้นในการพัฒนาน้ ายาในการ
ตรวจวัดเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพในการจับกันระหว่าง antigen-antibody เช่น การใช้แอนติบอดีที่มี
ความไวและจ าเพาะมากขึ้น หรือน า beads มาใช้ในการเพิ่มความไวในการเกิดปฏิกิริยา (28, 77, 
78) วิธีนี้ให้ค่า analytical range อยู่ในช่วง 2-160 mg/L(79) ใช้ระยะเวลาในการตรวจวัด
ประมาณ 30 นาที ถึง 1 ชั่วโมง ขึ้นอยู่กับเครื่องมือที่ใช้  (73) 

 
Fluorescent immunoassay (FIA) 
หลักการคือน าสี fluorescent มา labeled ไว้กับอัลบูมินที่ทราบความเข้มข้นเพื่อเป็นตัว 

detector และให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของสี fluorescent จากนั้นใส่ detector ลงไปในสิ่งส่งตรวจ
ที่มีอัลบูมินอิสระเพื่อแย่งจับกับแอนติบอดีที่จ าเพาะกับอัลบูมิน ต้ังทิ้งไว้ 10 นาทีแล้วน าไปอ่านค่า 
fluorescent intensity ด้วยเครื่อง laser fluorescence reader หน่วยของการรายงานผลเป็น 
relative fluorescence units (RFUs) ค่าความเข้มของสี fluorescent จะเป็นสัดส่วนผกผันกับ
ความเข้มข้นของอัลบูมินในปัสสาวะ วิธีนี้ให้ช่วงของการตรวจวัดกว้างมากคือ 0-600 mg/L แต่ยัง
มีข้อจ ากัดจากการรบกวนของความเป็นกรดด่างในปัสสาวะอยู่พอสมควร พบว่า pH ที่เหมาะสม
ส าหรับการตรวจวัดเท่ากับ 6 จึงจะได้ผลดีที่สุด นอกจากนั้นราคาของสี fluorescent และ 
antibody ก็เป็นส่วนส าคัญที่ท าให้ต้นทุนการตรวจวัดมีราคาแพง (80) 
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2.10 วิธีกำรตรวจวัดปริมำณอัลบูมินในปัสสำวะเชิงปริมำณแบบต่ำงๆในงำนวิจัย 
ที่ผ่ำนมำ 
 

Immunoresonance scattering spectral assay (81) 
หลักการของวิธีนี้คือน า goat anti-human albumin มาท าปฏิกิริยากับอัลบูมินในปัสสาวะ

ในตัวกลาง buffer ที่มี pH 4.4 และ  75 mg/L PEG ผสมอยู่ ในสภาวะดังกล่าวจะเกิด 
immunocomplex particle เมื่อน าไปวัดค่า RS intensity ที่ความยาวคลื่น 488 nm จะเกิดเส้น 
spectrum เรียกว่าสัญญาณ resonance scattering peak ซึ่งความสูงของ resonance 
spectrum จะแปรตามความเข้มข้นของอัลบูมินในปัสสาวะ วิธีนี้ให้ค่า analytical range อยู่ในช่วง 
0.03-0.96 mg/L ค่าต่ าสุดที่วัดได้คือ 0.02 mg/L 

 
HPLC (82) 
ใช้ความแตกต่างของขนาดโมเลกุลและรูปร่างสารที่ต้องการตรวจวัด ผ่าน column ชนิด 

size exclusion chromatography และใช้ phosphate buffer เป็น mobile phase โดยสารที่
ต้องการตรวจวัดจะละลายในตัวท าละลายที่ใช้เป็น mobile phase และมีความสามารถในการยึด
เกาะกับ stationary phase ที่อยู่ใน column HPLC  แตกต่างกัน สารที่ละลายได้ดีในตัวท าละลาย
แต่ยึดเกาะได้น้อยจะออกมาก่อน ส่วนสารที่ละลายได้น้อยกว่าแต่ยึดเกาะได้ดีจะแยกออกมาที
หลัง สามารถหาปริมาณของสารจากความสูงและพื้นที่ใต้กราฟเรียกว่า chromatogram วิธีนี้ให้
ช่วงความเป็นเส้นตรงสูงถึง 963 mg/L  ค่าต่ าสุดที่วัดได้คือ 6.1 mg/L ถึงแม้ว่าวิธีนี้จะมีความไว
และความแม่นย าในการตรวจวัดดีมากแต่มีโอกาสเกิดผลบวกลวงได้ง่ายเช่นกันในกรณีที่มีสาร
ชนิดอ่ืนที่มีรูปร่างและขนาดใกล้เคียงกับอัลบูมินปะปนมาในปัสสาวะท าให้เกิดการซ้อนทับกันของ 
peak บน chromatogram ได้จึงต้องให้ผู้มี่มีประสบการณ์หรือมีความเชี่ยวชาญอ่านค่าก่อน
รายงานผลทุกครั้ง 

 
 
 
Protein chip electrophoresist (83) 
ใช้สาร sodium dodecyl sulfate จับกับอัลบูมินจากน้ันเติม Fluorescent dye ลงไปจับ

กับ sodium dodecyl sulfate อีกทีเกิดเป็นสารละลายที่ให้สี fluorescence จากนั้นน าไปผสมกับ 
chicken albumin internal calibrator  แล้วน าไปหยดลงในหลุมบน elctrophoresis chip ซึ่งม ี
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chip ละ 10 หลุม หลังจากปล่อยกระแสไฟฟ้าและเกิดแถบโปรตีนสมบูรณ์แล้ว จึงน าไปวัดปริมาณ
ของอัลบูมินด้วยแสงเลเซอร์ วิธีนี้มีช่วงความเป็นเส้นตรง 5-300 mg/L ค่าต่ าสุดที่วัดได้คือ 5 mg/L 
สามารถตรวจวัดได้ 30 นาทีต่อ 1 chip เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี HPLC แล้วพบว่าวิธีการตรวจวัดนี้

ถูกรบกวนจากโปรตีนตัวอ่ืนในปัสสาวะที่อยู่ในกลุ่มใกล้เคียงกัน เช่น  α1-acid glycoprotein, 

α1-antitrypsin และ  transferrin 

Piezoelectric immunosensors (84) 

น าแผ่น Piezoelectric crystal มาเคลือบด้วย monoclonal antibody (AL-01) ในกรณีวัด
แบบ direct assay หรือเคลือบด้วย human serum albumin ในกรณีวัดแบบ competitive assay 
จากนั้นวัดค่าการเกิดปฏิกิริยาจาก affinity interaction ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี ในหน่วย 
kinetic association rate constant (ka)  ค่า ka ที่สูงขึ้นจะแปรตามปริมาณอัลบูมินที่จับกับ
แอนติบอดีบน  Piezoelectric crystal วิธีนี้มีช่วงความเป็นเส้นตรง 1-5 µg/mL ใช้เวลาในการ
ตรวจ sample ละ 17 นาท ี

A liposomal immunoassay (85) 
พัฒนาจากหลักการ homogenous colorimetric immunoassay แต่ใช้  complement-

mediated immunolysis of liposome ผสมด้วยสี sulphorhodamine B จับกับด้าน Fc ของ
แอนติบอดีเพื่อเพิ่มความไวในการเกิดปฏิกิริยาแบบ sandwich-type format อ่านค่าด้วยเครื่อง 
Cobas bio analyzer (Roche, Welwyn Garden City, UK) วิธีนี้ให้ค่า correlation กับวิธี RIA 
เป็นที่ยอมรับได้ (r =0.94)  

 
Magnetic immunoassay (86) 
ใช้ polyclonal rabbit anti-human albumin ตรึงบน silica microparticles (solid 

phase)เป็น capture antibody และใช้ monoclonal mouse anti-human albumin ตรึงบน 
dextran-coated nanoscaled superparamagnetic particles เป็น detection antibody เมื่อน า
ปัสสาวะมาผสมแบบ invert กับ buffer และสารที่กล่าวมาข้างต้นแล้วต้ังทิ้งไว้ 6 นาทีเพื่อให้ silica 
microparticles ตกลงมาที่ก้นหลอด จากน้ันน าหลอดที่มีส่วนใสของ superparamagnetic 
particles ที่จับกับอัลบูมินลอยอยู่ด้านบนน าไปอ่านผลด้วยเครื่อง magnetic permeability 
detector  วิธีนี้ใช้เวลาอ่านผล 6.5 นาที analytical range อยู่ในช่วง 0-400 mg/L ค่าต่ าสุดที่วัดได้
คือ 5 mg/L  
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A molecularly imprinted polymer (MIP)-quartz crystal microbalance (QCM) 
sensor (87) 

เป็นการประยุกต์หลักการ quartz crystal microbalance มาใช้ร่วมกับ immunosensor 
array โดยเคลือบแอนติบอดีที่จ าเพาะต่อสารที่ต้องการตรวจวัดลงบนผิว quartz crystal ที่วางไว้
ใน detection array อีกที จากน้ันเมื่อหยดสิ่งส่งตรวจลงไปบนผิว quartz crystal แล้วอัลบูมินจะ
จบักับแอนติบอดีท าให้เกิดการสั่น (frequency shift) ความถี่ของการสั่นจะแปรตามความเข้มข้น
ของอัลบูมินในสิ่งส่งตรวจ วิธีนี้สามารถตรวจวัดปริมาณโปรตีนในปัสสาวะได้พร้อมกันถึง 4 ชนิด

คือ microalbumin, -1microglobulin, 2-microglobulin และ IgG ใช้เวลาในการตรวจวัด 
array ละ 15 นาที มีค่าความเป็นเส้นตรงอยู่ในช่วง 0.05-40 mg/L ถือได้ว่าเป็นวิธีที่รวดเร็ว มี
ความแม่นย าสูงและไม่ต้องใช้สาร fluorescent ในการติดฉลากซึ่งมีราคาแพง 

 
Fluorescent dye method (AB580) (88, 89)  
การใช้สี fluorescent  ชนิด AB 580 ที่มีความจ าเพาะกับอัลบูมินจับกับอัลบูมินเกิดการ

วาวแสง fluorescent ที่มีความเข้มข้นสูงแล้วน าไปอ่านค่าความเข้มของสีโดย 
spectrophotometer หรือเครื่องอ่านค่าของสี fluorescent โดยความเข้มข้นของอัลบูมินจะ
ค านวณจาก emission intensity ที่ความยาวคลื่น 616-630 nm แล้วน าไปเทียบกับกราฟ
มาตรฐานอัลบูมิน วิธีนี้ให้ช่วงค่าตรวจวิเคราะห์ 2-200 mg/L ค่าต่ าสุดที่วัดได้ 1.4 mg/L  ค่า 
correlation กับวิธี nephleometric ดีมาก (r =0.989)  วิธีนี้ไม่ค่อยถูกรบกวนจากสารอ่ืนๆ เช่น ยา 
และโปรตีนอ่ืนๆมากนัก แต่การตรวจด้วยวิธีน้ีต้องควบคุม pHของปฏิกิริยาให้คงที่และสมดุล
เนื่องจากมีผลต่อการตรวจวัด ปัจจุบันมีการน าหลักการด้าน Fluorescent dye method มา
ประยุกต์ใช้ในระบบของไหลจุลภาค (microfluidic system) (90, 91), sequential injection 
analysis (92) เพื่อลดขนาดเครื่องมือและสามารถน าไปใช้ในภาคสนามได้ ทั้งยังช่วยลดปริมาณ
การใช้ antibody และน้ ายาอ่ืนๆ ที่มีราคาแพงได้ 
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2.11 กำรตรวจวัดอัลบูมินในปัสสำวะด้วยหลักกำร latex immunoassay 

การน า particle มาใช้ในปฏิกิริยาตรวจวัดอัลบูมินในปัสสาวะเกิดขึ้นครั้งแรกในปี ค.ศ 
1982 โดย GC Viberti และ D Vergani (93) โดยใช้หลักการ agglutination test  ซึ่งการน า latex 
beads มาใช้จะช่วยให้เห็นปฏิกิริยาจับกลุ่มอย่างชัดเจนมากขึ้น หลักการคือน า rabbit anti-
human albumin มาตรึงบน latex beads เมื่อหยดปัสสาวะที่มีอัลบูมินลงไปจะเกิดการจับกัน
ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีเกิดปฏิกิริยาจับกลุ่มและตกตะกอนให้เห็นได้ด้วยตาเปล่า 
สามารถรายงานผลได้ใน 5 นาท ี ถือเป็นการตรวจแบบ screening method ของอัลบูมินใน
ปัสสาวะครั้งแรกและเป็นจุดเริ่มต้นของการน า particles มาใช้ในการตรวจวัดอัลบูมินโดยหลักการ 
immunoassay   

ในปี ค.ศ.1985  โดย CE morganson และคณะ (94) ใช้หลักการ latex particle 
agglutination inhibition  reaction   มาใช้ในการตรวจวัดด้วยวิธีที่ง่ายแต่มีความจ าเพาะมากขึ้น 
คือน าแอนติบอดีที่จ าเพาะกับอัลบูมินมาผสมกับปัสสาวะให้เกิด antigen-antibody complex 
ก่อนจากนั้นจึงเติม latex beads ที่เคลือบด้วยอัลบูมินลงไปแย่งจับ ซึ่งปริมาณอัลบูมินที่เพิ่มขึ้นใน
ปัสสาวะจะเป็นตัวยับย้ังการจับกันระหว่างแอนติบอดีและ latex beads จึงเห็นปฏิกิริยาเกาะกลุ่ม
น้อยลง อ่านค่าเทียบกับ negative control บนแผ่นกระเบื้อง 

การตรวจวัดอัลบูมินในปัสสาวะเชิงปริมาณโดยใช้หลักการ latex immunoassay ถูก
พัฒนาขึ้นในปี ค.ศ.1982 โดย A.Bernard และ R.Lauwerys (78)   วิธีการคือน า rabbit anti-
albumin immunoglobulin มาตรึงบน latex beads จากน้ันน าปัสสาวะที่เจือจางแล้วเติมลงไป
ผสมให้เข้ากันใน glycine buffer pH 10 น าไปต้ังทิ้งไว้ที่ 37 °C เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาจึง
ผสมให้เข้ากันอีกครั้งก่อนน าไปอ่านค่าด้วยเครื่อง particle counting ปริมาณ fraction of free 
latex particles ที่เหลือในสารละลายเป็นสัดส่วนผกผันกับความเข้มข้นของอัลบูมินในปัสสาวะ วิธี
นี้ให้ค่าความเป็นเส้นตรง 25-800 µg/mL  ค่า between run และ within run อยู่ในช่วง 8.2-11.6 
%และค่า correlation coefficientกับวิธี nephelometry เท่ากับ 0.96 

ในปี ค.ศ.1988 โดย  C.L. Cambiaso และคณะ (28) ใช้หลักการ latex particle 
agglutination inhibition  reaction เพื่อลด hook  effect จาก antigen excess โดยน าปัสสาวะที่
เจือจาง 10 เท่าใน glycine buffer saline มาผสมกับ goat anti-human albumin และ incubate 
2 นาที จากนั้นเติม latex beads ที่เคลือบด้วยอัลบูมินลงไปผสมให้เข้ากันต้ังทิ้งไว้ที่ 37°C เป็น
เวลา 30 นาทีขั้นตอนสุดท้ายหยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม glycine buffer saline ลงไปแล้วน าไปเข้า
เครื่อง particle counting เพื่ออ่านค่า ปริมาณ free particles ที่เหลืออยู่ในสารละลายแปรผันตาม

http://diabetes.diabetesjournals.org/search?author1=G+C+Viberti&sortspec=date&submit=Submit
http://diabetes.diabetesjournals.org/search?author1=D+Vergani&sortspec=date&submit=Submit
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ความเข้มข้นของอัลบูมินในปัสสาวะ วิธีนี้ให้ช่วงค่าความเป็นเส้นตรง 6.25-50 mg/L ค่าต่ าสุดที่วัด
ได้คือ 0.4 mg/L ค่า between run และ within run อยู่ในช่วง 1.6-9.5 %และค่า correlation 
coefficientกับวิธี nephelometry เท่ากับ 0.996 

ในปี ค.ศ.1990 โดย  E.A.Medcalf และคณะ (95) พัฒนาการตรวจวัดโดยใช้หลักการ 
particle-enhance turbidimetric immunoassay โดยใช้เครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติในการ
ควบคุมและประมวลผลยี่ห้อ Multistat III microcentrifugal analyzer (Lexington, MA) การ
ท างานของเครื่องคือดูด beads ขนาด 40 nm ท่ีตรึงด้วย goat anti-human albumin IgG  มาผสม
กับปัสสาวะใน  phosphate buffer pH 7.4 และ incubate ท่ี 30°C เมื่อครบเวลาเครื่องจะผสม
สารละลายทั้งหมดให้เข้ากันอีกครั้งก่อนน าไปวัดค่าดูดกลืนแสงทันทีที่ 340 nm และน ามาวัดค่า
ดูดกลืนแสงอีกที่หลังจากน้ัน 4 นาทเีพื่อหาค่าการเปลี่ยนแปลงของอัตราการดูดกลืนแสง 
(absorbance change) วิธีนี้ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงในการตรวจวิเคราะห์อัลบูมินกว้างถึง 200 
mg/Lค่า intra และ inter assay น้อยกว่า 5% และ 10% ตามล าดับและค่า correlation 
coefficient กับวิธี RIA เท่ากับ 0.99  เมื่อน าผลการทดลองที่ได้มาเปรียบเทียบกับหลักการทาง 
non -particle-enhance turbidimetric immunoassay โดยใช้แอนติบอดีชนิดเดียวกันและ
ปริมาณเท่ากันพบว่าวิธีที่มี particles ช่วยเพิ่มความไวในการเกิดปฏิกิริยาและขยายช่วงความเป็น
เส้นตรงให้กว้างขึ้นอย่างเห็นได้ชัดกว่าวิธีที่ไม่ใช้ particles ในปฏิกิริยา 

ซึ่งในปี  2009 W. Laiwattanapaisal และกลุ่ม (96) ได้พัฒนาต้นแบบการตรวจวัดไม
โครอัลบูมินในระบบของไหลจุลภาคโดยใช้หลักการ particle enhanced agglutination assay  
เป็นการลดปริมาณน้ ายาและสิ่งส่งตรวจได้เป็นอย่างมาก วิธีนี้ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงถึง 10 
mg/L ค่าต่ าสุดที่วัดได้คือ 0.81 mg/L  พบว่าวิธีนี้มีข้อจ ากัดคือสามารถพบ hook effect หรือ 
post-zone phenomenon (21) ได้ในกรณีที่มีปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะมากกว่า 10 mg/L 
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2.12 งำนวิจัยต่ำงๆที่ใช้หลักกำร particle-enhanced turbidimetric inhibition immunoassay 
(PETINIA) 

หลักการ PETINIA ถูกพัฒนาขึ้นจากหลักการ latex particle agglutination inhibition 
reaction  ซึ่งมีพื้นฐานมาจากปฏิกิริยา competitive binding assay ใช้ครั้งแรกในการตรวจเชิง
คุณภาพเพื่อหาฮอร์โมน HCG ในปัสสาวะ ถ้ามีการจับกลุ่มกันระหว่าง antigen coated particles 
กับ antibody แล้วเกิดการตกตะกอนให้เห็นที่ก้นหลุมบน microtiter well แสดงว่าไม่มีฮอร์โมน 
HCG ในปัสสาวะถือว่าไม่มีการต้ังครรภ์  การอ่านผลต้องเปรียบเทียบกับหลุม positive และ 
negative control ด้วยทุกครั้ง ในทางกลับกันหากมี HCG ในปัสสาวะจะไม่เกิดการจับกลุ่มของ 
particles และตกตะกอนให้เห็น จากนั้นจึงมีนักวิจัยน าหลักการ PETINIA มาใช้ในการตรวจวัด
ปริมาณสารชีวโมเลกุลในร่างกาย ดังนี้  

ปี ค.ศ. 1984 KE Opheim และคณะ (97)  ตรวจหาระดับยา theophylline ใน serum 
โดยใช้เครื่อง Du pont aca หลักการคือน า theophylline มาตรึงบน latex particles ด้วยหลักการ 
covalent แล้วเติมลงไปในสารละลายที่มีส่วนผสมระหว่าง serum กับ monoclonal antibody ต่อ 
theophylline เพื่อแย่งจับ monoclonal antibody ที่เหลือจากปฏิกิริยาแรก แล้วน าไปวัดอัตราการ
ดูดกลืนแสงที่ 340 nm โดยใช้เครื่อง Du pont aca วิธีนี้ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ 2-40 mg/L, 
between run และ within run <4.7% และ <3.6% ตามล าดับและค่า correlation coefficient กับ
วิธี HPLC เท่ากับ 0.995 ข้อดีของวิธีนี้คือใช้ปริมาณ serum น้อยเพียง 40 µL สะดวกส าหรับ
แพทย์หรือพยาบาลที่ต้องเจาะเลือดเด็กซึ่งอาจได้ปริมาตรเลือดน้อยกว่าผู้ใหญ่ 

ปี ค.ศ. 1985 G Gotelli และคณะ (98) ตรวจหาระดับยา theophylline ใน serum เช่นกัน
โดยใช้เครื่อง centrifugal analyzer แต่ครั้งนี้นักวิจัยได้ใช้ชุดน้ ายาตรวจวิเคราะห์ส าเร็จรูป 
PETINIA theophylline kit, Du pont แทนการเตรียมน้ ายาเองเพื่อลดความผิดพลาดต่างๆที่เกิด
จากการปนเป้ือนหรือการเจือจางสารละลายต่างๆ วิธีนี้ให้ช่วงความเป็นเส้นตรงที่ 3-40 mg/L, 
between run และ within run <7.0% และ <4.6% ตามล าดับและค่า correlation coefficient กับ
วิธี HPLC เท่ากับ 0.987 งานวิจัยนี้เป็นการทดสอบว่าหลักการ PETINIA สามารถน าไปใช้กับ
เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติแบบอื่นๆได้ 

ปี ค.ศ.1997 H Thakkar และคณะ (33) ตรวจหาปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะโดยใช้เครื่อง 
Dade aca® analyzer หลักการคือน า human serum albumin (HSA) มาตรึงบน 40 nm latex 
particles ด้วยหลักการ covalent แล้วเติมลงไปใน 150 mM phosphate buffer, pH 7.8 ที่มี
ส่วนผสมของปัสสาวะ กับ monoclonal antibody ต่อ HSA เพื่อแย่งจับ monoclonal antibody ท่ี
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เหลือจากปฏิกิริยาแรก แล้วน าไปวัดอัตราการดูดกลืนแสงที่ 340 nm โดยใช้เครื่อง Dade aca® 
analyzer วิธีนี้ให้ช่วงค่าการตรวจวัดอัลบูมิน 2-250 mg/L,ค่าต่ าสุดที่วัดได้คือ 0.40 mg/L, 
between run และ within run <8.8% และ <6.0% ตามล าดับและค่า correlation coefficient กับ
วิธี nephelometric immunoassay เท่ากับ 0.995 ข้อเสียของวิธีนี้คือขั้นตอนการตรึง beads มี
หลายขั้นตอนใช้ระยะเวลานานและต้องใช้สารเคมีหลายตัว, ใช้ปริมาตรปัสสาวะมากคือ 100 µL 
ข้อดีของวิธีนี้คือ particles reagent มีความคงตัวดีท าให้ไม่มีความแตกต่างของค่าระหว่าง lot 
มากนัก และช่วงความเป็นเส้นตรงกว้างคลอบคลุมภาวะ microalbuminuria จนแทบไม่ต้องมีการ
เจือจางสิ่งส่งตรวจ 

ปี ค.ศ. 2005 F Parant และคณะ (99) ตรวจหาระดับยา carbamazepine ใน serum 
ผู้ป่วยจิตเวชโดยใช้เครื่อง EMIT2000  แล้วพบว่ายา hydroxyzine (HDZ) และอนุพันธ์ปริมาณสูง
ใน serum รบกวนการตรวจวัด carbamazepine โดยใช้หลักการ PETINIA โดยท าให้ผลการ
ตรวจวัด carbamazepine สูงกว่าความเป็นจริงเมื่อน าไปเปรียบเทียบกับวิธี liquid 
chromatography ซึ่งมีความจ าเพาะมากกว่า 

ข้อดีของหลักการ PETINIA คือมีความไวในการตรวจวัดสารชีวภาพปริมาณน้อยๆ และไม่
เกิด hook effect ในกรณี antigen  excess  ดังเช่นที่พบไดท้ั่วไปในปฏิกิริยาทาง immunoassay 
บางประเภท เช่น nephelometric และ turbidimetric immunoassay (100) 

 
2.13 หลักกำร particle-enhanced turbidimetric inhibition immunoassay (PETINIA) ที่
พัฒนำขึ้นในกำรตรวจหำปริมำณอัลบูมินในปัสสำวะ 
 

Test procedure 

 
Beads ที่เคลือบด้วย  human serum albumin  จะแย่งจับกับ antibody binding sites ท่ี

เหลือจาก antigen – antibody complexes ในสารละลายท่ีมีปัสสาวะผู้ป่วยกับ anti-human 
serum 
albumin ผสมกัน เกิดการเกาะกลุ่มระหว่างอนุภาค beads กับ antibody ท าให้สามารถวัดอัตรา
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 nm.  อัตราการดูดกลืนแสงและจ านวนการเกาะกลุ่มของอนุภาค
ที่เพิ่มขึ้นเป็นสัดส่วนผกผันกับปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะ  
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กรณีที่ไม่มีอัลบูมินในปัสสาวะ 

HSA
immobilized beads Anti-HSA Clumping

HSA
immobilized beads Anti-HSA Clumping

 
 ภำพท่ี 2.5   กรณีไม่มีอัลบูมินในปสัสาวะท าให้แอนติบอดีเหลืออิสระ จึงเกิดการเกาะกลุ่ม
ระหว่าง particles กับแอนติบอดี สารละลายจึงขุ่นขึ้น อัตราการดูดกลืนแสงจึงเพิ่มขึ้น  
  
กรณีที่มีอัลบูมินในปัสสาวะ 

 
ภำพท่ี 2.6   กรณีท่ีมอัีลบูมินในปสัสาวะท าให้แอนติบอดีจับกับอัลบูมินจนหมด ไม่เหลือ
แอนติบอดีอิสระให้ particles แย่งจับ จึงไม่มีการเกาะกลุ่มระหว่าง particles กับแอนติบอดี 
สารละลายจึงไม่ขุ่น อัตราการดูดกลืนแสงจึงน้อยลง  
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2.14 สภำวะรบกวนกำรเกิดปฏิกิริยำ immunoassay  จำก hook effect (antigen excess) 
(100) 

การเกิด hook effect  สามารถอธิบายได้จากกราฟความสัมพันธ์ระหว่างแอนติเจนกับ 
แอนติบอดี กล่าวคือเมื่อมีปริมาณสิ่งตัวอย่างมากเกินพอท าให้จับกับ binding site ของแอนติบอดี
อย่างเต็มที่แต่ไม่เฉพาะเจาะจงเนื่องจากปฏิกิริยาแบบ single step immunoassay ส่วนใหญ่ซึ่งมี
การ incubate สารต่างๆพร้อมๆกัน เช่น แอนติเจน แอนติบอดีและสารติดตามต่างๆ มักไม่มี
ขั้นตอนการล้างส่วนเกินออก ซึ่งท าให้อาจเกิดการรบกวนปฏิกิริยา cross react  จากข้อจ ากัดของ
โครงสร้างของแอนติเจน แอนติบอดีได้ง่าย ผลจากการเกิด hook effect  ท าให้ค่าที่ได้จากการ
ตรวจวัดต่ ากว่าความเป็นจริงและไม่เป็นไปตาม linearity ของกราฟมาตรฐานอันเนื่องมาจาก
ความเข้มข้นที่แท้จริงของสิ่งส่งตรวจมากกว่า upper standard แต่ปรากฏการดังกล่าวจะไม่เกิดใน
ปฏิกิริยาแบบแข่งขัน (competitive immunoassay) เนื่องจากมีการน า particles มาแย่งจับ
แอนติเจนส่วนเกินออกจาก antigen-antibody complex ในขั้นปฏิกิริยาขั้นตอนแรกที่เกิดสมดุล
แล้ว รูปแบบการเกิด hook effectอธิบายได้จากภาพที่ 2.7 พบว่าค่าการดูดกลืนแสงบริเวณ post-
zone (antigen excess zone) มีลักษณะแบบเดียวกันกับบริเวณ pro-zone (antibody excess 
zone) ในกราฟรูประฆังคว่ าเป็นเหตุให้สัญญาณการตรวจวัดอยู่ในช่วงปกติหรือต่ ากว่าความเป็น
จริงจึงอาจท าให้เกิดการรายงานผิดพลาดในกรณีสิ่งตัวอย่างมีปริมาณมากเกินพอได้ 

 
 ที่มา http://www.biochemia-medica.com/content/interferences-quantitative-immunochemical-methods 

ภำพท่ี 2.7 แสดงปรากฏการณ์ hook effect จากการมีสิ่งตัวอย่างมากเกินพอ (excess antigen) 
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จากเหตุการณ์ดังกล่าวผู้ผลิตเครื่องมือและน้ ายาตรวจวิเคราะห์ที่ใช้หลักการด้าน 
turbidimetric immunoassay จึงแก้ปัญหาที่พบบ่อยนี้โดยการน า particles มาใช้ในการแย่งจับ
ปฏิกิริยาส่วนเกินออก, เพิ่มขัน้ตอนการล้างปฏิกิริยาส่วนเกิน, ลดปริมาณสิ่งส่งตรวจให้น้อยลงหรือ
เจือจางสิ่งส่งตรวจก่อนตรวจวิเคราะห์ซึ่งขั้นตอนดังกล่าวจะถูกก าหนดให้ท าโดยอัตโนมัติจาก
โปรแกรมค าสั่งที่ออกแบบไว้ในเครื่องมือตรวจวิเคราะห์ 

การทดสอบ hook effect  อย่างง่ายคือการน าสิ่งตรวจที่สงสัยว่ามีความเข้มข้นของ
แอนติเจนสูงมากมาเจือจางด้วยสารละลาย 10 -100 เท่าแล้วน าไปตรวจวิเคราะห์เทียบกับค่าก่อน
เจือจาง ถ้าค่าการตรวจวิเคราะห์หลังเจือจางเมื่อคูณ factor กลับแล้วมีค่ามากกว่าก่อนเจือจาง
แสดงว่าเครื่องมือและน้ ายานั้นๆมีข้อจ ากัดในด้านการตรวจวัดค่าที่มีความเข้มข้นสูง จึงควรหาค่า 
cut off ที่เหมาะสมส าหรับวิธีตรวจวัดนั้นๆ และ dilution ที่เหมาะสมส าหรับการป้องกันการเกิด 
hook effect  ในครั้งต่อไป 

 
2.15 ปัจจัยที่มีผลต่อปฏิกิริยำแอนติเจน-แอนติบอดี (101) 
 

อุณหภูมิ (Temperature) 
อุณหภูมิที่เหมาะสมมีผลต่อปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีส่วนใหญ่อยู่ในช่วง 

4-40°C  การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมขึ้นอยู่กับหลายปัจจัย เช่น ธรรมชาติของโปรตีน, 
ความจ าเพาะของแอนติบอดีต่อ epitope บนผิวแอนติเจนและชนิดของแรงดึงดูดทางเคมี เช่น การ
จับกันระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีที่เกิดจากพันธะ hydrogen bonds จะให้ปฏิกิริยาดีที่
อุณหภูมิต่ าๆ เช่น 4°C (exothermal) โดยเฉพาะแอนติเจนที่เป็นคาร์โบไฮเดรต ในทางกลับกับ
พันธะ hydrophobic จะแข็งแรงและจับกันได้ดีที่อุณหภูมิสูง โดยทั่วไปปฏิกิริยาแอนติเจนกับ
แอนติบอดทีี่เกิดการสานกันเป็นร่างแหจะเกิดได้ดีที่อุณหภูมิ 37 °C เนื่องจากที่อุณหภูมิดังกล่าว
จะมีค่า association constant (K) ลดลง ท าให้การจับกลุ่มระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดี
รวดเร็วและคงที่มากที่สุด แต่ถ้าอุณหภูมิสูงมากเกินไปโปรตีนจะเสียสภาพ (denature) และ
คุณสมบัติเสียไป ในทางตรงกันข้ามถ้าอุณหภูมิต่ าจนเป็นน้ าแข็ง แอนติเจนกับแอนติบอดีก็จะไม่
สามารถจับกันได้ 
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ควำมเป็นกรด-ด่ำง (pH) 
ปฏิกิริยาแอนติเจนกับแอนติบอดีจะเกิดดีที่สุดในสารละลายท่ีม ี pH ในช่วง 6.5-8.4 หาก 

pH ของสารละลายมีสภาพเป็นกรดหรือด่างมากเกินไปจะมีผลให้แอนติบอดีเสียสภาพ และจะ
ท าลายองค์ประกอบของแอนติเจนด้วย การท าให้สารละลายเป็นกรดจะท าให้โปรตีนมีประจุเป็น
บวกทั้งคู่จึงเกิดแรงผลักกัน ในทางตรงกันข้ามถ้าสารละลายเป็นด่างจะท าให้โปรตีนมีประจุเป็นลบ
ทั้งคู่จึงเกิดแรงผลักกัน ดังนั้น pH ที่เหมาะสมที่สุดระหว่างปฏิกิริยาแอนติเจน แอนติบอดีคือต้อง
เป็นด่างเล็กน้อยประมาณ 7.2-7.4 ซึ่งใกล้เคียงกับค่า pH ของร่างกาย 

 
ควำมเข้มข้นไอออน (Ionic strength) 
ความเข้มข้นของไอออนหรือเกลือมีผลต่อปฏิกิริยาแบบ kinetic ของแอนติเจนและ

แอนติบอดี เช่น การลดความเข้มข้นของเกลือจาก 0.17 M เป็น 0.03 M จะท าให้เพิ่มอัตราการจับ
กันของแอนติเจนและแอนติบอดีถึง 1000 เท่า โดยทั่วไปปฏิกิริยาทาง immunoassay จะเลือกใช้ 
buffer ที่มีความเข้มข้นไอออนอยู่ที่ 0.15 M (physiological saline) หรือ 0.9% NaCl (isotonic 
solution)เนื่องจากเป็นปริมาณเกลือที่ไม่มากหรือน้อยจนเกินไปที่จะท าลายคุณสมบัติของ
แอนติเจนหรือแอนติบอดีได้ ถ้าความเข้มข้นของเกลือน้อยเกินไปจะท าให้โอกาสการจับกลุ่มของ
โปรตีนลดลง หรือถ้าความเข้มข้นของเกลือมากเกินไปก็อาจท าให้เกิดการจับกลุ่มของเกลือเองได้ 
(salt agglutination) แม้ยังไม่ได้เติมแอนติบอดี 

 
สัดส่วนระหว่ำงแอนติเจนกับแอนติบอดี (Antigen-antibody ratio) 
การสานกันเป็นร่างแหระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี (lattice formation) เกิดจาก

สัดส่วนที่เหมาะสมของโปรตีนทั้งสองชนิดซึ่งปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีที่ไม่มากหรือน้อย
จนเกินไปจะท าให้ปฏิกิริยาเกิดได้อย่างสมบูรณ์ และคงที่ ซึ่งความเข้มข้นที่ดีที่สุดระหว่าง
แอนติเจนและแอนติบอดีจะมีเพียงความเข้มข้นเดียว หาได้จากการปรับความเข้มข้นของโปรตีน
ตัวใดตัวหนึ่งให้คงที่และค่อยๆเพิ่มความเข้มข้นของโปรตีนอีกตัวเพื่อสังเกตการจับกลุ่มหรือ
ตกตะกอนที่มากที่สุด 
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แรงยึดเหน่ียวระหว่ำงโมเลกุล (Electrostatic interaction) 
ปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีนั้น เกิดจากการใช้แรงจับกันอย่างอ่อน ๆ ซึ่ง

เป็น non –covalent bond ทั้งสิ้น ได้แก่ Electrostatic force (Coulombic force),  Hydrogen 
bonding force,  Hydrophobic force และ Van der Waals force ดังนั้นการลดแรงผลักกัน
ระหว่างประจุ หรือลดช่องว่างระหว่างโมเลกุลจึงช่วยเพิ่มการจับกันระหว่างแอนติเจนและ
แอนติบอดีให้มั่นคงมากยิ่งขึ้น 

 
ควำมเข้มข้นของโปรตีนบน particles 
ปริมาณและการเรียงตัวของโปรตีนบน particles มีผลต่อการจับกันทางโครงสร้างของ

แอนติเจนหรือแอนติบอดี ตัวอย่างเช่น ถ้ามีปริมาณแอนติเจนบน particles มากเกินไปอาจเกิด 
cross-bridging กับ แอนติเจนด้วยกัน จึงอาจเกิด agglutination แบบไม่จ าเพาะได้ หรือถ้ามี
ช่องว่างบนผิว particles มากเกินไปท าให้แอนติบอดีไม่สามารถจับได้อย่างเต็มที่ปฏิกิริยาจึงเกิด
น้อยลง 

 
ชนิดของแอนติบอดี  
แอนติบอดีชนิด IgM มีลักษณะทางโครงสร้างแบบ pentamer จึงสามารถจับกับแอนติเจน

ได้ครั้งละ 10 ต าแหน่งท าให้เกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มได้ดีกว่าชนิด IgG ซึ่งมีลักษณะเป็น monomer 
แต่แอนติบอดีชนิด IgM อาจเกิดปฏิกิริยาข้ามกลุ่มกับโปรตีนชนิดอ่ืนได้มากเช่นเดียวกัน ปัจจุบัน
นิยมใช้แอนติบอดีชนิด IgG ในปฏิกิริยาทาง immunoassay เนื่องจากสามารถเกิดปฏิกิริยาเกาะ
กลุ่มกับแอนติเจน (agglutination) และตกตะกอน (precipitation) ได้ และผลิตได้ง่ายเนื่องจาก
เป็นแอนติบอดีที่มีปริมาณมากที่สุดใน serum  
 
2.16 กำรตรึงโปรตีนบน beads (Adsorption to beads) (102) 

โปรตีนที่น ามาตรึงบน beads เพื่อใช้ในงานด้าน immunoassay มีทั้งแอนติเจนและ
แอนติบอดี ขึ้นอยู่กับความจ าเพาะของสารที่ต้องการตรวจวัดว่าสามารถเกิดปฏิกิริยากับ 
แอนติเจนหรือ ligand ของแอนติบอดทีี่ตรึงบน beads ได้อย่างชัดเจน  solid phase ที่นิยมน า
โปรตีนมาตรึงเพื่อใช้ในงานด้าน particle enhance immunoassay ได้แก ่ natural rubber or 
synthetic rubber latex, polystyrene latex  และ polyvinyltoluene latex จากที่กล่าวมา 
polystyrene latex  ถูกน ามาใช้บ่อยเนื่องจากเป็นสารสังเคราะห์ที่มีความหลากหลาย, มีความ
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คงทน อายุการใช้งานยาวกว่าชนิดอื่น (103) การตรึงโปรตีนบน beads แบ่งเป็น 2 ประเภทคือ 
passive adsorption และ covalent adsorption (chemical adsorption)  
 

2.16.1 กำรตรึงแบบ passive adsorption  
เป็นวิธีด้ังเดิมที่ใช้กันมายาวนาน เนื่องจากขั้นตอนไม่ซับซ้อน ไม่ต้องใช้สารเคมีมากและ

ปรับเปลี่ยนได้ตามความเหมาะสมของสารชีวภาพ จึงเป็นวิธีที่ใช้กันอย่างกว้างขวาง แต่แรงยึด
เหนี่ยวระหว่างโมเลกุลของผิว beads กับโปรตีนเป็นพันธะอย่างอ่อน เช่น hydrophobic 
interaction, Van der waals bonds จึงท าให้ immobilized beads จากการตรึงด้วยวิธีนี้ไม่ค่อย
คงทนเมื่อเก็บเอาไว้เป็นระยะเวลานานเนื่องจากโปรตีนอาจหลุดลอกออกมา อายุการใช้งานโดย
เฉลี่ยไม่เกิน 4 เดือน(104) หรือเกิด spontaneous aggregation และ non specific aggregation  
ได้เมื่อมีการเปลี่ยนแปลง pHหรืออุณหภูมิ  

การตรึงแอนติบอดีบน beads มีความยากมากกว่าการตรึงแอนติเจนเนื่องจากโครงสร้าง
ของแอนติบอดีประกอบด้วยด้าน Fab ซึ่งเป็นด้านที่จะจับกับ  epitope ของแอนติเจน และด้าน Fc 
receptor  จะจับกับผิวของ beads ท าให้ต้องมีการหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อให้มีการเรียงตัวใน
ทิศทางที่ถูกต้องและยังคงประสิทธิภาพการท างานของแอนติบอดี ปัจจัยที่มีผลต่อการตรึงโปรตีน
ด้วยวิธีนี้คือควรเลือกใช้ adsorption buffer ที่มี pH ใกล้เคียงกับ pI ของโปรตีนที่น ามาตรึงเพราะ
จะท าให้โปรตีนมีประจุเป็นศูนย์ไม่เกิดแรงผลักดันระหว่างโมเลกุลเองจึงสามารถเคลื่อนที่เข้าใกล้
ผิว beads ได้ง่ายขึ้น, ปริมาณ ligands หรือโปรตีนที่น ามาตรึงควรพอดีกับพื้นที่ผิวของ beads, 
ระยะเวลาและอุณหภูมิที่ใช้ incubate ต้องเหมาะสมและสารละลายโปรตีนที่น ามาตรึงควรมีความ
บริสุทธิ์สูงไม่ควรมีสารอ่ืนเจือปนเพราะจะรบกวนการตรึงได้ 

 
ที่มา Bangs Laboratories, Inc. TechNote 204 Rev. #002, Active: 09/April/2008 
ภำพท่ี 2.8 แสดงขั้นตอนการตรึงแอนติบอดีบน beads แบบ passive adsorption 
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2.16.2 กำรตรึงแบบ covalent adsorption (chemical adsorption)  
การตรึงโปรตีนบน beads แบบ covalent adsorption ช่วยแก้ปัญหาการไม่คงตัวของ 

immobilized beads และลด non –specific interactions ที่พบได้ในการตรึงโปรตีนแบบ passive 
adsorption การตรึง beads ด้วยวิธีนี้จะประกอบไปด้วยการใช้ beads ที่มี functional groups 
ชนิดต่างๆขึ้นอยู่กับคุณสมบัติของโปรตีนที่น ามาตรึงร่วมกับการใช้ cross-linking reagent  เป็น 
spacer arm เพื่อยืดแขนของโมเลกุลโปรตีนออกไปจาก solid phase ให้เป็นอิสระมากขึ้นจึงเรียง
ตัวอย่างเหมาะสม  ประโยชน์อ่ืนๆ ของการตรึงวิธีนี้คือ 

1. เพิ่ม biological activity ของโปรตีนที่น ามาตรึง เพราะช่วยให้แอนติบอดีเรียงตัวกัน
อย่างเหมาะสมและแข็งแรงลดการ desorption ขณะ incubate ระหว่างการตรึง (105) 
2. พันธะทางเคมีที่ใช้ตรึงมีความคงทนถาวรแม้ในขั้นตอนการปั่นล้างส่วนเกินระหว่างการ
ตรึง 3.   ลดการหลุดลอกของโปรตีนระหว่างการเก็บรักษา จึงเพิ่มอายุการใช้งานได้นาน
กว่า 
4.  ลดการเกิด false positive result จากปฏิกิริยาเกาะกลุ่มกันเองเนื่องจาก non 
specific binding กับ ligands อ่ืนๆ 
5.  สามารถควบคุมคณุภาพการตรึงได้ง่ายเนื่องจากโปรตีนจะกระจายบนผิว beads 
เท่าๆกันตาม functional groups บนผิว beads 
6. เหมาะส าหรับการตรึงโปรตีนที่มีโครงสร้างไม่แข็งแรง ถูกท าลายได้ง่ายจากการปั่นล้าง
ปฏิกิริยาส่วนเกินหรือ sensitive ต่อสารพวก surfactants ต่างๆ 
7. กรณีที่ตรึงแอนติบอดี สามารถเติม protein A, protein G ลงไปจับกับ Fc ของ
แอนติบอดีให้ยึดติดกับผิว beads ได้ง่าย 
8. จากงานวิจัยพบว่าการตรึงโปรตีนแบบ covalent  ท าให้เกิดการยึดเกาะของโปรตีน
มากกว่าวิธี passive adsorption 10-40% (106) 
9. immobilized beads ด้วยวิธี covalent adsorption มีความคงทนต่อการเปลี่ยนแปลง
อุณหภูมิมากกว่าวิธี passive adsorption 
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2.16.3 Functionalized beads ชนิดต่ำงๆที่น ำมำใช้ในกำรตรึงแบบ covalent (102)  
1. Carboxyl-Modified Microspheres ใช้ cross-linking reagent  คือ Water soluble 

carbodiimide (WSC)  ได้แก่ EDC และ CMC เป็นต้น 
2. Amino-Modified Microspheres ใช้ cross-linking reagent  คือ Amine reactive 

homo bifunctional cross-linker ได้แก่ glutaraldehyde, imidoesters และ NHS 
esters เป็นต้น 

 
ภำพท่ี 2.9 แสดงการตรึงโปรตีนบน  Functionalized beads ชนิด carboxyl และ amino groups 
 

3. Hydroxyl-Modified Microspheres ใช้ cross-linking reagent  คือ Cyanogen 
Bromide (CNBr) 

4. Hydrazide-Modified Microspheres ใช้ cross-linking reagent  คือ sodium meta-
periodate (NalO4) 

5. Chloromethyl-Modified Microspheres  ไม่ต้องใช้ cross-linking reagent   
 

  Functionalized beads ท่ีนิยมน ามาใช้ตรึงโปรตีนคือ carboxyl และ amino groups 
เนื่องจากสามารถจับได้กับโครงสร้างปลายสายของโปรตีนเกือบทุกชนิด ที่มี amino terminal และ 
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carboxyl terminal  ทั้งยังใช้สาร covalent reagent  ท่ีหาได้ง่ายและใช้กันอย่างแพร่หลายเช่น 
carbodiimide และ glutaraldehyde 

นอกจากดังที่กล่าวมาข้างต้นแล้วการตรึงแบบ covalent สามารถน ามาใช้กับ Polymethyl 
Methacrylate (PMMA) microspheres และ Silica Microspheres (glass surface) ซึ่งนิยมน า
โปรตีนประเภท nucleic acids (oligonucleotides, PCR products) มาตรึงเพื่อใช้ในงานวิจัยด้าน
ต่างๆด้วย (107) 

 
2.17 Polyethylenimine (PEI) (108) 

เป็น polymer ที่ประกอบด้วย ethyleneimine monomer ประมาณ 85% มีน้ าหนัก
โมเลกุลต้ังแต่ 20,000 - 50,000 kD ซึ่งจะแตกต่างกันตามโครงสร้าง แบ่งเป็น 2 ชนิด ได้แก่ 
Linear-PEI และ Branched-PEI ดังแสดงในภาพที่ 2.10 โครงสร้างของ Linear-PEI ประกอบไป
ด้วย secondary amine groups เรียงตัวกันเป็นสายยาว ส่วนโครงสร้างของ Branched-PEI 
ประกอบด้วย primary, secondary และ tertiary amino groups  โดยสิ้นสุดปลายสายทุกๆ ด้าน
ของ Branched-PEI มีโครงสร้างเป็น primary amino groups แต่ละจุดที่แตกเป็นกิ่งก้านสาขา
เป็น tertiary amino groups และ secondary amino groups จะเรียงตัวเป็นสายเชื่อมระหว่างจุด
ที่แตกเป็นสาขาอีกที  

ที่อุณหภูมิห้อง Linear-PEI จะมีคุณสมบัติเป็นของแข็ง แต่จะเปลี่ยนเป็นของเหลวเมื่อ
น าไปต้มที่อุณหภูมิ 73-75°C หรือน าไปละลายในตัวท าละลายเช่น methanol, ethanol และ 
chloroform แต่จะไม่ละลายในน้ าเย็น หรือตัวท าละลายบางชนิด เช่น  benzene, ethyl ether และ 
acetone ส่วน Branched-PEI มีคุณสมบัติเป็นของเหลวละลายน้ าได้ 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Primary_amine
http://en.wikipedia.org/wiki/Tertiary_amine
http://en.wikipedia.org/wiki/Primary_amine
http://en.wikipedia.org/wiki/Tertiary_amine
http://en.wikipedia.org/wiki/Methanol
http://en.wikipedia.org/wiki/Ethanol
http://en.wikipedia.org/wiki/Chloroform
http://en.wikipedia.org/wiki/Benzene
http://en.wikipedia.org/wiki/Diethyl_ether
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetone
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ที่มา http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0065266005530086 

 
ภำพท่ี 2.10 แสดงโครงสร้างของ  a) Branched-PEI (ภาพบน) และ b) Linear-PEI (ภาพล่าง) 
(109) 
 

2.17.1 ประโยชน์ของ Polyethylenimine (PEI) ในทำงกำรแพทย์ (109, 110) 
เนื่องจาก PEI เป็น polymer ที่มีประจุเป็นบวกจึงถูกน ามาใช้เคลือบบนผิว plate ส าหรับ

เลี้ยง cell ท าให้เพิ่มประสิทธิภาพการเกาะติดของ cell ที่ต้องการเพิ่มจ านวนเพราะผนัง cell ของ
สิ่งมีชีวิตส่วนใหญ่มีประจุเป็นลบ จึงดึงดูดให้เกาะติดกับ plate ที่เคลือบด้วย PEI ที่เปน็ประจุบวก
ได้เป็นอย่างดี อย่างไรก็ตาม PEI เป็นสารที่เป็นพิษต่อ cell จึงต้องใช้อย่างระมัดระวังในปริมาณ
พอเหมาะ  

PEI ยังเป็น polymer อีกชนิดนอกจาก poly-l-lysine ที่สามารถใช้เป็น transfection 
agent  โดยน าเอา PEI มาติดไว้กับ DNA เพื่อให้มีคุณสมบัติเป็นประจุบวกและไม่ท าให้ DNA เสีย
สภาพ 
จากนั้น DNA จะเข้าสู่ cell ผ่านผนัง cell ที่เป็นประจุลบโดยวิธี endocytosis มักใช้ใน gene 
delivery(111, 112) นอกจากนั้น PEI ยังถูกน ามาใช้ในการปรับประจุบน solid support เพื่อการ
ตรึงโปรตีน บนพื้นผิวแบบต่างๆ เช่น  glass, metal และ plastic  เช่น polystyrene, 
polycarbonate, polyvinyl chloride, polyethylene, polypropylene, silicone และ resins เป็น
ต้น เพราะช่วยลด non specific adsorption จากโมเลกุลอ่ืนๆ ที่ไม่ใช่โปรตีนเนื่องจากคุณสมบัติที่

a) Branched-PEI 
 

b) Linear-PEI 



41 
 
เป็นประจุบวกบนผิว solid support จะดึงดูดสารละลายโปรตีนที่มีประจุลบให้เข้ามาใกล้และเพิ่ม
แรงยึดเหนี่ยวระหว่างประจุให้มากขึ้นตามความแตกต่างระหว่างประจุของสารนั้นๆ  

Carboxylate-modified latex เป็น particles ที่มีหมู่ carboxyl บนผิว latex จึงมี
คุณสมบัติเป็นประจุลบท าให้เกิดแรงผลักกับสารละลายโปรตีนที่ส่วนใหญ่ที่เป็นประจุลบเช่นกัน 
การน า PEI มาเคลือบบนผิว Carboxylate-modified latex ก่อนน าโปรตีนมาตรึงจึงช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการเกาะติดของโปรตีนได้มากยิ่งขึ้น มักใช้ในการตรึง beads แบบ covalent  ซึ่งอาจ
มี coupling agent เช่น  สารพวก carbodiimide ร่วมในขั้นตอนการตรึงด้วยด้วย เพื่อช่วยเพิ่ม
ความแข็งแรงของพันธะระหว่างหมู่ carboxyl บนผิว latex กับ amino groups ใน PEI (108) 

 
2.18 กำรตรวจวัดเชิงแสง (optical detection) (113) 
 การตรวจวัดเชิงแสงเป็นการตรวจวิเคราะห์หาชนิดหรือปริมาณสารชีวภาพต่างๆโดยใช้
หลักการดูดกลืนแสง, กระเจิงแสง และวาวแสง เป็นต้น ซึ่งคุณสมบัติเฉพาะของสารชีวภาพโดย
ส่วนใหญ่สามารถดูดกลืนแสงหรือรังสีที่อยู่ในช่วงยูวี (10-400 nm) และช่วงความยาวคลื่นที่
มองเห็นได้ (400-700 nm)  หลักการคือแหล่งก าเนิดแสงจะปล่อยรังสีหรือแสงออกไปที่โมเลกุล
ของสารตัวอย่าง ท าให้อิเล็กตรอนภายในอะตอมเกิดการดูดกลืนแสงแล้วเปลี่ยนสถานะไปอยู่ใน
ชั้นที่มีระดับพลังงานสูงกว่าเมื่อท าการวัดปริมาณของแสงที่ผ่านหรือสะท้อนมาจากตัวอย่างเทียบ
กับแสงจากแหล่งก าเนิดที่ความยาวคลื่นต่างๆ ค่าการดูดกลืนแสงหรือค่า absorbance ของสาร
จะแปรผันกับขนาดและจ านวนโมเลกุลที่มีการดูดกลืนแสงซึ่งเป็นไปตามทฤษฎีของ Beer-
Lambert ดังนั้นจึงสามารถระบุชนิดและปริมาณของสารที่มีอยู่ในตัวอย่างได้ การตรวจวิเคราะห์
สารด้วยวิธีดังกล่าวจึงสามารถรายงานผลได้ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ ด้วยเหตุนี้การตรวจ
วิเคราะห์สารโดยเทคนิคการตรวจวัดเชิงแสงจึงเป็นที่นยิมอย่างมากในงานด้านสิ่งแวดล้อม, 
อุตสาหกรรม, อาหารและด้านการแพทย์ เนื่องจากใช้งานง่าย มคีวามถูกต้องแม่นย า และความไว
สูง เครื่องตรวจวิเคราะห์ทั่วไปที่ใช้หลักการเชิงแสง เช่น spectrophotometer และ  photometer  

ในปัจจุบันได้มีการพัฒนาเครื่องมือเหล่านี้ให้มีขนาดที่เล็กลง แต่สามารถตรวจวัดได้
รวดเร็วและแม่นย ามากขึ้น คือน า fiber optic มาเชื่อมต่อกับแหล่งก าเนิดแสง (light source) และ
ระบบตรวจจับสัญญาณ (detector) ที่มีหลักการเหมือนเครื่อง spectrophotometer ทั่วไป (ภาพที่ 
2.11B) สามารถวัดการดูดกลืนแสงได้ในช่วงความยาวคลื่นตั้งแต่ 200-1100 nm ควบคู่กับการใช้
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการควบคุมและแปลผลแบบ real time ท าให้ช่วยลดข้อจ ากัดต่างๆของ
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เครื่องมือขนาดใหญ่ได้ เช่น ลดการใช้พื้นที่,ลดการรบกวนจากคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า 
(electromagnetic interference) และลดการสูญหายของสัญญาณระหว่างทาง 

 
2.19 หลักกำรของ fiber optic sensor 

เส้นใยน าแสง (fiber optic) คือสายน าสัญญาณที่มีโครงสร้างเป็นทรงกระบอกกลม โปร่ง
แสง ผลิตจากสารประกอบซิลิกอนไดออกไซด์ (SiO2)  หรือพลาสติกอ่ืนๆ  มีขนาดเล็กระดับ
ไมครอนหลายๆเส้นวางรวมกันอยู่ตรงกลาง (core)  และถูกห่อหุ้มด้วยเส้นใยอีกชนิดหนึ่ง 
(cladding) ชั้นนอกสุดประกอบด้วยฉนวน (jacket) ท าหน้าที่ป้องกันแสงจากภายนอกไม่ให้เข้ามา
ในสาย fiber optic และเพิม่ความแข็งแรงให้กับ core และ cladding ท าจากวัสดุที่แตกต่างกัน
ตามการใช้งาน (ภาพที่ 2.11A) ซึ่งในส่วนของ core  จะมีค่าดรรชนีหักเหของแสง (index of 
refraction) มากกว่าส่วนของ cladding เมื่อแสงผ่านไปตาม fiber optic จะเกิดการสะท้อนกลับ
หมด (total internal refraction) ท าให้การน าสัญญาณแสงจากจุดหนึ่งไปอีกจุดหนึ่งมีการสูญเสีย
พลังงานไปกับสิ่งแวดล้อมน้อยมาก  ข้อจ ากัดคือเมื่อสายใยแก้วขาดหักงอหรือแตกหักต้องอาศัย 
อุปกรณ์พิเศษในการซ่อมแซมซึ่งยุ่งยากและมีค่าใช้จ่ายสูงมาก และควรระวังไม่ให้ฝุ่นละอองเข้าไป
จับบริเวณปลายสายน าสัญญาณท าให้รบกวนการตรวจวัดได้ 

 

 

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Electromagnetic_interference
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ภำพท่ี 2.11  แสดงโครงสร้างของสาย fiber optic (A) และ การน า fiber optic ไปใช้งานโดย
เชื่อมต่อกับแหล่งก าเนิดแสงและระบบตรวจจับสัญญาณซึ่งระบบการตรวจวัดจะเหมือนกับเครื่อง 
spectrophotometer โดยทั่วไป แต่มีขนาดของเครื่องมือเล็กลงเนื่องจากสาย fiber optic มีความ
ยืดหยุ่นสามารถขดกันเพื่อลดพื้นที่ได้ (B) 
 

การแบ่งประเภทของ fiber optic ตามการเดินทางของแสงได้ 2 ชนิดคือ 

1. Single-Mode Fiber มแีนวของล าแสงอยู่ในแนวเดียว เรียกว่า Single Mode Fiber 
Optic (SMF) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ core ประมาณ 5-10 ไมครอน และ Cladding 125 
ไมครอน ล าแสงจะพุ่งตรงไปตามท่อแก้ว โดยมีการกระจายแสงออกทางด้านข้างน้อยที่สุดเหมาะ
ส าหรับในการส่งสัญญาณในระยะไกล  
            2. Multi-Mode Fiber มีแนวของล าแสงอยู่เป็นจ านวนมาก เรียกว่า Multi-Mode Fiber 
Optic (MMF) ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางของ core ประมาณ 50 - 62.5 ไมครอนและ Cladding 
125 ไมครอน การใช้งานของ Multi-Mode เป็นไปอย่างแพร่หลายและจะถูกเลือกใช้แทนสาย 
Single mode ในการส่งสัญญาณในระยะทางไม่ไกลมาก 

แหล่งก าเนิดแสง (light source) มีหน้าที่ปล่อยความเข้มของแสงอย่างคงที่และต่อเนื่อง
เข้าสู่สาย fiber optic ส าหรับสารที่ดูดกลืนแสงในช่วงอัลตราไวโอเลตจะใช้หลอดดิวเทอเรียม 

A 

B สาย fiber optic 

Light source Detector 

http://www.brainbell.com/tutorials/Networking/Fiber-optic_Cable.html 
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(deuterium lamp) เป็นแหล่งก าเนิดแสง ซึ่งให้แสงในช่วงความยาวคลื่นตั้งแต่ 185-375 nm 
หลักการคือท าให้อะตอมดิวเทอเรียมที่อยู่ในสภาวะเร้าคายพลังงานออกมา ส่วนหลอดทังสเตน 
(tungsten filament lamp) จะให้แสงในช่วงความยาวคลื่นท่ีตามองเห็นได้ คือต้ังแต่ 320-2500 
nm หลักการจะคล้ายกับหลอดไฟทังสเตนทั่วไปคือ ให้กระแสไฟฟ้าผ่านเข้าไปจนกระทั่งลวด
ทังสเตนร้อนและเปล่งรังสีออกมาระบบตรวจจับสัญญาณ (detector) เชื่อมต่อกับปลายสายอีก
ด้านของ fiber optic เพื่อรับสัญญาณที่เกิดขึ้น ปัจจุบันนิยมใช้ 2 ชนิดคือโฟโตมัลติพลายเออร์ 
(photomultiplier tube; PMT)และโฟโตไดโอดอาร์เรย์ (photodiode arrays; PDA) เนื่องจากวัด
สัญญาณคลอบคลุมช่วงความยาวคลื่นกว้างต้ังแต่ 200-1100 nm  การท างานของ PMT ประกอบ
ไปด้วยแคโทด (cathode) ที่ฉาบผิวด้วยสารที่สามารถให้อิเล็กตรอนได้ เมื่อแสงตกกระทบกับ
แคโทดจะปล่อยอิเล็กตรอนออกมามากขึ้นเรื่อยๆเป็นการเพิ่มกระแสไฟฟ้าเข้าสู่เครื่องตรวจจับเพื่อ
ขยายสัญญาณที่เกิดขึ้นต่อไป การรายงานค่าสัญญาณที่เกิดขึ้นเป็นแบบ analog-to-digital (A/D) 
ที่มีความสะดวกและง่ายในการแปลผลมากย่ิงขึ้น ตัวตรวจจับสัญญาณแบบโฟโตไดโอดอาร์เรย์
ประกอบไปด้วยโฟโตไดโอดและตัวเก็บประจุ (capacitor) โดยให้ประจุผ่านผิวหน้าไดโอด ซึ่ง
ไดโอดก็จะเก็บประจุไว้ที่ตัวเก็บประจุ เมื่อแสงตกลงบนไดโอดจะท าให้เกิดประจุไฟฟ้าไปท าลาย
ประจุที่เก็บไว้ที่ตัวเก็บประจุ ท าให้ต้องใส่ประจุเพิ่มเข้าไปใหม่ซึ่งปริมาณของประจุที่ต้องใส่เข้าไป
ใหม่ จะเป็นปฏิภาคโดยตรงกับความเข้มแสงที่วัดได้ของแต่ละไดโอด ดังนั้นจากการวัดปริมาณ
แสงที่แตกต่างกันตลอดช่วงความยาวคลื่นจะได้เป็นสเปกตรัมการดูดกลืนของสารนั้นออกมา ตัว
ตรวจจับสัญญาณชนิดนี้มีความไวน้อยกว่า PMT  
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2.20 กำรวัดกำรดูดกลืนแสง (absorption detection) 

การวัดการดูดกลืนแสง (absorption detection) สามารถวัดได้ในรูปของ 

 1. ความเข้มของการดูดกลืน (intensity of absorption) เช่น วัดความส่งผ่าน 
(transmittance), วัดค่าการดูดกลืน (absorbance) และ วัดค่าคงที่ของการดูดกลืนของ
สารละลาย (molar absorptivity) 

2. พลังงานของการดูดกลืน (energy of absorption) เช่น ความถี่ (frequency), เลขคลื่น 
(wavenumber) ความยาวคลื่น (wavelength)  

2.20.1 กฎกำรดูดกลืนแสงเบียร์แลมเบิร์ท (Beer - Lambert Law or Law of Light 
Absorption) 

เมื่อปล่อยรังสีที่เป็นรังสีชนิดล าแสงขนาน (parallel beam) ท่ีความยาวคลื่นเดียว 
(monochromatic radiation) ใหผ้่านตัวอย่างที่เป็นสารละลายเนื้อเดียว (homogeneous 
solution) ค่า absorbance จะแปรผันตรงกับความเข้มข้นของตัวอย่าง (concentration) และ
ระยะทางที่แสงส่องผ่านตัวอย่าง (pathlength) ค่า absorbance ของตัวอย่างสามารถค านวณได้
จากสมการดังนี้ 

A = abc 

A = ค่าการดูดกลืนแสงของสาร (absorbance) 

a =  ค่าคงที่ของการดูดกลืนแสงของสารละลาย (absorptivity coefficient) ซึ่งเป็นค่าจ าเพาะ
แตกต่างกันตามลักษณะของสารที่น ามาวัดและความยาวคลื่นที่เปลี่ยนไป 

b = ระยะทางที่แสงส่องผ่านตัวอย่างหรือความกว้างของเซลล์ (pathlength) หน่วยเป็นเซ็นติเมตร 

c = ความเข้มข้นของสารละลาย (concentration) 
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ภำพท่ี 2.12 แสดงการดูดกลืนแสงของสารละลายระยะทาง 1 cm. เมื่อปล่อยแสงผ่านไปยัง
สารละลายจะถูกดูดกลืนแสงบางส่วนไว้  ท าให้แสงที่ผ่านออกมามีความเข้มแสงลดลง 

เนื่องจากค่าการดูดกลืนแสงของสารมีความสัมพันธ์โดยตรงกับความเข้มข้นของสารตาม
กฎของเบียร์และแลมเบิร์ต ดังนั้นเมื่อน าเอาความเข้มข้นของสารมา plot ในแกน x และน าค่าการ
ดูดกลืนแสงมา plot ในแกน y จะได้กราฟความเข้มข้นมาตรฐานที่มีความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงหรือ 
standard curve  เมื่อน าค่าการดูดกลืนแสงของสารที่ไม่ทราบความเข้มข้นไปเทียบกับ standard 
curve  หรือค านวณจากสมการเชิงเส้นตรงของ standard curve  จะท าให้ทราบค่าความเข้มข้น
ของสารชนิดนั้นได้ 

2.21 กำรน ำ fiber optic sensor ไปใช้ประโยชน์ 

การน าเทคนิคการตรวจวัดสารชีวภาพต่างๆโดยใช้  fiber optic sensors ถูกน ามาใช้กัน
อย่างกว้างขวางโดยเฉพาะด้านวิทยาศาสตร์ เช่น การตรวจหาสารเคมีในทางอุตสาหกรรม, 
สารพิษในสิ่งแวดล้อม, สารชีวเคมีในร่างกายนอกเหนือจากน้ันยังมีการพัฒนาเพื่อการตรวจวัดใน
ด้าน non-chemical เช่น การตรวจวัดอุณหภูมิ (114),แก๊ส (115)และความชื้น (116) เป็นต้น 
เนื่องจาก fiber optic มีคุณสมบัติเหมือนกับ optical spectroscopy ใหส้ัญญาณการตรวจวัดที่ดี 
มีความไวสูง แต่มีขนาดเล็กกระทัดรัดจึงสามารถน าไปใช้งานนอกสถานที่หรือในจุดห่างไกลท่ีไม่
เอื้ออ านวยต่อการใช้งานด้วยเครื่องมือที่มีขนาดใหญ่ มีราคาถูก fiber optic sensors ยังมีหลาย
ชนิดสามารถเลือกใช้ตามความเหมาะสมกับประเภทของการใช้งาน (117) 
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กำรประยุกต์ใช้ fiber optic sensors ทำงด้ำนกำรแพทย์  

1. Enzymatic biosensors  ได้แก่ การน าปฏิกิริยาทางเอนไซม์มาใช้ในการตรวจวัด เช่น 
การตรวจระดับกลูโคสในเลือดโดยใช้ glucose oxidase และ peroxidase (118) , การศึกษาด้าน

การด้ือยาโดยใช้เอนไซม์ -lactamases ในยีสต์เซลล์ (119), การตรวจหายาฆ่าแมลงโดยใช้
เอนไซม์ organophosphate hydrolase (120),  การตรวจหาเอนไซม์ galactosidase (121) เป็น
ต้น 

2. Immunosensors ได้แก่ การพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดปริมาณ antinuclear 
antibodies ในเลือดโดยใช้ colloidal gold ทดแทนวิธี ELISA(122), การหาแอนติบอดีต่อ F1 
antigen ของเชื้อ Yersinia pestis ก่อโรคติดต่อ (123) , การหา autoantibody ต่อโรคมะเร็งรังไข่
และเต้านมที่มีความไวสูงโดยใช้หลักการ chemiluminescence และ optical fiber 
immunosensor (124), การหา aflatoxin B1และ ochratoxin A โดยใช้หลักการ competitive 
immunoassay (125) 

3. DNA biosensors ได้แก่ การน า fiber optic ร่วมกับ DNA microarray เพื่อศึกษาชนิด
ของสาหร่ายทะเล (126), การวัดปริมาณ viral DNA ในโรคไวรัสตับอักเสบบ ี(127) 

4. Bacterial biosensors ได้แก่ การตรวจหาสารพิษตกค้าง mercury และ arsenic ในดิน
โดยใช้หลักการ recombinant luminescent bacteria (128) , การตรวจหาปริมาณ biochemical 
oxygen demand (BOD) ในน้ าทะเล โดยใช้แบคทีเรียมาตรึงบนผิว ormosil matrix แล้ววัดการ
เกิดปฏิกิริยาโดยใช้ fluorescent optical fiber sensors (129) 
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บทที่ 3 
 

วิธีด ำเนินกำรวิจัย 
 

3.1 ประชำกรที่ใช้ในงำนวิจัย 
การทดลองในระดับห้องปฏิบัติการ : ปัสสาวะเหลือจากผู้ป่วยโรคเบาหวานจ านวน 126 

คน  
การทดลองในระดับภาคสนาม      : ปัสสาวะจากอาสาสมัครโรคเบาหวานจ านวน  
120 คน จาก 

-  โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต าบลเขาขลุง อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี  จ านวน 18  ราย 
-  โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต าบลท่าผา อ.บ้านโป่ง จ.ราชบุรี  จ านวน 31  ราย 
- โรงพยาบาลสมเด็จพระสังฆราชองค์ที่ 17 อ.สองพี่น้อง จ. สุพรรณบุรี จ านวน 71 

ราย 

3.2 เครื่องมือที่ใช้ในกำรวิจัย 

ดังแสดงในตารางที่ 3.1 
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ตำรำงท่ี 3.1  เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

 

ล ำดับ เครื่องมือที่ใช้ในงำนวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

1 Analytical Balance รุ่น AG245 Mettler Toledo, USA  
2 Autoclave model  รุ่น TOMY SX-500 Tomy, California 

3 Bransonics bench-top ultrasonic cleaners model 2510 Branson, Canada  

4 Centrifuge รุ่น MIKRO 200 Hettich zentrifugen, USA  

5 Hot air oven  Memmert, Germany  

    6 Hotplate stirrer  IKA® CMAG HS7, USA  

7 Microplate reader  Perkin Elmer, Finland  

8 
Miniature fiber optic spectrometer (USB4000)  
with LS-1-LL tungsten light source  

Ocean Optics Inc., USA  

9 OMNIDRIVER a multi-platform software  Ocean Optics Inc., USA  

10 Optical Fibers  Ocean Optics Inc., USA  

11 pH meter รุ่น ORION 2 STAR  Thermo Scientific, USA  

12 SPECTRASUITE operating software  Ocean Optics Inc., USA  

13 
Temperature controller (TPS 1500w) PELTIER 
CRYOBATH SYSTEM  

Thermo Fisher science, 
USA  

14 Temperature controller in portable system  Local made, Thailand  

15 Transmission Electron Microscope (TEM) รุ่น JEM-2100 JEOL, Japan  

16 Ultrapure water system (Miili Q) Miilipore, USA 

17 Vortex Mixer  FINEPCR, Korea  

18 UV-VIS spectrophotometer (Evolution 600) Thermo Scientific, USA  
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3.3 วัสดุและอุปกรณ์ท่ีใช้ในงำนวิจัย 

ดังแสดงในตารางที่ 3.2 

ตำรำงท่ี 3.2 วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 

 

ล าดับ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

1 0.45 micron membrane filter   Pall Corporation, USA  

2 96 well ELISA plate  Nunc, Denmark  

3 
Auto pipette (10 µL, 20 µL, 200 µL, 
1000 µL) 

Gilson, Inc., USA 

4 Duran bottles  SCHOTT, Germany  

5 Microcentrifuge tube 1.5 ml, 2.0 ml  Axygen® Scientific, USA  

6 Pipette tip (10 µL, 200 µL ,1000 µL) Gilson, Inc., USA  

7 Plastic syringes 10 mL  NIPRO, Thailand  

8 Polystyrene cuvette (1cm-path length )   Sterilin, Barloworld Scientific Ltd, UK  

9 Quartz cuvette (1cm-path length )   Starna Scientific Ltd, UK  

10 Urine centrifuge tube 15 ml, 50  ml   Corning Incorporated, USA  

11 
Volumetric glassware 
(beaker, volumetric flask) 

 PYRAX, USA  

12 Volumetric pipette (1 mL, 5 mL, 10 mL)   HBG, Germany  
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3.4 สำรเคมีที่ใช้ในงำนวิจัย 

สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นชนิด analytical grade  ดังแสดงในตารางที่ 3.3 

ตำรำงท่ี 3.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย  

 

ล าดับ สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

1 Ampicillin Fluka, Buchs, Switzerland 

2 Bilirubin Fluka, Buchs, Switzerland 

3 Bovine serum albumin (A4503) Sigma Aldrich, USA 

4 
Branched polyethyleneimine 
(BPEI) (408727)  

Sigma Aldrich, USA 

5 
COOH/PAA 0.51 µm latex 
microspheres 

Bangs Laboratories Inc., Fishers,IN 

6 Creatinine (C4255) Sigma Aldrich, USA 

7 D-(+)-glucose (G5767) Sigma Aldrich, USA 

8 
Dipotassium hydrogen phosphate 
(K2HPO4) 

Merck, Germany 

9 Gamma globulin (G4386) Sigma Aldrich, USA 

10 Hemoglobin (H7379) Sigma Aldrich, USA 

11 Hydrochloric acid 37 %(HCl) Merck, Germany  

12 Human serum albumin (A1653) Sigma Aldrich, USA 

13 KCL (Potassium chloride)  Merck, Germany  

14 L-Ascorbic acid (vitamin C) POCH SA, Gilwice, Poland 

15 Microalbumin liquid controls  Randox Laboratories LTD, UK 
16 Microalbuminuria assay kit  BioSystems (Barcelona, Spain) 
 

17 
Polyethylene glycol 6000  
(PEG 6000)  

Fluka, Buchs, Switzerland 
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ล าดับ สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย บริษัทและประเทศที่ผลิต 

18 
Potassium dihydrogen phosphate 
(KH2PO4) 

Merck, Germany 

19 
Protein assay reagent  
(Comassie Brilliant Blue G-25 dye) 

Bio-Rad Laboratories, USA 

20 
Rabbit anti-human albumin 
antibody (A3293) 

Sigma Aldrich, USA 

21 Randox mALB kit and calibrator Randox Laboratories LTD, UK 

22 Sodium chloride (NaCl) Merck, Germany 

23 Sodium hydroxide Merck, Germany 

24 
Tris(hydroxymethyl 
aminomethane) 

USB, Cleveland OH, USA 

25 Tween-20  Fluka, Buchs, Switzerland  

26 Urea 
Amersham Biosciences, Uppsala, 
Sweden 

27 Uric acid (U2625) Sigma Aldrich, USA 

 

 

 

 

 

 

 

 



53 
 
3.5 วิธีด ำเนินกำรวิจัย 

3.5.1 กำรตรึง  Human serum albumin (HSA) บน carboxylated polystyrene 
beads 

ในงานวิจัยนี้ใช้ polystyrene beads ซึ่งเป็นโพลีเมอร์ชนิด P(S/15%AA) high acid 
content  มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.51 µm พื้นผิวของ beads เป็นหมู่ COOH (Carboxyl 
group) ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นประจุลบ มาท าการปรับปรุงผิวให้มีประจุบวกก่อนน าไปตรึงกับอัลบูมิน 
โดยงานวิจัยนี้ใช้  Branched polyethyleneimine (BPEI) ซึ่งเป็นโพลิเมอร์ประจุบวก (cationic 
polymer) วิธีการตรึง น าสารละลาย beads (4 mg) ปริมาตร 40 µL มาผสมกับ 0.005 mg/mL 
BPEI ที่ละลายใน 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4  ปริมาตร 360 µL  เป็นเวลา 1 
ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาน าไปป่ันที่ความเร็ว 9300 rpm เป็นเวลา 10 นาที จากนั้นดูด
ส่วนใสทิ้ง จะได้ beads suspension ที่มีประจุบวกบนพื้นผิว จากนั้นน าไปผสมกับ human serum 
albumin ที่มีความเข้มข้น 548 µg/mL (ละลายใน 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4) 
ปริมาตร 400 µL ผสมให้เป็นเนื้อเดียวกัน เป็นเวลา 1 ชั่วโมงที่อุณหภูมิห้อง จากนั้นน าไปป่ันที่
ความเร็ว 9300 rpm เป็นเวลา 10 นาที และแยกส่วนใสเก็บไว้เพื่อวัดปริมาณโปรตีนหลังตรึงอัลบู
มิน  ขั้นตอนที่กล่าวมานี้เป็นการตรึง human serum albumin ให้เกาะติดบนผิว beads เนื่องจาก 
human serum albumin มีค่า Isoelectric point (pI)  เท่ากับ 4.7 ดังนั้นเมื่อน ามาละลายใน 
buffer ที่มี pH 7.4 ซึ่งมีค่ามากกว่าค่า pI ก็จะท าให้มีประจุสุทธิเป็นประจุลบ (anion) จึงเกิดการ
ดึงดูดให้ human serum albumin เคลื่อนที่เข้าใกล้ผิว beads ที่มี BPEI เคลือบอยู่ และตรึงบนผิว
ของ beads จากนั้นจะท าการปิดทับ (blocking)  พื้นผิว  beads ที่อาจหลงเหลือจากการตรึง 
human serum albumin โดย blocking buffer คือ 10 mM  sodium phosphate buffer, pH 7.4 
ที่มีส่วนผสมของ 1% BSA และ 0.05% Tween-20  เติมลงใน immobilized beads suspension 
ปริมาตร  400 µL และผสมให้เป็นเนื้อเดียวกันต่ออีก 30 นาที จากนั้นน าสารละลาย beads ไปป่ัน
แยกส่วนใสทิ้ง แล้วเติม storage buffer ปริมาตร 400 µL  ซึ่งในงานวิจัยนี้คือ 10 mM  sodium 
phosphate buffer, pH 7.4 ที่มีส่วนผสมของ 1% BSA และ 0.05%Tween-20 ผสมให้เข้ากันอีก
ครั้ง แล้วเก็บเป็น stock beads solution ไว้ที่ 4°C จนกว่าจะใช้งาน ส่วนใสที่แยกไว้ในขั้นตอน
ก่อนตรึงและหลังตรึงโปรตีนบน beads น ามาหาปริมาณโปรตีน โดยวิธี Bradford protein assay 
(130)  เพื่อค านวณหาประสิทธิภาพของการตรึงโปรตีน (%yield) 

ก่อนน า immobilized beads ไปใช้งานในแต่ละครั้งต้องน า stock beads solution มาตั้ง
ไว้ที่อุณหภูมิห้องอย่างน้อย 15 นาทีและผสมกลับไปมาเบาๆ ให้เป็นเนื้อเดียวกัน หลังจากน้ันเจือ
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จาง beads ในอัตราส่วน 1:10 ด้วย 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.4  เพื่อใช้เป็น 
working beads solution โดยค่า OD 510 nm ของ working bead solution อยู่ประมาณ 0.8-0.9 
ส าหรับการตรึงแต่ละครั้ง เมื่อเริ่มต้นจากสารละลาย beads ที่มีความเข้มข้นเท่ากับ 100 mg/mL 
(10% solid beads)  และใช้ปริมาตร 40 µL (4 mg) จะสามารถเตรียม stock beads ได้ 400 µL 

เมื่อน ามาเตรียมเป็น working beads จะได้ปริมาตร 4000 µL ตรวจวัดได้ทั้งหมด 80 ครั้ง 
 

 3.5.2 วิธีกำรตรวจวัดปรมิำณโปรตีนก่อนและหลังตรึงโดยวิธี Bradford protein 
assay (130) 

Bradford protein assay เป็นวิธีการตรวจวัดปริมาณโปรตีนโดยใช้หลักการ dye-binding 
ในสภาวะความเป็นกรด Coomassie Brilliant Blue G-250 dye ในสภาวะที่ไม่ได้จับกับโปรตีน มี
การดูดกลืนแสงสูงสุดที่ความยาวคลื่น 465 nm แต่เมื่อสีจับกับโปรตีน ท าให้ความยาวคลื่นของ
การดูดกลืนแสงสูงสุดเพิ่มขึ้น เป็นท่ี 595 nm และค่าการดูดกลืนแสงจะสัมพันธ์กับความเข้มข้น
โปรตีนที่ ตรวจวัดได้ด้วย spectrophotometer หรือ microplate reader  

ในงานวิจัยนี้ใช้น้ ายา Bio-Rad Protein Assay ของบริษัท Biorad โดยเจือจาง bovine 
serum albumin standard .ให้มีความเข้มข้น 0, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0 mg/mL ด้วย 0.9% 
normal saline จากนั้นเตรียม working Bradford reagent โดยผสมน้ ายา Coomassie Brilliant 
Blue G-250 dye  ในอัตราส่วน 1 ต่อ deionized water 4 ส่วน จากนั้นเติม bovine serum 
albumin standard หรือ สารตัวอย่างลงใน microcentrifuge tube หลอดละ 10 µL เติม working 
Bradford reagent ลงไป 500 µL   ผสมให้เข้ากันดีด้วย Vortex mixer แล้ววางไว้ในที่มืดเป็นเวลา 
15 นาที ที่อุณหภูมิห้อง เมื่อครบเวลาน าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 595 nm โดยใช ้
96 well microplate แต่ละหลุมใช้ปริมาตร 200 µL อ่านการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง Microplate 
reader โดยแต่ละสิ่งตัวอย่างท าปฏิกิริยาจ านวน 2 หลุม (duplicates) สร้างกราฟมาตรฐาน
ระหว่างค่าการดูดกลืนแสงที่ 595 nm กับความเข้มข้นของ bovine serum albumin standard 
จากนั้นน าค่าการดูดกลืนแสงของสารตัวอย่างมาเทียบกับกราฟมาตรฐาน และค านวณหาปริมาณ
โปรตีนก่อนและหลังตรึง beads ต่อไป  
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 3.5.3 กำรทดสอบลักษณะทำงกำยภำพของ beads ก่อนตรึงและหลังตรึง human 
serum albumin โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่ำน (Transmission Electron 
Microscopy, TEM) 

เนื่องจาก beads ที่น ามาตรึงโปรตีนมีขนาดเล็กกว่า 1 ไมโครเมตร ในงานวิจัยนี้มีขนาด 
510 ไมโครเมตร ท าให้ไม่สามารถวิเคราะห์ลักษณะทางกายภาพของสารตัวอย่างได้อย่างชัดเจน 
โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบ Bright field ซึ่งใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปได้ เนื่องจากมีก าลังขยาย
เพียง 10-100 เท่า ดังนั้นเพื่อบ่งบอกรูปร่าง ขนาด ลักษณะความแตกต่างระหว่าง beads ก่อนตรงึ
และหลังตรึงโปรตีน จึงท าการทดสอบภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน หรือ 
Transmission Electron Microscopy (TEM) คุณสมบัติของกล้อง TEM คือสามารถถ่ายภาพวัตถุ
ที่มีขนาดเล็กมากในระดับนาโนเมตร โดยมีก าลังขยายสูงสุด 5 แสนถึง 1 ล้าน 5 แสนเท่า ท าให้
บอกถึงลักษณะรูปร่างและขนาดของวัตถุได้อย่างชัดเจน กล้อง TEM ถูกน ามาใช้วิเคราะห์งานด้าน
วิทยาศาสตร์กันอย่างกว้างขวาง เช่น งานวิจัยด้านมะเร็ง (131), ไวรัส (132), วัสดุศาสตร์และโพลิ
เมอร์ (133) และนาโนเทคโนโลยี  (134, 135) เป็นต้น 

หลักการของกล้อง TEM (136) คือ electron gun จะปล่อย electron  พร้อมกระแส
ไฟฟ้าแรงสูงเพื่อช่วยให้ electron  มีพลังงานสูงขึ้นพอที่จะทะลุผ่านตัวอย่าง แต่ก่อนที่ electron 
จะเคลื่อนที่มากระทบตัวอย่าง electron จะถูกยิงผ่านเลนส์จ านวน 2 ชุด ได้แก่ condenser lens 
และ objective lens  ท าให้เกิดการเลี้ยวเบนของ electron และจะปรากฎเป็นจุดตัดของ electron  
ซึ่งอยู่ด้านหลังของ objective lens  เรียกว่า back focal plane ซึ่งเป็นบริเวณที่ก าหนดชนิดของ
ภาพที่จะปรากฏบน fluorescence screen โดยขึ้นอยู่กับ objective aperture และภาพดังกล่าว
จะถูกขยายต่อโดย intermediate lens และ projector lens ภาพที่ปรากฏบริเวณสีด าเกิดจาก 
electron ที่เลี้ยวเบนแล้วถูกบังโดย aperture เนื่องจากบริเวณดังกล่าวมีค่า atomic number หรือ
ความหนาแน่นสูงกว่าบริเวณที่เป็นสีขาว ภาพที่ได้จากการวิเคราะห์จะถูกบันทึกเป็นไฟล์
อิเล็กทรอนิกส์โดย CCD cameras ความละเอียด 2K X 2K ส าหรับการวัดขนาดของวัตถุจะวัด
เทียบกับ scale bar ที่อยู่ด้านล่างของภาพ  
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ภำพท่ี 3.1 ลักษณะภายนอกของกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (Transmission 
Electron Microscopy, TEM) รุ่น JEM-2100 (200KV) ผลิตโดยบริษัท JEOL, Japan 

 
ก่อนน า beads  ไปทดสอบลักษณะทางกายภาพด้วยกล้อง TEM นั้นจะต้องมีการเตรียม 

beads โดยการอังไอ Osmium tetroxide (OsO4) โดยนักวิทยาศาสตร์ของศูนย์เครื่องมือวิจัย
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ประโยชน์ของ OsO4 ใช้ในขั้นตอนการ 
staining และ fixation  โดยจะท าปฏิกิริยากับชั้นของโปรตีน เพื่อรักษาโครงสร้างของตัวอย่างไม่ให้
ถูกท าลายและท าให้เห็นความแตกต่างของลักษณะทางกายภาพเมื่อส่องกล้องชัดเจนมากขึ้น วิธี
ท าโดยย่อดังนี้ การเตรียมตัวอย่างเพื่ออังไอ OsO4 ต้องท าในตู้ดูดควันด้วยความระมัดระวัง โดย
เตรียม OsO4ละลายน้ าให้มีความเข้มข้น 2-4% หยดลงบนส าลี แล้ววางด้านข้างใน petri dish ที่ม ี
formvar grid ที่ผ่านการหยดตัวอย่างแล้วอยู่ตรงกลางรีบปิดฝาครอบ petri dish วางตั้งไว้ในตู้ดูด
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ควัน 24 ชั่วโมงจนแห้งสนิท จากนั้นน า grid ที่ย้อมแล้วมาตรวจวิเคราะห์โดยกล้องจุลทรรศน์
อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่านต่อไป 

 
 3.5.4 วิธีกำรตรวจวัดปริมำณไมโครอัลบูมินในปัสสำวะโดยใช้หลักกำร PETINIA  
 

3.5.4.1 กำรตรวจด้วยเครื่อง Laboratory spectrophotometer 
            ในเบื้องต้น ระหว่างขั้นตอนการศึกษาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยา ได้ท าการ

ตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ โดยใช้เครื่อง Spectrophotometer (Evolution 600) บันทึก
อัตราการเกิดปฏิกิริยาโดยใช้โปรแกรม VISIONlite (rate) ซึ่งเป็น software ที่ผู้แทนจ าหน่ายติดต้ัง
มาพร้อมกับเครื่องมือ อุณหภูมิที่ใช้ในปฏิกิริยาควบคุมให้คงที่ ที่ 37 °C และติดตามอัตราการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 510 nm โดยใช้ assay buffer ต้ังค่าศูนย์ ช่วงเวลาในการตรวจวัด 2 
นาที 

ถ้าไม่กล่าวเป็นอย่างอื่น ขั้นตอนการตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปัสสาวะใน
งานวิจัยนี้เป็นดังนี้ เติมตัวอย่างปัสสาวะหรืออัลบูมินมาตรฐานปริมาตร 12 µL ผสมกับแอนติบอดี
ที่จ าเพาะต่ออัลบูมิน (polyclonal human albumin) ที่มีความเข้มข้น 13 µg (ในการทดลองนี้ใช้
ปริมาตร 50 µL) ลงไปใน cuvette ที่มี  assay buffer  (40 mM potassium phosphate buffer 
pH 7.4, 400 mM NaCl, 8%PEG) ปริมาตร  250 µL และเติมน้ ากลั่นเพื่อให้ปริมาตรครบ 450 µL 
ผสมให้เข้ากันเบาๆ ระวังอย่าให้มีฟอง แล้วอุ่นที่อุณหภูมิ 37 °C.  เป็นเวลา 2 นาที จากนั้นเติม 
working beads solution ปริมาตร 50 µL ผสมกลับไปมาเบาๆ อีกครั้ง จากนั้นน าไปอ่านการ
ดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นที่ 510 nm เป็นเวลา 2 นาที  (ดังแสดงในตารางที่ 3.4) ความสัมพันธ์ระหว่าง
อัตราการดูดกลืนแสง (dA/min) และ human serum albumin standards ความเข้มข้นต่างๆ (0, 
18.75, 37.5, 75, 150, 200 และ 300 mg/L) ส าหรับสร้างกราฟมาตรฐาน ส าหรับหาค่าความ
เข้มข้นของไมโครอัลบูมินในปัสสาวะจากสิ่งตัวอย่างต่อไป โดยแต่ละสิ่งตัวอย่างได้ท าการตรวจซ้ า
สองครั้ง (duplicates) และมีการควบคุมคุณภาพผลการตรวจวิเคราะห์โดยใช้ Control Urine  ท่ี
ทราบช่วงความเข้มข้นทั้งสองระดับท าการตรวจวัดควบคู่ไปด้วยเสมอ 
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ตำรำงท่ี 3.4 แสดงขั้นตอนการตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ 
 

Reagents and samples 
Volume 

   Final concentration  

Per reaction 500 µL) 
   Reagent buffer 
 

250 µL 
 

20 mM Potassium phosphate buffer, 
pH 7.4, 200 mM NaCl, 4% PEG 

Sample 
 (HSA std, urine sample, controls) 

12   µL 
  

Antibody (260 µg/mL)  50   µL           13 µg 

DW 138  µL   

Mixed well and incubated at 37 °C 2 min 

Working Beads solution  
(1 mg/mL) 

50 µL                   0.05 mg beads 

Mixed well and recorded at 510 nm for 2 min, at 37 °C 

Calculated the A/min 
  
 

3.5.5 กำรติดตั้งระบบกำรตรวจวัดปริมำณไมโครอัลบูมินในปัสสำวะเพื่อใช้ใน
ภำคสนำม 

ระบบการตรวจวัดไมโครอัลบูมินเพื่อใช้ในภาคสนามเป็นการย่อส่วนเครื่องมือตรวจวัดเชิง
แสงที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ เช่น spectrophotometer  เป็นเครื่อง miniature fiber optic 
spectrophotometer ซึ่งประกอบด้วยแหล่งก าเนิดแสง (light source) และส่วนที่ใช้ตรวจจับ
สัญญาณที่เกิดขึ้น (USB4000 spectrometer) ท าการประมวลผลโดยใช้โปรแกรม 
SpectroCU_V3 พัฒนาโดยคณะผู้วิจัย ปฏิกิริยาการตรวจวัดเกิดขึ้นใน cuvette ซึ่งวางใน cuvette 
holder  ที่ถูกเชื่อมต่อกับ light source และ spectrometer  บริเวณ cuvette holder  จะถูก
ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ตลอดการทดลองโดยเครื่องควบคุมอุณหภูมิที่พัฒนาขึ้นเองในกลุ่ม
คณะผู้วิจัย อุปกรณ์ทั้งหมดถูกจัดวางอย่างเป็นระบบในกล่องขนาดเล็กขนาด 22 x 25 x 9 cm ดัง
แสดงในภาพที่ 3.2 และ 3.3  ระบบดังกล่าวมีน้ าหนักทั้งสิ้น 2088 กรัม โดยได้ออกแบบให้มีพัดลม
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และช่องระบายความร้อนจากแหล่งก าเนิดแสงและหน้าต่างปิดแสงรบกวนในบริเวณที่ใช้ติดตาม
การเกิดปฏิกิริยาการดูดกลืนแสง  

 
ภำพที 3.2 แสดงองค์ประกอบภายในของระบบการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะเพื่อ
ใช้ในภาคสนาม  

 
 
ภำพที 3.3 แสดงลักษณะภายนอกและช่องส าหรับใส่ตัวอย่างของเครื่องตรวจวัดปริมาณไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะเพื่อใช้ในภาคสนาม  
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3.5.6 กำรติดตั้งระบบควบคุมอุณหภูมิ (Temperature controller)  
 เครื่องควบคุมอุณหภูมินี้เป็นเครื่องมือที่พัฒนาขึ้นเองโดยคณะผู้วิจัย และได้น าไปติดต้ัง
กับชุดของ fiber optic spectrometer ส าหรับควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ ที่ 37°C เครื่องมือ
ประกอบด้วย ตัวให้ความร้อนแบบแท่ง (cartridge heater), กล่องให้ความร้อนอลูมิเนียม 
(aluminium heating box) และตัววัดอุณหภูมิ (temperature sensor) ซึ่งควบคุมความร้อนโดย 
temperature controller ของบริษัท MISUMI โดยสามารถเลือกอุณหภูมิได้ตามต้องการและ

ควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ตลอดการทดลอง มีค่าผิดพลาดประมาณ  ±0.2 C   
 การติดต้ังส่วนประกอบส าหรับควบคุมอุณหภูมิ จะใช้แผ่นอลูมิเนียมเป็น heating box ซึ่ง
มีน้ าหนักเบาและไม่เป็นสนิม ประกอบกันให้มีช่องว่างตรงกลางขนาดพอดีกับ cuvette  และเจาะรู
ด้านข้างทั้งสองด้านเป็นช่องเพื่อเชื่อมต่อกับ light source และ detector ผิวด้านนอกของ cuvette 
และแผ่นอลูมิเนียมจะสัมผัสกัน ซึ่งความร้อนจะถูกส่งผ่านจาก cartridge heater ด้านล่างไปยัง 
cuvette ที่วางอยู่ด้านบน ท าให้อุณหภูมิคงที่ตลอดการทดลอง แล้วท าการติดต้ังตัววัดอุณหภูมิ 
(temperature sensor)  ให้อยู่ระหว่าง cartridge heater และ cuvette ซึ่งเป็นบริเวณที่
เกิดปฏิกิริยาท าให้ค่าอุณหภูมิที่วัดได้นั้นเป็นอุณหภูมิของวัตถุที่ต้องการให้ความร้อนโดยแท้จริง 
 
 

 
ภำพท่ี 3.4  ภาพมุมมอง a) ด้านบน b) ด้านข้าง ของเครื่องควบคุมอุณหภูมิที่ติดต้ังใน fiber 
optic spectrometer 

 a) ด้ำนบน b) ด้ำนข้ำง 
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ภำพท่ี 3.5 แสดงบริเวณ cuvette holder ที่มีการติดต้ังเครื่องควบคุมอุณหภูมิและเชื่อมต่อด้วย
สายใยแก้วน าแสง  

 
3.5.7 กำรหำสภำวะท่ีเหมำะสม (Optimization) ของน้ ำยำและวิธีกำรตรวจวัดระดับ

ไมโครอัลบูมินในปัสสำวะ 
 

  3.5.7.1 กำรทดสอบหำปริมำณ human serum albumin ที่เหมำะสมในกำร
ตรึง beads 

            การหาปริมาณโปรตีนที่ใช้ตรึงบน beads เป็นขั้นตอนส าคัญเพื่อใช้ในการ
เกิดปฏิกิริยาทาง immunoassay เพราะการเรียงตัวที่ดีของโปรตีนบน beads จะท าให้เพิ่มโอกาส
การจับกันระหว่าง antigen/antibody และลดการเกิด non-specific binding อีกด้วย โดยทั่วไป
นิยมเติมโปรตีนให้มากกว่า monolayer ประมาณ 3-10 เท่า ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์การใช้งานของ 
beads นั้นๆ เช่น ตรึง antigen หรือ antibody และ ใช้ในหลักการ agglutination หรือ 
immunoturbidity เป็นต้น (137) 

Beads ที่ใช้ในการวิจัยนี้มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.51 µm น้ าหนัก beads ที่ใช้
ในการตรึงเริ่มต้นคือ 4 mg  
 
โดยในงานวิจัยนี้ ได้ศึกษาถึงปริมาณของอัลบูมินส าหรับตรึงบนผิว beads ที่เคลือบด้วย BPEI 
แล้วตาม ความเข้มข้นต่างๆ กันดังนี้ 
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a).  ใช้  human serum albumin ความเข้มข้น 0.137 mg/mL 
b). ใช้  human serum albumin ความเข้มข้น 0.548 mg/mL 
c). ใช้  human serum albumin ความเข้มข้น 1.096 mg/mL 
จากนั้นน า beads/BPEI ที่เตรียมไว้มาตรึงด้วย human serum albumin ที่ความ

เข้มข้นต่างๆ กันดังข้างต้นตามขั้นตอนการตรึง beads จากนั้นน า immobilized beads มา
ทดสอบกับ human serum albumin standard ที่ความเข้มข้น 0, 75, 150 mg/L ตามวิธีที่
พัฒนาขึ้น แล้วเปรียบเทียบอัตราการเกิดปฏิกิริยาของ immobilized beads ทั้ง 3 แบบว่า 
beads/BPEI ที่ตรึงโปรตีนด้วยความเข้มข้นใดให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาดีที่สุดและให้ช่วงการตรวจ
วิเคราะห์ (linear range) กว้างที่สุด จึงเลือก beads ที่ตรึงโปรตีนด้วยความเข้มข้นนั้นมาทดสอบ
ในการทดลองขั้นต่อไป 

 
3.5.7.2 กำรทดสอบหำปริมำณ BPEI ที่เหมำะสมในกำรตรึง beads 
ปริมาณ BPEI ที่ใช้ ควรมีปริมาณเพียงพอส าหรับตรึงและจับกับประจุลบของ 

carboxylated beads เพื่อไม่ใช้มีประจุลบบน beads หลงเหลืออยู่ ซึ่งประจุลบท าให้เกิดการจับ
อย่างไม่จ าเพาะ (non-spectific binding) ได้ ดังนั้นจึงได้มีการศึกษาถึงปริมาณ BPEI ที่เหมาะสม
ในขั้นตอนการตรึง ทดสอบโดยโดยเจือจาง BPEI ให้มีความเข้มข้นต่างๆ กันได้แก่ 1, 0.5, 0.05, 
0.005, 0.001 mg/mL ผสมกับ beads จากนั้นน าทุกหลอด มาเติม human serum albumin 
ความเข้มข้น 0.548 mg/mL (เนื่องจากผลการทดลองเบื้องต้น หัวข้อ 3.5.7.1 การใช้อัลบูมินความ
เข้มข้น 0.548 mg/mL ให้ผลดีที่สุด) เมื่อน าอัลบูมินมาตรึงบนผิวของ BPEI สังเกตการเกาะกลุ่ม
ตกตะกอนของ beads reagents ภายในเวลา 1 ชั่วโมง   
 
  3.5.7.3 กำรทดสอบหำช่วงควำมยำวคล่ืนท่ีเหมำะสม 

 การตรวจวิเคราะห์สารต่างๆ โดยใช้เทคนิค light absorbance ต้องมีการ
ก าหนดค่าความยาวคลื่นของการตรวจวัดให้ถูกต้อง เนื่องจากความยาวคลื่นของการดูดกลืนแสง
ของสารต่างๆ ไม่เท่ากัน การทดสอบหาช่วงความยาวคลื่นที่เหมาะสมส าหรับติดตามปฏิกิริยา
immunoagglutination  ในงานวิจัยนี ้ท าโดยน า human serum albumin standard ความเข้มข้น 
37.5 mg/L  มาท าปฏิกิริยา PETINIA ตามวิธีที่พัฒนาขึ้น ตามหัวข้อที่ 3.5.4.1 ขณะเกิดปฏิกิริยา
ท าการ scan spectrum โดยใช้โปรแกรม VISIONlite (scan) โดยเลือกความยาวคลื่นต้ังแต่ 400-
700 nm  เพื่อดูว่าผลของปฏิกิริยาการตรวจวัดมีค่าการดูดกลืนแสงสูงสุดอยู่ในช่วงความยาวคลื่น
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ใด และการดูดกลืนแสงควรเพิ่มขึ้นตามเวลาที่ผ่านไป ความยาวคลื่นที่เหมาะสมควรมีความไว
เหมาะสม และมีสัญญาณรบกวนการเกิดปฏิกิริยาน้อยที่สุด จึงเลือกใช้ความยาวคลื่นในช่วงนั้นมา
ทดสอบการเกิดปฏิกิริยาในการทดลองขั้นต่อไป 

 
  3.5.7.4 กำรทดสอบหำระยะเวลำกำรเกิดปฏิกิริยำที่เหมำะสม 

เนื่องจากหลักการ PETINIA ในงานวิจัยนี้ มีพื้นฐานจากปฏิกิริยา competitive 
immunoassay และติดตามการเกิดปฏิกิริยาแบบ kinetic  ดังนั้นการหาช่วงเวลาที่เหมาะสมของ
ปฏิกิริยาในขั้นตอนแรกจึงมีความส าคัญ น าไปสู่การรายงานผลที่ถูกต้อง รวดเร็ว ท าการทดสอบ
โดยใช้ human serum albumin standard ความเข้มข้น 0, 37.5, 75 และ 150 mg/L ท าปฏิกิริยา
ตามขั้นตอนในหัวข้อ 3.5.4.1  โดยทิ้งระยะเวลาการ incubate สารระหว่าง human serum 
albumin standard กับแอนติบอดีในขั้นตอนแรกเป็นเวลา 0, 1, 2, 5, 10, 20 นาที ก่อนเติม 
immobilized beads ลงไปแย่งจับและบันทึกอัตราการดูดกลืนแสงเป็นระยะเวลา 2 นาทีหลัง
เกิดปฏิกิริยา และน าค่าที่ได้มาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างอัตราการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้น
ของ human serum albumin standard ช่วงเวลาที่เหมาะสมส าหรับติดตามปฏิกิริยา คือช่วงเวลา
ที่อัตราการดูดกลืนแสงของทุกความเข้มข้นมีความสัมพันธ์เป็นเส้นตรงและให้ช่วงกว้างของการ
ตรวจวัดมากที่สุด 

 
  3.5.7.5 กำรทดสอบชนิดและควำมแรงของเกลือ (ionic strength) ใน 
assay buffer เพื่อใช้ในวิธีที่พัฒนำขึ้น 

             การเกิดปฏิกิริยาทาง immunoassay ส่วนใหญ่มักเกิดในตัวกลางที่มีความเป็น
กรด-ด่างที่เหมาะสมคือมี pH อยู่ในช่วง 6-8 และมี ionic strength อยู่ในช่วง 150-170 mM ซึ่ง
เป็นสภาวะที่มีความใกล้เคียงกับสมดุลสารน้ าในร่างกายมนุษย์และท าให้เกิดปฏิกิริยาดีที่สุด ใน
ทดลองนี้จึงเปรียบเทียบ assay  buffer 2 ชนิดที่มีค่า pH เท่ากับ 7.4  ซึ่งเป็น pH ที่นิยมใช้ในการ
เตรียม buffer ทาง immunoassay มากที่สุดและช่วยรักษาความสมดุลของปฏิกิริยาได้ดี เนื่องจาก
มีค่าใกล้เคียงกับสารน้ าในร่างกายมากที่สุด (ในเลือดมี pH 7.3-7.4)  ในการทดลองนี้เลือกใช้ 20 
mM potassium phosphate buffer pH 7.4  และ 20 mM Tris/HCL buffer pH 7.4 โดยให้มี
ส่วนประกอบของ 6% PEG คงที่ และเติม NaCl ที่มีความเข้มข้นต่างๆ ต้ังแต่ 0, 50, 100, 150, 
200, 250 mM เป็นองค์ประกอบในบัฟเฟอร์ จากนั้นจึงท าการตรวจวัดปริมาณ human serum 
albumin standard ที่ความเข้มข้น 0 และ 75 mg/L เพื่อเปรียบเทียบอัตราการดูดกลืนแสงของ
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ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดย และศึกษาว่า buffer ชนิดใดและความเข้มข้นของ NaCl เท่าใด ให้ความไว
ของการตรวจวัดดีที่สุด โดยพิจารณาจากผลต่างของอัตราการดูดกลืนแสงระหว่างการมีหรือไม่
มีอัลบูมินในสิ่งตัวอย่าง จึงเลือกชนิด buffer และ ionic strength นั้นมาทดสอบในการทดลองขั้น
ต่อไป 

 
  3.5.7.6 กำรทดสอบหำปริมำณ polyethylene glycol (PEG) ที่เหมำะสมใน 
assay buffer เพื่อใช้ในวิธีที่พัฒนำขึ้น 
  การเติม PEG ปริมาณที่เหมาะสมใน assay buffer จะช่วยเพิ่มอัตราเร็วในการ
เกิดปฏิกิริยาเนื่องจากจะช่วยลดแรงผลักระหว่างโมเลกุลให้น้อยลงและคงสภาพการเกิดปฏิกิริยา
แบบ particle enhance immunoassay ให้คงที่และง่ายต่อการวัดปฏิกิริยามากขึ้น ในการทดลอง
นี้ได้ศึกษา PEG ที่มีความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0%, 2%, 4%, 6%, 8%, 10% และ12% และทดสอบ
กับ 20 mM potassium phosphate buffer pH 7.4 ที่มี 200 mM NaCl เป็นส่วนประกอบ เพียง
บัฟเฟอร์เดียว เนื่องจากจากผลการทดลองเบื้องต้นก่อนหน้านี้ บัฟเฟอร์ดังกล่าวมีความเหมาะสม
ที่สุด ความเข้มข้นของ PEG ที่เหมาะสม พิจารณาจากผลต่างของอัตราการดูดกลืนแสงระหว่าง
การเติม (75 mg/)หรือไม่เติมอัลบูมิน (0 mg/L)  
   

3.5.7.7 กำรทดสอบอุณหภูมิที่เหมำะสมในกำรเกิดปฏิกิริยำ 
           โดยทั่วไป อุณหภูมิที่เพิ่มขึ้นจะช่วยเร่งอัตราการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีให้เร็วขึ้น แต่

ถ้าเพิ่มอุณหภูมิมากเกินไปอาจท าลายโครงสร้างสารทางชีวภาพเช่นความสามารถในการจับกับ
แอนติเจนของแอนติบอดีได้ ดังนั้นการทดสอบเพื่อหาสภาวะอุณหภูมิที่เหมาะสมจะช่วยเพิ่ม
ประสิทธิภาพการเกิดปฏิกิริยาให้สมบูรณ์มากขึ้น การทดลองนี้จึงใช้เครื่องควบคุมอุณหภูมิตั้งค่า
อุณหภูมิการเกิดปฏิกิริยาท่ี 25°C, 30°C, 37°C, 40°C และ 42 °C  โดยในแต่ละการทดลองทีม่ี
การเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิจะรอให้อุณหภูมิคงที่เป็นเวลาอย่างน้อย 20 นาทีก่อนการตรวจวัด 
จากนั้นจึงท าการตรวจวัดอัตราการเกิดปฏิกิริยาของ human serum albumin standard ที่ความ
เข้มข้น 0 และ 75 mg/L กับทุกๆ อุณหภูมิ 
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3.5.7.8 กำรทดสอบหำควำมเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่เหมำะสม
ในกำรเกิดปฏิกิริยำ 
 ในหลักการ particle-enhanced turbidimetric inhibition immunoassay 

(PETINIA) อัลบูมินอิสระในปัสสาวะจะจับกับโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่เติมเข้าไป เกิดเป็น 
antigen/antibody complex ก่อน หลังจากนั้นจะถูกแย่งจับโดย albumin immobilized beads 
ดังนั้นควรมีการศึกษาถึงความเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่มีสัดส่วนเหมาะสมกับปริมาณ
แอนติเจนอิสระและแอนติเจนบนผิว beads เพื่อท าให้มีการเกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มอย่างสมบูรณ์
และไม่ท าให้เกิดการยับย้ังการเกิดปฏิกิริยา ในการทดลองนี้เลือกใช้ความเข้มข้นของโพลีโคลนัล
แอนติบอดี 6.5 µg/mL, 8.7 µg/mL, 13 µg/mL  และ 26 µg/mL ผสมกับ  human serum 
albumin standard ที่มีความเข้มข้น 0, 75 และ 150 mg/L ก่อนเติม albumin immobilized 
beads ลงไปแย่งจับโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่เหลือจากขั้นตอนแรก แล้วเปรียบเทียบอัตราการ
ดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นว่าความเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีเท่าใด ให้ความไวของ
ปฏิกิริยามากที่สุด  

 
3.5.8 กำรศึกษำคุณสมบัติของวิธีที่พัฒนำได้ (Characterization) 
 

  3.5.8.1 กำรทดสอบหำช่วงควำมเป็นเส้นตรง (Linearity range) 
             ทดสอบโดยการสร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ human 

serum albumin standard (mg/L) กับการเปลี่ยนแปลงของอัตราการดูดกลืนแสงต่อนาที 
(dA/min) ที่ความยาวคลื่น 510 nm เพื่อหาช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดไมโครอัลบู
มินตามวิธีที่พัฒนาขึ้น ในการทดลองนี้ใช้  human serum albumin standard ละลายใน 0.9% 
NSS ให้มีความเข้มข้นต่างๆ กัน ได้แก่ 0, 18.75, 37.5, 75, 150, 200 และ 300 mg/L และท าการ
ตรวจวัดอัตราการเกิดปฏิกิริยาดูดกลืนแสงซ้ ากัน 2 ครั้งทุกความเข้มข้น เมื่อสิ้นสุดการตรวจค่าที่
ได้ จะน าไปสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่า log ของความเข้มข้นของ human serum albumin 
standard  (แกน x) กับการเปลี่ยนแปลงของอัตราการดูดกลืนแสงต่อนาที (แกน y) 
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  3.5.8.2 กำรทดสอบหำค่ำ limit of detection (LOD) 

เป็นการทดสอบหาความเข้มข้นต่ าสุดที่วิธีวิเคราะห์สามารถวิเคราะห์ได้  วิธีที่มี 
limit of detection (LOD) ต่ าๆ จะสามารถตรวจวัดสารที่มีปริมาณน้อยๆ ได้ดีหรือมีความไวในการ
ตรวจวัดมาก (sensitivity) ในการทดลองใช้ 0.9% Normal saline แทนตัวอย่างที่ไม่มีอัลบูมิน
อิสระ  แล้วท าการตรวจวัดเป็นจ านวน 10 ครั้ง และหาค่าเฉลี่ย (mean) และ ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน (SD) ของอัตราการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืน 

ค่า LOD นิยามจากความเข้มข้นที่ค านวณจากกราฟมาตรฐาน โดยน าค่าสามเท่า
ของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการตรวจวัดการดูดกลืนแสงของ blank 10 ครั้ง ลบออกจากค่าการ
ดูดกลืนแสงของความเข้มข้นท่ี 0 mg/L (B0) และแทนค่าในสมการเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน   

 
  3.5.8.3 กำรทดสอบสำรรบกวนปฏิกิริยำ (Interferences) 

           เป็นการทดสอบสารหรือกลุ่มของสารบางชนิดว่ามีผลรบกวนในการตรวจวัดไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะโดยหลักการที่พัฒนาขึ้นหรือไม่ โดยน าสารที่อาจพบได้ในปัสสาวะ เช่น 
urea, creatinine, gamma globulin, hemoglobin, ampicilin, ascorbic acid และ glucose เป็น
ต้น  เติมลงในตัวอย่างปัสสาวะที่ทราบความเข้มข้นของอัลบูมิน 75 mg/L ท าการตรวจวัดและ
เปรียบเทียบค่าของอัลบูมินในปัสสาวะก่อนและหลังเติมสารรบกวนแต่ละตัว จากสูตร  

 
% Recovery = (Concentration recovered / Concentration added) x 100 
 
Concentration recovered คือ ปริมาณอัลบูมินที่ค านวณได้ในปัสสาวะหลังเติมสาร
รบกวน Concentration added คือ  ปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะที่ค านวณได้ก่อนเติมสาร
รบกวน 

  

  3.5.8.4 กำรทดสอบหำค่ำควำมเที่ยงตรงของกำรตรวจวัด (Precision and 
reproducibility) 

            ในการทดลองนี้ใช้ microalbumin liquid controls 2 levels (Randox 
Laboratories LTD, UK) ที่ทราบช่วงความเข้มข้น เป็นตัวแทนในการตรวจวัด โดยตรวจวัด
ระดับอัลบูมินทั้ง 2 levels ภายในวันเดียวกัน level ละ 20 ครั้ง (intra-assay) และตรวจวัด 
control ทั้ง 2 level ทุกวันต่อเนื่องกันเป็นเวลา 20 วัน (inter-assay) น าค่าความเข้มข้นของอัลบู
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มินที่ตรวจวัดได้จาก control ทั้งสองระดับ มาหาค่าเฉลี่ย (mean), ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
และสัมประสิทธิ์ของความแปรปรวน (coefficient of variation) 

 
  3.5.8.5 กำรทดสอบหำควำมคงตัวของ immobilized beads   

            เป็นการทดสอบประสิทธิภาพการเกาะกลุ่ม และความคงตัวของ immobilized 

beads ที่เก็บอยู่ใน storage buffer ที่อุณหภูมิ 4 C โดยทดสอบกับ human serum albumin 
standard ความเข้มข้น 0 และ 75 mg/L ทุกๆ 3-5 วันต่อเนื่องกันนับต้ังแต่วันแรก เป็นระยะเวลา
อย่างน้อย 6 เดือน โดยใช้ immobilized beads  ชุดเดียวกันแล้วศึกษาว่าเมื่อเวลาผ่านไป beads 
ดังกล่าวยังคงมีความสามารถในการเกิดปฏิกิริยา immunoagglutination หรือไม่ โดยดูจากค่าการ
เปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสงเมื่อทดสอบกับอัลบูมินทั้งสองความเข้มข้น 

 
 3.5.8.6 กำรทดสอบควำมแปรปรวน ของกำรเตรียม immobilized beads  
            เป็นการทดสอบประสิทธิภาพและความคงที่ของการตรึง beads ในแต่ละครั้งว่ามี

ความแปรปรวนมากน้อยเพียงใด (lot-to-lot variation) โดยน า beads ที่ตรึงได้ทดสอบการ
เกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มกับสารควบคุมมาตรฐานที่มีความเข้มข้นของอัลบูมิน 2 ระดับ 
(microalbumin liquid controls 2 levels, Randox Laboratories LTD ) หลังจากทดสอบความ
เป็นเส้นตรงของการเตรียม immobilized beads แล้ว น าค่าตรวจวิเคราะห์ที่ได้มาหาค่าเฉลี่ย 
(mean), ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) และสัมประสิทธิ์ของความแปรปรวน (coefficient of 
variation) 

  
  3.5.8.7  กำรทดลองตรวจวัดปริมำณไมโครอัลบูมินในปัสสำวะในผู้ป่วย
เบำหวำนเปรียบเทียบกับวิธีมำตรฐำน 
           ท าการตรวจวัดตัวอย่างปัสสาวะจากกลุ่มประชากรซึ่งเป็นผู้ป่วยโรคเบาหวาน
จ านวน 246 คน โดยเก็บปัสสาวะแบบสุ่มมาป่ันตกตะกอนที่ 1500 rpm เป็นเวลา 5 นาท ีจากนั้น
น าส่วนใส มาตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินด้วยน้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้น  แล้วน าผลที่ได้มา
เปรียบเทียบกับวิธีทั่วไปที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ที่ใช้หลักการ particle-enhanced 
turbidimetric immunoassay หรือ  immunoturbidimetry ผลการตรวจปริมาณไมโครอัลบูมินใน
ปัสสาวะของทั้งสองวิธีนี้จะถูกน ามาวิเคราะห์ด้วยสถิติ Bland and Altman plot (138), Passing-
bablok regression (139) และ Linear regression  
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กำรทดลองในระดับห้องปฏิบัติกำร 

1. ตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยน้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้นกับชุดน้ ายาที่
ใช้หลักการ particle-enhanced turbidimetric immunoassay (Biosystems S.A., Spain) โดยใช้
เครื่อง spectrophotometer (Evlution 600) ท าการตรวจวัดตัวอย่างปัสสาวะที่เหลือจาก
ห้องปฏิบัติการซึ่งเป็นผู้ป่วยโรคเบาหวาน จ านวน 68 คน ในขั้นตอนนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบ
ความใช้ได้ของน้ ายาท่ีเตรียมได้รวมถึงวิธีการตรวจวัดว่าให้ผลที่ถูกต้องหรือไม่ 
 2. ตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยน้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้น โดยตรวจวัด
ด้วยเครื่อง portable fiber optic spectrometer เปรียบเทียบผลการตรวจวัดกับชุดน้ ายาที่ใช้
หลักการ particle-enhanced turbidimetric immunoassay (Biosystems S.A., Spain) โดยใช้
เครื่อง spectrophotometer (Evolution 600) โดยใช้ตัวอย่างปัสสาวะที่เหลือจากห้องปฏิบัติการ
ซึ่งเป็นผู้ป่วยโรคเบาหวาน จ านวน 58 คน ในขั้นตอนนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบความใช้ได้ของ
เครื่องมือ portable fiber optic spectrometer ว่ามีความไวเพียงพอส าหรับการตรวจวัดไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยน้ ายาที่พัฒนาขึ้นหรือไม่  

 
กำรทดลองในระดับภำคสนำม 

ก่อนไปท าวิจัยระดับภาคสนาม ผู้วิจัยได้เตรียม beads และน้ ายาต่างๆ ที่ใช้ในการ
ตรวจวัดรายละเอียดตามข้อ 3.5.1 และ 3.5.2 โดยเตรียมก่อนน าไปใช้ตรวจหนึ่งวัน ในงานวิจัยนี้
ได้ทดลองน าเครื่อง portable fiber optic spectrometer และน้ ายาที่พัฒนาขึ้นไปตรวจวิเคราะห์
ปัสสาวะจากผู้ป่วยโรคเบาหวาน ณ โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต าบลเขาขลุงและโรงพยาบาล
ส่งเสริมสุขภาพต าบลท่าผา อ าเภอบ้านโป่ง จังหวัดราชบุรี และโรงพยาบาลสมเด็จพระสังฆราช
องค์ที่ 17 อ.สองพี่น้อง จังหวัดสุพรรณบุรี จ านวนทั้งสิ้น 120 คน (n = 120) เปรียบเทียบกับผลการ
ตรวจวิเคราะห์จากห้องปฏิบัติการภายนอกที่ได้มาตรฐานที่ใช้หลักการ immunoturbidimetry และ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Automate analyzer (COBAS INTEGRA® 800, Roche) หรือ BECKMAN 
COULTER AU400, Beckman Coulter) ตามล าดับ 
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บทที่ 4 
 

ผลกำรวิเครำะห์ข้อมูล 
 
ผลกำรวิเครำะห์ 
 
4.1 ผลกำรทดสอบประสิทธิภำพกำรตรึง Human serum albumin บน carboxylated 
polystyrene beads 
 เพื่อเป็นการประเมินประสิทธิภาพเบื้องต้นของการตรึง human serum albumin บน 
beads ด้วยเทคนิคใหม่ในงานวิจัยนี้ว่าสภาวะและวิธีการส าหรับการตรึงโปรตีนเหมาะสม เพื่อน า 
beads ที่ตรึงแล้วไปใช้งานในขั้นตอนต่อไป โดยเปรียบเทียบจากความเข้มข้นของโปรตีนใน
สารละลายก่อนและหลังการตรึง  โดยวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี Bradford protein assay โดย
กราฟมาตรฐานจากการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.1 ประสิทธิภาพการตรึงค านวนจากสมการ
ดังต่อไปนี้  
 
ประสิทธิภาพการตรึง (%) =       โปรตีนก่อนตรึง (mg/mL)  –  โปรตีนหลังตรึง (mg/mL)     x 100 
                                                                             โปรตีนก่อนตรึง (mg/mL) 
 

จากผลการทดลองพบว่า การตรึงอัลบูมินบน beads แต่ละครั้งต่างเวลากัน ได้ % yield 
มากกว่า 80% ทุกครั้ง และจากการตรึงจ านวน 6 ครั้ง % yield มีค่าเฉลี่ยเท่ากับ 94.7 % และมี 
%CV เท่ากับ 6.14  ดังแสดงในตารางที่ 4.1 แสดงให้เห็นว่าสภาวะและวิธีการตรึง human serum 
albumin ตามวิธีที่ได้มีการพัฒนาขึ้นมีความเหมาะสม 
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ตำรำงท่ี 4.1 แสดงประสิทธิภาพการตรึง human serum albumin บน beads จ านวน 6 ครั้ง 
 

ครั้งที่ 
Protein 

ก่อนตรึง (mg/mL) 
Protein 

หลังตรึง (mg/mL) 
 ประสิทธิภำพกำรตรึงโปรตีน  

(% yield)  

1   0.58 0.01 83.1 

2             0.58            0.03                    94.8 

3  0.59 0.02 96.6 

4  0.61 0.01 98.4 

5  0.59 0.01 98.3 

6  0.61 0.02 96.7 

Mean  0.59 0.02 94.7 

SD  0.014 0.008 5.81 

%CV 2.30 48.99 6.14 
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ภำพท่ี 4.1 กราฟมาตรฐานส าหรับการวิเคราะห์ปริมาณโปรตีน ด้วย วิธี Bradford (n=2) 
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4.2 ผลกำรทดสอบลักษณะทำงกำยภำพของ beads ก่อนตรึงและหลังตรึง human serum 
albumin โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่ำน (Transmission Electron 
Microscopy, TEM) 

ก่อนท าการทดสอบลักษณะทางกายภาพของ beads ก่อนตรึงและหลังตรึง human 
serum albumin โดยใช้กล้อง TEM นั้นต้องผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่างโดยการอังไอ 
Osmium tetroxide (OsO4) เพื่อรักษาโครงสร้างของชั้นโปรตีนที่เคลือบบนผิว beads และท าให้
เห็นความแตกต่างลักษณะทางกายภาพระหว่าง beads และชั้นของโปรตีนได้ชัดเจนขึ้น  ในการ
ทดลองนี้วัตถุที่ต้องการถ่ายภาพเป็น beads ที่มีความทึบแสง จึงเลือกการท างานของกล้องให้
ถ่ายภาพแบบ Bright-field image ก าลังขยาย 6000 เท่า ซึ่งหลักการท างานคือบริเวณที่ล าแสง
อิเลคตรอนส่องผ่านวัตถุที่มีความหนาแล้วถูกดูดซับอิเลคตรอนไว้มากจะมีค่า atomic number สูง
ภาพที่ปรากฏจะมีสีด า ส่วนบริเวณที่ไม่มีวัตถุหรือวัตถุมีความบางลงมาภาพที่ปรากฏจะมีสีขาว
หรือสว่างกว่า จึงท าให้เห็นความแตกต่างของวัตถุที่น ามาวิเคราะห์ได้ (136) 

ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.2A พบว่า beads ก่อนตรึง human serum albumin 
ปรากฏเป็นวัตถุรูปร่างกลม ขนาดประมาณ 0.5 ไมโครเมตร มีสีด า ตัดกับบริเวณพื้นหลังของภาพ
ซึ่งเป็นสีขาว  ส่วน beads ที่ผ่านการตรึง human serum albumin แล้วจะปรากฏเงาสีเทา
ล้อมรอบ beads อีกชั้นอย่างชัดเจน (ภาพที่ 4.2B) แสดงว่า human serum albumin ที่เคลือบอยู่
บนผิว beads เป็นชั้นบางๆ หลายชั้น ท าให้มีค่า atomic number มากกว่าพื้นหลังที่ไม่มีวัตถุใดๆ 
ที่ดูดซับอิเล็คตรอนไว้ได้  แต่มีค่า atomic number น้อยกว่า beads ซึ่งเป็นโพลีเมอร์มีลักษณะทึบ
แสงและมีส่วนประกอบของโมเลกุลเล็กๆ สานกันอย่างหนาแน่นจึงดูดซับอิเลคตรอนไว้ได้มากกว่า 
ท าให้สีของ human serum albumin ที่ปรากฏจางกว่าสีของ beads  
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ภำพที 4.2  แสดงภาพถ่ายแบบ Bright-field image ของ  beads ก่อนตรึง (A) และหลังตรึง (B) 
human serum albumin วิเคราะห์โดยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องผ่าน (Transmission 
Electron Microscopy, TEM)   
 
4.3 กำรหำสภำวะท่ีเหมำะสม (Optimization) ของน้ ำยำและวิธีกำรตรวจวัดระดับไม
โครอัลบูมินในปัสสำวะด้วยเครื่อง UV-VIS Spectrophotometer (evolution 600) 
 

 4.3.1 กำรทดสอบหำปริมำณ human serum albumin ที่เหมำะสมในกำร
ตรึง beads 
 การหาปริมาณที่เหมาะสมของโปรตีนเพื่อตรึงบน beads จะช่วยเพิ่มประสิทธิภาพในการ
เกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มและยืดอายุการใช้งาน beads ให้นานขึน้เนื่องจากปริมาณโปรตีนที่เกาะบน
ผิว beads หลายชั้นมากเกินไปจะเพิ่มโอกาสของการหลุดร่อนออกจากผิว beads ได้ง่ายกว่า
ปริมาณโปรตีนที่ตรึงอย่างเหมาะสมและมีการเรียงตัวที่ดี นอกจากน้ันโปรตีนที่หลุดร่อนออกมา
อาจเกิดการเกาะกลุ่มกันเองเมื่อเวลาผ่านไประยะหนึ่ง  เมื่อน า beads ที่ผ่านการตรึง human 
serum albumin ความเข้มข้นต่างๆ ได้แก่ 0.137, 0.548 และ 1.096 mg/mL  มาทดสอบการ
เกิดปฏิกิริยากับ human serum albumin standard ที่ความเข้มข้น 0, 75, 150 mg/L ตามวิธีที่
พัฒนาขึ้น (ภาพที่ 4.5) พบว่า beads ที่ตรึงด้วย HSA ที่มีความเข้มข้น 0.137 mg/mL  ให้อัตรา
การดูดกลืนแสงค่อนข้างต่ าและไม่ค่อยแตกต่างกันทั้ง 3 ความเข้มข้นของ standard แต่เมื่อเพิ่ม
ความเข้มข้นของ HSA ที่ตรึงบน beads เท่ากับ 0.548 mg/mL พบว่าอัตราการดูดกลืนแสงสูงขึ้น
และแตกต่างกันอย่างชัดเจนในทุกความเข้มข้นของ standard ซึ่งเมื่อเทียบกับ beads ที่ตรึง HSA 
ด้วยความเข้มข้น 1.096 mg/mL พบว่าอัตราการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นจากเดิมไม่มากนัก แต่ใช้

A B 
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ปริมาณ HSA มากกว่าเดิมถึง 2 เท่า เมื่อพิจารณาร่วมกันระหว่างปริมาณ HSA ที่ใช้ในการตรึงกับ
อัตราการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นของปฏิกิริยา พบว่า beads ที่ตรึงด้วย HSA ที่มีความเข้มข้น 0.548 
mg/mL มีความเหมาะสมที่สุดเนื่องจากให้อัตราการดูดกลืนแสงที่สูงต่างกันอย่างชัดเจนในทุก
ความเข้มข้นของ standard และใช้ปริมาณ HSA ในการตรึงไม่มากเกินไปจนอาจเกิดปฏิกิริยา
เกาะกลุ่มกันเองได้ ดังนั้นปริมาณ human serum albumin ที่ใช้ตรึงบน beads เพื่อใช้ในการวิจัย
นี้จึงเลือกความเข้มข้นเท่ากับ 0.548 mg/mL ตลอดการทดลอง 

 
 
ภำพท่ี 4.3 ผลของการตรึง human serum albumin ความเข้มข้นต่างๆ ต่ออัตราการเปลี่ยนแปลง
การดูดกลืนแสงในปฏิกิริยา PETINIA  เมื่อทดสอบกับ HSA 0 mg/L ();75 mg/L (); 150 
mg/L ( ).(n=2) 
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 4.3.2 กำรทดสอบหำปริมำณ BPEI ที่เหมำะสมในกำรตรึง beads 

เมื่อน า BPEI ที่เจือจางให้มีความเข้มข้นเท่ากับ 1, 0.5, 0.05, 0.005. 0.001 mg/mL ก่อน
น ามาตรึงบน beads ตามขั้นตอนการตรึงโปรตีน และสังเกตความเป็นเนื้อเดียวกันด้วยตาเปล่า
ของ reagent beads หลังการเติม human serum albumin ลงไปเป็นเวลา 1 ชั่วโมง ผลการ
ทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.6 พบว่าการเติม BPEI ความเข้มข้น 1, 0.5 และ 0.05 mg/mL ท าให้
เกิดการเกาะกลุ่มและตกตะกอนของ beads สามารถมองเห็นได้ด้วยตาเปล่า แต่เมื่อใช้ BPEI 
ความเข้มข้น 0.005 และ 0.001 mg/mL ไม่ท าให้ beads เกิดการเกาะกลุ่มและตกตะกอน แต่ 
BPEI ความเข้มข้น 0.001 mg/mL อาจมีปริมาณน้อยเกินไปไม่เพียงพอที่จะปกคลุมประจุลบของ 
carboxylated beads ได้ และท าให้เกิด non-specific adsorption ได้ ดังนั้นความเข้มข้นของ 
BPEI ที่เหมาะสมในการตรึงบน beads ในงานวิจัยนี้ คือ 0.005 mg/L และใช้สภาวะดังกล่าว
ตลอดการทดลอง 

 

 
ภำพท่ี 4.4 แสดงการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ BPEI ในขั้นตอนการตรึง beads 
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4.3.3 กำรทดสอบหำช่วงควำมยำวคลื่นท่ีเหมำะสม 
  น า human serum albumin standard ความเข้มข้น 37.5 mg/L มาท าปฏิกิริยากับน้ ายา
โดยวิธีที่พัฒนาขึ้น จากนั้นน าไป scan  สเปคตรัมโดยใช้โปรแกรม VISIONlite (scan) เลือกความ
ยาวคลื่นต้ังแต่ 450-600 nm และบันทึกค่าการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้นทุกๆ 30 วินาที เป็นเวลา 5 
นาที ดังภาพที่ 4.5 พบว่าสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา PETINIA มค่ีาลดลงเมื่อความ
ยาวคลื่นเพิ่มขึ้น แต่อัตราการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นสม่ าเสมอเท่าๆ กันในช่วง 2 นาทีแรก สอดคล้อง
กับผลการทดลองในภาพที่ 4.6 เมื่อน า human serum albumin standard ที่ความเข้มข้นต่างๆ 
มาท าปฏิกิริยาตามขั้นตอน PETINIA โดยติดตามการเกิดปฏิกิริยาท่ีความยาวคลื่น 470 nm, 490 
nm, 510 nm, 530 nm, 550 nm และ 570 nm  เป็นเวลา 2 นาที พบว่าอัตราการดูดกลืนแสงใน
ทุกๆความเข้มข้นของ standard มีค่าลดลง เมื่อเพิ่มความยาวคลื่น เมื่อพิจารณาถึงความ
เหมาะสมในด้านต่างๆ จึงเลือกความยาวคลื่น 510 nm ในการติดตามการเกิดปฏิกิริยาในการ
ทดลองขั้นต่อไปเนื่องจากให้ค่าดูดกลืนแสงเริ่มต้นอยู่ในช่วงที่เหมาะสมไม่มากหรือน้อยจนเกินไป 
(อยู่ในช่วง 0.9-1.0) และอัตราการดูดกลืนแสงมีค่าแตกต่างกันอย่างชัดเจนในแต่ละความเข้มข้น
ของ human serum albumin standard  
 

 
ภำพท่ี 4.5 แสดงสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา PETINIA ส าหรับการตรวจวัดระดับไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะ ต้ังแต่ความยาวคลื่น 450-600 nm 
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ภำพท่ี 4.6  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอัตราการดูดกลืนแสงของ human serum albumin 
standard ที่ความเข้มข้น 0 mg/L (); 18.75 ( ); 37.5 mg/L ( ); 75 mg/L ( ); 150 mg/L 
( ) กับความยาวคลื่นที่เปลี่ยนไป (n=2) 
 

4.3.4 กำรทดสอบหำระยะเวลำกำรเกิดปฏิกิริยำที่เหมำะสม 
ระยะเวลาในการ incubate สารในปฏิกิริยาขั้นตอนแรกที่เวลา 0, 1, 2 และ 5 นาที ก่อน

เติม immobilized beads ลงไปแย่งจับและติดตามการเกิดปฏิกิริยาเป็นเวลา 2 นาที (ภาพที่ 4.7) 
เมื่อน ามาสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างอัตราการดูดกลืนแสงกับความเข้มข้นของ human serum 
albumin standard พบว่ามีค่าความสัมพันธ์เชิงเส้นตรงใกล้เคียงกัน (0-150 mg/L) แต่เมื่อเพิ่ม
ระยะเวลาการ incubate สารในขั้นตอนแรกเป็น 10 และ 20 นาที พบว่าค่าความสัมพันธ์เชิง
เส้นตรงลดลงเป็น 0.912 และ 0.857 ตามล าดับ อาจเกิดจากระยะเวลาการ incubate ที่นาน
เกินไปท าให้ปฏิกิริยาในขั้นตอนแรกไม่สมดุลเพราะอัลบูมินในปัสสาวะจับกับแอนติบอดีจนหมด 
ไม่มีแอนติบอดีเหลือให้ immobilized beads เข้าไปแย่งจับ ท าให้มีความไวสูงในช่วงการตรวจ
วิเคราะห์อัลบูมินความเข้มข้นน้อยๆ ส่งผลให้ช่วงกว้างของการตรวจวัดแคบลง เมื่อพิจารณาความ
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เหมาะสมด้านต่างๆ แล้วจึงเลือกระยะเวลาการ incubate สารในปฏิกิริยาขั้นตอนแรก 2 นาทีและ
ติดตามการเกิดปฏิกิริยาหลังเติม immobilized beads อีก 2 นาทีเป็นเวลาที่เหมาะสมที่สุด 
เนื่องจากให้อัตราค่าการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นสม่ าเสมอและคงที่ โดยมีความชัน = 1.66x10-4 และมี
ค่า r2= 0.995  (ภาพที่ 4.8) และเวลาการตรวจวัดทั้งหมด 4 นาทีต่อหนึ่งตัวอย่าง นั้นไม่นานเกินไป 
เหมาะส าหรับการตรวจวัดสิ่งตัวอย่างจ านวนมาก  

 
 

ภำพท่ี 4.7 ผลของระยะเวลาการท าปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีกับอัลบูมินก่อนเริ่มปฏิกิริยา ต่อ
อัตราการเกิดปฏิกิริยา PETINIA เมื่อทดสอบกับ human serum albumin standard ที่ความ
เข้มข้นต่างๆ : 0 (), 1 (), 2 ( ), 5 (), 10 () และ  20 () นาที  (n=2) 

r2=0.983 

r2=0.990 
r2=0.986 
r2=0.999 

r2=0.912 

r2=0.857 
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ภำพท่ี 4.8 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาเมื่อเวลาผ่านไป (ภาพ
แทรก แสดงช่วงเวลาที่เกิดปฏิกิริยาเป็นเส้นตรง (r2= 0.995 ค่าความชัน = 1.66x10-4) 
 
 4.3.5 ผลกำรทดสอบชนิดและควำมแรงของเกลือ (Ionic strength) ใน assay 
buffer  
 ในทดลองได้ท าการเปรียบเทียบ assay  buffer 2 ชนิดที่มีค่า pH เดียวกันคือเท่ากับ 7.4   
ซึ่งเป็น pH ที่นิยมใช้ในการเตรียม buffer ทาง immunoassay มากที่สุดและช่วยรักษาความสมดุล
ของปฏิกิริยาได้ดีเนื่องจากมีค่าใกล้เคียงกับสารน้ าในร่างกายมากที่สุด การทดลองนี้เลือกใช้ 20 
mM potassium phosphate buffer pH 7.4 และ 20 mM Tris/HCl buffer pH 7.4 บัฟเฟอร์ทั้ง
สองชนิดเติม 6% PEG เป็นองค์ประกอบ และทดสอบกับเกลือ (NaCl) ความเข้มข้นต่างๆ    
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ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.9 พบว่าเมื่อใช้ assay buffer ชนิด 20 mM potassium 
phosphate buffer pH 7.4 (เส้นประ) เมื่อเติม NaCl เพิ่มขึ้นจนถึง 200 mM อัตราการดูดกลืนแสง
ของปฏิกิริยาเพิ่มขึ้น แต่เมื่อความเข้มข้นของ NaCl เป็น 250 mM ไม่มีผลต่ออัตราการ
เกิดปฏิกิริยาของ 0 mg/L HSA   

ส่วน assay buffer ชนิด 20 mM Tris/HCl buffer pH 7.4  (เส้นทึบ) เมื่อทดสอบกับ 
standard albumin ทั้ง 2 ความเข้มข้น พบว่าอัตราการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นเมื่อมีความเข้มข้นของ 
NaCl ประมาณ 0-50 mM  แต่เมื่อความเข้มข้นของ NaCl  100-150 mM พบว่าอัตราการดูดกลืน
แสงค่อยๆ คงที่ และเมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ NaCl  200-250 mM พบว่าอัตราการดูดกลืนแสง
ของ standard ทั้ง 2 ความเข้มข้นกลับเพิ่มขึ้นและลดลงไม่เป็นไปในแนวทางเดียวกันอย่างชัดเจน  

จากผลการทดลองดังกล่าว จะเห็นได้ว่าการใช้ assay buffer ชนิด 20 mM potassium 
phosphate buffer pH 7.4  ที่ 200 mM NaCl และ 6% PEGเป็นองค์ประกอบ มีความไวสูงสุด 
เมื่อท าการตรวจวิเคราะห์กับอัลบูมินความเข้มข้น 0 และ 75 mg/L ดังนั้นจึงใช้บัฟเฟอร์ชนิด
ดังกล่าวในการทดลองต่อไป 
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ภำพท่ี 4.9 ผลของการเติม NaCl  ใน assay buffer ต่ออัตราการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงใน
ปฏิกิริยา PETINIA  : 20 mM potassium phosphate buffer pH 7.4 + 6% PEG (เส้นประ) ; 20 
mM Tris/HCL buffer pH 7.4 + 6% PEG (เส้นทึบ) เมื่อทดสอบกับ 0 mg/L (, ) และ 75 
mg/L (, ) (n=2) 
 

4.3.6 ผลกำรทดสอบหำปริมำณ polyethylene glycol (PEG) ที่เหมำะสมใน assay 
buffer  

Assay buffer  ที่ใช้ในปฏิกิริยาด้าน immunoassay ส่วนใหญ่มักมีส่วนผสมของ PEG ใน
ปริมาณที่เหมาะสมลงไปด้วย เนื่องจากการเติม PEG ลงในน้ าหรือตัวกลางที่เป็นของเหลวจะช่วย
ลดแรงผลักระหว่างโมเลกุลให้น้อยลงจึงสามารถเพิ่มอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาได้  ในการ
ทดลองนี้จึงทดสอบผลของ PEG ความเข้มข้นต่างๆ ระหว่าง 0-12% ใน assay buffer ต่ออัตรา
การดูดกลืนแสงของปฏิกิริยา PETINIA จากผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.10 พบว่า assay 
buffer ที่ไม่มีการเติม มอัีตราการเปลี่ยนแปลงดูดกลืนแสงน้อยมากจนแทบไม่เกิดปฏิกิริยา แต่เมื่อ
เติม PEG ลงไปใน assay buffer ความเข้มข้นต้ังแต่ 2-4 % พบว่าอัตราการดูดกลืนแสงของ
ปฏิกิริยาเพิ่มสูงขึ้นอย่างชัดเจน เมื่อทดสอบกับอัลบูมินทั้งสองความเข้มข้น และเมื่อ PEG ปริมาณ
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มากกว่า 4% (PEG ต้ังแต่ 6-12 %)ท าให้อัตราการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาลดลง
อย่างเห็นได้ชัด ซึ่งอาจเกิดจากปริมาณ PEG ที่มากเกินไปจนท าให้ buffer มีความหนืดและ
ขัดขวางการเกิดปฏิกิริยาเมื่อผสมกับสารอ่ืนๆ  จะเห็นได้ว่า assay buffer ที่มี PEG 4% ท าให้
ความไวของปฏิริยา PETINIA สูงสุด สามารถวัดการเปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสงได้แตกต่าง
กันมากที่สุด เมื่อทดสอบกับการมีหรือไม่มีการแย่งจับกับอัลบูมินในปฏิกิริยา ดังนั้นบัฟเฟอร์ที่
เหมาะสมในงานวิจัยนี้คือ 20 mM potassium phosphate buffer pH 7.4 ที่มี NaCl  200 mM 
และ 4% เป็นองค์ประกอบ และใช้บัฟเฟอร์นี้ในการทดลองขั้นต่อไป 

 
 

ภำพท่ี 4.10 ผลของการเติม PEG ใน assay buffer ต่ออัตราการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงใน
ปฏิกิริยา PETINIA เมื่อทดสอบกับ HSA 0 mg/L () และ 75 mg/L () (n=2) 
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 4.3.7 ผลกำรทดสอบอุณหภูมิที่เหมำะสมในกำรเกิดปฏิกิริยำ 

อุณหภูมิเป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่ออัตราการเกิดปฏิกิริยาเคมี เพราะการเพิ่มอุณหภูมิท าให้
โมเลกุลของสารมีพลังงานสูงพอที่ชนกันแล้วท าให้เกิดปฏิกิริยาเร็วขึ้น จึงท าให้อัตราการ
เกิดปฏิกิริยาทางเคมีเพิ่มขึ้น แต่ถ้าเพิ่มอุณหภูมิมากเกินไปอาจท าลายโครงสร้างสารทางชีวภาพได้ 
การทดลองนี้จึงใช้เครื่องควบคุมอุณหภูมิตั้งค่าอุณหภูมิการเกิดปฏิกิริยาที่ 25°C, 30°C, 37°C, 
40°C  และ 42 °C  ซึ่งเป็นช่วงอุณหภูมิที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีทั่วไป จากผลการ
ทดลองพบว่าอัตราการเกิดปฏิกิริยา PETINIA ไม่ขึ้นอยู่กับอุณหภูมิช่วง 25°C- 37°C  แต่มีผล
เล็กน้อยเมื่อเพิ่มอุณหภูมิเป็น 40°C  และ 42 °C อย่างไรก็ตาม ความไวของปฏิกิริยาท่ีอุณหภูม ิ
40°C  และ 42 °C เมื่อทดสอบกับอัลบูมินความเข้มข้น 0 mg/Lและ 75 mg/L มีค่าใกล้เคียงกับ
การเกิดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 37°C  และเมื่อน ามาวิเคราะห์โดยใช้สถิติ paired t-test (P <0.05) 
พบว่าไม่แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญ ดังนั้นในงานวิจัยนี้  จึงเลือกควบคุมอุณหภูมิให้คงที่ ที่ 37°C 
ส าหรับปฏิกิริยา PETINIA   

 
 
ภำพท่ี 4.11 ผลของอุณหภูมิต่ออัตราการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงในปฏิกิริยา PETINIA เมื่อ
ทดสอบกับ HSA 0 mg/L () และ 75 mg/L () (n=2)  
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 4.3.8 ผลกำรทดสอบหำควำมเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่เหมำะสมในกำร
เกิดปฏิกิริยำ 

สัดส่วนที่เหมาะสมระหว่างความเข้มข้นของแอนติเจนและโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่ใช้ใน
หลักการ particle-enhanced turbidimetric inhibition immunoassay (PETINIA) เป็นปัจจัย
ส าคัญในการเกิดปฏิกิริยา เนื่องจากมีผลต่อความไวและช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจ
วิเคราะห์ โดยต้องทดสอบหาสภาวะที่แอนติเจนและแอนติบอดีเกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มอย่าง
สมบูรณ์และไม่ท าให้เกิดการยับยั้งการเกิดปฏิกิริยา ในการทดลองนี้เลือกทดสอบความเข้มข้นของ

โพลีโคลนัลแอนติบอดี 6.5 µg/mL, 8.7 µg/mL, 13 µg/mL และ 26 µg/mL โดยผสมกับ  human 
serum albumin standard ความเข้มข้น 0, 75 และ 150 mg/L ก่อนเติม immobilized beads ลง
ไปแย่งจับแอนติบอดีที่เหลือจากขั้นตอนแรก ผลการทดลองดังแสดงในภาพที่ 4.10 พบว่าอัตรา
การเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงเพิ่มขึ้นตามความเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่เติมลงไปใน

ปฏิกิริยา โดยความเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีเท่ากับ 13 µg/mL ให้ค่าความต่างของอัตรา
การดูดกลืนแสงดีที่สุดและลดลงอย่างชัดเจนเป็นสัดส่วนผกผันกับความเข้มข้นของ human 

serum albumin standard  ส่วนความเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีเท่ากับ 26 µg/mL ให้ค่า
อัตราการดูดกลืนแสงของ standard  ทั้ง 3 ความเข้มข้นสูงที่สุดแต่เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ 
albumin standard มากขึ้น กลับพบว่าอัตราการดูดกลืนแสงลดลงเพียงเล็กน้อย ไม่ค่อยเห็นความ
แตกต่างมากนัก อาจเกิดจากความเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีมากเกินพอ และจับกับ 
immobilized beads ได้เต็มที่แล้ว ท าให้เกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มสูงใกล้เคียงกันในทุกความเข้มข้น
ของ standard ดังนั้นในการทดลองจึงเลือกความเข้มข้นของโพลีโคลนัลแอนติบอดีต่ออัลบูมิน

เท่ากับ 13 µg/mL ซึ่งมีความเหมาะสมส าหรับตรวจวิเคราะห์ปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะโดยวิธี 
PETINIA ที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้ เนื่องจากได้กราฟมาตรฐานที่มีความไวสูง มีความเป็นเส้นตรง
ที่กว้างเหมาะสมและคลอบคลุมระยะไมโครอัลบูมินที่มีความส าคัญทางคลินิก 
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ภำพท่ี 4.12 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่เติมในปฏิกิริยา 
PETINIA ต่อความไวและช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัด  ความเข้มข้นของแอนติบดี 6.5 

µg/mL() ; 8.7 µg/mL  ();   13 µg/mL () และ 26  µg/ml () (n=2) 
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4.4 ผลกำรศึกษำคุณสมบัติของวิธีที่พัฒนำได้ (Characterization) 
 

4.4.1 ผลกำรทดสอบหำช่วงควำมเป็นเส้นตรง (Linearity range) 
 จากสภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยา PETINIA ส าหรับการตรวจวัดปริมาณไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยวิธีที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยนี้ อุณหภูมิ 37°C โดยใช้ 20 mM potassium 
phosphate buffer pH 7.4  ที่มี 4% PEGและ 200 mM NaCl เป็น assay buffer  ติดตามการ
เปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสง ที่ความยาวคลื่น 510 nm เป็นเวลา 2 นาที ผลการทดลองดังแสดงใน
ภาพที่ 4.13 พบว่าช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟที่สร้างแบบ semi-log scale อยู่ในช่วง 0-150 
mg/L (r2 = 0.996)  โดยมีสมการเส้นตรงเป็น x = (y-0.1052)/-0.0443 เมื่อเพิ่มความเข้มข้นของ 
human serum albumin standard เป็น 200 mg/L   พบว่าอัตราเปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสง
เริ่มคงที่และไม่ค่อยแตกต่างจากความเข้มข้นของอัลบูมินที่ 150 mg/L และที่อัลบูมินเข้มข้น 300 
mg/L อัตราการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนน้อยมากจนแทบไม่เห็นการเปลี่ยนแปลง ซึ่งสามารถ
อธิบายได้ว่าอาจเกิดจากปริมาณอัลบูมินที่เติมเข้าไป มีปริมาณมากเกินพอท าให้จับกับโพลี
โคลนอลแอนติบอดีที่มีปริมาณจ ากัดจนหมด เมื่อเติม immobilized beads ลงไปเพื่อแย่งจับกับ
แอนติบอดีจึงไม่เกิดการสานกันเป็นร่างแห ดังนั้นด้วยวิธีที่พัฒนาได้ในงานวิจัยนี้ ช่วงความเป็น
เส้นตรงของการตรวจวัดคืออัลบูมินความเข้มข้น 0-150 mg/L ซึ่งช่วงความเป็นเส้นตรงในการ
ตรวจวัดอัลบูมินโดยวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้คลอบคลุมการวินิจฉัยในคนปกติและผู้ที่มีภาวะไมโครอัลบู
มินในปัสสาวะโดยไม่ต้องเจือจางสิ่งส่งตรวจ และมีความกว้างของช่วงการตรวจวัดใกล้เคียงกับ
หลักการทั่วไปในห้องปฏิบัติการ เช่น  immunoturbidimetry (79, 140) และ particle enhanced 
immunoassay (28, 95)  ซึ่งอยู่ในช่วง 2-260 mg/L  
 
 



87 
 

 
 
ภำพท่ี 4.13 กราฟมาตรฐานส าหรับการตรวจวิเคราะห์ปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วย
น้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้น ภาพแทรก แสดงช่วงความเป็นเส้นตรง 0-150 mg/L (r2 = 0.996)  (n=2) 

 
4.4.2 ผลกำรทดสอบหำค่ำ limit of detection (LOD) 
ค่า LOD จากการทดลองนี้ นิยามมาจากความเข้มข้นที่ค านวณจากกราฟมาตรฐาน โดยน า

ค่าสามเท่าของค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานจากการตรวจวัดการดูดกลืนแสงของ blank 10 ครั้ง ลบออก
จากค่าการดูดกลืนแสงของความเข้มข้นท่ี 0 mg/L (B0) และแทนค่าในสมการเส้นตรง  ผลการ
ค านวณดังแสดงในตารางที่ 4.2 โดยการตรวจวัดปริมาณ MAU ด้วยหลักการ PETINIA ใน
งานวิจัยนี้มีค่า LOD เท่ากับ 7.14 mg/L ซึ่งมีความไวเพียงพอส าหรับการตรวจวัดอัลบูมินใน
ปัสสาวะของคนปกติและผู้ป่วยที่มีภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะแล้ว 
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ตำรำงท่ี 4.2 แสดงผลการวิเคราะห์หาค่า limit of detection  ของการตรวจวัดไมโครอัลบูมิน 
 

ค่าทางสถิติ ผลการทดสอบการตรวจวัดไมโครอัลบูมิน 
B0(mean) 0.059941 
SD blank 0.0016584 

3SD blank 0.004975 

B0 – 3SD 0.054966 หรือ ~ 0.055 
สมการ 

y =ax+b 
0.055 = -0.041x+0.090 

Limit of detection (x) 0.854 
Limit of detection (mg/L) 

 
Log (x) = 0.854 
X = 7.14 mg/L 

 
 
4.4.3 ผลกำรทดสอบสำรรบกวนปฏิกิริยำ (Interference) 
เป็นการทดสอบสารหรือกลุ่มของสารบางชนิดที่มีผลรบกวนต่อวิธีการตรวจไมโครอัลบูมิน

ในปัสสาวะ โดยน าสารที่อาจพบได้ในปัสสาวะ เช่น urea, creatinine, gamma globulin, 
hemoglobin, ampicilin, ascorbic acid และ glucose เป็นต้น  โดยค่า % Recovery ในช่วง 95-
105 % เป็นค่าที่ยอมรับได้ว่าสารที่น ามาทดสอบไม่รบกวนการตรวจวัดอย่างมีนัยส าคัญ ผลการ
ตรวจวิเคราะห์สารรบกวนดังแสดงในตารางที่ 4.3 พบว่า 500 mg/L uric acid และ 5000 mg/L 
KCL รบกวนการตรวจวัดไมโครอัลบูมินเพียงเล็กน้อย โดยมี % Recovery เท่ากับ 105.8 % ส่วน
สารที่น ามาทดสอบตัวอ่ืนๆ ได้แก่ 5000 mg/L urea, 1000 mg/L creatinine, 1000 mg/L 
gamma globulin, 50 mg/L hemoglobin, 10 mg/L ampicilin, 150 mg/L ascorbic acid,  
10000 mg/L glucose และ 6.25 mg/L bilirubin ไม่รบกวนการตรวจวัดอย่างมีนัยส าคัญโดยมี   
% Recovery อยูใ่นช่วง 95-102.6 %  
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ตำรำงที่ 4.3 แสดงผลการทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยาตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ
ด้วยน้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้น 
 

 
 
4.4.4  ผลกำรทดสอบหำค่ำควำมเที่ยงตรงของกำรตรวจวัด (Precision and 

reproducibility) 
 ผลการทดลองดังแสดงในตารางที่ 4.4 พบว่า %CV ของการวิเคราะห์แบบ intra-assay 
คือ 7.2% และ 2.2% ที่ความเข้มข้นของ microalbumin liquid controls  เท่ากับ 38.3 และ 153.4 
mg/L ตามล าดับ ส่วน %CV ของการวิเคราะห์แบบ inter-assay คือ 9.5% และ 3.1% ที่ความ
เข้มข้นของ microalbumin liquid controls  เท่ากับ 30.4 และ 132.9 mg/L ตามล าดับ 

 
 

สำรที่ทดสอบ ควำมเข้มข้นของสำรรบกวน (mg/L) %Recovery 

Urea 5000 99.1 

Creatinine 1000 102.6 

Uric acid 500 105.8 

NaCl 1000 100.5 

KCL 5000 105.8 

Ascorbic acid 150 100.3 

Glucose 10000 100.0 

Gamma globulin 1000 95.0 

Hemoglobin 50 100.8 

Bilirubin 6.25 102.0 

Ampicillin 10 97.1 
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ตำรำงท่ี 4.4  แสดงผลการทดสอบทดสอบหาค่าความเที่ยงตรงของการตรวจวัดปริมาณไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยน้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้น 
 

Assay type n Mean  ± SD (mg/L) %CV 

Intra-assay 
20 
20 

38.3 ± 2.8 
153.4 ± 3.3 

7.2 
2.2 

Inter-assay 
20 
20 

30.4 ±  2.9 
132.9 ± 4.2 

9.5 
3.1 

 
 

4.4.5 ผลกำรทดสอบหำควำมคงตัวของ  immobilized beads  
Immobillized beads ที่พัฒนาขึ้นควรมีประสิทธิภาพในการเกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มและมี

ความคงตัวตามระยะเวลาที่เหมาะสม โดยทั่วไปควรมีความคงตัวไม่น้อยกว่า 4 เดือน (104) 
Immobillized beads ที่ยังไม่ใช้งานต้องเก็บรักษาไว้ที่อุณหภูมิ 2-8°C เพื่อป้องกันโปรตีนที่ตรึงบน
ผิว beads ถูกท าลาย และช่วยยืดอายุการใช้งานของ beads นานขึ้น ในการทดลองนี้ใช้ 
immobilized beads ชุดเดียวกันตลอดการทดลอง การทดสอบความคงตัวของ beads จะ
เปรียบเทียบจากอัตราการเปลี่ยนแปลงการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นเมื่อทดสอบกับอัลบู
มินมาตรฐานความเข้มข้น 0 และ 75 mg/l และบันทึกค่า A/min ของการตรวจวัดแต่ละครั้ง
ต่อเนื่องกันเป็นระยะเวลาอย่างน้อย 6 เดือน จากกราฟพบว่าในช่วงแรกของการเก็บ beads เมื่อ
น ามาวัดอัลบูมินด้วยปฏิกิริยา PETINIA ได้ค่า A/min ที่ค่อนข้างคงที่และไม่แตกต่างกันมาก
นัก เมื่อระยะเวลาผ่านไปประมาณ 4 เดือน อัตราการดูดกลืนแสงของปฏิกิริยามีการเปลี่ยนแปลง
บ้างเล็กน้อย อย่างไรก็ตามเมื่อเก็บ immobilized beads ไว้เป็นเวลาประมาณ 6 เดือน ยังมีความ
ไวของการตรวจวัดที่ไม่แตกต่างจากเดิม ส าหรับการตรวจวัดอัลบูมินความเข้มข้น 0 mg/L มี
ค่าเฉลี่ยของการดูดกลืนแสง 0.0717, SD=0.0011, %CV= 1.51 ส่วนการตรวจวัดอัลบูมินความ
เข้มข้น 75 mg/L มีค่าเฉลี่ยของการดูดกลืนแสง 0.0285,  SD= 0.00035, %CV=1.26 
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ภำพท่ี 4.14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างอายุการใช้งานของ immobilized beads (วัน) และ
อัตราการดูดกลืนแสงในปฏิกิริยา PETINIA เมื่อทดสอบกับอัลบูมินความเข้มข้น 0 mg/L () 
และ 75  mg/L () (n=2) 
 

4.4.6 ผลกำรทดสอบควำมแปรปรวน ของกำรเตรียม immobilized beads 
 การตรึงโปรตีนบน beads ต้องผ่านกระบวนการหลายขั้นตอนท าให้การเตรียม 

immobilized beads ในแต่ละครั้งอาจมีความแตกต่างกันทางคุณสมบัติในการเกิดปฏิกิริยา ดังนั้น
การทดสอบประสิทธิภาพและความคงที่ของการตรึง beads จึงมีความส าคัญเพื่อเป็นแนวทางใน
การควบคุมคุณภาพของ immobilized beads ให้ได้มาตรฐานใกล้เคียงกันที่สุดในแต่ละครั้งก่อน
น าไปใช้งาน ผลการทดลองพบว่า หลังการเตรียม immobilized beads แต่ละครั้งเมื่อน าไป
ทดสอบตรวจวัดอัลบูมินจาก microalbumin liquid controls ทั้ง 2 levels โดยได้ท าการทดสอบ
จากการเตรียม beads จ านวน 6 ครั้ง พบว่าการตรึงอัลบูมินบน beads โดยวิธีในงานวิจัยครั้งนี้ 
สามารถตรวจวัด microalbumin control อยู่ในช่วงที่ก าหนดทั้ง 2 ระดับทุกครั้ง และมีค่าเฉลี่ย
เท่ากับ 35.14 mg/L และ 146.12 mg/L ท่ี level I และ level 2 ตามล าดับ  ส่วนค่า %CV เท่ากับ 
8.24 และ 8.86 mg/L ท่ี level I และ level 2 ตามล าดับ   
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ตำรำงท่ี 4.5 ผลการทดสอบความแปรปรวน ของ immobilized beads จ านวน 6 ครั้ง 
 

ครั้งที่ตรึง
โปรตีนบน 

beads 

ผลกำรตรวจวัดอัลบูมินจำก Control sample (mg/L) 
Level I (769MA) 

Mean = 33.1mg/L  
(26.5-39.7 mg/L) 

Level II (770MA) 
Mean = 154.1mg/L  
(123.3-184.9 mg/L) 

1 29.93 158.45 

2 37.39 136.36 

3 33.59 131.41 

4 37.25 137.24 

5 36.26 162.8 

6 36.41 150.46 

Mean 35.14 146.12 

SD 2.89 12.96 

%CV 8.24 8.86 
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4.5 ผลกำรทดลองตรวจวัดปริมำณไมโครอัลบูมินในผู้ป่วยเบำหวำนเปรียบเทียบกับวิธีที่
ใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติกำร 
 

4.5.1 กำรทดลองในระดับห้องปฏิบัติกำร 
  4.5.1.1 ตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินด้วยน้้ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้นกับชุดน้้ายา
ที่ใช้หลักการ particle-enhanced turbidimetric immunoassay โดยใช้เครื่อง laboratory 
spectrophotometer     

 ในขั้นตอนนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบความใช้ได้ของน้ ายาที่เตรียมได้รวมถึง
วิธีการตรวจวัดว่าให้ผลที่ถูกต้องหรือไม่ ท าการตรวจวัดตัวอย่างปัสสาวะจากกลุ่มประชากรซึ่งเป็น
ผู้ป่วยโรคเบาหวานจ านวน 68 คน โดยใช้ปัสสาวะท่ีเก็บแบบสุ่มมาปั่นตกตะกอนที่ 1500 rpm เป็น
เวลา 5 นาที จากนั้นน าส่วนใส มาตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินด้วยน้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้น 
เปรียบเทียบกับการตรวจวัดที่ใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการ (conventional method) ซึ่งใช้หลักการ 
particle-enhanced turbidimetric immunoassay (BioSystems, Barcelona, Spain) โดยเครื่อง 
spectrophotometer (Evolution 600)  ผลการตรวจปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะของทั้งสอง
วิธี เมื่อน ามาวิเคราะห์โดยใช้สถิติ Bland and Altman plot พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้น ไม่มี bias ของ
การตรวจวัดอย่างมีนัยส าคัญ เนื่องจากผลต่างระหว่างวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ
ทั่วไปยังอยูใ่นช่วง ±1.96 SD (ภาพที่ 4.15A) นอกจากนั้นการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของทั้ง
สองวิธี ยังได้มีการใช้สถิติ Passing-bablok regression  (ภาพที ่4.15B) พบว่าสมการ Passing-
bablok regression  คือ y = 0.985x – 0.494 (y = ax + b)  และที่ช่วงค่าความเชื่อมั่น 95% ค่า
ความชัน (slope) ใช้ส าหรับทดสอบสมมุติฐานก็ต่อเมื่อช่วงความเชื่อมั่นส าหรับ a มีค่า 1 อยู่ด้วย 
ผลจากกราฟพบว่าค่าความชันเท่ากับ 0.985 อยู่ในช่วง 0.965 ถึง 1.005  ซึ่งมีค่า 1 อยู่ในช่วง
ดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าสามารถยอมรับค่าความชันของสมการที่มีค่าไม่ต่างจาก 1 อย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ และค่าจุดตัดแกน y ซึ่งใช้ทดสอบสมมุติฐานว่า b = 0  ซึ่งจะยอมรับสมมุติฐาน
ถ้าช่วงความเชื่อมั่นส าหรับจุดตัดนั้นมีค่า 0 อยู่ด้วยในการทดลอง ค่าจุดตัดแกน y มีค่าเท่ากับ -
0.494 อยู่ในช่วง - 1.362 ถึง 0.549 ซึ่งมีค่า 0 อยู่ในช่วงดังกล่าว ดังนั้นสรุปได้ว่าค่าจุดตัดแกน y 
จากสมการข้างต้น มีค่าไม่ต่าง 0 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ   
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ภำพท่ี 4.15 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในระบบ batch ด้วยเครื่อง 
spectrophotometer โดยใช้สถิติ Bland and Altman plot (A) และ Passing-bablok regression  
(B) 

Intercept =  - 0.494 
95% Cl  =  - 1.362 to 0.549 
Slope = 0.985         
95% Cl  =  0.965 to 1.005 

 

 

A 

B 
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  4.5.1.2 ตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินด้วยน้้ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้นโดยใช้เครื่อง 
portable spectrometer กับชุดน้้ายาที่ใช้หลักการ particle-enhanced turbidimetric 
immunoassay โดยใช้เครื่อง laboratory spectrophotometer 

ในขั้นตอนนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบความใช้ได้ของเครื่องมือ portable fiber 
optic spectrometer ว่ามีความไวเพียงพอส าหรับการตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยน้ ายา
ที่พัฒนาขึ้นหรือไม่  

เมื่อหาสภาวะที่เหมาะสมและทดสอบคุณสมบัติในระบบ batch โดยเครื่อง
spectrophotometer แล้ว จึงน าสภาวะที่เหมาะสมนั้นมาทดสอบต่อระบบที่ใช้ในภาคสนาม 
(portable-spectrometer)  และทดลองหาช่วงความเป็นเส้นตรงซ้ าเพื่อเปรียบเทียบค่าความเป็น
เส้นตรงและความชันของกราฟมาตรฐานระหว่างเครื่องมือทั้งสองชนิด ผลแสดงดังภาพท่ี 4.16 
จากการทดลองพบว่ากราฟมาตรฐานระหว่างความเข้มข้นของ human serum albumin standard 
และอัตราการดูดกลืนแสงมีค่าใกล้เคียงกับกราฟมาตรฐานในระบบ batch โดยให้ค่าความเป็น
เส้นตรงเท่ากันที่ 0-150 mg/L (r2 = 0.995) มีค่าความชันเท่ากับ -0.0471 ใกล้เคียงกับระบบ 
batch ที่มีค่าความชันเท่ากับ -0.0443  ถือได้ว่าไม่มีความแตกต่างด้านคุณสมบัติของการตรวจ
วิเคราะห์ระหว่างเครื่องมือทั้งสองชนิด จากนั้นจึงท าการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ
ในผู้ป่วยเบาหวานจากโรงพยาบาลราชวิถีจ านวน 58 ราย เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานทั่วไปที่ใช้
ในห้องปฏิบัติการตามขั้นตอนเดียวกับระบบ batch  เมื่อน ามาวิเคราะห์โดยใช้สถิติ Bland and 
Altman plot พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้น ไม่มี bias ของการตรวจวัดอย่างมีนัยส าคัญ เนื่องจากผลต่าง
ระหว่างวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการท่ัวไปยังอยู่ในช่วง ±1.96 SD (ภาพที่ 4.17A) 
นอกจากนั้นยังได้มีการใช้สถิติ Passing-bablok regression  (ภาพที่ 4.17B) พบว่าสมการ 
Passing-bablok regression  คือ y =1.014x + 1.369 (y = ax + b)  และที่ช่วงค่าความเชื่อมั่น 
95% จากกราฟพบว่าค่าความชันเท่ากับ 0.985 อยู่ในช่วง 0.965 ถึง 1.005  แสดงให้เห็นว่า
สามารถยอมรับค่าความชันของสมการที่มีค่าไม่ต่างจาก 1 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และ ค่า
จุดตัดแกน y มีค่าเท่ากับ 1.369 อยู่ในช่วง 0.577 ถึง 2.107  
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ภำพท่ี 4.16 กราฟมาตรฐานส าหรับการตรวจวิเคราะห์ปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วย
เครื่องมือที่ใช้ในภาคสนาม (portable-spectrometer)  มีช่วงความเป็นเส้นตรง 0-150 mg/L (r2 = 
0.995)   
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ภำพท่ี 4.17 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินด้วยเครื่องมือที่ใช้ใน
ภาคสนาม (portable-spectrometer)  โดยใช้สถิติ Bland and Altman plot (A) และ Passing-
bablok regression  (B) 
  
 
 

Intercept =  1.369 
95% Cl  =  0.577 to 2.107 
Slope = 1.014 
95% Cl  =  0.998 to 1.026 

 

A 

B 
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4.5.2 กำรทดลองในระดับภำคสนำม 
น าเครื่อง portable spectrometer และน้ ายาที่พัฒนาขึ้นไปตรวจวิเคราะห์ปัสสาวะจาก

ผู้ป่วยโรคเบาหวาน ณ โรงพยาบาลส่งเสริมสุขภาพต าบลเขาขลุงและท่าผา อ าเภอบ้านโป่งจังหวัด
ราชบุรี และโรงพยาบาลสมเด็จพระสังฆราชองค์ที่ 17 จังหวัดสุพรรณบุรี จ านวน 120 คน 
เปรียบเทียบกับผลการตรวจวิเคราะห์จากห้องปฏิบัติการภายนอกที่ใช้หลักการ  
immunoturbidimetry ผลการตรวจทั้ง 2 วิธี เมื่อน ามาวิเคราะห์โดยใช้สถิติ Bland and Altman 
plot พบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นมี bias ของการตรวจวัดเพียงเล็กน้อย เนื่องจากส่วนใหญ่ผลต่างระหว่าง
วิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการท่ัวไปยังอยู่ในช่วง ±1.96 SD ในจ านวนสิ่งตัวอย่าง 120 
รายท่ีตรวจวัด มีจ านวน 4 รายท่ีวิธีในงานวิจัยนี้ค านวณได้ต่ ากว่าวิธีที่ใช้เปรียบเทียบและค่า
ผลต่างอยู่นอกช่วง 2 SD และมีจ านวน 2 รายที่วิธีในงานวิจัยนี้ค านวณได้สูงกว่าวิธีที่ใช้
เปรียบเทียบและค่าผลต่างอยู่นอกช่วง 2 SD ซึ่งค่าที่ออกนอกช่วงทั้ง 6 รายน้ันคิดเป็น 5% ของ
จ านวนตัวอย่างที่ตรวจวัดทั้งหมด (ภาพที ่ 4.18A) นอกจากนั้นยังได้มีการวิเคราะห์ด้วยสถิติ 
Passing-bablok regression  (ภาพที่ 4.18B) พบว่าสมการ Passing-bablok regression  คือ y 
= 0.916x + 4.586 (y = ax + b)  และที่ช่วงค่าความเชื่อมั่น 95% จากกราฟพบว่าค่าความชัน
เท่ากับ 0.916 อยู่ในช่วง 0.881 ถึง 0.954  และ ค่าจุดตัดแกน y มีค่าเท่ากับ 4.586 อยู่ในช่วง
ความเชื่อมั่นคือระหว่าง 3.856 ถึง 5.952  mg/L 

เมื่อน าผลการตรวจวิเคราะห์อัลบูมินด้วยเครื่อง portable spectrometer และน้ ายาท่ี
พัฒนาขึ้น มาสร้างกราฟความสัมพันธ์กับผลการตรวจวิเคราะห์ด้วยหลักการ 
immunoturbidimetry โดยโปรแกรม Sigmaplot พบว่าทั้งสองวิธีมีความสัมพันธ์กัน โดยมีค่า r2 = 
0.970 (n=120) ดังในภาพที่ 4.19 แสดงให้เห็นว่าน้ ายาและระบบการตรวจวัดที่พัฒนาขึ้นมี
ความสัมพันธ์ที่สอดคล้องกับวิธีที่ใช้ตรวจวัดทางห้องปฏิบัติการทั่วไป  
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ภำพท่ี 4.18 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินเมื่อทดสอบในระดับ
ภาคสนาม โดยใช้สถิติ Bland and Altman plot (A) และ Passing-bablok regression  (B) 
 

Intercept =  4.586 
95% Cl  =  3.856 to 5.952 
Slope = 0.916     
 95% Cl  =  0.881 to 0.954 

 

A 

B 
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ภำพท่ี 4.19 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะด้วยน้ ายาและ
เครื่องมือที่ใช้ในภาคสนามเทียบกับวิธี immunoturbidimetry ที่ตรวจด้วยเครื่อง Automated 
analyzer (n=120) 
 
4.6 ผลทดสอบกำรเกิด hook effect จำกกำรตรวจวัดอัลบูมินในปัสสำวะโดยใช้หลักกำร 
PETINIA และ Immunoturbidimetric assays  

เพื่อทดสอบความสามารถในการตรวจจับ hook effect ของหลักการ PETINIA จาก
ปัสสาวะจ านวน 5 รายท่ีมีความเข้มข้นของอัลบูมินมากกว่า 1000 mg/L เปรียบเทียบกับการ
ตรวจวัดด้วยหลักการ immunoturbidimetric assays พบว่าจากสิ่งตัวอย่างดังกล่าวเมื่อน า
มาตรจววัดด้วยหลักการ PETINIA โดยไม่ได้ท าการเจือจาง เบื้องต้นจะรายงานผลการ
ตรวจวัดอัลบูมินมากกว่า 150 mg/L ซึ่งแสดงถึงค่าความเข้มข้นที่แท้จริงสูงกว่านี้เนื่องจากตรวจวัด
ได้ความเข้มข้นสูงเกินกว่าช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัด และสิ่งตัวอย่างดังกล่าว
จ าเป็นต้องเจือจางและน าไปตรวจวัดซ้ าเพื่อการรายงานผลที่ถูกต้องในล าดับต่อไป ในทางกลับกัน 
ถ้าสิ่งตัวอย่างดังกล่าวน าไปตรวจวัดปริมาณอัลบูมินโดยตรง โดยใช้หลักการ 
immunoturbidimetric assays ผลการตรวจวัดปริมาณอัลบูมินอยู่ในช่วง 2-91.03 mg/L ซึ่งอยู่

y = 0.877x + 5.857 
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ในช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดด้วยวิธีดังกล่าว ดังนั้นอาจท าให้รายงานค่าที่ต่ ากว่า
ความเป็นจริงได้ เมื่อน าปัสสาวะชุดเดียวกันมาเจือจางในอัตราส่วน 100-1000 เท่า ก่อนน ามา
ตรวจวิเคราะห์ซ้ า พบว่าทั้งสองวิธีให้ผลการตรวจวัดที่ใกล้เคียงกันโดยค่าอัลบูมินที่แท้จริงมีความ
เข้มข้นสูงมากในหลักกรัมต่อลิตร แสดงให้เห็นว่าการตรวดระดับอัลบูมินในปัสสาวะด้วยหลักการ 
immunoturbidimetric assays มีโอกาสตรวจได้ผลลบปลอมสูง ซึ่งเป็นผลจาก hook effect  กรณี
ท่ีความเข้มข้นของอัลบูมินสูงมากๆ และวิธีนี้จ าเป็นต้องมีขั้นตอนของ “prozone check” ก่อน
เสมอ เช่นการใช้ protein test strip ตรวจวัดปริมาณโปรตีนในปัสสาวะก่อน ที่จะท าการตรวจวัดไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะ  ดังแสดงในตารางที่ 4.6 
 
ตำรำงท่ี 4.6 ผลการทดสอบการเกิด hook effect จากการตรวจวัดอัลบูมินในปัสสาวะระหว่างวิธี 
Immunoturbidimetric assays และวิธี PETINIA 

 

ล ำดับที ่
 ผลวิเครำะห์ก่อนเจือจำง (mg/L) ผลวิเครำะห์หลังเจือจำง (mg/L) 

Immunoturbidimetric assays PETINIA Immunoturbidimetric assays PETINIA 

1 2.6 198.9*  29,674.7 29,006.8 

2 14.9 191.6* 5,620.0 5,991.0 

3 30.0 184.1 *  2,373.9 2,570.4 

4 83.8 183.0 *  1,280.7 1,244.5 

5 91.0 167.5 * 1,036.2 1,133.2 
 
* เป็นความเข้มข้นที่เกินช่วงความเป็นเส้นตรงของวิธีตรวจวัด ดังนั้นจ าเป็นต้องเจือจางตัวอย่าง
ปัสสาวะ และตรวจวัดอีกครั้ง  



102 
 

บทที่ 5 
 

สรุปผลกำรวิจัย อภิปรำยผล และขอ้เสนอแนะ 
 

การตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะเชิงปริมาณ ทางห้องปฏิบัติการส่วนใหญ่
นิยมใช้หลักการด้าน immunoassay เช่น  immunoturbidimetric assays, particle enhanced 
agglutination assay และ immunonephelometric assays เป็นต้น เนื่องจากมีความไวและ
ความจ าเพาะสูง, เกิดปฏิกิริยารวดเร็ว และขั้นตอนการตรวจวัดไม่ยุ่งยาก (73, 141) แต่ข้อจ ากัด
ของวิธีเหล่านี้คือต้องใช้เครื่องมือตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติที่มีขนาดใหญ่ เมื่อติดต้ังแล้วไม่สามารถ
เคลื่อนย้ายได้อย่างสะดวก อีกทั้งหลักการตรวจวัดเชิงปริมาณใช้หลักการแบบ one-step 
immunometric assays หรือ homogenous immunoassay ซึ่งผลการตรวจวัดอาจมีผลลบปลอม 
(false negative results) ได้ในกรณีที่มีปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะมากเกิน (antigen excess) 
หรือ hook effects ซึ่งพบได้ในผู้ป่วยเบาหวานที่ควบคุมระดับน้ าตาลได้ไม่ดี การเกิดผลลบปลอม
สาเหตุเกิดจากการท่ีมีอัลบูมินปริมาณมากเกินไปจับกับแอนติบอดีในน้ ายา ท าให้ไม่เกิดการสาน
เป็นร่างแห จึงวัดการเกิดปฏิกิริยาได้ต่ ากว่าความเป็นจริง เป็นเหตุให้การรายงานผลทาง
ห้องปฏิบัติการผิดพลาดได้ ท าให้ผู้ป่วยเสียโอกาสในการเข้ารับการรักษาต่อไป เพื่อแก้ไขปัญหา
ดังกล่าว เครื่องตรวจวิเคราะห์แบบอัตโนมัติของหลายบริษัท จึงได้เพิ่มขั้นตอนการตรวจเพื่อ
ตรวจสอบการเกิด hook effects และจ าเป็นต้องตรวจสอบกับตัวอย่างปัสสาวะทุกราย เช่น มีการ
เติมอัลบูมินความเข้มข้นสูงลงไปหลังปฏิกิริยาเสร็จสิ้นเพื่อดูการเปลี่ยนแปลงของการดูดกลืนแสง
ว่าแตกต่างจากเดิมหรือไม่ หรือจ าเป็นต้องมีการเจือจางสิ่งส่งตรวจอีกครั้งเทียบค่ากับก่อนการเจือ
จาง ซึ่งขั้นตอนดังกล่าวท าให้สิ้นเปลืองน้ ายา แอนติบอดี และสารเคมีอ่ืนๆ ที่ใช้ในปฏิกิริยา ส่งผล
ใหต้้นทุนราคาตรวจวิเคราะห์โดยรวมสูงขึ้นด้วย (142, 143) 

 
งานวิจัยนี้ได้พัฒนาน้ ายาและระบบการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินในปัสสาวะโดยใช้

หลักการ  particle-enhanced turbidimetric inhibition immunoassay (PETINIA) น้ ายาที่เตรียม
และพัฒนาขึ้นมีความคงตัวและความไวเพียงพอส าหรับการตรวจวัดอัลบมูินปริมาณน้อยๆ ใน
ระดับที่มีความส าคัญทางคลินิก ส าหรับใช้วินิจฉัยระยะแรกของการเป็นโรคไตจากเบาหวานได้ 
และจากการใช้หลักการ PETINIA ท าให้ไม่เกิดผลลบปลอม ในกรณีที่มีอัลบูมินมากเกินไปจนเกิด
การยับย้ังปฏิกิริยา ดังนั้นขั้นตอนของ “prozone check” หรือ “hook effect check” จึงไม่จ าเป็น 
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ท าให้ประหยัดการใช้น้ ายาและแอนติบอดีได้อย่างมาก และเนื่องจากมีขั้นตอนการตรวจวิเคราะห์
น้อย ท าให้วิธีนี้เหมาะส าหรับการน าไปใช้ในภาคสนาม หรือใช้กับเครื่องมือวัดการดูดกลืนแสงแบบ
สั่งการด้วยมือ (manual) โดยในงานวิจัยนี้ ได้น าน้ ายาการตรวจวิเคราะห์ที่เตรียมขึ้นเอง ไป
ประยุกต์ใช้ในระบบตรวจวัดเชิงแสง (optical detection) ที่อาศัยเส้นใยแก้วน าแสง (fiber optic) 
เป็นตัวเชื่อมต่อกับแหล่งก าเนิดแสง (light source) และตัวตรวจวัด (spectrometer detector) 
โดยรวมระบบมีขนาดเล็กสามารถพกพาไปใช้ในระดับภาคสนามได้สะดวก มีน้ าหนักเบา ประมาณ 
2 กิโลกรัม และใช้พื้นที่น้อยในต้ังเครื่องมือดังกล่าว เหมาะส าหรับสถานบริการสาธารณสุขที่
ห่างไกล และเป็นระบบตรวจวัดที่สามารถน าไปใช้ให้บริการเชิงรุก เพื่อค้นหาผู้ป่วยกลุ่มเสี่ยงที่อาจ
เป็นโรคไตจากเบาหวาน หรือสาเหตุจากโรคอ่ืนๆ เช่น ความดันโลหิตสูงได้ 

 
จากผลการวิจัยพบว่าการเตรียม albumin immobilized beads ส าหรับใช้ในปฏิกิริยา 

เมื่อใช้เทคนิคการตรึงอนุภาคชนิด highly carboxylated polystyrene (COOH-) beads ที่มีผิว
เป็นประจุลบด้วย PEI ซึ่งเป็นโพลิเมอร์ประจุบวกก่อน แล้วจึงท าการตรึงอัลบูมินให้อยู่บนผิว 
beads ซึ่งก่อนตรึงท าให้อัลบูมินมีประจุสุทธิเป็นลบก่อน โดยละลายในบัฟเฟอร์ที่มี pH มากกว่า
ค่า pI ของมัน (human serum albumin มีค่า pI 4.7) ในการทดลองเลือกใช้ pH 7.4 ปริมาณ 
BPEI ที่ใช้ตรึงมีผลต่อการเกาะกลุ่มของ beads ในงานวิจัยนี้ปริมาณที่เหมาะสมคือ 0.005 
mg/mL และปริมาณอัลบูมินที่เหมาะสมในงานวิจัยนี้คือ ความเข้มข้น 0.548 mg/mL ต่อ beads 
เริ่มต้น 4 mg ซึ่งเป็นปริมาณที่ใช้คิดเป็น 4 เท่าของความเข้มข้นอัลบูมินที่ตรึงเป็นชั้นเดียวบนผิว
ของอนุภาค (monolayer)  โดยพบว่าการตรึง beads ด้วยเทคนิคนี้ ช่วยเพิ่มประสิทธิภาพและแรง
ยึดเหนี่ยวระหว่างโปรตีนกับพื้นผิว beads ได้อย่างมีประสิทธิภาพ จากการตรึง beads 6 ครั้งต่าง
เวลากัน ให้ผลการตรึงโปรตีนเฉลี่ย (% yield) สูงเฉลี่ยถึงร้อยละ 94.66  ประสิทธิภาพของการตรึง
โปรตีนแต่ละครั้งได้ผลดี เนื่องจากการที่มีการใช้ BPEI ปริมาณที่เหมาะสม เข้าจับกับ functional 
groups บนผิว beads อย่างทั่วถึงและสม่ าเสมอกัน เมื่อใส่สารละลาย human serum albumin ท่ี
ท าให้มีประจุลบในปริมาณที่เหมาะสมลงไปจึงเข้าไปจับกับ BPEI บนผิว beads ด้วยทิศทางที่
เหมาะสมเท่าๆ กัน ท าใหล้ดการหลุดลอกของโปรตีนขณะ incubate และในขั้นตอนการปั่นล้าง
ส่วนเกินออก และได้สารละลาย beads ที่เป็นเนื้อเดียวกัน ต้ังทิ้งไว้ไม่เกาะกลุ่มหรือตกตะกอน ผล
การทดสอบลักษณะทางกายภาพของ immobilized beads โดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิด
ส่องผ่าน ปรากฏเงาสีเทาที่เกิดจากชั้นของโปรตีนล้อมรอบ immobilized beads อยา่งชัดเจนต่าง
จาก beads ที่ไม่ผ่านการตรึง human serum albumin  
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การตรึงด้วยการใช้ BPEI บนผิวของ beads ที่มีประจุลบ นี้ช่วยลดช่องว่างระหว่าง
โมเลกุล, ลด non –specific adsorption จากโมเลกุลอ่ืนๆ และท าให้การตรึงโปรตีนบน beads มี
ความแข็งแรงมากขึ้น สอดคล้องกับงานวิจัยของ Schwartz และคณะ (108) ที่ได้น า BPEI มาเพิ่ม
ประสิทธิภาพในการตรึงโปรตีนบน solid supports แบบต่างๆ เช่น microplate, test tube และ 
beads เป็นต้น ความคงตัวของ beads ท่ีตรึงด้วยเทคนิคนี้ จากผลการทดลองพบว่ามีอายุการใช้
งานอย่างน้อย 6 เดือน ซึ่งมีความคงตัวมากกว่าการตรึงโปรตีนโดยวิธี passive adsorption ท่ีใช้
แรงจับกันอย่างอ่อน เช่น hydrophobic interaction และแรง Van der waals ซึ่ง immobilized 
particles มอีายุการใช้งานโดยเฉลี่ยไม่เกิน 4 เดือน (104) นอกจากนั้น ในขั้นตอนการตรึงโปรตีน
บน beads โดยผ่านการใช้ BPEI น้ันไม่จ าเป็นต้องใช้ cross-linking reagent เหมือนการตรึงด้วย
พันธะ covalent (104, 144, 145) ท าให้สามารถลดขั้นตอนและการใช้สารเคมีได้อย่างมาก 

 
บัฟเฟอร์ที่ใช้ในการเกิดปฏิกิริยาทาง immunoassay ควรมี pH และ ionic strength อยู่

ในช่วงสมดุลใกล้เคียงกับสารน้ าในร่างกายมนุษย์มากที่สุด องค์ประกอบของน้ ายาที่เหมาะสม
ส าหรับการตรวจวัดไมโครอัลบูมินด้วยหลักการ PETINIA ในงานวิจัยนี้ ได้แก่ 20 mM potassium 
phosphate buffer pH 7.4 ที่มี NaCl  200 mM และ 4%PEG เป็นองค์ประกอบ ความเข้มข้นของ

โพลีโคลนัลแอนติบอดีเท่ากับ 13 µg/mL บัฟเฟอร์ชนิด potassium phosphate เตรียมได้ง่าย มี
ราคาถูกและใช้กันอย่างแพร่หลาย สามารถเตรียมให้มีค่า pH อยู่ในช่วง 6.5-7.5 ได้ ปริมาณ NaCl 
200 mM ที่เติมลงไปใกล้เคียงกับ physiological saline จึงช่วยรักษาคุณสมบัติของแอนติเจนหรือ
แอนติบอดีในปฏิกิริยา ปริมาณ 4%PEG ที่เติมลงไปในบัฟเฟอร์เป็นปริมาณที่พอเหมาะไม่น้อย
หรือมากจนเกิดความหนืดท าให้ขัดขวางการเกิดปฏิกิริยาที่พัฒนาขึ้น นอกจากนั้น PEG ยังช่วย
เพิ่มอัตราเร็วในการเกิดปฏิกิริยาและคงสภาพการเกิดปฏิกิริยาแบบ particle enhance 
immunoassay ให้คงที่ ง่ายต่อการวัดปฏิกิริยา ปริมาณที่ใช้สอดคล้องกับงานวิจัยของ Spencer 
(146) และ Bakker (140) ที่เติม 4% และ 4.5% PEG ตามล าดับ ลงใน potassium phosphate 
buffer, pH 7.4  เพื่อเพิ่มอัตราการเกิดปฏิกิริยาแบบ immunoturbidimetry  

 
 ปริมาณสัดส่วนที่เหมาะสมระหว่างความเข้มข้นของแอนติเจนและโพลีโคลนัลแอนติบอดี

ในปฏิกิริยาขั้นตอนแรก มีผลต่อความไวและช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวิเคราะห์ ปรมิาณ
โพลีโคลนัลแอนติบอดีที่เหมาะสมท าให้เกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่มอย่างสมบูรณ์และไม่ยับย้ังการ
เกิดปฏิกิริยา ในงานวิจัยนี้เลือกใช้ rabbit anti-human albumin antibody ซึ่งเป็นแอนติบอดีชนิด 
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IgG มีคุณสมบัติเกิดปฏิกิริยา agglutination กับแอนติเจนได้ดีเนื่องจากมี antigen binding site 2 
ด้าน จากผลการทดสอบสภาวะที่เหมาะสมของการเกิดปฏิกิริยา พบว่าความเข้มข้นของโพลี

โคลนัลแอนติบอดีเท่ากับ 13 µg/mL ให้อัตราการเกิดปฏิกิริยาดีที่สุด เมื่อค านวณในด้านต้นทุน
ราคาแอนติบอดีที่ใช้ต่อหนึ่งreaction แล้วพบว่ามีราคาเพียง 16.25 บาทเท่านั้น นอกจากนี้เมื่อ
รวมกับราคาของ beads (1.22 บาท/test), human serum albumin (6 บาท/test) และสารเคมี
อ่ืนๆ ที่สามารถใช้ได้ในระยะยาวแล้วพบว่าต้นทุนราคาน้ ายาทั้งหมดไม่เกิน 40 บาท เปรียบเทียบ
กับราคาตรวจวิเคราะห์ไมโครอัลบูมินของสถานบริการสาธารณสุขในสังกัดกระทรวงสาธารณสุข 
พ.ศ. 2547 ตามราคาของกรมบัญชีกลาง การตรวจไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ คิดอัตรา 270 บาท
ต่อราย ซึ่งราคาสูงกว่าวิธีที่น าเสนอในงานวิจัยนี้ถึง 6-7 เท่า ดังนั้นวิธีที่พัฒนาขึ้นมีต้นทุนการ
ตรวจวัดต่ า เหมาะส าหรับใช้ภายในประเทศ เพื่อทดแทนการน าเข้าชุดน้ ายาจากต่างประเทศได้
ทางหนึ่ง 

 
โดยทั่วไปปฏิกิริยาแอนติเจนกับแอนติบอดีที่เกิดการสานกันเป็นร่างแหจะเกิดได้ดีที่

อุณหภูมิ 37 °C เนื่องจากที่อุณหภูมิดังกล่าวจะมีค่า association constant (K) ลดลง ท าให้การ
จับกลุ่มระหว่างแอนติเจนกับแอนติบอดีรวดเร็วและคงที่มากท่ีสุด (101)  เนื่องจากวิธีที่พัฒนาขึ้น
ในงานวิจัยนี้ การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิช่วง 25°C- 37°C  ไม่มีผลกระทบต่ออัตราการ
เกิดปฏิกิริยามากนัก ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ของ Spencer และคณะ (146) อาจ
เนื่องจากโครงสร้างของโปรตีนท่ีน ามาใช้มีความคงทนต่ออุณหภูมิที่มีการเปลี่ยนแปลง จึงยังคง
รักษาอัตราเร็วของการเกิดปฏิกิริยาอย่างคงที่  แต่เมื่อเพิ่มอุณหภูมิเป็น 40°C  และ 42 °C อัตรา
การดูดกลืนแสงของ standard มีค่าสูงขึ้นเล็กน้อย ในงานวิจัยนี้จึงเลือกวัดปฏิกิริยาท่ีอุณหภูมิ 
37°C เนื่องจากเป็นอุณหภูมิที่นิยมใช้ในการวัดปฏิกิริยา immunoassay และเครื่องมือเกือบทุก
ชนิดมีการติดต้ังให้ปรับอุณหภูมินี้ได้ ท าให้การน าน้ ายาที่พัฒนาในงานวิจัยนี้ไปประยุกต์ใช้ต่อไป
ได้  

 
งานวิจัยนี้เลือกใช้ความยาวคลื่น 510 nm ในการติดตามการเกิดปฏิกิริยาเกาะกลุ่ม

ระหว่าง immobilized beads ขนาด 0.51 µm กับโพลีโคลนัลแอนติบอดี ซึ่งมีค่าดูดกลืนแสงอยู่
ในช่วง 0.9-1.0แต่ในช่วงความยาวคลื่นที่น้อยกว่า 500 nm ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นให้ค่าการดูดกลืน
แสงค่อนข้างสูงคือมีค่าอยู่ในช่วง 1.0-1.5  ซึ่งอาจท าให้เกดิสัญญาณรบกวนการตรวจวัดที่ใช้
หลักการเชิงแสงได้ ส่วนที่ความยาวคลื่นมากกว่า 510 nm เป็นต้นไปให้ค่าดูดกลืนแสงลดลงเรื่อยๆ 
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ท าให้วัดอัตราการเกิดปฏิกิริยาได้น้อยลง สอดคล้องกับกับงานวิจัยก่อนหน้านี้ของ Lucas และ
คณะ (147)  ที่ใช้  immobilized beads  ขนาด 0.51 µm ท าปฏิกิริยาเกาะกลุ่มกับ anti –PR3 ใน 
plasma ซึ่งเป็น vasculitis marker  ท านายความเสี่ยงของโรคหลอดเลือดอักเสบแล้ววัดการ
กระเจิงของแสง (light scattering) ที่ความยาวคลื่น 510 nm เช่นเดียวกัน นอกจากน้ันการเลือกใช้
ความยาวคลื่นที่อยู่ในช่วง visible light ยังง่ายต่อการเลือกใช้แหล่งก าเนิดแสง (light source) 
เนื่องจากเป็นช่วงแสงที่ใช้ในการวัดปฏิกิริยาทาง immunoassay ทั่วไป และเครื่องสเปคโตรโฟโต
มิเตอร์ทั่วไปมีแหล่งก าเนิดแสงช่วงนี้ เนื่องจากมีราคาไม่แพง มีอายุการใช้งานนาน 

 
ในงานวิจัยนี้ มีขั้นตอนการตรวจวัด ขั้นแรกให้แอนติบอดีท าปฏิกิริยากับอัลบูมินมาตรฐาน

ที่ทราบความเข้มข้นหรืออัลบูมินในตัวอย่างปัสสาวะก่อนเป็นเวลา 2 นาทีที่ 37°C จากนั้นจึงเริ่ม
ปฏิกิริยาโดยเติม albumin immobilized beads ลงไปแย่งจับโพลีโคลนัลแอนติบอดีที่เหลือจาก 
antigen – antibody complexes ในขั้นตอนแรก และวัดอัตราการดูดกลืนแสงที่เพิ่มขึ้น ที่ความ
ยาวคลื่น 510 nm เป็นเวลา 2 นาที ดังนั้นในการตรวจวิเคราะห์ต่อหนึ่งตัวอย่างจะใช้เวลาทั้งสิ้น 4 
นาที ซึ่งนับว่าว่าวิธีนี้ใช้ระยะเวลาในการตรวจวัดน้อยเมื่อเทียบกับวิธีด้าน immunoassay อ่ืนๆ ที่
ใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการซึ่งใช้เวลาไม่ต่ ากว่า 30 นาทีต่อหนึ่งตัวอย่างขึ้นไป (73, 75, 76) อย่างไร
ก็ตาม วิธีการตรวจวัดและเครื่องมือในงานวิจัยนี้ ยังมีข้อจ ากัดคือสามารถตรวจวิเคราะห์ได้ทีละ
ตัวอย่างเท่านั้น ดังนั้นในกรณีที่จ านวนตัวอย่างมีปริมาณมากอาจท าให้ระยะเวลาการรายงานผล
นานกว่าระบบการตรวจวิเคราะห์แบบ batch ที่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้อย่างต่อเนื่องทีละหลาย
ตัวอย่าง แต่ด้วยคุณสมบัติของหลักการการตรวจวัดและความคงตัวของน้ ายา จึงมีศักยภาพสูงที่
สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ (Automated analyzer machine) ที่ใช้ใน
ห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ทั่วไปได้ 

 
ผลการศึกษาคุณสมบัติของวิธีที่พัฒนาขึ้น มีช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดไม

โครอัลบูมินระหว่าง 0-150 mg/L (r2 = 0.996)  ค่าต่ าสุดของวิธีที่ตรวจวัดได้คือ 7.14  mg/L ซึ่ง
คลอบคลุมการวินิจฉัยในคนปกติและผู้ที่มีภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะโดยไม่ต้องเจือจางสิ่งส่ง
ตรวจ ท าให้ลดข้อผิดพลาดจากขั้นตอนการเจือจางเนื่องจาก pipetting error ได้ อย่างไรก็ตาม 
ช่วงความเป็นเส้นตรงของการวิเคราะห์ในงานวิจัยนี้ยังแคบกว่างานวิจัยของ Thakkar และคณะ 
(148) ที่ตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินด้วยเครื่อง Dade aca® analyzer โดยใช้หลักการเดียวกันให้
ช่วงกว้างถึง 2-250 mg/Lค่าต่ าสุดที่ตรวจวัดได้ 0.4 mg/L อาจเนื่องจากขนาดของ beads ที่ใช้ใน
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ปฏิกิริยามีขนาดเล็กกว่า (40 nm)  พื้นที่ผิวในการท าปฏิกิริยาจึงมากกว่าท าให้ความไวในการ
ตรวจวิเคราะห์สูงกว่า และวิธีดังกล่าวยังใช้แอนติบอดีปริมาณมากกว่า ต่อการทดสอบใช้

แอนติบอดี 20 µg แต่วิธี PETINIA ในงานวิจัยนี้ใช้เพียง 13 µg ซึ่งเป็นปริมาณที่น้อยกว่าจึงท าให้มี
ช่วงความเป็นเส้นตรงที่แคบกว่าเล็กน้อย นอกจากน้ันการพัฒนาชุดน้ ายาในรูปแบบอุตสาหกรรม
และเทคโนโลยีของเครื่องมือในตรวจวิเคราะห์เป็นปัจจัยส าคัญของความแตกต่างด้านคุณสมบัติ
ในการตรวจวัดดังกล่าว โดยสรุปเมื่อเปรียบเทียบช่วงความเป็นเส้นตรงการตรวจวัดไมโครอัลบูมิ
นด้วยหลักการทั่วไปในห้องปฏิบัติการ เช่น  immunoturbidimetry (79, 140) และ particle 
enhanced immunoassay (28, 95) อยู่ในช่วง 2-260 mg/L ค่าต่ าสุดที่วัดได้เท่ากับ 2 mg/L 
ดังนั้นน้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้นมีความน่าเชื่อถือและความไวเพียงพอส าหรับการตรวจวิเคราะห์ไม
โครอัลบูมินในปัสสาวะได้และคลอบคลุมระยะที่มีความส าคัญทางคลินิก 

 
การทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยาตรวจวัดพบว่า urea, creatinine, gamma globulin, 

NaCl, hemoglobin,  ampicilin, ascorbic acid,  glucose และ bilirubin ไม่รบกวนการตรวจวัด
อย่างมีนัยส าคัญโดยมี   % Recovery อยู่ในช่วง 95-102.6 % ส่วน uric acid และ KCL ที่ความ
เข้มข้นสูง 500 mg/L และ 5000 mg/L ตามล าดับ รบกวนการตรวจวัดไมโครอัลบูมินเพียงเล็กน้อย 
โดยมี % Recovery เท่ากับ 105.8 % ค่า % Recovery ที่ยอมรับได้ว่าสารที่น ามาทดสอบไม่
รบกวนการตรวจวัดอย่างมีนัยส าคัญควรอยู่ในช่วง 95-105 %  

 
ผลการทดสอบทดสอบหาค่าความเที่ยงตรงของการตรวจวัดพบว่า %CV ของการ

วิเคราะห์แบบ intra-assay (n=40) คือ 7.2% และ 2.2% เมื่อวิเคราะห์ microalbumin liquid 
controls  ความเข้มข้นเท่ากับ 38.3 และ 153.4 mg/L ตามล าดับ ส่วนการวิเคราะห์แบบ inter-
assay เป็นเวลา 20 วันต่อเนื่อง ส าหรับตรวจวัด microalbumin liquid controls ความเข้มข้น 2 
ระดับที่ 30.4 และ 132.9 mg/L (n=40) ม ี%CV เท่ากับ 9.5% และ 3.1% ตามล าดับ  

 
  Immobilized beads มีความคงตัวในการเกิดปฏิกิริยาอย่างน้อย 6 เดือน โดยเมื่อน า 

beads ที่เก็บไว้มาตรวจวัดอัลบูมินมาตรฐานความเข้มข้น 0 และ 75 mg/L เป็นระยะๆ พบว่ามี
ค่าเฉลี่ยของอัตราการดูดกลืนแสงของความเข้มข้น 0 และ 75 mg/L เป็น 0.0717 และ 0.0285  
และมีค่า %CV อยู่ในช่วงที่ยอมรับได้คือ 1.51% และ 1.26% ตามล าดับ  และการเตรียม 
immobilized beads ส าหรับเก็บเป็น stock beads solution พบว่าจากการเตรียมจ านวน 6  ครั้ง 
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ต่างวันและเวลา เมื่อน ามาทดสอบปฏิกิริยากับสารควบคุมมาตรฐาน 2 ระดับ พบว่าผลการ
ตรวจวัดอยู่ในช่วงที่ก าหนดทั้ง 2 ระดบัทุกครั้ง และมีค่าเฉลี่ยของการตรวจวัดปริมาณอัลบูมิน
เท่ากับ 35.14 mg/L (8.24 %CV) และ146.12 mg/L (8.86 %CV) แสดงให้เห็นว่าการเตรียม 
beads ส าหรับใช้เป็นน้ ายาในการตรวจวัดมีความแม่นย าสูง เมื่อเตรียมแต่ครั้งให้ประสิทธิภาพที่
ใกล้เคียงกัน 
  
 ผลการตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมินด้วยน้ ายาและวิธีที่พัฒนาขึ้นในระดับภาคสนาม
เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานทั่วไปในห้องปฏิบัติการ ที่ใช้หลักการ immunoturbidimetry   โดยใช้
ตัวอย่างปัสสาวะจากผู้ป่วยเบาหวานจ านวน 120 คน โดยใช้สถิติ Bland and Altman plot พบว่า
วิธีที่พัฒนาขึ้นมี bias ของการตรวจวัดเพียงเล็กน้อยคิดเป็น 5% เนื่องจากส่วนใหญ่ผลต่างระหว่าง
วิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการท่ัวไปยังอยู่ในช่วง ±1.96 SD จากสิ่งตัวอย่าง 4 ราย มี
ผลการตรวจวัดแล้วพบว่าผลต่างของวิธีทั้งสอง อยู่นอกช่วง 1.96 SD โดยวิธีในงานวิจัยนี้ตรวจวัด
ได้น้อยกวา่วิธี immunoturbidimetry เป็นช่วงความเข้มข้นที่สูงเกิน upper linear range (> 150 
mg/L) ดังนั้นจึงอาจมีความคลาดเคลื่อนจากการเจือจางตัวอย่างปัสสาวะ ท าให้ผลต่างของวิธีมี 
bias เล็กน้อย และมี 2 รายที่วิธี PETINIA ตรวจวัดได้สูงกว่าวิธี immunoturbidimetry ซึ่งถือว่าไม่
เป็นผลเสียต่อผู้ป่วยอย่างไร เพราะค่าที่สูงเกินกว่าค่าปกติเล็กน้อยนี้ ไม่ท าให้ผู้ป่วยเสียโอกาสใน
การเข้ารับการตรวจวัดภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะซ้ าอีก เพราะแนวทางการตรวจเพื่อยืนยัน
ภาวะไมโครอัลบูมินในปัสสาวะ ระบุว่าควรมีการตรวจซ้ าและให้ผลบวกอย่างน้อย 2 ใน 3 ครั้ง 
ภายในระยะเวลา 6 เดือน นอกจากนั้นยังได้มีการใช้สถิติ Passing-bablok regression  พบว่าค่า
ความชันเท่ากับ 0.916 ซึ่งมค่ีาไม่ต่างจาก 1 อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ และอยู่ในช่วง 0.881 ถึง 
0.954 ที่ค่าความเชื่อมั่น 95% และ ค่าจุดตัดแกน y มีค่าเท่ากับ 4.586 อยู่ในช่วง 3.856 ถึง 5.952  
อย่างไรก็ตามจากการวิเคราะห์สถิติ linear regression พบว่าการตรวจวัดทั้งสองวิธีมี
ความสัมพันธ์กัน (r2 = 0.970) จึงสรุปได้ว่าน้ ายาและระบบการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินใน
ปัสสาวะ ส าหรับใช้ในภาคสนามนี้ให้ผลการตรวจวัดที่ค่อนข้างมีความถูกต้องสอดคล้องกับวิธีที่ใช้
ตรวจวัดทางห้องปฏิบัติการทั่วไป  
  
 โดยสรุป จากงานวิจัยครั้งนี้ น้ ายาที่เตรียมขึ้นเองในห้องปฏิบัติการ รวมถึงระบบตรวจวัดที่
คณะผู้วิจัยได้ออกแบบส าหรับการน าไปใช้ในระดับภาคสนามนั้น สามารถตรวจวัดไมโครอัลบูมิน
ในปัสสาวะในเชิงปริมาณได้อย่างมีความไว ความจ าเพาะสูง และยังมีความแม่นย าในการ
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ตรวจวัด ดังนั้นจึงมีศักยภาพสูงส าหรับน าไปใช้ตรวจวินิจฉัยโรคการเป็นโรคไตจากเบาหวานได้
ต้ังแต่ระยะแรก และเป็นผลดีต่อผู้ป่วยเนื่องจากการตรวจพบไมโครอัลบูมินในปัสสาวะเป็นระยะที่
สามารถรักษาให้หายขาดได้ ดังนั้นจึงเป็นการป้องกันการเกิดโรคแทรกซ้อนทางไตในผู้ป่วย
เบาหวานซึ่งมีจ านวนมากในประเทศ และระบบการตรวจวัดท่ีมีขนาดเล็ก กะทัดรัด สามารถพกพา
ไปใช้ในภาคสนามได้ ซึ่งจะเป็นประโยชน์อย่างมากกับสถานบริการสาธารณสุขที่ห่างไกล เป็นการ
ยกระดับการรักษาสุขภาพในผู้ป่วยโรคเบาหวานและกลุ่มเสี่ยงอื่นๆ ได้รับบริการทางสาธารณสุข
อย่างเท่าเทียมกัน 
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ภำคผนวก ก 

 
1. กำรเตรียมบัฟเฟอร์เพื่อใช้ในกำรทดลอง 
 

1.1 กำรเตรียม 100 mM potassium phosphate buffer pH 7.4    
  
สารละลาย A : KH2PO4      0.5 M (anhydrous 68.04 g/L) 
สารละลาย B : K2HPO4   0.5 M (anhydrous 87.09 g/L) 
ตวงสารตามปริมาตรดังนี้ 
 

pH 0.1 M 

7.4 สารละลาย A (mL) สารละลาย B (mL) 

 38 162 
 
เติม Miili Q water จนครบ 1000 mL สัดส่วนระหว่างสารละลาย A และ B ท าให้ได้ pH=7.4 โดย
ไม่ต้องปรับ pH ก่อนใช้น ามาเจือจางบัฟเฟอร์ด้วย Miili Q water เพื่อให้ได้ความเข้มข้นตาม
ต้องการแล้วกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 ไมครอน (0.45 micron membrane filter, Pall 
Corporation) 
 
 1.2 กำรเตรียม 20 mM Tris/HCL buffer pH 7.4 
 
 ชั่ง Tris (MW =121.14)  จ านวน 2.42 กรมั แล้วเติม Miili Q water ลงไป 900 mL ท าการ
ปรับ pH ให้เท่ากับ 7.4 โดยใช้ 1 M HCl  จากนั้นเติม Miili Q water จนครบ 1000 mL 
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1.3 กำรเตรียม 100 mM phosphate sodium buffer, pH 7.4   
 
เตรียม สารละลาย A : NaH2PO4 .H2O  (MW  = 138)          0.1 M  
(ชั่งสาร 13.8 g เติม Miili Q water จนครบ 1000 mL) 
 เตรียม สารละลาย B : Na2HPO4.12H2O  (MW = 358.14)             0.1 M  
(ชั่งสาร 35.8 g เติม Miili Q water จนครบ 1000 mL) 
ตวงสารตามปริมาตรดังนี้ 

pH 0.1 M 

7.4 สารละลาย A (mL) สารละลาย B (mL) 

 95 405 
เติม Miili Q water จนครบ 1000 mL สัดส่วนระหว่างสารละลาย A และ B ท าให้ได้ 

pH=7.4 โดยไม่ต้องปรับ pH ก่อนใช้น ามาเจือจางบัฟเฟอร์ด้วย Miili Q water เพื่อให้ได้ความ
เข้มข้นตามต้องการแล้วกรองด้วยกระดาษกรอง 0.45 ไมครอน (0.45 micron membrane filter, 
Pall Corporation) 
 
2. กำรเตรียมน้ ำยำส ำหรับกำรตรวจวิเครำะห์อัลบูมินในปัสสำวะเพื่อกำร
เปรียบเทียบกับวิธีที่พัฒนำขึ้น 

 
ใช้น้ ายาและขั้นตอนการตรวจวัดของ Biosystems S.A. (Barcelona, Spain) ดังนี้ 

Working reagent : ผสมน้ ายา B:น้ ายา A ในอัตราส่วน 1:4 เก็บไว้ใช้ได้นาน 15 วัน ที่ 2-8 °C   
 Albumin standard : เติม Miili Q water ลงไป 1 mL ผสมเบาๆให้เข้ากันดี อายุการใช้งาน  1 
เดือนที่ 2-8 °C   
 
1. น าน้ ายาออกมาต้ังไว้ที่อุณหภูมิห้องและปรับอุณหภูมิเครื่อง spectrophotometer ไว้ที่ 37 °C   
2. ดูดสารตามตารางลงใน  plastic cuvette 

Working reagent 1 mL 
Standard หรือ Sample 7 µL 
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3. ผสมสารให้เข้ากันแล้วน าไปบันทึกค่าดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 540 nm หลังจาก 10 วินาที 
(A1) และหลัง 2 นาที (A2) 
การค านวณความเข้มข้นของอัลบูมิน  
ความเข้มข้นของอัลบูมินในปัสสาวะ =         (A2 - A1) Sample       x  ความเข้มข้น Standard 

               (mg/L)                                (A2 - A1) Standard                     (mg/L) 
                                                                                           
 
3. กำรเตรียม Stock ของ human serum albumin standard (10 mg/mL) 
 ชั่ง human serum albumin 10 mg และเติม 10 mM sodium phosphate buffer, pH 
7.4 ปริมาตร 1000 µL ลงไปผสมให้เข้ากันดี แบ่งใส่ microcentrifuge tube เก็บไว้ที่อุณหภูมิ -20 
°C  ก่อนน ามาใช้งานให้น ามาวางไว้ที่อุณหภูมิห้องให้ละลายแล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตามที่
ต้องการ 
 
4. กำรเตรียม 0.9% NSS (Normal Saline Solution) 
ชั่ง NaCl  จ านวน 0.9 กรัม แล้วเติม Miili Q water ลงไป 100 mL น าไปกรองด้วยกระดาษกรอง 
0.45 ไมครอน (0.45 micron membrane filter, Pall Corporation) 
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ภำคผนวก ข 
 

กำรใช้โปรแกรม SpectroCU_V3 
1.  หลังจากเชื่อมต่อระบบ portable กับคอมพิวเตอร์เรียบร้อยแล้ว จึงเปิด light source, 

เครื่องควบคุมอุณหภูมิ และพัดลมดูดความร้อน  จากนั้นเปิดโปรแกรม SpectroCU_V3 จะปรากฏ
หน้าต่างใหม่ขึ้นดังภาพ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2.    double click ท่ี Application.exe จะปรากฎหน้าจอส าหรับการตรวจวัด มีกราฟ
ความเข้มแสงจาก light source อยู่ด้านบนซ้ายดังภาพ  => click Next  ตามค าสั่งในช่อง 
Instruction 

 
 

 
 
 
 
  
 
 
 

1 

2 
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3.    ปิด light source ด้านหลังเครื่อง portable เพื่อวัด dark intensity และ click Next 
 

 
 

 4.    จะปรากฏกราฟความเข้มแสงขึ้นใหม่ ดังภาพ 
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 5.   เปิด light source , เตรียมตัวอย่างส าหรับการวิเคราะห์ และ กรอกข้อมูลคนไข้ลงใน
ช่อง Sample information เมื่อวาง cuvette ลงใน cuvette holder ปิดหน้าต่างกันแสงแล้ว จึง 
click Next  อีกครั้งเพื่อท าการตรวจวัด จะปรากฎหน้าจอดังภาพ 

 
 

6.    เมื่อปฏิกิริยาเสร็จสิ้นหลัง 2 นาที ให้อ่านค่าอัตราดูดกลืนแสงในช่อง Current dA/dt 
(min) และติดตามกราฟระหว่างการเกิดปฏิกิริยาจากหน้าจอ Absorbance vs. time (sec) 

              

 

 

กรอกข้อมูลคนไข้ 

อ่ำนผล 
 ดูกรำฟกำรเกิดปฏิกิริยำ 
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ประวัติผู้เขียนวิทยำนิพนธ์ 

 นางสาววรัธยา สินวัต เกิดเมื่อวันที่ 28 พฤศจิกายน พ.ศ. 2521 ที่จังหวัดจันทบุรี ส าเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เมื่อปี 
พ.ศ. 2542 จากนั้นได้ปฏิบัติงานในต าแหน่งนักเทคนิคการแพทย์ ที่บริษัทกรุงเทพอาร์ไอเอแล็ป
และ บริษัทเนชั่นแนล เฮลท์แคร์ ซิสเท็มส์ ในปี พ.ศ. 2543 และ 2545 ตามล าดับ ก่อนเข้าศึกษาต่อ
ในระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2552 โดยได้รับทุนผู้ช่วยวิจัยจากส านักงานพัฒนา
วิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาติ (สวทช.) 
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