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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

 สุจิตรา ต๊ะยามัน : การพัฒนาวิธีการตรวจออกซิไดซ์ไลโพโปรตีนชนิดความหนาแน่นต่ำ โดยใช้เทคนิคการ
ตรวจวัดบนกระดาษร่วมกับ Immunogold Silver Enhancement. ( DEVELOPMENT OF A METHOD 
FOR OXIDIZED LOW-DENSITY LIPOPROTEIN DETERMINATION BY PAPER-BASED ASSAY WITH 
IMMUNOGOLD SILVER ENHANCEMENT ) อ.ท่ีปรึกษาหลัก : ผศ. ดร.ระวีนันท์ มิ่งภัคนีย์ 

  
       โรคหลอดเลือดแดงโคโรนารี (Coronary Artery Disease, CAD) เป็นโรคไม่ติดต่อชนิดเรื้อรังท่ีเกิดจาก

หลอดเลือดแดงท่ีกล้ามเน้ือหัวใจตีบหรือตัน สาเหตุหลักเกิดจากไขมันและเนื้อเยื่อสะสม มีผลทำให้เยื่อบุผนังหลอดเลือด
ชั้นในหนาตัวขึ้นและเกิดการอุดตัน จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่า ox-LDL เป็นจุดเริ่มต้นของโรคดังกล่าว เน่ืองจากมี
คุณสมบัติต่างจาก normal LDL โดยไม่สามารถจับได้กับ LDL receptor ได้ แต่สามารถจับได้กับ scavenger receptor 
ท่ีผิวเซลล์แมคโคฟาจจึงทำให้ ox-LDL สามารถเข้าเซลล์ได้อย่างไม่มีสิ้นสุด เกิดเป็นโฟมเซลล์ (foam cells) สะสมอยู่ใน
ผนังหลอดเลือดเกิดเป็นรอยขีดไขมัน (fatty streak) ประกอบกับการกระตุ้นเกล็ดเลือดและเซลล์อิมมูน ทำให้เกิดเป็นลิ่ม
เลือดอุดตันทางเดินของเส้นเลือด แม้ว่า ox-LDL จะเป็นสาเหตุสำคัญของการเกิดโรคแต่การตรวจวัดระดับไขมัน ox-LDL 
ยังไม่แพร่หลายในห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ เนื่องจากชุดตรวจมีราคาแพง ใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน และยังต้อง
ใช้เครื่องมือท่ีมีความจำเพาะ ดังน้ันการศึกษาในครั้งน้ีมีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดระดับ  ox-LDL ด้วย
เทคนิคการตรวจวัดบนฐานกระดาษร่วมกับ immunogold silver enhancement โดยออกแบบกระดาษกรองให้มี
รูปแบบเป็น microtiter plate อาศัยเทคนิค wax printing ในการสร้างขอบเขต หาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับออกซิไดซ์
กระดาษ เพื่อให้มีคุณสมบัติเหมาะสมกับการตรึงแอนติบอดี โดยเปลี่ยนเซลลูโลสเป็นหมู่แอลดีไฮด์ งานวิจัยน้ีได้นำ
สารละลายลิเธียมคลอไรด์มาช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการออกซิไดซ์ร่วมกับสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท พบว่ากระดาษท่ี
ออกซิไดซ์แล้วสามารถคงสภาพนาน 72 ชั่วโมง และแอนติบอดีท่ีตรึงไว้คงสภาพนานท่ีสุด 4 ชั่วโมง ทดลองวิเคราะห์วัด
ปริมาณ std. ox-LDL และ ox-LDL ท่ีเตรียมเองในห้องปฏิบัติการด้วยสภาวะเทคนิคดังกล่าว พบว่าสีปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้นยัง
ไม่ชัดเจน อันเนื่องมากจากข้อจำกัดของความจำเพาะของแอนติบอดี การทำให้เกิดสีด้วย silver enhancement ซ่ึงยังคง
ต้องมีการพัฒนาต่อไปเพ่ือให้ผลการวิเคราะห์มีความชัดเจน นอกจากนี้ได้พัฒนากล่องถ่ายภาพเพ่ือใช้เก็บผลการวิเคราะห์
บนฐานกระดาษ ท่ีสามารถถ่ายภาพด้วยแสงและระยะท่ีคงท่ี สามารถเคลื่อนย้ายได้ง่ายในภาคสนาม อย่างไรก็ตามแม้การ
พัฒนาวธิีการวิเคราะห์ ox-LDL ยังไม่ประสบผลสำเร็จ แต่ยังพอได้แนวทางและต้นแบบในการศึกษาต่อไปในอนาคต 
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       Coronary Artery Disease (CAD) is a chronic Non-Communicable Disease (NCD) caused 

by obstruction in the arteries that supply the heart muscle. Previous studies found that ox-LDL is the 
starting point for such diseases. Due to it having properties different from normal LDL, it cannot be 
uptake by LDL receptors, but it can be taken up by scavenger receptors on macrophages. Scavenger 
receptors uptake ox-LDL continuously and become lipid-laden. Plaque formation originates from the 
accumulation of cholesterol, platelets, and immune complexes which can obstruct blood circulation. 
Although ox-LDL is an important cause of disease, ox-LDL level measurement is not available in a 
routine laboratory due to the cost, time consumption, and specialized equipment required. Therefore, 
the objective of this study is to develop a method for ox-LDL determination by paper-based assay 
with immunogold silver enhancement by designing filter paper in a microtiter plate pattern using a 
wax printing technique to create boundaries. Find suitable conditions for antibody immobilization by 
oxidizing paper. This research used lithium chloride solution to increase oxidation efficiency together 
with sodium periodate solution to change cellulose into an aldehyde group. It was found that the 
oxidized paper was stable for 72 hours and the immobilized antibody was stable for as long as 4 
hours. Experiments were conducted to measure the level of std. ox-LDL and in-house ox-LDL such It 
was found that the color of the reaction that occurred was not clear. Due to the limitations of this 
study including the specificity of the antibody and silver enhancement technique. In addition, a 
photographic box has been developed to store analysis results on a paper base that can take pictures 
with constant light and distance and is easily moved in the field. However, even the development of 
a method for ox-LDL determination has not been successful. However, there are still enough 
guidelines as a prototype for further study. 
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บทที่ 1 
บทนำ 

 
1. ความสำคัญและที่มาของปัญหาการวิจัย 
 โรคกลุ่มไม่ติดต่อเรื้อรัง (Non-Communicable Disease, NCD) เป็นโรคที่ไม่ได้เกิดจากการ
ติดเชื้อแต่เป็นโรคที่สัมพันธ์กับพฤติกรรมการดำเนินชีวิต และยังเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตในอันดับ
ต้น ๆ และยังก่อให้เกิดค่าใช้จ่ายในการรักษาที่สูง โรคในกลุ่ม NCD ประกอบด้วย โรคเบาหวาน โรค
ความดันโลหิตสูง โรคอ้วน โรคมะเร็งและโรคหลอดเลือดแดงโคโรนารี (Coronary Artery Disease, 
CAD) หรือโรคหัวใจขาดเลือด (Ischemic Heart Disease, IHD) เป็นต้น โดยจากรายงานสถิติของ
องค์การอนามัยโลก (WHO) ในปี 2559 พบว่า กลุ่มโรคหัวใจและหลอดเลือดเป็นสาเหตุการตาย
อันดับ 1 ของคนทั่วโลก มีผู้เสียชีวิตจากกลุ่มโรคนี้ประมาณ 17.9 ล้านคน คิดเป็นร้อยละ 31 ของ
อัตราการตายจากทั่วโลก (1) นอกจากนี้ในประเทศไทย ซึ่งในปี พ.ศ. 2560 กองระบาดวิทยา กรม
ควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข มีการประมาณสถานการณ์จำนวนผู้เสียชีวิต จากโรคดังกล่าวถึงร้อย
ละ 12 จากสาเหตุการเสียชีวิตทั้งหมด และในปี 2561 มีอัตราความชุกผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจใน
ประชากรอายุ 15 ปีขึ้นไปมากกว่าจำนวนผู้ป่วยรวมตั้งแต่ปี พ.ศ. 2557 – 2561 (2) สาเหตุของการ
เกิดโรคเกิดจากหลอดเลือดแดงที่ไปเลี้ยงหัวใจตีบหรือตัน ได้แก่ โรคอ้วน โรคความดันโลหิตสูง 
โรคเบาหวาน การสูบบุหรี่ และภาวะไขมันในเลือดผิดปกติ ได้แก่ ระดับ ระดับคลอเรสเตอรอล ไตรกลี
เซอร์ไรด์ และไขมันไลโพโปรตีนชนิดความหนาแน่นต่ำในเลือดสูง แต่ไลโพโปรตีนชนิดความหนาแน่น
สูง มีระดับต่ำ LDL ถูกทำลายด้วยอนุมูลอิสระ กลายเป็น ox-LDL ซึ่งสาเหตุสำคัญเกิดจากการอุดตัน
ของก้อนไขมันหรือก้อนพลัค ซึ่งเกิดจากไขมันชนิด ox-LDL ที่เกิดจากกระบวนการออกซิไดซ์ LDL 
ด้วยสารอนุมูลอิสระที่อยู่ภายในร่างกายและสิ่งแวดล้อม (3, 4) โดยปกติ LDL จะจับกับ LDL 
receptor เพ่ือนำเอาเซลล์กลับเข้าสู่เซลล์ตับซึ่งเป็นกระบวนการนำกลับของ LDL ภายในร่างกาย (5) 
แต่เนื่องจาก ox-LDL มีโครงสร้างที่เปลี่ยนไปจากการถูกออกซิไดซ์ จึงทำให้ไม่สามารถจับได้กับตัวรับ
ดังเดิมได้ แต่สามารถไปจับอยู่กับตัวรับบน scavenger receptor หรือตัวรับ acetyl LDL receptor 
ที่อยู่บนผิวเซลล์แมคโครฟาจได้อย่างรวดเร็วและไม่มีที่สิ้นสุด เกิดการสะสมของคอเลสเตอรอลภายใน
เซลล์จนกลายเป็นโฟมเซลล์ (6) ที่ไปเบียดเสียดอยู่ภายในหลอดเลือดทำให้หลอดเลือดเกิดการฉีกขาด 
เกิดเป็นภาวะอักเสบเกิดการกระตุ้นเกล็ดเลือดและระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย เกิดการเคลื่อนของ
เซลล์โมโนไซด์เข้าสู่บริเวณดังกล่าว และเปลี่ยนแปลงเป็นเซลล์แมคโครฟาจไปจับกับ ox-LDL จนเป็น
ก้อนพลัคไปอุดตันกระแสเลือด ซึ่งเป็นสาเหตุของโรคหัวใจขาดเลือดเฉียบพลัน นอกจากนี้ ox-LDL 
ยังมีความเป็นแอนติจีนิคที่สามารถไปกระตุ้นให้ร่างกายเกิดการสร้างแอนติบอดี จากการเปลี่ยนแปลง
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โครงสร้างทำให้เกิดเป็น neoantigen ที่ epitope ของ ox-LDL และจากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า 
ox-LDL เป็นสาเหตุหลักและมีความสัมพันธ์กับการเกิดรคหลอดเลือดแดงโคโรนารีตลอดจนสามารถ
เป็นตัวชี้วัดกลุ่มโรคเมตตาบอลิคซินโดรม (7) ได้อีกด้วย 
 ในปัจจุบันการตรวจวิเคราะห์ระดับ ox-LDL ยังไม่เป็นที่แพร่หลายในห้องปฏิบัติการทั่วไป 
เนื่องจากชุดตรวจมีราคาค่อนข้างสูง ใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์นาน ตลอดจนจำเป็นต้องมีเครื่องมือ
ที่มีความจำเพาะ วิธีทั่วไปที่ใช้ตรวจเป็นเทคนิค enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) 
ที่เกิดจากปฏิกิริยาการจับกันอย่างจำเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี  โดยใช้ monoclonal 
antibodies (mAbs) เช่น E06, FOH1a/DLH3 และ 4E6 (8, 9) และเมื่อมีการเติมสารตั้งต้นการ
เกิดปฏิกิริยาลงไป เอนไซม์จะย่อยสารตั้งต้นเกิดการเปลี่ยนสี ความเข้มของสีที่เกิดขึ้นจะขึ้นกับ
ปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีที่ทำปฏิกิริยากัน นำไปวัดผลโดยอ่านค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่อง
อ่านปฏิกิริยาบนไมโครเพลท (microplate reader) แม้ว่าหลักการ ELISA จะมีความจำเพาะและ
แม่นยำสูง สามารถนำไปประยุกต์ใช้เพ่ือศึกษาในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ แต่เนื่องด้วยข้อจำกัด
ของราคา ระยะเวลาที่ใช้ในการวิเคราะห์ ตลอดจนความคงทนของเอนไซม์ที่ใช้ จึงเป็นข้อจำกัดของ
การนำมาใช้เป็นการทดสอบทั่วไปในห้องปฏิบัติการ นอกจากนี้จากการศึกษาที่ผ่านมามีการพัฒนา
เทคนิคอ่ืนเพ่ือเป็นแนวทางในการตรวจวัดระดับ ox-LDL ได้แก่ เทคนิค Thiobarbituric acid 
reactive substances (TBARS) (10) เทคนิค Diene ที่ไปจับกับพันธะคู่ของ polyunsaturated 
fatty acid (PUFA) (11) เทคนิค Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) (12) 
เทคนิค High-performance liquid chromatography (HPLC) (13) เทคนิค Mass spectrometry 
(MS) (14) ต่อมาในปี  2012 จำรัสและคณะได้คิดค้นวิธีการตรวจ ox-LDL โดยใช้ เทคนิค 
piezoelectric-based biosensor (15) แม้เทคนิคดังกล่าวจะเป็นวิธีที่ให้ผลแม่นยำ ลดระยะเวลาได้ 
แต่ยังต้องใช้เครื่องมือที่จำเพาะในการวิเคราะห์  
 เทคนิคการตรวจวัดบนฐานกระดาษ (paper-based assay) เป็นหนึ่งในเทคนิคที่นิยมนำมา
ประยุกต์ใช้ในงานวิจัย เนื่องจากเป็นวัสดุหาง่าย ราคาถูก มีความสามารถให้สารซึมผ่าน สามารถ
มองเห็นปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้ด้วยตาเปล่า และยังนำมาประยุกต์ใช้กับตัวอย่างทางชีวภาพได้  ในปี 
2010 Cheng และคณะได้นำมาประยุกต์ใช้กับเทคนิค ELISA ทดแทนการใช้ถาดหลุม พบว่าสามารถ
ลดงบประมาณ สารและตัวอย่าง รวมไปถึงลดระยะเวลาในการวิเคราะห์ได้เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน 
(16) นอกจากนี้ยังสามารถนำมาประยุกต์ใช้ในงานตรวจวิเคราะห์ทางคลินิกได้ ซึ่งเป็นหนึ่งในอุปกรณ์
ที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัย ณ จุดที่ทำการรักษาหรือทดสอบ (point of care testing, POCT) สามารถ
ทำการทดสอบภายนอกห้องปฏิบัติการได้ และให้ผลการทดสอบรวดเร็ว  เช่น การตรวจวิเคราะห์หมู่
เลือด (17) โรคระบาด (18, 19) งานแบคทีเรีย (20) งานอิมมูน (21) เป็นต้น 
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 ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจวัดระดับ ox-LDL เพ่ือลด
ระยะเวลา ต้นทุน ปริมาณน้ำยา และเครื่องมือในการตรวจวิเคราะห์ให้มีความสะดวกมากขึ้น โดยการ
ประยุกต์ใช้วิธีการตรวจวัดบนฐานกระดาษร่วมกับเทคนิค immunogold silver enhancement  
 
2. วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพ่ือพัฒนาอุปกรณ์ต้นแบบสำหรับตรวจวัดระดับ ox-LDL ด้วยเทคนิคการตรวจวัดบนฐาน
กระดาษร่วมกับ Immunogold Silver Enhancement เพ่ือเป็นแนวทางในการพัฒนาอุปกรณ์การ
ตรวจวัดด้วยเทคนิคประยุกต์เชิงสร้างสรรค์ต่อไปในอนาคต ที่สามารถใช้งานได้จริง สะดวก รวดเร็ว  

 
3. ขอบเขตงานวิจัย 
 ผู้วิจัยจทำการพัฒนาต้นแบบอุปกรณ์และเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ ox-LDL ด้วยวิธีการ
ตรวจวัดบนฐานกระดาษร่วมกับ Immunogold silver enhancement จากตัวอย่างที่ทราบความ
เข้มข้นแน่นอน (std. ox-LDL) และตัวอย่าง ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ (ตัวอย่างที่เหลือ
จากการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ของหน่วยปฏิบัติการบริการวิทยาศาสตร์
สุขภาพ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย) 
 
4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

ได้ต้นแบบอุปกรณ์ชุดวิเคราะห์ ox-LDL ด้วยวิธีการตรวจวัดบนฐานกระดาษร่วมกับ 
Immunogold silver enhancement เพ่ือเป็นแนวทางในการพัฒนาชุดอุปกรณ์การตรวจวิเคราะห์ 
ที่จะสามารถนำไปใช้ในการตรวจวัดระดับของ ox-LDL ใช้ในห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ทั่วไป 
รวมไปถึงการใช้ออกตรวจภาคสนามต่อไปในอนาคต 
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บทที่ 2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
1. โรคหัวใจและหลอดเลือด 
 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 แสดงลักษณะหลอดเลือดที่มีก้อนพลัค (22) 

 โรคหัวใจและหลอดเลือด (Cardiovascular disease) เป็นคำที่ใช้แทนของโรคทุกประเภทที่
มีผลต่อหัวใจหรือหลอดเลือด รวมไปถึงโรคหลอดเลือดแดงโคโรนารีหรือหลอดเลือดแดงอุดตัน หรือ
โรคหัวใจขาดเลือด ซึ่งเป็นโรคที่เกิดจากหลอดเลือดแดงที่เลี้ยงกล้ามเนื้อหัวใจตีบหรือตัน ทำให้
กล้ามเนื้อหัวใจได้รับเลือดไปเลี้ยงไม่เพียงพอ ส่งผลให้กล้ามเนื้อหัวใจทำงานผิดปกติ เกิดภาวะ
กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด หรือภาวะกล้ามเนื้อหัวใจตาย (Myocardial infraction) เป็นสาเหตุให้เกิด
หัวใจวายเฉียบพลัน (Heart attack) โรคหลอดเลือดสมอง (stroke) โรคหัวใจแต่กำเนิด (Congenital 
heart defects) และโรคหลอดเลือดแดงส่วนปลาย (Peripheral artery disease) ซึ่งส่วนใหญ่เกิด
จากไขมันที่ไปสะสมที่ผนังหลอดเลือดแดงด้านใน และยังไปกระตุ้นทำให้เกิดลิ่มเลือดอุดตันเส้นเลือด
และเนื้อเยื่อสะสมอยู่ในผนังของหลอดเลือด ส่งผลให้เยื่อบุผนังหลอดเลือดชั้นในตำแหน่งนั้นหนาตัว
ขึ้นจากการสะสมของไขมันและโมเลกุลอินทรีย์อ่ืน ๆ เกิดการพัฒนากลายเป็นก้อนไขมันหรือพลัค 
(Plaque) ไปอุดตันขวางทางเดินของหลอดเลือดส่งผลให้ปริมาณก๊าซออกซิเจนในเลือดที่ไปเลี้ยงหัวใจ
ลดลง (23) โดยกระบวนการเกิดก้อนพลัคเรียกว่า Atherosclerosis  ซึ่งเป็นสาเหตุของอาการปวด
เค้นที่หน้าอก (หรือเรียกว่า angina) ซึ่งเป็นสาเหตุสำคัญของโรคหัวใจวายเฉียบพลัน (22) โดยคำว่า 
Atherosclerosis มาจากภาษากรีกโบราณ sclerosis แปลว่า แข็ง และคำว่า athere แปลว่า การ
สะสมของไขมันหรือลักษณะเหนียว ๆ (gruel) 
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 อาการทั่วไปของโรคหลอดเลือดหัวใจ ส่วนใหญ่ผู้ป่วยมักจะไม่ทราบว่ามีความผิดปกติเกิดขึ้น
จนกว่าเส้นเลือดมีการอุดตันจนเลือดไม่สามารถไหลได้ตามปกติจึงปรากฏอาการ ผู้ป่วยจะมีอาการ
ปวดเค้นที่บริเวณหัวใจ อาจร้าวไปที่แขน ไหล่ซ้าย ข้อศอก หรือไปที่หลัง และอาจมีอาการอ่ืนร่วมด้วย 
เช่น หายใจลำบาก แน่นหน้าอก ใจสั่น หน้ามืดคล้ายจะเป็นลม เหงื่อออกมาก ซีด ซึ่งผู้ป่วยจำเป็นต้อง
ได้รับการรักษาด้วยการขยายหลอดเลือดด้วยยา หรือการผ่าตัด ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับอาการ สำหรับปัจจัย
เสี่ยงต่อการเกิดโรค ได้แก่ พันธุกรรมและเชื้อชาติ เพศ อายุ   โรคเบาหวาน โรคความดันโลหิตสูง 
พฤติกรรมการดำเนินชีวิต เช่น การสูบบุหรี่ การออกกำลังกาย การรับประทานอาหาร การดื่ม
เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ น้ำหนักเกินเกณฑ์ รวมไปถึงความเครียด และที่ประการสำคัญคือ ภาวะไขมัน
ในเลือดผิดปกติ (Dyslipidemia) 

สาเหตุหลักของโรคหลอดเลือดหัวใจเกิดจากระดับไขมันในเลือดที่ไม่เหมาะสม กล่าวคือมี
ระดับคอเลสเตอรอลรวม หรือระดับ LDL-C สูง  และ/หรือระดับ HDL-C ต่ำ และ/หรือระดับไตรกลี
เซอไรด์สูง จากคำแนะนำของ National Cholesterol Education Program (NCEP) โดย National 
Institute of Health (NIH) สหรัฐอเมริกา ได้แนะนำเกี่ยวกับระดับไขมันในเลือดที่เหมาะสม ได้แก่ 
คอเลสเตอรอล  ต่ำกว่า 200 มก./ดล. ระดับไตรกลีเซอไรด์  ต่ำกว่า 150 มก./ดล. ระดับ HDL-C สูง
กว่า 40 มก./ดล. และระดับ LDL-C ต่ำกว่า 100 มก./ดล. (24) สำหรับปัจจัยเสี่ยงอ่ืนของการเกิด
หลอดเลือดหัวใจ ได้แก่ เพศ อายุ ประวัติของการสูบบุหรี่ ดื่มสุรา โรคประจำตัว เช่น โรคเบาหวาน
ชนิดที่ 2  โรคความดันโลหิตสูง ภาวะดื้อต่ออินซูลิน (insulin resistance) รวมทั้งพฤติกรรมบางอย่าง
ที่ไม่เหมาะสม เช่น การไม่ออกกำลังกายจนทำให้เกิดภาวะอ้วนลงพุง รับประทานอาหารรสจัดปริมาณ
มากเป็นประจำ เช่น หวาน มัน เค็ม ตลอดจนประวัติครอบครัวที่ป่วยเป็นโรคหัวใจ และยังอาจเกิด
จากการติดเชื้อจุลชีพ เช่น Chlamydia pneumoniae (25)  
 ปัจจุบันการรักษาโรคหลอดเลือดหัวใจมีหลายวิธี ขึ้นอยู่กับอาการและความรุนแรงของโรค 
เช่น การรักษาโดยการใช้ยา การผ่าตัด การขยายหลอดเลือดหัวใจด้วยบอลลูน แสงเลเซอร์และด้วย
การใช้หัวกรอ การผ่าตัดต่อหลอดเลือดเพ่ือแทนหลอดเลือดหัวใจช่วงที่อุดตัน ทั้งนี้แม้ว่าพันธุกรรม 
เพศ อายุ จะเป็นสาเหตุของโรค โดยเพศชายจะมีความเสี่ยงมากกว่าเพศหญิง เพศชายที่มีอายุตั้งแต่ 
35 ปีขึ้นไป และเพศหญิงที่มีอายุมากกว่า 55 ปีขึ้นไป แต่ประมาณร้อยละ 80-90 ของผู้ป่วยจะมี
ปัจจัยเกี่ยวข้องกับพฤติกรรมในชีวิตประจำวัน ดังนั้นแนวทางที่ดีในการป้องกันการเกิดโรคหลอดเลือด
หัวใจควรที่จะรับประทานอาหารให้ครบ 5 หมู่ ทานผัก ผลไม้เป็นประจำ ไม่สูบบุหรี่ งดดื่มเครื่องดื่ม
แอลกอฮอล์ ออกกำลังกายอย่างสม่ำเสมอ และควรรับการตรวจความดัน น้ำตาล และไขมัน ซึ่งเป็น
ตัวการสำคัญอย่างสม่ำเสมอเพ่ือประเมินความเสี่ยงและติดตามโรคได้ (26) 
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2. ไลโพโปรตีน  
ไลโพโปรตีนเป็นพลาสมาโปรตีนประกอบด้วยไขมันและส่วนที่เป็นโปรตีน เรียกว่า อะโพ

โปรตีน (apoprotein) แกนกลางประกอบด้วยไขมันที่ไม่มีขั้ว ล้อมรอบด้วยฟอสโฟลิพิด ซึ่งเป็นส่วนที่
มีข้ัว จึงทำให้อนุภาคไลโพโปรตีนสามารถขนส่งไปในกระแสเลือดได้  ไลโพโปรตีนเป็นอนุภาคมีหน้าที่
หลักในการขนส่งไขมันชนิดต่าง ๆ ไปตามส่วนต่าง ๆ ของร่างกาย ไลโพโปรตีนที่พบในพลาสมามี
ความหลากหลายทั้งในด้านขนาด ความหนาแน่น การเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้า ตลอดจนสัดส่วนของ
คลอเรสเตอรอลและไตรกลีเซอร์ไรด์รวมไปถึงชนิดของอะโพไลโพโปรตีน ไลโพโปรตีนแต่ละชนิดจะมี
สัดส่วนของไขมันกับโปรตีนที่แตกต่างกัน จึงทำให้ไลโพโปรตีนมีความหนาแน่นแตกต่างกัน ไลโพ
โปรตีนที่มีไตรกลีเซอร์ไรด์ในอนุภาคสูง จะส่งผลให้ส่วน core ของไลโพโปรตีนใหญ่ขึ้น ขนาด
อนุภาคไลโพโปรตีนจึงเพ่ิมตามไปด้วย นอกจากนี้ไลโพโปรตีนที่มีขนาดใหญ่ซึ่งมีปริมาณไตรกลีเซอร์
ไรด์ที่สูง จะมีปริมาณสัดส่วนไขมันมากกว่าโปรตีน จึงทำให้ไลโพโปรตีนชนิดนี้มีความหนาแน่นต่ำ 
ในทางกลับกันไลโพโปรตีนที่มีปริมาณไตรกลีเซอร์ไรด์ต่ำ จะมีขนาดเล็กและมีสัดส่วนของไขมันต่อ
โปรตีนต่ำจึงทำให้มีความหนาแน่นสูง ด้วยเหตุนี้ไคโลไมครอนจึงมีปริมาณไตรกลีเซอร์ไรด์สูงที่สุดและ
มีขนาดใหญ่ที่สุด ตามมาด้วย VLDL และ LDL ตามลำดับ (สัดส่วนของคอลเลสเตอรอลเพ่ิมขึ้น
ตามลำดับ) ส่วน HDL จะมีปริมาณไตรกลีเซอร์ไรด์ต่ำที่สุด มีขนาดเล็กท่ีสุด และมีความหนาแน่นมาก
ที่สุด ตามตารางท่ี 1 

 
ตารางที่ 1 แสดงคุณสมบัติทั่วไปของไลโพโปรตีนแต่ละชนิด (ดัดแปลงมาจาก Walker, 1990.) (27) 

ชนิด 

องค์ประกอบ 
Chylomicrons VLDL LDL HDL 

ความหนาแน่น (ก/มล.) < 0.95 0.95-1.006 1.019-1.063 1.063-1.210 

ขนาด (A°) 800-5000 300-800 180-280 50-120 

การเคลื่อนที่ในสนามไฟฟ้า Nonmigrating band Pre- β band β band α band 

% คอเลสเตอรอล 3 10 26 20 

% ไตรกลีเซอร์ไรด์ 90 70 10 5 

% ฟอสโฟลิพิด 5 10 15 25 

% อะโพโปรตีน 9 10 25 50 

VLDL; Very low-density lipoprotein, LDL; Low-density lipoprotein, HDL; High-density lipoprotein. 
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นอกเหนือจากลักษณะทางกายภาพ ตลอดจนชนิดและสัดส่วนของไขมันที่เป็นส่วนประกอบ
แล้ว ไลโพโปรตีนแต่ละชนิดยังมีชนิดของอะโพไลโพโปรตีนที่เป็นองค์ประกอบหลักที่แตกต่างกันอีก
ด้วย เช่น อะโพไลโพโปรตีน A (apo A) เป็นอะโพไลโพโปรตีนชนิดหลักของ HDL ในขณะที่อะโพไล
โพโปรตีน B100 (apo B100) และอะโพไลโพโปรตีน B48 (apo B48) เป็น อะโพไลโพโปรตีนชนิด
หลักของ chylomicron ตามตารางที่ 2 อะโพไลโพโปรตีนทำหน้าที่เป็นโคเอนไซม์ ในกระบวนการเม
ตาบอลิสมของไขมันทำหน้าที่ร่วมกับเอนไซม์ที่มีหน้าที่ขนส่งคลอเลสเตอรอลและไตรกลีเซอไรด์ โครง
ของอนุภาคไลโพโปรตีนเพ่ือให้โมเลกุลของไขมันเข้ามาเติมในโครงสร้างของอนุภาค คุณสมบัติของอะ
โพไลโปโปรตีนเป็น amphipathic คือมีทั้งส่วนที่ชอบน้ำและไม่ชอบน้ำ จึงสามารถใช้กรดอะมิโนที่
เป็น hydrophobic ในการจับกับไขมันและจัดเรียงกรดอะมิโนชนิด hydrophilic ให้หันสู่ภายนอก 
อย่างไรก็ตามอะโพไลโพโปรตีนแต่ละชนิดอาจมีการจัดเรียงตัวบนอนุภาคไลโปโปรตีนที่ต่างกันไป เช่น 
apo B จะฝังอยู่ในอนุภาคอย่างแน่นหนา ส่วน apo C จะจับอยู่กับอนุภาคอย่างหลวมๆ ทําให้
สามารถเกิดการแลกเปลี่ยนอะโพไลโพโปรตีนชนิดดังกล่าวระหว่างอนุภาคไลโปโปรตีนได้ง่าย ด้วยเหตุ
นี้จึงอาจสามารถแบ่งอะโพไลโพโปรตีนออกได้เป็น 2 กลุ่มใหญ่ๆ คือ อะโพไลโพโปรตีนที่ไม่สามารถ
ถูกแลกเปลี่ยนระหว่างอนุภาคไลโพโปรตีนได้ (เช่น apo B) และอะโพไลโพโปรตีนที่สามารถถูก
แลกเปลี่ยนไปมาระหว่างอณูของไลโปโปรตีนได้ (เช่น apo A, apo C, apo E)   

การแยกไลโพโปรตีนมีหลายวิธี เช่น การปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วสูง (ultracentrifugation) 
การแยกด้วยวิธีนี้ อาศัยความแตกต่างความหนาแน่นของไลโพโปรตีน วิธี  agarose gel 
electrophoresis อาศัยความแตกต่างของประจุ และวิธี Non-denaturing gradient gel 
electrophoresis เป็นวิธีที่อาศัยความแตกต่างของขนาดความหนาแน่น ตารางที่ 1 แสดงความ
หนาแน่นของไลโพโปรตีนชนิดต่าง ๆ และการเคลื่อนที่ในกระแสไฟฟ้า 
 

ตารางที่ 2 แสดงส่วนประกอบหลักของไลโพโปรตีนแต่ละชนิด  
ไลโพโปรตีน Chylomicrons VLDL LDL HDL 

ส่วนประกอบหลัก 
Triglyceride จาก

อาหาร 

Triglyceride ที่

สังเคราะห์ได้ในร่างกาย 
Cholesterol ester โปรตีน 

อะโพโปรตีน B48 (A,C,E) B100 (A,C,E) B100 AI, AII (C,E) 

VLDL; Very low-density lipoprotein, LDL; Low-density lipoprotein, HDL; High-density lipoprotein. 
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2.1 ลักษณะทั่วไปของ LDL 
LDL หรือ ไลโพโปรตีนชนิดความหนาแน่นต่ำ เป็นอนุภาคที่มีลักษณะเป็นทรงกลมมีความหนาแน่น 
ระหว่าง 1.019 – 1.063 ก/มล. ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 22 นาโนเมตร น้ำหนัก 2500 กิโลดาลตัน 
ประกอบด้วยคอเลสเตอรอลเอสเตอร์ (cholesterol ester) และไตรกลีเซอไรด์ ซึ่งเป็นไขมันไม่มีขั้ว
อยู่ในแกนกลางของอนุภาค (core lipids) ส่วนบริเวณรอบนอกเป็น hydrophilic monolayer ที่
ประกอบด้วย ฟอสโฟลิพิด และไขมันคอเลสเตอรอลอิสระ (free cholesterol) ซึ่งเป็นไขมันชนิดมีข้ัว 
(polar lipids) และอะโพไลโปโปรตีนชนิด B-100 (apoB-100) แทรกอยู่ในชั้นฟอสโฟลิพิด โดย
อนุภาค LDL 1 โมเลกุลจะประกอบด้วย apo B-100 เพียง 1 โมเลกุล ดังรูปที่ 2 
 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 2 แสดงโครงสร้างของ LDL (28) 

 
2.2 กระบวนการสร้าง LDL 
กระบวนการสร้าง LDL เกิดจากการเมตาบอลิซึมของ very low-density ( VLDL) ซึ่งเป็นไล

โปโปรตีนที่ทำหน้าที่ขนส่งไตรกลีเซอร์ไรด์ในกระแสเลือด ไตรกลีเซอไรด์ใน VLDL จะถูกไฮโดรไลซ์
ด้วย lipoprotein lipase และ hepatic lipase ทำให้มีขนาดเล็กลง กลายเป็นอนุภาค LDL อนุภาค 
LDL มีความหลากหลายทางด้านขนาดและความหนาแน่น LDL ที่ได้จากกระบวนการไฮโดรไลซ์ 
VLDL จะมีขนาดและความหนาแน่นต่างกัน ขึ้นกับ triglyceride pool ในตับ ถ้าในตับมี  
triglyceride pool ต่ำ ตับจะสังเคราะห์ VLDL-II (อนุภาคมีขนาดเล็ก) และถูกไฮโดรไลซ์เป็น large 
buoyant LDL แต่ถ้าในตับมี triglyceride pool สูง ตับจะสังเคราะห์ VLDL-I (อนุภาคมีขนาดใหญ่) 
และจะถูกไฮโดรไลซ์เป็น small dense LDL อนุภาค LDL มีคอเลสเตอรอลเป็นองค์ประกอบหลัก 
ทำหน้าที่ขนส่งคอเลสเตอรอลผ่านทางกระแสเลือดไปยังเซลล์ต่าง ๆ ทั่วร่างกาย นอกจากนี้
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กระบวนการเกิด LDL ยังเกิดจากการแลกเปลี่ยนไขมันแกนกลางระหว่าง VLDL กับ LDL  ซึ่งอาศัย
โปรตีนที่มีชื่อว่า cholesteryl ester transferase protein (CETP) ทำหน้าที่ เคลื่อนย้าย
คอเลสเตอรอลเอสเธอร์ในแกนอนุภาค LDL แลกเปลี่ยนกับไตรกลีเซอไรด์ใน VLDL ในขั้นตอนนี้
อนุภาค VLDL กลายเป็น cholesterol-rich VLDL และอนุภาค LDL กลายเป็น triglyceride-rich 
LDL  หลังจากมีการแลกเปลี่ยนไขมันแกน ไตรกลีเซอไรด์ในอนุภาค triglyceride-rich LDL จะถูก
ไฮโดรไลซ์ด้วย hepatic lipase ทำให้ไตรกลีเซอไรด์มีขนาดเล็กลงและมีสัดส่วนของโปรตีนมากว่า
ไขมัน จึงทำให้อนุภาคมีความหนาแน่นสูง ได้เป็น LDL   

 

2.3 Oxidized – LDL 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3 แสดงโครงสร้างที่เปลี่ยนไปของ ox-LDL (5) 

 
เนื่องจาก LDL มีขนาดเล็กจึงสามารถแทรกตัวเข้าสู้ผนังหลอดเลือดชั้น intima แล้วถูก

ออกซิไดซ์จากภาวะเครียดจากออกซิเดชัน (oxidative stress) โดยสารอนุมูลอิสระ (reactive 
oxygen species, ROS) สาร ออกซิเดทีฟอ่ืน ๆ รังสี และฝุ่นควัน ซึ่งจะไปออกซิไดซ์ LDL ได้เป็น ox-
LDL ทำให้โครงสร้างเปลี่ยนไปจากเดิม ได้แก่ มีความหนาแน่นมากข้ึน เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง
ของโปรตีน apo B  และอะมิโนกรุ๊ปไลซีน รวมถึงเกิดการไฮโดรไลสิสของฟอสฟาธิดิลโคลีน (รูปที่ 3) 
(29) ซึ่ง ox-LDL จะทำให้ระดับของไนตริกออกไซด์ซึ่งเป็นสารที่ทำให้หลอดเลือดขยายตัวลดลง มี
เกล็ดเลือดมาเกาะเพ่ิมขึ้น และเกิด atherosclerosis เพ่ิมมากขึ้น นอกจากนี้ยังมีสมบัติแตกต่างจาก 
normal LDL โดยมีความเป็น antigenic มากขึ้น มีความเป็นประจุลบมากขึ้น ไม่สามารถจับได้กับ 
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LDL receptor ได้ แต่สามารถจับได้กับ scavenger receptor ของแมคโครฟาจได้ และยังมี
ความสามารถในการดึงดูดโมโนไซด์ในกระแสเลือด (chemotactic activity) (30) กระบวนการ
ทั้งหลายเหล่านี้ล้วนกระตุ้นให้เกิดโรคหลอดเลือดหัวใจเพิ่มขึ้น 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 4 แสดงการเกิด Schiff base ของไขมัน (31) 

 
ปฏิกิริยาออกซิเดชันเป็นกระบวนการทางชีวเคมีที่มีการสูญเสียอิเลคตรอน ซึ่งเกี่ยวข้องกับ

พลังงานภายในเซลล์ ถ้ามีมากจนเกินไปประกอบกับมี oxidative stress มากระตุ้น อาจเป็นสาเหตุที่
ทำให้เซลล์เกิดความเสียหาย อนุภาค LDL สามารถถูกออกซิไดซ์ กลายเป็น ox-LDL กระบวนการ 
LDL-oxidation เริ่มต้นจาก กรดไขมันไม่อ่ิมตัว (polyunsaturated fatty acid, PUFA) ซึ่งเป็น
องค์ประกอบในไตรกลีเซอไรด์ คอเลสเตอรอลเอสเทอร์ และฟอสฟอกลีเซอรไรด์ ที่อยู่ภายในโมเลกุล
ของ LDL ถูกออกซิไดซ์ด้วยปฏิกิริยา lipid peroxidation ที่พันธะคู่ในโมเลกุลของ PUFA และเกิด
เป็นปฏิกิริยาลูกโซ่ เนื่องจากสารอนุมูลอิสระมีการดึงอิเลคตรอนจากกรดไขมันอ่ืน ๆ ที่อยู่ใกล้เคียง 
ต่อเนื่องกันไปเรื่อย ๆ จากปฏิกิริยาทางชีวเคมีดังกล่าวทำให้เกิดการสูญเสียอิเลคตรอน สาเหตุเกิด
จากสารอนุมูลอิสระในปริมาณมาก หรือสาร oxidant species อ่ืน ๆ ที่ได้จาก ออกซิเจน ไนโตรเจน 
และองค์ประกอบจากร่างกาย ตลอดจนการเกิดเมตาบอลิซึมของ xenobiotic รังสี (ionizing 
radiation) ควันบุหรี่ มลพิษ ที่ เป็นปัจจัยกระตุ้นให้เกิดการออกซิเดชัน ผลจากกระบวนการ
ออกซิเดชันทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างของ LDL เพ่ิมความสามารถในการเคลื่อนย้าย
อิเลคตรอน (electrophoretic mobility) เกิดการแตกหักของ apo B-100 (fragmentation) เกิด
การไฮโดรไลซ์ของฟอสฟาธิดิวโคลีน และเกิดการเปลี่ยนแปลงของหมู่อะมิโนในตำแหน่งของ lysine 
และยังทำให้ความหนาแน่นของอนุภาค LDL เพ่ิมขึ้น (29) และจากการศึกษาของ Friedman และ
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คณะ พบว่าไขมันที่ถูกออกซิไดซ์ใน ox-LDL มีความเป็น biologically active โดยเฉพาะไขมันไม่
อ่ิมตัว ทั้งที่อยู่ในรูปของไขมันอิสระและที่เกาะอยู่กับหมู่เอสเทอร์ของฟอสโฟลิพิด จะถูกเปลี่ยนรูปไป
เป็น lipid hydroperoxides (LOOH) ซึ่งสามารถแตกตัวไปเป็นโมเลกุลที่มีความ highly reactive 
สารประกอบนี้จะสลายตัวต่อไปได้เป็นสารประกอบแอลดีไฮด์ต่าง ๆ เช่น malondialdehyde (MDA) 
และ 4-hydroxynonenal (HNE) เป็นต้น ซึ่งแอลดีไฮด์เหล่านี้จะอยู่ในรูป schiff-bases ที่จับด้วย
พันธะโควาเลนท์กับหมู่อะมิโน (-NH2 group) ของไลซีนบนสายเพปไทด์ของ apo B-100 ทั้งที่
แตกหักและไม่แตกหัก (lysine residues) และนอกจากนี้ยังพบว่าโครงสร้างของกิ่งไขมันที่ถูก
ออกซิไดซ์ (sn-2 oxidized fatty acid) ที่จับอยู่ด้วยพันธะเอสเทอร์นั้นมีคุณสมบัติเป็น terminal 
reactive aldehyde ซึ่งปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นที่ฟอสฟอลิพิดนี้เรียกว่า aldehyde phospholipid core 
โดยอยู่ในรูปของ schiff base ที่ ไลซีนของอะโพโปรตีนบีและรวมไปถึงโปรตีนอ่ืนที่มีหมู่เอมีนที่
ฟอสฟอลิพิด เช่น ฟอสฟาธิดิลเอธานอลามีนและฟอสฟาธิดิลเซอรีน ดังรูป  4 นอกจากนี้ยังพบอีกว่า 
ox-LDL มีการแสดงออกของ neoepitopes ซึ่งมีความเป็นอิมมูโนจีนิกมากขึ้น และยังสามารถ
กระตุ้นให้ร่างกายสร้างออโตแอนติบอดีต่อ epitope ดังกล่าว (32) และจากภาพที่ 5 แสดงการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ ox-LDL หลังจากเกิดการออกซิเดชัน ได้เป็นโครงสร้างของลิพิดเปอร์
ออกไซด์ (b) คอลเรสเตอรอลและฟอสโฟลิพิดเปอร์ออกไซด์ (c) การเปลี่ยนแปลงของโปรตีน (d) 

 
 

 

 

 

 

 
 
 
รูปที่ 5 แสดงโครงสร้างของส่วนประกอบของ ox-LDL ที่เปลี่ยนไปเมื่อเทียบกับ normal LDL (33)            

(A คือ normal LDL, B คือ ลิพิดเปอร์ออกไซด์, C คือ ox-LDL ที่โครงสร้างของคอเลสเตอรอลเอส

เทอร์และฟอสโฟลิพิดเปอร์ออกไซด์, D คือ ox-LDL ที่มีโครงสร้างโปรตีนเปลี่ยนแปลง, E คือ ox-LDL 

ที่มีท้ังโครงสร้างของโปรตีนและลิพิดเปลี่ยนแปลง) 
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2.4. ความสัมพันธ์ระหว่าง ox-LDL กับโรคหลอดเลือดหัวใจ 
 จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า ox-LDL เป็นปัจจัยหลักที่ทำให้เกิดพยาธิสภาพของโรคหลอด
เลือดหัวใจผ่านทางโครงสร้างการอักเสบ (complex inflammatory) และกลไกทางภูมิคุ้มกัน ที่
นำไปสู่การเกิด lipid dysregulation จากการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ LDL จากการถูก 
acetylation ของ acetyl groups ทำให้เกิดเป็นโครงสร้าง acetylated LDL ที่สามารถไปจับกับ
ตัวรับบนผิว scavenger receptors (SRA) เกิดการสะสมของไขมันทำให้เกิดเป็นโฟมเซลล์ (34) 
สะสมในผนังหลอดเลือดเกิดเป็นลักษณะรอยขีดไขมัน (fatty streak) และเกิดการสะสมเป็นก้อน
ไขมัน ทำให้ผนังหลอดเลือดด้านในบางลงจนเกิดการปริแตก 
  ในภาวะปกติ normal LDL จะถูกนำเข้าสู่เซลล์ตับผ่านทางตัวรับ LDL receptor หรือ LRP 
โดยอาศัย apo B-100 ได้เป็น LDL-LDL receptor complex เพ่ือเข้าสู่เซลล์ การสังเคราะห์ LDL 
receptor ขึ้นกับระดับคอเลสเตอรอลภายในเซลล์ เมื่อเซลล์มีระดับคอเลสเตอรอลลดลง เซลล์จะเพ่ิม
การสังเคราะห์ LDL receptor เพ่ือทำหน้าที่รับเอา LDL เข้าสู่เซลล์ แต่ถ้าเมื่อใดเซลล์มีระดับ
คอเลสเตอรอลสูง เซลล์จะลดการสร้าง LDL receptor เพ่ือลดการนำเข้าคลอเลสเตอรอลเข้าสู่เซลล์    
สำหรับ ox-LDL เกิดการเปลี่ยนแปลงที่ apo-B ทำให้ไม่สามารถจับกับตัวรับบน LDL-receptor บน
ผิวเซลล์ได้ แต่จะสามารถจับกับ ตัวรับ acetyl LDL receptor หรือ scavenger receptor ที่อยู่บน
ผิวเซลล์แมคโครฟาจได้อย่างรวดเร็วและไม่มีที่สิ้นสุด ทำให้เซลล์แมคโครฟาจรับ ox-LDL ที่มี
คอเลสเตอรอลได้ไม่จำกัด ทำให้มีขนาดใหญ่ขึ้น เรียกว่า โฟมเซลล์ (form cells) (6) กลายเป็นก้อน
ไขมันสะสมและทำให้ผนังหลอดเลือดแดงหนาตัวขึ้น (atheroma) เมื่อมีก้อนไขมันสะสมมากขึ้นผนัง
หลอดเลือดด้านในบริเวณ fibrous plaque จะบางลงจนเกิดการปริแตก เกิดการกระตุ้นระบบการ
แข็งตัวของเลือด และการทำงานของเกล็ดเลือด ซึ่งปกติแล้วเกล็ดเลือดจะทำหน้าที่ในการห้าม
เลือดออก ในที่นี้เกล็ดเลือดจะไปอุดในบริเวณที่มีการอักเสบภายในหลอดเลือดแดง ทำให้เกิดลิ่มเลือด
อุดตันหลอดเลือดหัวใจ (plaques) จากการที่มีการฉีกขาดของหลอดเลือดทำให้ปริมาณของ 
ไนตริกออกไซด์และความยืดหยุ่นของผนังหลอดเลือดลดลง ซึ่งการฉีกขาดนี้ทำให้มีเม็ดเลือดขาวชนิด
โมโนไซด์สามารถผ่านเข้ามาสู่ผนังหลอดเลือดได้ง่ายและมากขึ้น สามารถเจริญเปลี่ยนสภาพเป็นเซลล์
แมคโครฟาจมาจับกิน ox-LDL ที่สะสมอยู่ในผนังหลอดเลือดเข้าสู่เซลล์ทาง scavenger receptor 
อย่างต่อเนื่องและก่อให้เกิดโฟมเซลล์ได้มากขึ้น เนื่องจาก scavenger receptor ไม่มีกลไก 
feedback inhibition และเซลล์ทั่วไปไม่สามารถนำ ox-LDL เข้าสู่เซลล์ทาง LDL receptor ได้  
ตลอดจนเซลล์บุหลอดเลือดที่เกิดความเสียหาย จะหลั่งไซโตรไคน์และ inflammatory mediator 
ออกมาหลายชนิด ซึ่งจะออกฤทธิ์กระตุ้นให้เซลล์กล้ามเนื้อเรียบในผนังหลอดเลือดเพ่ิมจำนวน และ
สังเคราะห์คอลลาเจนเพ่ิมขึ้น เกิดโครงสร้างเป็น cap ที่คลุมส่วนที่เป็นไขมันเอาไว้ พยาธิสภาพที่
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เกิดขึ้นทำให้เกิดการหนาตัวของผนังหลอดเลือด (atherosclerotic plaque) และนำไปสู่การตีบตัน
ของหลอดเลือดลงในที่สุด (รูปที่ 6) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 6 แสดงความสัมพันธ์ระหว่าง oxidized-LDL กับการเกิดโฟมเซลล์ (35) 

 

จะเห็นว่า ox-LDL เป็นสาเหตุหลักของการเกิดโรคหลอดเลือดแดงโคโรนารี จากการศึกษาของ 
Holvoet และคณะ ที่ใช้เทคนิค competitive ELISA เพ่ือตรวจวัดระดับ ox-LDL ในคน 2 กลุ่ม โดย
ผลิตและพัฒนาแอนติบอดี ชนิด 4E6 ซึ่งเป็นแอนติบอดีต่อส่วนของ apo B-100 พบว่าค่าปกติของ 
ox-LDL ในคนปกติ อยู่ระหว่าง 1.30 ± 0.88 มก./ดล. และในผู้ป่วยโรคหลอดเลือดหัวใจพบว่าระดับ 
ox-LDL อยู่ระหว่าง 3.11  ± 1.19 มก./ดล. ดังแสดงในตารางที่ 3 (36) และจากการศึกษาของ 
Toshima และคณะ ได้ตรวจวัดระดับ ox-LDL ในคน 3 กลุ่ม โดยใช้เทคนิค sandwich ELISA และใช้
แอนติบอดี ชนิด FOH1a/DLH3 ที่ผลิตและพัฒนาขึ้นเองเป็นแอนติบอดีชนิดปฐมภูมิ ซึ่งเป็น anti-
oxidized phosphatidylcholine (anti-OxPC) และ anti-human apo B เป็นแอนติบอดีชนิด 
ทุติยภูมิตามลำดับ พบว่าในคนปกติมีระดับ ox-LDL อยู่ระหว่าง 112.4 ± 3.3 ยูนิต/ดล. พบในผู้ป่วย
โรคหัวใจอยู่ระหว่าง 201.3 ± 11.2 ยูนิต/ดล. และในผู้ป่วยโรคเบาหวานพบว่ามีระดับ ox-LDL อยู่
ระหว่าง 138.0 ± 7.2 ยูนิต/ดล . (37) ทั้งนี้ค่าอ้างอิงที่ ได้ขึ้นอยู่กับวิธีการการตรวจวัด ชนิด
ความจำเพาะของแอนติบอดี้ที่ใช้ จากการศึกษาของ Ali และคณะ พบว่าการตรวจวัดระดับ ox-LDL 
ยังสามารถเป็นตัวชี้วัดสำหรับโรคเมตาบอลิกซินโดรม ซึ่งโรคดังกล่าวเป็นภาวะหลาย ๆ ภาวะรวมกัน 
ได้แก่ ภาวะอ้วนลงพุง ภาวะไขมันในเลือดสูง โรคความดันโลหิตสูง ภาวะดื้อต่ออินซูลิน ซึ่งล้วนแต่เป็น
ปัจจัยหลักต่อการพัฒนาให้เกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ แสดงค่าอ้างอิงตามตารางที่ 4 (7) สำหรับระดับ 
LDL นั้นขึ้นอยู่กับพฤติกรรมการรับประทานอาหารและการใช้ชีวิตประจำวัน ตลอดจนสภาวะของโรค
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และภาวะผิดปกติต่าง ๆ ของร่างกายรวมถึงฤทธิ์ของยาและฮอร์โมน ที่จะส่งผลเกี่ยวข้องกับระดับ 
LDL ที่สูงขึ้นตามมา เช่น ภาวะอ้วนลงพุง ภาวะดื้อต่ออินซูลิน  โรคเบาหวานชนิดที่ 2 โรคความดัน
โลหิตสูง โรคไขมันในเลือดสูง ซึ่งจากสถิติของประเทศไทยพบว่าประชากรป่วยเป็นโรคเบาหวาน ชนิด
ที่ 2 โดยภาวะดื้อต่ออินซูลิน ซึ่งเป็นภาวะที่ระดับน้ำตาลในเลือดสูงที่เกิดจากเซลล์ไม่สามารถนำ
กลูโคสไปใช้ได้ จึงทำให้ร่างกายต้องนำกรดไขมันจากเนื้อเยื่ออะดิโพสออกมาเพ่ือใช้เป็นพลังงาน ตับ
จะมีการสังเคราะห์ไตรกลีเซอไรด์จากกรดไขมันอิสระเพ่ิมมากขึ้น และขนส่งออกมาในกระแสเลือดใน
รูป VLDL ทำให้ระดับ VLDL ในเลือดสูง นอกจากนี้ในผู้ป่วยโรคเบาหวาน เอนไซม์ lipoprotein 
lipase จะทำงานน้อยลง ส่งผลให้ไคโลไมครอนและ VLDL ถูกสลายได้น้อยลง จึงทำให้ VLDL ตกค้าง
อยู่ในกระแสเลือดนานขึ้น เหนี่ยวนำให้เกิดเป็น small dense LDL และถูกออกซิไดซ์ด้วยอนุมูล
อิสระได้ง่ายกว่า large buoyant LDL ประกอบกับสภาวะแวดล้อมในปัจจุบันที่ง่ายต่อการสัมผัสกับ
สารอนุมูลอิสระ จึงเป็นสาเหตุสำคัญกับการเกิด ox-LDL จากการเผชิญกับปัญหามลภาวะ ต่าง ๆ เช่น 
ฝุ่น pm 2.5 พฤติกรรมการรับประทานอาหาร การบริโภคไขมันชนิดทราน การสูบบุหรี่ ตลอดจน
ภาวะเครียด เป็นต้น  
 
ตารางที่ 3 แสดงค่าอ้างอิง ox-LDL ในกลุ่มคน 2 กลุ่ม (ดัดแปลงจากรายงานของ Holvoet และคณะ) 

 
 
ตารางที่ 4 แสดงค่าอ้างอิง ox-LDL ในกลุ่มคน 4 กลุ่ม (ดัดแปลงจากรายงานของ Ali และคณะ)  
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2.5 การตรวจวิเคราะห์ระดับ ox-LDL 
 ปัจจุบันการวัดวัดระดับไขมันคอเลสเตอรอล ไตรกลีเซอไรด์ HDL-C และ LDL-C เป็น
พารามิเตอร์หลักที่นิยมตรวจในห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์เพ่ือประเมินความเสี่ยงต่อโรคหลอด
เลือดหัวใจ แต่ระดับของไขมันดังกล่าวยังมีค่าไม่แน่นอน เนื่องจากว่าร่างกายมีกลไกกำจัด และนำ
กลับมาใช้ ใหม่ด้ วยตั วจับและรับอย่ างจำเพาะ อีกทั้ งยั งขึ้นอยู่ กับพฤติกรรมการใช้ชี วิต  
ลิพิดเมตาบอลิซึม แบ่งเป็น 2 ทาง คือ exogenous pathway เป็นการขนส่งไขมันจากอาหารไปยัง
เนื้อเยื่อไขมันและกล้ามเนื้อ เพ่ือเก็บสะสมหรือใช้เป็นพลังงาน ระดับของไขมันจึงขึ้นอยู่กับพฤติกรรม
การรับประทานอาหาร นอกจากนี้ยังมีกลไก endogenous pathway ซึ่งเป็นกระบวนการในการ
ขนส่งไตรกลีเซอไรด์ที่เกิดขึ้นภายในร่างกาย จากตับไปยังเซลล์ต่าง ๆ ในร่างกาย โดยไตรกลีเซอไรด์จะ
ถูกนำมารวมกับองค์ประกอบต่าง ๆ ได้เป็น VLDL เกิดการแลกเปลี่ยนไขมันระหว่างอนุภาค มีการ
ปลดปล่อยอะโพโปรตีนเพ่ือนำกลับไปใช้ ทั้งนี้ระดับของไขมันจึงมีค่าไม่แน่นอนขึ้นอยู่กับแหล่งที่มา
ของไตรกลีเซอไรด์นั้น ๆ นอกจากนี้การตรวจวัดระดับของ LDL ที่ได้จากการตรวจด้วยวิธี direct แล้ว
ยังสามารถคำนวณได้จากสมการของ Friedewald ซึ่งข้ึนอยู่กับค่าของไขมันตัวอ่ืน ๆ  
 การตรวจวัดระดับ ox-LDL นั้นยังไม่เป็นที่แพร่หลายแม้จะเริ่มมีการตรวจมากกว่า 10 ปี 
และแม้ว่าจะเป็นตัวการหลักและสำคัญที่จะช่วยเป็นแนวทางในการประเมินความเสี่ยง ป้องกัน และ
ติดตามการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจตีบ ซึ่งเป็นสาเหตุสำคัญของการเสียชีวิต เช่น ภาวะกล้ามเนื้อ
หัวใจตายเฉียบพลันจากภาวะเกิดลิ่มเลือดไปอุดตัน จากการศึกษาที่ผ่านมามีการนำเทคนิคหลาย
เทคนิคเพ่ือนำมาวัดระดับของ ox-LDL ได้แก่ เทคนิค Thiobarbituric acid reactive substances 
(TBARS) เป็นปฏิกิริยาระหว่าง thiobarbituric acid และ malondialdehyde (MDA) ซึ่งเป็น
ผลผลิตจากปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดชั่นของกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวในอนุภาค LDL การตรวจวัดระดับ 
MDA จึงใช้เป็นตัวชี้วัดของการเกิดภาวะเครียดจากออกซิเดชันในร่างกาย แต่การวัดระดับ MDA ไม่
จำเพาะว่าเกิดจาก LDL-oxidation หรือไม ่(10)   เทคนิค Diene จะวัดการเพ่ิมข้ึนของ conjugated 
diene หลังจาก LDL ถูกออกซิไดซ์ด้วยคอปเปอร์ซัลเฟตในหลอดทดลอง โดยติดตามการเพ่ิมขึ้นของ
การดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 234 นาโนเมตร ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์ (11) เทคนิค 
Nuclear magnetic resonance spectroscopy (NMR) โดยการวัด Lipoprotein subclass ด้วย
เครื่อง proton NMR spectroscopy (12) เทคนิค anion-exchange high-performance liquid 
chromatography (AE-HPLC) เพ่ือวัดระดับของ ox-LDL โดยอาศัยความแตกต่างของประจุ (13) 
และเทคนิค liquid chromatography-tendem mass spectrometry (LC-MS/MS) โดยวัด
ชิ้นส่วนของเพพไทด์ apoB-100 ที่เปลี่ยนไป (14) จะเห็นว่าเทคนิคเหล่านี้ยังคงต้องใช้เครื่องมือที่มี
ความจำเพาะ และไม่มีในห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ทั่วไป นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาการใช้
เทคนิค ELISA ในการตรวจวิเคราะห์ ซึ่งมีการใช้ทั้งเทคนิค sandwich ELISA และ competitive 
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ELISA เนื่องจากเทคนิค ELISA เป็นเทคนิคที่มีความไวสูง ให้ผลการวิเคราะห์ที่ถูกต้องและแม่นยำ 
สำหรับแอนติบอดีที่นำมาทดสอบ เช่น anti apo B-100 ซึ่งเป็นแอนติบอดีต่อส่วนอะโพโปรตีน ชนิด 
B-100 ซึ่งเป็นองค์ประกอบเฉพาะของอนุภาค LDL, anti 4-hydroxynonenal (anti-HNE) หรือ 
anti malondialdehyde (anti-MDA) เป็นแอนติบอดีต่อกรดไขมันชนิดไม่อ่ิมตัวในอนุภาค LDL ซึ่ง
เป็นผลผลิตจากปฏิกิริยาเปอร์ออกซิเดชั่น , anti-phosphorylcholine (anti-PhoCho) เป็น
แอนติบอดีต่อส่วนฟอสโฟลิพิดชนิดฟอสโฟริลโคลีน , anti-oxidized phosphatidylcholine (anti-
OxPC) เป็นแอนติบอดีต่อส่วนฟอสฟาธิดีลโคลีนที่ถูกออกซิไดซ์ เป็นต้น โดยในแต่ละวิธีมีหลักการ
แสดงดังรูปที่ 7  
 

 
รูปที่ 7 แสดงหลักการ ELISA เพ่ือตรวจวัดระดับ ox-LDL ในแต่ละวิธี (9) 

  
 จากรูป 7A เป็นวิธีการตรวจวัดระดับพลาสม่า ox-LDl โดยวิธีของ Itabe และคณะที่ได้
พัฒนาวิธีการตรวจด้วยเทคนิค sandwich ELISA ซึ่ง ox-LDL จะถูกจับอยู่ระหว่างแอนติบอดี 2 ชนิด 
คือแอนติบอดีชนิด anti-human apo B polyclonal antibody และ DLH3 ซึ่งเป็น anti-OxPC ที่
ผลิตขึ้นจากการฉีดกระตุ้นภูมิของหนูทดลองด้วย human atheroma ในวิธีการนี้มีการแยกเอาส่วน
เฉพาะอนุภาค LDL ออกกมาจากพลาสม่าก่อนทำการทดสอบด้วยการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วสูง 
ให้ผลการทดสอบเป็นสัดส่วนของ ox-LDL ต่อ LDL (นาโนกรัม ox-LDL/ไมโครกรัม LDL โปรตีน) 
และจากภาพ B เป็นวิธีการของชุดทดสอบ MX kit ที่ใช้หลักการทดสอบ sandwich ELISA และใช้
แอนติบอดีชุดเดียวกันกับวิธีของ Itabe แต่ไม่ได้มีการแยกเอาส่วนอนุภาค LDL ออกก่อนนำมา
ทดสอบ แต่จะใช้พลาสม่าที่เจอจาง และให้ผลการทดสอบเป็นความเข้มข้นของ ox-LDL ส่วนภาพ c 
เป็นวิธีการของ Witztum และคณะที่ได้พัฒนาวิธีการตรวจด้วยวิธี chemiluminescence โดยใช้
เทคนิค dual-sandwich ELISA ที่มีการทดสอบ 2 sandwich assays ไปพร้อม ๆ กันแต่ใช้ตัวอย่าง
ตรวจชนิดเดียวกันซึ่งเป็นพลาสม่าเจอจาง  โดยหนึ่งหลุมของการทดสอบเป็นการหา ox-LDL โดยใช้ 
anti-apoB mAb MB47 และ E06 ซึ่งเป็น anti-phosphorylcholine (anti-PhoCho) ที่สร้างมา
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จาก B-cell clones ของหนู non-immunized apolipoprotein E-knockout และอีกหลุมการ
ทดสอบเป็นการหาปริมาณทั้งหมดของ apoB โดยใช้ anti-apoB mAb MB47 และ anti-apoB 
mAb MB24 ให้ผลการทดสอบเป็นสัดส่วนของ ox-LDL ต่อปริมาณของ apoB และจากภาพ D เป็น
การทดสอบโดยใช้ชุดการทดสอบของ Mercodia kit ที่พัฒนามาจากวิธีการของ Holvoet และคณะ 
ที่ใช้หลักการ competitive ELISA หรือหลักการการแย่งจับเพ่ือตรวจวัดความเข้มข้นของ ox-LDL 
ในพลาสม่าที่ถูกเจือจาง โดยใช้แอนติบอดีตัวเดียวคือ 4E6 ซึ่งเป็น anti-modified apoB mAb ที่ได้
จากหนูที่ถูกกระตุ้นภูมิด้วย copper-induced ox-LDL โดยหลักการเป็นการวัดปริมาณคงเหลือของ 
4E6 mAb หลังจากนำแอนติบอดีดังกล่าวที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอนไปบ่มกับพลาสม่าที่เจอจาง
ก่อน แล้วนำตัวอย่างนั้นมาทดสอบต่อบนหลุมที่เคลือบด้วย ox-LDL ไว้ก่อนแล้ว เป็นหลักการการ
แย่งจับของแอนติบอดี 4E6 กับ ox-LDL ที่อยู่ในพลาสม่าและที่ถูกเคลือบไว้บนหลุมทดสอบ ผลทีได้
จากความเข้มข้นแอนติบอดีที่หายไป คือ ความเข้มข้นของ ox-LDl ในพลาสม่า เมื่อนำมาคำนวณจาก
ความเข้มข้นของแอนติบอดีตั้งต้นลบกับความเข้มข้นของแอนติบอดีที่วัดได้  
 จากการศึกษาของ Hiroyuki I. และคณะ พบว่าเมื่อเปรียบเทียบวิธีการตรวจวัดระดับไขมัน 
ox-LDL โดยใช้เทคนิค ELISA ใน 4 วิธี ตามตารางที่ 3 ได้แก่ วิธี Itabe  วิธี Kyowa Medex MX kit 
วิธี Witztum และวิธี Holvoet (Mercodia kit) ยังมีข้อเสียคือ ใช้เวลาทดสอบนาน ราคาสูง ใช้
ปริมาตรตัวอย่างและสารเคมีมาก และต้องใช้เครื่องมือที่มีจำเพาะในการตรวจวิเคราะห์ผลการ
ทดสอบ นอกจากนี้ยังต้องใช้เอนไซม์ ซึ่งมีข้อจำกัดคือเสื่อมสภาพได้ง่ายและมีอายุการใช้งานสั้น  (9) 
 
ตารางที่ 5 แสดงการเปรียบเทียบ 4 วิธีการตรวจวัดระดับ ox-LDL (9) 
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 แม้ว่าในปัจจุบันจะมีการผลิตชุดตรวจวัดระดับ ox-LDL ออกจำหน่ายหลากหลายบริษัท แต่
ยังคงมีราคาสูง และใช้เวลาในการวิเคราะห์นาน จึงทำให้การตรวจวัดระดับ ox-LDL ยังไม่เป็นที่
แพร่หลายในงานตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ รวมถึงในโปรแกรมการตรวจสุขภาพประจำปี 
และแม้ว่า ox-LDL จะมีความสำคัญทางคลินิกก็ตาม ต่อมาในปี 2012 จำรัสและคณะ ได้ประดิษฐ์
คิดค้นวิธีการตรวจ ox-LDL โดยใช้เทคนิค piezoelectric-based biosensor โดยเป็นหลักการ
ของอิมมูโนเซนเซอร์ ทำการดัดแปลงพ้ืนผิวของควอตซ์คริสตัล ให้เป็นตัววัดระดับความเข้มข้นของ 
ox-LDL ด้วยการวัดด้วยกระแสไฟฟ้า จากการตรึง anti-ox-LDL ที่พ้ืนผิวของอิเล็กโทรดเงิน (silver 
electrode) แม้เทคนิคดังกล่าวจะเป็นวิธีที่ให้ผลแม่นยำ ลดระยะเวลาได้ แต่ยังต้องใช้เครื่องมือที่
จำเพาะในการวิเคราะห์ (15) นอกจากนี้ยังมีการพัฒนาและศึกษาการตรวจวัด anti-ox-LDL ที่เป็น
แอนติบอดีต่อ ox-LDL โดยใช้เทคนิค ELISA ซึ่งในปัจจุบันยังคงไม่เป็นที่แน่นอนว่า anti-ox-LDL 
ดังกล่าวสามารถยับยั้งการนำเข้า ox-LDL โดยแมคโครฟาจ (38) หรือ เป็นออโตแอนติบอดี ที่ร่างกาย
สร้างขึ้นมา ซึ่งอาจสามารถเป็นตัวชี้วัดสำหรับโรคหลอดเลือดแข็งตัว (39) และในบางการศึกษาพบว่า
แอนติบอดีดังกล่าวยังสามารถพบได้ในบางโรค เช่น systemic lupus erythematosus (SLE) (40) 
 
3 เทคนิคการตรวจวัดบนฐานกระดาษ  

3.1 เทคนิคการตรวจวัดบนฐานกระดาษ 
 เทคนิคการตรวจวัดบนฐานกระดาษเป็นการนำเอากระดาษกรองมาประยุกต์ใช้เป็นเครื่องมือ
ในการตรวจวิเคราะห์  (41) เนื่องจากกระดาษเป็นวัสดุที่หาได้ง่าย ราคาถูก  น้ำหนักเบา มี
ความสามารถให้สารซึมผ่าน และสามารถนำมาประยุกต์ใช้ได้กับตัวอย่างทางชีวภาพได้ (42) โดย
วิธีการออกแบบกระดาษให้ มี ส่ วนที่ ชอบน้ ำและไม่ชอบน้ ำนั้ นทำได้หลากหลายวิธี  เช่น 
photolithography (43) เครื่องปริ้นอ้ิงค์เจ็ท (44) polydimethylsiloxane (PDMS) plotting (45) 
และเครื่องปริ้นแวกซ์ (46) ในปี 2010 Cheng และคณะ ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์เชิงปริมาณ 
เพ่ือหาเชื้อ HIV โดยใช้เทคนิค paper-based ELISA (P-ELISA) โดยการนำเอากระดาษมาประยุกต์
เข้ากับวิธีการตรวจด้วยเทคนิค ELISA เพ่ือลดต้นทุน เวลา และเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ (16) 
ต่อมามีการนำมาประยุกต์ใช้เพ่ิมมากขึ้น เช่น การตรวจหาแอนติบอดีในโรค autoimmune (21) 
ตรวจหาเชื้อ E.coli (47) ตรวจหายา dopamine ในงานเภสัชวิทยา (48) เป็นต้น แต่ถึงอย่างไรยังมี
ข้อจำกัดของการเสื่อมของเอนไซม์ที่มีช่วงอายุไม่มาก การเก็บรักษาและประสิทธิภาพของเอนไซม์ที่
นำมาใช้ ในการทำปฏิกิริยา รวมถึงราคาของเอนไซม์  (49) เทคนิค immunogold silver 
enhancement จึงเป็นอีกหนึ่งเทคนิคที่นิยมนำมาประยุกต์ใช้ โดยริเริ่มพัฒนาจาก Holgate และ
คณะ ในปี 1983 ที่ใช้ในงาน immunohistochemical เนื่องจากสามารถเพ่ิมผลการมองเห็นของ
ปฏิกิริยาได้ชัดเจนขึ้น ซึ่งสามารถนำมาประยุกต์กับเทคนิคอ่ืน ๆ ได้ เช่น วิธี colorimetry (50) วิธี 
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electrical (51) วิธี chemiluminescence (52) เป็นต้น นอกจากนี้ยังมีการนำเอาเทคนิคดังกล่าวมา
ประยุกต์ใช้กับงานอิมมูนโดยการติดฉลากอนุภาคของทองคำกับแอนติบอดี ประยุกต์เข้ากับเทคนิค 
silver enhancement เพ่ือให้ผลการทดสอบเห็นผลชัดเจนมากขึ้น และสามารถใช้เครื่องมือในการ
ถ่ายภาพเพ่ือวิเคราะห์ผล เช่น โทรศัพท์มือถือ แทบเล็ต เครื่องสแกน (49, 53) ซึ่งง่ายต่อการนำมา
ประยุกต์ใช้เพ่ือตรวจวิเคราะห์ในห้องปฏิบัติการในอนาคต  
 

3.2 เทคนิค ELISA บนฐานกระดาษ 
 Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) หรือ Enzyme Immunoassay (EIA) 
เป็นการทดสอบที่ใช้หลักการทางภูมิคุ้มกันวิทยา โดยอาศัยปฏิกิริยาการจับกันระหว่างแอนติเจนและ
แอนติบอดีอย่างจำเพาะ เทคนิค ELISA จะมีการตรึงแอนติเจนหรือแอนติบอดีบนผิว solid phase 
เช่น ELISA plate หรือบนผิวภาชนะที่ทดลอง เม็ด bead ด้วย จากนั้นเติมสิ่งส่งตรวจที่ต้องการหา
แอนติบอดีหรือแอนติเจนลงไป ปล่อยให้ทำปฏิกิริยา เมื่อครบเวลาล้างแอนติบอดีหรือแอนติเจน
ส่วนเกินที่ไม่ได้ทำปฏิกิริยาออก แล้วจึงเติมแอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยเอนไซม์ แล้วจึงเติมสารตั้งต้น
การเกิดปฏิกิริยาลงไป เอนไซม์จะย่อยซับสเตรททำให้เปลี่ยนสี โดยความเข้มของสีที่เกิดขึ้นจะขึ้นกับ
ปริมาณแอนติเจนและแอนติบอดีในสิ่งส่งตรวจ ผลโดยอ่านค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องอ่านปฏิกิริยา
บนไมโครเพลท หลักการ ELISA นี้สามารถนำไปประยุกต์ใช้เพ่ือศึกษาในเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ 
เทคนิคนี้มีความจำเพาะและแม่นยำสูงอีกทั้งให้ผลที่คุ้มค่า ดังนั้นจึงเป็นที่นิยมใช้ทั้งในงานตรวจ
วิเคราะห์ทั่วไปและใช้ตรวจหาสารโมเลกุลที่สนใจทั้งในสิ่งมีชีวิต (ฮอร์โมน) และไม่มีชีวิต (โมเลกุลยา) 
แต่อย่างไรก็ตามเอนไซม์ที่ใช้ในปฏิกิริยา ELISA มีราคาแพงและมีช่วงอายุที่สั้น สามารถทดสอบได้
หลายวิธี เช่น วิธีการ Indirect direct ELISA, Sandwich ELISA, และ competitive ELISA เป็นต้น 
แต่ถึงอย่างไรก็ตามเทคนิคนี้ต้องใช้สารเคมีในปริมาตรที่มาก (20-200 ไมโครลิตร) และมีราคาแพง 
เอนไซม์เสื่อมสภาพได้ง่าย ตลอดจนต้องใช้เวลาวิเคราะห์นาน เนื่องจากมีหลายขั้นตอน รวมถึงต้องใช้
เครื่องมือที่มีความจำเพาะ  

ต่อมามีการพัฒนาและประยุกต์ใช้เทคนิค ELISA บนฐานกระดาษ (paper based ELISA,  
P-ELISA) เพ่ือลดต้นทุน ระยะเวลา ทำได้สะดวก และลดปริมาณสารเคมี ตลอดจนไม่จำเป็นต้องใช้
เครื่องมือที่มีความจำเพาะในการอ่านผลการวิเคราะห์ ปัจจุบันนิยมนำกระดาษกรองมาเคลือบด้วยไข
ด้วยเครื่องพิมพ์แวกซ์ เพ่ือให้เกิดเป็นวงกลมสำหรับเกิดปฏิกิริยา โดยให้มีทั้งส่วนที่ชอบน้ำและส่วนที่
ไม่ชอบน้ำคล้ายคลึงกับลักษณะของไมโครเพลท ชนิด 96 หลุม สามารถมองเห็นผลของปฏิกิริยาได้
ด้วยตาเปล่า ในปี 2010 Cheng และคณะ ได้พัฒนาวิธีการตรวจวิเคราะห์หา HIV ในเชิงปริมาณโดย
ประยุกต์ใช้เทคนิค P-ELISA ใช้กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 และใช้เทคนิค photolithography 
เพ่ือให้เกิดเป็นวงที่มีทั้งส่วนที่ชอบน้ำและส่วนที่ไม่ชอบน้ำ เช่นเดียวกับไมโครเพลท ชนิด 96 หลุม 
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แล้วนำมาวิเคราะห์โดยเทคนิค ELISA บนกระดาษกรองนั้น ซึ่งสามารถลดระยะเวลาการทดสอบเหลือ
เพียง 51 นาที และปริมาตรสารเคมีที่ใช้คือ 12 ไมโครลิตร เมื่อเปรียบเทียบกับวิธี conventional 
Elisa (ใช้ระยะเวลาทดสอบทั้งหมด 213 นาที ใช้สารเคมีปริมาตร 300 ไมโครลิตร) ที่ใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์ อีกทั้งยังไม่จำเป็นต้องใช้เครื่องมือที่มีความจำเพาะในการอ่านผล ผลที่ได้สามารถมองเห็นได้
ด้วยตาเปล่า (16) สำหรับเทคนิค photolithography ยังมีข้อจำกัดที่ต้องใช้เครื่องมือทำจำเพาะและ
ขั้นตอนซับซ้อนในการผลิตไมโครโซนเพลท ต่อมามีการพัฒนาการสร้าง paper-based โดยใช้เทคนิค
การพิมพ์ผ่านเครื่องพิมพ์อิงค์เจ็ทแวกซ์ ซึ่งขั้นตอนการผลิตไม่ซับซ้อน ราคาถูก และง่ายต่อการ
นำไปใช้ สามารถออกแบบขอบเขตผ่านคอมพิวเตอร์ แล้วพิมพ์บนกระดาษกรอง จากนั้นนำไปวางบน
แผ่นร้อนเพ่ือให้แวกซ์ละลายและซึมไปอีกด้านของกระดาษ ปัจจุบันมีการนำเทคนิค P-ELISA ไป
ประยุกต์ใช้เพ่ือวิเคราะห์ทางคลินิกมากขึ้น ในปี 2013 Murdock C. และคณะ ได้ทำการประยุกต์
วิธีการทำ ELISA บนกระดาษเพ่ือหาเทคนิคที่เหมาะสมสำหรับใช้ตรวจวิเคราะห์ neuropeptide Y 
(NPY) ซึ่งเป็นตัวชี้วัดชีวภาพที่เกี่ยวข้องกับอาการความวิตกกังวล ความกลัว ความเครียดและการ
เรียนรู้ พบว่าการอ่านผลปฏิกิริยานั้นมีข้อจำกัดในการแปลผล (limit of detection, LOD) จากการ
ติดฉลากแอนติบอดีด้วยเอนไซม์ alkaline phosphatase จากการใช้เอนไซม์ซับสเตรท NBT/BCIP 
และ pNPP โดยพบว่าข้อกัดในการแปลผล  (LOD) ของทั้งสองซับสเตรทอยู่ที่ประมาณ 2.3  
นาโนโมลาร์ และ 4 นาโนโมลาร์ ตามลำดับ อันเนื่องมากจากหลายปัจจัยที่มีผล ได้แก่ ประสิทธิภาพ
การติดฉลากระหว่างเอนไซม์และแอนติบอดี ความจำเพาะของแอนติบอดีและแอนติเจน  และยัง
เกี่ยวข้องกับประสิทธิภาพ อายุและวิธีการเก็บรักษาเอนไซม์ (49) 
   

3.3 เทคนิคการตรวจวัดบนฐานกระดาษร่วมกับ immunogold silver enhancement 
 แนวคิดการนำอนุภาคทองคำมาเป็นตัวชี้วัด เนื่องด้วยคุณสมบัติหลายประการ ได้แก่ 
สามารถเตรียมได้หลากหลายขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง ตั้งแต่ 2 นาโนเมตร จนถึง 100 นาโนเมตร 
และมีคุณสมบัติจำเพาะในการยึดเหนี่ยวติดอยู่กับโมเลกุลทางชีวภาพอ่ืน นอกจากนี้ยังสามารถ
นำไปใช้เป็นประโยชน์ในการเพ่ิมประสิทธิภาพการอ่านผลการเกิดปฏิกิริยาบนชีววิทยาระบบได้
หลากหลาย เช่น จุลชีพ เนื้อเยื่อ เป็นต้น ในปี 1971 Faulk และคณะ ได้นำเทคนิคการติดฉลากด้วย
อนุภาคทองคำเพ่ือตรวจวหา Salm onella  spp. โดยใช้กล้องอิ เลคตรอนชนิดส่องผ่ าน 
(transmission electron microscope) และกล้องอิเลคตรอนชนิดส่องกราด (scanning electron 
microscope) เพ่ือดูผลของปฏิกิริยา (54) อนุภาคทองคำถูกนำมาใช้เนื่องจากมีความหนาแน่นของ
อิเลคตรอน ส่งผลทำให้เพ่ิมการกระจายตัวของอิเลคตรอนผลที่ได้เป็นจะเป็นจุดดำ (dark spot) จึง
นิยมติดฉลากอนุภาคทองคำที่แอนติบอดีตัวที่สอง ซึ่งจะจับอย่างจับเพาะกับแอนติบอดีตัวแรกท่ีจับอยู่
กับส่วนของแอนติเจน ทำให้เห็นผลของปฏิกิริยาชัดเจนมากขึ้นโดยเฉพาะโปรตีนหรือแอนติเจนที่
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ต้องการหาที่มีปริมาณน้อยหรือมีความหนาแน่นที่น้อย นอกจากนี้ยังมีการนำมาประยุกต์ใช้กับงาน
ทางชิ้นเนื้อ เพ่ือดูผลของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น  
 อย่างไรก็ตามแม้ว่าเทคนิคการติดฉลากด้วยอนุภาคทองคำ จะทำให้เห็นผลของปฏิกิริยาได้
ชัดเจนขึ้น แต่เนื่องด้วยว่าอนุภาคทองคำมีขนาดเล็กมากจึงทำให้การมองเห็นภายใต้กล้องจุลทรรศน์
ชนิดแบบใช้แสงไม่ชัดเจน ต่อมาจึงมีการประยุกต์ใช้อนุภาคทองคำร่วมกับเทคนิค immunogold 
silver enhancement โดยการติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคของทองคำแล้วเพ่ิมสัญญานด้วย
ปฏิกิริยาทางเคมีเกิดเป็นอนุภาคของเงินติดอยู่บนผิวของอนุภาคทองคำ ซึ่งเมื่อเกิดปฏิกิริยาการจับกัน
ระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจนจะสังเกตุเห็นสีทึบของธาตุเงิน แทนที่จะติดฉลากแอนติบอดีด้วย
เอนไซม์ ทั้งนี้เพ่ือให้ผลของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นมีความชัดเจนมากกว่าเดิม จากการเกิดปฏิกิริยาของเงิน 
(metallic silver) ที่อนุภาคทองคำ ทำให้เพ่ิมทั้งขนาดและผลของปฏิกิริยาที่ชัดเจนมากขึ้นและเมื่อดู
ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ชนิดใช้แสงจะเห็นเป็นจุดสีดำ แม้ว่าปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจะเป็นการทำปฏิกิริยา
ทางเคมีก็ตาม แต่ปฏิกิริยาการเกิดอนุภาคของเงินนั้นสามารถเพ่ิมสัญญานการเกิดปฏิ กิริยาได้และ
ยังให้ผลเทียบเท่ากับการติดฉลากด้วยเอนไซม์ (55) Rock และคณะ ได้พัฒนาวิธีการตรวจหา
แอนติบอดีต่อเชื้อ HIV ในซีรั่มโดยใช้เทคนิค silver-enhancement การติดฉลากด้วยอนุภาคทองคำ 
เทคนิค immunosorbent ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับเทคนิค ELISA แต่สามารถมองอ่านผลของสีปฏิกิริยา
ได้ด้วยตา (50) นอกจากนี้วิธีการนี้ยังนำมาประยุกต์ใช้ในการตรวจหาเชื้อ Rubella (56) และใช้ตรวจ
วิเคราะห์หาระดับ LDL ฮอร์โมน เป็นต้น ซึ่งเทคนิค immunogold silver enhancement นี้ไม่
จำเป็นต้องใช้เอนไซม์ ม ีราคาถูก และยังสามารถเห็นสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้ด้วยตาเปล่าจาก
ปฏิกิริยาของเงินที่ติดอยู่บนอนุภาคทองคำ อีกทั้งสามารถเก็บถาดหลุมทดลองที่เกิดสีของปฏิกิริยาไว้
ได้อีกด้วย 
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3.4 หลักการของ silver enhancement 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 8 แสดงโครงสร้างของ immunogold silver enhancement (57) 

 
 หลักการพื้นฐานและกระบวนการของ Immunogold silver enhancement คือ ไออนของ
ธาตุเงิน (silver ions) จะเกาะติดบริเวณพ้ืนผิวของผลึกนาโนทองคำ และรวมเป็นส่วนหนึ่งของผลึก
นั้น ซึ่งไออนดังกล่าวจะถูกรีดิวซ์โดยรับอิเลคตรอนจากรีดิวซิ่งโมเลกุลในสารละลายของผลึกนาโน
ทองคำกลายเป็นอะตอมของธาตุเงิน (58) เนื่องจากว่าอะตอมของธาตุเงินเกาะติดอยู่บริเวณผิวของ
ผลึกนาโนจึงสามารถที่จะเป็นตัวเร่งปฏิกิริยาได้ตลอดตราบเท่าที่มีไอออนของเงินและตัวรีดิวซิ่ง
โมเลกุลเพียงพอในการเกิดปฏิกิริยา มีการประยุกต์ใช้อนุภาคภาคทองคำเพ่ือเพ่ิมสัญญาณของ
ปฏิกิริยาในเทคนิคทางภูมิคุ้มกัน ดังภาพที่ 8 โดยใช้หลักการพื้นฐานทางเทคนิคภูมิคุ้มกันของการจับ
กันอย่างจำเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี อนุภาคทองคำจะจับกับแอนติบอดีด้วยพันธะ 
โควาเลนต์ในบริเวณส่วน Fab ของแอนติบอดี โดยไม่ได้ไปเพ่ิมขนาดและยังสามารถติดคงทนกับ
แอนติบอดี นอกจากนี้ยังไปเพ่ิมคุณลักษณะของงานวิจัยให้ได้ผลที่ดีขึ้น โดยไปเพ่ิมสัญญานปฏิกิริยา
ให้ชัดเจน และยังสามารถแทรกซึมเข้าสู่เนื้อเยื่อได้มากขึ้น (59) และเมื่อมีการจับกันระหว่างแอนติเจน
และแอนติบอดีก็จะสามารถมองเห็นได้ปฏิกิริยาได้ด้วยตาเปล่า จากสีทึบของอนุภาคเงิน  
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 9 แสดงภาพจำลองการเกิดอะตอมของธาตุเงิน (59) 

 
  สารเคมีที่เป็นเกลือของเงินที่สามารถนำมาใช้ได้นั้นมีหลากหลายชนิด ได้แก่ ซิลเวอร์แลค
เตรต ซิลเวอร์ไนเตรต และซิลเวอร์อะซิเตรท โดยสองชนิดแรกมีความไวต่อแสงดังนั้นในขั้นตอนการ
ทำปฏิกิริยาเพ่ือให้เห็นสัญญาณจึงจำเป็นต้องทำในพ้ืนที่ที่ทึบแสง ส่วนซิลเวอร์อะซิเตรทนั้นไม่มีความ
ไวต่อแสงจึงง่ายต่อการทำปฏิกิริยายาดังนั้นจึงเป็นสารที่ดีที่สุดที่ใช้ในเทคนิค immunogold silver 
enhancement   
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บทที่ 3 
วิธีการดำเนินการวิจัย 

 
3.1. ตัวอย่างท่ีใช้ในงานวิจัย  

3.1.1 ตัวอย่างที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน 
 เป็นตัวอย่างของไลโพโปรตีนชนิดความเข้มข้นต่ำของมนุษย์ ที่ถูกออกซิไดซ์ด้วยคอปเปอร์
ซัลเฟต บริษัท CELLBIOLAB สินค้าเลขที่ STA -214 โดย std. ox-LDL (copper oxidized human 
low-density lipoprotein) ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 

3.1.2  สิ่งส่งตรวจ 
โครงการวิจัยนี้ใช้ซีรั่มที่เหลือจากการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ของ

หน่วยปฏิบัติการบริการวิทยาศาสตร์สุขภาพ คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ซึ่งทาง
ผู้วิจัยได้จัดทำหนังสือบันทึกข้อความขอซีรั่มที่เหลือจากการตรวจวิเคราะห์ ไปยังหัวหน้าหน่วย
ปฏิบัติการบริการวิทยาศาสตร์สุขภาพเพ่ือขอความอนุเคราะห์ตัวอย่างซีรั่มที่เหลือจากการตรวจทาง
ห้องปฏิบัติการ จำนวน 10 ราย 

โครงการวิจัยนี้ได้รับการรับรองจริยธรรมจากคณะกรรมการพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน 
กลุ่มสหสถาบันชุดที่ 1 จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เลขที่ใบรับรอง COA 139/66 
 
3.2 เครื่องมือ วัสดุอุปกรณ์ สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย  

3.2.1 เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 
- เครื่องพิมพ์แวกซ์ (ColorQube 8570, Xerox) 
- แท่นทำความร้อน (แท่นให้ความร้อน, Thermo Sciencetific รุ่น CIMAREC+) 
- เครื่องชั่งสาร (Mettler-Toledo, รุ่น MS603TS/00) 
- เครื่องวัด pH meter (Mettler-Toledo, รุ่น SevenCompact) 
- เครื่อง UV-Visible Spectrophotometer รุ่น Evolution 300 (Thermo scientific) 
- อ่างน้ำทำอุณหภูมิ 
- เครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง Micro ultracentrifuge รุ่น Himac CS 150GXL (Hitachi) 
- Spin down 

 
3.2.2 วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
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 - กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1, เบอร์ 2, เบอร์ 3 
 - แผ่นอะลูมิเนียม ขนาด 15 x 15 เซนติเมตร 
 - แผ่นรองซับชนิดมีเจล (Incontinence pad with gel, Softex) 
 - หลอดทดลองไมโครเซนติฟิว ขนาด 0.6, 1.5, 5 มิลลิลิตร 
 - ฐานยึดกระดาษ 
 - แผ่นฟรอยด์ 
 - PD-10 Desalting column (GE Healthcare)  
 

3.2.3 วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ประดิษฐ์กล่องถ่ายภาพ 
 - น้ำยาประสานอะคริลิค 
 - หลอดไฟ LED แบบเส้น แบบดวง  
 - ถ่านอัลคาไลน์ ชนิด 23 แอมป์ 12 โวลต์ 
 - แผ่นอะคลิลิค หนา 3 มิลลิเมตร 
 - แผ่นกระจก 
 - ฟิล์มป้องกันแสง 
 - แผ่นอะลูมิเนียม และแม่เหล็กขนาดเล็ก 
 

3.2.4 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
- Sodium periodate (NaIO4, Sigma) 
- Lithium Chloride (LiCl, Sigma) 
- Ethylene glycol (Sigma) 
- Copper (II) sulfate (CuSO4, Merck) 
- Potassium sodium tartrate (KNaC4H4O6, Ajax Finechem) 
- Sodium hydroxide (NaOH, Sigma) 
- NaBH3CN (NaBH3CN, Sigma) 
- Silver nitrate (Sigma) 
- Hydroquinone (Sigma) 
- สี 1% eosin 
- สี aniline blue 
- สี light green 
- UltraPure Distilled Water (invitrogen) 
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- Deionized water (Housepreparation, VET-MED, AFRIMS,Thermo Science) 
- น้ำชนิด milliQ จากเครื่องกรองน้ำคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
- Phosphate buffer saline tablet (#P4417, Sigma) 
- Carbonate bicarbonate buffer capsule (#C3041, Sigma) 
- Tween 20 (sigma) 
- Skim milk (BD) 

 
3.2.5 แอนติเจน และแอนติบอดีที่ใช้ในงานวิจัย 

- แอนติบอดีต่อ Copper oxidized LDL (rabbit anti ox-LDL, polyclonal, #AB14519, 
Abcam) 
- แอนติบอดีต่อ apoprotein B (goat anti apo B, polyclonal, #AB98132, Abcam, 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
- แอนติบอดีต่อ 4-nonenalhydroxyl (goat anti HNE, polyclonal, Bethyl, 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 
- แอนติบอดีต่อ apoprotein B-100 (mouse anti apo B-100 clone C1.4, 
monoclonal, Santacruz, 0.2 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 

 - Gold conjugation kit (40 นาโนเมตร, 20 OD, #AB154873, Abcam) 
- Copper (Cu+) oxidized human low-density lipoprotein (Cu-ox-LDL, STA-214, 
CELLBIOLAB, 1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

 
3.2.6 สูตรที่ใช้คำนวณค่าความเข้มสี 

 ค่าความเข้มสีของช่องสีแดง สีน้ำเงิน และสีแดง ได้จากการใช้รูปภาพจากการทดลองนั้น ๆ 
ไปอ่านค่าความเข้มสี โดยใช้โปรแกรม ImageJ (Java-based image processing program พัฒนา
โดย National Institutes of Health and the Laboratory) และนำมาคำนวณค่าความเข้มสีที่
เปลี่ยนไปตามสูตร ดังนี้ 

-  สูตร ∆ RGB 

∆ RGB = √(𝑅𝑛 − 𝑅0)
2+ (𝐺𝑛- 𝐺0)2 +(𝐵𝑛-𝐵0)2 

เมื่อ R0, G0, B0 ได้จากค่าหลุม blank และ Rn, Gn, Bn ได้จากค่าของวงการทดลองนั้น  
-  สูตร Gray scale  

Gray scale= 0.299red + 0.587green + 0.114blue 
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3.3. วิธีดำเนินการวิจัย 
3.3.1 การผลิตอุปกรณ์ต้นแบบบนฐานกระดาษ  

3.3.1.1 การผลิตอุปกรณ์ต้นแบบบนฐานกระดาษ โดยเทคนิคการพิมพ์แวกซ์ 
เทคนิคการพิมพ์แวกซ์ถูกนำมาประยุกต์ใช้เพ่ือสร้างขอบเขตส่วนที่ชอบน้ำและไม่ชอบน้ำบน

กระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 โดยออกแบบให้มีลักษณะเหมือนไมโครเพลท 96 หลุม เพ่ือสร้าง
เป็นอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนฐานกระดาษ โดยออกแบบสร้างพ้ืนที่วงกลมบนโปรแกรมไมโครซอฟท์
เวิร์ด 2010 ดังรูป 1 ให้เป็นรูปแบบคล้าย ไมโครเพลท 96 หลุม (12x8) เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.65 
มิลลิเมตร ระยะระหว่างวงกลม 0.25 มิลลิเมตร (รูปที่ 10) ติดกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 15 เซนติเมตร บนกระดาษ A4 โดยใช้เทปใส พิมพ์หมึกแวกซ์สีดำลงบน
กระดาษ A4 ดังกล่าว ณ ตำแหน่งที่มีกระดาษกรองติดอยู่ ด้วยเครื่องพิมพ์ (ColorQube 8570, 
Xerox) 
 

 
รูปที่ 10 แสดงวิธีการและรูปแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

 
3.3.1.2 การทดสอบระยะเวลาและวิธีการที่เหมาะสมในการละลายแวกซ์บนกระดาษ 

ทดสอบหาระยะเวลาและวิธีการที่เหมาะสมในการทำให้แวกซ์ละลายซึมเข้ากระดาษกรอง 
โดยการตั้งอุณหภูมิแท่นให้ความร้อน  150 องศาเซลเซียส วางกระดาษกรองโดยหงายด้านที่  
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พิมพ์แวกซ์ขึ้นบนแท่นให้ความร้อน วางทับด้วยแผ่นอะลูมิเนียม จับเวลา 5 นาที เปรียบเทียบกับ
วิธีการตั้งอุณหภูมิแท่นให้ความร้อนก่อน 5 นาที แล้วค่อยวางกระดาษ จับเวลา ต่อ 5 นาที 
 

 
รูปที่ 11 แสดงรูปแบบกระดาษ แผ่นอลูมิเนียม และลักษณะการให้ความร้อนบนกระดาษ 

 
3.3.1.3 การทดสอบหาปริมาตรสารที่เหมาะสม 

เพ่ือทดสอบหาปริมาตรสารที่เหมาะสมในแต่ละขั้นตอน โดยใช้สีเขียวของสี light green สี
ส้มแดงของสี 1%  eosin และสีน้ำเงินของสี aniline blue แปรผันปริมาตรของสีเป็น  3, 4, 5 
ไมโครลิตร ลงบนพ้ืนที่แต่ละวง ตามรูปที่ 12  สังเกตลักษณะการกระจายตัวของสีแต่ละวง 
 

 
รูปที่ 12 แสดงสี และลักษณะของวงทดสอบที่ใช้ปริมาตรแตกต่างกัน 

 
3.3.2 การทดสอบเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการออกซิไดซ์อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐาน
กระดาษ 
ในกระบวนการเตรียมฐานกระดาษต้องมีการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ แต่เนื่องจากว่า

กระดาษไม่มีคุณสมบัติที่จะให้แอนติบอดีเกาะได้ด้วยพันธะโควาเลนท์ เนื่องจากกระดาษมีโครงสร้าง

เป็นโพลีแซ็กคาไรด์ β-(1,4)-linked D-glucose units มี anhydro glucose unit (AGU) ซึ่งเป็น 
ยูนิตซ้ำ ๆ กันในโครงสร้างของเซลลูโลส ในกระบวนการตรึงแอนติบอดีจะต้องทำให้กระดาษที่มี
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โครงสร้างเป็นเซลลูโลสเปลี่ยนสภาพเป็น dialdehyde cellulose (DAC) ก่อน โดยใช้เพอร์ริโอเดท
ซึ่งเป็นสารออกซิไดซ์ซิ่ง  
 

3.3.2.1 การทดสอบเพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท  
เตรียมสารละลายเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท โดยชั่ง 532 

มิลลิกรัม ของโซเดียมเพอร์ริออเดทในน้ำ milliQ 5 มิลลิลิตร ปั่นเหวี่ยงจนละลาย นำมาเจือจางให้
เป็น 0.4 โมลาร์, 0.3 โมลาร์, 0.2 โมลาร์, 0.1 โมลาร์ และ 0.05 โมลาร์ ปริมาตรความเข้มข้นละ 70 
ไมโครลิตร ในหลอดไมโครเซนติฟิว ขนาด 0.6 มิลลิลิตร ตามสูตร 

 
C1V1   =   C2V2 ได้ว่า 

 
ตารางที่ 6 แสดงการคำนวณเพ่ือเจือจางสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดทที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ความเข้มข้น สุดท้าย 
NaIO4 (โมลาร์) 

ปริมาตร 0.5 โมลาร์ NaIO4 
(มล.) 

Milli Q (มล.) ปริมาตรทั้งหมด (มล.) 

0.4  56 14 70 
0.3  42 28 70 

0.2  28 42 70 

0.1  14 56 70 
0.05  7 63 70 

 
วิธีการทดลอง 
1). หยดสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 5 ไมโครลิตร ของความเข้มข้นต่าง ๆ ในแต่ละวง โดยทำ 3 
ซ้ำ ตามรูป 13 บ่มที่ทึบแสงโดยใช้แผ่นฟรอยด์ปิด จับเวลา 1 ชั่วโมง หยดล้างด้วยน้ำ milliQ วงละ 
10 ไมโครลิตร จำนวน 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล  
2). หยดโพลีเอทธิลีนไกลคอล (PEG) 3 ไมโครลิตร บนกระดาษ บ่มที่ทึบแสง เป็นเวลา 20 นาที หยด
ล้างด้วยน้ำ milliQ วงละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล ตั้งกระดาษทิ้งไว้ให้แห้ง
ประมาณ 15 นาที 
3). เตรียมสารละลายเฟห์ลิง โดยไปเปตสารละลายเข้มข้น A และสารละลายเข้มข้น B อย่างละ 50 
ไมโครลิตร ผสมให้เข้ากัน (ป้องกันจากแสง) 
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4). นำกระดาษที่แห้งสนิทแล้ว มาให้ความร้อนด้วย แท่นให้ความร้อน ที่อุณหภูมิ  65 องศาเซลเซียส 
จับเวลา 2 นาที 
5). หยดสารละลายเฟห์ลิง วงละ 4 ไมโครลิตร จับเวลา 45 วินาที เมื่อครบเวลา นำกระดาษมาสแกน
ด้วยเครื่องพิมพ์ HP (รุ่น HP Ink Tank wireless 415 ) วัดค่าความเข้มสีโดยใช้โปรแกรม ImageJ 
ระบบ RGB และคำนวณค่า ∆ RGB 
 

 
รูปที่ 13 แสดงลักษณะอุปกรณ์ท่ีใช้ในการยึดติด ครอบกระดาษ และแผ่นซับขณะหยดล้าง 

 
3.3.2.2  การทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมของการออกซิไดซ์กระดาษด้วยสารละลาย 
โซเดียมเพอร์ริออเดท 

วิธีการทดลอง 
1). หยดสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท เข้มข้น 0.5 โมลาร์ 5 ไมโครลิตร ในแต่ละวง แปรผัน
ระยะเวลาที่ออกซิไดซ์ ที่เวลา 20 นาที 30 นาที 45 นาที 1, 2,  3 และ 4 ชั่วโมง โดยทำ 3 ซ้ำ บ่มที่
ทึบแสงโดยใช้แผ่นฟรอยด์ครอบ เมื่อครบเวลา หยดล้างด้วยน้ำ milliQ วงละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง 
บนแผ่นซับชนิดมีเจล  
2). ทำซ้ำตามวิธีการทดลอง 3.3.2.1  ตั้งแต่ข้อ 2-5 
 

3.3.2.3 การทดสอบหาความเข้มข้นของสารละลายลิเธียมคลอไรด์ ที่เหมาะสมในการ
ออกซิไดซ์กระดาษ 

เตรียมสารละลายผสมระหว่าง 0.5 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท และ 17.5 
โมลาร์ ของสารละลายลิเธียมคลอไรด์ แล้วนำมาเจือจางให้ได้สารละลายลิเธียมคลอไรด์ ความเข้มข้น
สุดท้ายในสารละลายผสมเป็น 0.7 โมลาร์, 1.4 โมลาร์, 2.1 โมลาร์, 2.8 โมลาร์ และ 3.5 โมลาร์ ซึ่ง
ผสมอยู่กับสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท ความเข้มข้นสุดท้ายที่ 0.4 โมลาร์ ทำการทดสอบ ดังนี้ 
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วิธีการทดลอง 
1). หยดสารละลายผสมที่ความเข้มข้นต่าง ๆ จำนวน 10 ไมโครลิตร ในแต่ละวง โดยทำซ้ำปฏิกิริยาละ 
3 วง บ่มที่ทึบแสง เป็นเวลา 1 ชั่วโมง เมื่อครบเวลา ล้างด้วยน้ำ milliQ วงละ 10 ไมโครลิตร จำนวน 
3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล 
 
ตารางที่ 7 แสดงการคำนวณเพ่ือเจือจางสารละลายผสม  (ระหว่างสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท
และ สารละลายลิเธียมคลอไรด์) 

สารละลาย NaIO4 สารละลาย LiCl ปริมาตร
ทั้งหมด 
(มล.) 

ความเข้มข้น
ตั้งต้น (โมลาร์) 

ปริมาตร  
(มล.) 

ความเข้มข้น
สุดท้าย (โมลาร์) 

ความเข้มข้น
ตั้งต้น 

ปริมาตร  
(มล.) 

ความเข้มข้น
สุดท้าย (โมลาร)์ 

0.5  

40 

0.4  

3.5 10 0.7 50 
40 7 10 1.4  50 

40 10.5 10 2.1  50 

40 14 10 2.8  50 
40 17.5 10 3.5  50 

 
2). ทำซ้ำตามวิธีการทดลอง 3.3.2.1  ตั้งแต่ข้อ 2-5 
 

3.3.2.4 การทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการออกซิไดซ์กระดาษด้วยสารละลายผสม  
เพ่ือทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการออกซิไดซ์กระดาษ โดยใช้สารละลายผสม (ความ

เข้มข้นสุดท้ายเป็น 0.4 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท และ 3.5 โมลาร์ ของสารละลาย
ลิเธียมคลอไรด์ โดยบ่มทิ้งไว้ที่ระยะเวลาต่าง ๆ ตั้งแต่ 45 นาที ถึง 4 ชั่วโมง  
วิธีการทดลอง 
1). หยดสารละลายผสม จำนวน 10 ไมโครลิตร ในแต่ละวง แปรผันระยะเวลาในการบ่ม ตั้งแต่ 45 
นาที 1, 2, 3 และ 4  ชั่วโมง ทำ 3 ซ้ำ  บ่มที่ทึบแสงตามระยะเวลาที่กำหนดโดยใช้แผ่นฟรอยด์ครอบ  
เมื่อครบเวลาล้างด้วยน้ำ milliQ วงละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล 
2). ทำซ้ำตามวิธีการทดลอง 3.3.2.1  ตั้งแต่ข้อ 2-5 
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3.3.3 การตรึงแอนติบอดี 
3.3.3.1 การทดสอบหาความเข้มข้นและระยะเวลาที่เหมาะสมของการบ่มสารละลาย
โซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์  ในการช่วยตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ 

การทดสอบการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ ภายหลังจากการทำออกซิไดซ์กระดาษด้วย
สารละลายผสมระหว่าง 0.4 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท และ 3.5 โมลาร์ ของ
สารละลายลิเธียมคลอไรด์แล้ว  หยดแอนติบอดีบนกระดาษ หมู่อะมิโน (-NH2) ของแอนติบอดีจะจับ
กับ หมูอัลดิไฮด์ (-COOH) บนกระดาษ เป็นพันธะ imine ซึ่ง ต้องอาศัยสารละลายโซเดียมไซยาโนโบ
โรไฮไดด์ เป็นตัวเพ่ิมความแข็งแรงของพันธะ การทดลองนี้จะเป็นการหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ
สารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ ที่ช่วยตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ โดยมีขั้นตอน ดังนี้ 

 
1). ภายหลังจากการออกซิไดซ์กระดาษ เพื่อให้เกิดหมู่อัลดิไฮด์บนกระดาษแล้ว หยด anti ox-LDL ที่
เจือจาง 1:500 (เจือจางแอนติบอดีด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์) จำนวน 5 ไมโครลิตร เป็นเวลา 45 นาที  
2). แปรผันความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ เป็น 0.5 โมลาร์ และ 1 โมลาร์ โดย
หยดความเข้มข้นละ 10 ไมโครลิตร ทำ 3 ซ้ำ โดยเริ่มที่ 20 นาที 30 นาที และ 50 นาที ตามลำดับ  
3). เมื่อครบเวลา ล้างหลุมทดสอบด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิด
มีเจล ทิ้งให้แห้งสนิท ประมาณ 15 นาที 
4). ทดสอบหมู่อัลดิไฮด์ โดยนำกระดาษที่ถูกตรึงด้วยแอนติบอดี ให้ความร้อนบนแท่นให้ความร้อน  
65 องศาเซลเซียส จับเวลา 2 นาที หยดสารละลายเฟห์ลิง วงละ 4 ไมโครลิตร จับเวลา 45 วินาที 
5). เมื่อครบเวลาถ่ายภาพผลการทดสอบ ภายใต้กล่องถ่ายภาพด้วยโทรศัพท์มือถือ วิเคราะห์ผลด้วย
โปรแกรม ImageJ ระบบ RGB และคำนวณค่า ∆ RGB 
 

3.3.3.2 การทดสอบเพ่ือหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการบ่ม 1° Ab (anti ox-LDL)  
เพ่ือทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่ม anti ox-LDL ซึ่งเป็น  1° Ab  แปรผันเวลาใน

การบ่ม ที่ 20, 30, 45, 6,. 90 และ 120 นาที ตามลำดับ หลังจากนั้นหยดสารละลายโซเดียมไซยาโน
โบโรไฮไดด์ ที่ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที โดยบ่มในกล่องรักษาความชื้น ดังรูป  14 
หลังจากนั้นนำไปทดสอบความคงเหลือของหมู่อัลดีไฮด์ด้วยสารละลายเฟห์ลิง   
วิธีการทดลอง: 
1). ภายหลังจากการออกซิไดซ์กระดาษแล้ว หยด anti ox-LDL ที่ เจือจาง 1:500 จำนวน 5 
ไมโครลิตร บ่มที่ 20, 30, 45, 60, 90 และ 120 นาที ตามลำดับ  
2). หยดสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ 10 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็นเวลา 30 
นาที  
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3). ทำซ้ำตามวิธีการทดลอง 3.3.3.1  ตั้งแต่ข้อ 3-5 
 

 
รูปที่ 14 แสดงการนำกล่องรักษาความชื้นมาใช้ในการทดลอง 

 
3.3.3.3 การทดสอบสภาวะคงตัวของการกระดาษ  

3.3.3.3.1 การทดสอบสภาวะคงตัวของกระดาษภายหลังจากออกซิไดซ์ 
เพ่ือทดสอบความคงตัวของหมู่อัลดิไฮด์บนกระดาษภายหลังจากออกซิไดซ์ด้วยสารละลาย

ผสมระหว่าง 0.4 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท และ 3.5 โมลาร์ ของสารละลาย 
ลิเธียมคลอไรด์ ทดสอบตั้งกระดาษทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 0 ถึง 144 ชั่วโมง โดยมีขั้นตอนดังนี้   
วิธีการทดลอง 
1). ภายหลังจากการออกซิไดซ์กระดาษ วางกระดาษไว้ที่อุณหภูมิห้อง โดยแปรผันเวลาเป็น 0 , 24, 
48, 72, 96, 120 และ 144 ชั่วโมง  
2). ทำการทดสอบหมู่อัลดิไฮด์บนกระดาษ ด้วยสารละลายเฟห์ลิง  
3). เมื่อครบเวลาถ่ายภาพผลการทดสอบ ภายใต้กล่องถ่ายภาพด้วยโทรศัพท์มือถือ วิเคราะห์ผลด้วย
โปรแกรม ImageJ ระบบ RGB และคำนวณค่า ∆ RGB 
 

3.3.3.3.2 การทดสอบสภาวะคงตัวของการกระดาษ ภายหลังจากตรึงแอนติบอดี 
เพ่ือทดสอบหาความคงตัวของแอนติบอดีบนของกระดาษกรอง หลังจากการตรึง 1° Ab 

(anti ox-LDL) ที่เจือจาง 1:500 และเพ่ิมความยึดแน่นของพันธะ imine ด้วย 1 โมลาร์ ของ
สารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ โดยทดสอบตั้งกระดาษท้ิงไว้เป็นระยะเวลา 0, 2, 4, 8, 12 และ 
24 ชั่วโมง มีข้ันตอนดังนี้  
วิธีการทดลอง:   
1). ภายหลังจากการออกซิไดซ์กระดาษ แล้ว หยด anti ox-LDL ที่เจือจาง 1:500 จำนวน 5 
ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที  
2). หยดสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ 10 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็นเวลา 30 
นาที  
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3). เมื่อครบเวลา หยดล้างแต่ละหลุมทดสอบด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บน
แผ่นซับชนิดมีเจล ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 0, 2, 4, 8, 12 และ 24 ชั่วโมง  
4). เมื่อครบเวลาทดสอบหมู่อัลดิไฮด์ด้วยสารละลายเฟห์ลิง  
5). เมื่อครบเวลาถ่ายภาพผลการทดสอบ ภายใต้กล่องถ่ายภาพด้วยโทรศัพท์มือถือ วิเคราะห์ผลด้วย
โปรแกรม ImageJ ระบบ RGB และคำนวณค่า ∆ RGB 
 

3.3.3.4 การส่งทดสอบ FTIR (Fourier Transform Infrared Spectrometer)  
ทางผู้วิจัยส่งตัวอย่างกระดาษที่ถูกออกซิไดซ์เพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างทางเคมีของกระดาษจาก

เซลลูโลสเป็นหมู่อัลดีไฮด์ และตัวอย่างหลุมกระดาษที่ถูกตรึงแอนติบอดีแล้ว ไปทดสอบ FTIR เพ่ือ
เปรียบเทียบกับหลุมกระดาษเปล่า เป็นการยืนยันผลของการออกซิไดซ์ และตรึงแอนติบอดีบน
กระดาษ โดยใน 
 

- หลุมที่ 1 เป็นหลุมกระดาษเปล่า ไม่มีการเพ่ิมเติมหรือเปลี่ยนแปลงคุณสมบัติของ
กระดาษ 

- หลุมที่ 2 ออกซิไดซ์กระดาษ ด้วย 0.4 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 
และ 3.5 โมลาร์ ของสารละลายลิเธียมคลอไรด์ 10 ไมโครลิตร เป็นเวลา 1 ชั่วโมง ล้าง
น้ำอัลตราเพียว 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง และหยด  3 ไมโครลิตร ของ PEG ทิ้งไว้ 20 นาที 
ล้างด้วยน้ำอัลตราเพียว 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง 

- หลุมที่ 3 เป็นหลุมที่ถูกตรึงแอนติบอดี โดยออกซิไดซ์กระดาษด้วยวิธีการข้างต้น 
หลังจากนั้นทำการหยด anti ox-LDL ที่เจือจาง 1:400 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ต้ังทิ้งไว้ 
30 นาที แล้วหยดสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ 5 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 1 
โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที แล้วจึงหยดล้างด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 5 
ครั้ง 

- นำกระดาษส่งตรวจทดสอบ FTIR กับทางศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย วิเคราะห์โดยเครื่องฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตร
มิเตอร์ ยี่ห้อ Bruker รุ่น INVENIO S  
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รูปที่ 15 แสดงเครื่องมือและรูปแบบของกระดาษก่อนนำไปทดสอบ FTIR assay 
 

3.3.4 การทดลอง Paper base immunoassay 
งานวิจัยนี้ใช้แอนติบอดีท้ังหมด 2 คู่ ได้แก ่anti ox-LDL (1° Ab) กับ anti apo B polyclonal  

(2° Ab) และ anti HNE  (1° Ab)  กับ anti apo B-100 monoclonal (2° Ab) ตามลำดับ 
การเตรียม 2° Ab ที่อยู่ในรูป antibody conjugated with gold nanoparticles โดยการติด

ฉลากด้วยอนุภาคทองคำจากชุด Gold conjugation kit ของ Abcam ทำโดยการเจือจางแอนติบอดี
ด้วยตัวเจือจางที่มากับชุดทดสอบ ให้ได้ความเข้มข้นแอนติบอดีเป็น 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร นำไปผสม
กับบัฟเฟอร์ต่าง ๆ ในชุดทดสอบละลายกับอนุภาคทองคำ (gold 40 นาโนเมตร) จะได้ gold 
conjugated antibody ที่แอนติบอดีมีความเข้มข้นสุดท้าย 0.0198 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ทั้งหมด 50 
ไมโครลิตร วิธีการเตรียมแสดงในภาคผนวก ข 
 

3.3.4.1 แอนติบอดีคู่ท่ี 1 ทดสอบระหว่าง 1° Ab: anti ox-LDL (Abcam) กับ 2° Ab: 
gold conjugated anti Apo B (Abcam) 

3.3.4.1.1 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab (anti ox-LDL) 
ทำการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยากับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 

50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และใช้ 2° Ab คือ gold conjugated anti apo B ที่เจือจาง 1:10 ด้วย
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ โดยมีการทดสอบ ดังนี้ 
1). ภายหลังจากการออกซิไดซ์กระดาษแล้ว หยด  anti ox-LDL เจือจาง 1:50 1:100 และ 1:500 
ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จำนวน 4 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที ในกล่องรักษาความชื้น คง
สภาพการตรึงแอนติบอดีด้วย 1 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ จำนวน 5 
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ไมโครลิตร เป็นเวลา 30 นาที ล้างแต่ละหลุมทดสอบด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 5 
ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล  
2). หยด 5% skim milk หลุมละ 10 ไมโครลิตร ล้างแต่ละหลุมทดสอบด้วย 0.05% PBST หลุมละ 
10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล  
3). ทำการหยด std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และหยดหลุมควบคุมด้วย 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาหยดล้างด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 
ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล 
4). หยด 2° Ab (gold conjugated anti apo B Ab) ที่เจือจาง 1:10 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ตั้งทิ้งไว้ 
30 นาท ีทุกหลุมทดสอบ เมื่อครบเวลาหยดล้างด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 1 ครั้ง บน
แผ่นซับชนิดมีเจล 
5). ผสมสารละลาย silver enhancement ระหว่าง 0.3% ซิลเวอร์ไนเตรต กับ 3% ไฮโดรควิโนน ที่
ละลายใน 0.01 โมลาร์ ซิเตรทบัฟเฟอร์ pH 4 ในอัตราส่วน 1:1 หยดสารดังกล่าวในแต่ละหลุม
ทดสอบ 5 ไมโครลิตร ตั้งไว้ในที่มืด 10 นาที  เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาด้วยการลางด้วยน้ำ milliQ 
หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล ทิ้งให้แห้ง ประมาณ 15-20 นาที 
6). ถ่ายภาพผลการทดสอบภายใต้กล่องถ่ายภาพด้วยโทรศัพท์ อ่านค่าความเข้มสีโหมด gray scale 
ด้วยโปรแกรม ImageJ 
 

3.3.4.1.2 การทดสอบกับ std. ox-LDL  
ทำการทดสอบการตรวจวัดปริมาณ ox-LDL จาก std. ox-LDL ที่ทราบความเข้มข้น 

เนื่องจากความเข้มข้นของ ox-LDL ยังไม่มีค่ามาตรฐานที่ใช้อ้างอิง ดังนั้นผู้วิจัยจึงใช้ค่าอ้างอิงจาก
รายงานของ Ali และ Holvoet ทำการทดสอบ 2 ครั้ง ดังนี้  

การทดสอบที่ 1 อ้างอิงค่า ox-LDL รายงานโดย Ali และคณะ ตามตารางที่ 4 ซึ่งรายงาน
ระดับ ox-LDL ในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 , โรคเมตาบอลิกซินโดรม, โรคเบาหวานชนิดที่ 2 
ร่วมกับโรคความดันโลหิตสูง และจากคนปกติ อยู่ในช่วง 104-221 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ดังนั้น ผู้วิจัย
จึงใช้ค่า std. ox-LDL คือ 100 – 500 นาโนกรัม/มิลลิลิตร มาเป็นค่ามาตรฐานในการทดสอบ โดยมี
วิธีการดังนี้  

1). เมื่อออกซิไดซ์กระดาษเพ่ือให้เกิดหมู่อัลดิไฮด์บนกระดาษแล้ว หยด anti ox-LDL ที่เจือ
จาง 1:500 จำนวน 5 ไมโครลิตร ของ เป็นเวลา 30 นาที  

2). หยดสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ 10 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็น
เวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาหยดล้างแต่ละหลุมทดสอบด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 
ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล ทิ้งให้แห้ง ประมาณ 10 นาที 
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3). หยด 5% skim milk เพ่ือไม่ให้เกิดสีพ้ืนหลัง หรือเพ่ือป้องกันการจับของตัวรบกวนอ่ืน 
หลุมละ 10 ไมโครลิตร ล้างแต่ละหลุมทดสอบด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บน
แผ่นซับชนิดมีเจล  

4). หยด std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 100, 300 และ 500 นาโนกรัม/มิลลิลิตร หลุมละ3 
ไมโครลิตร หยดหลุมควบคุม เป็นฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ตั้งทิ้งไว้ 30 นาที เมื่อครบเวลาหยดล้างด้วย 
0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล 

5). หยด gold conjugated anti apo B ซึ่งเป็น 2° Ab ที่เจือจาง 1:100 ในฟอสเฟต
บัฟเฟอร์ทุกหลุมทดสอบ หลุมละ 3 ไมโครลิตร ตั้งทิ้งไว้ 30 นาที เมื่อครบเวลาหยดล้างด้วย 0.05% 
PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล 

6). ผสมสารละลาย silver enhancement ระหว่าง 0.2% ซิลเวอร์ไนเตรต (สารละลาย A) 
กับ 0.5% ไฮโดรควิโนน (สารละลาย B) ที่ละลายใน ซิเตรทบัฟเฟอร ์pH 3.8 ในอัตราส่วน 1:1 หยด
สารดังกล่าวในแต่ละหลุมทดสอบ 10 ไมโครลิตร เป็นเวลา 10 นาที ในที่มืด เมื่อครบเวลาหยุด
ปฏิกิริยาด้วยการลางด้วยน้ำ milliQ หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล ทิ้งให้แห้ง 
ประมาณ 15-20 นาที 

7). ถ่ายภาพผลการทดสอบด้วยโทรศัพท์ภายใต้กล่องถ่ายภาพ อ่านค่าความเข้มสีโหมด gray 
scale ด้วยโปรแกรม ImageJ  

 
การทดสอบที่ 2: อ้างอิงค่า ox-LDL รายงานโดย Holvoet และคณะ ตามตารางที่ 3 ซึ่ง

รายงานระดับ ox-LDL ที่ได้จากกลุ่มคนปกติ และคนที่เป็นโรคหลอดเลือดหัวใจ มีค่า ox-LDL อยู่
ในช่วง 4-45 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทำการทดสอบเช่นเดียวกับ 3.3.4.1.2 วิธีการทดสอบที่ 1 โดยใช้ 
std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 1-10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มาเป็นค่ามาตรฐานในการทดสอบ  

 
3.3.4.1.3 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ gold conjugated anti 
apo B   

การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ anti apo B ซึ่งเป็น  2° Ab กับ std. ox-LDL มี
ทั้งหมด 3 การทดสอบ  

 
การทดสอบครั้งที่ 1: ใช้ความเข้มข้นของ anti apo B ที่เจือจาง 1:5 และ 1:20 และ std. ox-LDL ที่
ความเข้มข้น 1 ug/mL  

จากการทดลองที่ผ่านมา จะเห็นว่าสีของปฏิกิริยาที่เกิดยังไม่ชัดเจน แม้จะเพ่ิมความเข้มข้น
ของ std. ox-LDL ผู้วิจัยจึงมาพิจารณาเพ่ิมความเข้มข้นของ anti apo B ในการทดลองนี้ได้
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เปรียบเทียบ ความเข้มข้นของ anti apo B ที่เจือจาง 1:5 และ 1:20 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และ
ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยมีวิธีการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 
3.3.4.1.2 และใช้ anti ox-LDL ที่เจือจาง 1:500 ตรึงบนกระดาษ 
 
การทดสอบครั้งที่ 2: ใช้ความเข้มข้นของ anti apo B ที่เจือจาง 1:5, 1:10, 1:20, 1:100 และ std. 
ox-LDL ที่ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

จากการทดลองก่อนหน้ายังเห็นผลไม่ชัดเจน ผู้วิจัยได้เพ่ิมความเข้มข้นของ std. ox-LDL เป็น 
5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และได้ปรับความเข้มข้นของ anti apo B เจือจางเป็น 1:5, 1:10, 1:20, 
1:100 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ โดยใช้วิธีการทดลองเช่นเดียวกับข้อ 3.3.4.1.2 และใช้ anti ox-LDL ที่
เจือจาง 1:500 ตรึงบนกระดาษ 
 
การทดสอบครั้งที่ 3: 
 เป็นการทดลองซ้ำ จากการทดลองก่อนหน้านี้ โดยในครั้งนี้ได้เจือจางความเข้มข้นของ 2° Ab 
เป็น 1: 50 และ 1:100 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เพ่ิมความเข้มข้นของ std. ox-LDL เป็น 2 ความเข้มข้น 
ที่ 1 และ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร โดยใช้วิธีการทดลองเช่นเดิม และยังคงใช้ anti ox-LDL ความ
เข้มข้น 1:500 ตรึงบนกระดาษ 
 

3.3.4.2 การทดสอบกับแอนติบอดีคู่ที่ 2  ระหว่าง 1° Ab: anti-HNE 
(goat/polyclonal/Bethyl Laboratories และ 2° Ab: gold conjugated anti apo 
B-100 Ab (mouse/monoclonal/ Santa Cruz)  

เนื่องจากการทดสอบในข้อ 3.3.4.1 ไม่เห็นผลการทดสอบ จึงเปลี่ยนชนิด 1° Ab จาก anti 
ox-LDL เป็น anti HNE  และ 2° Ab จาก anti apo B polyclonal เป็น anti apo B-100 
monoclonal  โดยมีการทดสอบ ดังนี้ 

 
3.3.4.2.1 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ anti HNE (1° Ab)  

ทดสอบกับ std. ox-LDL มีทั้งหมด 3 การทดลอง โดยทดลองตามวิธีการ ข้อ 3.4.1.1 มี
รายละเอียดตามตารางที่  6 และในการทดลองนี้ ได้ เพ่ิมตัวอย่างของ ox-LDL ที่ เตรียมเองใน
ห้องปฏิบัติการเพื่อทดสอบว่าสามารถใช้ทดแทน std. ox-LDL ในการทดสอบต่อไปได้หรือไม ่
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ตารางที่ 8 แสดงรายละเอียดของสารที่ใช้ในแต่ละครั้งของการทดลองที ่3.3.4.2.1 

 
การทดสอบครั้งที่ 1:  
1). หลังจากการออกซิไดซ์กระดาษเพ่ือให้เกิดหมู่อัลดิไฮด์บนกระดาษแล้ว หยด 4 ไมโครลิตร ของ 
anti HNE   ที่เจือจาง 1:500 และ 1:1,000 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ตั้งทิ้งไว้เป็นเวลา 30 นาที คง
สภาพการตรึงแอนติบอดีด้วยสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ 5 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 1 โม
ลาร์ เป็นเวลา 30 นาที ล้าง 5 ครั้ง ด้วย 0.05% PBST บนแผ่นซับชนิดมีเจล  
2). ใช้ 5% skim milk เป็นตัว blocking แล้วทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 
100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการที่ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม 
โปรตีน/มิลลิลิตร โดยทำหน้าที่เป็นหลุมไม่ทราบค่าและหยดหลุม ควบคุม ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เป็น
เวลา 30 นาที เมื่อครบเวลาหยดล้างด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับ
ชนิดมีเจล  
3). หยด 2° Ab anti apo-B 100  ที่เจือจาง 1:50 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 30 นาทีทุกหลุมทดสอบ 
เมื่อครบเวลาหยดล้างด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 1 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล 
4). ผสมสารละลาย silver enhancement ระหว่าง 0.3% ซิลเวอร์ไนเตรต กับ 3% ไฮโดรควิโนน ที่
ละลายใน 0.5 โมลาร์ ซิเตรทบัฟเฟอร์ pH 4 ในอัตราส่วน 1:1 หยดสารดังกล่าวในแต่ละหลุมทดสอบ 
5 ไมโครลิตร 10 นาที ภายใต้สภาวะมืด เมื่อครบเวลาหยุดปฏิกิริยาด้วยการลางด้วยน้ำ milliQ หลุม
ละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล ทิ้งให้แห้ง ประมาณ 15-20 นาที แล้วถ่ายภาพผลการ
ทดสอบด้วยโทรศัพท์ภายใต้กล่องถ่ายภาพ อ่านค่าความเข้มสีโหมด gray scale ด้วยโปรแกรม 
ImageJ  
 
การทดสอบครั้งที่ 2:  
1). ทดสอบเช่นเดียวกับการทดสอบที่ 1 โดยการตรึง anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 และ 1:1,000  

การทดลองที ่ ความเข้มข้น 1° Ab ความเข้มข้น 2° Ab std. ox-LDL (มก./มล.) 
In house ox-LDL 
(มก. โปรตีน/มล.) 

1 1:500, 1:1,000 1:50 25, 50, 100 100 

2 1:500, 1:1,000 1:20 25, 50, 100 100, 200 

3 1:500 1:50 50, 100, 200, 400 100, 200, 400 
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2). ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ ox-LDL ที่
เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้น 100 และ 200 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร และหยด
หลุมควบคุมด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เป็นเวลา 30 นาที 
3). หยด 2° Ab anti apo-B 100 ที่เจือจาง 1:20 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 30 นาทีทุกหลุมทดสอบ  
4). หยด silver enhancement (เช่นเดียวกับการทดสอบที่ 1) ในแต่ละหลุมทดสอบ 5 ไมโครลิตร 
10 นาที ล้างแล้วทิ้งให้แห้ง ประมาณ 15-20 นาที ถ่ายภาพผลการทดสอบด้วยโทรศัพท์ภายใต้กล่อง
ถ่ายภาพ อ่านค่าความเข้มสีโหมด gray scale ด้วยโปรแกรม ImageJ  
 
การทดสอบครั้งที่ 3:  
1). ทดสอบเช่นเดียวกับวิธีการของการทดสอบที่ 1 โดยการตรึง anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500  
2). ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 50, 100, 200 และ 400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ ox-
LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้น 100, 200 และ 400 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร 
และหยดหลุมควบคุมด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เป็นเวลา 30 นาท ี
3). หยด 2° Ab Anti apo-B 100 เจือจาง 1:50 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 30 นาท ีทุกหลุมทดสอบ  
4). หยด silver enhancement (เช่นเดียวกับการทดสอบที่ 1) ในแต่ละหลุมทดสอบ 5 ไมโครลิตร 
10 นาที ล้างแล้วทิ้งให้แห้ง ประมาณ 15-20 นาที ถ่ายภาพผลการทดสอบด้วยโทรศัพท์ภายใต้กล่อง
ถ่ายภาพ อ่านค่าความเข้มสีโหมด gray scale ด้วยโปรแกรม ImageJ 
 

3.3.4.2.2 การทดสอบเปรียบเทียบกระดาษกรองแต่ละชนิด 
เนื่องจากผลการทดลอง 3.3.4.2.1 จากการทดลองที่ 1 กระดาษตันแล้วเกิดสีปฏิกิริยาขึ้น 

ผู้วิจัยจึงคิดว่าการใช้กระดาษกรองที่มี pore size เล็กลง อาจทำให้ผลการทดสอบดีขึ้น จึงได้ลองนำ
กระดาษกรองทั้ง 3 เบอร์ มาทดสอบหาความเหมาะสม  
 

3.3.4.2.2.1 การเปรียบเทียบการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษกรองแต่ละ
ชนิด 

1).สร้างพ้ืนที่วงกลมให้เป็นรูปคล้าย ไมโครเพลท 96 หลุม (12x8) เส้นผ่านศูนย์กลาง 0.65 มิลลิเมตร 
ระยะระหว่างวงกลม 0.25 มิลลิเมตร บนกระดาษกรอง Whatman เบอร์ 1 เบอร์ 2 และเบอร์ 3 
ด้วยเครื่องพิมพ์แวกซ์ และทำให้แวกซ์ละลายโดยให้ความร้อนบนแท่นให้ความร้อน ที่อุณหภูมิ 150 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 นาท ี
2). ออกซิไดซ์กระดาษแล้วหยด ของ anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 โดยเจือจางแอนติบอดีด้วย 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 4 ไมโครลิตร เป็นเวลา 30 นาท ีคงสภาพการตรึงแอนติบอดีด้วยสารละลายโซเดียม
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ไซยาโนโบโรไฮไดด์ 5 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที ล้าง 5 ครั้ง ด้วย 0.05% 
PBST บนแผ่นซับชนิดมีเจล  
3). ทดสอบหมู่อัลดิไฮด์ด้วยสารละลายเฟห์ลิง เมื่อครบเวลาถ่ายภาพผลการทดสอบ ภายใต้กล่อง
ถ่ายภาพผลการทดสอบด้วยโทรศัพท์ภายใต้กล่องถ่ายภาพ  วิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม ImageJ 
คำนวณหาค่า ∆RGB 
 

3.3.4.2.2.2 การเปรียบเทียบการตรวจวัด ox-LDL บนกระดาษกรองทั้ง 3 
ชนิด 

ทดสอบกับ std. ox-LDL และ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ โดยมีทั้งหมด 3 การทดลอง
ตารางที่ 9 แสดงรายละเอียดของสารที่ใช้ในแต่ละครั้งของการทดลองที ่3.3.4.2.2.2 

การทดลองที ่ กระดาษเบอร ์
ความเข้มข้น 

1° Ab 
ความเข้มข้น 

2° Ab 
std. ox-LDL  
(มก./มล.) 

In house ox-LDL  
(มก. โปรตีน/มล.) 

1 1, 2, 3 1:500 1:20 25, 50, 100 100 
2 1, 2 1:500 1:20 - 25, 50, 100 
3 2 1:500 1:20 - 12.5, 25, 50, 100, 200, 400 
 
 
การทดลองที่ 1: เป็นการทดสอบ ox-LDL บนกระดาษทั้ง 3 เบอร์ เพ่ือเปรียบเทียบว่าชนิดไหน
เหมาะสมที่สุด 
1). หลังจากการออกซิไดซ์กระดาษ เพ่ือให้เกิดหมู่แอลดิไฮด์บนกระดาษแล้ว หยด 4 ไมโครลิตร ของ 
anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 เจือจางแอนติบอดีด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เป็นเวลา 30 นาที คง
สภาพการตรึงแอนติบอดีด้วยสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ 5 ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 1 โม
ลาร์ เป็นเวลา 30 นาที ล้าง 5 ครั้ง ด้วย 0.05% PBST บนแผ่นซับชนิดมีเจล 
2). ใช้ 5% skim milk เป็นตัว blocking แล้วทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้น 25, 50 และ 
100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้น 50 และ 100 
ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร และหยดหลุมควบคุมด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เมื่อครบเวลาหยดล้างด้วย 
0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล  
3). หยด 2° Ab anti apo-B 100 เจือจาง 1:20 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 30 นาทีทุกหลุมทดสอบ เมื่อ
ครบเวลาหยดล้างด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 1 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล 
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4). หยด silver enhancement (เช่นเดียวกับการทดสอบ 3.3.4.2.1) ในแต่ละหลุมทดสอบ 5 
ไมโครลิตร 10 นาที ล้างแล้วทิ้งให้แห้ง ประมาณ 15-20 นาที ถ่ายภาพผลการทดสอบด้วยโทรศัพท์
ภายใต้กล่องถ่ายภาพ อ่านค่าความเข้มสีโหมด gray scale ด้วยโปรแกรม ImageJ   
 
การทดลองที่ 2: ทำการทดลองเช่นเดียวกับวิธีการทดสอบที่ 1 โดยใช้กระดาษกรองเบอร์ 1 และเบอร์ 
2 และทดสอบเฉพาะ ox-LDL ที่ เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้น 25 50 และ 100 
ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร ที่ถูกออกซิไดซ์ด้วยสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มา
ทดลอง 
 
การทดลองที่ 3: ทำการทดลองเช่นเดียวกับวิธีการทดสอบที่ 1  โดยใช้เฉพาะกระดาษกรองเบอร์ 2 
และทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้น 12.5, 25, 50, 100, 200 และ 
400 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร ที่ถูกออกซิไดซ์ด้วยสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต เป็นเวลา 24 
ชั่วโมง มาทดลอง  
 

3.3.4.2.2.3 การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab โดย
ทดสอบบนกระดาษกรอง เบอร์ 2  

ทำการทดลองเช่นเดียวกับ 3.3.4.2.1 โดยใช้เฉพาะกระดาษกรองเบอร์ 2 หลังจากการ
ออกซิไดซ์กระดาษ หยด anti HNE เจือจางที่ 1:250, 1:500 และ 1:1000 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ บ่ม
เป็นเวลา 30 นาที คงสภาพการตรึงแอนติบอดีด้วยสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์  5 
ไมโครลิตร ที่ความเข้มข้น 1 โมลาร์ เป็นเวลา 30 นาที ทดสอบเฉพาะ ox-LDL ที่เตรียมเองใน
ห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้น 25 50 และ 100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร ที่ถูกออกซิไดซ์ด้วย
สารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต เป็นเวลา 24 ชั่วโมง มาทดลอง 
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3.3.4.2.2.4 การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่ม ox-LDL และ 
2° Ab โดยทดสอบบนกระดาษกรอง เบอร์ 2 1). ทดลองเช่นเดียวกับ 

3.3.4.2.1 โดยใช้เฉพาะกระดาษกรองเบอร์ 2 หลังจากการออกซิไดซ์กระดาษ ตรึง anti HNE เจือจาง
ที่ 1:500 ทดสอบเฉพาะ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้น 25 50 และ 100 
ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร มาทดลอง และหยดหลุมควบคุมด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ทดสอบบ่มที่
เวลา 30 45 และ 60 นาที หยดล้างด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง บนแผ่นซับ
ชนิดมีเจล 
2). หยด 2° Ab Anti apo-B 100 เจือจาง 1:20 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ บ่มที่เวลา 30 45 และ 60 
นาที เมื่อครบเวลาหยดล้างด้วย 0.05% PBST หลุมละ 10 ไมโครลิตร 1 ครั้ง บนแผ่นซับชนิดมีเจล 
3). หยด silver enhancement (เช่นเดียวกับการทดสอบ 3.3.4.2.1) ในแต่ละหลุมทดสอบ 5 
ไมโครลิตร 10 นาที ล้างแล้วทิ้งให้แห้ง ประมาณ 15-20 นาที ถ่ายภาพผลการทดสอบด้วยโทรศัพท์
ภายใต้กล่องถ่ายภาพ อ่านค่าความเข้มสีโหมด gray scale ด้วยโปรแกรม ImageJ   
 
3.5 การประดิษฐ์กล่องถ่ายภาพ 
 

 
 

รูปที่ 16 แสดงหลอดไฟแต่ละชนิด ที่นำมาประดิษฐ์กล่องถ่ายภาพแต่ละรุ่น 
a. ไฟเพดานรถ b. ไฟ LED รุ่น 5050 c. ไฟ LED COB 

 
 ประยุกต์ใช้โครงและกระจกครอบตาชั่ง นำมาประกอบให้ครบทั้ง 4 ด้าน ด้วยแผ่นอะคริลิค 
ขนาด 8.2 x 13 เซนติเมตร โดยเจาะรู เพ่ือใช้เป็นช่องให้เลนส์โทรศัพท์เข้าถึง ดังภาพที่ 21 แล้วปิด
ท้ายถาวรด้วยแผ่นอะคริลิคขนาด 8.8 x 8.8 เซนติเมตร เจาะรูเพ่ือสอดสายไฟได้ ติดและต่อไฟภายใน 
โดย 

- โมเดลที่ 1 ใช้ไฟเพดานรถ แสงขาว ขนาด 16 x 26 มิลลิเมตร 18 SMD ติดบริเวณด้าน
ท้ายของกล่อง เพ่ือให้ไฟตกท่ัวทั้งกล่องถ่ายภาพ 

a

.   

b

.   

c

.   

LED COB 
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- โมเดลที่ 2 ใช้ไฟ LED เส้น strip 12 โวลต์ รุ่น 5050 กว้าง 10 มิลลิเมตร ความสูง-หนา 
3 มิลลิเมตร องศาการกระจายแสง 120 องศา สีของแสงความสว่าง 720 ลูเมน/ 12 -
16 ดวงไฟ ต่อภายในกล่อง 

- โมเดลที่ 3 ใช้ แถบไฟ LED COB ชนิดชิปออนบอร์ด องศาการกระจาย 180 องศา แสง
ขาว 6500K ต่อภายในกล่อง  

ติดฟิล์มทึบแสงโดยรอบทั้ง 4 ด้าน รวมถึงฝาด้านหน้าและด้านหลัง และใช้แผ่นเหล็ก หนา 1 
มิลลิเมตร ขนาด 7.5 x 12 เซนติเมตร ปูพื้น เพ่ือใช้เป็นด้านที่ใช้ยึดติดกับแม่เหล็กนีโอไดเมียม สำหรับ
ตรึงผลกระดาษที่ได้จากการทดสอบ ต่อวงจรไฟ โดยใช้ถ่าน 24A 12 โวลต์ และมีสวิตช์ไฟประกอบอยู่
ภายนอกกล่อง   
 

 
 

รูปที่ 17 แสดงอุปกรณ์ที่ใช้ในการประดิษฐ์กล่องถ่ายภาพ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 45 

บทที่ 4 
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

 
4.1 ผลการดำเนินการวิจัย 

4.1.1 ผลการผลิตอุปกรณ์ต้นแบบบนกระดาษ 
4.1.1.1 ผลการผลิตอุปกรณ์ต้นแบบบนกระดาษ โดยเทคนิคการพิมพ์แวกซ์ 

ทำการออกแบบฐานกระดาษสำหรับอุปกรณ์การตรวจวัดบนฐานกระดาษให้มี รูปแบบ
เดียวกันกับไมโครไตเตอร์เพลทที่ใช้ในงาน conventional ELISA ออกแบบให้เป็นวงกลมให้มีเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.65 เซนติเมตร และระยะระหว่างวงที่ใช้ทดสอบ 0.25 เซนติเมตร นำเข้าเครื่องพิมพ์ 
แวกซ์ สีดำลงบนกระดาษ Whatman เบอร์ 1 ดังแสดงรูปที่ 18 
 

 
 

รูปที่ 18 แสดงตัวอย่างรูปแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษหลังพิมพ์แวกซ์ 
 

4.1.1.2 ผลการทดสอบระยะเวลาและวิธีการที่เหมาะสมในการละลายแวกซ์บนกระดาษ 
นำกระดาษที่พิมพ์แวกซ์เรียบร้อยแล้วมาให้ความร้อนบนแท่นให้ความร้อน ที่อุณหภูมิ 150 

องศาเซลเซียส โดยหงายหน้าด้านพิมพ์แวกซ์ขึ้นวางทับด้วยแผ่นอลูมิเนียม พบว่าขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของวงที่ใช้ทดสอบมีขนาดเล็กลง เส้นผ่านศูนย์กลางของหลุมทดสอบก่อนให้ควาร้อนลดลง
จาก 0.65 มิลลิเมตร เป็น 0.5 มิลลิเมตร และระยะห่างระหว่างวงที่ใช้ทดสอบก่อนให้ความร้อน
เพ่ิมขึ้นจาก 0.25 มิลลิเมตร เป็น 0.4 มิลลิเมตร ดังแสดงรูปที่ 19 และจากการทดสอบหาวิธีการและ
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการละลายแวกซ์ พบว่าไม่มีข้อแตกต่างของกระดาษภายหลังจากการให้ความ
ร้อนทั้ง 2 วิธี โดยการทดลองที่ 1 ใช้เวลา 5 นาที และการทดลองที่ 2 ใช้เวลา 10 นาที ดังนั้นผู้วิจัยจึง
เลือกวิธีการทดลองที่ 1 เพื่อลดระยะเวลาและนำมาใช้ในงานวิจัย 
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รูปที่ 19 แสดงลักษณะการให้ความร้อนบนกระดาษ และรูปแบบกระดาษก่อนและหลังให้ความร้อน 
 

4.1.1.3 ผลการทดสอบหาปริมาตรสารที่เหมาะสม 
จากผลการทดลองเบื้องต้นโดยการแปรผันปริมาตรเป็น 3 ปริมาตร ได้แก่ 3 , 4 และ 5 

ไมโครลิตร พบว่าสีในแต่ละวงไม่ซึมข้ามวงและมีลักษณะท่วมทั่วพ้ืนที่วงกลม นอกจากนี้พบว่า
ปริมาตร 3 และ 4 ไมโครลิตร ไม่เยิ้มฉ่ำมากจนเกินไป ส่วนปริมาตร 5 ไมโครลิตร มีลักษณะท่วมฉ่ำ 
แต่อให้ความร้อนไรก็ตามปริมาตรการหยดในแต่ละครั้งต้องคำนึงถึงระยะเวลาในการบ่มสาร ซึ่งถ้าใช้
ระยะเวลาในการบ่มสารมากทางผู้วิจัยเลือกหยดปริมาตร 5 ไมโครลิตร เพ่ือป้องกันไม่ให้สารแห้ง 
 

  
รูปที่ 20 แสดงสีและลักษณะของวงทดสอบที่ใช้ปริมาตรแตกต่างกัน 

 
4.1.2 ผลการทดสอบเพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการออกซิไดซ์อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บน
กระดาษ 
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 4.1.2.1 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท  
ทำการทดสอบหาความเข้มข้นที่ เหมาะสมของ สารละลาย โซเดียมเพอร์ริออเดทเพ่ือ

ออกซิไดซ์กระดาษ โดยแปรผันความเข้มข้นของสารละลาย เป็น 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 และ 0.5 
โมลาร์ (ความเข้มข้นละ 3 หลุม) บ่มเป็นเวลา 1 ชั่วโมง หลังจากออกซิไดซ์กระดาษแล้วทดสอบหมู่ 
อัลดีไฮด์ด้วยน้ำยาเฟห์ลิง และทำหลุมควบคุม (หยดฟอสเฟตบัฟเฟอร์) จากผลการทดสอบพบว่าเมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท สีของปฏิกิริยาหลังจากทดสอบด้วยน้ำยาเฟห์ลิง
เกิดสีน้ำตาลเข้มมากขึ้น แสดงว่ามีหมู่อัลดีไฮด์เพ่ิมขึ้น และเมื่อนำไปวัดค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม 
ImageJ คำนวณค่าความเข้มสีแดง สีเขียว และสีน้ำเงินที่เปลี่ยนไป (∆ RGB) นำมาสร้างกราฟระหว่าง
ความเข้มของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท กับค่าความเข้มสี ดังแสดงรูปที่ 22 จากกราฟจะเห็นว่า
เมื่อความเข้มข้นของสารละลายเพ่ิมขึ้น ค่าความเข้มสีเพ่ิมมากขึ้น และจากกราฟจะเห็นว่าที่ความ
เข้มข้น 0.5 โมลาร์ ให้ค่าความเข้มสีมากที่สุด ดังนั้นความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท
ที่เหมาะสมสำหรับออกซิไดซ์กระดาษเพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างให้เป็นหมู่อัลดีไฮด์คือ 0.5 โมลาร์ จึงใช้เป็น
ความเข้มข้นในการออกซิไดซ์กระดาษเพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างให้เป็นหมู่อัลดีไฮด์ สำหรับการจับกับ
แอนติบอดีในขั้นตอนต่อไป 
 

 
 

รูปที่ 21 แสดงผลการออกซิไดซ์กระดาษด้วยความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 
ที่เวลา 1 ชั่วโมง 
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ของ NaIO4 บ่ มท ี่ ี่เวลา 1 ช่ัวโมง

 
รูปที่ 22  แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไปทั้ง 3 ช่องสี (∆ RGB) ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท บ่มที่เวลา 1 ชั่วโมง แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
 

4.1.2.2 ผลการทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมของการออกซิไดซ์กระดาษด้วยสารละลาย 
โซเดียมเพอร์ริออเดท 

ผลการการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการออกซิไดซ์กระดาษ ด้วยสารละลายโซเดียม
เพอร์ริออเดท ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ โดยทดลองบ่มที่ระยะเวลา ตั้งแต่ 20 นาที ถึง 4 ชั่วโมง นำมา
ทดสอบการเกิดหมู่อัลดีไฮด์ด้วยน้ำยาเฟห์ลิง ได้ผลดังรูปที่ 23 พบว่าสีของปฏิกิริยาเข้มมากขึ้นเมื่อ
เพ่ิมระยะเวลาในการบ่ม และเมื่อนำภาพของการทดสอบไปอ่านค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไปทั้ง 3 ช่องสี  
ด้วยโปรแกรม ImageJ คำนวณค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไป (∆RGB) สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างความ
เข้มสีและระยะเวลาในการบ่ม ดังรูปที่ 24 จะเห็นว่าระยะเวลาในการบ่มแปรผันตรงกับค่าความเข้มสี 
และจากกราฟจะเห็นว่า ณ เวลา 2-3 ชั่วโมง ค่าความเข้มสีเริ่มคงที่ แต่เนื่องด้วยในระหว่างการ
ทดสอบพบว่ากระดาษเริ่มแห้ง ที่ เวลา 1 ชั่วโมง ดังนั้นทางผู้วิจัยจึงเลือกระยะเวลาในการบ่ม
สารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท ที่ 1 ชั่วโมง ซึ่งเป็นระยะเวลาที่เหมาะสมท่ีกระดาษไม่แห้ง 
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รูปที่ 23 แสดงผลการออกซิไดซ์กระดาษด้วย 0.5 โมลาร์ สารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท เวลาต่างๆ  
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กราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสี Δ  RGB กับระยะเวลาการบ่ม 0.5M NaIO4

 
รูปที่ 24 แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไปทั้ง 3 ช่องสี  (∆ RGB) กับเวลาต่าง ๆ เมื่อ
ออกซิไดซ์กระดาษด้วย 0.5 โมลาร์ สารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท  แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
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4.1.2.3 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นของสารละลายลิเธียมคลอไรด์ ที่เหมาะสมในการ
ออกซิไดซ์กระดาษ 

ในการทดลองนี้ใช้สารละลายผสมระหว่าง 0.5 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 

กับสารละลายลิเธียมคลอไรด์ เพ่ือออกซิไดซ์กระดาษให้เกิดหมู่อัลดีไฮด์ ทำการทดลองหาความเข้มข้น
ที่เหมาะสมของสารละลายลิเธียมคลอไรด์ ตั้งแต่ 0, 0.7, 1.4, 2.1, 2.8 และ 3.5 โมลาร์ โดยนำ
สารละลายลิเธียมคลอไรด์แต่ละความเข้มข้นผสมกับสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 0.4 โมลาร์  บ่ม
เป็นเวลา 1 ชั่วโมง แล้วนำมาทดสอบด้วยน้ำยาเฟห์ลิง ได้ผลดังรูปที่ 25  และเมื่อนำภาพมาอ่านค่า
ความเข้มเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ สร้างเป็นกราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไป
ทั้ง 3 ช่องสี  (∆ RGB) กับความเข้มข้นต่าง ๆ ของสารละลายลิเธียมคลอไรด์พบว่า ความเข้มข้นของ
สารละลายลิเธียมคลอไรด์แปรผันตรงกับค่าความเข้มของสีที่ เปลี่ยนไป และให้ค่าความเข้มสีที่
เปลี่ยนไปมากสุดที่ความเข้มข้น 3.5 โมลาร์ ดังแสดงรูป 26 ดังนั้นสารละลายผสมระหว่างสารละลาย 
ลิเธียมคลอไรด์ เข้มข้น 3.5 โมลาร์ ร่วมกับสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 0.4 โมลาร์ สามารถ
ออกซิไดซ์กระดาษให้เกิดหมู่อัลดีไฮด์ได้มากที่สุดเมื่อเทียบกับหลุมทดสอบที่หยดเฉพาะสารละลาย  
โซเดียมเพอร์ริออเดท และหลุมทดสอบท่ีใช้สารละลายลิเธียมคลอไรด์ความเข้มข้นอ่ืน ๆ 

 

 
 

รูปที่ 25 แสดงผลการออกซิไดซ์กระดาษ ด้วยสารละลายผสม ที่เวลา 1 ชั่วโมง 
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รูปที่ 26 แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไปทั้ง 3 ช่องสี  (∆ RGB) กับความเข้มข้นต่าง 
ๆ ของสารละลายลิเธียมคลอไรด์ที่ผสมอยู่กับสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท เข้มข้น 0.4 โมลาร์  บ่ม
ที่เวลา 1 ชั่วโมง แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
 

4.1.2.4 ผลการทดสอบหาเวลาที่เหมาะสมในการออกซิไดซ์กระดาษด้วยสารละลายผสม 
การทดลองเพ่ือหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการออกซิไดซ์กระดาษ ด้วยสารละลายผสม

ระหว่างสารละลายลิเธียมคลอไรด์ ความเข้มข้น 3.5 โมลาร์ ร่วมกับสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 
เข้มข้น 0.4 โมลาร์ บ่มที่ระยะเวลา  20 นาที, 30 นาที, 45 นาที, 1 ชั่วโมง, 2 ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง 
ทำซ้ำ 3 หลุม นำกระดาษมาทดสอบการเกิดหมู่อัลดีไฮด์ด้วยน้ำยาเฟห์ลิง ได้ผล ดังแสดงรูปที่ 27 จะ
เห็นว่าเมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการบ่มสีของปฏิกิริยาจะเข้มมากข้ึน เมื่อนำภาพของการทดสอบไปอ่านค่า
ความเข้มสีที่เปลี่ยนไปทั้ง 3 ช่องสี ด้วยโปรแกรม ImageJ คำนวณค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไป (∆ RGB) 
นำมาสร้างกราฟเปรียบเทียบระหว่างระยะเวลาในการบ่ม และความเข้มสี ที่ ดังแสดงรูปที่ 28 จะเห็น
ว่าเมื่อเพ่ิมระยะเวลาในการบ่ม ค่าความเข้มสีจะเพ่ิมมากขึ้น แสดงว่าเกิดการออกซิไดซ์กระดาษได้ดี
ขึ้น จากกราฟจะเห็นว่าที่ระยะเวลา 1 ชั่วโมงค่าความเข้มสีเริ่มคงที่ ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกช่วงเวลา
ดังกล่าวเป็นระยะเวลาในการบ่มสารละลายผสมเพ่ือออกซิไดซ์กระดาษ เปลี่ยนโครงสร้างให้กระดาษ
เกิดเป็นหมู่อัลดีไฮด์สำหรับการจับของแอนติบอดีในขั้นตอนต่อไป 
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รูปที่ 27 แสดงผลการออกซิไดซ์กระดาษ ด้วยสารละลายผสม (0.4M NaIO4 + 3.5M LiCl) ที่เวลา 

20 นาท,ี 30 นาท,ี 45 นาท,ี 1 ชั่วโมง, 2 ชัว่โมง และ 4 ชั่วโมง 
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กราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสี Δ RGB กับระยะเวลาการบ่มสารละลายผสม
(0.4M NaIO4 + 3.5M LiCl)

 
รูปที่ 28 แสดงกราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไปท้ัง 3 ช่องสี ∆RGB กับระยะเวลา

การบ่มด้วยสารละลายผสม (20 นาท,ี 30 นาที, 45 นาท,ี 1 ชั่วโมง, 2 ชัว่โมง และ 4 ชั่วโมง)  
(0.4M NaIO4 + 3.5M LiCl) แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
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4.1.3 ผลการตรึงแอนติบอดี 
4.1.3.1 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นและระยะเวลาที่เหมาะสมของสารละลาย 
โซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ ในการช่วยตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ 

เป็นการทดลองเปรียบเทียบความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ เพ่ือช่วย
ตรึงแอนติบอดีให้ติดบนกระดาษได้ดียิ่งขึ้น ทดสอบกับสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ เพียง 2 
ความเข้มข้น คือ 0.5 โมลาร์ และ 1 โมลาร์ บ่มที่เวลา 20 นาที 30 นาที และ 50 นาที ผลการทดลอง
พบว่า การใช้สารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ ความเข้มข้น 1 โมลาร์ ช่วยตรึงแอนติบอดี ให้ผล
การทดสอบด้วยน้ำยาเฟลิงห์ได้สีอ่อนกว่าการใช้ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ ของทั้ง 3 ช่วงเวลาของการ
บ่ม ดังรูปที่ 37 และเมื่อนำผลของกระดาษมาหาค่าความเข้มสี  ที่ได้จากการนำภาพไปวัดด้วย
โปรแกรม ImageJ นำมาคำนวณหาค่า ∆ RGB และนำมาสร้างกราฟดังรูปที่ 38 จะเห็นว่ากราฟทั้ง 3 
เส้น (กราฟสีฟ้า สีเขียว และสีส้มแสดงเวลาการบ่มที่ 20 นาที 30 นาที และ 50 นาที ตามลำดับ ) ที่
ความเข้มข้น 1 โมลาร์ มี ค่า ∆ RGB ลดต่ำสุด แสดงได้ว่ามีการจับกันมากท่ีสุดระหว่างแอนติบอดีกับ
กระดาษ จึงทำให้หมู่อัลดีไอด์ลดลงมากสุดและจากกราฟจะเห็นว่าเส้นกราฟสีเขียว ที่แสดงถึงการบ่ม
ที่เวลา 30 นาที มี ค่า ∆ RGB ลดต่ำสุด ดังนั้นจึงได้ว่าการใช้สารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ 
เข้มข้น 1 โมลาร์ นาน 30 นาที ช่วยตรึงแอนติบอดีท่ีกระดาษได้ดีสุด 
 

 
รูปที่ 29 แสดงผลการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ โดยใช้สารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ ที่ความ

เข้มข้น 0.5 โมลาร์ และ 1 โมลาร์ ที่ระยะเวลา 20 30 50 นาที ภายหลังจากการหยดแอนติบอดี 
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รูปที่ 30 แสดงกราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไปท้ัง 3 ช่องสี ∆RGB กับความเข้มข้น

ต่าง ๆ ของสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ ที่ระยะเวลา 20 30 50 นาที  
แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 

 
4.1.3.2 ผลการทดสอบเพื่อหาระยะเวลาที่เหมาะสมของการบ่ม 1° Ab (anti ox-LDL) 

จากผลการทดสอบความเข้มข้นและเวลาที่เหมาะสมของสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮ
ไดด์ ช่วยตรึงแอนติบอดีบนกระดาษให้ผลดีที่สุดที่ คือ 1 โมลาร์ เวลา 30 นาที สำหรับการทดลองใน
ครั้งนี้ต้องการหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มแอนติบอดี แปรผันระยะเวลาตรึงแอนติอดีตั้งแต่ 20 
ถึง 120 นาที เปรียบเทียบกับหลุมทดสอบที่ไม่ได้หยดแอนติบอดี (ฟอสเฟตบัฟเฟอร์) ทดสอบหมู่อัลดี
ไฮด์ที่เหลือด้วยน้ำยาเฟลิงห์ ได้ผลดังรูปที่ 31 จะเห็นว่า ผลของหลุมที่ตรึงแอนติบอดีมีสีจางลง 
(หมู่อัลดีไฮด์ลดลง) ในทุกช่วงเวลาการทดสอบ เมื่อเทียบกับหลุมทดสอบที่ไม่ได้หยดแอนติบอดี และ
เมื่อนำภาพมาวิเคราะห์หาค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ คำนวณหาค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไป
ทั้ง 3 ช่องสี (∆ RGB) และสร้างกราฟได้ดังรูป 32 จะเห็นได้ชัดว่า ค่า ∆ RGB ของทุกช่วงเวลาทดสอบ
ที่หยดแอนติบอดีมีค่าความเข้มสีลดลงเมื่อเทียบกับหลุมที่ไม่ได้หยดแอนติบอดี และเมื่อพิจารณาถึง
ระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่มแอนติบอดี โดยเริ่มที่ 20 นาที ถึง 120 นาที จะเห็นว่าที่เวลา 20 นาที 
เส้นกราฟมีค่าความเข้มสีน้อยที่สุด แสดงถึงความเป็นหมู่อัลดีไฮด์เหลือน้อยที่สุด แต่ที่เวลา 30 นาที 
จะเห็นว่าเส้นกราฟเริ่มคงที่และคงที่จนถึงนาทีที่ 90 ดังนั้นในการทดลองนี้ผู้วิจัยเห็นว่าระยะเวลาที่
เหมาะสมที่สุดในการตรึงแอนติบอดีที่กระดาษ คือ 30 นาที โดยใช้สารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮ
ไดด ์เข้มข้น 1 โมลาร์ ช่วยตรึงแอนติบอดีท่ีกระดาษ นาน 30 นาที 
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รูปที่ 31 แสดงผลการบ่มแอนติบอดีบนกระดาษท่ีระยะเวลาต่าง ๆ   

โดยใช้สารละลายไซยาโนโบโรไฮไดด์ เข้มข้น 1 โมลาร์ 
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กราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสี Δ RGB กับระยะเวลาการตรึงแอนติบอดี
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รูปที่ 32 แสดงกราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไปท้ัง 3 ช่องสี ∆RGB กับระยะเวลา

ต่าง ๆ ของการบ่มแอนติบอดีโดยใช้สารละลาย NaBH3CN ความเข้มข้น 1 โมลาร์ 
แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
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4.1.3.3 ผลการทดสอบสภาวะคงตัวของการกระดาษ 
4.1.3.3.1 ผลการทดสอบสภาวะคงตัวของกระดาษภายหลังจากออกซิไดซ์ 

ทำการทดสอบสภาวะคงตัวของหมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษ ภายหลังจากถูกออกซิไดซ์แล้ว โดย
วางกระดาษที่อุณหภูมิห้องระยะเวลาต่าง ๆ ตั้งแต่ 0 (เวลาที่ออกซิไดซ์เสร็จ) , 24, 48, 72, 96, 120, 
144 ชั่วโมง แล้วทดสอบหมู่อัลดีไฮด์จากกระดาษด้วยน้ำยาเฟลิงห์ ได้ผลดีงดังรูปที่ 33 จะเห็นว่า สี
ของการทดสอบของทุกช่วงเวลาใกล้เคียงกันไม่สามารถแยกออกด้วยตาเปล่า และเมื่อนำผลกระดาษ
ไปวิเคราะห์วัดค่าความเข้มสีโดยโปรแกรม ImageJ นำมาคำนวณหา ค่า ∆ RGB นำมาสร้างกราฟ ดัง
รูปที่ 34 พบว่ากระดาษมีระยะเวลาคงตัวของหมู่อัลดีไฮด์ตั้งแต่ 0 ถึง 72 ชั่วโมง (3 วัน) ซึ่งภายหลัง
จากนั้นค่าความเป็นหมู่อัลดีไฮด์มีค่าเพ่ิมมากขึ้นและสูงสุดที่เวลา 144 ชั่วโมง โดยค่าที่เพ่ิมขึ้นผู้วิจัย
เห็นว่าอาจจะเกิดจากการที่กระดาษถูกออกซิไดซ์ด้วยอากาศ แสงแดด หรือสิ่งแวดล้อมอ่ืน เนื่องจาก
การเก็บรักษากระดาษนั้นผู้วิจัยไม่ได้เก็บไว้ในที่เย็น หรือในกล่องทึบแสง จึงได้ว่าระยะเวลาที่สามารถ
ทิ้งกระดาษได้นานสุดหลังจากที่ออกซิไดซ์และสามารถคงสภาวะความเป็นหมู่อัลดีไฮด์ได้นานสุด เป็น
ระยะเวลา 3 วัน 

 

 
 

รูปที่ 33 แสดงผลการทดสอบสภาพความคงอยู่ของหมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษ  
ภายหลังจากถูกออกซิไดซ์ เมื่อต้ังทิ้งไว้ที่ระยะเวลาต่าง ๆ 
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กับระยะเวลาการต้ังกระดาษไว้ภายหลังจากถูกออกซิไดซ  

 
รูปที่ 34 แสดงกราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสีทีเ่ปลี่ยนไปท้ัง 3 ช่องสี ∆RGB กับระยะเวลา

ต่าง ๆ ที่ต้ังกระดาษไว้ ภายหลังจากถูกออกซิไดซ์แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
 

4.1.3.3.2 ผลการทดสอบสภาวะคงตัวของการกระดาษ ภายหลังจากตรึง
แอนติบอดี 

จากผลการทดสอบสภาวะคงตัวของแอนติบอดีบนกระดาษ ภายหลังจากถูกตรึงแล้วทิ้ง
กระดาษไว้ที่ระยะเวลาต่าง ๆ ตั้งแต่ 0 (เวลาที่ตรึงแอนติบอดีเสร็จ) 2 , 4, 8, 12, 24 ผลของการ
ทดสอบหมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษ ดังรูปที่ 35 จะเห็นว่าสีของปฏิกิริยาภายหลังจากทดสอบกับน้ำยา
เฟห์ลิงมีสีจางลงใกล้เคียงกันในทุกช่วงเวลาเมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุม ที่ไม่ได้ตรึงแอนติบอดี 
และเมื่อนำผลกระดาษไปวิเคราะห์วัดค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ คำนวณหาค่า ∆ RGB 
นำมาสร้างกราฟดังรูปที่ 36 ได้ว่าค่าคงตัวของแอนติบอดีที่บนกระดาษอยู่ตั้งแต่ช่วงเวลา 0-4 ชั่วโมง 
หลังจากตรึงแอนติบอดีเสร็จ เมื่อเทียบกับค่าที่ได้จากหลุมควบคุม (ฟอสเฟตบัฟเฟอร์) โดยหลุมที่
ยังคงมีแอนติบอดีคงตัวอยู่จะมีค่า ∆ RGB ต่ำกว่าค่าที่ได้จากหลุมควบคุม เนื่องจากหมู่อัลดีไฮด์ที่
ลดลงจากการจับของแอนติบอดี และจากกราฟจะเห็นว่าที่เวลาตั้งแต่ 8 -24 ชั่วโมง ค่า ∆ RGB เริ่ม
สูงขึ้นเล็กน้อยแล้วค่อย ๆ ต่ำลง จนต่ำสูงสุดที่เวลา 24 ชั่วโมง ซึ่งอาจจะเกิดจากถูกออกซิไดซ์ที่
อากาศหรือแอนติบอดีที่ถูกตรึงเริ่มมีความเสื่อมลง แต่อให้ความร้อนไรก็ตามช่วงเวลาที่สามารถเก็บ
กระดาษไว้ได้ก่อนนำมาทดสอบต่อ ภายหลังจากการตรึงแอนติบอดี ควรจะอยู่ในช่วง 4 ชั่วโมงแรก
ของการตรึงแอนติบอดีเสร็จ เพ่ือให้ได้ผลการทดสอบที่ดีต่อไป 
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รูปที่ 35 แสดงผลการทดสอบหมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษเพ่ือตรวจสอบสภาพความคงอยู่ของแอนติบอดี 

เมื่อต้ังทิ้งไว้ที่ระยะเวลาต่าง ๆ 
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รูปที่ 36 แสดงกราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสีที่เปลี่ยนไปท้ัง 3 ช่องสี ∆RGB กับระยะเวลา

ต่าง ๆ ที่ทิ้งกระดาษไว้หลังจากถูกตรึงแอนติบอดีแสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
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4.1.3.4 ผลการส่งทดสอบ FTIR (Fourier Transform Infrared Spectrometer) 
นำกระดาษที่ผ่านการออกซิไดซ์และตรึงด้วยแอนติบอดีไปทดสอบหาหมู่อัลดีไฮด์และพันธะ 

imine ที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิค FTIR แสดงผลเป็นเปอร์เซ็นต์การส่องผ่านของแสง (%T) ดังรูป 37 โดย
เส้นกราฟ a: หลุมกระดาษเปล่า เส้นกราฟ b: หลุมกระดาษที่ถูกออกซิไดซ์ และเส้นกราฟ c: หลุม
กระดาษที่ถูกตรึงแอนติบอดี จากกราฟจะเห็นว่าที่ wave number 1740-1720 ซึ่งแสดงถึงตำแหน่ง
ฟังก์ชั่นของหมู่อัลดีไฮด์ (C=O) เส้นกราฟ b มีพีคเกิดขึ้นมากกว่าเส้นกราฟ c และ a ตามลำดับ 
แสดงถึงการเกิดหมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษจากการถูกออกซิไดซ์ และที่ตำแหน่งความยาวคลื่นเดียวกัน
จะเห็นว่าเส้นกราฟ c มีพีคลดลงเมื่อเทียบกับเส้นกราฟ b ซึ่งกล่าวได้ว่าหมู่อัลดีไฮด์ลดลงจากการเกิด
พันธะ imine และเมื่อพิจารณาที่ wave number 1690-1640 แสดงถึงตำแหน่งของพันธะ imine 
(C-N) จะเห็นว่าที่เส้นกราฟ c มีการดูดกลืนแสงมากกว่าจึงเกิดพีคขึ้นมากกว่าเส้นกราฟ b และ a 
ตามลำดับ กล่าวได้ว่าหลุมกระดาษดังกล่าวเกิดการจับกันระหว่างแอนติบอดีกับหมู่อัลดีไฮด์บน
กระดาษจริง เกิดเป็นพันธะ imine อย่างไรก็ตามจากผลของการทดสอบ FTIR จะเห็นว่าพีคเกิดขึ้นไม่
ชัดเจนในตำแหน่งที่สนใจทั้ง 2 ตำแหน่ง อาจเนื่องมาจากระยะเวลาที่ทิ้งกระดาษไว้ก่อนทำการ
ทดสอบ 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 37 แสดงผลการทดสอบ FTIR assay 
เมื่อ a. กระดาษเปล่า b. กระดาษท่ีถูกออกซิไดซ์ c. กระดาษท่ีถูกตรึงแอนติบอดี 
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กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าการส่องผ่านของแสง (%T) กับ wave nuber ของกระดาษแต่ละชนิด
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FT-IR spectra of (a.) the original filter paper, (b.) Oxidized paper, (c.) the antibody immobilized paper 
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4.1.4 ผลการทดลอง Paper base immunoassay 
เป็นผลของการทดสอบจากการใช้แอนติบอดี 2 ชุด ได้แก่ ชุดที่ 1 คือ anti ox-LDL (Abcam) 

กับ gold conjugated anti apo B (Abcam) และชุดที่ 2 คือ anti HNE polyclonal (Bethyl) กับ 
gold conjugated anti apo B-100 (Santacruz) 
 

4.3.4.1 ผลการทดสอบแอนติบอดชีุดที่ 1 ระหว่าง anti ox-LDL (Abcam) กับ gold 
conjugated anti Apo B (Abcam) 

4.1.4.1.1 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab (anti ox-LDL) 
เป็นการทดลองหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab (anti ox-LDL) ที่จะใช้ตรึงบนกระดาษ 

เจือจางแอนติบอดีเป็น 1:50 1:100 และ 1:500 ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ โดยทดสอบกับ std. ox-LDL 
ที่ 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และใช้ 2° Ab (gold conjugated anti apo B Ab) เจือจาง 1:10 ใน
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ได้ผลการทดสอบดังรูป 38a. จะเห็นว่าสีหลุมของผลทดสอบที่ได้แต่ละความเข้มข้น
ของ1° Ab   มีสีที่ไม่้แตกต่างกัน เมื่อนำไปหาค่าความเข้มสีโดยโปรแกรม ImageJ ใช้โหมด gray 
scale ได้กราฟดังแสดง 38b. จะเห็นว่าที่หลุมทดสอบของ 1° Ab (anti ox-LDL) 1:100 ได้ค่าความ
เข้มสีสูงกว่าหลุมที่ใช้ความเข้มข้นอ่ืน จึงได้ว่าการทดลองนี้ที่ความเข้มข้น 1:100 ของ 1°Ab เหมาะแก่
การทดลองต่อไป 
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กราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสี Gray scale
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รูปที่ 38 แสดงผลการหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Aba. ผลของปฏิกิริยาบนกระดาษ  
b. แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี gray scale กับความเข้มข้นต่าง ๆ ของ 1° Ab  

แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 

Gold conjugated anti-apo-B 1:10 
Std. Ox-LDL 50 ug/ml 

b. a. 
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4.3.4.1.2 ผลการทดสอบกับ std. ox-LDL  
ผลการทดสอบครั้งที่ 1: 

การทดสอบนี้ใช้ช่วงอ้างอิงค่า ox-LDL ที่รายงานโดย Ali และคณะ ซึ่งรายงานระดับ ox-
LDL ในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2, โรคเมตาบอลิกซินโดรม, โรคเบาหวานชนิดที่ 2 ร่วมกับโรคความ
ดันโลหิต และจากคนปกติ ที่อยู่ ในช่วง 104 -221 นาโนกรัม/มิลลิลิตร และใช้ 2° Ab (gold 
conjugated anti apo B Ab) ที่เจือจาง 1:100 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ได้ผลการทดสอบดังรูปที่ 39a. 
จะเห็นว่าสีหลุมทดสอบของแต่ละค่าความเข้มข้นของ std. ox-LDL มีสีจางมาก ไม่ได้มีสีที่แตกต่าง
กันอให้ความร้อนชัดเจน ทั้งที่เปรียบเทียบกับหลุมควบคุม และในแต่ละความเข้มข้นของหลุมทดสอบ 
และเมื่อนำไปหาค่าความเข้มสี (gray scale) โดยโปรแกรม ImageJ  ได้ดังกราฟ 39b. จะเห็นว่าที่
หลุมทดสอบ std. ox-LDL ความเข้มข้น 100 นาโนกรัม/มิลลิลิตร ได้ค่าความเข้มสี ต่ำกว่าหลุม
ควบคุม การทดลองนี้จึงเห็นผลการทดสอบ แม้ว่าค่า std. ox-LDL ที่ความเข้มข้นที่สูงกว่าจะได้ค่า
มากกว่าก็ตาม จึงต้องทำการทดลองต่อไป 
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รูปที่ 39 แสดงผลการทดสอบครั้งที่ 1 กับ std. ox-LDL  
a. ผลการทดลองบนกระดาษ b. แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี (Gray scale) ที่ std. ox-LDL 

ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
 
 
 

a. b. 

Std. ox-LDL 
500 ng/ml 
 

Std. ox-LDL 
300 ng/ml 
 

Std. ox-LDL 
100 ng/ml 
 
-ve 

Gold conjugated anti apo B 1:100 
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ผลการทดสอบครั้งที่ 2: 
ผลการทดสอบครั้งที่ 2 นี้อ้างอิงค่า ox-LDL ที่รายงานโดย Holvoet และคณะ ซึ่งรายงาน

ระดับ ox-LDL ที่ได้จากกลุ่มคนปกติ และคนที่เป็นโรคหลอดเลือดหัวใจ มีค่า ox-LDL อยู่ในช่วง 4-45 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร การทดลองนี้ทดสอบกับ std. ox-LDL ใช้ช่วงค่าความเข้มข้นระหว่าง 1-10 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร มาทดสอบกับ 2° Ab (gold conjugated anti Apo B Ab) ที่เจือจาง 1:100 ใน 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ได้ผลการทดสอบดังรูป 40a. พบว่าสีของการทดสอบในแต่ละความเข้มข้น std. 
ox-LDL รวมไปถึงหลุม ควบคุม สีของปฏิกิริยาจางมาก ไม่มีความแตกต่างของแต่ละความเข้มข้น 
และเมื่อนำภาพการทดสอบไปหาค่าความเข้มสี (gray scale) โดยโปรแกรม ImageJ  นำมาสร้าง
กราฟดังรูป 40b. เนื่องจากว่าหลุมที่ทดสอบมีสีของปฏิกิริยาไม่แตกต่างกับหลุม ควบคุม กราฟที่ได้จะ
เห็นว่าที่ความเข้มข้นสูงสุดของ std. ox-LDL 10 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ค่าความเข้มสี ต่ำกว่าค่าที่ได้
จากหลุม ควบคุม จึงได้ว่าการทดลองนี้เชื่อถือยังไม่ได้ อาจเนื่องมาจากความเข้มข้นหรือสัดส่วนของ
แอนติบอดียังไม่เหมาะสม  
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รูปที่ 40 แสดงผลการทดสอบที่ 2 กับ std. ox-LDL 
a. ผลการทดลองบนกระดาษ b. แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี (Gray scale) ที่ std. LDL 

ox-LDL ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
 

a. b. 

Std. ox-LDL  
10 ug/ml 
 

Std. ox-LDL  
5 ug/ml 
 

Std. ox-LDL  
1 ug/ml 
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Gold conjugated anti apo B 1:100 
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4.1.4.1.3 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 2° Ab (gold 
conjugated anti apo B) มี 2 การทดลอง 
 

ผลการทดลองครั้งท่ี 1:  
จากผลการทดสอบเจือจาง 2° Ab ที่ความเข้มข้น 1: 5 และ 1:20 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และ

ทดสอบกับ std. ox-LDL ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังรูป 41a. ได้ว่าสีของปฏิกิริยาจาก
การเพ่ิมความเข้มข้นของ 2° Ab จาก 1:100 ไปเป็น 1: 5 และ 1:20 นั้นทั้ง 2 ความเข้มข้นมีสีของ
ปฏิกิริยาจาง และไม่ได้มีความแตกต่างกันเมื่อเทียบกับหลุม ควบคุม ที่หยดเพียงฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
และเม่ือนำภาพการทดสอบไปหาค่าความเข้มสี (gray scale) โดยโปรแกรม ImageJ นำมาสร้างกราฟ
ดังรูป 41b. กราฟที่ได้ไม่สามารถนำมาใช้ได้เนื่องจากหลุมทดสอบมีค่าความเข้มสีน้อยกว่าหลุม
ควบคุม ผลการทดสอบนี้ผู้วิจัยคาดว่าอาจเกิดจากการที่ใช้ความเข้มข้นของ std. ox-LDL น้อยเกินไป 
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รูปที่ 41 แสดงผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 2° Ab ครั้งที่ 1a. ผลการทดลองบน
กระดาษ  b. กราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี (Gray scale) กับความเข้มข้นของ 2° Ab  
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ผลการทดลองครั้งท่ี 2: 
การทดลองครั้งที่ 2 ได้เพ่ิมความเข้มข้นของ std. ox-LDL เป็น 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ

ได้เพ่ิมความเข้มข้นของ 2° Ab เป็น 4 ความเข้มข้น เพ่ือนำมาเปรียบเทียบกัน ได้แก่ 1:5, 1:10, 1:20, 
1:100 ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ แล้วนั้น จากภาพ 42a. แสดงถึงสีของ 2° Ab ในแต่ละหลุมการทดสอบ 
บ่มเป็นเวลา 30 นาที จะเห็นว่าสีของ gold มีสีชมพูชัดเจนที่เจือจางต่ำสุด และเมื่อพิจารณาจากภาพ 
42b. เป็นภาพที่ได้จากหลังเสร็จสิ้นการวิเคราะห์หรือหลังจากหยด silver enhancement เพ่ือทำให้
เกิดสี จะเห็นว่าสีของปฏิกิริยาจางมากเช่นเคยแม้จะเพ่ิมทั้งความเข้มข้นของทั้ง std. ox-LDL และ 2° 
Ab เมื่อนำภาพการทดสอบไปหาค่าความเข้มสี (gray scale) โดยโปรแกรม ImageJ  แล้วนำมาสร้าง
กราฟ ดังรูป 43 จะเห็นว่าความเข้มสีของหลุมทดสอบในบางหลุมมีค่าต่ำกว่าค่าของหลุม ควบคุม ซึ่ง
จากผลดังกล่าวผู้วิจัยพิจารณาว่าอาจจะเกิดจากการที่ความเข้มข้นของ gold ใน 2° Ab เจือจางมาก
เกินไป จึงไม่เกิดสีของปฏิกิริยา 
 

 
 

รูปที่ 42 แสดงผลบนกระดาษเพ่ือหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 2° Ab ทดสอบครั้งที่ 2  
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รูปที่ 43 แสดงผลกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 2° Ab 

ครั้งที่ 2(Gray scale) กับความเข้มข้นต่าง ๆ ของ 2° Ab แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 
 
ผลการทดลองครั้งท่ี: 3 

การทดลองครั้งนี้เป็นการทดลองซ้ำจาก การทดลองครั้งที่ 1 และ 2 โดยเจือจาง 2° Ab เป็น 
1:50 และ 1:100 และเพ่ิมช่วงความเข้มข้นของ std. ox-LDL เป็น 2 ช่วง คือ ความเข้มข้น 1 
ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ 5 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ล้างจำนวน 3 ครั้งหลังจากหยดครบเวลาของ 2° 
Ab นั้น จากรูป 44a. จะเห็นว่าสีของปฏิกิริยาเกิดขึ้นทุกหลุมการทดสอบ รวมไปถึงหลุมควบคุมที่หยด 
เฉพาะฟอสเฟตบัฟเฟอร์และมีสีเข้มกว่าหลุมทดสอบ เมื่อลองนำผลไปหาค่าความเข้มสี โดยโปรแกรม 
ImageJ ใช้โหมด gray scale ในการคำนวณแล้วนำค่ามาสร้างกราฟได้ดังรูป 44b. จะเห็นว่าที่หลุม 
ควบคุม มีค่าความเข้มสีมากกว่าหลุมทดสอบ ซึ่งให้ผลเช่นเดียวกับผลปฏิกิริยาบนกระดาษที่
สังเกตเห็นว่าหลุม ควบคุม มีสีเข้มกว่า ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้ผลที่ได้ไม่สามารถเชื่อถือได้ ซึ่งทาง
ผู้วิจัยคาดว่าผลที่เกิดขึ้นอาจจะเกิดจากกระดาษแห้งระหว่างบ่มทั้ง std. ox-LDL และ 2° Ab (บ่มที่ 
30 นาที) สีที่เกิดขึ้นอาจจะเป็นตะกอนจึงเกิดเป็นสีพ้ืนหลังของปฏิกิริยา จึงต้องมีการทดลองและ
แก้ไขต่อไป 
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รูปที่ 44 แสดงผลของการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 2° Ab ครั้งที่ 3 
a. ผลของปฏิกิริยาบนกระดาษ b. กราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี (Gray scale)  ของปฏิกิริยา  

เมื่อเจือจาง 2° Ab ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 
 

4.1.4.2 ผลการทดสอบกับแอนติบอดีชุดที่ 2 ระหว่าง 1° Ab: anti HNE 
(goat/polyclonal/Bethyl Laboratory) กับ 2° Ab: anti apo B-100 
(mouse/monoclonal/Santacruz) 

 
4.3.4.2.1 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab  

ทดสอบกับ std. ox-LDL และทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการเพ่ือทดสอบ
ว่าสามารถใช้ทดแทน std. ox-LDL ในการทดสอบต่อไปได้หรือไม่  มีทั้งหมด 3 การทดลอง
รายละเอียดตามตารางที่ 6 
ผลการทดสอบที่ 1: 

การทดลองนี้ได้เปลี่ยนแอนติบอดีทั้ง 2 ชนิด คือ 1° Ab และ 2° Ab ชุดใหม่เป็น anti HNE  
และ anti apo-B 100 ตามลำดับ เพ่ือหวังให้เห็นผลของปฏิกิริยา และเมื่อนำมาทดสอบกับ std. ox-
LDL ที่ทราบความเข้มข้น ตั้งแต่ 25-100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเอง
ในห้องปฏิบัติการ เปรียบเทียบความเข้มข้นของการตรึง 1° Ab คือ anti HNE  ที่ความเข้มข้น 1:500 

2° Ab 1:100  

2° Ab 1:50  

Std. 5 ug/ml  

Std. 5 ug/ml  

Std. 1 ug/ml  

Std. 1 ug/ml  

-ve (PBS) 

-ve No Std. (PBS)  

2° Ab 1:50  

b. a. 
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กับ 1:1,000 ไปด้วย (ความเข้มข้นเริ่มต้นที่ Bethyl Laboratory แนะนำ คือ 1:1,000 – 1:30,000) 
ได้ผลของสีกระดาษดังรูป 45 จะเห็นว่ากระดาษเริ่มมีสีน้ำตาลเกิดขึ้นในทุกหลุมทดสอบเมื่อเพ่ิมความ
เข้มข้นของ ox-LDL แต่ยังไม่สามารถแยกออกได้ด้วยตาเปล่า และเมื่อนำกระดาษไปอ่านค่าความเข้ม
สีแล้วสร้างกราฟมาตรฐาน รูป 46 จะเห็นว่ากราฟทั้ง 2 เส้นเป็นลักษณะเส้นตรง ค่าความเข้มสีแปร
ผันตรงกับความเข้มข้นที่เพ่ิมมากขึ้น พิจารณาเส้นกราฟสีส้ม (ตรึง anti HNE 1:1,000) ให้ค่าความ
เข้มสีมากกว่าเส้นกราฟสีฟ้า (ตรึง anti HNE 1:500) และเมื่อนำผลของความเข้มสีของ ox-LDL ที่
เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร  

 
- เส้นกราฟสีส้ม (HNE 1:1,000) ได้ความเข้มข้น In house ox-LDL 24.67 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
- เส้นกราฟสีส้ม (HNE 1:500) ได้ความเข้มข้น In house ox-LDL 24.05 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 

แม้จะได้ผล standard curve เป็นกราฟเส้นตรงทั้ง 2 ความเข้มข้นของ anti HNE ก็ตาม 
อาจจะเป็นผลที่เกิดจากในขณะทดลองกระดาษเริ่มตัน การหยดล้างเป็นไปอให้ความร้อนช้า ๆ อาจทำ
ให้อนุภาคไม่หลุดรอดผ่านช่องว่างของรูกระดาษ จึงทำให้เกิดสีน้ำตาลของปฏิกิริยาเกิดขึ้น อย่างไรก็
ตามจะต้องมีการทดสอบซ้ำต่อไป 

 

 
รูปที่ 45 แสดงผลปฏิกิริยาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab บนกระดาษ การทดสอบที่ 1 
เมื่อตรึง1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 และ 1:1000 ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความ

เข้มข้นต่าง ๆ 

Anti HNE 1:500  Anti HNE 1:1,000  

- ve 

Std. ox-LDL 25 ug/ml 

Std. ox-LDL 50 ug/ml 

In house ox-LDL/24 hrs  
50 ug protein/ml 

Std. ox-LDL 100 ug/ml 

Immobilized with Anti HNE (Bethyl) 

Gold conjugated anti-apo B-100 (Santacruz) 1:50 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 68 

0 50 100
-4

0

4

8

12

16

20

24

กราฟมาตรฐานแสดงค่าความเข้มสี gray scal ท่ี Std. ox-LDL ความเข้มข้นต่างๆ
เม่ือใช้ 1° Ab ความเข้มข้นต่างกัน

 [Std. ox-LDL] (ug/ml)

   
 G

ra
y 

sc
al

e

25

1:500
1:1000y = 0.1328x + 2.5064

R² = 0.8274

y = 0.0629x + 1.1987
R² = 0.848

 
 

รูปที่ 46 แสดงกราฟมาตรฐานหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab การทดสอบครั้งที่ 1 
เมื่อตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 (เส้นสีส้ม) และ 1:1000 (เส้นสีน้ำเงิน)  

ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 
 

ผลการทดสอบที่ 2: 
จากผลของการทดสอบครั้งที่ 1 ผลออกมาค่อนข้างจะชัดเจน ที่ความเข้มข้นของ std. ox-

LDL แปรผันตรงกับสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนกระดาษ แต่เนื่องด้วยในระหว่างทดสอบ พบว่า
กระดาษมีลักษณะตัน ดังนั้นการทดลองนี้ผู้วิจัยจึงได้ทำการทดสอบซ้ำ โดยใช้ความเข้มข้นเดิมของทั้ง 
std. ox-LDL (25 50 และ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และความเข้มข้นของ 1°Ab โดยตรึง anti-HNE 
เจือจางที่ 1:500 และ 1:1,000 แต่ได้เพ่ิมความเข้มข้นของ 2°Ab เป็น 1:20 (1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) 
เพ่ือหวังว่าสีของปฏิกิริยาจะชัดเจนขึ้น และจากผลของกระดาษตันก่อนหน้าอาจเกิดจากการที่ละลาย 
skim milk ได้ไม่ดี ครั้งนี้จึงเตรียม skim milk ใหม่ให้ได้ละลายดี ผลของปฏิกิริยาที่ได้บนกระดาษดัง
รูป 47 จะเห็นว่าสีของปฏิกิริยาไม่มีความแตกต่างกันหมือนการทดลองครั้งที่ 1 และเมื่อนำค่าความ
เข้มสีโหมด gray scale ไปสร้าง standard curve ดังรูป 48 จะเห็นว่าค่าความเข้มสีของทั้ง 2 ความ
เข้มข้นของ 1°Ab แตกต่างไม่ชัดเจน และเมื่อนำสมการของกราฟเส้นตรงไปคำนวณหาค่าความเข้มข้น
ของ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร  

 
- เส้นกราฟสีส้ม (HNE 1:1,000) ได้ความเข้มข้น unknown 65.65 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
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- เส้นกราฟสีส้ม (HNE 1:500) ได้ความเข้มข้น unknown 123 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
จากผลที่ได้จากกราฟทั้ง 2 เส้น จะเห็นว่าค่าความเข้มข้นของ ox-LDL ที่เตรียมเองใน

ห้องปฏิบัติการได้ไม่ใกล้เคียงกัน ซึ่งอาจเกิดจากผลของกราฟ standard curve ไม่เป็นเส้นตรงที่เมื่อ
เพ่ิมความเข้มข้น ความเข้มสีควรที่จะเพ่ิมตาม จากสาเหตุดังกล่าวอาจเกิดจากความเข้มข้นของ
แอนติบอดียังไม่ได้สัดส่วนที่พอเหมาะ ดังนั้นจึงจำเป็นต้องมีการทดสอบครั้งต่อไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 47 แสดงผลปฏิกิริยาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab บนกระดาษ การทดสอบที่ 2 
เมื่อตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 และ 1:1000 ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความ

เข้มข้นต่าง ๆ  
 

- ve 

Std. ox-LDL 25 ug/ml 

Std. ox-LDL 50 ug/ml 

Anti HNE 1:500  

In house ox-LDL/24 hrs  
100 ug protein/ml 

In house ox-LDL/24 hrs  
200 ug protein/ml 

Std. ox-LDL100 ug/ml 

Anti HNE 1:1,000  

Immobilized with Anti HNE (Bethyl) 

Gold conjugated anti-apo B-100 (Santacruz) 
1:20 
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กราฟมาตรฐานแสดงค่าความเข้มสี gray scal ท่ี Std. ox-LDL ความเข้มข้นต่างๆ
เม่ือใช้ 1° Ab ความเข้มข้นต่างกัน

 [Std. ox-LDL] (ug/ml)

   
 G

ra
y 

sc
al

e

25

y = 0.0778x + 1.2914
R² = 0.794

y = 0.0722x + 2.5118
R² = 0.6389

1:1000
1:500

 
 

รูปที่ 48   แสดงกราฟมาตรฐานหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab การทดสอบครั้งที่ 2  
จากการทดสอบตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 (เส้นสีส้ม) และ 1:1000 (เส้นสีน้ำเงิน) 

ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD  
 

ผลการทดสอบที่ 3: 
สำหรับการทดลองนี้ผู้วิจัยได้ทำการทดสอบซ้ำ โดยได้เพ่ิมความเข้มข้นของ std. ox-LDL 

เป็น 25, 50, 100, 200 และ 400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (เพ่ิม 2 ความเข้มข้นสุดท้ายจากการทดลองที่ 
1 และ 2)และ anti-HNE เลือกตรึงที่ความเข้มข้น 1:500 สำหรับความเข้มข้นของ 2° Ab gold 
conjugated anti apo B-100  เป็น 1:50 (0.4 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร) และได้ลองนำ ox-LDL ที่
เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ มาทดสอบโดยเลือกนำมาทดสอบ 3 ความเข้มข้น ที่ 100 200 และ 400 
ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร ได้ผลของปฏิกิริยาบนกระดาษ ดังรูป 49 ซึ่งอาจจะมองไม่เห็นความ
แตกต่างได้ด้วยตาเปล่า แต่เมื่อนำมาสร้างกราฟเปรียบเทียบความเข้มสี (gray scale) ดังรูปที่ 50 
เส้นกราฟมีค่าความเข้มสีเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ std. ox-LDL และเริ่มเห็นสีลดลงเมื่อ
ความเข้มข้นของ std. ox-LDL เพ่ิมขึ้นเป็น 200 และ 400 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ดังนั้นผู้วิจัยจึง
สันนิษฐานว่าการทดสอบนี้อาจจะมี limit ของการทดสอบอยู่ที่ 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ให้ความ
ร้อนไรก็ตามจะต้องมีการการทดสอบซ้ำต่อไป และเมื่อตัดค่าความเข้มสีของ std. ox-LDL ที่มากกว่า 
100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (2 ความเข้มข้น) นำไปสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน ดังแสดงรูป 51  จะเห็นว่า
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เส้นกราฟเป็นเส้นตรง และเมื่อนำเอาค่าความเข้มสีของ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการในที่นี้
ทดสอบ 3 ความเข้มข้นแต่นำมาคำนวณเพียง 1 ความเข้มข้น (100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร) 
เนื่องจากได้ตัดค่าจาก std. ox-LDL ออก 2 ความเข้มข้น ได้ความเข้มข้นของ ox-LDL ที่เตรียมเอง 
ดังกล่าวเป็น 70.16 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร (หาค่าความเข้มข้นตามสมการกราฟเส้นตรงของกราฟ
มาตรฐาน) สำหรับการทดสอบนี้ทำให้ได้ข้อสันนิษฐานเพ่ิมเติม คือ การตรวจวัดบนฐานกระดาษเพ่ือ
วิเคราะห์หาปริมาณ ox-LDL อาจมี limit ของการทดสอบอยู่ที่ 100  ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และ
จะต้องมีการทดสอบซ้ำอีกต่อไป 
 

 
 

รูปที่ 49 แสดงผลปฏิกิริยาหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab บนกระดาษ การทดสอบที่ 3 
เมื่อตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 

 

- ve 

Std. ox-LDL 50 ug/ml 

Std. ox-LDL 100 ug/ml 

Std. ox-LDL 200 ug/ml 

Std. ox-LDL 400 ug/ml  

In house ox-LDL/24 hrs 100 ug protein/ml 

In house ox-LDL/24 hrs 200 ug protein/ml 

In house ox-LDL/24 hrs 400 ug protein/ml 

Immobilized with Anti HNE (Bethyl) 1:500 

Gold conjugated anti-apo B-100 (Santacruz) 1:50 
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กราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี gray scale ท่ี std. ox-LDL ความเข้มข้นต่างๆ

 [Std. ox-LDL] (ug/ml)
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รูปที่ 50 แสดงกราฟหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab บนกระดาษ การทดสอบครั้งที่ 3 

เปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสี (gray scale) กับ std. ox-LDL ทีค่วามเข้มข้นต่าง ๆ  
เมื่อตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 
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กราฟมาตรฐานแสดงค่าความเข้มสี gray scal ท่ี Std. ox-LDL ความเข้มข้นต่างๆ

 [Std. ox-LDL] (ug/ml)
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y = 0.0472x - 0.0582
R² = 0.9982

 
รูปที่ 51   แสดงกราฟมาตรฐานหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab การทดสอบครั้งที่ 3 

เมื่อตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 
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4.1.4.2.2 ผลการทดสอบเปรียบเทียบกระดาษกรองแต่ละชนิด 
4.1.4.2.2.1 ผลการเปรียบเทียบการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษกรองแต่
ละชนิด 

จากผลการทดสอบ ข้อ 4.1.4.2.1 ที่ได้ทดลองกับแอนติบอดีชนิดใหม่ (1° Ab: anti 
HNE/Bethyl และ 2° Ab: gold conjugated apo B-100 Santacruz) ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่
ความเข้มข้นต่าง ๆ ผู้วิจัยสังเกตเห็นว่ากระดาษกรองที่ใช้ทดสอบตันแล้วเห็นสีของปฏิกิริยาชัดเจนขึ้น 
ดังนั้นในการทดลองครั้งนี้ผู้วิจัยจึงได้ทดลองนำเอากระดาษกรอง Whatman แต่ละเบอร์มาพิมพ์  
แวกซ์ แล้วนำมาทดสอบเปรียบเทียบกัน เนื่องจากกระดาษกรองแต่ละชนิดมีขนาดของช่องว่างบน
กระดาษ (pore size) แตกต่างกัน ในขั้นแรกผู้วิจัยได้ทดสอบตรึง 1° Ab ด้วย  anti HNE ความ
เข้มข้น 1:500 บนกระดาษกรองแต่ละชนิดก่อน เพ่ือทดสอบความคงอยู่ของแอนติบอดีบนกระดาษ
ชนิดต่าง ๆ โดยทดสอบหมู่อัลดีไฮด์ด้วยน้ำยาเฟห์ลิง ซึ่งเมื่อเกิดการจับของแอนติบอดีบนกระดาษ
ความคงอยู่ของหมู่อัลดีไฮด์จะน้อยลง กระดาษจะเป็นสีเหลืองอ่อน เมื่อเทียบกับหลุมทดสอบที่ไม่ได้
หยดแอนติบอดี (ฟอสเฟตบัฟเฟอร์) และจากผลของการทดสอบการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ ได้ผล
ดังรูป 52 จะเห็นว่า หลุมทดสอบที่หยดแอนติบอดีบนกระดาษกรอง ทั้ง 3 ชนิด (เบอร์1, 2 และ 3) มี
ความเป็นหมู่อัลดีไฮด์ลดลง (สีของปฏิกิริยาอ่อนกว่าหลุม ควบคุม) และเม่ือนำภาพไปวัดค่าความเข้มสี 
คำนวณค่า ∆ RGB แล้วสร้างกราฟ ดังรูป 53 จะเห็นว่าเส้นกราฟ 3 เส้น จากการทดสอบกระดาษ
ด้วยน้ำยาเฟห์ลิงบนเตาให้ความร้อน 3 ครั้ง โดยทดสอบกระดาษแยกแต่ละชนิดจึงไม่สามารถนำมา
เปรียบเทียบกันได้ แต่ให้พิจารณากราฟในแต่ละเส้นเปรียบเทียบการลดลงของสีที่อ่านได้ และแต่ละ
ครั้งจะมีหลุม ควบคุม แยกกัน และเมื่อพิจารณาจะเห็นว่าเส้นกราฟสีส้ม (เบอร์ 2) มีความแตกต่าง
ของหลุมที่หยดแอนติบอดีเทียบกับหลุม ควบคุม ชัดเจนกว่าเส้นกราฟสีเทา (เบอร์ 3) และสีน้ำเงิน 
(เบอร์ 1) ตามลำดับ กล่าวคือมีหมู่อัลดีไฮด์ลดลงมากท่ีสุด และจากข้อสังเกตของผู้วิจัยจากการเตรียม
พิมพ์แวกซ์ บนกระดาษแต่ละชนิด พบว่ากระดาษกรอง เบอร์ 3 มีความหนามากท่ีสุดที่อาจก่อผลเสีย
ต่อเครื่องพิมพ์แวกซ์ได้ ดังนั้นในการทดลองนี้ผู้วิจัยจึงเลือกกระดาษกรอง เบอร์ 2 ที่มีขนาดช่องว่าง
บนกระดาษ 8 ไมโครเมตร ซึ่งเป็นขนาดที่เล็กกว่ากระดาษเบอร์ 1 และคุณสมบัติอ่ืน ๆ ไม่มีข้อ
แตกต่างทั้งอัตราการไหลของของเหลวรวมถึงความหนาของกระดาษมาทำการทดลองต่อเพ่ือ
เปรียบเทียบกับกระดาษเบอร์ 1 ในการทดลองต่อไป  
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รูปที่ 52 แสดงผลการทดสอบการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษแต่ละชนิด ด้วย anti HNE 1:500 
 

กระดาษเบอร์ 1 กระดาษเบอร์ 2 กระดาษเบอร์ 3
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กราฟเปรียบเทียบค่า Δ RGB ระหว่างก่อนและหลังตรึงแอนติบอดี ด้วยกระดาษชนิดต่าง ๆ

ไม่ตรึงแอนติบอดี

ตรึงแอนติบอดี

ชนิดของกระดาษ

 
รูปที่ 53 แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี ระหว่างก่อนและหลังตรึงแอนติบอดี anti HNE  

1:500 บนกระดาษแต่ละชนิดเมื่อทดสอบความคงเหลือของหมู่อัลดีไฮด์ด้วยน้ำยาเฟห์ลิง แสดงผลค่า 
Mean ± SD (n=3) 

  

เบอร์ 1 (11 um) เบอร์  2 (8 um) เบอร์  3  (6 um) 

- ve  

No Ab 

Anti HNE 
(Bethyl 1:500) 
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4.1.4.2.2.2 ผลการเปรียบเทียบการวัด ox-LDL บนกระดาษกรองทั้ง 3 
ชนิด  

ทดสอบกับ std. ox- LDL และ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ มีทั้งหมด 3 การ
ทดลอง ตามตารางที่ 7 
ผลการทดลองที่ 1: เป็นการทดสอบกับ ox-LDL บนกระดาษทั้ง 3 เบอร์ เพื่อเปรียบเทียบว่าชนิดไหน
เหมาะสมที่สุด 

จากผลการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษกรอง ทั้ง 3 ชนิด ก่อนหน้าพบว่ามีความคงอยู่ของ
แอนติบอดีบนกระดาษกรองทั้ง 3 สำหรับการทดลองนี้เป็นนำกระดาษกรองทั้ง 3 ชนิด มาทดสอบกับ 
std. ox-LDL (25, 50 , 100 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ) และทดสอบกับ ox-LDLที่ เตรียมเองใน
ห้องปฏิบัติการ (50 100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร) ได้ผลดังแสดงรูปที่ 54 จะเห็นว่า เมื่อเพ่ิม
ความเข้มข้นของ std. ox-LDL สีของปฏิกิริยาบนกระดาษแต่ละชนิดไม่ความแตกต่างอให้ความร้อน
ชัดเจน และเมื่อนำภาพผลที่ได้จากการทดลองไปวัดค่าความเข้มสี (gray scale) ได้กราฟดังรูป 55 จะ
เห็นว่ากระดาษเบอร์ 2 และ 3 มีค่าความเข้มสีเพ่ิมมากขึ้นเมื่อเพ่ิมความเข้มข้นของ std. ox-LDL ผล
ของกระดาษเบอร์ 1 มีค่าความเข้มสีลดลงซึ่งแปรผกผันกับความเข้มข้นของ std. ox-LDL และเมื่อ
นำมาสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน ดังรูป 56 จะเห็นว่ากราฟมีลักษณะเป็นเส้นตรงจากผลของการ
ทดสอบบนกระดาษ เบอร์ 2 และ 3 ตามลำดับ ซึ่งจากการทดลองก่อนหน้าที่ได้พิจารณาถึงความหนา
ของกระดาษกรองเบอร์ 3 ที่อาจก่อความเสียหายต่อเครื่องพิมพ์ แวกซ์  ดังนั้นจึงไม่นำ ทดสอบกับ
กระดาษเบอร์ 3 และไม่ทดสอบกับกระดาษกรองเบอร์ 1 มาทดสอบเนื่องจากเส้นกราฟไม่เป็นเส้นตรง
จากการแปรผกผันกับค่าความเข้มข้นของ std. ox-LDL และเมื่อนำสมการของกราฟเส้นตรงของ
กระดาษกรองเบอร์ 2 ไปคำนวณหาค่าความเข้มข้นของ ox-LDL (50 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร) ที่
เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ พบว่า unknown มีความเข้มข้นเป็น 118 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และไม่
สามารถคำนวณหาค่า ox-LDL 100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร ได้ เนื่องจากค่าความเข้มสีที่ได้ 
ติดลบ (สีปฏิกิริยาอ่อนกว่าหลุม ควบคุม) อย่างไรก็ตามยังคงต้องมีการทดลองต่อไป 
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รูปที่ 54 แสดงผลการทดสอบการวัด ox-LDL ครั้งที่ 1 บนกระดาษแต่ละชนิด (เบอร์ 1 2 3) 
เมื่อตรึง1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
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กราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี gray scale ท่ี std. ox-LDL ความเข้มข้นต่างๆ
เม่ือใช้กระดาษ 3 ชนิด

            [Std. ox-LDL] (ug/ml)
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รูปที่ 55 แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีของปฏิกิริยาบนกระดาษแต่ละชนิด (เบอร์ 1 2 3)  

ผลครั้งที ่1ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 

เบอร์ 1 (11 um) เบอร์  2 (8 um) เบอร์  3  (6 um) 

- ve 

Std. ox-LDL 25 ug/ml 

Std. ox-LDL 50 ug/ml 

In house ox-LDL/24 hrs 100 ug protein /ml 

In house ox-LDL/24 hrs 50 ug protein/ml  

Std. ox-LDL 100 ug/ml 
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กราฟมาตรฐานแสดงค่าความเข้มสี gray scal ท่ี Std. ox-LDL ความเข้มข้นต่างๆ
เม่ือใช้กระดาษ 3 ชนิด

             [Std. ox-LDL] (ug/ml)
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กระดาษเบอร์ 1
กระดาษเบอร์ 2
กระดาษเบอร์ 3

0

y = 0.0195x + 2.5292
R² = 0.1122

y = 0.021x + 1.0442
R² = 0.4665

y = 0.0221x + 0.0146
R² = 0.965

 
รูปที่ 56 แสดงกราฟมาตรฐานเปรียบเทียบค่าความเข้มสีของปฏิกิริยาบนกระดาษแต่ละชนิด (เบอร์ 1 

2 3) ครั้งที่ 1เมื่อตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 ทดสอบกับ std. ox-LDL ที่ความ
เข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 

 
ผลการทดลองที่ 2: ใช้กระดาษกรองเบอร์ 1 และเบอร์ 2 ทดสอบเฉพาะ ox-LDL ที่เตรียมเองใน
ห้องปฏิบัติการ 

ในการทดลองครั้งนี้ทดสอบกับกระดาษเบอร์ 1 และ เบอร์ 2 มาทดสอบกับ ox-LDLที่เตรียม
เองในห้องปฏิบัติการเพียงอย่างเดียว ที่ได้จากการออกซิไดซ์กับสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟตเป็นเวลา 
24 ชั่วโมง (ออกซิไดซ์โดยสมบูรณ์)  เข้มข้น 25 50 100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร เนื่องจาก std. 
ox-LDL หมดระหว่างทำวิจัย ได้ผลการทดสอบดังแสดง รูปที่ 57 จะเห็นว่าผลของสีปฏิกิริยาบน
กระดาษยังคงไม่ชัดเจน ในทุกช่วงความเข้มข้นของ ox-LDL ที่เตรียมเอง และบนกระดาษกรอง ทั้ง 2 
ชนิด เมื่อนำภาพไปวัดค่าความเข้มสี (gray scale) ได้กราฟรูป 58 จะเห็นว่ามีเพียงเส้นกราฟเส้นสี
เหลือง คือ ผลจากกระดาษกรองเบอร์ 2 ซึ่งทดสอบกับ ox-LDLที่เตรียมเอง ที่เวลา 24 ชั่วโมง มีค่า
ความเข้มสีมากกว่า 0 ซึ่งนำมาสร้างเป็น Standard curve ได้ดังรูป 59  
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รูปที่ 57 แสดงผลของการทดสอบปฏิกิริยา ครั้งที่ 2 บนกระดาษเบอร์ 1 และ 2เมื่อตรึง 1° Ab anti 
HNE ที่ความเข้มข้น 1:500 ทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ 
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กราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสี gray scale ระหว่างกระดาษเบอร  1 และ เบอร  2
ทดสอบกับ ox-LDL ท่ี เตรียมเองในห้องปฏิ บั ติการ

     [In house ox-LDL] (ug protein/ml)
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รูปที่ 58 แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีของปฏิกิริยาบนกระดาษแต่ละชนิด (เบอร์ 1 และ 2 )

ผลครั้งที ่2 เมื่อทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ความเข้มข้นต่าง ๆ  
แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 

 

- ve 

In house ox-LDL/24 hrs 50 ug protein/ml 

In house ox-LDL/24 hrs 25 ug protein/ml 

In house ox-LDL/24 hrs 100 ug protein/ml 

เบอร์ 1 (11 um) เบอร์ 2 (8 um) 
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กราฟมาตรฐานแสดงค่าความเข้มสี gray scal กระดาษเบอร  2
ทดสอบกับ ox-LDL ท่ี เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ

     [In house ox-LDL] (ug protein/ml)

   
 G

ra
y 

sc
al

e

50 100250

y = 0.1056x + 0.1193
R² = 0.9994

 
 

รูปที่ 59 แสดงกราฟมาตรฐานเปรียบเทียบค่าความเข้มสีของปฏิกิริยาบนกระดาษเบอร์ 2 ผลครั้งที่ 2 
กับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ (n=2) 

 
ผลการทดสอบครั้งที่ 3: 
 เป็นการทดสอบซ้ำกับบนกระดาษกรองเบอร์ 2 ชนิดเดียว ทดสอบกับ  ox-LDL ที่เตรียมเอง
ในห้องปฏิบัติการ (std. ox-LDL หมด) ที่ได้จากการออกซิไดซ์กับสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต ที่เวลา 
24 ชั่วโมง ความเข้มข้น ตั้งแต่ 12.5 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร ถึง 400 ไมโครกรัม โปรตีน/
มิลลิลิตร ผลของปฏิกิริยาแสดงดังรูป 60 จะเห็นว่าสียังคงไม่ชัดเจนเช่นเคยแม้จะเพ่ิมช่วงค่าของความ
เข้มข้นของ ox-LDL และเมื่อนำภาพที่ได้ไปอ่านค่าความเข้มสี (gray scale) ได้ดังกราฟรูป 61 จะเห็น
ว่ากราฟที่ได้ไม่เป็นเส้นตรง ที่ค่าความเข้มสีควรจะแปรผันตรงกับค่าความเข้มข้นของ  ox-LDL  และ
จะเห็นได้ชัดว่าที่ความเข้มข้นมากกว่า 100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร กราฟเริ่มจะลดลงซึ่งอาจเป็น
การยืนยัน limit of detection (LOD) จากการทดลองก่อนหน้า แต่ถึงอย่างไรก็ตามกราฟจากผลที่ได้
ควรจะเป็นเส้นตรง 
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รูปที่ 60 แสดงผลของการทดสอบปฏิกิริยา ครั้งที่ 3 บนกระดาษเบอร์  2 เมื่อตรึง 1° Ab anti HNE 

ที่ความเข้มข้น 1:500 ทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ  
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กราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสี gray scale กระดาษเบอร   2
 ทดสอบกับ ox-LDL ท่ี เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ

[In house ox-LDL] (ug protein /ml)
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รูปที่ 61 แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีของปฏิกิริยา ผลครั้งที่ 3 บนกระดาษ เบอร์ 2 กับ ox-

LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ที่ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD (n=2) 

- ve 

In house ox-LDL 25 ug protein/ml 

In house ox-LDL 50 ug protein/ml 

In house ox-LDL 100 ug protein/ml 

In house ox-LDL 12.5 ug protein /ml 

In house ox-LDL 200 ug protein/ml 

In house ox-LDL 400 ug protein/ml 
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4.1.4.2.2.3 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1° Ab โดย
ทดสอบบนกระดาษกรอง เบอร์ 2  

 จากการทดลองที่ผ่านมาสีของปฏิกิริยายังไม่ชัดเจน ในการทดลองนี้จึงได้ลองหาความเข้มข้น
ที่เหมาะสมของ 1° Ab โดยได้เพ่ิมเป็น 3 ความเข้มข้น คือ 1:250, 1:500 และ 1:1,000 ของ anti 
HNE ตรึงบนกระดาษกรองเฉพาะเบอร์ 2  ทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ความ
เข้มข้น 25 50 100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร ได้ผลการทดสอบบนกระดาษ ดังรูปที่ 62 จะเห็นว่า
สีของปฏิกิริยายังคงไม่ชัดเจนในทุกช่วงความเข้มข้นของ 1° Ab และเมื่อนำมาอ่านค่าความเข้มสีแล้ว
สร้างกราฟ ดังแสดงรูป 63 จะเห็นว่ากราฟทั้ง 3 เส้น ที่แสดงถึงแต่ละความเข้มข้นของการตรึง 1° Ab 
ไม่เป็นเส้นตรง และยังต่ำกว่าค่า 0 ซึ่งหมายถึงมีค่าความเข้มสีน้อยกว่าหลุม ควบคุม ดังนั้นจึงยังไม่
สามารถแปลผลการทดลองได้  
 
 

 
 

รูปที่ 62 แสดงผลของปฏิกิริยาบนกระดาษ เบอร์  2 เมื่อตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:250 
1:500 1:1000ทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ ความเข้มข้นต่าง ๆ 

 

In house ox-LDL 50 ug protein/ml 

In house ox-LDL 50 ug protein/ml 

In house ox-LDL 100 ug protein/ml 

In house ox-LDL 50 ug protein/ml 

In house ox-LDL 25 ug protein/ml 

In house ox-LDL 100 ug protein/ml 

In house ox-LDL 25 ug protein/ml 

In house ox-LDL 100 ug protein/ml 
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กราฟเปรียบเทียบระหว่างค่าความเข้มสี gray scale ทดสอบกับ ox-LDL
ท่ี เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ เม่ือใช้ 1° Ab ความเข้มข้นต่าง ๆ

[In house ox-LDL] (ug protein /ml)
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รูปที่ 63 แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีของปฏิกิริยาบนกระดาษ เบอร์ 2 (Gray scale) เมื่อ
ตรึง 1° Ab anti HNE ที่ความเข้มข้น 1:250 1:500 1:1000ทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองใน

ห้องปฏิบัติการ ความเข้มข้นต่าง ๆ แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
 

4.1.4.2.2.4 ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการบ่ม ox-LDL 
และ 2° Ab โดยทดสอบบนกระดาษกรอง เบอร์ 2 

 จากการทดลองที่ผ่านมายังไม่เกิดสีปฏิกิริยาที่ชัดเจน ในการทดลองนี้ผู้วิจัยจึงได้ทดลองบ่ม 
ox-LDL (เข้มข้น 25, 50 และ 100 ไมโครกรัม โปรตีน/มิลลิลิตร) และทดลองบ่ม 2° Ab ที่ระยะเวลา
ต่าง ๆ 3 ช่วงเวลา ได้แก่ 30 นาที 45 นาที และ 60 นาที โดยหวังว่าการเกิดปฏิกิริยาจะดีมากขึ้นถ้า
เพ่ิมระยะเวลาในการบ่มสาร ได้ผลดังรูป 64 ซึ่งจะเห็นได้ว่าไม่มีความชัดเจนของสีปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 
ซึ่งเมื่อนำมาอ่านค่าความเข้มสีแล้วสร้างกราฟ ได้ดังรูป 65 จะเห็นว่ากราฟทั้ง 3 เส้น ที่แสดงถึงแต่ละ
ช่วงเวลาของการบ่มยังคงไม่เป็นเส้นตรง และยังต่ำกว่าค่า 0 ซึ่งหมายถึงมีค่าความเข้มสีน้อยกว่าหลุม 
ควบคุม ดังนั้นจึงยังไม่สามรถแปลผลการทดลองได้  
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รูปที่ 64 แสดงผลของปฏิกิริยาบนกระดาษ เมื่อทดลองบ่ม ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ 
และ 2° Ab anti apo B-100 ที่ระยะเวลา 30 45 60 นาทีโดยตรึง 1° Ab ด้วย anti HNE 1:500 

 

-15

-10

-5

0

5

10

15
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รูปที่ 65 แสดงกราฟเปรียบเทียบค่าความเข้มสีของปฏิกิริยาบนกระดาษ เบอร์ 2(Gray scale) เมื่อ

ทดลองบ่ม ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ และ 2° Ab anti apo B-100 ที่ระยะเวลา 30 45 
60 นาท ีโดยตรึง 1° Ab ด้วย anti HNE 1:500 แสดงผลค่า Mean ± SD (n=3) 
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4.2 ผลการประดิษฐ์กล่องถ่ายภาพ 
เนื่องจากการอ่านผลโดยใช้เครื่องสแกนเนอร์ไม่สะดวกต่อการทดสอบในภาคสนาม และการ

ถ่ายภาพผลการทดสอบด้วยกล้องดิจิทัลหรือกล้องจากโทรศัพท์เคลื่อนที่มีปัจจัยด้านแสงเข้ามา
เกี่ยวข้อง ทำให้สีของภาพที่ถ่ายได้ไม่คงที่ ทางผู้วิจัยจึงได้ประดิษฐ์กล่องทึบแสงเพ่ือควบคุมปัจจัย
ดังกล่าว ลักษณะกล่อง ทั้ง 4 ด้านเคลือบด้วยฟิล์มกันแสง ภายในเป็นหลอดไฟ LED ติดอยู่ โดย
ในช่วงแรกมีวิวัฒนาการของกล่องถ่ายภาพเกิดข้ึน 3 โมเดล ดังแสดงรูปที่ 66 จะเห็นว่าในช่วงแรกแสง
ที่ตกกระทบมีจุดมืด (dark spot) เกิดขึ้นเนื่องจากหลอดไฟที่ใช้มีลักษณะเป็นดวง ทำให้เกิดแสงไม่
คงท่ี ต่อมาเปลี่ยนมาใช้หลอดไฟ LED ชนิด COB ที่ให้แสงตกกระทบคงท่ี ไม่เกิดเป็นจุดมืดของดวงไฟ
(โมเดล 2) หลังจากนั้นได้มีการพัฒนาช่องสำหรับสอดโทรศัพท์เคลื่อนที่และช่องสำหรับถ่ายภาพอยู่
ด้านบนกล่อง (โมเดล 3) ลักษณะกล่องถ่ายภาพมีสวิตซ์ปิดและเปิดแหล่งกำเนิดแสงอยู่ด้านนอก 
ด้านล่างกล่องจะเป็นแผ่นเหล็กสำหรับติดผลการทดสอบที่เป็นกระดาษ ใช้แม่เหล็กหรือเทปใสยึดไว้ 
ปิดฝาด้านท้ายก็จะได้กล่องทึบแสง ดังรูป 67 ที่สามารถถ่ายภาพโดยมีแหล่งกำเนิดแสงแหล่งเดียวกัน 
ภาพที่ได้มีความคมชัด มีแสงตกกระทบทั่วถึง มีระยะการถ่ายภาพคงที่ไม่ว่าจะถ่ายภาพในช่วงเวลา
หรือสถานที่ใด ๆ และสามารถนำภาพไปวิเคราะห์ต่อในกระบวนการต่อไปได้ ตัวอให้ความร้อนภาพที่
ได้จากการถ่ายโดยใช้กล่องถ่ายภาพ แสดงรูปที่ 68 
 

 
รูปที่ 66 แสดงรูปแบบอุปกรณ์ถ่ายภาพ ทั้ง 3 โมเดล 

 

➢ โมเดล #1 ➢ โมเดล #2 ➢ โมเดล #3 
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รูปที่ 67 แสดงรูปแบบอุปกรณ์สำหรับใช้ถ่ายภาพ โมเดล #3 
 

 
 

รูปที่ 68 แสดงตัวอย่างภาพถ่ายที่ได้จากกล่องถ่ายภาพ 
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บทที่ 5 
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการวิจัย 

 งานวิจัยนี้เป็นการพัฒนาอุปกรณ์การตรวจวัดบนกระดาษและนำมาประยุกต์ใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์วัดระดับของ ox-LDL โดยการสร้างอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษด้วยเทคนิคการพิมพ์แวกซ์ 
กล่าวคือนำเอากระดาษกรอง Whatman มาพิมพ์แวกซ์เพ่ือสร้างขอบเขตในส่วนที่ชอบน้ำและส่วนที่
ไม่ชอบน้ำ โดยส่วนที่ชอบน้ำจะเป็นบริเวณของหลุมทดสอบและบริเวณของส่วนที่ไม่ชอบน้ำจะเป็น
ขอบเขตที่ป้องกันไม่ให้ของเหลวซึมออกนอกวงทดสอบ ออกแบบรูปแบบของอุปกรณ์ตรวจวัด
กระดาษบนโปรแกรมไมโครซอฟท์เวิร์ด 2010 ให้มีลักษณะคล้ายไมโครเพลท 96 หลุม (12x8) เส้น
ผ่านศูนย์กลาง 0.65 มิลลิเมตร ระยะระหว่างวงกลม 0.25 มิลลิเมตร แล้วพิมพ์หมึก แวกซ์ สีดำลงบน
กระดาษกรองด้วยเครื่องพิมพ์ (ColorQube 8570, Xerox) นำกระดาษมาให้ความร้อนบน แท่นให้
ความร้อน ที่อุณหภูมิ 150 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เพ่ือให้แวกซ์ละลายและซึมเข้าเนื้อกระดาษ
กรอง ในการหาสภาวะที่เหมาะสมต่าง ๆ ของปฏิกิริยาจะประกอบไปด้วย หลุมที่ไม่เกิดปฏิกิริยา 
(หลุมควบคุม) และหลุมที่เกิดปฏิกิริยา 1-3 หลุมทดสอบ โดยหยดปริมาตรในหลุมทดสอบ 3 -5 
ไมโครลิตร ทั้งนี้ขึ้นอยู่กับระยะเวลาในการบ่มสาร สำหรับเทคนิคการหยดล้างปฏิกิริยาบนกระดาษนั้น 
ใช้ 0.05% PBST หยดล้างบนแผ่นรองซับชนิดมีเจล  

ในการหาสภาวะที่เหมาะสมของปรับปรุงกระดาษให้เหมาะสมต่อการเกิดปฏิกิริยา antigen-
antibody complex ประกอบด้วยการออกซิไดซ์กระดาษ และการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ การ
ออกซิไดซ์กระดาษมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างจากเซลลูโลสให้เป็นหมู่อัลดีไฮด์และพร้อม
สำหรับการตรึงแอนติบอดี ด้วยสารละลายผสมระหว่างสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท เข้มข้น 0.4 
โมลาร์ ผสมกับสารละลายลิเธียมคลอไรด์ เข้มข้น 3.5 โมลาร์ หยด 10 ไมโครลิตร บ่มในท่ีมืดเป็นเวลา 
1 ชั่วโมง ล้างด้วยน้ำ milliQ 3 ครั้ง ครั้งละ 10 ไมโครลิตร แล้วหยดโพลีเอธิลีนไกลคอล 3 ไมโครลิตร 
20 นาที ล้าง 3 ครั้ง การทดสอบหมู่อัลดีไฮด์ที่เกิดขึ้นบนกระดาษหลังจากถูกออกซิไดซ์นำมาทดสอบ
กับน้ำยาเฟห์ลิง ซึ่งเป็นสารประกอบเชิงซ้อนคอปเปอร์ตาร์เตรต (alkaline tartrate) ในสารละลาย
เบส  หมู่ อัลดี ไฮด์ที่ เกิดขึ้นบนกระดาษจะจับกับคอปเปอร์ตาร์ เตรต เกิดเป็นสีแดงอิฐของ 
คิวปรัสออกซด์ (Cu2O) เปรียบเทียบกับหลุมควบคุมจะเป็นสีน้ำเงินของน้ำยา ถ่ายภาพผลปฏิกิริยา 
วัดค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ แล้วนำมาคำนวณค่า ∆RGB นอกจากนี้ ผู้วิจัยยังศึกษาความ
คงอยู่ของหมู่อัลดีไฮด์ พบว่า หลังจากออกซิไดซ์กระดาษที่ด้วยวิธีนี้ สามารถคงสภาพความคงอยู่ของ
หมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษไว้ได้นานสุดที่ 72 ชั่วโมง 
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 หลังจากออกซิไดซ์กระดาษแล้ว ผู้วิจัยได้ทดสอบการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษซึ่งอาศัย
พันธะ imine โดยหยด 1° Ab บนกระดาษ นาน 30 นาที ในถาดที่รักษาความชื้น แล้ว หยด
สารละลายไซยาโนโบโรไฮไดด์ เข้มข้น 1 โมลาร์ นาน 30 นาที เพ่ือคงสภาพแอนติบอดีบนกระดาษ 
นำไปทดสอบความคงเหลือของหมู่อัลดีไฮด์ด้วยการทดสอบกับน้ำยาเฟห์ลิง เมื่อแอนติบอดีจับอยู่บน
กระดาษจะมีหมู่อัลดีไฮด์ลดลง เนื่องจากหมู่อัลดีไฮด์จะทำปฏิกิริยากับหมู่ amine ของแอนติบอดีด้วย
พันธะ imine เมื่อทดสอบสอบกับน้ำยาน้ำยาเฟห์ลิงแล้ว สีของปฏิกิริยาจะเป็นสีเหลืองอ่อนเมื่อเทียบ
กับหลุมควบคุมที่ไม่ได้หยดแอนติบอดี นอกจากนี้ยังพบว่ากระดาษที่ถูกตรึงแอนติบอดีแล้ว  สามารถ
คงอยู่ได้นานสุด 4 ชั่วโมง  ทำการทดสอบ FTIR assay หรือฟูเรียร์ทรานฟอร์มอินฟราเรด ซึ่งเป็น
เทคนิคที่ใช้วิเคราะห์ จำแนกประเภทสารเคมี และหาพันธะเคมีหรือหมู่ฟังชั่นภายในโมเลกุล โดย
วิเคราะห์กระดาษ 3 สภาวะ ได้แก่ กระดาษสภาพเดิม กระดาษที่ถูกออกซิไดซ์ และกระดาษที่
ออกซิไดซ์และตรึงแอนติบอดี ทดสอบโดยศูนย์เครื่องมือวิจัยวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย พบว่ากระดาษที่ถูกออกซิไดซ์ มีการดูดกลืนแสงที่ wave number 1740-1720 ซี่ง
แสดงถึงการเกิดหมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษท่ีถูกออกซิไดซ์ และกระดาษท่ีถูกตรึงแอนติบอดีมีการดูดกลืน
แสงที่ wave number ดังกล่าวลดลง แสดงว่าหมู่อัลดีไฮด์ลดลงจากการจับกันของหมู่ amine ของ
แอนติบอดีกับหมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษด้วยพันธะ imine นอกจากนี้พบว่ามีการดูดกลืนแสงที่ wave 
number 1690-1640  ซึ่งแสดงถึงการเกิดพันธะ imine บนกระดาษท่ีตรึงแอนติบอดี 
 หลังจากได้สภาวะในการออกซิไดซ์กระดาษและตรึงแอนติบอดีแล้ว ขั้นตอนต่อไป เป็นการ 
ทดสอบวิเคราะห์วัดปริมาณ std. ox-LDL ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน โดยในงานวิจัยนี้ได้ใช้คู่
แอนติบอดี 2 คู่ ตามตารางที่ 10 ดังนี้ 
 
 ตารางที่ 10 แสดงรายละเอียดของแอนติบอดีที่ใช้ในงานวิจัย 

รายละเอียด ชนิดของ 1° Ab ชนิดของ 2° Ab (gold conjugated) 

คู่ท่ี 1 
anti ox-LDL 

(serum, polyclonal, Abcam) 

anti apo B 

(goat, polyclonal, Abcam) 

คู่ท่ี 2 
anti HNE (goat/polyclonal/Bethyl 

Laboratory) 

anti apo B-100 

(mouse/monoclonal/Santacruz) 

 
 แอนติบอดีคู่ที่ 1 ใช้ anti ox-LDL เป็น 1°Ab ซึ่งเป็นแอนติบอดีต่อ ox-LDL ที่ไม่ได้จำเพาะ
ต่อส่วนใดส่วนหนึ่ง และใช้ gold conjugated anti apo B (Abcam) เป็น 2°Ab ซึ่งเป็นแอนติบอดี
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ต่อส่วนอะโพโปรตีน ชนิด apo B บนอนุภาค LDL ติดฉลากด้วย gold nanoparticle ขนาด 40  
นาโนเมตร แล้วใช้สารละลาย silver enhancement ในการทำให้สีของปฏิกิริยาชัดเจนมากขึ้น 
ถ่ายภาพผลการทดสอบบนกระดาษด้วยโทรศัพท์เคลื่อนที่ โดยใช้กล่องถ่ายภาพที่ได้ประดิษฐ์ขึ้น 
หลังจากนั้นนำภาพไปอ่านค่าความเข้มสีด้วยโปรแกรม ImageJ คำนวณค่า gray scale ตามสูตร 
 

gray scale = 0.299red + 0.587green + 0.114blue 
 

 เนื่องจากระดับ ox-LDL ยังไม่มีค่าอ้างอิง จึงไม่มีช่วงค่ามาตรฐานที่ใช้ในการทดลองนี้ ผู้วิจัย
จึงอ้างอิงความเข้มข้นของ ox-LDLจากงานวิจัยของ Wahid และคณะ (7) คือ 0.1 – 0.5 ไมโครกรัม/
มิลลิลิตร มาใช้ในการพัฒนาชุดตรวจ แต่ไม่เห็นผลการทดสอบ ต่อมาได้เพ่ิมช่วงค่าความเข้มข้นเป็น 1 
– 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ตามรายงานของ Holvoet และคณะ (36) ผลที่ได้ยังคงไม่ชัดเจนแม้จะมี
การเพ่ิมความเข้มข้นของ std. ox-LDL เป็น 50 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร และขณะเดียวกันมีการทดสอบ
หาระดับความเข้มข้นที่เหมาะสมของทั้ง 1° Ab และ 2° Ab ในระหว่างนี้มีการปรับเปลี่ยนสูตรการ
เตรียมน้ำยา silver enhancement โดยใช้ 0.3% ซิลเวอร์ไนเตรต (สารละลาย A) และใช้ 3%  
ไฮโดรควิโนน (สารละลาย B) ตาม Vasily และคณะ (60) ผลของปฏิกิริยาที่ได้ยังคงไม่ชัดเจน 
หลังจากนั้นนำ 2° Ab คือ gold conjugated anti apo B (goat, polyclonal, Abcam) ไปวัดค่า
การดูดกลืนแสง เพ่ือทดสอบความคงอยู่ของ gold nanoparticle ภายหลังที่นำมาติดฉลากกับ
แอนติบอดี ผลได้ว่ายังมีอนุภาคทองคำอยู่ไม่ได้เจือจางหรือหายไป จากผลการวัดด้วยเครื่องสเปกโตร
โฟโตรมิเตอร์ ได้ค่า 1.43 AU ซึ่งมากกว่า 1 AU ตามที่ชุดทดสอบกำหนด ต่อมามีการทดลองล้าง 
unbound ของ 2° Ab ที่เป็น free form หรือแอนติบอดีที่ไม่ถูกติดฉลากด้วยอนุภาคทองคำออกแล้ว
นำมาทดสอบปฏิกิริยาเพ่ือวิเคราะห์ std. ox-LDL ผลที่ได้ว่าแม้จะมีค่าความเข้มสีเพ่ิมมากขึ้นแต่ผล
ของปฏิกิริยาบนกระดาษยังคงไม่ชัดเจน ตลอดจนได้ลองเพ่ิมช่วงค่าความเข้มข้นของ std. ox-LDL 
และยังได้ทดสอบกับ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการ พบว่าสีของปฏิกิริยาบนกระดาษยังคงไม่
ชัดเจน ผลที่ได้ไม่คงที่และสีของพ้ืนหลังของปฏิกิริยาในหลุมควบคุมเข้มกว่าหลุมทดสอบ  จึงทำให้ค่า
ความเข้มสีของหลุมทดสอบบางความเข้มข้นต่ำกว่า 0 
 แอนติบอดีคู่ที่ 2 ใช้ 1° Ab และ 2° Ab เป็น anti HNE และ anti apo B-100 ตามลำดับ 
ในช่วงแรกได้ลองทดลองวิเคราะห์ std. ox-LDL บนกระดาษกรอง Whatman ทั้งเบอร์ 1, 2 และ 3  
ซึ่งมีขนาดของรูกระดาษ (pore size) ที่ 6, 8 และ 11 ไมโครเมตร โดยในตอนแรกได้ทดสอบการตรึง
แอนติบอดีบนกระดาษกรองทั้ง 3 เบอร์ก่อนเพ่ือยืนยันความคงอยู่ของแอนติบอดีบนกระดาษ โดย
นำไปทดสอบหมู่อัลดีไฮด์ด้วยน้ำยาเฟห์ลิง ผลการทดสอบพบว่ากระดาษทั้ง 3 เบอร์ มีแอนติบอดีตรึง
อยู่ จึงนำมาทดสอบวิเคราะห์กับ std. ox-LDL พบว่ากระดาษกรอง เบอร์ 2 ให้ผลการทดสอบดีกว่า
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และกระดาษมีความคงทนดีกว่า มีขนาดรูกระดาษเล็กกว่ากระดาษเบอร์ 1 ประกอบกับมีอัตรา 
การไหลของของเหลวไม่แตกต่างกัน ภายหลังจึงนำกระดาษกรองเบอร์ 2 มาใช้ในปฏิกิริยาโดยใช้ 5% 
skim milk เป็นน้ำยา blocking และใช้ 0.5 โมลาร์ ของซิเตรตบัฟเฟอร์ ในการเตรียมสารละลาย B 
ของน้ำยา silver enhancement ในระหว่างนี้มีการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสม ของทั้ง 1° 
Ab และ 2° Ab มีการปั่นล้างแอนติบอดีตัวที่ไม่ถูกติดฉลากกับอนุภาคทองคำ (unbound 2° Ab ) มี
การทดลองใช้ Ab diluent ชนิดต่าง ๆ ในการเจือจางแอนติบอดี และมีการทดลองเวลาการบ่มที่
เหมาะสม ในทดสอบวิเคราะห์กับ std. ox-LDLและ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการเพ่ือหา
สภาวะและเทคนิคที่ลงตัวต่อการวิเคราะห์ พบว่าผลของปฏิกิริยาที่ได้บนกระดาษยังคงไม่ชัดเจน ไม่
สามารถวิเคราะห์วัดปริมาณทั้ง std. ox-LDL และ ox-LDL ที่เตรียมเองในห้องปฏิบัติการได้อย่าง
ชัดเจนและคงท่ี 
 ในระหว่างทำการวิจัยได้ประดิษฐ์กล่องถ่ายภาพที่มีลักษณะเป็นกล่องทึบสีเหลี่ยม มี
แหล่งกำเนิดแสงเป็นหลอดไฟ LED ชนิด COB ที่ให้แสงสีขาวตกกระทบทั่วถึง มีช่องสำหรับสอด
โทรศัพท์เคลื่อนที่อยู่ด้านบนที่ประกอบด้วยรูเพียงรูเดียวที่พอดีกับเลนส์ของโทรศัพท์  ด้านล่างเป็น
แผ่นโลหะที่สามรถยึดติดผลของปฏิกิริยาบนกระดาษด้วยแม่เหล็ก และส่วนท้ายปิดทึบด้วยฝาที่พอดี
กับรูปทรงกล่องถ่ายภาพ ได้เป็นกล่องสำหรับใช้ถ่ายผลของปฏิกิริยาบนกระดาษที่สามารถใช้ใน
ภาคสนาม สะดวก รวดเร็ว มีระยะและแสงคงที่ สามารถนำภาพไปวิเคราะห์ต่อได้หรือใช้เป็นต้นแบบ
ของอุปกรณ์ในการถ่ายภาพเพ่ือพัฒนาต่อไปในอนาคต 
 

 

รูปที่ 69 แสดงแผนภาพการเกิดปฏิกิริยาบนกระดาษของงานวิจัย  
1° Ab = anti-HNE และ 2° Ab = anti-apo B-100 

ลักษณะการเกดิผลึกของธาตุเงินบนอนุภาคทองคำ 

1° Ab 

Au NPs conjugated 2° Ab  

Ox-LDL 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 90 

5.2 อภิปรายผลการวิจัย 
การศึกษาและพัฒนาเทคนิควิธีการตรวจ ox-LDL บนกระดาษนี้ เป็นการประดิษฐ์อุปกรณ์

ต้นแบบสำหรับการตรวจวิเคราะห์ ox-LDL ให้มีขั้นตอนการตรวจไม่ยุ่งยาก ลดต้นทุน วัสดุอุปกรณ์
ตลอดจนปริมาณสารเคมีที่ใช้ในการวิเคราะห์ และเพ่ือให้มีประสิทธิภาพเทียบเท่ากับวิธีการตรวจด้วย
เทคนิค ELISA (9, 36, 37, 61) อย่างไรก็ตามหลังจากได้ทำการวิจัยและพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดบน
กระดาษเพ่ือนำมาวิเคราะห์ ox-LDL ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน พบว่าผลของการวิจัยยังไม่ประสบ
ผลสำเร็จตามเป้าหมายเนื่องด้วยปัจจัยหลากหลายซึ่งจะอภิปรายต่อไป  

อนุภาค LDL ในภาวะปกติจะจับกับ LDL receptor เพ่ือนำเอาคอลเลสเตอรอลเข้าสู่ เซลล์ 
แต่เมื่อ LDL ถูกออกซิไดซ์ด้วยสารอนุมูลอิสระ (reactive oxygen species) ได้เป็น ox-LDL 
องค์ประกอบที่เป็นโปรตีนและไขมันจะเปลี่ยนแปลงไป ได้แก่ ไลโพโปรตีนชนิด apoB-100 ฟอสโฟ
ลิพิด กรดไขมัน เมื่อโครงสร้างของ apoB-100 เปลี่ยนไป ทำให้ไม่สามารถจับกับ LDL receptor แต่
สามารถไปจับกับ receptor บนผิวเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดแมคโครฟาจ และเซลล์ดังกล่าวสามารถจับ
รับเอา ox-LDL ได้ไม่จำกัด เกิดเป็นโฟมเซลล์ เกิดพยาธิสภาพที่เส้นเลือดในชั้น intima ซึ่งเป็นสาเหตุ
สำคัญของโรคหลอดเลือดหัวใจ จากการตรวจวัดปริมาณ ox-LDL ยังไม่เป็นที่แพร่หลายใน
ห้องปฏิบัติการทั่วไป เนื่องจากต้องนำเข้าชุดตรวจจากต่างประเทศ และมีราคาสูง งานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์เพ่ือพัฒนาเทคนิคการตรวจวัด ox-LDL บนฐานกระดาษ เนื่องจากกระดาษเป็นวัสดุที่ 
หาง่าย เป็นมิตรกับธรรมชาติ สามารถเห็นสีของปฏิกิริยาได้ด้วยตาเปล่า และจากการพัฒนาเทคนิค
การตรวจวัดบนกระดาษของงานวิจัยนี้ เริ่มต้นจากการออกซิไดซ์กระดาษที่ใช้เพียงสารละลายโซเดียม
เพอร์ริออเดท ตั้งแต่ความเข้มข้น 0.02 – 0.5 โมลาร์ (62, 63) (สารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 
อ่ิมตัวที่ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์) เพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างของกระดาษให้เกิดเป็นหมู่อัลดีไฮด์สำหรับให้
แอนติบอดีมาจับ นำกระดาษไปทดสอบการเกิดหมู่อัลดีไฮด์ด้วยสารละลายเฟห์ลิง ซึ่งเป็นสารละลาย
สีน้ำเงินของคอปเปอร์ทาเตรตในสารละลายเบส โดยเป็นการผสมระหว่าง 1 ส่วนของสารละลาย A (สี
น้ำเงินอ่อนของสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต ) และ 1 ส่วนของสารละลาย B (Rochelle salt) 
สารละลายที่มีหมู่อัลดีไฮด์จะเปลี่ยนจากสีน้ำเงินเข้มไปเป็นสีน้ำตาลแดงของคิวปัสออกไซด์ (Cu2O) 
แสดงรูป 97 โดยสมการของปฏิกิริยาการเกิดได้เป็น  

 
RCHO + 2Cu(C4H4O6)2 2- + 5OH-    ➔   RCOO- + Cu2O + 4C4H4O6 2- + 3H2O 
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รูปที่ 70 แสดงตัวอย่างสีของปฏิกิริยาของการทดสอบด้วยน้ำยาเฟห์ลิง 
 

งานวิจัยนี้จึงได้ประยุกต์นำเอาน้ำยาเฟห์ลิงดังกล่าวมาทดสอบการเกิดหมู่อัลดีไฮด์บนหลุม
กระดาษทดสอบ โดยการตัดแบ่งกระดาษเป็นแนวยาวเดี่ยวที่ประกอบไปด้วยหลุมควบคุม (หยด
เฉพาะน้ำยาเฟห์ลิง) และหลุมที่ต้องการทดสอบหาหมู่อัลดีไฮด์ใช้เทปใสติดรอบทั้ง 4 ด้าน เพ่ือให้
กระดาษได้รับความร้อนอย่างทั่วถึงมากที่สุดทั่ววงทดสอบทุกวง แต่เนื่องจากกระดาษที่ผ่านการหยด
ด้วยของเหลวมาแล้วจะมีลักษณะโก่ง จึงทำให้กระบวนการติดกระดาษให้แนบกับ  แท่นให้ความร้อน 
เป็นข้อจำกัดของการทดสอบนี้ ทำให้บางหลุมทดสอบมีสีของปฏิกิริยาไม่ชัดเจนทั่วถึง อย่างไรก็ตามใน
การทดสอบส่วนใหญ่ของงานวิจัยจะทำ 3 ซ้ำ นำกระดาษไปวัดค่าความเข้มสีแล้วนำค่าเฉลี่ยมา
พิจารณา สำหรับการออกซิไดซ์กระดาษเพ่ือเปลี่ยนโครงสร้างของกระดาษกรองจากเซลลูโลสให้เกิด
เป็นหมู่อัลดีไฮด์ ด้วยสารละลายผสมระหว่าง 3.5 โมลาร์ ของสารละลายลิเธียมคลอไรด์และ 0.4  
โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท มาประยุกต์ใช้เพ่ือให้ผลการออกซิไดซ์เกิดหมู่อัลดีไฮด์
มากที่สุด ซึ่งจากงานวิจัยก่อนหน้าได้มีการนำเอาสารละลายของสารละลายลิเธียมคลอไรด์ มาช่วยใน
การออกซิไดซ์เซลลูโลสผสมกับสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดทร่วมกับการให้ความร้อน พบว่าให้
ประสิทธิภาพในการออกซิไดซ์กระดาษดีขึ้นจากการเกิดหมู่ ไฮดรอกซิล สำหรับการเกิดปฏิกิริยา 
ออกซิเดชั่นกับโซเดียมเพอร์ริออเดท โดยลิเธียมไอออนไปจับกับไฮดรอกซิลออกซิเจนอะตอม ที่
ตำแหน่งคาร์บอนอะตอม ตัวที่ 3 ของเซลลูโลส ทำให้เกิดการทำลายพันธะไฮโรเจนระหว่างโมเลกุล
ของเซลลูโลส ระหว่างออกซิเจนอะตอมของหนึ่งโมเลกุลกับไฮดรอกซิลไฮโดรเจนอะตอมในโมเลกุล
ถัดไป นอกจากนี้ยังพบว่าลิเธียมคลอไรด์ ช่วยให้เกิดการสลายตัวของโซเดียมเพอร์ริออเดท (64) 
งานวิจัยนี้ได้ทดลองหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของสารละลายลิเธียมคลอไรด์ร่วมกับสารละลาย 
โซเดียมเพอร์ริออเดท ทดสอบด้วยน้ำยาเฟห์ลิงเทียบกับหลุมที่ผ่านการออกซิไดซ์เพียงสารละลาย 
โซเดียมเพอร์ริออเดทอย่างเดียว และพบว่าความเข้มข้น 3.5โมลาร์ ของสารละลายลิเธียมคลอไรด์และ 
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0.4 โมลาร์ ของสารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท ให้ผลการออกซิไดซ์ดีที่สุดโดยไม่ได้ใช้ความร้อนช่วย 
เนื่องจากการใช้ความร้อนทำให้กระดาษแห้ง แสดงผลของปฏิกิริยาบนกระดาษรูปที่ 25 และแสดงใน
กราฟรูปที่ 26 

เมื่อได้กระดาษท่ีมีหมู่อัลดีไฮด์ (RCHO) กระบวนการต่อไปคือการตรึงแอนติบอดีบนกระดาษ
ด้วยปฏิกิริยา amination ระหว่างหมู่ amine (-NH2) ซึ่งปรากฏอยู่ตำแหน่ง N-terminal ของ 
โพลีเปปไทด์แต่ละสาย เรียกว่า alpha amine และอยู่ ณ ตำแหน่งบน Lysine residues (Fc) 
เรียกว่า epsilon amine จับเป็นโครงสร้าง Schiff base หรือด้วยพันธะ imine ซึ่งเป็นพันธะที่ยังไม่
แข็งแรง จึงต้องใช้สารละลายไซยาโนโบโรไฮไดด์ ซึ่งเป็นสาร reducing agent มาช่วยให้พันธะจับกัน
แน่นมากขึ้น ปฏิกิริยาดังรูปที่ 98 จากการวิจัยนี้พบว่า ความเข้มข้นของสารละลายโซเดียมไซยาโนโบ
โรไฮไดด ์ที่เหมาะสม คือ 1 โมลาร์ 
   

 
 

รูปที่ 71 แสดงปฏิกิริยาการเกิดพันธะ imine 
 

นอกจากการทดสอบด้วยน้ำยาเฟห์ลิงแล้ว ได้ยืนยันผลการทดสอบหมู่อัลดีไฮด์ด้วย FTIR บน
กระดาษ ได้แก่ กระดาษไม่ออกซิไดซ์  กระดาษที่ออกซิไดซ์ และกระดาษที่ออกซิไดซ์แล้วตรึง
แอนติบอดี ผลการทดสอบด้วย FTIR พบว่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยามคลื่นที่สนใจยังไม่ชัดเจน 
(รูปที่ 37) ซึ่งอาจจะเกิดมาจากการทดสอบ FTIR ไม่ได้ทำการทดสอบทันทีที่ส่งกระดาษทดสอบ 
อย่างไรก็ตามก่อนเริ่มนำสภาวะที่ได้ดังกล่าวไปทดลองต่อ ผู้วิจัยได้ลองนำชุดน้ำยา ELISPOT kit ของ
บริษัท MABTECH ที่ใช้ทดสอบการหลั่ง interferon gramma (IFN-g) มาทดสอบกับแอนติเจนชนิด 
phytohemagglutinin (PHA) ที่ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ซึ่งทำหน้าที่เป็นหลุมควบคุม 
ใน ELISPOT assay นำมาทดสอบบนกระดาษที่ถูกออกซิไดซ์ในสภาวะที่ทดสอบได้ ในระหว่างที่ตรึง
แอนติบอดีจากชุดทดสอบดังกล่าวบนกระดาษ ได้ลองใช้สารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ ที่
ความเข้มข้น 0.5 โมลาร์ และ 1 โมลาร์ เปรียบเทียบเพ่ือยืนยันผลที่ได้ก่อนหน้านี้ด้วย ซึ่งผลของ
ปฏิกิริยาสามารถเห็นเป็นสีเกิดขึ้นบนกระดาษเมื่อเปรียบเทียบกับหลุมควบคุม  ดังแสดงรูป 71 
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นอกจากนี้พบว่าผลของการใช้ 1 โมลาร์ สารละลายไซยาโนโบโรไฮไดด์ให้สีของปฏิกิริยาเข้มกว่า 0.5 
โมลาร์ เมื่อนำไปสร้างกราฟเปรียบเทียบ ดังนั้นจึงได้ว่าวิธีการในการออกซิไดซ์และตรึงแอนติบอดีบน
กระดาษในงานวิจัยนี้ ได้ยืนยันผลด้วยการทดสอบเฟห์ลิง การทดสอบ FTIR และการนำชุดน้ำยาของ
การวิเคราะห์ ELISPOT มาทดสอบบนกระดาษตามวิธีที่ได้แล้ว 
 

 

รูปที่ 72 แสดงผลการทดสอบน้ำยาจากชุด ELISPOT บนกระดาษกรอง 
 

จากผลการวิจัยยังไม่เห็นผลการตรวจวิเคราะห์ std. ox-LDL อาจเนื่องจากแอนติบอดีชนิด 
IgG มีโครงสร้างดังแสดงในรูป 73a. ที่มีหมู่ amine (-NH2) ที่ตำแหน่ง N-terminal ของแต่ละ 
โพลีเปปไทด์ (Fab) ซึ่งเป็นส่วนของ antigen binding site และอยู่ที่ตำแหน่งของ Lysine residues 
ที่ (Fc) กล่าวคือ เมื่อเกิดปฏิกิริยา amination กับหมู่อัลดีไฮด์บนกระดาษที่ถูกออกซิไดซ์ (-COOH) 
การจับอาจจะเป็นแบบสุ่ม (random immobilization) ดังแสดงในรูป 73b. ที่อาจจะมีลักษณะการ
จับหลากหลาย เช่น  จับที่ตำแหน่ง (Fc) จับที่ตำแหน่ง (Fab) หรือจับกับด้านข้าง หรือจับแบบนอนราบ 
ดังนั้นลักษณะการจับของ 1° Ab บนพ้ืนผิว จึงอาจเป็นหนึ่งในสาเหตุที่มีผลต่อการจับกับแอนติเจนที่
สนใจ (65) อย่างไรก็ดีการพัฒนาความแม่นยำในการจับของแอนติบอดีบนเครื่องมือในงาน 
immunosensor ยังคงเป็นประเด็นหนึ่งที่ยังคงต้องมีการพัฒนาต่อไป เพ่ือไม่ให้สูญเสียตำแหน่งของ
การจับกับแอนติเจนที่สนใจ (66) 
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รูปที่ 73 แสดงโครงสร้างของแอนติบอดี (65) 
 

กระดาษกรองที่ใช้ในงานวิจัย เป็นกระดาษกรองเซลลูโลสที่ผ่านการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างให้
เกิดหมู่อัลดีไฮด์ ซ่ึงไม่ใช่วัสดุที่เหมาะสำหรับการจับของโปรตีนโดยเฉพาะ ดังเช่นในการวิเคราะห์ด้วย
เทคนิคอ่ืน เช่น ELISPOT assay, ELISA, Western blot หรือ ในงาน lateral flow ส่วนใหญ่จะใช้
พ้ืนผิว หรือ membrane ที่เป็น high protein biding เช่น Polyvinylidene fluoride membrane 
(PVDF) หรือ nitrocellulose membrane เป็นต้น อยางไรก็ตาม  ผู้วิจัยได้ทดลองนำเอา 
membrane ทั้ง 2 ชนิด มาใช้เป็นฐานกระดาษ พบว่าเมมเบรนดังกล่าวไม่สามารถให้น้ำซึมผ่านได้   
ดังรูป 74 จะเห็นว่าเป็นลักษณะหยดน้ำบนเมมเบรน  ประกอบกับเมมเบรนทั้ง 2 ชนิดมีความ
เปราะบางฉีกขาดง่ายไม่เหมาะกับการพิมพ์แวกซ์ ด้วยเหตุผลดังกล่าวจึงไม่สามารถนำเมมเบรนทั้ง 2 
ชนิดมาประยุกต์ใช้กับเทคนิคของงานวิจัยนี้ได้ แม้จะมีการเปลี่ยนคุณสมบัติการเป็น hydrophobicity 
ของ PVDF membrane ให้เป็น hydrophilic ด้วยเทคนิค plasma treatment (67, 68) แต่ต้องใช้
เครื่องมือที่มีความจำเพาะ 
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รูปที่ 74 แสดงลักษณะผลการนำเอา PVDF membrane และ nitrocellulose membrane มา
ประยุกต์ใช้ 

 
ไลโพโปรตีนชนิดความหนาแน่นต่ำ หรือ LDL ประกอบไปด้วย ไขมันกว่า 80% โดยครึ่งหนึ่ง

เป็นไขมันชนิด polyunsaturated fatty acid (PUFA) ในหนึ่งอนุภาคประกอบไปด้วยฟอสโฟลิพิด 
700 โมเลกุล คอลเลสเตอรอลอิสระ จำนวน 600 โมเลกุล คอลเลสเตอรอลเอสเตอร์ 1600 โมเลกุล 
ไตรกลีเซอร์ไรด์ จำนวน 185 โมเลกุล และ 1 โมเลกุลของอะโพไลโพโปรตีน B-100 (apo B-100) ที่
ประกอบไปด้วยหมู่อะมิโน 4,536 หมู่ อยู่ด้านนอก ในภาวะปกติ LDL จะจับกับ LDL receptor ที่ 
peripheral tissue  โครงสร้างของโปรตีนและไขมันใน LDL สามารถถูกออกซิไดซ์ได้ (69, 70) 
กระบวนการออกซิเดชั่นแบ่งออกเป็น 3 ระยะ ในระยะแรกเรียกว่า  lag phase เป็นช่วงที่สาร 
endogenous antioxidants เช่น วิตามิน E จะถูกทำลาย ในระยะที่ 2 เรียกว่า proliferation 
phase ไขมันชนิดไม่อ่ิมตัว หรือ PUFA ที่เป็นองค์ประกอบของอนุภาค LDL จะถูกออกซิไดซ์ได้เป็น 
fatty acid fragment และออกซิไดซ์ที่ PUFA ซึ่งเป็นองค์ประกอบของส่วนฟอสโฟลิพิดได้เป็น 
oxidized phospholipid (ox-PL) ที่ยังคงมีความสามารถในการจับกับ LDL receptor ได้อยู่บ้าง 
เรียกช่วงนี้ว่า minimally modified LDL ในระยะที่ 3 เรียกว่า Decomposition  stage ส่วนของ 
fatty acid fragment ดังกล่าวเปลี่ยนเป็นหมู่ อัลดีไฮด์จับกับส่วนของ Lysine residues ที่ 
อะโพไลโพโปรตีน B เกิดเป็น epitope ใหม่เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างอย่างสมบูรณ์แบบที่ apo 
B ได้เป็น oxidized LDL (71) ซึ่งเป็นสาเหตุสำคัญของการเกิดโรคหลอดเลือดหัวใจ จากการถูก
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างทำให้ไม่สามารถจับกับ LDL receptor แต่จับกับ scavenger receptor ที่ 
ผิวเซลล์แมคโครฟาจนำ ox-LDL เข้าสู่เซลล์ การนำ ox-LDL เข้าสู่เซลล์แมคโครฟาจไม่มีที่สิ้นสุด ทำ
ให้ไขมันสะสมในแมคโครฟาจมากข้ึน เกิดเป็นโฟมเซลล์ พยาธิสภาพดังกล่าวเกิดข้ึนบริเวณชั้น intima 
ของหลอดเลือด เมื่อเกิดการสะสมของโฟมเซลล์มากขึ้นเกิดเป็นรอยโรคที่หลอดเลือดหรือ fatty 
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streak lesion มีการหลั่งสาร chemoattractant เกิดการสะสมและทับทมของเม็ดเลือดขาว  
เกล็ ด เลื อดมากขึ้ น ในบริ เวณ ดั งกล่ าว เกิด เป็ นก้ อนพลั คที่ ส ามารถกระตุ้ น การหลั่ งส าร 
proinflammatory mediators เกิดการสูญเสียหน้าที่ของหลอดเลือด โดยยับยั้งการการทำงานของ
สาร nitric oxide (NO) มีผลต่อการต้านภาวการณ์แข็งตัวของหลอดเลือด (72-74) นอกจากนี้ยัง
พบว่า ox-LDL เกี่ยวข้องกับภาวะอ่ืน ๆ เช่น โรคความดันโลหิตสูง โรคเมตาบอลิ กซินโดรม 
โรคเบาหวาน  

 

 

รูปที่ 75 แสดงองค์ประกอบของโครงสร้างของอนุภาค LDL ที่สามารถถูกออกซิไดซ์ได้ (75) 
 

จากการศึกษาที่ผ่านมาพบว่า fully ox-LDL ในกระแสเลือดมีช่วงชีวิตสั้น กล่าวคือสามารถ
ถูกกำจัดได้อย่างรวดเร็วด้วยกระบวนการ phagocytosis โดย reticuloendothelial system เช่น 
แมคโครฟาจ dendritic cells, sinusoidal endothelial cells และ Kupffer cells ในตับ รวมไป
ถึง anti ox-LDL (76) อย่างไรก็ตามยังสามารถตรวจพบได้ในกระแสเลือด (77) มีการพัฒนา
แอนติบอดีเพ่ือตรวจวัดระดับของ circulating ox-LDL ด้วยเทคนิค ELISA โดยมีการพัฒนา
แอนติบอดีชนิด monoclonal ที่สำคัญ 3 ชนิด ได้แก่ 4E6 (78), E06 (79), และ DLH3 (80) ซึ่ง
แอนติบอดีชนิด 4E6 ได้นำมาใช้เป็นชนิดแรก จัดเป็นแอนติบอดีชนิดที่ recognizing an apo B 
fragment โดยสามารถจับได้กับ epitope ที่อยู่บนโครงสร้างของ apo B ที่เปลี่ยนไป ซึ่งเกิดจากการ
จับของ PUFA ชนิด malondialdehyde (MDA) ที่ตำแหน่ง Lysine residues ของ apo B  ในทาง 
clinical trial ได้นำแอนติบอดีชนิด 4E6 นำมาใช้อย่างกว้าง เช่น ใช้แอนติบอดีชนิด 4E6 วัดระดับ 
ox-LDL ด้วย ด้วยเทคนิค Sandwich ELISA โดยตรึง แอนติบอดีชนิด 4E6 บน ELISA plate เพ่ือจับ 
ox-LDL ในพลาสม่า และใช้ anti-apo B-100 เป็นแอนติบอดีอีกตัวในการจับ ดังรูป 75C. ปัจจุบันมี
การนำแอนติบอดีดังกล่าวมาตรวจวัดด้วยเทคนิค Competitive ELISA ในชื่อการค้า Mercodia 
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ประเทศ Sweden โดยบ่ม พลาสม่ากับแอนติบอดีชนิด 4E6 ก่อนแล้ว นำมาบ่มบนเพลทที่ตรึงด้วย  
reference ox-LDL ถ้าแอนติบอดี 4E6 จับกับ reference ox-LDL น้อย แสดงว่าในพลาสม่ามี 
ปริมาณของ ox-LDL อยู่มาก ดังรูป 75D. ข้อจำกัดของแอนติบอดีชนิด 4E6 คือ จะต้องมีการ
เปลี่ยนแปลงที่ตำแหน่ง Lysine residues ของ apo B มากกว่า 60 ตำแหน่ง จึงจะสามารถตรวจ
วิเคราะห์โดยใช้แอนติบอดีชนิดนี้ได้ (81, 82) และอีกหนึ่งข้อจำกัด คือ การใช้แอนติบอดีชนิด 4E6 วัด
ระดับของ ox-LDL พบว่าระดับของ ox-LDL มีค่าใกล้เคียงกับระดับของ LDL ในพลาสม่า เนื่องจาก 
4E6 เกิด cross-reactivity กับ native LDL จึงไม่จำเพาะกับ epitope ของ ox-LDL แม้จะจับกับ 
ox-LDL ได้ดีกว่า native LDL มากกว่าถึง 1000 เท่า (9) และแม้ว่าจะมีการนำ 4E6 มาใช้วัดระดับ 
ox-LD ใน clinical trial อย่างแพร่หลายแต่ยังมีข้อจำกัดเกี่ยวกับความจำเพาะของแอนติบอดีต่อ 
epitope บน ox-LDL (83)  

ในขณะที่ DLH3  และ E06 จัดเป็นแอนติบอดีชนิด recognizes oxidative modification 
ที่จำเพาะกับตำแหน่ง oxidized phosphatidylcholine (ox-PC) ซึ่งเป็นตำแหน่ง PUFAs บน 
ฟอสโฟลิพิดที่เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างจากกระบวนการออกซิเดชั่น  สำหรับแอนติบอดีชนิด 
DLH3 จำเพาะกับส่วน ox-PC ของ ox-LDL นำมาทดสอบด้วยเทคนิค sandwich ELISA ใช้
แอนติบอดีชนิด DLH3 เป็น primary antibody แล้วทดสอบกับตัวอย่างที่ปั่นแยก LDL ด้วยเทคนิค 
density gradient ultracentrifugation ใช้ anti-apo B เป็น detection Ab ดังรูป 75B. (79) จาก
การศึกษาพบว่า DLH3 สามารถจับได้กับ ox-PC ทั้งที่เป็น free form และ conjugated form ที่
เกิดจากการจับกันระหว่างหมู่อัลดีไฮด์ของโครงสร้าง ox-PC กับโปรตีน มีการนำแอนติบอดีชนิด
ดังกล่าวมาใช้ในงาน immunohistochemistry  เช่นเดียวกับการนำมาใช้ในการวิเคราะห์  
atherosclerotic lesion นอกจากนี้ยังพบว่า ox-PC ยังแสดงบนเซลล์ hepatocytes ของคนที่เป็น
โรคตับ ชนิด nonalcoholic steatohepatitis สำหรับแอนติบอดีชนิด E06 เป็นแอนติบอดีจำเพาะ
ต่อส่วน  phosphorylcholine (PhoCho) ซึ่ งมีคุณสมบัติ เป็น hydrophilic moiety บน 
phosphatidylcholine (80, 84) ถูกนำมาใช้ในงาน hypercholesterolemia และ spontaneous 
atherosclerosis (80) เทคนิค sandwich ELISA ที่นำ E06 มาใช้วิเคราะห์เป็นการวัด ox-PC ต่อ 1 
หน่วย apo B โดยการตรึงแอนติบอดีชนิด MB-47 ที่จำเพาะต่อส่วน apo B-100 ที่ปรากฏอยู่บน
อนุภาคทั้ง LDL, intermediate-density lipoprotein (ILDL) และ lipoprotein a (Lp(a)) บน
เพลทก่อน แล้วใช้ E06 ที่ติดฉลากกับไบโอตินจับกับส่วนที่จำเพาะต่อส่วน ox-PC ของ ox-LDL 
102A. จึงเป็นข้อดีของวิธีนี้ ที่ คือค่าที่ ได้จากการตรวจวัด ox-LDL นี้ ไม่ เกี่ยวข้องกับระดับ 
คอลเลสเตอรอลหรือ LDL ดั่งเดิม (83, 84) อย่างไรก็ดีมีการศึกษาพบว่า amino acid sequence 
ของแอนติบอดีดังกล่าวคล้ายกับแอนติบอดีที่ใช้ในกลุ่มเชื้อวัณโรค (T15) (85)  
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รูปที่ 76 แสดงการนำแอนติบอดีชนิด ๆ มาทดสอบวัด ox-LDL ด้วยเทคนิค ELISA (86) 
 

จากการศึกษาพัฒนาแอนติบอดีที่ใช้ในเทคนิค ELISA ข้างต้น (4E6, DLH3, E06 ) ที่เป็น
แอนติบอดีที่จำเพาะต่อตำแหน่งของ ox-LDL ที่เปลี่ยนไป ปัจจุบันยังไม่มีวิธีมาตรฐานในการตรวจ
วิเคราะห์ระดับ ox-LDL เนื่องด้วยปัจจัยข้อจำกัด เช่น ความจำเพาะของแอนติบอดีแต่ละชนิด ,  
เทคนิคที่ใช้วิเคราะห์ และหน่วยที่ได้จากการวิเคราะห์ในแต่ละเทคนิคแตกต่างกันจึงไม่สามารถนำมา
เปรียบเทียบกันได้ ประกอบกับชุดตรวจที่มีจำหน่าย เช่น ชุดตรวจของบริษัท Mercordia (coated 
plate: 4E6, detection Ab: anti apo B), Abcam (coated plate: anti HNE or anti MDA , 
detection Ab: anti apo B-100) และ CELL BIOLAB (coated plate: anti HNE or anti MDA , 
detection Ab: anti apo B-100) โดยแต่ละบริษัทใช้แอนติบอดีในการตรวจจับแตกต่างกัน และ
ไม่ได้ระบุหรือแจงรายละเอียดในการใช้แอนติบอดีอย่างชัดเจน ที่สำคัญคือไม่มีแอนติบอดีแยก
จำหน่าย จึงทำให้การพิจารณาในการเลือกใช้แอนติบอดีในงานวิจัยมีข้อจำกัดหลายประการ  รวมถึง
แอนติบอดีที่ใช้ในงานวิจัยก่อนหน้า เช่น E06 และ MB47 เคยมีจำหน่ายในนามของบริษัท Avanti 
ปัจจุบันได้ยกเลิกการจำหน่าย จึงทำให้เหลือตัวเลือกในการใช้แอนติบอดีมีไม่มากและจำกัด ทั้งนี้ใน
ช่วงแรกเลือกที่จะใช้ anti ox-LDL ของบริษัท Abcam (จำหน่ายเพียงผู้เดียว) ซึ่งเป็นแอนติบอดีชนิด 
crude อยู่ในรูปซีรั่มที่ไม่ทราบความเข้มข้นและไม่จำเพาะต่อตำแหน่งใดตำแหน่งหนึ่งของ ox-LDL 
โดยหวังว่าแอนติบอดีชนิดนี้จะสามารถจับกับ ox-LDL ได้ และเลือกใช้ polyclonal anti apo B ของ
บริษัท Abcam เป็น secondary antibody และจากผลที่ไม่สำเร็จจากการใช้แอนติบอดีคู่นี้ อาจเป็น
เกิดจากความไม่จำเพาะของแอนติบอดีที่ไม่สามารถจับกับตำแหน่งของ ox-LDL ได้  

กระบวนการออกซิเดชั่นของ LDL เป็นกระบวนการที่ซับซ้อนและเกิดการเปลี่ยนแปลงทั้ง
โครงสร้างของโปรตีนและไขมัน (heterogeneity)  ซึ่ งกระบวนการหลัก  ๆ จะเป็นการเกิด
ก ระบ วน ก าร  l ip id  p e ro x id a t io n  ที่  P U FA  แ ส ด งบ น ส่ วน ขอ งฟ อส ฟ อลิ พิ ด แ ล ะ 
คอลเลสเตอริลเอสเตอร์ โดยผลิตผลที่ได้จากกระบวนการ lipid peroxidation มีคุณสมบัติเป็น 
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reactive aldehydeเช่น malondialdehyde (MDA) และ 4-hydroxynonenal (4-HNE) (87) โดย 
aldehyde product ดังกล่าวจะไปจับกับ lysine residues ด้วยในรูปของ Schiff base เกิดการ
เปลี่ยนแปลงโครงสร้างของ LDL จึงได้ว่าทั้ง MDA และ HNE เกี่ยวข้องกับ ox-LDL ทั้งในเรื่อง
โครงสร้างที่เปลี่ยนไปและแอนติบอดีที่จำเพาะต่อตำแหน่งของ MDA และ HNE สามารถเกิด cross-
react กับ ox-LDL ได้ (88) และในการเกิดออกซิเดชั่นนี้จะเกิด HNE มากกว่า MDA เนื่องจาก
คุณสมบัติของ MDA มีความเป็น hydrophilic จึงทำให้ไม่คงทนอยู่กับอนุภาค LDL (89) จาก
ความสัมพันธ์ดังกล่าวข้างต้นจึงเป็นแนวทางหนึ่งที่งานวิจัยนี้ได้เลือกแอนติบอดีชนิด HNE มาใช้เป็น
แอนติบอดีปฐมภูมิ ตัวเลือกต่อไป เนื่องด้วยสามารถเกิด cross-react กับ ox-LDL และ มีความคงทน
และปริมาณมากกว่า MDA สำหรับ HNE (Abcam) ต่อมาเลือกเป็น goat polyclonal anti HNE 
ของบริษัท Bethyl เพ่ือนำมาตรึงบนกระดาษทดสอบ และเลือกใช้ mouse monoclonal anti apo 
B-100 ของบริษัท Santacruz มาเป็น secondary antibody เนื่องจากเห็นว่าในท้องตลาดที่มีการ
จำหน่ายชุดทดสอบ ELISA ทั้งของบริษัท Abcam และ CELL BIOLAB มีการใช้แอนติบอดีทั้ง 2 ชนิด 
อยู่ในชุดของการทดสอบ ox-LDL ประกอบกับ HNE เป็นตำแหน่งของ PUFA ที่ถูกออกซิไดซ์ที่คงทน
และพบได้มาก แม้จะพบได้ในอนุภาคไลโพโปรตีนชนิดอ่ืน ๆ ก็ตาม เช่น VLDL, ILDL และ LP (a)  
แต่แอนติเจนหรือสิ่งที่นำมาตรวจเป็น LDL ที่ได้จากการปั่นแยก LDL ออกจากไลโพโรตีนชนิดอ่ืน ๆ  
ด้วยเทคนิค ultracentrifugation และใช้ std ox-LDL ที่ทราบความเข้มข้นแน่นอนมาทดลอง 
สำหรับ detection Ab ที่นำมาทดลองนั้นเป็นแอนติบอดีต่อส่วนของ apo B-100 และทั้งที่เป็น
แอนติบอดีชนิด monoclonal ที่อาจยังไม่มีความจำเพาะต่อส่วนของ apo B ที่เปลี่ยนไป จึงทำให้ผล
ที่ได้ยังคงเห็นปฏิกิริยาไม่ชัดเจนหรือยังไม่ประสบความสำเร็จ ซึ่งเป็นผลเนื่องมาจากความจำเพาะของ
แอนติบอดีต่อส่วน epitope ที่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของอนุภาค LDL ที่มีความซับซ้อน  

การใช้คอปเปอร์ซัลเฟตมาออกซิไดซ์อนุภาค LDL ที่แยกได้จากกระบวกการ fraction โดย
การบ่มที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นการเปลี่ยนโครงสร้างดั่งเดิมให้เป็น ox-LDL ใน in vitro เพ่ือนำมา
เป็นโมเดลในการทดลองนั้นสามารถทำได้ ซึ่งกระบวนการลิพิดเพอร์รอกซิเดชั่นเกิดขึ้นภายหลัง lag 
period หรือหลังช่วง 60-90 นาที ในระหว่างการเกิดปฏิกิริยาสามารถที่จะตรวจติดตามการ
เกิดปฏิกิริยาลิพิดเพอร์รอกซิเดชั่นได้ เช่น การตรวจสอบการเกิดโครงสร้างของ conjugated diene 
ด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 233 นาโนเมตร การทดสอบ Thiobarbituric acid 
reactive substances (TBARS) เพ่ือทดสอบการเกิดโครงสร้างของสารประกอบอัลดีไฮด์ และการ
ตรวจวัดประจุลบที่เกิดขึ้นด้วยเทคนิค agarose gel electromobility ซึ่งในงานวิจัยนี้ได้แยกอนุภาค 
LDL จากซีรัมด้วยกระบวนการ fraction ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วสูงด้วยเครื่องอัลตราเซนตริฟิวจ์ แล้ว
ตรวจติดตามการเกิดออกซิเดชั่นด้วยการวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 234 นาโนเมตร นำ ox-LDL ที่ได้ไป
ใช้ในการทดลอง เนื่องจาก std. ox-LDL ที่ทราบความเข้มข้นของจากบริษัท CELL BIOLAB หมด
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ระหว่างการวิจัย และจากการที่นำ ox-LDL ที่แยกได้จากห้องปฏิบัติการมาทดลองนั้น ผู้วิจัยได้ลอง
นำเอา LDL ที่ถูกออกซิไดซ์ทั้งในช่วงต้นและช่วงกลางมาทดสอบกับชุดแอนติบอดีที่มีแล้วแต่ผลที่ได้ก็
ยังคงไม่เกิดสีของปฏิกิริยา โดยหวังว่า ox-LDL ที่อยู่ในระหว่าง mild oxidation (minimal ox-LDL) 
อาจจะเกิดปฏิกิริยาสามารถจับได้กับแอนติบอดีที่มี 

แนวคิดการนำน้ำยาจากในชุดทดสอบ ELISA มาประยุกต์ทดลองใช้บนกระดาษ เป็นช่องทาง
ที่ดี เนื่องจากภายในชุดทดสอบมีทั้งแอนติบอดีและ std. ที่ได้ผ่านการทดสอบมาแล้วว่าเข้าคู่กันได้ แต่
ข้อจำกัดของการนำมาใช้นั้นมีอยู่มาก เช่น แอนติบอดีที่ตรึงอยู่ที่ไมโครเพลทมีการตรึงมาแล้วจาก
บริษัท ไม่มีแยกจำหน่าย และ Secondary antibody ที่ใช้ในชุดทดสอบเป็นการติดฉลากแอนติบอดี
ด้วยเอนไซม์ horseradish peroxidase (HRP) ใช้ 3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine (TMB) เป็น
โครโมเจนิกซับสเตรท ในการเกิดปฏิกิริยาเปลี่ยน TMB (ไม่มีสี) เป็น TMB 2+ (สีเหลือง) บน 
ไมโครเพลทแล้วนำไปทดสอบอ่านค่าการดูดกลืนแสง และการประยุกต์นำ detection Ab จากชุด
ทดสอบ ELISA ที่ติดฉลากแอนติบอดีด้วยเอนไซม์ดังกล่าวมาทดสอบบนกระดาษนั้น สีของปฏิกิริยาที่
จะสังเกตด้วยตาเปล่านั้นอาจจะจางมาก เนื่องด้วยความคงอยู่ของเอนไซม์ (49) ประกอบกับถ้าจะนำ
แอนติบอดีดังกล่าวมาติดฉลากอนุภาคทองคำก็เป็นไปได้ยากเนื่องจากแอนติบอดีที่มีในชุดทดสอบ 
ELISA kit ติดฉลากด้วยเอนไซม์มาแล้ว และส่วนใหญ่ในแต่ละบริษัทที่มีชุดทดสอบ ELISA จำหน่ายไม่
มีรายละเอียดของแอนติบอดีท่ีใช้ในชุด kit ชัดเจนจึงเป็นการยากท่ีจะเลือกแอนติบอดีมาทดสอบ 

การหาสภาวะที่เหมาะสมของแอนติบอดีคู่ต่าง ๆ เพื่อทดสอบวิเคราะห์ปริมาณ ox-LDL ด้วย
วิธี ELISA ที่หาสภาวะเอง (ไม่ใช้ชุด kit แต่ซื้อแอนติบอดีแยกมาทดสอบ) ก่อนนำแอนติบอดีคู่นั้น ๆ 
มาทดสอบบนกระดาษเป็นอีกแนวทางหนึ่งที่จะสามารถเปรียบเทียบวิธีการบนไมโครเพลทและ
กระดาษได้ แต่จะต้องหาสภาวะที่เหมาะสมบนไมโครเพลทก่อน และด้วยงบประมาณในการสั่งซื้อ
แอนติบอดียังมีจำกัด กล่าวคือ จะต้องซื้อแอนติบอดีที่เป็น 2°Ab 2 ชนิด คือ แอนติบอดีที่ติดฉลากกับ
เอนไซม์เพ่ือมาหาสภาวะบนไมโครเพลท และชนิดที่สองเป็น unconjugated Ab ที่จะต้องนำมาติด
ฉลากแยกกับอนุภาคทองคำเพ่ือนำไปทดสอบบนกระดาษ และอีกข้อจำกัดคือ แอนติบอดีที่จะนำมา
ทดสอบหรือท่ีสนใจนั้นไม่มีจำหน่ายหลากหลายรูปแบบ (unconjugated, conjugated) 

อีกหนึ่งหตุผลอาจเกิดจากข้อจำกัดของการสั่งซื้อแอนติบอดีและสาร std. ox-LDL ที่ทราบ
ความเข้มข้นที่ใช้ในงานวิจัยนี้ แยกซื้อคนละบริษัทไม่ได้มาจากชุดทดสอบหรือบริษัทการผลิตแหล่ง
เดียวกัน รวมถึงระยะเวลาในการขนส่งที่สินค้ามาไม่พร้อมกัน อาจทำให้ความคงทนของน้ำยาลดลง
เนื่องจากสถานการณ์โควิดระบาดหนักในช่วงที่มีการเริ่มงานวิจัย จึงทำให้การขนส่งสินค้าล้าช้า 
ประกอบกับองค์กรปิดชั่วคราว ในการส่งตรวจวิเคราะห์ต่าง ๆ จึงดำเนินการได้ยากและล่าช้า ใน
งานวิจัยนี้จึงมีจุดบกพร่องที่ไม่ได้ส่งตรวจความจำเพาะของแอนติบอดีคู่ที่เลือกกับแอนติเจนหรือ  
ox-LDL ให้แน่ใจก่อนเริ่มงานวิจัย และอีกหนึ่งเหตุผลที่อาจทำให้การเกิดปฏิกิริยาไม่สำเร็จอาจเกิด
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จากลักษณะของอนุภาค LDL ที่ประกอบไปด้วยอะโพโปรตีน apo B-100 เพียง 1 โมเลกุล และด้วย
ลักษณะที่เป็นอนุภาคกลม ดังรูป 74  จึงอาจเป็นหนึ่งในสาเหตุที่ทำให้การจับของแอนติบอดีชนิด 
anti apo B-100 จับไม่โดนตำแหน่งดังกล่าว รวมถึงเทคนิคการตรวจวัดบนกระดาษนี้ไม่สามารถท่ีจะ
เคาะให้ปฏิกิริยาเข้ากันได้เหมือนการเคาะเพลทของเทคนิค ELISA 

 

 
รูปที่ 77 แสดงลักษณะกระดาษก่อนและหลังล้าง 2° Ab และสีของ softex หลังหยด silver 

enhancement 
 
สำหรับเทคนิค silver enhancement ที่นำมาประยุกต์ใช้ในงานวิจัยนี้ เพ่ือต้องการให้

ปฏิกิริยาของสีที่เกิดขึ้นบนกระดาษทดสอบชัดเจน จากการเกิดปฏิกิริยาระหว่างซิลเวอร์และอนุภาค
ระดับนาโนนั้น จากงานวิจัยที่ผ่านมามีการนำเทคนิคนี้ไปใประยุกต์ใช้ (49, 60) แต่สำหรับงานวิจัยนี้
ทางผู้วิจัยเห็นว่าในการเกิดสีของปฏิกิริยานั้น เกิดสีพ้ืนหลังขึ้นมากทำให้ไม่สามารถแปลผลการทดลอง
ได้ ซึ่งอาจเกิดจากสีของซิลเวอร์ รบกวนการเกิดสีของปฏิกิริยา กล่าวคือ ในตัวของ working silver 
enhancement นั้นเมื่อได้ผสมระหว่างสารละลาย A และสารละลาย B ในอัตราส่วน 1:1 แล้ว ใน
สัดส่วนดังกล่าวมีการเกิดสีขึ้นเช่นกัน ประกอบกับการเกิดปฏิกิริยาเกิดข้ึนบนกระดาษขาวจึงทำให้เห็น
สีพื้นหลังได้ชัดเจนกว่าสีของปฏิกิริยาจริง  

การติดฉลากแอนติบอดี 2° Ab ด้วยอนุภาคทองคำจากชุด gold conjugation kit ของ
บริษัท Abcam นั้น ใช้ขนาด 40 นาโนเมตร ซึ่งแอนติบอดีที่นำมาติดฉลากเป็นชนิด IgG ซึ่งมี ขนาด 
14 x 10 x 4 นาโนเมตร (65) หลังจากนำมาติดฉลากด้วยวิธีของชุดทดสอบแล้ว ได้ลักษณะเป็น 
colloidal gold ของอนุภาคทองคำที่มีแอนติบอดีอยู่ล้อมรอบ ซึ่งเมื่อนำมาทดสอบในงานวิจัยได้ว่า
หลังจากการล้างเมื่อครบเวลาการบ่ม 2° Ab แล้วนั้น สีของกระดาษก่อนและหลังล้างมีความแตกต่าง
กันอย่างสิ้นเชิง กล่าวคือ ก่อนล้างทั้งเจือจางมากและเจือจางน้อย จะสังเกตเห็นสีชมพูของ gold แต่

ก่อนล้าง  หลังล้าง หลงัหยด silver enhancement 

มี gold 

ไม่มี gold 
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เมื่อทำการล้างแล้ว (ล้าง 1 ครั้ง) สีของกระดาษที่ทดสอบไม่ปรากฏสีชมพูบนกระดาษขาว ดังรูป 76 
จึงอาจเป็นได้ว่าการจับของแขน Fab ของ 2° Ab กับตำแหน่งบนอนุภาค ox-LDL อาจจับกันไม่
แข็งแรงมากพอ ประกอบกับ colloidal gold ที่มีแอนติบอดีติดอยู่อาจจะหนักเกินกว่าจะยึดติดบน
อนุภาค ox-LDL ได้ และเมื่อชะล้างจึงทำให้หลุดได้ง่ายมากขึ้น แม้จะเปลี่ยนมาใช้กระดาษกรอง 
Whatman เบอร์ 2 ในช่วงท้าย เนื่องจากเห็นว่ามีช่องว่างระหว่างรูกระดาษน้อยกว่าเบอร์ 1 โดย
ความหนาและอัตราการไหลของของเหลวระหว่างกระดาษเบอร์ 1 และเบอร์ 2 ไม่แตกต่างกัน 
นอกจากนี้การทวนสอบการติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทองคำจะต้องซื้อชุดทดสอบเพ่ือทวนสอบ 
แอนติบอดีดังกล่าวมีราคาสูง แต่ในงานวิจัยได้ทำการวัดค่าการดูดกลืนแสง เพ่ือเป็นการประเมินใน
เบื้องต้นว่าอนุภาคทองคำมีความเข้มข้มเพียงพอหลังจากติดฉลากกับแอนติบอดี รวมถึงในการติด
ฉลากแอนติบอดีกับอนุภาคทองคำในงานวิจัยไม่ได้ใช้ชุดทดสอบ (purify antibody kit) สำหรับทำให้ 
แอนติบอดีบริสุทธิ์ก่อนติดฉลาก ซึ่งอาจทำให้แรงของการจับระหว่างแอนติบอดีและอนุภาคทองคำ
อาจจะไม่ดีพอ  

กล่องถ่ายภาพที่ได้เป็นผลพวงของสถานการณ์โควิด 19 จากการรอน้ำยาและแอนติบอดีจึง

ได้ประดิษฐ์กล่องดังกล่าวขึ้น เพ่ือหวังว่าจะเป็นต้นแบบของการพัฒนาต่อไปในอนาคต ซึ่งอาจพัฒนา

ให้เป็นกล่องที่มีเลนส์มุมกว้าง ให้ได้เป็นเครื่องมือ point of care (POC) ที่สามารถเคลื่อนที่ ออกผล

โดยพัฒนาซอฟท์แวร์ วิเคราะห์ค่าความเข้มสี และคำนวณค่าออกมาได้ มีความสามารถในการตรวจ

คุณภาพแสงโดยเพ่ิมเครื่องมือสำหรับวัดแสง  

สำหรับข้อเสนอแนะในการวิจัยต่อไป อาจจะเริ่มจากการออกแบบหลุมทดสอบให้มีระยะ

กว้างขึ้นหรือในรูปแบบอ่ืน การพิมพ์แวกซ์ที่ใช้สำหรับสร้างขอบเขตในหลุมทดสอบอาจจะใช้สีอ่ืน 

เนื่องจากสีดำของแวกซ์ อาจรบกวนการอ่านค่าความเข้มสีที่เป็นโหมด gray scale รวมถึงการติด

ฉลากแอนติบอดีอาจจะเปลี่ยนมาใช้เอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP) ที่ติดมาแล้วจากบริษัท

แล้วใช้ BCIP/NBT เป็นซับสเตรทในการทำให้เกิดสีของปฏิกิริยา  
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ภาคผนวก 
ภาคผนวก ก 

1. การเตรียมสาร 
1.1 การเตรียมฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH8 (สำหรับละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮ
ไดด)์:  

ชั่ง 3.346 กรัม ของไดเบสิคโปรแตสเซียมฟอสเฟต และ 0.1046 กรัม ของโมโนเบสิคโปรแต
สเซียมฟอสเฟต ละลายในน้ำ milliQ 200 มิลลิลิตร  
 
1.2 การเตรียมสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์  

เตรียมสารละลายโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ ที่ความเข้มข้น 1 โมลาร์ โดยชั่ง 18.852 
มิลลิกรัม ของโซเดียมไซยาโนโบโรไฮไดด์ ละลายกับ 300 ไมโครลิตร ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความ
เข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH8 
 
1.3 การเตรียม 1x ฟอสเฟตบัฟเฟอร์  

ละลาย 1 เม็ด ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ในน้ำกลั่น 200 มิลลิลิตร 
 
1.4 การเตรียม Phosphate buffer saline tween ที่ 0.05%  

0.05% PBST: 1x ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 30 มิลลิลิตร แล้วเติม 15 ไมโครลิตร ของ Tween 20 
 
1.5 การเตรียมสารละลายซิเตรตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 โมลาร์ pH 4 

ชั่งโซเดียมซิเตรตไดไฮเดรทไตรเบสิค 297.864 มิลลิกรัม และ 381.8 มิลลิกรัม ของซิตริก
แอซิดโมโนไฮเดรท ในน้ำ 300 มิลลิลิตร 
 
1.6 การเตรียม Silver enhancement (สารละลายเข้มข้น) 

- สารละลาย A: 0.3% ซิลเวอร์ไนเตรต ชั่ง 3 มิลลิกรัม ของซิลเวอร์ไนเตรต ละลายในน้ำ 
milliQ 1 มิลลิลิตร 

- สารละลาย B: 3% ไฮโดรควิโนน ชั่ง 30 มิลลิกรัม ของไฮโดรควิโนน ละลายในซิเตรต
บัฟเฟอร์ ความเข้มข้นต่าง ๆ 1 มิลลิลิตร (0.01, 0.1 และ 0.5 โมลาร์) 
 
1.7 การเตรียม น้ำยา blocking  
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- 4% skim milk: ชั่ง 200 มลิลิกรัม ของ skim milk ละลายใน 0.05% PBST 5 มิลลิลิตร 
- 5% skim milk: ชั่ง 250 มลิลิกรัม ของ skim milk ละลายใน 0.05% PBST 5 มิลลิลิตร 
- 6% skim milk: ชั่ง 300 มลิลิกรัม ของ skim milk ละลายใน 0.05% PBST 5 มิลลิลิตร 
- 3% BSA: ชั่ง 150 มิลลิกรัม ของ skim milk ละลายใน 0.05% PBST 5 มิลลิลิตร 
- 5% BSA: ชั่ง 250 มิลลิกรัม ของ skim milk ละลายใน 0.05% PBST 5 มิลลิลิตร 

 
1.8 การเตรียม น้ำยา Bradford 

ผสมสี Dry reagent 1.5 มิลลิลิตร กับน้ำ Deionized water (DDI) 6 มิลลิลิตร (สัดส่วน 
1:5) นำมากรอง 
 
2. ตัวย่อที่ใช้ในงานวิจัย 
 - สารละลาย NaIO4: สารละลายโซเดียมเพอร์ริออเดท 
 - สารละลาย LiCl: สารละลายลิเธียมคลอไรด์ 
 - ug/mL: ไมโครกรัม/มิลลิลิตร 
 - mg/mL: มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
 - สารละลาย NaBH3CN: สารละลายไซยาโนโบโรไฮไดด์ 
 - 1° Ab: แอนติบอดีชนิดปฐมภูมิ 
 - 2° Ab: แอนติบอดีชนิดทุติยภูมิ 
 - gold conjugated Ab: แอนติบอดีที่ติดฉลากด้วยอนุภาคทองคำ 

- std. ox-LDL: สารมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นแน่นอน ของออกซิไดซ์ไลโพโปรตีนชนิด
ความหนาแน่นต่ำ ที่ถูกออกซิไดซ์ด้วยสารคอปเปอร์ซัลเฟต 
- LDL: อนุภาคไลโพโปรตีน ชนิดวามหนาแน่นต่ำ 
- Ox-LDL: ออกซิไดซ์ไลโพโปรตีน ชนิดวามหนาแน่นต่ำ 
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ภาคผนวก ข 
วิธีการดำเนินการวิจัยอ่ืน ๆ 

 
1. การทดสอบหาวิธีการซับสารน้ำบนกระดาษ  
เพ่ือทดลองหาวิธีการอื่น นอกเหนือจากการใช้สำลีก้านในการซับน้ำส่วนเกินภายหลังจากการ

หยดล้างน้ำของปฏิกิริยาแต่ละวง เนื่องจากการใช้สำลีก้านในการซับน้ำส่วนเกินค่อนข้างใช้เวลามาก
และอาจจะทำให้เกิดการกระทุ้งกระดาษกรองขณะซับน้ำ ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกหาวิธีการอ่ืนเพ่ือหา
แนวทางในการลดระยะเวลาในขั้นตอนดังกล่าว โดยใช้ผ้าก๊อซขาด 4x4 นิ้ว พับทบ 2 ชั้นวางบนกล่อง
ทิปเปล่า เปรียบเทียบกับการใช้แผ่นซับชนิดมีเจล มี 2 การทดลอง 

 
การทดลองที่ 1:  ทดลองหยดสี 3 สี ได้แก่ สีเขียวของสี light green สีส้มแดงของสี 1% 

eosin และสีน้ำเงินของสี aniline blue หยดอย่างละ 3 ไมโครลิตร ลงบนพ้ืนที่แต่ละวงบนอุปกรณ์
ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษที่สร้างขึ้น ตามรูป  จากนั้นนำกระดาษดังกล่าวไปวางบนผ้าก๊อซพับทบ 2 
ชั้น ที่วางอยู่บนกล่องทิปเปล่า ทำการหยดล้างน้ำด้วยน้ำ milliQ จำนวน10 ไมโครลิตร ในแต่ละวง 3 
ครั้ง 

จากการผลทดลองพบว่าการใช้ผ้าก๊อซเพ่ือซับน้ำส่วนเกินภายหลังจากการหยดล้าง ทำให้สี
แต่ละวงข้ามมาปนเปื้อนวงด้านข้างอย่างชัดเจน ดังแสดงในรูปที่ 78 
 

 

 
 

รูปที่ 78 แสดงลักษณะการทดลองก่อนและหลังการหยดล้างบนผ้าก๊อซ 
 

การทดลองที่ 2:  ทดลองหยดสี 3 สี ได้แก่ สีเขียวของสี light green สีส้มแดงของสี 1% 
eosin และสีน้ำเงินของสี aniline blue หยดอย่างละ 3 ไมโครลิตร ลงบนพ้ืนที่แต่ละวงบนอุปกรณ์
ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษที่สร้างขึ้น ตามรูป  จากนั้นนำกระดาษกรองดังกล่าวไปวางบนแผ่นรองซับ
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ชนิดมีเจล หยดล้างแต่ละวงด้วยน้ำ milliQ 10 ไมโครลิตร 3 ครั้ง โดยไม่ขยับกระดาษขณะหยดล้าง
น้ำและเมื่อหยดครบทุกวงแล้ว ค่อย ๆ ขรงึกระดาษให้แนบกับแผ่นรองซับ 

จากผลการทดลองหยดสี 3 สีบนหลุมทดสอบพบว่าภายหลังจากการล้างด้วยน้ำ 3 ครั้ง บน
แผ่นรองซับชนิดมีเจล สีที่ใช้ในแต่ละวงทดสอบไม่ซึมข้ามวงและวิธีการซับขณะหยดล้างไม่ยุ่งยาก รูป
ที่ 79 สามารถลดระยะเวลาในขั้นตอนการหยดล้างได้มาก ดังนั้นผู้วิจัยจึงเลือกวิธีการนี้เพื่อนำมาใช้ใน
งานวิจัย 

 

 
 

รูปที่ 79 แสดงลักษณะการทดลองก่อนและหลังการหยดล้างบนแผ่นรองซับชนิดมีเจล 
 

2. การติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทองคำ 
2.1 วิธีการติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทองคำ 
 ติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทองคำจากชุด Gold conjugation kit ของ Abcam ทำโดย
การเจือจางแอนติบอดีด้วยตัวเจือจางที่มากับชุดทดสอบ ให้ได้ความเข้มข้นแอนติบอดีเป็น 0.1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร (เจือจาง 10 เท่า) ในที่นี้ไปเปต 2 ไมโครลิตร ของ anti-Apo B Ab (เข้มข้น 1 
มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) ลงในตัวเจือจาง 18 ไมโครลิตร หลังจากนั้นดูดแอนติบอดีที่ถูกเจือจางมา 12 
ไมโครลิตร เพ่ือมาผสมกับ 42 ไมโครลิตร ของ Gold 40 นาโนเมตร reaction buffer ผสมให้เข้ากัน
โดยการดูดขึ้นลงแล้วค่อยดูด 45 ไมโครลิตร ของสารเจือจางดังกล่าวไปละลายอนุภาคทองคำ (gold 
40 นาโนเมตร) ค่อย ๆ ดูดขึ้นลงจนอนุภาคทองคำละลาย ทิ้งไว้ประมาณ 15 นาที แล้วจึงเติม 5 
ไมโครลิตร ของ quencher แล้วจึงค่อย ๆ ดูดขึ้นลงทิ้งไว้ 5 นาที ก้จะได้ gold conjugated anti-
Apo B ที่ความเข้มข้นประมาณ 20 ไมโครกรัม/มิลลิลิตร ทั้งหมด 50 ไมโครลิตร ดังรูปที่ 80 
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รูปที่ 80 แสดงขั้นตอนโดยย่อของการติดฉลากแอนติบอดีด้วยอนุภาคทองคำ 
 
2.2 การตรวจวัดค่าการดูดกลืนแสงของ gold conjugated anti-apo B Ab  

เนื่องจากการทดลองที่ผ่านมาสีของปฏิกิริยายังคงจางมากเห็นผลไม่ชัดเจน ผู้วิจัยจึงได้ทำการ
วัดค่าการดูดกลืนแสงของ  gold conjugated anti-apo B Ab ตามฉลากที่มากับชุดทดสอบ เพ่ือให้
แน่ใจว่าความเข้มข้นของอนุภาคทองคำมีเพียงพอ เนื่องจากชุดทดสอบ เป็นแบบ 20 OD ดังนั้นก่อนที่
จะนำแอนติบอดีที่ถูกติดฉลากกับอนุภาคทองคำไปวัดนั้นต้องทำการเจือจาง 20 เท่า เพ่ือให้ความ
เข้มข้นเป็น 1 OD ตามฉลากที่แนบมา โดยการนำไปเจือจาง 1:20 กับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ทั้งหมด 100 
ไมโครลิตร ไปเปตลงในถาดหลุม และไปเปต 100 ไมโครลิตร ของฟอสเฟตบัฟเฟอร์เป็นหลุมควบคุม 
นำไปวัดค่าการดูดกลืนแสง ที่ 530 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง SpectraMax รุ่น ABS Plus ซึ่งค่าของการ
ดูดกลืนแสงที่ควรจะได้ควรจะประมาณ 1 AU (absorbent unit) ที่ความยาว 1 เซนติเมตร ของระยะ
ความหนาที่แสงส่องผ่านคิวเวท โดยค่าการดูดกลืนแสงที่ได้เป็นค่าที่เทียบเท่ากับการวัดด้วยคิวเวต 
จากคุณสมบัติของเครื่อง SpectraMax ซึ่งได้ค่าการดูดกลืนแสงเป็น 1.431 เมื่อลบด้วยค่าหลุม
ควบคุม จึงได้ว่าความเข้มข้นของอนุภาคทองคำหลังจากถูกติดฉลากกับแอนติบอดีมีความเข้มข้น
เพียงพอ ตามท่ีฉลากได้กำหนดไว้ (รูปที่ 81) 
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รูปที่ 81 แสดงวิธีการวัดค่าการดูดกลืนแสง ด้วยเครื่อง SpectraMax รุ่น ABS Plus 
 

3. การแยกอนุภาคไลโปโปรตีนชนิดความหนาแน่นต่ำ (LDL) 
วิธีการ: 

1. ปั่นแยกซีรั่มออกจากเม็ดเลือดแดงที่ 3,000 rpm  นาน 10 นาที โดยปกติซีรั่มจะมีค่า
ถ่วงจำเพาะที่ 1.006 กรัม/มิลลิลิตร นำมาปรับให้ได้ค่าถ่วงจำเพาะเป็น 1.019 กรัม/
มิลลิลิตร ด้วยโปรแทสเซียมโบรไมด์  

2. นำซีรั่มที่ได้จากข้อ 1 ไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง Hitachi ultracentrifuge รุ่น 
CS 150GXL ที่ความเร็ว 100,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  

3. ใช้พลาสติกไปเปตดูดเอาส่วน VLDL ทีล่อยอยู่ด้านบนทิ้ง  
4. นำตัวอย่างที่เหลือมาปรับให้ได้ค่าถ่วงจำเพาะเป็น 1.063 กรัม/มิลลิลิตร ด้วยโปรแทสเซียม

โบรไมด์ เข้มข้น 1.063 กรัม/มิลลิลิตร แล้วนำไปปั่นด้วยเครื่องปั่นเหวี่ยงความเร็วสูง Hitachi 
ultracentrifuge รุ่น CS 150GXL ที่ความเร็ว 130,000 rpm อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลา 1.5 ชั่วโมง 

5. ใช้พลาสติกไปเปตดูดเอาส่วน LDL ที่อยู่ด้านบนเก็บใส่หลอดที่สะอาด  
6. ล้างส่วนเกินของสารละลายโปรแทสเซียมโบรไมด์ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ โดยใช้เทคนิค

คอลัมน์โครมาโตกราฟ่ี  
7. นำ LDL ที่ได้ไปวัดโปรตีน โดยใช้น้ำยา Bradford ในสัดส่วน ตัวอย่าง : working Bradford 

reagent ที่ 10 ไมโครลิตร : 20 ไมโครลิตร ไปเปตขึ้นลงให้เข้ากันใน 96 หลุมไมโครเพลท ต้ัง
ทิ้งไว้อย่างน้อย 5 นาที (ไม่ควรเกิน 1 ชั่วโมง) นำไปวัด OD ที่ 595 นาโนเมตร ด้วยเครื่อง
สเปกโตรโฟโตมิเตอร์ คำนวณหาค่าโปรตีนที่ได้ 

8. เมื่อได้ปริมาณโปรตีนในตัวอย่างแล้ว ออกซิไดซ์ LDL ด้วยสารละลายคอปเปอร์ซัลเฟต ที่ 5 
ไมโครโมลาร์ ต่อ โปรตีน 50 มิลลิกรัม ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1, 2, 15, 18, 
20, 22 และ 24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาช่วงดังกล่าว หยุดปฏิกิริยาด้วยสารละลาย EDTA เก็บ
ตัวอย่างที่ได้ที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 

20 OD เจือจาง

เป็น 1:20 

วัด 

Spectramax 
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รูปที่ 82 แสดงขั้นตอนการแยกอนุภาคไลโปโปรตีนชนิดความหนาแน่นต่ำ (LDL) 
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ภาคผนวก ค 
เอกสารที่เกี่ยวข้อง 
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