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สําหรับตรวจวัดระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วน ด้วยหลักการเคมีไฟฟ้า. (DEVELOPMENT 
OF MICROFLUIDIC PAPER-BASED ANALYTICAL DEVICES FOR DETERMINATION OF 
GLUCOSE IN WHOLE BLOOD BASED ON ELECTROCHEMISTRY) อ.ที่ปรึกษา
วิทยานิพนธ์หลัก:  ผศ.ดร.วนิดา หลายวัฒนไพศาล, 104 หน้า. 

 
 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ เป็นอุปกรณ์ที่สร้างได้ง่ายราคาต้นทุนตํ่า 
เมื่อนํามาใช้ร่วมกับการตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า ทําให้อุปกรณ์ดังกล่าวมีความไวและ
ความจําเพาะสูง ซึ่งระบบที่สร้างขึ้นได้นํามาใช้ในการตรวจวัดระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วน  
อุปกรณ์ที่สร้างข้ึนออกแบบเป็นรูปดัมเบล ให้มีส่วนสําหรับแยกเลือด 2 ส่วนและส่วนสําหรับตรวจวัด 
1 ส่วน โดยส่วนสําหรับตรวจวัดเช่ือมต่อกับขั้วไฟฟ้าพิมพ์ลายที่มี Prussian blue เป็นสารตัวกลางใน
การถ่ายทอดอิเล็กตรอน เมื่อนํามาทดสอบกับเลือดครบส่วนที่มีปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่นอยู่
ในช่วง 24-60 เปอร์เซ็นต์ ใช้เวลาในการแยกพลาสมาออกจากเลือดครบส่วนภายใน 4 นาที โดยไม่
ต้องเจือจางเลือดก่อน การตรวจวัดระดับกลูโคสใช้หลักการ Glucose oxidase โดยตรึงเอนไซม์
ดังกล่าวบริเวณตรวจวัด เมื่อพลาสมาที่แยกจากเลือดครบส่วนไหลไปผสมกับเอนไซม์ เกิดผลิตภัณฑ์
ของปฏิกิริยาคือ H2O2 ซึ่งจําเพาะกับขั้วไฟฟ้าที่เลือกใช้งาน H2O2 ที่เกิดข้ึนถูกติดตามปฏิกิริยาโดยใช้
เทคนิคโคลโนแอมแปรโรเมตรี ที่ศักย์ไฟฟ้าคงที่ -0.1 โวลต์เทียบกับ Ag/AgCl ที่ใช้เป็นข้ัวไฟฟ้าอ้างอิง 
การตรวจวัดกลูโคสจากเลือดครบส่วนมีช่วงความเป็นเส้นตรงที่ 0-33.1 mM (r2 = 0.987) และความ
แม่นยําในการตรวจวิเคราะห์โดยใช้กลูโคสความเข้มข้น 3.4, 6.3 และ 15.6 mM มีค่าสัมประสิทธ์ิ
ความแปรปรวนอยู่ที่ 6.5%, 9.0% และ 8.0% ตามลําดับ เน่ืองจากการวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้าที่ใช้
เลือดครบส่วนน้ันพบว่าระดับสารชีวเคมีที่แตกต่างกันในแต่ละบุคคลรบกวนการตรวจวิเคราะห์ได้ 
ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงทําการตรวจวิเคราะห์ด้วยวิธี standard addition แทน เมื่อเปรียบเทียบผล
การตรวจวิเคราะห์กลูโคสจากเลือดครบส่วนด้วยวิธีของไหลจุลภาคฐานกระดาษท่ีใช้เทคนิคทาง
เคมีไฟฟ้าในงานวิจัยน้ีกับวิธีที่ใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ พบว่าทั้งสองวิธีไม่มีความ
แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p=0.6996, paired sample t-test, n=14) 
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 Electrochemical paper-based analytical devices (ePADs) with integrated 
plasma isolation for determination of glucose from whole blood samples have been 
developed. A dumbbell shaped ePAD containing two blood separation zones (VF2 
membranes) with a middle detection zone were fabricated using the wax dipping 
method. The dumbbell shaped device was designed to separate plasma while 
generating homogeneous flow to the middle detection zone of the ePAD. The 
proposed ePADs work with whole blood samples with 24-60% hematocrit without 
dilution, and the plasma was completely separated within 4 minutes. Glucose in 
isolated plasma separated was detected using glucose oxidase immobilized on the 
middle of the paper device. The hydrogen peroxide generated from the reaction 
between glucose and the enzyme pass through to a Prussian blue modified screen 
printed electrode (PB-SPEs). The currents measured using chronoamperometry at the 
optimal detection potential for H2O2 (-0.1 V versus Ag/AgCl reference electrode) were 
proportional to glucose concentrations in the whole blood. The linear range for 
glucose assay was in the range 0-33.1 mM (r2 =0.987). The coefficients of variation 
(CVs) of currents were 6.5 %, 9.0% and 8.0  % when assay whole blood sample 
containing glucose concentration at 3.4, 6.3, and 15.6 mM, respectively. Because 
each sample displayed intra-individual variation of electrochemical signal, glucose 
assay in whole blood samples were measured using the standard addition method. 
Results demonstrate that the ePAD glucose assay was not significantly different from 
the spectrophotometric method (p = 0.6996, paired sample t-test, n=14).  
 
 
Department :     Clinical Chemistry         Student’s Signature  
Field of Study :  Clinical Biochemistry      Advisor’s Signature  
                       and Molecular Medicine...  
Academic Year :             2012               1                                



ฉ 
 

กิตติกรรมประกาศ 
 

 วิทยานิพนธ์ฉบับน้ีสํา เ ร็จไ ด้ ด้วยความกรุณาของ  ผู้ ช่ วยศาสตราจารย์  ดร .วนิดา           
หลายวัฒนไพศาล อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์  ซึ่งเป็นผู้ให้คําปรึกษาช้ีแนะแนวทางในการแก้ปัญหา  
ช่วยแก้ไขข้อผิดพลาดต่างๆ ที่เกิดขึ้นในการทํางานวิจัย และให้ความช่วยเหลือสนับสนุนทั้งด้าน
วิชาการและกําลังใจในการทํางานวิจัย จนกระทั่งงานวิจัยน้ีสําเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี 
 
 กราบขอบพระคุณ รองศาสตราจารย์ ดร.รัชนา ศานติยานนท์ ประธานกรรมการในการสอบ
ป้องกันวิทยานิพนธ์ ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.เทวิน เทนคําเนาว์ กรรมการในการสอบป้องกัน
วิทยานิพนธ์ และ อาจารย์ ดร.พรพิมล ศรีทองคํา กรรมการสอบวิทยานิพนธ์ภายนอกมหาวิทยาลัยที่
กรุณาสละเวลามาเป็นกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ์ในครั้งน้ี 
  
 ขอกราบขอบพระคุณ ศาสตราจารย์ ดร.อรวรรณ ชัยลภากุล ที่ให้ความอนุเคราะห์ในการใช้
เคร่ืองมือ อาจารย์ ดร. วิจิตรา เดือนฉาย และ Prof. Chuck Henry ที่ให้คําแนะนําทางด้านการตรวจ
วิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า 
 
 ขอขอบพระคุณคณาจารย์ในภาควิชาเคมีคลินิกที่คอยสั่งสอน ให้ความรู้และให้คําแนะนําใน
การทํางานวิจัย  
 
 ขอขอบคุณบุคลากรทุกท่านในคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ที่กรุณาให้ความ
สะดวกในด้านสถานที ่อุปกรณ์ และสารเคมีบางส่วนในการศึกษาวิจัย  
 
 ขอขอบคุณทุนอุดหนุนการศึกษาเฉพาะค่าเล่าเรียน จากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย ทุนโครงการพัฒนาศูนย์ความเป็นเลิศด้าน Omics-Nano Medical Technology และ
เงินทุนสนับสนุนงานวิจัยจาก The Korea Foundation for Advanced Studies (KFAS) 
 
 ขอบคุณ เพ่ือน พ่ี น้อง สาขาวิชาชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ โดยเฉพาะ นางสาว 
เต็มศิริ ทรงเจริญ ที่คอยให้ความช่วยเหลือเป็นอย่างดี และเพ่ือนๆคณะสหเวชศาสตร์ทุกคน ที่คอยให้
กําลังใจเมื่อเกิดปัญหาและให้ความช่วยเหลือมาโดยตลอด 
 
 สุดท้ายนี้กราบขอบพระคุณ คุณพ่อ คุณแม ่และครอบครวั ที่ให้ทุกสิ่งทกุอย่างกับผู้วิจัย 



ช 
 

สารบญั 
 
 หน้า 
บทคัดย่อภาษาไทย  ง 
บทคัดย่อภาษาอังกฤษ  จ 
กิตติกรรมประกาศ  ฉ 
สารบัญ  ช 
สารบัญตาราง  ฌ 
สารบัญภาพ  ญ 
บทที ่ 1 บทนํา  1 

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา  1 
1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย  4 
1.3 ขอบเขตของการวิจัย  4 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  4 
1.5 ลําดับข้ันตอนในการเสนอผลงานวิจัย    5 

บทที ่ 2 เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวข้อง  6 
2.1 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ  6 
2.2 โรคเบาหวาน  19 
2.3 เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า  27 
2.4 ชนิดของขั้วไฟฟ้า  29 
2.5 คุณสมบัติของสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอน  30 
2.5 การนําเทคนิคทางเคมีไฟฟ้ามาใช้ในการตรวจวัดปริมาณกลูโคสโดยใช้  
 Prussian blue เป็นสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอน  32 

บทที ่ 3 วิธีดําเนินการวิจัย  33 
  1 ประชากรท่ีใช้ในการวิจัย  33 
  2 เคร่ืองมือที่ใช้ในการวิจัย  33 
  3 วิธีดําเนินการวิจัย   36 
     3.1 การสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ 
    (Paper-based microfluidic analytical devices, μPADs)   36 
   3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของ μPADs ในการแยกเลือด   39 
   3.3 การติดต้ัง μPADs เข้ากับอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า   39 
   3.4 วิธีการตรวจวัดระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วนบน ePADs  40 
   3.5 การเปรียบเทียบผลการทดลองกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ  41 
   3.6 การหาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) สําหรับการตรวจวัดระดับกลูโคส  
    จากเลือดครบส่วนบน ePADs   42
  



ซ 
 

     หน้า 
   3.7 การศึกษาคุณสมบัติของวิธีที่พัฒนาได้ (characterization)   45 
   3.8 การตรวจวัดปริมาณกลูโคสจากตัวอย่างเลือดจริง   47  
บทที ่ 4 ผลการวิเคราะห์ข้อมูล  49 
  1 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ μPADs ทีพั่ฒนาขึ้นในการแยกเลือดครบส่วน  49 
   1.1 รูปแบบของ μPADs ทีพั่ฒนาขึ้น  49 
   1.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการแยกเลือดของ μPADs  50 
   1.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ VF2- μPADs 
    ในการแยกเลือดที่ปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่นแตกต่างกัน  53 
  2  ผลการหาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) สําหรับการตรวจวัดระดับกลูโคส  55 
   2.1 ผลการทดสอบหาช่วงความต่างศักย์ที่เหมาะสม  55 
   2.2 ผลการทดสอบปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมสําหรับวัดปฏิกิริยา  56 
   2.3 ผลการทดสอบหาความต่างศักย์ที่เหมาะสมในการวัดปฏิกิริยา  57 
   2.4 ผลการทดสอบระยะเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา  59 
   2.5 ผลการทดสอบ pH ที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา  60 
  3 ผลการศึกษาคณุสมบัติของวิธีที่พัฒนาได้ (characterization)   61 
   3.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity range)   61 
   3.2 ผลการศึกษาค่า limit of detection (LOD)  62 
   3.3 ผลการรบกวนสารรบกวนปฏิกิริยา (interference)   63 
   3.4 ผลการศึกษาค่า precision และ reproducibility   65 
  4 ผลการทดลองวัดปริมาณกลูโคสในเลือดครบส่วนเปรียบเทียบกับ 
   วิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ  65 
บทที ่ 5 สรุปผลการวิจยั อภิปรายผลและข้อเสนอแนะ  71 
รายการอ้างอิง  77 
ภาคผนวก  88 
ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์  104 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ฌ 
 

 

สารบญัตาราง 
 
ตารางที่ หน้า 
2.1  แสดงการเปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของเทคนิคที่นํามาใช้ในการสร้าง μPADs  10 
2.2  แสดงเกณฑ์ในการวินิจฉัยโรคเบาหวานของ American Diabetes Association         
  ปี 2013  22 
2.3  แสดงตัวอย่างเครื่องตรวจวัดระดับกลูโคส (glucometer) ที่พัฒนาขึ้นในปัจจุบัน  26 
2.4  แสดงเทคนิควิธีการทางเคมีวิเคราะห์เชิงไฟฟ้า  27 
3.1  เคร่ืองมือที่ใช้ในงานวิจัย  33 
3.2  วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย  34 
3.3  สารเคมีทีใ่ช้ในงานวิจัย  35 
4.1   ตารางผลการทดสอบค่า limit of detection ของการตรวจวัดระดับกลูโคสบนePADs  63 
4.2   ตารางแสดงผลการทดสอบสารรบกวนการตรวจวัดระดับกลูโคสในเลือดครบส่วน 
  บน ePADs  64 
4.3   แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสโดยวิธีที่พัฒนาข้ึน (ePADs) เทียบกับวิธี  
  ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ  67 
 
 

 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ญ 
 

 
สารบญัภาพ 

 
ภาพที่ หน้า 
2.1  แสดงข้ันตอนการสร้าง μPADs โดยใช้วิธี photolithography  7 
2.2  แสดงข้ันตอนการสร้าง μPADs โดยใช้วิธี wax printing  8 
2.3  แสดงข้ันตอนการสร้าง μPADs โดยใช้วิธี wax dipping  9 
2.4  แสดงความเข้มของสีที่ได้จากการตรวจวัดกลูโคสและโปรตีน  12 
2.5  แสดงลักษณะของสีที่เกิดขึ้นบริเวณขอบ μPADs  13 
2.6  แสดงตัวอย่างการพิมพ์ขั้วไฟฟ้าชนิดคาร์บอนลงบน μPADs  14 
2.7  แสดงข้ันตอนการสร้าง μPADs สําหรับแยกเลือดครบส่วนโดยใช้หลักการ   
  heamagglutination  16 
2.8  แสดงตัวอย่างของ μPADs สาํหรับแยกเลือด  17 
2.9  แสดงลักษณะของ cyclic voltammogram แบบปฏิกิริยาผันกลับได้  28 
2.10 แสดงลักษณะของขั้วไฟฟ้าที่นํามาใช้ในการวิเคราะห์ทาง voltammetry  29 
2.11 แสดงข้ันตอนการเกิดปฏิกิริยา reduction ของ H2O2 บนข้ัวไฟฟ้า Prussian blue  31 
3.1  แสดงขนาดและลักษณะของแม่แบบเหลก็ท่ีนํามาใช้ในการศึกษา  36 
3.2  แสดงขนาดและการจัดเรียงกระดาษสําหรับนํามาใช้ในการสร้าง μPADs โดยใช้เทคนิค  
  wax-dipping  37 
3.3  แสดงข้ันตอนการสร้าง μPADs โดยใช้เทคนิค wax-dipping  38 
3.4  แสดงลักษณะแบบจําลองของ μPADs ที่สรา้งได้  38 
3.5  แสดงการติดต้ัง Electrochemical paper-based analytical devices (ePADs)   40 
3.6  แสดงข้ันตอนการเกิดปฏิกิริยา reduction ของ H2O2 โดยมี Prussian blue เป็นสาร 
  ตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอน   41 
3.7  แสดงข้ันตอนการเตรียมเลือดครบส่วนสําหรบัทดสอบหาช่วงความเป็นเส้นตรง 
  บน ePADs   45 
3.8  แสดงข้ันตอนการเตรียมเลือดครบส่วนสําหรบัตรวจวัดระดับกลูโคสบน ePADs โดยใช้วิธี   
  standard addition   47 
4.1  แสดงลักษณะของ μPADs ทีเ่ตรียมได้ทั้ง 4 แบบ   49 
4.2   แสดงลักษณะของพลาสมาที่แยกได้จาก μPADs ทีแ่ยกเลือดด้านเดียว  50 
4.3  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาตรเลือดกับระยะเวลาในการแยกพลาสมาของ  
  μPADs ชนิดแยกเลือดด้านเดียว   51 
4.4  แสดงลักษณะของพลาสมาที่แยกได้จาก μPADs แบบรูปดัมเบล  52 
4.5  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาตรเลือดกับระยะเวลาในการแยกพลาสมาของ  
  μPADs ชนิดแยกเลือดสองด้าน   52 
4.6  แสดงลักษณะของ VF2 - μPADs ทั้ง 2 แบบในการแยกพลาสมาหลังตรงึเอนไซม์  53 



ฎ 
 

 
ภาพที่  หน้า 
4.7  แสดงลักษณะของ VF2 - μPADs แบบรูปดัมเบลในการแยกพลาสมาที่ %hematrocrit   
  แตกต่างกัน  54 
4.8  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%hematrocrit) กับ 
  ระยะเวลาในการแยกเลือดครบส่วน   54 
4.9  กราฟ cyclic voltammogramsแสดงการหาช่วงความต่างศักย์ที่เหมาะสมของปฏิกิริยา  55 
4.10 กราฟ cyclic voltammogramsแสดงผลการทดสอบหาปริมาณเอนไซมท์ี่เหมาะสมใน 
  การวัดปฏิกิริยา   56 
4.11 กราฟแสดง hydrodynamic voltammograms ในการทดสอบค่าศักย์ไฟฟ้าท่ีเหมาะสม   
  ของปฏิกิริยา   58 
4.12 กราฟแสดงอัตราส่วนของสัญญาณไฟฟ้าของปฏิกิริยาเทียบกับสัญญาณ background   59 
4.13 กราฟแสดงผลการทดสอบระยะเวลาที่เหมาะสมในการวัดปฏิกิริยา   60 
4.14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง pH ที่ใช้กบักระแสที่วัดได้จากปฏิกิริยา   61 
4.15 กราฟแสดง chronoamperograms ของกระแสที่วัดได้บน ePADs ที่กลูโคสความเข้มข้น 
  ต่างกัน   62 
4.16 กราฟแสดงการเปรียบเทียบความแตกต่างของกระแสท่ีวัดได้จากตัวอย่างเลือดครบส่วนที่ 
  มีระดับกลูโคสเท่ากัน   66 
4.17  กราฟผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณกลูโคสโดยใช้สถิติ  
  Bland and Altman plot และ Passing–bablok regression   68 
4.18 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณกลูโคสที่ตรวจวัดได้โดยวิธีที่พัฒนาขึ้นเทียบกับวิธี 
  ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ   70 
 
 
 
 
 



1 
 

บทท่ี 1 

 

บทนํา 

1.1 ความเป็นมาและความสําคัญของปัญหา 

การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์มีความสําคัญอย่างย่ิง เน่ืองจาก
สามารถช่วยวินิจฉัยโรค ตรวจคัดกรองโรค ตรวจติดตามการดําเนินของโรคและติดตามผลการรักษา
ได้ แต่อย่างไรก็ตามการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการการแพทย์ส่วนมาก จําเป็นต้องใช้เครื่องมือ
วิเคราะห์อัตโนมัติที่มีราคาแพง เมื่อติดต้ังแล้วเคลื่อนย้ายได้ยาก อีกทั้งยังใช้นํ้ายาในการตรวจวัด
ปริมาณมาก ทําให้ต้นทุนในการตรวจวัดสูง (1, 2) ซึ่งเทคโนโลยีดังกล่าวยังไม่เหมาะกับประเทศกําลัง
พัฒนา  เมื่อวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีเจริญก้าวหน้ามากขึ้น นักวิจัยได้มีการพัฒนาการตรวจวัดใน
รปูแบบห้องปฏิบัติการบนชิป (Lab-on-a-Chip, LOC) เพ่ือลดปริมาณนํ้ายาและขนาดของเครื่องมือที่
ใช้ในการตรวจวัดลง โดยใช้เทคโนโลยีของไหลจุลภาคเข้ามาช่วยย่อส่วนในการตรวจวัดให้มีขนาดเล็ก
ลง (1, 3) สามารถตรวจวัดได้เหมือนห้องปฏิบัติการทั่วไปแต่อยู่ในรูปแบบบนชิป ซึ่งมีขนาดเล็กเท่า
ขนาดกระจกสไลด์ อุปกรณ์ตรวจวัดในระบบ LOC ส่วนมากมีการใช้ polydimethylsiloxane 
(PDMS) ซึ่งเป็นพอลิเมอร์ที่หล่อจากแม่แบบซิลิกอน สามารถข้ึนรูปได้ง่ายและมีราคาไม่แพง (4, 5) มี
ดัชนีหักเหตํ่า และมีความโปร่งแสงที่ความยาวคลื่นมากกว่า 230 นาโนเมตร (6) อย่างไรก็ตามข้ันตอน
การทําแม่แบบซิลิกอน ใช้สารเคมีที่มีราคาแพง เช่น SU-8 ซึ่งเป็นสารไวแสง สําหรับใช้ในขั้นตอนการ
สร้างลวดลายบนแม่แบบซิลิกอนด้วยเทคนิคโฟโตลิโทรกราฟี (photolithography) อีกทั้งเคร่ืองมือที่
ใช้เป็นเคร่ืองมือพิเศษมีราคาแพง เช่น เครื่องเคลือบผิวแบบป่ันเหว่ียง (spin coater), เครื่องกําเนิด
แสงยูวี เป็นต้น นอกจากน้ี การตรวจวัดในรูปแบบ LOC ยังต้องใช้อุปกรณ์ที่ประกอบเข้าในระบบการ
ตรวจวัด เช่น เคร่ืองจ่ายสารละลายปริมาตรน้อย (syringe pump) วาล์ว อุปกรณ์ตรวจจับสัญญาณ 
(detector/sensor) เป็นต้น รวมท้ังขั้นตอนในการสร้างชิปและการสร้างระบบการตรวจวัดมีความ
ซับซ้อน ยุ่งยาก และใช้อุปกรณ์ที่มีราคาแพง และงานวิจัยส่วนมากยังไม่จัดเป็น LOC ที่สมบูรณ์ การ
ตรวจวิเคราะห์ทั้งกระบวนการยังต้องอาศัยเครื่องมืออ่ืนมาทํางานร่วมด้วย เช่นการแยกเลือดต้อง
อาศัยเคร่ืองป่ันแยกเลือด (centrifuge) ระบบตรวจวัดต้องใช้เคร่ืองมือขนาดใหญ่ มีเพียงแต่ส่วน
เกิดปฏิกิริยาเท่าน้ันที่มีขนาดเล็ก ดังน้ันในทางปฏิบัติระบบ LOC ลักษณะน้ียังไม่สามารถเคลื่อนย้าย
นําออกไปใช้ในภาคสนามได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

จากข้อจํากัดดังกล่าวจึงได้มีแนวคิดในการพัฒนาการตรวจวิเคราะห์บนกระดาษขึ้นเพ่ือ
ช่วยลดต้นทุนในการตรวจวัดและย่อส่วนอุปกรณ์สําหรับตรวจวัดให้มีขนาดเล็กลง ซึ่งการตรวจวัดที่ใช้
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กระดาษเป็นตัวกลางในการค้ําจุนน้ันมีการนํามาใช้อย่างแพร่หลายทั้งในรูปแบบของแถบทดสอบหา
สารชีวเคมีที่อ่านผลจากการเปลี่ยนสีของกระดาษ (paper based indicator) (7), แถบทดสอบแบบ
จุ่ม (test strip) (2), แถบทดสอบสําหรับวัดปฏิกิริยาอิมมูโนแอสเซย์ในรูปแบบการไหลแนวนอน 
(lateral flow immunoassay) (8, 9)เป็นต้น ซึ่งการตรวจวัดด้วยวิธีดังกล่าวมีการใช้อย่างแพร่หลาย
สําหรับการตรวจเบ้ืองต้นและการตรวจวินิจฉัยโรคทั้งในส่วนของผู้ป่วยทั่วไป, ผู้ป่วยฉุกเฉิน, การตรวจ
ติดตามด้วยตนเองและการออกตรวจภาคสนาม เน่ืองจากการใช้งานไม่ซับซ้อน,รายงานผลการ
ทดสอบได้รวดเร็ว, และเคลื่อนย้ายได้ง่าย แต่ยังมีข้อจํากัดในแง่ของการรายงานผลการทดสอบ
เน่ืองจากผลการทดสอบท่ีได้จะรายงานในเชิงคุณภาพมากกว่าเชิงปริมาณ และเมื่อไม่นานมาน้ี 
Whiteside’sและคณะ ได้พัฒนาอุปกรณ์วิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (microfluidic 
paper based analytical devices, μPADs) หรือห้องปฏิบัติการบนกระดาษ (lab-on-paper) (10) 
ซึ่งจุดเด่นของ μPADs คือ สร้างจากกระดาษซึ่งเป็นวัสดุที่มีนํ้าหนักเบา, ราคาถูก, เคลื่อนย้ายสะดวก 
และง่ายต่อการจัดเก็บและทําลายทิ้ง นอกจากนั้นกระดาษกรองมีส่วนประกอบเป็นเซลลูโลส ซึ่ง
สามารถเข้ากันได้กับสารตัวอย่างทางชีวภาพ (2)  ทําให้ประยุกต์ใช้ตรวจวัดสารทางชีวภาพได้
หลากหลาย ซึ่งหลักการตรวจวัดบนห้องปฏิบัติการบนกระดาษจะไม่เหมือนกับการตรวจวัดบน
กระดาษแบบด้ังเดิม เน่ืองจากสามารถตรวจวัดสารได้หลายชนิดพร้อมกันบนอุปกรณ์ตรวจวัดช้ิน
เดียวกันและสามารถออกแบบบริเวณสําหรับวัดปฏิกิริยาได้หลายรูปแบบตามความต้องการในการ    
ใช้งาน ในระบบของไหลจุลภาคฐานกระดาษน้ันต้องมีการสร้างขอบเขตระหว่างบริเวณชอบนํ้าและไม่
ชอบนํ้าบนกระดาษ ทําให้สามารถควบคุมของเหลวให้ไหลไปตามท่อโดยใช้แรงดึงของเหลวในท่อ
ขนาดเล็ก (capillary force) จึงไม่จําเป็นต้องใช้แรงจากอุปกรณ์ภายนอกเลย (10) โดยวิธีแรกที่
นํามาใช้ในการสร้างลวดลายบนกระดาษคือ photolithography (10) กระดาษที่สร้างได้จะแบ่ง
ออกเป็น 2 ส่วนคือ ส่วนที่ไม่ชอบนํ้า (hydrophobic area) เป็นส่วนที่สร้างข้ึนสําหรับเป็นขอบและ
ส่วนที่ชอบนํ้า (hydrophilic area) เป็นบริเวณท่ีใช้สําหรับวัดปฏิกิริยาและเป็นท่อสําหรับการไหลของ
สาร นอกจากเทคนิค photolithography ยังได้มีการพัฒนาวิธีในการสร้างลวดลายบนกระดาษข้ึนมา
อีกหลายวิธีอาทิเช่น PDMS plotting (11), inkjet printing (12), plasma treatment (13), paper 
cutting (14), วิธีการพิมพ์แว๊กซ์ (wax printing) (15, 16), วิธีการสกรีนแว๊กซ์ (wax screen 
printing) (17),และวิธีการจุ่มแว๊กซ์ (wax dipping) (18)เป็นต้น โดย μPADs ที่พัฒนาขึ้นน้ัน 
สามารถนํามาใช้ในการตรวจวัดเชิงปริมาณด้วยหลักการต่างๆ โดยวิธีที่นิยมนํามาใช้กันอย่าง
กว้างขวางคือตรวจวัดปฏิกิริยาการเกิดสีบนกระดาษเน่ืองจากสามารถมองเห็นได้ง่าย และบันทึก
ปฏิกิริยาได้ง่ายโดยอุปกรณ์พ้ืนฐานเช่นกล้องดิจิตอล โทรศัพท์มือถือ หรือเคร่ืองสแกนเนอร์(19)  
อย่างไรก็ตามการอ่านสีของปฏิกิริยาถึงแม้จะทําได้ง่ายแต่วิธีดังกล่าวยังมีข้อจํากัด เช่น สีของกระดาษ
มีความแตกต่างกันขึ้นอยู่กับอายุของการเก็บกระดาษทําให้การอ่านสีของปฏิกิริยาผิดพลาดได้(20) 
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นอกจากน้ีการควบคุมการเคลื่อนที่ของสารในท่อขนาดเล็กบนกระดาษทําได้ยากเน่ืองจากสารจะไหล
ไปตามท่อและไปสิ้นสุดที่บริเวณขอบของกระดาษ  ทําให้สีของปฏิกิริยาเกิดชัดเจนบริเวณขอบของ
กระดาษมากกว่าบริเวณท่ีใช้สําหรับตรวจวัด และการบันทึกปฏิกิริยาด้วยภาพยังมีปัจจัยเรื่องแสง
สว่างเข้ามาเก่ียวข้อง เพ่ือช่วยลดความผิดพลาดที่อาจเกิดข้ึนในการอ่านสีของปฏิกิริยา  จึงได้มีการนํา
เทค นิคการ วิ เคราะห์ รู ปแบบ อ่ืนมากผนวก เข้ า กับ  μPADs เ ช่น  การ วัดทาง เคมี ไฟ ฟ้า 
(electrochemistry) (21) ถือเป็นทางเลือกที่จะช่วยลดความผิดพลาดที่เกิดข้ึนได้เน่ืองจากการวัด
ปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าน้ันจะวัดสารผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาโดยตรงทําให้วิธีดังกล่าวมีความถูกต้องและ
มีความไวในการตรวจวิเคราะห์ที่สูงกว่าการอ่านสีบนกระดาษ  นอกจากวิธีที่กล่าวมา μPADs ยัง
สามารถประยุกต์ใช้กับหลักการตรวจวิเคราะห์แบบอ่ืนได้อีก เช่น การวัดปฏิกิริยาการเรืองแสงทาง
เคมี (chemiluminescence) (22), ปฏิกิริยา electrochemiluminescence (23), วัดปฏิกิริยาการ
เรืองแสงฟลูออเรสเซนท์ (fluorescence) (24) เป็นต้น 

μPADsที่พัฒนาขึ้นสามารถนํามาใช้กับการตรวจวิเคราะห์ที่หลากหลาย อาทิเช่น การ
ตรวจหาสารชีวเคมีในซีรั่ม (18), สารชีวเคมีในสารควบคุมคุณภาพ (17, 21) และการตรวจหาสารเคมี
ที่ปนเป้ือนในสิ่งแวดล้อม (25, 26) สําหรับตัวอย่างตรวจที่เป็นซีรั่มหรือพลาสมาน้ันจําเป็นต้องมี
ขั้นตอนการป่ันแยกโดยเคร่ืองป่ันเลือด ซึ่งอุปกรณ์ดังกล่าวส่วนมากมีขนาดใหญ่ไม่เหมาะแก่การ
เคลื่อนย้าย (1) และไม่สะดวกในการตรวจวัดแบบ POCT ดังน้ันจึงได้มีการพัฒนาวิธีการแยกเลือดบน 
μPADs เช่นใช้หลักการเกาะกลุ่มกันของแอนติเจนบนผิวเม็ดเลือดแดงกับแอนติบอดีที่ตรึงไว้บน
กระดาษ (27) และการใช้กระดาษสําหรับแยกเลือดเป็นส่วนของของ μPADs (28, 29) ซึ่งส่วนมากใช้
การอ่านผลการเกิดสีจากปฏิกิริยาบนกระดาษ อย่างไรก็ตาม μPADsที่สามารถแยกเลือดได้ และ
ตรวจวัดโดยใช้หลักการเคมีไฟฟ้ายังไม่เคยมีรายงานมาก่อน  

งานวิจัยน้ีได้พัฒนา μPADs รูปแบบใหม่สําหรับแยกเลือดครบส่วนและตรวจวัดด้วยเทคนิค
เคมีไฟฟ้าโดยออกแบบและสร้าง μPADs ให้เป็นรูปทรงดัมเบล โดยในงานวิจัยใช้กระดาษแยกเลือด
ชนิด VF2 จํานวน 2 ช้ินเช่ือมต่อกับกระดาษกรองWhatman ที่อยู่ตรงกลาง โดยใช้เทคนิค wax 
dipping  μPADsที่พัฒนาข้ึนน้ีสามารถแยกเม็ดเลือดแดงออกจากพลาสมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
และไหลมาบริเวณ detection zone อย่างสมํ่าเสมอและรวดเร็ว ทําให้สัญญาณเคมีไฟฟ้ามีความ
แม่นยําในการวัดแต่ละคร้ัง นอกจากน้ีการวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยใช้เทคนิคทางเคมีไฟฟ้ายังช่วยเพ่ิม
ความไวในการตรวจวิเคราะห์และลดความผิดพลาดจากอ่านสีของปฏิกิริยาอีกด้วย   วิธีที่กล่าวมาน้ีจึง
เหมาะสําหรับนําไปตรวจวัดในรูปแบบ point-of-care testing อีกทั้งเป็นวิธีที่ต้นทุนตํ่า ใช้เครื่องมือ
พ้ืนฐานที่มีในห้องปฏิบัติการทั่วไป จึงสามารถตอบสนองการนําไปประยุกต์ใช้ในประเทศกําลังพัฒนา
ได้เป็นอย่างดี   



4 
 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

 1. เพ่ือพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษที่เหมาะสมกับการตรวจ
วิเคราะห์ด้วยหลักการเคมีไฟฟ้า 

 2. เพ่ือพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษสําหรับตรวจวัดระดับ
กลูโคส ด้วยหลักการเคมีไฟฟ้า 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

ขอบเขตงานวิจัยน้ีเป็นการพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษสําหรับ
ตรวจวัดระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วนและวัดปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนโดยใช้เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า โดย
เป้าหมายในการพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ในคร้ังน้ีเพ่ือที่จะตรวจวัดระดับกลูโคส ได้ครอบคลุม
ในช่วงค่า 0 – 500 mg/dl โดยใช้เลือดครบส่วนจากทั้งประชากรที่เป็นเบาหวานและในคนปกติ 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

 1. เน่ืองจากงานวิจัยทางด้าน lab on paper เป็นเรื่องที่ใหม่และกําลังเป็นที่สนใจในวง
วิชาการ และการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าบน lab on paper ที่สามารถแยกเลือดได้น้ัน ยังไม่มีรายงาน
มาก่อน ดังน้ันผลงานวิจัยที่ได้ศึกษา มีโอกาสสูง ที่จะได้รับการตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ ในหัวข้อ
 “Microfluidic paper-based electrochemical devices for determination of  
 glucose from whole blood sample” ในวารสาร Analytica Chimica Acta 
 ที่มี Impact factor 4.555 (ปี 2011) 

 2. ผลงานวิจัยจากโครงการน้ีได้นําเสนอผลงานวิจัยระดับนานาชาติ “Lab-on-a-chip 
World Congress” 25-26 September 2012 ที่ San Diego, USA ในหัวข้อเรื่อง
 “Electrochemical Detection of Glucose from Whole Blood Using Paper-Based 
 Microfluidic Devices.” 

 3. งานวิจัยที่สร้างขึ้นสามารถพัฒนาต่อยอดสําหรับ ตรวจสารชีวเคมีชนิดอ่ืนจากเลือดครบ
ส่วน โดยใช้ได้ทั้งหลักการของเอนไซม์และหลักการอิมมูโนแอสเซย์ ที่ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาตรวจวัด
ได้ด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า  
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 4. นิสิตผู้ที่ศึกษาวิจัยมีความรู้ทางด้านเคมีไฟฟ้าและได้มีการบูรณาการความรู้ด้านเคมี
วิเคราะห์ กับการตรวจวิเคราะห์ทางเคมีคลินิกเข้าด้วยกัน และความรู้ทางวิชาการเหล่าน้ีจะเป็น
พ้ืนฐาน นําไปสู่งานวิจัยที่อยู่ในลักษณะ micrototal analysis system ที่สมบูรณ์แบบและเหมาะสม
กับประเทศกําลังพัฒนาได้ในอนาคต และจะทําให้ประเทศไทยมีการเติบโตของงานวิจัยดังกล่าวได้
อย่างเข้มแข็งมากย่ิงขึ้น เป็นพ้ืนฐานต่อการพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดอ่ืนๆ ต่อไป 

1.5 ลําดับขั้นตอนในการเสนอผลการวิจัย 

 1. นําเสนอในที่ประชุมวิชาการระดับนานาชาติ 

 2. ตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ 
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บทท่ี2 

 

เอกสารและงานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 

2.1 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (microfluidic paper-based       
 analytical devices, μPADs) 

2.1.1   เทคนิคในการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ  
 แนวคิดการพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดบนกระดาษ (lab on paper) หรืออุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์
ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (microfluidic paper-based analytical devices, μPADs) ได้ถูก
นําเสนอขึ้นคร้ังแรกโดย Whitesides และคณะ (10) ซึ่งหลักการสําคัญของการสร้าง μPADs น้ันคือ
การสร้างลวดลายบนกระดาษทําให้กระดาษที่สร้างได้แบ่งออกเป็น 2 ส่วนคือ ส่วนที่ไม่ชอบนํ้า 
(hydrophobic)  เ ป็นส่วนที่ เคลือบด้วยสารที่ นํ้ า ไม่สามารถซึมผ่านได้  และส่วนที่ชอบนํ้า 
(hydrophilic) เป็นส่วนของท่อที่ใช้สําหรับทําปฏิกิริยาซึ่งเกิดจากขอบของส่วน hydrophobic ใน
ส่วนของท่อน้ันสามารถควบคุมการเดินทางของสารละลายโดยใช้หลักการไหลของสารในท่อขนาดเล็ก 
(capillary action) ซึ่งไม่จําเป็นต้องใช้แรงจากภายนอก (10) ซึ่งในปัจจุบันน้ีมีการพัฒนาเทคนิค
สําหรับสร้าง μPADs ขึ้นมาหลายเทคนิคด้วยกัน ดังน้ี 

 1. Photolithography (การพิมพ์ด้วยแสง) (10, 30, 31) เป็นเทคนิคแรกที่พัฒนาขึ้น 
สําหรับการสร้างลวดลายบนกระดาษโดยการเคลือบกระดาษกรองไว้ด้วยสารไวแสง (photoresist) 
จากนั้นวางทับด้วยแผ่นฟิล์มที่ออกแบบลวดลายที่ต้องการไว้แล้วฉายรังสี UV ลงไป กระดาษส่วนที่
สัมผัสรังสี UV จะ crosslink เกิดเป็นส่วน hydrophobic เมื่อเติมนํ้ายา develop ลงบนกระดาษ
บริเวณท่ีไม่สัมผัสรังสี UV และไม่มีการ crosslink เกิดขึ้น สารไวแสงที่เคลือบไว้บริเวณดังกล่าวจะถูก
ชะออกทําให้บริเวณดังกล่าวกลายเป็นส่วนของ hydrophilic ขั้นตอนการสร้าง μPADs ด้วยวิธี 
photolithography แสดงดังภาพที่ 2.1  
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 ภาพที่ 2.1 แสดงข้ันตอนการสร้าง μPADs โดยใช้วิธี photolithography (ดัดแปลงจาก
(10)) 

 2. Plotting (11) เป็นเทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษด้วยเคร่ืองพล็อตเตอร์ โดยบรรจุ 
PDMS/hexane ลงไปในปากกาที่ใช้พล็อตแล้วทําการพล็อต PDMS/hexane ลงบนกระดาษเป็น
ลวดลายที่ต้องการ จากน้ันนําไปอบที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ช่ัวโมงเพ่ือให้ PDMS 
ซึมลงเน้ือกระดาษเกิดเป็นส่วนของ hydrophobic  และส่วนที่ไม่ได้พิมพ์ PDMS จะเป็นส่วนของ 
hydrophilic นอกจากการพล็อตด้วยเคร่ืองยังมีการพัฒนาการพล็อตด้วยมือ (32) โดยใช้หมึกที่มี
คุณสมบัติทนนํ้าที่มีเรซินเป็นองค์ประกอบ วาดลวดลายบนกระดาษโดยใช้แผ่นเหล็กที่ออกแบบตามที่
ต้องการเป็นแบบในการวาด  ซึ่งบริเวณที่วาดลวดลายลงไปนั้นจะเกิดเป็นส่วนของ hydrophobic 
และส่วนที่ไม่ได้วาดจะเป็นส่วนของ hydrophilic  

 3. Ink jet etching (12) เป็นเทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษโดยใช้การเคลือบสาร 
poly(styrene) ใน toluene ซึ่งเป็นสารที่มีคุณสมบัติ hydrophobic ลงบนกระดาษกรอง  จากน้ัน
พิมพ์สาร toluene ลงบนกระดาษที่เป็น hydrophobic ซึ่ง toluene มีคุณสมบัติเป็นตัวทําละลาย
ทําให้บริเวณท่ี toluene พิมพ์ลงไปน้ันเป็นบริเวณเกิดเป็นส่วนของ hydrophilic   
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 4. Plasma treatment (13) เป็นเทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษโดยใช้การเคลือบสาร 
alkyl ketene dimer (AKD) ในสารละลาย heptanes ซึ่งสารดังกล่าวมีคุณสมบัติเป็น 
hydrophobic ลงบนกระดาษกรอง จากน้ันนําไปอบที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส 5 นาทีเพ่ือให้ 
AKD ซึมลงในกระดาษและเกิดการ crosslink กับกระดาษ แล้ววางแบบเหล็กที่ต้องการสร้างลวดลาย
บนกระดาษโดยบริเวณที่ต้องการให้เป็น hydrophobic จะถูกวางทับด้วยแผ่นเหล็ก เมื่อไปเข้าเคร่ือง 
plasma cleaner กระดาษบริเวณท่ีไม่มีแผ่นเหล็กวางอยู่จะถูก plasma oxidation เกิดเป็นส่วนของ 
hydrophilic  

 5. Wax printing (15, 16) เป็นเทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษโดยใช้เครื่องพิมพ์ชนิด
ที่ใช้ wax เป็นหมึกพิมพ์ โดยออกแบบลวดลายท่ีต้องการแล้วสั่งพิมพ์บนกระดาษกรองจากน้ันนํา
กระดาษที่พิมพ์ลายไปวางบน hotplate ที่อุณหภูมิ 135 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที wax จะ
หลอมละลายและซึมลงบนกระดาษเกิดเป็นส่วนของ hydrophobic ในขณะทีบริเวณที่ไม่ได้พิมพ์ลาย
จะคงสภาพความเป็น hydrophilic เช่นเดิมซึ่งข้ันตอนการสร้าง μPADs ด้วยวิธี wax printing แสดง
ดังภาพที่ 2.2  

 

  

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 2.2 แสดงข้ันตอนการสร้าง μPADs โดยใช้วิธี wax printing (16) 

 6.  Ink jet printing (33, 34) เป็นเทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษโดยทําการบรรจุสาร 
alkenyl ketene dimer/heptane ซึ่งมีคุณสมบัติเป็นสาร hydrophobic ลงในตลับหมึกแล้วพิมพ์
ลวดลายที่ต้องบนกระดาษจากนั้นนําไปอบที่ 100 องศาเซลเซียส 8 นาที เพ่ือให้สาร alkenyl 
ketene dimer ซึมลงบนกระดาษเกิดเป็นส่วนของ hydrophobic ในขณะที่บริเวณที่ไม่ได้พิมพ์สารก็
ยังคงสภาพ hydrophilic เหมือนเดิม 



9 
 

 7. Wax screen-printing (17) เป็นเทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษโดยใช้แบบสกรีน 
(ลักษณะคล้ายกับแบบสกรีนเสื้อ) จากน้ันทําการสกรีน wax ลงบนแบบแล้วนําไปวางไว้บน hotplate 
ที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 นาที เพ่ือให้ wax หลอมละลายและซึมลงในเน้ือกระดาษ
เกิดเป็นส่วนของ hydrophobic และกระดาษบริเวณที่ไม่มี wax ซึมผ่านก็จะคงสภาพ hydrophilic 
เช่นเดิม 

 8. Wax dipping (18) เป็นเทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษโดย ใช้แม่พิมพ์ที่เป็นเหล็ก
วางบนกระดาษกรองที่วางอยู่บนกระจกสไลด์แล้วใช้แม่เหล็กยึดที่ด้านหลังของกระจกสไลด์ จากน้ัน
จุ่มช้ินส่วนที่ประกอบขึ้นลงใน wax ที่หลอมละลายที่อุณหภูมิ 120-130 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 
วินาที รอให้เย็นที่อุณหภูมิห้องแล้วลอก wax ออก ซึ่งกระดาษส่วนที่แท่งเหล็กบังอยู่จะเกิดเป็นส่วน
ของ hydrophilic และรอบนอกที่ wax เคลือบจะเป็นส่วนของ hydrophobic การสร้าง μPADs 
ด้วยวิธี wax dipping แสดงดังภาพที่ 2.3 

 

 

 

 

 

 

 ภาพที่ 2.3 แสดงข้ันตอนการสร้าง μPADs โดยใช้วิธี Wax dipping (18) 

 จากที่กล่าวมาข้างต้นการสร้าง μPADs เริ่มมีการพัฒนาต้ังแต่ปี 2007 (10) จนกระทั่ง
ปัจจุบันยังมีการพัฒนาอย่างต่อเน่ืองซึ่งวิธีที่พัฒนาขึ้นมาใหม่น้ัน ส่วนใหญ่เพ่ือที่จะทดแทนข้อจํากัด
ของวิธีที่ได้พัฒนามาก่อนหน้าน้ี สําหรับเทคนิคในการสร้าง μPADs ที่กล่าวมาข้างต้นมีข้อดีและ
ข้อเสียดังแสดงในตารางที่ 2.1  
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ตารางที่ 2.1 แสดงการเปรียบเทียบข้อดีและข้อเสียของเทคนิคที่นํามาใช้ในการสร้าง μPADs 

เทคนิค ข้อดี ข้อเสีย 

Photolithography 
(10, 30, 31, 35, 
36) 
 

1.ลวดลายที่สรา้งได้มีความคมชัดสูง
ท่อขนาดเล็กสดุที่สร้างได้มีความ
กว้าง 200 ไมโครเมตร 

1. อุปกรณ์และนํ้ายาที่ใช้มีราคาสูง
และต้องทําในห้องพิเศษที่ปราศจาก
ฝุ่นละออง                             
2. นํ้ายาสัมผสักับกระดาษโดยตรง
ซึ่งอาจจะส่งผลต่อการวัดปฏิกิริยา 

Plotting           
(11, 35, 36) 

1. PDMS มีราคาถูก                   
2. กระดาษที่สร้างได้มีความยืดหยุ่น
3. ส่วนของ hydrophilic ไม่สัมผสั
สารเคมีโดยตรง 

1. ใช้ระยะเวลานานในการสร้าง 
2. ลวดลายและลวดลายที่สรา้งได้มี
ความคมชัดตํ่า 
3. ต้องใช้เคร่ืองพลอตเตอร์เฉพาะ 

Ink jet etching   
(12, 35, 36) 

 

1. สาร AKD มีราคาถูก               1. ใช้ระยะเวลาในการสร้างนานต้อง
พิมพ์สาร toluene ซ้ํากันถึง 10 
ครั้งจึงจะได้ส่วนของ hydrophilic 
2. บริเวณส่วนที่เป็น hydrophilic 
สัมผสักับสารเคมีโดยตรง            
3. ต้องใช้เคร่ืองพิมพ์ชนิดพิเศษ       

Plasma 
treatment         
(13, 35, 36) 

1. สาร AKD มีราคาถูก 1. ต้องมีเคร่ือง plasma cleaner    
2. บริเวณส่วนที่เป็นhydrophilic 
สัมผสักับสารเคมีโดยตรง 

Wax printing      
(15, 16) 

1. wax ที่ใช้มรีาคาถูก                
2. สร้างได้ง่ายและสร้างได้ในปริมาณ
มาก                          

1. ต้องใช้เคร่ืองพิมพ์ชนิดพิเศษ      
2. มีขั้นตอนในการให้ความร้อน
เพ่ือให้ wax ซมึลงบนกระดาษ          

Ink jet printing 
(33, 34, 36) 

1. สาร AKD มีราคาถูก               
2. สร้างได้ง่ายและสร้างได้ในปริมาณ
มาก 

1. ต้องใช้เคร่ืองพิมพ์ชนิดพิเศษ      
2. มีขั้นตอนในการให้ความร้อน
เพ่ือให้สาร AKD ซึมลงบนกระดาษ     
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ตารางที่ 2.1 แสดงการเปรียบเทียบซึ่งข้อดีและข้อเสียของเทคนิคที่นํามาใช้ในการสร้าง μPADs 

เทคนิค ข้อดี ข้อเสีย 

Wax         
screen-printing 
(17, 36) 

1. wax ที่ใช้มรีาคาถูก               
2. สร้างได้ง่ายและสร้างได้ในปริมาณ
มาก 

1.แบบที่ได้มีความคมชัดน้อย
เน่ืองจากในข้ันตอนการพิมพ์ลาย
ต้องใช้แรงที่สม่ําเสมอจากภายนอก
ในการกดก้อน wax ทุกครั้งที่พิมพ์     
2. มีขั้นตอนในการให้ความร้อน
เพ่ือให้ wax ซมึลงบนกระดาษ    

Wax dipping    
(18) 

1. wax มีราคาถูก                    
2. สร้างได้ง่ายและสร้างได้ในปริมาณ
มาก                                     
3. แบบที่ได้มีความคมชัดสูง 

1. เพ่ือความคมชัดของแบบที่ได้ต้อง
ควบคุมอุณหภูมิของ wax ที่หลอม
ละลายให้คงทีต่ลอดการใช้งาน 

 

2.1.2  การประยุกต์ใช้ μPADs กับเทคนิควิเคราะห์เชงิคณุภาพและเชิงปริมาณ 

 ได้มีการนํา μPADs ที่สร้างได้มาใช้ในการวิเคราะห์ทั้งเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณมีหลาย
เทคนิคด้วยกันที่นํามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ ดังน้ี 

 1. Colorimetric detection (การวัดสี) ถือเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมมากที่สุดเน่ืองจากวิธี
ดังกล่าวสามารถทําได้ง่ายมีขั้นตอนไม่ซับซ้อนและปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นมองเห็นได้ชัดเจน โดยการ
ทดสอบแรกที่วิเคราะห์โดยการวัดสี คือ การตรวจวัดกลูโคส (10) โดยอาศัยหลักการของเอนไซม์ 
colorimetric ทําการตรึง potassium iodide กับเอนไซม์ 2 ชนิดคือ horseradish peroxidase 
และ glucose oxidase บน μPADs เมื่อเติมตัวอย่างที่มีกลูโคสลงไปจะเกิดปฏิกิริยา oxidation ของ
เอนไซม์ทําให้ iodide เปลี่ยนไปอยู่ในภาพของ iodine วัดสีของปฏิกิริยาจากการเปลี่ยนของ iodide 
จากไม่มีสีเป็นสีนํ้าตาลซึ่งจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของกลูโคส  อีกการทดสอบคือการวัด
โปรตีน (10) โดยใช้การเปลี่ยนสีของ tetrabromophenol blue (TBPB) สารดังกล่าวในสภาวะที่ถูก 
ionizes จะจับกับโปรตีนได้และเปลี่ยนสีของสารจากสีเหลืองเป็นสีฟ้า (10) ดังแสดงดังภาพ 2.4 
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ภาพที่ 2.4 แสดงความเข้มของสีที่ได้จากการตรวจวัดกลูโคสและโปรตีน (10) 

  
 เน่ืองจากวิธีการวัดสีเป็นวิธีที่ได้รับความนิยมอย่างมาก ทําให้มีการพัฒนาการวัดสารชนิด
อ่ืนๆ ตามมา ได้แก่ ไนไตรท์ (nitrite) (31, 34), กรดยูริค (uric acid) (20, 34, 37), คีโตน (ketones) 
(31), แลคเตส (lactate) (37), พีเอช (pH) (12), อิมมูโนโกลบูลินจี (IgG) (38), เช้ือแบคทีเรียก่อโรค 
(foodborne pathogens) (39), หมู่โลหิต ABO (40), แอลคาไลน์ฟอสฟาเทส (ALP) (13), สารโลหะ
หนักต่างๆ อาทิเช่น เหล็ก (Fe), นิเกิล (Ni), คอปเปอร์ (Cu) (41) 
 ถึงวิธีการวัดสีจะได้รับความนิยมเป็นอย่างมากแต่วิธีดังกล่าวยังมีข้อจํากัดที่สําคัญ 2 ประการ
คือประการที่ 1 ลักษณะของกระดาษท่ีนํามาใช้ถ้ากระดาษดังกล่าวมีอายุการใช้งานนาน อาจส่งผลให้
สีของกระดาษเปลี่ยนแปลงซึ่งปัจจัยดังกล่าวจะส่งผลต่อการวัดสีด้วยเช่นกัน (20) ประการที่ 2 คือ ใน
การควบคุมการไหลในท่อขนาดเล็กน้ันสารจะไหลและไปส้ินสุดที่ปลายท่อทําให้สีของปฏิกิริยาเกิด
ชัดเจนในบริเวณขอบมากกว่าบริเวณที่ต้องการวัดปฏิกิริยาแสดงดังภาพ 2.5    และอัตราการไหลที่
รวดเร็วของสารในท่อขนาดเล็กยังส่งผลต่อการวัดปฏิกิริยาอีกด้วยเมื่อเกิดปฏิกิริยาแล้วสีของปฏิกิริยา
ที่เกิดขึ้นหายไปอย่างรวดเร็วจึงไม่สามารถวัดสีที่เกิดขึ้นได้ (41) 
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ภาพที่ 2.5 แสดงลักษณะของสีที่เกิดขึ้นบริเวณขอบ μPADs ส่งผลต่อความผิดพลาดในการวัดความ
เข้มสีได้ (a) แสดงสีของปฏิกิริยาจากการตรวจวัดกลูโคส (ตําแหน่งที่ 1-4), แลคเตส (ตําแหน่งที่ 5-7) 
และกรดยูริค (ตําแหน่งที่ 8-9) (37) (b) แสดงสีของปฏิกิริยาจากการตรวจวัดไนไตรท์ (สีชมพู) และ
การตรวจวัดกรดยูริค (สีม่วง) (34) 

  2. Electrochemical detection (การวัดทางเคมีไฟฟ้า) เป็นวิธีการวัดสารผลิตภัณฑ์ของ
ปฏิกิริยาด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า ซึ่งสารผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากปฏิกิริยาต้องมีคุณสมบัติในการให้หรือรับ
อิเล็กตรอนได้  การตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าถือเป็นอีกทางเลือกที่น่าสนใจเพราะว่าอุปกรณ์ที่ใช้มีขนาด
เล็ก, เคลื่อนย้ายได้ง่าย, มีความไวและความจําเพาะสูงเน่ืองจากความต่างศักย์และขั้วไฟฟ้าที่ใช้วัดจะ
จําเพาะกับสารผลิตภัณฑ์ (21)  ในปัจจุบันการวิเคราะห์บน  μPADs โดยใช้เทคนิคเคมีไฟฟ้าทําได้    
2 แบบคือ แบบที่ 1 การพิมพ์, การหยดสารและการเขียนขั้วไฟฟ้าลง μPADs โดยตรง ได้แก่  
  -  การพิมพ์ขั้วไฟฟ้าลงบน μPADs โดยตรง เป็นวิธีแรกที่พัฒนาขึ้นสําหรับการวิเคราะห์บน
     กระดาษด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า โดยการใช้หมึกคาร์บอนพิมพ์บน μPADs สําหรับใช้เป็น
   ขั้วใช้งาน (working electrode) และขั้วไฟฟ้าร่วม (counter electrode)  ใช้หมึกชนิด
   ซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์ (Ag/AgCl) เป็นขั้วไฟฟ้าอ้างอิง ในส่วนของข้ัวไฟฟ้าใช้งานมี
   การ modified สารชนิด Prussian blue ลงไปด้วย เพ่ือนํามาใช้สําหรับตรวจวัดกลูโคส, 
   แลกเตสและกรดยูริคโดยใช้เทคนิค chronoamperometry (21) แสดงดังภาพที่ 2.6 
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  ภาพที่ 2.6 แสดงตัวอย่างการพิมพ์ขั้วไฟฟ้าชนิดคาร์บอนลงบน μPADs (21) 

 - การหยดสารที่มีคุณสมบัติเป็นข้ัวไฟฟ้าลงบนกระดาษอาทิเช่น ทองคํา (gold) แล้วทําการ
   sputter เพ่ือให้สารติดแน่นบนกระดาษ เพ่ือนํามาใช้ในการแยก paracetamol และ       
   4-aminophenol ออกจากกัน โดยใช้เทคนิค amperometry (42) 

 - การเขียนขั้วไฟฟ้าลงบน μPADs เป็นเทคนิคในการสร้างข้ัวไฟฟ้าที่พัฒนาขึ้นมาใหม่ โดยใช้
   ดินสอชนิดที่ไส้ดินสอเป็นแกรไฟต์เขียนลงบน μPADs เพ่ือใช้เป็นขั้วสําหรับใช้งาน นํามา 
   ใช้ในการตรวจวัดกลูโคสโดยใช้สารชนิด 4-aminophenylboronic acid เป็นสารตัวกลาง
   ในการถ่ายทอดอิเล็กตรอนและใช้เทคนิค chronoamperometry ในการวิเคราะห์ (43) 

แบบที่ 2 โดยการวาง μPADs ลงบนข้ัวไฟฟ้าที่พิมพ์ลายนํา μPADs ที่พิมพ์ลายโดยใช้เทคนิค 
photolithography สร้างลวดลายบนกระดาษวางบนขั้วไฟฟ้าคาร์บอนพิมพ์ลายบนแผ่นโพลีเอสเตอร์ 
สําหรับตรวจกลูโคสโดยใช้ glucose oxidase เอนไซม์และใช้ potassium ferricyanide เป็นสาร
ตัวกลาง ในการถ่ ายทอดอิ เล็ กตรอน  ใน ตัวอ ย่ างตรวจที่ เ ป็น ปัสสาวะ เที ยมใ ช้ เทค นิค 
chronoamperometry  และยังใช้อุปกรณ์ดังกล่าวสําหรับวัดปริมาณตะก่ัว (Pb) ในสารละลายผสม
ระหว่างตะกั่วและสังกะสี (Zn) โดยใช้เทคนิค square-wave anodic stripping voltammetry 
(SWASV) (26) นอกจากน้ียังได้มีการพัฒนาอุปกรณ์ในรูปแบบที่คล้ายกันใช้เทคนิค SWASV ในการ
ตรวจวัดโดยใช้สาร sodium dodecyl sulfate ตรึงบนกระดาษสําหรับตรวจวัด dopamine ในสาร
ควบคุมคุณภาพ (control serum) (44) อีกด้วย  
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  นอกจาก 2 เทคนิคที่กล่าวมาข้างต้นแล้วมีการนํา μPADs มาใช้กับการตรวจด้วยเทคนิคอ่ืน
อีกด้วย อาทิเช่น Chemiluminescence สําหรับตรวจหากลูโคส (45) และกรดยูริค (22, 45), 
Electrochemiluminescence สําหรับวัดปริมาณ NADH (23), และ Fluorescence สําหรับวัด
ปริมาณกลูโคสและโปรตีน (24)   

2.1.3  การพัฒนา μPADs สําหรับแยกเลือดครบส่วน  

  ในการนํา μPADs มาประยุกต์ใช้กับการตรวจวิเคราะห์สารชีวเคมีในเลือดน้ัน มีข้อจํากัด
เน่ืองจาก μPADs จะใช้ได้กับตัวอย่างที่เป็นซีรั่ม, พลาสมา เท่าน้ัน (18, 21, 37) ซึ่งในการแยกซีรั่ม, 
พลาสมาจากเลือดครบส่วนน้ันต้องมีขั้นตอนในการป่ันแยก (1) เพ่ือช่วยลดขั้นตอนดังกล่าวจึงได้มี
แนวคิดในการสร้าง μPADs สําหรับแยกเลือดและตรวจวิเคราะห์ได้ในอุปกรณ์เดียวซึ่งในปัจจุบันการ
สร้าง μPADs สําหรับแยกเลือดน้ันทําได้ 2 แบบดังน้ี      
  แบบที่ 1 สร้างโดยใช้หลักการเกาะกลุ่มกันของแอนติเจนบนผิวเม็ดเลือดแดงกับแอนติบอดีที่
ตรึงไว้บนกระดาษ โดยทําการตรึง Anti-AB ไว้บนกระดาษกรอง (Whatman no.1) ซึ่งในคนที่มีหมู่
โลหิต A มี A antigen, หมู่โลหิต B มี B antigen, หมู่โลหิต AB มีทั้ง A และ B antigen ในส่วนของ
หมู่โลหิต O น้ันไม่สามารถเกาะกลุ่มกับ Anti-AB ได้แต่หมู่โลหิต O มี H-antigen ที่แรงกว่าหมู่โลหิต
อ่ืน ดังน้ันจึงตรึง Anti-H สําหรับผู้ที่มีหมู่โลหิต O เมื่อหยดเลือดครบส่วนลงไปทําให้เกิดการเกาะกลุ่ม
กันของแอนติเจนบนผิวเม็ดเลือดแดงกับแอนติบอดีที่ตรึงไว้ ทําให้พลาสมาไหลออกมาได้ (27) แสดง
ดังภาพที่ 2.7          
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ภาพที่ 2.7 แสดงขั้นตอนการสร้าง μPADs สําหรับแยกเลือดครบส่วนโดยใช้หลักการ 
heamagglutination (a) แสดงขั้นตอนการตรึงแอนติบอดีบริเวณตรงกลางของ μPADs และตรึง
นํ้ายาบริเวณสําหรับตรวจวิเคราะห์ (b) เมื่อเติมเลือดครบส่วนตรงกลาง μPADs เกิดการเกาะกลุ่มกัน
ของแอนติเจนบนผิวเม็ดเลือดแดงกับแอนติบอดีที่ตรึงไว้ (c) ภาพจําลองสีของปฏิกิริยาตรวจวัดกลูโคส
ที่เกิดบน μPADs (d) แสดงลักษณะของพลาสมาที่แยกได้จริงบน μPADs (27) 

  แบบที่ 2 ใช้การเช่ือมกระดาษแยกเลือดเข้ากับกระดาษกรอง (Whatman no.1) ซึ่งการแยก
เลือดด้วยวิธีน้ีมีการพัฒนาใน 2 รูปแบบ คือ แยกในแนวของ vertical flow (28) และแยกในแนวของ 
lateral flow (29)  ซึ่งทั้ง 2 วิธีน้ีมีสิ่งที่เหมือนกันคือใช้กระดาษสําหรับแยกเลือดที่มีขนาดรูพรุนของ
กระดาษน้อยกว่าขนาดของเม็ดเลือดแดง (น้อยกว่า 7 μm) ในส่วนของการแยกเลือดตามแนว 
vertical flow น้ันจะใช้กระดาษแยกเลือดชนิด GX และ GR plasma filters วางซ้อนกับ μPADs 
เมื่อหยดเลือดลงบนกระดาษแยกเลือดเม็ดเลือดแดงจะถูกกักเก็บไว้ ในขณะที่พลาสมาไหลตามแนวดิ่ง 
ซึ่งวิธีดังกล่าวได้นํามาประยุกต์ใช้ในการตรวจแอลคาไลน์ฟอสฟาเทส (ALP), แอสพาเตตอะมิโน
ทรานเฟอเรส (AST), และโปรตีนจากเลือดครบส่วน (28),  นอกจากน้ันยังได้มีการพัฒนา μPADs 
สําหรับแยกเลือดโดยใช้กระดาษแยกเลือดชนิด LF1 เช่ือมกับกระดาษกรอง (Whatman no.1) และ
ใช้เทคนิค wax dipping  ในการสร้างลวดลายบนกระดาษและเช่ือมกระดาษทั้ง 2 ชนิด เข้าด้วยกัน
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นํามาใช้ในการตรวจโปรตีนจากเลือดครบส่วนด้วย (29) ลักษณะของ μPADs ที่พัฒนาได้แสดงดังภาพ
2.8 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2.8 แสดงตัวอย่างของ μPADs สําหรับแยกเลือด (a) ลักษณะของ μPADs สําหรับแยกเลือดตาม
แนว vertical flow (28) (b) ลักษณะของ μPADs สําหรบัแยกเลือดตามแนว lateral flow (29) 

 

2.1.4   การนํา μPADs มาประยุกต์ใช้กับการตรวจวิเคราะห์ 

 จากที่กล่าวมาข้างต้นแสดงให้เห็นว่า μPADs หรือ lab on paper น้ันเป็นหน่ึงในเทคนิคการ
วิเคราะห์ที่กําลังได้รับความนิยมเป็นอย่างมาก มีหลายงานวิจัยที่พยายามพัฒนาอุปกรณ์ดังกล่าวให้
สามารถนําออกไปใช้ได้ในพ้ืนจริงโดยเฉพาะการนําไปใช้ในประเทศกําลังพัฒนา ซึ่ง μPADs ที่สร้างข้ึน
น้ันได้มีการนําไปประยุกต์ใช้กับการตรวจที่หลากหลายแบ่งได้เป็น 3 กลุ่มหลักๆ ด้วยกัน (46) คือ  
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 1. การตรวจวินิจฉัยทางการแพทย์ โดยส่วนมากแล้ว μPADs ที่พัฒนาขึ้นนิยมนํามาใช้กับการ
ตรวจวิเคราะห์สารชีวเคมีในร่างกายทั้งในส่วนของเลือดครบส่วน, ซีรั่มหรือพลาสมา, ปัสสาวะและ
นํ้าลาย โดยการทดสอบท่ีตรวจวิเคราะห์ได้บน μPADs มีความสามารถตรวจได้ครอบคลุมหลายโรค
ทั้งในส่วนของการตรวจวัดสารชีวเคมีทั่วไป เช่น การตรวจวัดกลูโคส (glucose) (10, 18, 21, 26), 
โปรตีน (10, 29), คีโตน (ketones) (31), คอเลสเตอรอล (Cholesterol) (16), ไนไตรท์ (nitrite) 
(31, 34), กรดยูริค (uric acid) (20, 34, 37), แลคเตส (lactate) (37), การตรวจวัดระดับเอนไซม์ 
เช่น แอลคาไลน์ฟอสฟาเทส (ALP), แอสพาเตต อะมิโนทรานเฟอเรส (AST) (28), การตรวจวัด
ทางอิมมูโนแอสเซย์ (Immunoassays) เช่น สารช้ีบ่งของโรคมะเร็ง ได้แก่ AFP, CA153, CA199, 
CEA (47) และ PSA (32) 
 2. การตรวจคุณภาพของอาหาร เริ่มมีการนํา μPADs มาประยุกต์ใช้กับการตรวจในอาหาร
อาทิเช่น การตรวจ ethanol ในอาหารโดยใช้หลักการทางเคมีไฟฟ้า (48), ตรวจหาแบคทีเรียก่อโรค
ในอาหาร ได้แก่ Escherichia coli, Salmonella spp., Listeria monocytogenes โดยใช้หลักการ
เอนไซม์ colorimetric โดยเอนไซม์ที่สร้างจากแบคทีเรียจะเปลี่ยนสีสารต้ังต้น ซึ่งสีและความเข้มสีจะ
จําเพาะกับชนิดและปริมาณของแบคทีเรียที่ปนเป้ือน (39) 
 3. การติดตามทางด้านสิ่งแวดล้อม μPADs ได้นํามาประยุกต์ในส่วนของการตรวจวัด      
โลหะหนักที่ออกมากับนํ้าทิ้งในโรงงานอุตสาหกรรม อาทิเช่น การตรวจวัดทอง (gold) กับ เหล็ก 
(iron) ควบคู่กันโดยใช้เทคนิคทางเคมีไฟฟ้าร่วมกับการวัดสีเพ่ือแยกทองนํากลับมาใช้ใหม่ (25), การ
ตรวจวัดตะกั่ว (Pb) โดยใช้หลักเคมีไฟฟ้า (26) และการวัดการสัมผัสสารโลหะหนักจากการทํางาน
อาทิเช่น เหล็ก (Fe), นิเกิล (Ni), คอปเปอร์ (Cu) (41) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



19 
 

2.2  โรคเบาหวาน 
 
 เบาหวานเป็นโรคที่เกิดจากความผิดปกติของระบบ metabolic ที่เกี่ยวข้องกับนํากลูโคสเข้า
สู่เซลล์  ซึ่งสาเหตุสําคัญที่ทําให้เกิดภาวะดังกล่าวเกิดจากการท่ี ß-cell ของตับอ่อนที่ทําหน้าที่ในการ
สร้างอินซูลินน้ันไม่สามารถสร้างได้, สร้างได้ปริมาณน้อยหรืออินซูลินที่สร้างไม่สามารถทํางานได้ (49, 
50) เน่ืองจากเซลล์ที่ทําหน้าที่ในการเก็บสะสมกลูโคสน้ันต้องใช้อินซูลินในการพากลูโคสเข้าเซลล์เพ่ือ
ใช้เป็นแหล่งพลังงานและเก็บสะสม ซึ่งจากความผิดปกติดังกล่าวเม่ือกลูโคสไม่สามารถเข้าเซลล์ได้จึง
ส่งผลให้มีระดับกลูโคสสูงในกระแสเลือด 
 โรคเบาหวานสามารถแบ่งได้เป็น 4 แบบด้วยกันคือ (51) 

1. เบาหวานชนิดที่ 1 โรคเบาหวานชนิดน้ีพบประมาณ 5-10% โดยจะเป็นโรคต้ังแต่ในวัย
เด็ก ซึ่งสาเหตุสําคัญน้ันเกิดจากความผิดปกติของ ß-cell ของตับอ่อนที่ไม่สามารถสร้าง
อินซูลินได้หรือสร้างได้ปริมาณน้อยเน่ืองจาก ß-cell ของตับอ่อนถูกทําลายโดยระบบ
ภูมิคุ้มกันของร่างกาย (autoimmune) (49) 

2. เบาหวานชนิดที่ 2 โรคเบาหวานชนิดน้ีพบประมาณ 90-95% โดยมักจะเกิดในวัย
กลางคนหรือในผู้สูงอายุ (49) ซึ่งสาเหตุน้ันเกิดจาก ß-cell ของ ตับอ่อนไม่สามารถสร้าง
อินซูลินได้เพียงพอหรืออินซูลินที่สร้างมาไม่สามารถนํามาใช้งานได้ (เกิดภาวะด้ือต่อ
อินซูลิน) (52) และพบว่าในผู้ที่เป็นโรคอ้วนมีโอกาสเสี่ยงในการเป็นเบาหวานชนิดน้ีสูง
กว่าคนทั่วไป (50)  

3. เบาหวานที่เกิดจากปัจจัยเฉพาะอ่ืนๆ ได้แก่ เกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรมของ    
ß-cell,  ความผิดปกติทางพันธุกรรมในการทํางานของอินซูลิน, เป็นโรคที่เกี่ยวข้องกับ
ตับอ่อน (cystic fibrosis) และการได้รับยาหรือสารเคมีบางชนิด (ยาต้าน HIV) เป็นต้น 
(49) 

4. เบาหวานขณะต้ังครรภ์ พบประมาณ 2-4% ในหญิงต้ังครรภ์ซึ่งจะเป็นสาเหตุสําคัญที่จะ
นําไปสู่การเป็นเบาหวานถาวรในแม่และลูก (49) 

 
2.2.1  ความชุกของโรคเบาหวาน 
 
 เบาหวานถือเป็นโรคที่พบมากและเป็นสาเหตุของการเสียชีวิตอันดับต้นๆ ทั้งในประชากรโลก
และประชากรในประเทศไทย จากการสํารวจขององค์การอนามัยโลกพบว่าในปี 2000 มีผู้ป่วย
เบาหวานประมาณ 171 ล้านคนและมีการคาดการว่าจะเพ่ิมขึ้นสูงถึง 366 ล้านคนในปี 2030 (53) ใน
ส่วนของประเทศไทยน้ันได้มีการศึกษาในปี 2004 พบว่ามีผู้ที่เป็นเบาหวานสูงถึง 6.7% ของประชากร
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ทั้งหมดและมีผู้ที่มีภาวะเสี่ยงในการเป็นเบาหวาน (Impaired glucose tolerance test) สูงถึง 
12.5% (54) เมื่อเทียบกับการศึกษาที่ผ่านพบว่าความชุกของผู้ป่วยเบาหวานในประเทศไทยเพ่ิมสูงขึ้น
จากปี 2000 ซึ่งพบว่ามีผู้ที่เป็นเบาหวาน 4.8% และ Impaired glucose tolerance test 5.4% 
(55) ในผู้ที่เป็นเบาหวานเรื้อรังและไม่ได้รับการควบคุมที่ดีมีโอกาสเสี่ยงของการเกิดภาวะแทรกซ้อนที่
นําไปสู่การเกิดโรคในระบบต่างๆ ได้ 
 
2.2.2  ภาวะแทรกซ้อนที่เกิดจากโรคเบาหวาน 
 
 ภาวะแทรกซ้อนที่เกิดในผู้ป่วยเบาหวานส่งผลต่อการทํางานของอวัยวะหลายระบบด้วยกัน 
ซึ่งเป็นสาเหตุสําคัญที่ทําให้เกิดการเจ็บป่วยหรือเสียชีวิตในผู้ป่วยเบาหวาน (56) ภาวะแทรกซ้อนที่
เก่ียวกับระบบการทํางานของหลอดเลือดแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มโรคด้วยกันดังน้ี 

1. โรคของหลอดเลือดขนาดเล็ก (microvascular disease) (57) ได้แก่  
 Nephropathy ภาวะแทรกซ้อนต่อการทํางานของไต เป็นสาเหตุสําคัญที่ทําให้เกิด
ภาวะไตวายในผู้ป่วยเบาหวาน สาเหตุเกิดจากมีการเปลี่ยนแปลงของหลอดเลือดบริเวณกรวย
ไต (glomeruli) ส่งผลให้มีพยาธิสภาพเกิดข้ึนที่บริเวณดังกล่าวทําให้ไตไม่สามารถดูดกลับ
หรือกรองสารที่จําเป็นได้โดยเฉพาะโปรตีน ซึ่งในระยะแรกมีโปรตีนรั่วออกมาปริมาณน้อย
เรียกว่า microalbuminuria แต่ถ้ามีพยาธิสภาพเกิดข้ึนที่บริเวณกรวยไตมาก เช่นมี
เปลี่ยนแปลงการสร้างหรือการสลายของสารต่างๆ ของ glomerular basement 
membrane ได้แก่ collagen หรือ proteoglycans ส่งผลให้เกิดการหนาตัวของบริเวณ
ดังกล่าวข้ึน ทําให้ไตสูญเสียประสิทธิภาพในการกรองสารต่างๆ และนําไปสู่ภาวะไตวายใน
ท้ายที่สุด (58)  
 Retinopathy ภาวะแทรกซ้อนทางสายตาในผู้ป่วยเบาหวานมักพบสูงถึง 3 ใน 4 
ของผู้ที่เป็นเบาหวานเป็นระยะเวลานานมากกว่า 15 ปี ซึ่งเป็นสาเหตุสําคัญของการมองไม่
เห็นในอนาคต ในผู้ป่วยเบาหวานภาวะแทรกซ้อนน้ีแบ่งได้ 2 แบบคือ แบบ non 
proliferative และแบบ proliferative แบบ non proliferative เกิดจากการท่ีเส้นเลือด
ฝอยบริเวณเรตินามีการโป่งพอง, มีเลือดออกในช้ันของจอประสาทตา, มีการสูญเสียเรตินา 
pericytes ซึ่งเป็นเซลล์ที่มีหน้าที่ในการรักษาความแข็งแรงของหลอดเลือด, มีการเพ่ิมข้ึน
ของ vascular permeability ของเรตินา ซึ่งปัจจัยที่กล่าวมาน้ีเป็นสาเหตุทําให้เกิดการขาด
เลือดไปเลี้ยงบริเวณเรตินา ในส่วนของ proliferative เกิดจากเมื่อมีการขาดเลือดไปเล้ียงที่
จอตามากข้ึนมีกลไกกระตุ้นให้สร้างหลอดเลือดใหม่ (neovascularization) หลอดเลือดที่
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สร้างใหม่จะมีความเปราะบางและเกิดการฉีกขาดได้ง่ายส่งผลให้มีเลือดออกในวุ้นของลูกตา
ซึ่งทําให้ตาบอดได้ในท้ายที่สุด (56, 59) 
 Neuropathy ภาวะแทรกซ้อนที่เกิดกับระบบประสาทในผู้ป่วยเบาหวาน ซึ่งภาวะ
ดังกล่าวเกิดได้หลายแบบ ทั้งที่เกิดกับเส้นประสาทหลายเส้น, เกิดกับเส้นประสาทเส้นเดียว
และเกิดกับเส้นประสาทอัตโนมัติ โดยกลไกท่ีส่งผลต่อการเจ็บป่วยในผู้ป่วยเบาหวานน้ันเป็น
ผลมาจากความผิดปกติของเส้นประสาทหลายเส้นร่วมกับระบบการไหลเวียนของหลอดเลือด 
ทําให้เลือดไม่สามารถไหลมาบริเวณปลายประสาทเหล่าน้ีได้ เมื่อมีแผลเกิดข้ึนจะรักษาไม่
หายและท้ายที่สุดต้องตัดแผลหรืออวัยวะบริเวณท่ีเกิดแผลท้ิง (56) 
 
2. โรคของหลอดเลือดขนาดใหญ่ (macrovascular disease) (60)  

  Cardiovascular disease โรคเบาหวานเป็นสาเหตุสําคัญที่นําไปสู่โรคหัวใจและ
หลอดเลือดโดยกลไกการกระตุ้นน้ันเกิดข้ึนได้จากหลายสาเหตุด้วยกัน ได้แก่ ภาวะด้ือต่อ
อินซูลิน, ภาวะนํ้าตาลในเลือดสูงและภาวะความดันโลหิตสูงเป็นต้น (61)  โดยสาเหตุที่ทําให้
เกิดโรคหัวใจนั้นเกี่ยวข้องภาวะ endothelial dysfunction ในผู้ป่วยเบาหวานท่ีมีสาเหตุ
จากภาวะด้ือต่ออินซูลินส่งผลต่อการทํางานของ PI3-K pathway ให้การสร้าง nitric oxide 
และการทํางานของ Na+ pump ซึ่งมีผลโดยตรงต่อการนํากลูโคสเข้าสู่เซลล์  นอกจากน้ัน 
nitric oxide ยังมีบทบาทสําคัญในการรักษา vascular homeostasis, ควบคุมการแบ่ง
เซลล์,   การยับย้ังการเจริญเติบโตที่ผิดปกติของเซลล์, การเกิดลิ่มเลือด, การอักเสบ, ป้องกัน
อันตรายของผนังหลอดเลือดจากการกระทบกระเทือนจากเซลล์ต่างๆ ในระบบไหลเวียนของ
หลอดเลือด ซึ่งถ้ากลไกการควบคุมเหล่าน้ีเสียไปผนังหลอดเลือดก็จะถูกทําลายได้ง่ายและ
การอักเสบที่เกิดข้ึนจะกระตุ้นให้มีการหลัง pro-inflammatory cytokine ดึงดูดเซลล์เม็ด
เลือดขาวมาที่ผนังหลอดเลือดมีการแบ่งตัวเพ่ิมจํานวนของเม็ดเลือดขาวและเมื่อเข้าภายใน
ผนังหลอดเลือด มีการหลั่ง cytokines, กระตุ้น complements ทําให้มีการสร้าง smooth 
muscle cells เพ่ิมมากขึ้นและมีการสะสมของ fibrous tissue ทําให้เกิด plaque บริเวณ
หลอดเลือด ซึ่งจะส่งผลโดยตรงต่อการเกิด cardiovascular disease (62) นอกจากน้ันในผู้
ที่เป็นเบาหวานมักมีระดับไขมันที่ผิดปกติโดยเฉพาะไขมันชนิด LDL ซึ่งไขมันน้ีจะเป็น
ตัวกระตุ้นให้เกิดเกิดเป็น plaque ซึ่งถ้ามี plaque สะสมในปริมาณมากๆ ทําให้มีการตีบตัน
ของหลอดเลือดได้เช่นกัน (56) 
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2.2.3 เกณฑ์การวินิจฉัยภาวะโรคเบาหวาน 

 ในปัจจุบันการวินิจฉัยภาวะเบาหวานน้ันพิจารณาจากระดับของกลูโคสในพลาสมาจาก 
fasting plasma glucose หรือ 75g OGTT และต้ังแต่ปี 2010 ได้เพ่ิม HbA1c มาใช้เป็น marker 
ในการวินิจฉัยเบาหวานด้วยซึ่งในการตรวจวิเคราะห์ HbA1c น้ันวิธีที่ใช้ต้องเป็นวิธีที่ได้รับการรับรอง
จาก NGSP และเป็นวิธีที่ได้ทําการสอบเทียบแล้วกับวิธีอ้างอิง DCCT (51) เกณฑ์ในการวินิจฉัยแสดง
ดังตารางที่ 2.2 

ตารางท่ี 2.2 แสดงเกณฑ์ในการวินิจฉัยโรคเบาหวานของ American Diabetes Association        
ปี 2013 (ดัดแปลงมาจาก (51)) 

Diagnostic Impaired fasting 
glucose(IFG) 

Impaired glucose 
tolerance(IGT) 

Diabetes 

Fasting plasma 
glucose(FPG)* 

 

100– 125 mg/dL 
(5.6 – 6.9 mmol/L) 

Not required >  126 mg/dL   
(7.0 mmol/L) 

2-h plasma 
glucose** 

Measurement not 
recommend         

(but if measured 
should be < 11.1 

mmol/L) 

140 – 199 mg/dL 
(7.8 – 11.0 mmol/L) 

>  200 mg/dL   
(11.1 mmol/L) 

*   Fasting is definition as no caloric intake for a least 8 h 
** 2-h plasma glucose is definition as after ingestion of 75g oral glucose load 
 นอกจากจะใช้เกณฑ์การวินิจฉัยจากระดับนํ้าตาลในกระแสเลือดแล้ว ยังใช้ระดับ HbA1c มา
ช่วยในการวินิจฉัยร่วมด้วย โดยเกณฑ์ในการวินิจฉัยภาวะเบาหวานคือระดับ HbA1c > 6.5% (51) 
 
2.2.4  วิธีการตรวจวัดระดับน้ําตาลในเลือด 
 
 การตรวจวัดระดับนํ้าตาลในกระแสเลือดถือเป็นพ้ืนฐานในการตรวจกรอง, ตรวจวินิจฉัยและ
ตรวจติดตามในผู้ป่วยโรคเบาหวาน (63) การตรวจวัดระดับกลูโคสมีหลากหลายวิธีด้วยกัน โดยส่วน
ใหญ่แล้วจะใช้หลักการของเอนไซม์อาทิเช่น glucose oxidase, hexokinase หรือ glucose 
dehydrogenase (64) นอกจากนั้นยังได้มีการพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวัดกลูโคสให้ในรูปแบบของ    
point-of-care testing (POCT) หรือ เครื่อง glucometer โดยนําหลักการของเอนไซม์มาใช้
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เช่นเดียวกันซึ่งเคร่ืองมือดังกล่าวที่มีขนาดเล็กลงสามารถตรวจได้ข้างเตียงผู้ป่วยหรือตรวจวัดได้เองท่ี
บ้าน (65) แต่ละวิธีมีหลักการข้อดีและข้อจํากัดดังน้ี 
 

1. การตรวจวัดระดับกลูโคสโดยใช้หลักการของ glucose oxidase 
 

 การตรวจวัดระดับกลูโคสโดยใช้หลักการของ glucose oxidase น้ันมีขั้นตอนในการ
เกิดปฏิกิริยาคือ glucose oxidase ทําหน้าที่เร่งปฏิกิริยา oxidation ของกลูโคสในสภาวะที่มี O2 
เป็นตัวรับอิเล็กตรอนและได้ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาเป็น H2O2 ปฏิกิริยาในขั้นต่อมา H2O2 จะรับ
อิเล็กตรอนจาก chromogen โดยมี peroxidase เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาเกิดเป็น oxidized 
chromogen ซึ่งเป็นสารที่มีสี (66) ดังสมการ 
 
 
 
 
   
 วัดปฏิกิริยาจากการเปลี่ยนแปลงของสีที่เกิดข้ึนของ oxidized chromogen โดยปริมาณสีที่
เกิดขึ้นจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับปริมาณกลูโคส ที่มีอยู่วิธีน้ีจะมีความจําเพาะกับกลูโคสสูงแต่ถ้าใน
ซีรั่มหรือพลาสมาท่ีส่งตรวจมีระดับ uric acid, bilirubin และ ascorbic acid สูงจะรบกวนการ
ตรวจวัดได้ (67) 
 

2. การตรวจวัดระดับกลูโคสโดยใช้หลักการของ hexokinase 
 

 เป็นการตรวจวัดระดับกลูโคสโดยเอนไซม์ 2 ชนิดคือ ใช้ hexokinase ในการเติมหมู่ฟอสเฟต
ให้กับกลูโคสเกิดเป็น D-glucose-6-phosphate (G6P) และใช้ glucose-6-phosphate 
dehydrogenase ในการเร่งปฏิกิริยา oxidation ของ G6P ทําให้NADP+ ซึ่งเป็น cofactor ของ
ปฏิกิริยาสามารถรับอิเล็กตรอนและเกิดเป็น NADPH ได้ดังสมการ (68) 
 
 
 
 



24 
 

ซึ่ง NADPH ที่เกิดขึ้นน้ันเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของกลูโคส จึงสามารถวัดการ
ดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคล่ืน 340 nm ข้อดีของวิธีน้ีคือ มีความจําเพาะต่อกลูโคสสูงและมีสาร
รบกวนในการตรวจวัดน้อย แต่อาจถูกรบกวนได้จากกรณีที่ซีรั่มหรือพลาสมาที่ส่งตรวจมี hemolysis
และระดับความเข้มข้นของ fructose ที่สูงในตัวอย่างตรวจจะทําให้ค่ากลูโคสลดลงได้ (69) 
 

3. การตรวจวัดระดับกลูโคสโดยใช้อุปกรณ์ point-of-care testing  
 

 Glucose biosensor หรือ point-of-care testing สําหรับตรวจวัดระดับกลูโคสได้มีการ
พัฒนาขึ้นในปี 1970s จากหลักการของเอนไซม์โดยทําการย่อส่วนอุปกรณ์สําหรับตรวจวิเคราะห์ให้มี
ขนาดเล็กลง ย่นระยะเวลาในการรายงานผล โดยเทคนิคที่นิยมนํามาประยุกต์ใช้กับ point-of-care 
testing คือการตรวจวัดในรูปแบบของปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้า (Electrochemical detection) 
เน่ืองจากวิธีดังกล่าวมีความไวสูง, มี reproducibility ดี, ง่ายในการดูแลรักษาและราคาไม่แพง (70) 
โดยทั่วไปการตรวจวัดระดับกลูโคสในรูปแบบของ point-of-care testing น้ัน แบ่งตามชนิดของ
เอนไซม์ที่ใช้ในการวัดปฏิกิริยาได้ 2 แบบคือ  
 
 แบบที่ 1 ใช้เอนไซม์ glucose oxidase เอนไซม์ดังกล่าวมีการนํามาใช้อย่างกว้างขวางในงาน
ทาง biosensor เน่ืองจาก glucose oxidase มีความจําเพาะต่อกลูโคสสูง, หาซื้อได้ง่าย, ราคาถูก
และมีความทนทานสูงต่อ pH, ionic strength และอุณหภูมิ (71, 72) การทํางานของ glucose 
oxidase น้ันเอนไซม์จะเร่งปฏิกิริยา oxidation ของ ß-D-glucose ในสภาวะที่มี O2 ได้สาร
ผลิตภัณฑ์คือ gluconolactone หรือ gluconic acid และ H2O2 นอกจากน้ันในบางการศึกษายังใช้ 
redox cofactor เข้ามาช่วยในปฏิกิริยาด้วยเช่น FAD แต่สารผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยายังเป็น H2O2 
เช่นเดิม ในการตรวจวัดกลูโคสโดยที่ใช้ปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าน้ันสามารถวัดปฏิกิริยาได้ 3 แบบ คือ     
วัดปริมาณ O2 ที่ถูกใช้ไป, วัดปริมาณ H2O2 ที่เกิดขึ้นและวัดจากการถ่ายทอดอิเล็กตรอนของปฏิกิริยา
ไปยังขั้วไฟฟ้า (70) ดังสมการ 
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 แบบที่ 2 ใช้เอนไซม์ glucose dehydrogenase (GDH) เอนไซม์ดังกล่าวมีการพัฒนาเป็น   
2 รูปแบบคือ ใช้ GDH เร่งปฏิกิริยา oxidation ของกลูโคส โดยมี NAD+ เป็น co-factor ในการรับ
อิเล็กตรอนจากปฏิกิริยา (73) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นแสดงดังสมการ โดยวิธีน้ีมีข้อจํากัดคือ NAD+ ที่ใช้เป็น 
co-factor น้ันมีราคาสูงและมีความคงตัวตํ่า (74)   
  
 
 
 
อีกแบบหนึ่งคือการใช้ quinoprotein glucose dehydrogenase โดยอาศัยคุณสมบัติที่ว่า 
quinoprotein เป็นหน่ึงในรูปแบบของ glucose dehydrogenase (GDH) ซึ่งในการเร่งปฏิกิริยา 
oxidation ของกลูโคสของเอนไซม์ดังกล่าวน้ัน  ต้องใช้ orthoquinone เป็น co-factor ในการรับ
อิเล็กตรอนท่ีเกิดจากปฏิกิริยา โดยท่ัวไปเคร่ือง glucometer ที่พัฒนาข้ึนน้ันมักใช้ 
pyrroloquinoline quinine (PQQ) เป็น co-factor (75) ดังสมการ ซึ่งข้อดีของการใช้ PQQ-GDH 
น้ันมีข้อดีคือ ระบบเอนไซม์มีประสิทธิภาพในการทํางานสูงเมื่อเกิดปฏิกิริยาจะมีอัตราในการถ่ายทอด
อิเล็กตรอนได้ไวแต่ราคายังสูงอยู่ (74) 
 
  
 
 
 นับต้ังแต่ปี 1973 ที่ได้มีการพัฒนาเครื่องตรวจระดับกลูโคสเคร่ืองแรกโดยใช้หลักการของ 
biosensor จนกระทั่งถึงยุคปัจจุบันเคร่ืองมือดังกล่าวได้มีการพัฒนาอย่างมากโดยเน้นในด้านของการ
งานได้ง่าย, ใช้ปริมาณเลือดน้อย (76) และรายงานผลการทดสอบได้อย่างรวดเร็ว (77) ทําให้การ
เจริญเติบโตทางด้านการตลาดของอุปกรณ์ดังกล่าวเพ่ิมขึ้นสูงมากและในปัจจุบันน้ีได้มีเคร่ืองตรวจ
กลูโคสท่ีพัฒนาขึ้นและนํามาใช้ในการติดตามระดับนํ้าตาลในผู้ป่วยเบาหวานหลากหลายชนิด         
ดังแสดงในตารางที่ 2.3 
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ตารางที่ 2.3 แสดงตัวอย่างเคร่ืองตรวจวัดระดับกลูโคส (glucometer) ที่พัฒนาข้ึนในปัจจุบัน 
(ดัดแปลงมาจาก (70)) 
  
  
  
 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
2.2.5  ข้อจํากัดของการตรวจวัดระดับน้ําตาลในเลือดโดยเครื่อง glucometer 
 
 ถึงแม้ว่า glucometer จะได้รับความนิยมอย่างมากในการนํามาใช้ติดตามระดับนํ้าตาลใน
ผู้ป่วยเบาหวาน แต่เคร่ืองมือดังกล่าวยังมีข้อจํากัดที่สําคัญหลายประการที่ทําให้ผลการตรวจวิเคราะห์
ผิดพลาดได้ อาทิเช่น ค่าของ hematrocrit (Hct) ที่แตกต่างกันในแต่ละบุคคลเน่ืองจาก Hct มีผล
โดยตรงต่อการเคลื่อนที่ของของเหลวต่างๆ ในเลือดครบส่วน ซึ่งความแตกต่างของค่า Hct จะมี
ผลกระทบอย่างมากในผู้ป่วย polycytemia หรือในเด็กแรกเกิดเน่ืองจากมีค่า Hct สูงกว่าคนปกติ  
ส่งผลให้ค่ากลูโคสท่ีวัดได้ตํ่ากว่าค่าจริง ในขณะที่เป็นไตวาย (renal failure), ผู้ที่ล้างไต 
(hemodialysis) หรือร่างกายเสียเลือดมากมีค่า Hct ตํ่ากว่าคนปกติส่งผลให้การค่ากลูโคสท่ีวัดได้สูง
กว่าค่าจริง (78) นอกจากปัจจัยเรื่อง Hct แล้วยังมีปัจจัยอ่ืนที่เก่ียวข้องที่ทําให้การวิเคราะห์ผิดพลาด
ได้ดังน้ี 

1. การเกิดก้อน clot ขนาดเล็ก หรือการเกิดการรวมตัวกันของ fibrin บนแผ่น strip 
สําหรับตรวจวัด (78) 

2. การเกิด hemolysis ของตัวอย่างเลือดที่ใช้ตรวจวัด (78) 
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3. ระดับของ PO2, PCO2 และ pH ในตัวอย่างตรวจ (79) 
4. ผลจากยาบางชนิด ได้แก่ ascorbic acid, acetaminophen, dopamine และ 

mannitol เป็นต้น (80) 
 นอกจากน้ันในการตรวจวัดโดยใช้เคร่ือง glucometer ระดับของกลูโคสท่ีวัดได้จะเป็นค่า
กลูโคสในตัวอย่างตรวจที่เป็นเลือดครบส่วนซึ่งถ้าจะนําค่าดังกล่าวไปเปรียบเทียบกับในพลาสมาหรือ
ซีรั่มน้ันจําต้องคูณกลับด้วย 1.11 ตามเกณฑ์ของ IFCC ด้วย (63) 
  
2.3  เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า  
  
 เคมีไฟฟ้า (Electrochemistry) เป็นศาสตร์ที่ว่าด้วยความสัมพันธ์ระหว่างไฟฟ้ากับการ
เปลี่ยนแปลงทางเคมี โดยหลักการทางเคมีไฟฟ้าน้ีได้ถูกนําไปประยุกต์ใช้ในการศึกษาทางเคมีมากมาย 
อาทิเช่น การใช้หลักการเคมีไฟฟ้าในทางเคมีวิเคราะห์หรืออาจเรียกว่าการวิเคราะห์เชิงเคมีไฟฟ้า
หลักการวิเคราะห์น้ีได้มีการนํามาใช้อย่างแพร่หลายในการวิเคราะห์หาปริมาณหรือความเข้มข้นของ
สารท่ีต้องการ ซึ่งเทคนิคที่นํามาใช้ในการศึกษามีอยู่หลายเทคนิคด้วยกัน (81) ดังแสดงในตารางที่ 2.4 
 
ตารางที่ 2.4 แสดงเทคนิควิธีการทางเคมีวิเคราะห์เชิงไฟฟ้า (ดัดแปลงมาจาก (81))  
 

เทคนิควิธ ี สัญญาณไฟฟา้ท่ีให ้ ค่าทางไฟฟ้าท่ีวัด 

Potentiometry กระแส = 0 ศักย์ 

Amperometry ศักย์คงที่ กระแส 

Voltammetry ศักย์ กระแส 

Coulometry กระแสหรือศักย์ ปริมาณไฟฟ้า 

Electrogravimetry กระแสหรือศักย์ นํ้าหนักของสาร 
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กล่าวโดยละเอียดถึง 2 เทคนิคที่นํามาใช้ในการศึกษาครั้งน้ีคือเทคนิค cyclic voltammetry และ 
chronoamperometry ซึ่งทั้ง 2 เทคนิคน้ีวัดปฏิกิริยาจากการให้ศักย์ไฟฟ้าแก่ขั้วไฟฟ้าและวัดกระแส
ที่เกิดจากปฏิกิริยาเหมือนกันต่างกันที่ cyclic voltammetry จะให้เป็นช่วงของศักย์ไฟฟ้าในขณะที่ 
chronoamperometry จะให้ศักย์ไฟฟ้าคงที่ดังน้ี 
 เทคนิค Cyclic voltammetry เป็นเทคนิคพ้ืนฐานที่นํามาใช้ในการวิเคราะห์เพ่ือให้ทราบ
ถึงคุณสมบัติของสารที่ต้องการศึกษาเบ้ืองต้น  โดยการให้ศักย์ไฟฟ้าแก่ขั้วไฟฟ้าอย่างต่อเน่ืองระหว่าง 
2 ค่าศักย์ไฟฟ้าที่ได้กําหนดไว้แล้ว ในอัตราเร็วที่คงที่และติดตามกระแสที่เกิดข้ึนในแต่ละศักย์ไฟฟ้าที่
ให้แก่ปฏิกิริยา กราฟที่ได้จากการวิเคราะห์ด้วยเทคนิค cyclic voltammetry เรียกว่า cyclic 
voltammogram แสดงดังภาพที่ 2.9   ซึ่งเป็นกราฟท่ีพลอตระหว่างค่าความต่างศักย์ที่ให้กับ
ขั้วไฟฟ้าและค่าของกระแสที่ได้จากปฏิกิริยา โดยข้อมูลที่ได้จาก voltammogram น้ันคือค่าของ
กระแสจํากัดที่แปลผันตามความเข้มข้นของสารตัวอย่างที่เกิดปฏิกิริยาบนผิวหน้าขั้วไฟฟ้า นํามาใช้ใน
การวิเคราะห์ปริมาณสารได้นอกจากน้ันยังใช้ voltammogram ในการพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารจาก
ค่าศักย์ครึ่งคลื่นซึ่งเป็นค่าคงที่ของสารในสารละลายอิเล็กโตรไลต์เก้ือหนุนหน่ึงได้อีกด้วย (82) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 2.9 แสดงลักษณะของ cyclic voltammogram แบบปฏิกิริยาผันกลับได้ (ดัดแปลงจาก (83)) 
 เทคนิค Chronoamperometry เป็นเทคนิคหน่ึงในเทคนิคของ amperometry ที่สําคัญ
ในการนํามาวิเคราะห์เชิงปริมาณโดยการให้ศักย์ไฟฟ้าคงที่แก่ขั้วไฟฟ้าใช้งาน ที่เพียงพอในการ
เกิดปฏิกิริยาของสารตัวอย่างบนขั้วไฟฟ้าได้ แล้ววัดค่ากระแสที่เกิดข้ึนเทียบกับเวลา ซึ่งแสดงออกมา
เป็นกราฟที่เรียกว่า chronoamperogram ในการอ่านผลของปฏิกิริยาน้ันต้องวัดในช่วงเวลาที่มีการ
เปลี่ยนแปลงของกระแสน้อยที่สุดและกระแสท่ีเกิดจากสารท่ีต้องการวัดถึงจุดคงที่ (84) 
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2.4   ชนิดของขั้วไฟฟ้า 
 
  ขั้วไฟฟ้า (electrodes) มีหน้าที่เป็นตัวนําไฟฟ้า เป็นตัวเช่ือมระหว่างสารที่ต้องการวิเคราะห์
และอุปกรณ์วัดสัญญาณไฟฟ้า โดยขั้วไฟฟ้าที่นํามาใช้ในการวิเคราะห์ทาง voltammetry น้ัน
ประกอบด้วยกัน 3 ขั้วคือ (85) 

1. ขั้วไฟฟ้าใช้งาน (working electrode) เป็นข้ัวไฟฟ้าที่ใช้ในการติดตามการเปลี่ยนแปลง
ของสารละลายในปฏิกิริยา 

2. ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง (reference electrode) เป็นข้ัวไฟฟ้าที่ค่าศักย์ของขั้วไฟฟ้ามีค่า
เฉพาะที่ไม่แปรเปลี่ยนตามการไหลของกระแสในวงจร 

3. ขั้วไฟฟ้าร่วม (counter electrode) เป็นข้ัวไฟฟ้าที่ช่วยในการส่งผ่านอิเล็กตรอนหรือ
กระแสไฟฟ้าไปยังขั้วไฟฟ้าใช้งาน โดยไม่ผ่านขั้วไฟฟ้าอ้างอิงของวงจร  

 ซึ่งขั้วไฟฟ้าที่นํามาใช้ในการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้ามีอยู่ด้วยกันหลายรูปแบบ ขึ้นอยู่กับ
ลักษณะของการใช้งาน อาทิเช่น ขั้วไฟฟ้าแบบดังเดิม (traditional three-electrode) ที่ประกอบอยู่
ใน electrochemical cell ที่เป็นภาชนะแก้ว (86) ดังแสดงในภาพที่ 2.10 (a), ขั้วไฟฟ้าพิมพ์ลาย 
(screen printed electrode) ที่ทําการพิมพ์สารที่มีคุณสมบัติในการนําไฟฟ้าลงบนแผ่นพลาสติก
หรือแผ่น PVC สําหรับเป็นบริเวณในการเกิดปฏิกิริยาและอีกด้านหน่ึงของขั้วไฟฟ้ามีส่วนสําหรับ
เช่ือมต่อกับอุปกรณ์วัดสัญญาณ ขั้วไฟฟ้าชนิดน้ีเหมาะกับการนํามาใช้สําหรับวิเคราะห์สารตัวอย่าง
ปริมาณน้อยได้เป็นอย่างดี (87) ลักษณะของขั้วไฟฟ้าแสดงดังภาพที่ 2.10 (b) 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 2.10 แสดงลักษณะของขั้วไฟฟ้าที่นํามาใช้ในการวิเคราะห์ทาง voltammetry (a) ลักษณะ
ขั้วไฟฟ้าแบบดังเดิม (ดัดแปลงจาก (86)) (b) ลักษณะของขั้วไฟฟ้าพิมพ์ลาย (87) 
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2.5  คุณสมบัติของสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอน 

 เน่ืองจากการเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าของสารผลิตภัณฑ์ที่เราต้องการศึกษา อาทิเช่น 
H2O2, O2  สารดังกล่าวมีคุณสมบัติในการเกิดปฏิกิริยา oxidation หรือ reduction ได้บนข้ัวไฟฟ้า
ทั่วไป (bare electrode) (88) แต่ปฏิกิริยาดังกล่าวมักเกิดที่ศักย์ไฟฟ้าสูง เช่น H2O2 จะเกิดปฏิกิริยา 
oxidation ที่ความต่างศักย์มากกว่า 0.60 V บนข้ัวไฟฟ้า platinum (89) เพ่ือลดความต่างศักย์ใน
การเกิดปฏิกิริยาของสารท่ีเราสนใจได้มีการนําสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอน (mediator) 
มาใช้ในการร่วมด้วย คุณสมบัติของ mediator ที่ดีคือต้องเกิดปฏิกิริยา oxidation หรือ reduction 
ได้ที่ศักย์ไฟฟ้าตํ่า, สามารถถ่ายโอนอิเล็กตรอนได้ไวและต้องมีความคงตัวสูง (88)  ในการวัด H2O2 

น้ัน Prussian blue (PB) หรือ potassium iron (III) hexacyanoferrate (II) (90) เป็นสารเคมีชนิด
หน่ึงที่ได้รับความนิยมอย่างมากในการนํามาเป็นสารตัวกลางสําหรับตรวจวัดสารผลิตภัณฑ์ดังกล่าว 
(89) โดย Prussian blue มีคุณสมบัติในการเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอน (reduction) ของ H2O2 

ได้ที่ศักย์ไฟฟ้าตํ่ากว่า 0.1 V (vs Ag/AgCl) (89, 91)  ซึ่งศักย์ไฟฟ้าที่ลดลงน้ีเกิดจากเมื่อให้ศักย์ไฟฟ้า
ตํ่าๆ ประมาณ 0 V Prussian blue (PB) ที่อยู่ในรูปของ oxidized form จะรับอิเล็กตรอนเกิดเป็น 
Prussian white (PW) ซึ่งอยู่ในรูปของ reduced form และในปฏิกิริยาที่มี H2O2 เกิดข้ึน PW 
สามารถให้อิเล็กตรอนแก่ H2O2 ทําให้ H2O2 เกิดปฏิกิริยา reduction ขึ้นและสลายเป็น OH- 
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นแสดงดังสมการ (92) 
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 โดยขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาบนข้ัวไฟฟ้าที่ใช้ Prussian blue เป็นสารตัวกลางในการ
ถ่ายทอดอิเล็กตรอนแสดงดังภาพที่ 2.11 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2.11 แสดงขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยา reduction ของ H2O2 บนข้ัวไฟฟ้าที่ใช้ Prussian blue 
เป็นสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอน (ดัดแปลงจาก (92)) 
 
 ถึงแม้การใช้ Prussian blue เป็นสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอนให้แก่ H2O2 ได้รับ
ความนิยมอย่างมากในการนํามาทําเป็น sensor สําหรับตรวจวัดสารผลิตภัณฑ์ของ oxidase เอนไซม์ 
(93) แต่สารดังกล่าวมีข้อจํากัดในแง่ของความคงตัวเน่ืองจาก ในภาวะที่เป็นกลางหรือเป็นด่างความคง
ตัวของ Prussian blue จะลดลงเน่ืองจากในภาวะดังกล่าว OH- ที่เกิดจากปฏิกิริยาสามารถจับกับ 
ferric ion ของ Prussian blue เกิดเป็น Fe(OH)3 นําไปสู่การทําลายพันธะของ Fe-CN-Fe ทําให้  
Prussian blue ที่ตรึงไว้บนขั้วไฟฟ้าไม่เสถียร (94) 
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2.6 การนําเทคนิคทางเคมีไฟฟ้ามาใช้ในการตรวจวัดปริมาณกลูโคสโดยใช้ Prussian blue 
เป็นสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอน 

 จากคุณสมบัติของ Prussian blue ในการให้อิเล็กตรอนแก่ H2O2 ได้ที่ศักย์ไฟฟ้าตํ่าประมาณ 
0 V ซึ่งที่ศักย์ไฟฟ้าดังกล่าวมีการรบกวนจากสารจําพวก ascorbate, bilirubin, urate และสาร
ชีวเคมีตัวอ่ืนๆได้น้อยมาก จากคุณสมบัติน้ีทําให้ Prussian blue เป็นสารที่ได้รับความนิยมอย่างมาก
ในการนํามา modified บนขั้วไฟฟ้าและพัฒนาเป็น sensor สําหรับตรวจวัดสารชีวเคมีหลายชนิดที่
ทําปฏิกิริยาได้กับเอนไซม์ oxidase (92, 94)  โดยเฉพาะอย่างย่ิง glucose sensor ที่ใช้หลักการของ 
glucose oxidase ในการเร่งปฏิกิริยา oxidation ของกลูโคสและได้สารผลิตภัณฑ์เป็น H2O2 ซึ่ง 
H2O2 ที่เกิดข้ึนเป็นสัดส่วนโดยตรงกับกลูโคสท่ีมีในตัวอย่างตรวจ  การพัฒนา glucose sensor ที่ใช้ 
Prussian blue เป็นสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอนได้มีการรายงานคร้ังแรกโดย Karyakin 
และคณะ โดยใช้หลักการ amperometry และใช้ขั้วไฟฟ้าชนิด rotating disk ในการวัดปฏิกิริยา    
วิธีน้ีมีช่วงความเป็นเส้นตรงในการวิเคราะห์อยู่ที่ 10 – 5 x 103 μM (95) สําหรับการตรวจวัดใน
ตัวอย่างที่เป็นซีรั่มได้มีการพัฒนาขึ้นเช่นกันโดยทําการ modified  Prussian blue บนข้ัวไฟฟ้าชนิด
แกรไฟท์และใช้หลักการ amperometry ในการวิเคราะห์วิธีน้ีมีช่วงความเป็นเส้นตรงของการ
วิเคราะห์อยู่ที่ 5 μM-4.5 mM ซึ่งตัวอย่างที่เป็นซีรั่มต้องทําการเจือจางใน phosphate buffer ใน
อัตราส่วน 1:50 ก่อนวิเคราะห์และจากการศึกษาน้ี พบว่าการวัดปฏิกิริยา โดยติดตามจาก peak ของ 
Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอน ที่ศักย์ไฟฟ้า -50 mV มีความไวในการตรวจวัด
กลูโคสสูงกว่าการวัดปฏิกิริยาการเร่งปฏิกิริยา oxidation ของ H2O2 ที่ศักย์ไฟฟ้า +900 mV (96) ใน
ส่วนของขั้วไฟฟ้าพิมพ์ลาย (screenprinted electrode) มีการ modified  Prussian blue บน
ขั้วไฟฟ้าชนิดทองคําและแพทตินัมและนํามาใช้ในการวิเคราะห์กลูโคสเช่นกัน (97) 
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บทท่ี 3 

 

วิธีดําเนินการวิจัย 

1. ประชากรท่ีใช้ในการวิจัย 
 ตัวอย่างเลือดครบส่วน (whole blood) จํานวน 14 ตัวอย่าง โดยใช้ตัวอย่างเลือดเหลือจาก  
การตรวจวิเคราะห์ของผู้ที่มีสุขภาพดีและผู้ที่เป็นเบาหวาน ซึ่งงานวิจัยน้ีได้ผ่านการพิจารณาจริยธรรม
จากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน กลุ่มสหสถาบัน ชุดที่ 1 จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย (COA 
No.175/2555)  

 
2. เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 
 
ตารางที่ 3.1 เคร่ืองมือที่ใช้ในงานวิจัย 

ลําดับที ่ เครื่องมือทีใ่ชใ้นงานวิจัย บริษัทและประเทศท่ีผลิต 
1 UV-VIS Spectrophotometer(Evolution600) Thermo Scientific, USA 
2 Biospec 1601 UV-Vis Spectrophotometer Shimadzu, Japan 

3 pH meter Thermo Scientific, USA 

4 Vortex Mixer FINEPCR, Korea 

5 Centrifuge MIKRO200 Germany 

6 เคร่ืองช่ังสาร AG245 METTLER TOLEDO, Switzerland 

7 เคร่ืองผลิตน้ํา MilliQ Millipore, USA 

8 Autoclave Tomy, USA 
9 Electrochemical analyzer(Autolab 

PGSTAT101)                 
Metrohm Autolab, Netherlands 

10 HotplateIKA® C-MAG HS7 China 

11 ThermometerIKA® C-MAG HS7 China 
12 Incubator AccuBlockTM Digital Dry Bath USA 
13 Hematocrit centrifuge Hawksley, England 

14 Hematocrit reader (Micro Capillary Reader 
Cat No. 2201) 

International Equipment Co, 
Neckham Heights, MA 
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ตารางที่ 3.2 วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ลําดับที ่ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใชใ้นงานวิจัย บริษัทและประเทศท่ีผลิต 

1 Prussian blue Screen printed electrode 
SPEs 710 

DropsensInc, Spain 

2 Whatman No.1 filter paper, Whatman 
blood separation paper VF1, VF2  

Whatman International 
Ltd.,England 

3 Duran bottles SCHOTT DURAN®, Germany 

4 Glassware ได้แก่ Erlenmeyer flask, beaker, 
cylinder  

PYREX, USA 

5 Volumetric pipette HBG, Germany 

6 Microcentrifuge tube  Axygen® Scientific, USA 

7 Auto pipette Gilson,Inc.,USA 

8 Pipette tip (20, 200, 1000 μL) Gilson,Inc.,USA 

9 แม่แบบเหล็กสั่งตัด (Iron molds) บริษัท ชูธนวาณิช ประเทศไทย 

10 กระจกสไลด์ (Glass slide) Jiangsu, China 

11 แท่งแม่เหล็กถาวร Permanent magnates ร้านศึกษาภัณฑ์พาณิชย์ ประเทศไทย 
12 อุปกรณ์ในการจัดเก็บโลหิต ได้แก่  

Heparin vacuum tube, EDTA vacuum tube 
Needle, Syringe 

บริษัท กรุงเทพอินเตอร์ โปรดักส์ 
จํากัด ประเทศไทย 
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ตารางที่ 3.3 สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 
 
ลําดับที ่ วัสดุและอุปกรณ์ที่ใชใ้นงานวิจัย บริษัทและประเทศท่ีผลิต 

1 ซีรั่มควบคุมคณุภาพ (Control serum) ชนิด
Humatrol N, Humatrol P, Serodose 
Normal, Serodos Plus Abnormal 

HUMAN, Germany 

2 Glucose liquicolor HUMAN, Germany 

3 D-(+)-Glucose Sigma-Aldrich, USA 

4 Glucose Oxidase from Aspergillusniger Sigma-Aldrich, USA 

5 Hemoglobin Sigma-Aldrich, USA 

6 Ascorbic acid Sigma-Aldrich, USA 

7 Uric acid  Sigma-Aldrich, USA 
8 30% Hydrogen peroxide Merck, Germany 

9 Potassium dihydrogen phosphate Merck, Germany 

10 Di-potassium hydrogen phosphate Merck, Germany 

11 Potassium Chloride Merck, Germany 

12 Billirubin Merck, Germany 

13 White beeswax ร้านศึกษาภัณฑ์พาณิชย์ ประเทศไทย 
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3. วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1 การสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (Paper-based microfluidic 
analytical devices, μPADs) 
 
 3.1.1 การออกแบบ แม่แบบเหล็กสําหรับนํามาใช้สร้างμPADs 
 
 ในขั้นตอนการออกแบบแม่แบบเหล็กเพ่ือนํามาใช้ในงานวิจัยน้ี ใช้โปรแกรม Microsoft 
office Powerpoint 2007 สําหรับออกแบบรูปร่างและขนาดของท่อ  แบบเหล็กที่นํามาใช้ใน
การศึกษามี 2 ลักษณะด้วยกัน  โดยทั้งสองแบบนั้นต่างกันที่บริเวณสําหรับใส่ตัวอย่างจากเลือดครบ
ส่วน ในส่วนของแบบที่ 1 บริเวณดังกล่าวมีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 13 มิลลิเมตรและใส่ตัวอย่างเลือด
ได้เพียงด้านเดียว แบบที่ 2 มีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 12 มิลลิเมตรและมีบริเวณสําหรับใส่ตัวอย่าง
เลือด 2 ด้าน ส่วนของท่อและส่วนที่ใช้สําหรับตรวจวัดออกแบบเหมือนกันโดยความยาวของท่อจาก
บริเวณท่ีใช้แยกเลือดมายังบริเวณตรวจวัดมีความยาว 7  มิลลิเมตรกว้าง 2 มิลลิเมตร  บริเวณสําหรับ
ตรวจวัดออกแบบให้มีลักษณะเป็นรูปวงกลมที่มีเส้นผ่าศูนย์กลาง 8.5 มิลลิเมตรและตัดปลายด้านบน
ซึ่งพ้ืนที่บริเวณดังกล่าวพอดีกับขั้วไฟฟ้าที่นํามาใช้งาน ลักษณะของแบบเหล็กแสดงดังภาพที่ 3.1 แบบ
เหล็กที่ได้ทําการออกแบบแล้วตัดโดยใช้เครื่องตัดชนิดเลเซอร์ของบริษัทชูธนวานิช จํากัด หลังจากได้
แม่แบบเหล็กที่ต้องการแล้วนําแม่แบบเหล็กที่ได้มาใช้ในการสร้าง μPADs โดยใช้เทคนิค wax 
dipping ในขั้นตอนต่อไป 
 

 
 
 
 
 

ภาพที่ 3.1แสดงขนาดและลักษณะของแม่แบบเหล็กที่นํามาใช้ในการศึกษา (a) แม่แบบเหล็กที่ใส่
ตัวอย่างเลือดได้เพียงด้านเดียว (b) แม่แบบเหล็กท่ีใส่ตัวอย่างเลือดได้ 2 ด้าน 
 
  
 
 

A B 
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 3.1.2 ขั้นตอนการสร้าง μPADs โดยใช้เทคนิค wax dipping 
 
 ในการสร้าง μPADs น้ันใช้กระดาษ 2 ชนิดด้วยกันคือกระดาษกรอง Whatman no.1 และ
กระดาษแยกเลือด Whatman VF1 และ VF2 โดยกระดาษแยกเลือดทั้ง 2 มีความหนาและผลิตจาก
วัสดุที่ต่างกันโดย VF1 มีความหนา 632 ไมโครเมตรและเป็นกระดาษชนิด binder-free glass fiber 
filter ส่วน VF2 มีความหนา 785 ไมโครเมตรและเป็นกระดาษชนิด polyvinyl alcohol-bound 
glass fiber จากน้ันตัดกระดาษกรอง Whatman no.1 ให้มีขนาด 1.8 x 2.0 เซนติเมตร และ
กระดาษสําหรับแยกเลือดตัดให้มีขนาด 1.7 x 2.0 เซนติเมตร แล้วนํากระดาษทั้ง 2 ชนิดมาเรียงซ้อน
กันบนกระจกสไลด์ โดยวางกระดาษกรองWhatman no.1 ไว้ด้านบนของกระดาษแยกเลือดทั้ง      
2 ชนิดซึ่งบริเวณท่ีซ้อนทับเหลื่อมกันประมาณ 1 มิลลิเมตร แสดงดังภาพที่ 3.2 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.2 แสดงขนาดและการจัดเรียงกระดาษสําหรับนํามาใช้ในการสร้าง μPADs โดยใช้เทคนิค 
wax-dipping (a) ลักษณะการจัดเรียงกระดาษสําหรับการแยกเลือดด้านเดียว (b) ลักษณะการ
จัดเรียงกระดาษสําหรับการแยกเลือดทั้ง 2 ด้าน 
  
 หลังจากที่จัดเรียงกระดาษบนแผ่นกระจกสไลด์แล้ว นําแบบเหล็กวางที่ด้านบนของกระดาษ
และอีกด้านหนึ่งของกระจกสไลด์ประกบด้วยแม่เหล็ก ทําให้เกิดการดูดกันระหว่างแบบเหล็กกับ
แม่เหล็ก จากน้ันนําแผ่นกระจกสไลด์ดังกล่าวไปจุ่มลงในแว๊กซ์ที่กําลังหลอมละลายที่อุณหภูมิ 120-
130 องศาเซลเซียสสําหรับกระดาษชนิด VF1 และ 105-130 สําหรับกระดาษชนิด VF2 เป็นเวลา     
1 วินาทีขั้นตอนการสร้าง μPADs แสดงดังภาพที่ 3.3 

 

A 

B 
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ภาพที่ 3.3 แสดงขั้นตอนการสร้าง μPADs โดยใช้เทคนิค wax-dipping (a) ด้านบนของกระจกสไลด์
วางด้วยกระดาษแยกเลือด (VF blood separation) ซ้อนทับด้วยกระดาษกรอง (Whatman No.1)    
(b) วางแบบเหล็กที่ด้านบนของกระดาษ (c) ด้านหลังของกระจกสไลด์ประกบด้วยแม่เหล็กทําให้เกิด
แรงดูดระหว่างแบบเหล็กและแม่เหล็ก (d) จุ่มช้ินส่วนที่ประกอบขึ้นลงในแว๊กซ์ที่หลอมละลาย 
 ลักษณะของ μPADs แบ่งออกเป็นส่วนสําหรับแยกเลือดและส่วนสําหรับวัดปฏิกิริยาแสดง
แสดงดังภาพที่ 3.4  
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 

ภาพที่ 3.4 แสดงลักษณะแบบจําลองของ μPADsที่สร้างได้ (a) แบบจําลองของ μPADs สําหรับแยก
เลือดด้านเดียว (b) แบบจําลองของ μPADs สําหรับแยกเลือดสองด้าน 

C B A D 
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3.2 การทดสอบประสิทธิภาพของ μPADs ในการแยกเลือด 
 

3.2.1 การทดสอบปริมาณเลือดที่เหมาะสมและระยะเวลาที่ใช้ในการแยกเลือด 
 

 นําμPADsที่เตรียมได้ทั้ง 4 แบบ คือ VF1- μPADs, VF2- μPADs สําหรับแยกเลือดด้านเดียว
และ VF1- μPADs, VF2- μPADs สําหรับแยกเลือดสองด้าน  มาทดสอบประสิทธิภาพในการแยก
เลือดจากตัวอย่างเลือดครบส่วนของคนปกติโดย VF1- μPADs, VF2- μPADs สําหรับแยกเลือดด้าน
เดียวทดสอบโดยใช้ปริมาตรเลือดต้ังแต่ 120, 130, 140, 150, 160และ 170 μLตามลําดับและ    
VF1- μPADs, VF2- μPADs สําหรับแยกเลือดสองด้านใช้ปริมาณเลือดต้ังแต่ 150, 180, 200, 230, 
250, 280 และ300 μLตามลําดับเติมลงในส่วนของกระดาษแยกเลือด (separation zone)  แล้วจับ
เวลาที่ใช้ในการแยกพลาสมาออกจากเลือดครบส่วน  โดยปริมาณเลือดครบส่วนที่เหมาะสมน้ันต้อง
แยกพลาสมาออกจากเลือดครบได้เต็มบริเวณที่ใช้สําหรับตรวจวัด (detection zone) พอดีและไม่มี
เลือดครบส่วนที่ไม่แยกเหลืออยู่ในบริเวณของ separation zone 
 

3.2.2 การทดสอบประสิท ธิภาพการแยกเลือดที่ มีปริมาณเม็ด เลือดแดงอัดแน่น               
(%hematocrit) ที่ต่างกัน   
 

 โดยนํา μPADs แบบที่เลือกและปริมาณเลือดที่เหมาะสมในขั้นตอนที่ 3.3.1 มาทดสอบ
ประสิทธิภาพในการแยกเลือดที่มีปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%hematocrit) ที่แตกต่างกัน ต้ังแต่ 
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55% และ 60% ตามลําดับ ซึ่ง μPADs ที่เลือกมาใช้ต้องแยก
เลือดครบส่วนได้ทั้งท่ี %hematocrit ตํ่ากว่าค่าปกติ, ค่าปกติ และสูงกว่าค่าปกติ   
  
3.3 การติดต้ัง μPADs เข้ากับอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า 
   
 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัยน้ีแบ่งออกเป็น 2 ส่วนด้วยคือส่วนของ μPADs ที่ต่อเช่ือมกับscreen 
printed electrode (SPE) โดย electrode ที่ใช้วางในแนวระนาบบนฐานที่สร้างจากแผ่นเหล็กชนิด
บางที่มีขนาด 2.5 x 1.0 เซนติเมตรและใช้แม่เหล็กเป็นตัวยึด electrode ไว้กับฐาน  ในส่วนของ 
μPADs วางท่ีด้านบนของ electrode โดยให้ส่วนของ detection zone ของμPADs พอดีกับ
ขั้วไฟฟ้าและใช้กระดาษกาว 2 หน้าแบบบางในการยึดμPADs เข้ากับ electrode อีกส่วนหน่ึงคือ
ส่วนของ electrochemical detector ที่ต่อเช่ือมเข้ากับขั้วไฟฟ้าซึ่งเป็นเครื่องมือสําหรับให้
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สัญญาณไฟฟ้าแก่ขั้วไฟฟ้าและวัดค่าทางสัญญาณไฟฟ้าที่เกิดข้ึน โดยในการวัดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้า
น้ันใช้โปรแกรม NOVA1.7 ในการประมวลผลสัญญาณที่วัดได้ 
 อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษที่ต่อเช่ือมกับอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ทาง
เคมีไฟฟ้าน้ัน ในงานวิจัยน้ีได้เรียกว่า “Electrochemical paper-based analytical devices”หรือ 
ePADs ลักษณะของ ePADs ที่สร้างขึ้น แสดงดังภาพที่ 3.5 
 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.5 แสดงการติดต้ัง Electrochemical paper-based analytical devices (ePADs)        
(a) แสดงวิธีการประกอบ μPADs ที่ใช้สําหรับแยกเลือดครบส่วนเข้ากับขั้วไฟฟ้าสําหรับใช้งาน        
(b) อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้าที่ต่อเช่ือมกับข้ัวไฟฟ้าและต่อเช่ือมกับคอมพิวเตอร์สําหรับ
ประมวลผล 
 
3.4 วิธีการตรวจวัดระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วนบน ePADs 
 
 การตรวจวัดระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วนบน ePADs น้ันเมื่อหยดเลือดครบส่วนลงบนส่วน
ของ separation zone พลาสมาสามารถแยกออกจากเม็ดเลือดแดงได้โดยไม่ต้องใช้อุปกรณ์ช่วยจาก
ภายนอกและเมื่อพลาสมาซึ่งมีกลูโคสอยู่ไหลมาผสมกับ glucose oxidase เอนไซม์ที่ตรึงไว้ที่บริเวณ 
detection zone  สามารถเกิดปฏิกิริยาได้ในสภาวะที่มี O2 และ H2O  และเกิดสารผลิตภัณฑ์เป็น 
gluconic acid และ H2O2 ปฏิกิริยาดังกล่าวสามารถเกิดขึ้นได้ที่อุณหภูมิ 25 oC ดังสมการ 
 

   

(B) Electrochemical detector 

   (A) μPADs connected with SPE 
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 H2O2 ที่เกิดขึ้นสามารถรับอิเล็กตรอนได้ โดยใช้ Prussian Blue (PB) เป็นสารตัวกลางในการ
ถ่ายทอดอิเล็กตรอนเมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าที่เหมาสมแก่ขั้วไฟฟ้า Prussian blue ซึ่งอยู่ในรูปของ 
oxidized form จะเปลี่ยนเป็นรูปของ reduced form ในสภาวะน้ี Prussian blue สามารถให้
อิเล็กตรอนแก่ H2O2 ทําให้ H2O2 สลายเป็น OH- (93) ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นแสดงดังภาพที่ 3.6 

  

 

 

 

  

 

 

 

ภาพที่ 3.6 แสดงขั้นตอนการเกิด reduction ของ H2O2โดยมี Prussian Blue เป็นสารตัวกลางใน
การถ่ายทอดอิเล็กตรอน (ดัดแปลงจาก (98)) 

3.5 การเปรียบเทียบผลการทดลองกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ 

 การตรวจวัดปริมาณกลูโคสจากเลือดครบส่วนบน ePADs ได้ทําการเทียบกับวิธี Enzymatic 
colorimetric โดยใช้นํ้ายาสําเร็จรูป Glucose liquid color ของบริษัท Human ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้ทาง
ห้องปฏิบัติการ โดยทําการทดสอบตามเอกสารกํากับนํ้ายาของทางบริษัท คือ ใช้ปริมาณนํ้ายา 1 mL 
กับสิ่งตัวอย่าง 10 μL ผสมให้เข้ากันแล้ว incubate ที่อุณหภูมิ 37 oCเป็นเวลา 5 นาที วัดการ
ดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 500 nm โดยใช้เครื่อง spectrophotometer (Evolution 600 และ 
Shimadzu UV1601) และใช้นํ้ายาเป็น blank คํานวณความเข้มข้นของกลูโคสกับค่ากลูโคส
มาตรฐานที่ทราบความเข้มข้นแล้วจากสูตร  
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   Unknown concentration = Au/As x Cs 
   Au คือค่าการดูดกลืนแสงของสิ่งตัวอย่าง 
   As คือค่าการดูดกลืนแสงของกลูโคสมาตรฐานที่ทราบความเข้มข้น 
   Cs คือความเข้มข้นของกลูโคสมาตรฐาน 
และในการทดสอบทุกครั้งได้ทําการตรวจวัดสารควบคุมคุณภาพทั้ง 2 ระดับควบคู่ไปด้วยเพ่ือควบคุม
คุณภาพผลการทดสอบ โดยปฏิกิริยาที่ใช้ในการตรวจวัดปริมาณกลูโคสแสดงดังสมการ 
 
 
 
 
 
3.6 การหาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) สําหรับการตรวจวัดระดับกลูโคสจากเลือดครบ
ส่วนบน ePADs 
 
 3.6.1 ทดสอบหาช่วงค่าความต่างศักย์ที่เหมาะสม 
  
 การเลือกศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมสําหรับนํามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ทางเคมีไฟฟ้า เป็นสิ่งที่
สําคัญอย่างมาก เน่ืองจากสารแต่ละชนิดมีคุณสมบัติในการให้และรับอิเล็กตรอนที่ศักย์ไฟฟ้าต่างกัน 
ซึ่งถ้าใช้ศักย์ไฟฟ้าไม่ถูกต้องจะทําให้ผลการตรวจวิเคราะห์ผิดพลาดได้  โดยทั่วไปแล้วสารพ้ืนฐาน
สําหรับการตรวจวัดบนข้ัวไฟฟ้าพ้ืนฐานจะมีค่าศักย์ไฟฟ้าที่กําหนดไว้แล้ว  แต่ในการพัฒนาวิธีขึ้นมา
ใหม่น้ันควรทําการหาค่าศักย์ไฟฟ้าของสารที่ต้องการศึกษาถึงแม้มีการรายงานค่าศักย์ไฟฟ้าของสาร
น้ันไว้แล้วก็ตาม ซึ่งเทคนิคที่ นํามาใช้ในการหาช่วงค่าความต่างศักย์ที่ เหมาะสมคือ cyclic 
voltammetry โดยให้ช่วงความต่างศักย์แก่ขั้วไฟฟ้าและติดตามกระแสที่เกิดข้ึน ในงานวิจัยน้ีหาช่วง
ค่าความต่างศักย์ที่เหมาะสมสําหรับ Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอนของ H2O2 

โดยการทํา cyclic voltammetry ใช้ความต่างศักย์ต้ังแต่ -0.4 V ถึง 0.4 V และใช้อัตราเร็วในการ
สแกน (scan rate) ที่ 50 mV/s เพ่ือหาตําแหน่ง peak ของกระแสของปฏิกิริยา สารที่ใช้สําหรับทํา 
cyclic voltammetry มีดังน้ีคือ 
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1. 0.1 M potassium phosphate buffer pH6.0 สําหรับเป็น blank ของปฏิกิริยา 
2. 5 mM H2O2 ใน 0.1 M potassium phosphate buffer pH 6.0 สําหรับเป็น

ตัวแทนของสารผลิตภัณฑ์ที่ต้องการศึกษา 
3. 5 mM  glucose/glucose oxidase 645 KU/L ปริมาณ 5 μL (ตรึงไว้บนบริเวณ

สําหรับตรวจวัด) สําหรับยืนยันปฏิกิริยา 
 โดยในการทดสอบทําการหยดสารทั้งหมดลงในส่วนของกระดาษแยกเลือดเมื่อสารไหลไปจน
เต็มส่วนที่ใช้สําหรับตรวจวัดจับเวลา 5 นาทีแล้วให้ความต่างศักย์แก่ขั้วไฟฟ้าใช้งานและติดตาม peak 
ของกระแสที่เกิดขึ้น 
 
  3.6.2 ทดสอบปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมในการวัดปฏิกิริยา 

 ปัจจัยสําคัญที่ทําให้ปฏิกิริยาการตรวจวัดเกิดขึ้นได้ดีคือ ประสิทธิภาพของ glucose oxidase 
เอนไซม์ที่ตรึงลงบน ePADs บริเวณส่วนของ detection zone  โดย Activity ของเอนไซม์ที่นํามาใช้
น้ันอ้างอิงจากงานวิจัยที่เคยพัฒนาสําหรับการตรวจวัดบน μPADs ทั้งปฏิกิริยาการวัดสีและการวัด
ทางเคมีไฟฟ้าคือ Activity ที่ 645 KU/L (21, 37) แต่ในส่วนของปริมาณที่ตรึงลงบน μPADs น้ันจะ
แตกต่างกันขึ้นกับลักษณะของ ePAD ที่ออกแบบขึ้น ได้ทําการทดสอบโดยตรึงเอนไซม์ต้ังแต่ปริมาณ 
1, 2, 3, 4, 5, และ 6 μL ตามลําดับ จากน้ันจากน้ันเติมสารละลายกลูโคสมาตรฐานความเข้มข้น     
5 mM ลงในส่วนของ separation zone เมื่อสารไหลไปจนเต็มส่วนที่ใช้สําหรับตรวจวัด จับเวลา     
5 นาทีแล้วให้ความต่างศักย์แก่ขั้วไฟฟ้าใช้งานและติดตาม peak ของกระแสท่ีเกิดข้ึนโดยใช้เทคนิค 
cyclic voltammetry ซึ่งปริมาณนํ้ายาที่เหมาะสมน้ันต้องให้ peak ของกระแสสูงที่สุด 
 
 3.6.3 ทดสอบหาค่าความต่างศักย์ที่เหมาะสมสําหรับตรวจวัดจากตัวอย่างเลือดครบส่วน 

 จากการทํา cyclic voltammetry ของสารผลิตภัณฑ์ที่ต้องการวิเคราะห์ (H2O2) จะได้ช่วง
ค่าความต่างศักย์ที่เหมาะสมสําหรับ Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอนของ H2O2 

เพ่ือเป็นการยืนยันว่าศักย์ไฟฟ้าที่เลือกมาใช้ในการตรวจวิเคราะห์มีความถูกต้อง จําเพาะต่อ H2O2 
และมีสารรบกวนในการตรวจวัดน้อยที่สุดในตัวอย่างตรวจที่เป็นเลือดครบส่วน จึงทําการทดสอบ 
hydrodynamic voltammetry โดยเลือกศักย์ไฟฟ้า 5 ค่าที่ครอบคลุมช่วงที่เกิด peak ของ 
Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอนของ H2O2 ทําการทดสอบโดยทําการตรึง 
glucose oxidase 645 KU/L 5 μL บน ePADs และ ใช้ phosphate buffer สําหรับวัด 
background ของปฏิกิริยา ใช้กลูโคสจากเลือดครบส่วนเป็นตัวแทนของสารที่ต้องการวิเคราะห์ 
ตัวอย่างทั้งหมดเติมลงในส่วนของ separation zone เมื่อบัฟเฟอร์หรือพลาสมาไหลเต็มส่วนของ 
detection zone จับเวลาต่ออีก 5 นาทีแล้วให้ความต่างศักย์คงที่แก่ขั้วไฟฟ้าเป็นเวลา 200 วินาที 
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ทําแบบเดียวกันจนครบ 5 ค่าของความต่างศักย์  จากน้ันเลือกเวลาที่นํามาใช้สําหรับวัดกระแสโดย
เวลาที่เลือกน้ันเป็นเวลาที่สารท่ีเราสนใจถึง steady state และมีการเปล่ียนแปลงของกระแสท่ี
เกิดข้ึนน้อยที่สุด  ทําการเปรียบเทียบค่าของกระแสท่ีวัดได้กับ background (signal to 
background ratio) เลือกค่าความต่างศักย์ที่ให้ค่ากระแสของสารที่ต้องการตรวจวัดสูงสุดและให้
สัญญาณของ background น้อยสุดมาใช้ศึกษาในขั้นตอนต่อไป 

 3.6.4 ทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับตรวจวัดจริงในตัวอย่างเลือดครบส่วน 

 เน่ืองจากในการวิเคราะห์ระดับกลูโคสใช้หลักการ Enzymatic ระยะเวลาที่ใช้ในการ
เกิดปฏิกิริยาส่งผลท้ังในส่วนของการเกิดและการสลายตัวของ H2O2 ในการหาระยะเวลาที่เหมาะสม
น้ันทําการทดสอบโดยจับเวลาในการเกิดปฏิกิริยาหลังจากแยกพลาสมาจากเลือดครบส่วนได้เต็มใน
ส่วนของ detection zone โดยเริ่มจับเวลาต้ังแต่ 60, 150, 300, 450 และ 600 วินาที ตามลําดับ
แล้วให้ความต่างศักย์ที่เหมาะสมแก่ขั้วไฟฟ้าเป็นเวลา 200 วินาที เลือกระยะเวลาที่เหมาะสมสําหรับ
วัดปฏิกิริยาโดยดูจากกราฟ chronoamperogram ที่เกิดขึ้น 

 3.6.5 ทดสอบหา pH ที่เหมาะสมสําหรับตรวจวัดจริงในตัวอย่างเลือดครบส่วน 

 pH ของสารสะลายท่ีนํามาใช้ในการศึกษามีผลทั้งในส่วนของการทํางานของเอนไซม์ 
glucose oxidase เน่ืองจากเอนไซม์ดังกล่าวทํางานได้ดีที่ pH ในช่วง 4-7 (99) นอกจากน้ัน 
Prussian blue ที่นํามาใช้เป็นสารตัวกลางในการถ่ายทอดอิเล็กตรอนทํางานได้ดีในสภาวะที่ pH เป็น
กรด (pHน้อยกว่า 7) (93) เน่ืองจากท่ี pH เป็นกลางหรือเป็นด่าง ความไวในการตรวจวัดและความคง
ตัวของสารดังกล่าวจะลดลง (90) โดยในการศึกษานี้เตรียม glucose oxidase 645 KU/L ใน
สารละลาย phosphate buffer ที่ pH แตกต่างกันต้ังแต่ pH 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 และ 7.5 ตามลําดับ
แล้วตรึงบน detection zone ของ ePADs จากน้ันนําตัวอย่างเลือดครบส่วนที่มีความเข้มข้นกลูโคส
เท่ากันเติมลงในส่วนของ separation zone เมื่อพลาสมาแยกและไหลไปเต็มส่วน detection zone 
แล้วจับเวลาและวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นโดยใช้เทคนิค chronoamperometry 
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3.7 การศึกษาคุณสมบัติของวิธีที่พัฒนาได้ (Characterization) 

 3.7.1 ทดสอบหาช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity range) 

 ในการทดสอบช่วงความเป็นเส้นตรงในการตรวจวัดระดับกลูโคสน้ัน จะทําการทดสอบโดยใช้
ตัวอย่างเลือดครบส่วนที่เติมสารสะลายกลูโคสมาตรฐานลงไปความเข้มข้นของสารละลายที่เติมลงไป 
คือ 0, 5.5, 11, 22 และ 33 mM ซึ่งทุกความเข้มข้นที่เติมลงไปนั้นจะเติมสารละลายในปริมาณที่
เท่ากัน ส่วน blank ของปฏิกิริยาน้ันใช้ phosphate buffer เป็นตัวแทนของกลูโคสความเข้มข้น 0 
ผสมให้เข้ากันโดยใช้เคร่ือง mix เลือดเป็นเวลา 5 นาทีจากน้ันแบ่งตัวอย่างที่เตรียมออกเป็น 2 ส่วน 
ส่วนแรกนําไปป่ันแยกพลาสมาท่ี 3000 rpm เป็นเวลา 10 นาทีและนําไปตรวจวัดระดับกลูโคสโดยใช้
นํ้ายา Glucose liquid color และใช้เครื่อง spectrophotometer ในการวัดค่าการดูดกลืนแสงอีก
ส่วนหน่ึงนํามาวัดปริมาณกลูโคสด้วย ePADs โดยใช้เทคนิค chronoamperometry ในแต่ละความ
เข้มข้นจะทําการตรวจวัดซ้ํากัน 3 คร้ัง ขั้นตอนในการเตรียมเลือดครบส่วนสําหรับสร้างกราฟ
มาตรฐานแสดงดังภาพที่ 3.7 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.7 แสดงข้ันตอนการเตรียมเลือดครบส่วนสําหรับทดสอบหาช่วงความเป็นเส้นตรงบน ePADs 
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 3.7.2 ทดสอบหาค่า limit of detection (LOD) 
 
 การทดสอบหาค่า limit of detection เป็นการทดสอบหาค่าตํ่าสุดที่วัดได้ของวิธีที่พัฒนาขึ้น 
โดยถ้าวิธีที่พัฒนาขึ้นเป็นวิธีที่มี limit of detection ตํ่าๆ จะสามารถตรวจวัดสารที่มีปริมาณน้อยๆได้
ดีหรือมีความไวมาก โดยทําการทดสอบวัด blank ของปฏิกิริยา 10 ครั้งซึ่งในงานวิจัยน้ีใช้ 
phosphate buffer เป็น blank นําค่าที่ตรวจวัดได้มาคํานวณส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) และ
นํามาหาค่า limit of detection จากสูตร Limit of detection = 3.SD/S (SD คือ standard 
deviations) ที่ได้จากการวัด blank 10 ครั้งและ S คือ sensitivity ซึ่งหาได้จากค่าความชันจากการ
ทํากราฟมาตรฐาน) 
 
 3.7.3 ทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยา (interference) 
  
 เป็นการทดสอบว่าสารชีวเคมีที่มีอยู่ในเลือดครบส่วนว่ามีชนิดใดที่มีผลต่อการตรวจวัดระดับ
กลูโคสในเลือดครบส่วน  โดยนําสารที่อาจพบได้ในเลือดครบส่วน เช่น bilirubin, hemoglobin, 
ascorbic acid และ uric acid เป็นต้น ในขั้นตอนการทดสอบสารรบกวนน้ันทําการการทดสอบเทียบ
กับวิธีมาตรฐาน โดยนําช่วงที่รบกวนการตรวจวัดโดยวิธีมาตรฐานมาทดสอบกับ ePADs ดังน้ี
bilirubin ทําการทดสอบที่ความเข้มข้น 16, 18 และ 20 mg/dL, hemoglobin ทําการทดสอบที่
ความเข้มข้น 100, 300, 400 และ 500 mg/dL, ascorbic acid ทําการทดสอบที่ความเข้มข้น1, 2, 
3 และ 4 mg/dl และ uric acid ทําการทดสอบที่ความเข้มข้น 0.5, 1 และ 2 mg/dL ตามลําดับ   
เติมสารรบกวนแต่ละความเข้มข้นลงในตัวอย่างเลือดครบส่วนซึ่งปริมาณของสารรบกวนท่ีเติมต้อง
เท่ากันทุกตัวอย่าง จากน้ันทําการวัดกระแสที่เกิดข้ึนโดยใช้เทคนิค chronoamperometry เทียบกับ
ตัวอย่างที่ไม่ได้เติมสารรบกวน แล้วนํามาคํานวณหา %Recovery เปรียบเทียบกระแสของปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้นหลังจากเติมสารรบกวนลงในตัวอย่างเลือดสูตรที่ใช้สําหรับคํานวณคือ %Recovery = 
(ค่ากระแสที่วัดได้หลังเติมสารรบกวน/ค่ากระแสที่วัดได้ก่อนเติมสารรบกวน) x 100 
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 3.7.4 การศึกษาค่า precision 
 
 เป็นการทดสอบเพ่ือหาความแม่นยําในการตรวจวิเคราะห์โดยทําการตรวจวัดระดับกลูโคสใน
เลือดครบส่วน 3 ความเข้มข้นที่ค่าตํ่า, กลางและสูงกว่าค่าปกติมาทดสอบวัดกระแสที่เกิดจาก
ปฏิกิริยาโดยใช้เทคนิค chronoamperometry จํานวนอย่างน้อย 20 ครั้ง แล้วนํามาหาค่าเฉลี่ย 
(mean) และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD), และหาค่าสัมประสิทธ์ิของความแปรปรวน (coefficient 
of variation, %CV) จากสูตร %CV = (ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน/ค่าเฉลี่ย) x 100 
 
3.8 การตรวจวัดปริมาณกลูโคสจากตัวอย่างเลือดจริง 
 
 ถ้าไม่กล่าวเป็นอย่างอ่ืน สภาวะที่ใช้ตรวจวัดจากตัวอย่างเลือดจริงใช้สภาวะต่างๆ ดังน้ี ใช้ 
VF2-μPADs สําหรับแยกเลือด 2 ด้านโดยใช้ปริมาตรเลือด 250 μL ในการแยกพลาสมาออกจาก
เลือดครบส่วนและใช้ปริมาณเอนไซม์ 645 KU/L, 5 μL ตรึงบนส่วนของ detection zone ในส่วน
ของการวัดปฏิกิริยาน้ันใช้เทคนิค chronoamperometry โดยให้ศักย์ไฟฟ้าคงที่ ที่ -0.10 V เป็นเวลา 
200 วินาทีและติดตามกระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยา ที่วินาทีที่ 150   
 ซึ่งในการตรวจวัดได้ทําการทดสอบโดยใช้วิธี standard addition (100) ใช้ตัวอย่างเลือด
ครบส่วนเก็บที่จากกลุ่มประชากรซึ่งเป็นทั้งในคนปกติและผู้ที่เป็นเบาหวาน ตัวอย่างที่ได้แบ่งเป็น 3 
ส่วน ส่วนที่ 1 เติมกลูโคส 0 mM โดยใช้ phosphate buffer, ส่วนที่ 2 เติมกลูโคส 5.5 mM และ
ส่วนที่ 3 เติมกลูโคส 11 mM ขั้นตอนในการเตรียมแสดงดังภาพที่ 3.8  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 3.8 แสดงขั้นตอนการเตรียมเลือดครบส่วนสําหรับตรวจวัดปริมาณกลูโคสบน ePADs โดยใช้
วิธี standard addition 
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 จากนั้นนําตัวอย่างเลือดครบส่วนที่เตรียมได้มาวัดปฏิกิริยาบน ePADs โดยใช้หลักการ 
chronoamperometry ซึ่งกระแสที่วัดได้ในแต่ละความเข้มข้นน้ันเมื่อนําไปพลอตกราฟโดยให้แกน    
x เป็นค่าความเข้มข้นของกลูโคสท่ีเติมลงไปในขณะที่แกน y เป็นค่ากระแสที่วัดได้เมื่อลากเส้นกราฟ
ผ่านแกน y ไปตัดแกน x ที่จุดตัดแกน x คือค่าความเข้มข้นของกลูโคสที่มีอยู่จริงในตัวอย่างตรวจ 
(101)  ผลการตรวจวัดที่ได้นํามาเปรียบเทียบกับวิธีทั่วไปที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ซึ่งการ
ตรวจวัดระดับกลูโคสน้ันจะใช้หลักการของ Enzyme colorimetric assay (Glucose liquid color) 
โดยใช้เคร่ือง spectrophotometer (Evolution 600 และ Shimadzu UV1601) ในการวัดค่าการ
ดูดกลืนแสง นํามาหาความสัมพันธ์ของทั้ง 2 วิธีโดยใช้สถิติ Pair sample T-test, Bland and 
Altman plot (102) และ Passing–bablok regression (103) และทดสอบความสัมพันธ์โดย
วิเคราะห์ค่า correlation coefficient โดยใช้โปรแกรม Sigmaplot 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



49 
 

บทท่ี 4 

 

ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

ผลการวิเคราะห์ 

1. ผลการทดสอบประสทิธภิาพของ μPADs ที่พัฒนาขึ้นในการแยกเลือดครบส่วน 

1.1 รูปแบบของ μPADs ที่พัฒนาขึ้น  

 ลักษณะของ μPADs ที่พัฒนาขึ้นมีทั้งหมด 2 แบบด้วยกันและสร้างจากกระดาษแยกเลือด    
2 ชนิดคือกระดาษแยกเลือดชนิด VF1 และกระดาษแยกเลือดชนิด VF2 ทําให้ได้ μPADs ที่ต่างกัน
ทั้งหมด 4 แบบแสดงดังภาพที่ 4.1   

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 

 
 
 
 
ภาพที่ 4.1 แสดงลักษณะของ μPADs ที่เตรียมได้ทั้ง 4 แบบ ตําแหน่งลูกศรช้ีคือบริเวณที่ใช้เติมเลือด
ครบส่วนสําหรับแยกเลือด (a) VF1- μPADs สําหรับแยกเลือดด้านเดียว (b) VF2- μPADs สําหรับ
แยกเลือดด้านเดียว (c) VF1- μPADs สําหรับแยกเลือดสองด้าน (d) VF2- μPADs สําหรับแยกเลือด
สองด้าน  
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1.2 ผลการทดสอบประสิทธิภาพในการแยกเลือดของ μPADs 
  
 ในการพัฒนา μPADs สําหรับนํามาใช้ในการแยกเลือดครบส่วนน้ัน ปัจจัยสําคัญที่ต้อง
คํานึงถึงคือ μPADs ที่พัฒนาขึ้นต้องแยกพลาสมาออกจากเลือดครบส่วนได้ภายในระยะเวลาที่สั้น 
และใช้ปริมาณเลือดครบส่วนน้อยที่สุด จึงได้ทําการทดสอบประสิทธิภาพในการแยกเลือดเพ่ือที่จะ
เลือก μPADs ที่เหมาะสมท่ีสุดมาใช้ในการศึกษาในขั้นตอนต่อไป การทดสอบประสิทธิภาพในการ
แยกเลือดของ μPADs ที่สร้างได้ทั้ง 4 แบบ โดยใช้ตัวอย่างเลือดครบส่วนของคนปกติในการทดสอบ
สําหรับ VF1- μPADs และ VF2- μPADs ที่แยกเลือดด้านเดียว  ทดสอบโดยใช้ปริมาณเลือดต้ังแต่ 
120, 130, 140, 150, 160, 170 μLตามลําดับ  
 อย่างไรก็ตาม การใช้ปริมาตรเลือด 120 ถึง 130 μL ไม่เพียงพอสําหรับใช้กับ μPADs ทั้ง     
2 แบบ เน่ืองจากไม่สามารถแยกพลาสมามาได้เต็มส่วนของ detection zone (ไม่ได้แสดงภาพ) กรณี 
VF1- μPADs เมื่อใช้เลือดปริมาตร 150 μL สามารถแยกพลาสมามาได้เต็มบริเวณ detection zone 
ใช้ระยะเวลาเฉลี่ยในการแยกอยู่ที่ 10.37 ± 0.14 นาทีและเมื่อใช้ปริมาณเลือดเพ่ิมขึ้นระยะเวลาใน
การแยกจะลดลง เมื่อใช้ปริมาตรเลือด 170 μL สามารถแยกพลาสมาภายในเวลา 4.46 ± 0.10นาที 
กรณี VF2- μPADs เมื่อใช้เลือดปริมาตร 140 μL สามารถแยกเลือดครบส่วนได้เต็มส่วนของ 
detection zone พอดี โดยใช้เวลาในการแยกอยู่ที่ 5.15 ± 0.06 นาที และเมื่อเพ่ิมปริมาตรเลือด
เป็น 150, 160 และ 170 μL จะใช้เวลาในการแยกเลือดไม่ต่างกันคือ 4.10 ± 0.15, 4.27 ± 0.30 
และ 4.06 ± 0.17 นาทีตามลําดับ และจากการทดลองพบว่า VF1- μPADs ที่มีขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลางของ separation zone 13 มิลลิเมตร สามารถรองรับปริมาตรเลือดได้สูงสุด 170 μL ส่วน 
VF2- μPADs รองรับได้สูงสุด 160 μL ลักษณะของพลาสมาที่แยกได้โดยใช้ VF1- μPADs และ VF2- 
μPADs แสดงดังภาพที่ 4.2 และผลการทดสอบประสิทธิภาพในการแยกเลือดแสดงดังภาพที่ 4.3 
 

 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.2 แสดงลักษณะของพลาสมาที่แยกได้จาก μPADs ที่แยกเลือดด้านเดียว (a) VF1- μPADs 
ปริมาตรเลือด 150 μL (b) VF2- μPADs ปริมาตรเลือด 150 μL 
 
 

B A 
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ภาพที่ 4.3 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาตรเลือดกับระยะเวลาในการแยกของ μPADs ชนิด
แยกเลือดด้านเดียว (  VF1- μPADs,  VF2- μPADs)   
  
 ในขณะที่ μPADs สําหรับแยกเลือดสองด้านหรือแบบรูปดัมเบล ที่ใช้ปริมาตรเลือดรวมเป็น 
150, 180, 200, 230, 250, 280 และ 300 μL ตามลําดับ โดยผลการทดสอบประสิทธิภาพในการ
แยกเลือดพบว่าที่ปริมาตรเลือด 150 ถึง 200 μL ทั้ง VF1- μPADs และ VF2- μPADs ไม่สามารถ
แยกพลาสมาได้เต็มส่วนของ detection zone ปริมาตรตํ่าสุดที่ μPADs ทั้ง 2 ชนิดสามารถแยก
เลือดครบส่วนได้ คือ 230 μL โดย VF1- μPADs ใช้เวลาในการแยก 4.35 ± 0.06 นาทีVF2 - μPADs 
ใช้ระยะเวลาในการแยก 3.19±0.07 นาที และเมื่อใช้เลือดปริมาตรเพ่ิมขึ้น พบว่าระยะเวลาในการ
แยกเลือดจะลดลงและระยะเวลาในการแยกเลือดคงที่เมื่อใช้ปริมาตรเลือดที่ 280 μL เป็นต้นไป กรณี 
VF2- μPADs เมื่อเพ่ิมปริมาตรเลือดครบส่วนเป็น 250, 280 และ 300 μL พบว่าระยะเวลาในการ
แยกเลือดไม่ต่างกัน โดยใช้เวลา 2.50 ± 0.08, 2.53 ± 0.04 และ 2.57 ± 0.04 นาทีตามลําดับ 
อย่างไรก็ตามบริเวณ separation zone ของ μPADs ทั้ง 2 แบบ ที่มีการใช้กระดาษแยกเลือดเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 12 มิลลิเมตร ไม่สามารถรองรับปริมาตรเลือดที่มากกว่า 280 μL ได้หมดจึงทําให้มี
เลือดครบส่วนเหลืออยู่ในส่วนของ separation zone  ลักษณะของพลาสมาที่แยกได้โดยใช้       
VF1- μPADs และ VF2- μPADs แบบรูปดัมเบล แสดงดังภาพที่ 4.4 และผลการทดสอบ
ประสิทธิภาพในการแยกเลือดแสดงดังภาพที่ 4.5 
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ภาพท่ี 4.4 แสดงลักษณะของพลาสมาที่แยกได้จาก μPADs แบบรูปดัมเบล (a) VF1- μPADs 
ปริมาตรเลือด 250 μL (b) VF2- μPADs ปริมาตรเลือด 250 μL 

 
 
 
 
 
  
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4.5 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาตรเลือดกับระยะเวลาในการแยกพลาสมา เมื่อใช้ 
μPADs ชนิดแยกเลือดสองด้าน (  VF1- μPADs,  VF2- μPADs)   

  
 โดยในการเลือก μPADs ที่นํามาใช้ในการศึกษาน้ันเลือกจาก μPADs ที่มีคุณสมบัติดังน้ีคือ 
ใช้ปริมาตรเลือดน้อยที่สุดที่แยกเลือดได้ในระยะเวลาสั้นที่สุด จากการเปรียบเทียบพบว่า VF2 - 
μPADs มีประสิทธิภาพในการแยกเลือดได้ไวกว่า VF1 - μPADs ทั้งแบบแยกเลือดด้านเดียวและแยก
เลือดสองด้าน อาจเน่ืองจากคุณสมบัติของกระดาษแยกเลือดชนิด VF2 มีความสามารถในการดูด
ของเหลวได้ไวกว่ากระดาษแยกเลือดชนิดVF1 (wicking rate VF1 = 41 และ VF2= 45 s/cm) 

A B 
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(104) โดยปริมาตรเลือดที่เหมาะสมสําหรับ VF2 - μPADs ชนิดแยกเลือดด้านเดียว และแยกเลือด
สองด้าน คือ 150 μL และ 250 μL ตามลําดับ   

เมื่อนํา μPADs ทั้ง 2 แบบมาเปรียบเทียบประสิทธิภาพในการแยกเลือดหลังจากที่ตรึง 
เอนไซม์ glucose oxidase ลงในส่วน detection zone แล้วเมื่อใช้ตัวอย่างเลือดปริมาตร 250 μL 
แล้วพบว่า VF2 - μPADs ที่แยกเลือดทั้ง 2 ด้านใช้เวลาในการแยก 5.11 + 0.24 นาที แต่ VF2 - 
μPADs ที่แยกเลือดด้านเดียวเมื่อใช้ปริมาตรเลือด 150 μL ไม่สามารถแยกพลาสมาได้เต็มส่วนของ 
detection zone ทําให้ไม่สามารถวัดปฏิกิริยาได้ ซึ่งลักษณะของพลาสมาที่แยกได้หลังจากตรึง
เอนไซม์แล้วแสดงดังภาพที่ 4.6 

ดังน้ันในการศึกษาน้ีจึงเลือกใช้ VF2 - μPADs ที่แยกเลือดทั้ง 2 ด้าน (แบบรูปดัมเบล) มาใช้
ในการศึกษาขั้นต่อไป  

 
 
 
 
 

 

 

ภาพที่ 4.6 แสดงลักษณะของ VF2 - μPADs ทั้ง 2 แบบในการแยกพลาสมาหลังตรึงเอนไซม์         
(a) แสดงลักษณะของ μPADs ที่ตรึงเอนไซม์บริเวณส่วน detection zone (b) แสดงลักษณะของ
พลาสมาท่ีแยกได้หลังจากตรึงเอนไซม์ 

1.3 ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ VF2 - μPADs (แบบรูปดัมเบล) ในการแยกเลือดท่ีปริมาณ    
เม็ดเลือดแดงอัดแน่นแตกต่างกัน 

 ในการนํา μPADs มาใช้สําหรับแยกเลือดน้ัน สิ่งสําคัญที่ต้องคํานึงถึงคืออัตราส่วนของเม็ด
เลือดแดงที่แตกต่างกันในแต่ละบุคคลซึ่งส่งผลต่อระยะเวลาในการแยกของพลาสมาและระยะเวลาใน
การเกิดปฏิกิริยาของสารที่เราต้องการตรวจวิเคราะห์ จึงได้ทําการทดสอบประสิทธิภาพของ μPADs 
โดยใช้ตัวอย่างเลือดครบส่วนที่มีปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%hematrocrit)  ต้ังแต่ 24 ถึง 65% 
ลักษณะของพลาสมาที่แยกได้แสดงดังภาพที่ 4.7 และผลการทดสอบแสดงดังภาพที่ 4.8 จากผลการ
ทดสอบแสดงในเห็นว่า μPADs ที่พัฒนาขึ้นน้ันสามารถแยกเลือดครบส่วนได้ทั้งในช่วงปริมาณเม็ด
เลือดแดงอัดแน่น ตํ่ากว่าปกติ ช่วงค่าปกติ และช่วงค่าสูงกว่าปกติ   (ค่าปกติในเพศชาย 42-52% 

A 

B 
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และค่าปกติในเพศหญิง 37-48%) (105) จากการศึกษาพบว่าเมื่อ %hematrocrit เพ่ิมขึ้นระยะเวลา
ที่ใช้ในการแยกพลาสมาเพ่ิมขึ้นตามลําดับ แต่อย่างไรก็ตามระยะเวลาสูงสุดที่ใช้ในการแยกพลาสมาไม่
เกิน 4 นาที  

 

 
 
 
 

ภาพที่ 4.7 แสดงลักษณะของ VF2 - μPADs แบบรูปดัมเบลในการแยกพลาสมาที่ %hematrocrit 
แตกต่างกัน (a) hematrocrit 24% (b) hematrocrit 60% (c) hematrocrit 65% 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพท่ี 4.8 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (%Hematocrit) กับ
ระยะเวลาในการแยกเลือดครบส่วน (n=3) 
  
 หลังจากได้ μPADs ที่เหมาะสมสําหรับนํามาใช้ในการวัดปฏิกิริยาแล้ว จากน้ันนํา μPADs ที่
ได้มาเช่ือมต่อกับขั้วไฟฟ้า (Prussian blue screenprinted electrodes) ซึ่งอุปกรณ์ดังกล่าวจะมีช่ือ
เรียกว่า electrochemical paper-based analytical devices หรือ ePADs 

A B 

C 
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2. ผลการหาสภาวะท่ีเหมาะสม (optimization) สําหรบัการตรวจวัดระดับกลูโคส 
 
2.1 ผลการทดสอบหาช่วงความต่างศักย์ที่เหมาะสม 
 
 ในการวัดปฏิกิริยาด้วยหลักการทางเคมีไฟฟ้าน้ัน ค่าศักย์ไฟฟ้าที่เลือกนํามาใช้มีความสําคัญ
อย่างมากเน่ืองจากถ้าเลือกศักย์ไฟฟ้าที่ไม่เหมาะสม ความไวและความจําเพาะกับสารผลิตภัณฑ์ที่
ต้องการศึกษาจะลดลง นอกจากน้ันศักย์ไฟฟ้าที่เลือกยังส่งผลต่อสารที่รบกวนในการตรวจวัดอีกด้วย 
ทําให้การตรวจวัดไม่น่าเช่ือถือ โดยในการหาช่วงค่าความต่างศักย์ที่นํามาใช้ในการวัดผลิตภัณฑ์ของ
ปฏิกิริยาคือ H2O2 น้ัน ทําการทดสอบโดยใช้เทคนิค cyclic voltammetry โดยให้ความต่าง
ศักย์ไฟฟ้าต้ังแต่ -0.4 V ถึง 0.4 V, scan rate 50 mV/s แล้วติดตาม peak ของ Prussian blue ใน
การเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอนของ H2O2 ที่เกิดข้ึน แสดงดังภาพที่ 4.9  จากกราฟ cyclic 
voltammograms แสดง peak ของปฏิกิริยาที่เกิดทั้งในส่วนของ oxidation และ reduction ซึ่ง 
peak ของ oxidation เกิดในช่วง 0.0 ถึง 0.2 V และ peak reduction เกิดในช่วง 0.0 ถึง -0.1 V 
สําหรับในการศึกษาน้ีเลือกความต่างศักย์ในช่วงที่เกิดปฏิกิริยา reduction มาใช้เน่ืองจากที่ช่วงความ
ต่างศักย์ดังกล่าวมีความจําเพาะต่อ Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอนของ H2O2 

และเป็นค่าศักย์ไฟฟ้าที่มีการรบกวนของสารชีวเคมีชนิดอ่ืนที่สามารถเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าน้อย 
(92)  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.9 แสดง cyclic voltammograms ของ 0.1 M phosphate buffer pH 6.0 (เส้นสีดํา),                     
5mM H2O2 (เส้นสีแดง) และ5 mM Glucose กับ 645 KU/L Glucose oxidase 5 μL(เส้นสีนํ้าเงิน) 
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2.2 ผลการทดสอบปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมสําหรับวัดปฏิกิริยา 
 
 เน่ืองจากปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมส่งผลต่อความไวของปฏิกิริยาถ้าใช้เอนไซม์น้อยเกินไป

ปฏิกิริยาอาจเกิดได้ไม่ดี ในขณะที่ถ้าใช้เอนไซม์มากเกินไปก็จะเป็นการสิ้นเปลืองได้ โดยในการทดสอบ
น้ันได้ทําการตรึงเอนไซม์ที่มี activity เท่ากับ 0.6, 1.3, 1.9, 2.6, 3.2 และ 3.9 U หรือตรึงเอนไซม์ที่มี 
activity  645 KU/L ปริมาณ 1, 2, 3, 4, 5, และ 6 μL ตามลําดับ บน ePADs จากน้ันเติม
สารละลายกลูโคสมาตรฐานความเข้มข้น 5 mM ปริมาตร 250 μL ลงในส่วนของ separation zone 
เมื่อสารละลายไหลมาเต็มส่วน detection zone จับเวลา 5 นาทีแล้วให้ความต่างศักย์ไฟฟ้าต้ังแต่     
-0.4 V ถึง 0.4 V, scan rate 50 mV/s แก่ขั้วไฟฟ้า เปรียบเทียบ peak ของกระแสที่เกิดข้ึนจาก
ปฏิกิริยาผล cyclic voltammograms ที่ได้แสดงดังภาพที่ 4.10  จากกราฟแสดงให้เห็นว่าปริมาณ
เอนไซม์ที่เพ่ิมข้ึนส่งผลต่อ peak ของ Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอนของ 
H2O2 ดังน้ันปริมาณเอนไซม์ที่ตรึงบน ePADs จึงมีผลต่อสัญญาณในการตรวจวัดและจากการทดสอบ
พบว่าที่ปริมาณเอนไซม์ 5 μL ให้ peak ของกระแสสูงที่สุด ดังน้ันจึงเลือกใช้เอนไซม์ที่ปริมาณ
ดังกล่าวซึ่งเท่ากับเอนไซม์ 3.2 U มาศึกษาในขั้นตอนต่อไป  ส่วนที่ 6 μL น้ัน ไม่ได้นํามาทดสอบ
เน่ืองจากส่วน detection zone ของ ePADs รองรับปริมาณเอนไซม์ที่ตรึงได้สูงสุด 5 μL เท่าน้ัน 
 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 4.10 cyclic voltammograms แสดงผลการทดสอบหาปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมในการวัด
ปฏิกิริยา  
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2.3 ผลการทดสอบเพื่อหาค่าความต่างศักย์ที่เหมาะสมในการวัดปฏิกิริยา 
 
 จากช่วงค่าความต่างศักย์และปริมาณเอนไซม์ที่เหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาที่ได้จากการทํา 
cyclic voltammetry  ผลดังกล่าวแสดงให้เห็นถึง peak ของ Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยา
การรับอิเล็กตรอนของ H2O2 เพ่ือให้การวัดปฏิกิริยาที่เราสนใจมีความถูกต้องและจําเพาะกับสารที่
ต้องการวิเคราะห์ ได้ทําการทดสอบเพ่ือหาค่าศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมโดยใช้เทคนิค hydrodynamic 
voltammetry ในการเลือกศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมที่สุดสําหรับวัดปฏิกิริยา  โดยศักย์ไฟฟ้าที่เลือกน้ัน
จะต้องให้สัญญาณของปฏิกิริยาสูงที่สุดและให้สัญญาณของสารรบกวนตํ่าที่สุดและในข้ันตอนน้ีทําการ
ทดสอบกับตัวอย่างเลือดครบส่วน เพ่ือให้ศักย์ไฟฟ้าที่เลือกน้ันเหมาะสมกับตัวอย่างที่ใช้สําหรับ
ตรวจวัดจริง  โดยใช้ตัวอย่างเลือดครบส่วนที่ความเข้มข้นของกลูโคส 6.5 mM  ใช้ phosphate 
buffer เป็น background ของปฏิกิริยาทําการตรึง glucose oxidase เอนไซม์ 3.2 U ลงในส่วนของ 
detection zone รอให้แห้ง 15 นาทีที่อุณหภูมิห้อง จากน้ันเติม phosphate buffer ลงในส่วนของ 
separation zone  เมื่อบัฟเฟอร์ไหลเต็มส่วนของ detection zone แล้วจับเวลา 5 นาที แล้วให้
ความต่างศักย์คงที่แก่ขั้วไฟฟ้าต้ังแต่ 0.00,  -0.05, -0.10, -0.15 และ -0.20 V ตามลําดับเป็นเวลา 
200 วินาที ในส่วนของตัวอย่างที่เป็นเลือดครบส่วนทําการทดสอบเหมือนกันแล้ววัดค่ากระแสที่
เกิดขึ้นเทียบกับเวลา ซึ่งตําแหน่งของเวลาที่ใช้วัดกระแสที่เกิดขึ้นน้ันต้องเป็นช่วงที่กระแสคงที่  ใน
การศึกษาคร้ังน้ีเลือกใช้เวลาที่ 150 วินาทีในการวัดกระแสที่เกิดข้ึนของปฏิกิริยา  ผลการทดสอบเพ่ือ
หาค่าความต่างศักย์ที่นํามาใช้สําหรับตรวจวัดแสดงดังภาพที่ 4.11  จากกราฟ hydrodynamic 
voltammograms แสดงให้เห็นว่าเมื่อให้ความต่างศักย์เพ่ิมขึ้นในทางลบแก่ปฏิกิริยาสัญญาณของ
กระแสจะสูงขึ้นตามลําดับทั้งในส่วนของปฏิกิริยาที่ต้องการตรวจวิเคราะห์และ background ของ
ปฏิกิริยาด้วย 
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ภาพที่ 4.11 แสดงกราฟ hydrodynamic voltammograms ที่ให้ความต่างศักย์ไฟฟ้าต่างกันโดย     
เส้นทึบแสดงกระแสที่วัดได้ของกลูโคส 6.5 mM และเส้นประแสดงค่ากระแสที่วัดได้ของสัญญาณ 
background 
 
 เพ่ือเป็นการยืนยันว่าความต่างศักย์ที่เลือกนํามาใช้น้ันให้สัญญาณของปฏิกิริยาสูงที่สุดและให้
สัญญาณของสารรบกวนตํ่าที่สุด จึงนําค่ากระแสที่วัดได้ในช่วงที่กระแสคงที่ (120-170 วินาที) มาหา
อัตราส่วนระหว่างสัญญาณของกลูโคสกับสัญญาณของ background ผลจากการเปรียบเทียบพบว่าที่
ความต่างศักย์ไฟฟ้า -0.10 V เป็นค่าศักย์ไฟฟ้าที่ให้อัตราส่วนสัญญาณของกระแสเทียบกับสัญญาณ
ของ background สูงที่สุดแสดงดังภาพที่ 4.12 
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ภาพที่ 4.12 แสดงอัตราส่วนระหว่างสัญญาณเคมีไฟฟ้า เมื่อทดสอบกับกลูโคสความเข้มข้น 6.5 mM 
เทียบกับสัญญาณ background ของปฏิกิริยา  

 
2.4 ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 
 
 เน่ืองจากในการตรวจวัดระดับกลูโคสน้ัน ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาส่งผลต่อปริมาณสาร
ผลิตภัณฑ์ H2O2 ที่เกิดขึ้นซึ่งมีผลโดยตรงในการวัดปฏิกิริยา ได้ทําการทดสอบโดยหลังจากแยก
พลาสมาเต็มส่วนของ detection zone แล้วจับเวลาต่อเป็นเวลา 1, 2.30, 5, 7.30 และ 10 นาที
ตามลําดับจากผลการทดสอบพบว่าที่เวลา 1 และ 2.30 นาทีเมื่อให้ศักย์ไฟฟ้า – 0.10 V เข้าไป
กระแสที่เกิดขึ้นไม่คงที่ทําให้ไม่สามารถวัดปฏิกิริยาได้ แต่ต้ังแต่เวลา 5 นาทีเป็นต้นไปกระแสที่เกิดข้ึน
คงที่ จึงทําการทดสอบโดยวัดกระแสของปฏิกิริยาที่เวลา 5, 7.30 และ 10 นาทีตามลําดับ ผลของ
ค่ากระแสที่วัดได้แต่ละเวลาแสดงดังภาพที่ 4.13  และจากผลของกระแสท่ีวัดได้แสดงให้เห็นว่า
ระยะเวลาในการเกิดปฏิกิริยาที่ 5 นาทีให้กระแสสูงที่สุด ดังน้ันจึงเลือกใช้ที่เวลาดังกล่าว  
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ภาพที่ 4.13 กราฟแสดงผลการทดสอบระยะเวลาที่เหมาะสมในการวัดปฏิกิริยา 
 
2.5 ผลการทดสอบ pH ที่เหมาะสมในการเกิดปฏิกิริยา 
 
 เน่ืองจาก pH ของบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการวัดปฏิกิริยาส่งผลท้ังในส่วนของประสิทธิภาพในการ
ทํางานของเอนไซม์และความคงตัวของสาร Prussian blue ที่ modified บนข้ัวไฟฟ้าด้วย ทําการ
ทดสอบโดยเตรียม glucose oxidase ในสารละลาย phosphate buffer pH 5.5, 6.0, 6.5, 7.0 
และ 7.5 จากนั้นนํามาทดสอบกับเลือดครบส่วนที่มีความเข้มข้นของกลูโคสเท่ากันบน ePADs ที่
พัฒนาขึ้นผลการทดสอบ pH สําหรับนํามาใช้ในการศึกษาแสดงดังภาพที่ 4.14  จากผลการทดสอบ
พบว่าเมื่อ pH เพ่ิมขึ้นกระแสที่วัดได้จะลดลงตามลําดับ และที่ pH 5.5 จะให้กระแสของปฏิกิริยาสูง
ที่สุด ถึงแม้ว่าที่ pH ดังกล่าวให้กระแสในการตรวจวัดสูงที่สุด แต่ในการศึกษาน้ีเลือกใช้ที่ pH 6.0  
เน่ืองจากในการเตรียม phosphate buffer น้ันค่า pH สุดท้ายของบัฟเฟอร์ไม่ควรมีค่ามากกว่าหรือ
น้อยกว่า 1.0 ของค่า pKa ของสารที่นํามาใช้ในการเตรียม ซึ่งบัฟเฟอร์ที่ใช้เตรียมจาก KH2PO4 (acid 
part) และ K2HPO4 (base part) และค่า pKa = pKKH2PO4 = 6.82 ที่ 25oC ดังน้ันบัฟเฟอร์ที่
นํามาใช้ในการศึกษาควรมีค่า pH อยู่ในช่วง 5.8 ถึง7.8 (106) และที่ pH 6.0 สัญญาณลดลงเหลือ 97 
เปอร์เซ็นต์ของที่ pH 5.5 
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ภาพที่ 4.14 กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่าง pH ที่ใช้กับกระแสที่วัดได้จากปฏิกิริยา 

 
3. ผลการศึกษาคุณสมบัติของวิธีที่พัฒนาได้ (Characterization) 
 
3.1 ช่วงความเป็นเส้นตรง (Linearity range) 
 
 โดยในการตรวจวัดปริมาณกลูโคสน้ันจะทําการทดสอบโดยใช้ตัวอย่างเลือดครบส่วนที่เติม
สารละลายกลูโคสมาตรฐานที่ความเข้มข้น 0, 5.5, 11, 22 และ 33 mM ลงในเลือดครบส่วนแล้วผสม
ให้เข้ากัน จากน้ันแบ่งตัวอย่างที่เตรียมไปป่ันแยกพลาสมาที่ความเร็วรอบ 3000 rpm 10 นาที นํา
พลาสมาที่ได้ไปวัดปริมาณกลูโคสโดยใช้นํ้ายา Glucose liquid color วัดค่าการดูดกลืนแสงที่      
500 nm ซึ่งความเข้มข้นของกลูโคสที่มีอยู่จริงในตัวอย่างตรวจหลังจากเติมสารละลายกลูโคส
มาตรฐานลงไปแล้ว คือ 2.9, 9.6, 13.8, 24.2 และ 33.1 mM ตามลําดับ ตัวอย่างเลือดอีกส่วนหน่ึง
นําไปวัดปริมาณกลูโคสบน ePADs ที่พัฒนาข้ึนโดยใช้เทคนิค chronoamperometry โดยให้
ศักย์ไฟฟ้าคงที่ ที่ -0.1 V ตลอดระยะเวลาในการวัดเป็นเวลา 200 วินาทีและใช้ค่ากระแสที่เวลา 150 
วินาทีซึ่งเวลาดังกล่าวเป็นเวลาที่กระแสของปฏิกิริยาคงท่ีแล้ว ในการนํามาสร้างเป็นกราฟมาตรฐาน 
โดยกราฟมาตรฐานที่สร้างได้แสดงดังภาพที่ 4.15 
 



62 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4.15 แสดง chronoamperograms ของกระแสที่วัดได้บน ePADs ที่กลูโคสความเข้มข้น
ต่างๆ กราฟแทรกแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของกลูโคสกับค่ากระแสที่วัดได้ที่เวลา 150 
วินาที กราฟมีช่วงความเป็นเส้นตรง 0-33.1 mM (r2 = 0.987) 
 
3.2 ผลการทดสอบค่า limit of detection (LOD) 
 
 ได้ทําการทดสอบค่า limit of detection ของการตรวจวัดปริมาณกลูโคส โดยใช้ 0.1 M 
phosphate buffer pH 6.0 เป็น blank ทําการเติมบัฟเฟอร์ลงในส่วนของ separation zone เมื่อ 
บัฟเฟอร์ไหลไปในส่วนของ detection zone ที่ได้ทําการตรึง glucose oxidase ไว้แล้วทําการ
ตรวจวัดเช่นเดียวกับการตรวจวัดกลูโคสโดยใช้เทคนิค  chronoamperometry จํานวน 10 คร้ัง และ
เพ่ือเป็นการยืนยันผลการทดสอบ ได้ทําการทดสอบทั้งหมด  2 ครั้ง โดยทําต่างเวลาใช้เอนไซม์และ   
μPADs ที่เตรียมคนละชุดกัน  นําค่าที่ตรวจวัดได้มาคํานวณหาค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) และ
ค่า limit of detection คํานวณจากสูตร 
 

Limit of detection = 3.SD/S 
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 SD คือ standard deviation ที่ได้จากการวัด blank 10 คร้ัง และ S คือ sensitivity ซึ่งหา
ได้จากค่าความชันของกราฟมาตรฐาน ผลการทดลองพบว่าการตรวจวัดกลูโคสมีค่า limit of 

detection 0.52 ± 0.031 mM ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
 
ตารางที่ 4.1 แสดงผลการทดสอบหาค่า limit of detection ของการตรวจวัดกลูโคสบน ePADs 
 

ค่าทางสถิติ ครั้งที1่ ครั้งที2่ 

SD 0.013198 0.012111 

3SD 0.039593 0.036333 
Slope 0.073 

LOD 0.5423689 0.497715 

ค่าเฉลี่ย LOD 0.52 ±  0.031 

 
 
3.3 ผลการทดสอบสารรบกวนปฏิกิริยา (interference) 
 
 การทดสอบสารรบกวนการตรวจวัดปริมาณกลูโคสในเลือดครบส่วนน้ัน ทําการทดสอบสารที่
มีคุณสมบัติเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าได้ (electroactive substance) ที่พบได้ทั่วไปในเลือดครบส่วน 
ได้แก่ บิลิรูบิน (bilirubin), ฮีโมโกลบิน (hemoglobin), วิตามินซี (ascorbic acid) และกรดยูริค 
(uric acid) โดยทําการเติมสารดังกล่าวลงในเลือดครบส่วนแล้ววัดกระแสที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาเทียบ
กับตัวอย่างที่ไม่ได้เติม จากนั้นนําค่ากระแสที่วัดได้มาคํานวณหา %Recovery เทียบกันระหว่าง
กระแสที่วัดได้หลังเติมสารรบกวนกับกระแสที่วัดได้ก่อนเติมสารรบกวน โดยค่า recovery ในช่วง   
95-105% ถือว่ายอมรับได้ว่าสารที่นํามาทดสอบไม่รบกวนการตรวจวัดอย่างมีนัยสําคัญ โดยคํานวณ
จาก  
 
%Recovery = (ค่ากระแสที่วัดได้หลังเติมสารรบกวน/ค่ากระแสที่วัดได้ก่อนเติมสารรบกวน) x 100 
 
 
 
 



64 
 

ตารางท่ี 4.2 ตารางแสดงผลการทดสอบสารรบกวนการตรวจวัดปริมาณกลูโคสในเลือดครบส่วนบน 
ePADs 
 

ชนิดของสารรบกวน ปริมาณท่ีเติม (mg/dl) % Recovery 

Ascorbic acid 1 114 + 4.8 

2 115 + 6.7 

3 135 + 7.1 

4   150 + 11.4 

Bilirubin 16 95 + 4.4 

18 104 + 7.7 

20 109 + 3.8 

Hemoglobin 100 86 + 1.9 

300 85 + 2.9 

400 77 + 2.0 

500 84 + 7.8 

Uric acid 0.5 97 + 5.7 

1 94 + 5.3 

2 93 + 4.8 

 
 จากผลการทบสอบสารรบกวนในปฏิกิริยาพบว่าพบว่า ascorbic acid ที่ 1 mg/dL รบกวน
การตรวจวัดกระแสของปฏิกิริยาโดยมีค่า recovery ที่ 114%, hemoglobin ที่ 100 mg/dl รบกวน
การตรวจวัดกระแสของปฏิกิริยาโดยมีค่า recovery ที่ 86% ส่วน 0.5 mg/dl uric acid และ 18 
mg/dl bilirubin ไม่รบกวนการตรวจวัดอย่างมีนัยสําคัญ recovery เท่ากับ 97% และ 104% 
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3.4 ผลการศึกษาค่า precision และ reproducibility 
 
 Within-run precision ศึกษาโดยทําการตรวจวัดกระแสที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาจากตัวอย่าง
เลือดครบส่วนที่มีความเข้มข้นของกลูโคส 3.4, 6.3 และ 15.6 mM ตามลําดับมาทดสอบบน ePADs 
ความเข้มข้นละ 20 ซ้ํา โดยแต่ละความเข้มข้นจะใช้ μPADs และเอนไซม์ที่เตรียมพร้อมกันและใช้
ขั้วไฟฟ้าเดิม นําค่ากระแสที่ได้มาหาค่าเฉลี่ย (mean) และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) และค่า
สัมประสิทธ์ิของความแปรปรวน (coefficient of variation) โดยคํานวณจาก 

 
   %CV = (SD/mean) x 100 
 

จากผลการทดลองที่ความเข้มข้นกลูโคสในเลือดครบส่วน 3.4, 6.3 และ 15.6 mM ได้ค่า %CV 6.5, 
9.0 และ 8.0 ตามลําดับ 

 
4. ผลการทดลองตรวจวัดปริมาณกลูโคสในเลือดครบส่วนเปรียบเทยีบกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ 

 จากผลการทดสอบสารรบกวนการตรวจวัดบน ePADs ที่พัฒนาขึ้นน้ัน พบว่าสารชีวเคมีที่อยู่
ในกระแสเลือดที่ต่างกันในแต่ละบุคคลอาทิเช่น uric acid, ascorbic acid ส่งผลต่อการวัดสัญญาณ
ทางเคมีไฟฟ้า นอกจากน้ันปัจจัยอ่ืนที่เกี่ยวข้องในปฏิกิริยา เช่น ปริมาณ O2 หรือ pH ที่ต่างกันใน
เลือดครบส่วนที่ตรวจวัดน้ันก็ส่งผลด้วยเช่นกัน (79) จึงได้ทําการยืนยันว่าปัจจัยดังกล่าวมีผลต่อการ
ตรวจวัดจริง โดยทําการทดสอบจากตัวอย่างเลือดครบส่วนที่มีระดับกลูโคสท่ีเท่ากันจากการวัดด้วยวิธี 
Spectrophotometer จํานวน 3 ระดับคือที่ระดับกลูโคส 3.4, 4.2 และ 5.0 mM ตามลําดับ โดย
ทดสอบความเข้มข้นละ 2 ตัวอย่าง มาทดสอบบน ePADs ที่พัฒนาขึ้น พบว่าตัวอย่างเลือดที่มีระดับ
กลูโคส 3.4 mM เท่ากัน ค่ากระแสที่วัดได้จาก 2 ตัวอย่างมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ          
(* p value = 0.004) ที่ระดับกลูโคส 4.2 mM ค่ากระแสที่วัดได้จาก 2 ตัวอย่างไม่แตกต่างกัน และที่
ระดับกลูโคส 5.0 mM ค่ากระแสที่วัดได้จาก 2 ตัวอย่างมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ           
(** p value = 0.012) ตามลําดับดังแสดงในภาพที่ 4.16  
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ภาพที่ 4.16 ผลเปรียบเทียบความแตกต่างของกระแสที่วัดได้ เมื่อตรวจวัดกลูโคสความเข้มข้นเท่ากัน 
จากสิ่งส่งตรวจต่างกัน  
  
 จากข้อมูลที่กล่าวมา การวัดกระแสที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาแล้วเทียบกระแสท่ีเกิดข้ึนกับกราฟ
มาตรฐานอาจทําให้ผลการทดสอบผิดพลาดได้ ดังน้ันจึงทําการตรวจวัดระดับกลูโคสโดยใช้วิธี 
standard addition แทน (101) โดยก่อนทําการตรวจวัดจะแบ่งตัวอย่างเลือดครบส่วนออกเป็น       
3 ส่วน ส่วนที่ 1 เติม phosphate buffer ส่วนที่ 2 เติมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 5.5 mM และ
ส่วนที่ 3  เติมสารละลายกลูโคสมาตรฐาน 11.0 mM จากน้ันนําแต่ละความเข้มข้นมาทดสอบบน 
ePADs ที่พัฒนาขึ้น ซึ่งกระแสที่วัดได้ในแต่ละความเข้มข้นน้ันเมื่อนําไปพลอตกราฟ โดยให้แกน x 
เป็นค่าความเข้มข้นของกลูโคสที่เติมลงไปในขณะที่แกน y เป็นค่ากระแสที่วัดได้เมื่อลากเส้นกราฟผ่าน
แกน y ไปตัดแกน x ที่จุดตัดแกน x คือค่าความเข้มข้นของกลูโคสท่ีมีอยู่จริงในตัวอย่างตรวจ  (101)   
ผลการตรวจวัดที่ได้นํามาเปรียบเทียบกับวิธีทั่วไปที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ได้ผลดังตารางที่ 
4.3  
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ตารางที่ 4.3 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสโดยวิธีที่พัฒนาข้ึน (ePADs) เทียบกับวิธีที่ใช้
ในห้องปฏิบัติการ 
 

Sample 
no. 

Electrochemical detection 
(ePADs) 

Spectrophotometric method 

Mean 
Glucose concentration 

(mM) 
SD* 

Mean 
Glucose concentration 

(mM) 
SD* 

1 7.5 0.8 7.7 0.3 
2 5.4 0.2 5.6 0.4 
3 5.4 0.6 5.4 0.2 
4 12.1 1.0 13.3 0.2 
5 5.1 1.1 5.2 0.1 
6 5.8 0.6 6.6 0.0 
7 7.3 0.3 6.9 0.1 
8 5.1 0.3 5.1 0.2 
9 4.9 0.4 4.7 0.0 
10 6.8 0.6 5.5 0.2 
11 5.4 0.5 5.4 0.1 
12 7.2 0.5 6.9 0.1 
13 6.6 0.6 6.1 0.5 
14 4.5 0.4 3.8 0.1 

 
SD* ได้จากการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา 
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 ผลการตรวจวัดของวิธีที่พัฒนาขึ้นเมื่อนํามาวิเคราะห์โดยใช้สถิติ Bland and Altman test 
พบว่าวิธีวิเคราะห์ปริมาณกลูโคสโดยวิธีที่ พัฒนาข้ึน (ePADs) เทียบกับวิธีมาตรฐานที่ ใช้ใน
ห้องปฏิบัติการ ไม่มี bias ของการตรวจวิเคราะห์อย่างมีนัยสําคัญแสดงดังภาพที่ 4.17 A เน่ืองจาก
ผลต่างของทั้ง 2 วิธีส่วนมากอยู่ในช่วง ±1.96  และในการวิเคราะห์หาความสัมพันธ์ของทั้ง 2 วิธีได้มี
การใช้สถิติ Passing-bablok regression แสดงดังภาพที่ 4.17 B   พบว่าสมการ Passing–bablok 
regression คือ y = 0.8684x + 0.7620 (y = Ax + B) ที่ช่วงค่าความเช่ือมั่น 95% ค่าความชัน 
(slope) ใช้สําหรับทดสอบสมมติฐานว่า A = 1 ซึ่งจะยอมรับสมมติฐานก็ต่อเมื่อช่วงความเช่ือมั่น
สําหรับ A มีค่า 1 อยู่ด้วย ผลการทดลองดังภาพที่ 4.17 B พบว่าค่า slope อยู่ในช่วง 0.5625 ถึง 
1.2143 ซึ่งมีค่า 1 อยู่ในช่วงดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าสามารถยอมรับว่าค่า slope ของสมการไม่
แตกต่างจาก 1 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติและค่าจุดตัดแกน y ซึ่งใช้ทดสอบสมมติฐานว่า B = 0 ซึ่งจะ
ยอมรับสมมติฐานถ้าช่วงความเช่ือมั่นสําหรับจุดตัดน้ัน มีค่า 0 อยู่ด้วยในผลการทดลอง ค่าจุดตัดแกน
มีค่าอยู่ในช่วง -1.1571 ถึง 2.3625 ซึ่งมีค่า 0 อยู่ในช่วงดังกล่าว ดังน้ันจึงสรุปได้ว่าค่าจุดตัดแกน y 
(0.7620) จากสมการข้างต้นมีค่าไม่ต่างจาก 0 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติและใช้โปรแกรม Sigma plot 
มาหาค่าความสัมพันธ์ของทั้ง 2 วิธีพบว่าทั้ง 2 วิธีมีความสัมพันธ์กับโดยมีค่า r2 = 0.941 (n = 14) 
แสดงดังภาพที่ 4.18  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

A 
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ภาพที่ 4.17 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณกลูโคส (a) ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัด
ปริมาณกลูโคสโดยใช้สถิติ Bland and Altman plot (b) ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณ
กลูโคสโดยใช้สถิติ Passing–bablok regression 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Intercept = 0.7620 
95% CI : -1.1571 to 2.3625 
Slope = 0.8684 
95% CI : 0.5625 to 1.2143 

B 
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ภาพท่ี 4.18 กราฟแสดงความสัมพันธ์ของปริมาณกลูโคสท่ีตรวจวัดได้โดยวิธีที่พัฒนาขึ้น (ePADs) 
เทียบกับวิธีที่ใช้ในห้องปฏิบัติการ โดยใช้โปรแกรม Sigma plot r2 = 0.941, n = 14                   

(y = 1.138 ( ± 0.083) – 0.944 ( ± 0.547) ) 
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บทท่ี 5 
 

สรุปผลการวิจัย อภปิรายผลและข้อเสนอแนะ 
 

สรุปผลการวิจัย  
 
 ในงานวิจัยน้ีได้พัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษสําหรับตรวจวัด
ระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วนด้วยหลักการเคมีไฟฟ้าและนําไปประยุกต์ใช้กับการตรวจกลูโคสจาก
เลือดครบส่วนของผู้ที่มีระดับกลูโคสในเลือดตํ่ากว่าปกติ, ปกติ และสูงกว่าค่าปกติทั้งในผู้ที่มีสุขภาพดี
และผู้ที่เป็นเบาหวาน โดยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ (μPADs) น้ันได้สร้างลวดลายบน
กระดาษและเช่ือมกระดาษกรองกับกระดาษแยกเลือดเข้าด้วยกันโดยเทคนิค wax dipping ทําให้เกิด
เป็นบริเวณสําหรับตรวจวัดและส่วนสําหรับแยกเลือด μPADs ที่นํามาใช้ออกแบบให้เป็นรูปดัมเบล   
ให้มีบริเวณสําหรับแยกเลือด 2 ด้านเพ่ือช่วยเพ่ิมประสิทธิภาพในการแยกเลือดและพลาสมาที่แยกได้
จากเลือดครบส่วนจะไหลมาผสมกับเอนไซม์ที่ตรึงไว้ตรงกลางของบริเวณตรวจวัดพอดี μPADs ที่สร้าง
ขึ้นนํามาเช่ือมต่อเข้ากับข้ัวไฟฟ้าพิมพ์ลายที่มี Prussian blue เป็นสารตัวกลางในการถ่ายทอด
อิเล็กตรอนทําให้สามารถติดตามปฏิกิริยาที่เกิดข้ึนโดยใช้เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า     ซึ่งการนํา μPADs 
ที่สร้างได้มาเช่ือมต่อกับอุปกรณ์ตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าเกิดเป็นอุปกรณ์ใหม่ที่มี ช่ือเรียกว่า 
electrochemical paper-based analytical devices หรือ ePADs สําหรับการตรวจวัดปริมาณ
กลูโคสโดย ePADs ที่พัฒนาขึ้นน้ันจะใช้หลักการของ glucose oxidase เอนไซม์และวัดสาร
ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาคือ H2O2 
 จากผลการทดลองพบว่าปริมาตรเลือดครบส่วนที่เหมาะสมสําหรับนํามาใช้ในการแยกเลือด
บน μPADs ที่สร้างข้ึนน้ันคือ 250 μLโดยใช้ด้านละ 125 μLและ μPADs มีประสิทธิภาพในการแยก
เลือดได้ในช่วง hematrocrit ระหว่าง 24-60% ภายในระยะเวลา 4 นาที ปริมาณของเอนไซม์  
glucose oxidase ที่เหมาะสมสําหรับปฏิกิริยาคือ 645 KU/L ปริมาณ 5 μLความต่างศักย์ที่
เหมาะสมในการวัดผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยาซึ่งคือ H2O2 คือ -0.1 V เวลาที่เหมาะสมสําหรับในการ
เกิดปฏิกิริยาเป็น 5 นาทีและเวลาที่เหมาะสมในการวัดกระแสของปฏิกิริยาเป็นเวลาที่ให้ค่ากระแส
คงที่คือ 150 วินาที pH ของบัฟเฟอร์ที่นํามาใช้ที่เหมาะสมท้ังในแง่การทํางานของเอนไซม์และรักษา
สภาพของขั้วไฟฟ้าคือ 0.1 M potassium phosphate pH 6.0  
 ผลการศึกษาคุณสมบัติของ ePADs ที่พัฒนาได้มีช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัด
กลูโคสในเลือดครบส่วน 0-33.1 mM (0-602 mg/dl), r2 = 0.987 ค่า limit of detection ของการ

ตรวจวัดคํานวณได้เท่ากับ 0.52 ±  0.031mM 



72 
 

 การทดสอบสารรบกวนการตรวจวัดกลูโคสในเลือดครบส่วนโดยทําการเติมสารที่พบทั่วไปใน
เลือดและมีคุณสมบัติเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าได้ พบว่า ascorbic acid ความเข้มข้น 1 mg/dL
รบกวนการตรวจวัดกระแสของปฏิกิริยาโดยมีค่า recovery ที่ 114%, hemoglobin ความเข้มข้น 
100 mg/dl รบกวนการตรวจวัดกระแสของปฏิกิริยาโดยมีค่า recovery 86% ส่วน 0.5 mg/dl uric 
acid และ 18 mg/dl bilirubin ไม่รบกวนการตรวจวัดอย่างมีนัยสําคัญโดยมี recovery เท่ากับ 97%
และ 104% ตามลําดับ 
 ePADs ที่พัฒนาขึ้นในงานวิจัยน้ีมีความแม่นยําในการวัดปริมาณกลูโคสในเลือดครบส่วนโดย
มีค่า Within-run precision 6.5%, 9.0% และ 8.0%สําหรับตรวจวัดกลูโคสความเข้มข้น3.4, 6.3 
และ 15.6 mM ตามลําดับ (n=20) 
 เน่ืองจากในตัวอย่างเลือดครบส่วนมีสารรบกวนที่มีคุณสมบัติเกิดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้าที่
ศักย์ไฟฟ้าเดียวกับที่ใช้วัดปฏิกิริยา โดยพบว่าเมื่อตรวจวัดปริมาณกลูโคสในเลือดครบส่วนจากตัวอย่าง
ต่างกัน แต่มีระดับกลูโคสเท่ากันคือที่ 3.4 mM และ 5.0 mM พบว่าค่ากระแสที่วัดได้มีความแตกต่าง
กันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติที่ p value = 0.004 และ 0.012 ตามลําดับ แสดงให้เห็นว่าเมื่อตรวจวัด
สารตัวอย่าง และอ่านผลจากกราฟมาตรฐานอาจทําให้เกิดความผิดพลาดได้ ดังน้ันในการตรวจวัด
ระดับกลูโคสจากสิ่งตัวอย่าง จึงเลือกใช้วิธี standard addition แทนและอ่านค่ากลูโคสในสิ่งตัวอย่าง
จากจุดตัดแกน x และผลการทดลองเมื่อทําการทดสอบตัวอย่างเลือดครบส่วนจํานวน 14 ตัวอย่าง   
(n = 14) พบว่าวิธี ePADs ที่พัฒนาขึ้นและวิธีที่ใช้ทั่วไปในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ สามารถ
วิเคราะห์ค่าความเข้มข้นของกลูโคสได้ใกล้เคียงกัน มีค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ r2 = 0.941 เมื่อ
วิเคราะห์ด้วยสถิติ Paired sample T-test พบว่าการทดสอบทั้ง 2 วิธีไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ
ทางสถิติ (p= 0.6996) และเมื่อวิเคราะห์ด้วยสถิติ Bland and Altman plot และ Passing-bablok 
regression ทั้งสองวิธีมีความสัมพันธ์กันไม่มี bias เน่ืองจากผลต่างของวิธี ePADsในงานวิจัยน้ีกับวิธี
ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการทั่วไปส่วนมากอยู่ในช่วง + 1.96 SD และค่า slope ไม่แตกต่างอย่างมีนัยสําคัญ
กับ 1 และค่าจุดตัดแกน y มีค่าไม่ต่างจาก 0 อย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ 
 จึงสามารถสรุปได้ว่าอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษสําหรับตรวจวัด
ระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วนด้วยหลักการเคมีไฟฟ้า ที่พัฒนาขึ้นน้ันสามารถใช้ตรวจวัดระดับกลูโคส
ในเลือดครบส่วนในตัวอย่างผู้ป่วยจริงได้ 
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อภิปรายผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 
 
 การพัฒนาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษสําหรับตรวจวัดระดับกลูโคส
จากเลือดครบส่วนด้วยหลักการเคมีไฟฟ้า เป็นการพัฒนาวิธีการตรวจวัดปริมาณสารชีวเคมีที่สําคัญที่
อยู่ในเลือดครบส่วน เพ่ือช่วยในการวินิจฉัยและติดตามการควบคุมระดับกลูโคสในผู้ป่วยเบาหวาน
และผู้ที่มีสุขภาพดีโดยอุปกรณ์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษหรือ μPADs น้ัน สามารถสร้างได้ง่าย ใช้
เทคนิคที่ไม่ซับซ้อนและมีต้นทุนตํ่า นอกจากน้ันยังประกอบเข้ากับเคร่ืองมือที่ใช้ในการวัดปฏิกิริยาได้
หลายรูปแบบ โดยเฉพาะการใช้ร่วมกับเทคนิคทางเคมีไฟฟ้าน้ันนอกจากช่วยเพ่ิมความไวในการตรวจ
วิเคราะห์แล้ว เครื่องมือดังกล่าวยังมีราคาไม่แพงและมีขนาดเล็กสามารถเคลื่อนย้ายได้  นอกจากน้ัน 
μPADs ยังมีข้อดีในส่วนของการควบคุมการไหลของสารในท่อขนาดเล็ก ทําให้สารที่ต้องการตรวจ
วิเคราะห์ไม่ว่าจะเป็นสารเคมีหรือสารชีวเคมีในร่างกาย เช่น ปัสสาวะ, ซีรั่ม, พลาสมา สามารถไหล
ตามท่อไปยังบริเวณที่เกิดปฏิกิริยาได้โดยไม่จําเป็นต้องใช้แรงจากภายนอกเช่น syringe pump เป็น
ตัวพาสาร และกระดาษกรองที่ใช้เป็นส่วนในการเกิดปฏิกิริยาน้ันมีส่วนประกอบเป็นเซลลูโลส ซึ่ง
สามารถเข้ากันได้กับสารตัวอย่างทางชีวภาพได้เป็นอย่างดี อีกทั้งกระดาษยังสามารถทําลายได้ง่ายไม่
เป็นมลภาวะทางสิ่งแวดล้อม นอกจากการตรวจวัดกลูโคสในเลือดครบส่วนแล้ว ePADs ที่พัฒนาขึ้นน้ี
ยังสามารถนําไปประยุกต์ใช้กับการตรวจวัดสารชีวเคมีตัวอ่ืนในเลือดครบส่วนที่ผลิตภัณฑ์ของปฏิกิริยา
คือ H2O2 ได้อีกด้วย เช่น คอเรสเตอรอล, กรดยูริค, การตรวจโดยใช้หลักการทาง Immunoassay 
โดยใช้แอนติบอดีติดฉลากด้วยเอนไซม์ peroxidase และติดตามปฏิกิริยาจาก H2O2 ที่ลดลง เช่น 
สารช้ีบ่งโรคหัวใจ เช่น Troponin T, CK-MB mass และสารช้ีบ่งโรคมะเร็ง เช่น AFP, CEA, PSA, 
CA125 และ CA199 เป็นต้น 
 μPADs ที่นํามาใช้ในงานวิจัยหลังจากตรึงเอนไซม์สําหรับตรวจวัดเรียบร้อยแล้ว จะมีราคา
ต้นทุนอยู่ที่ 7.5 บาท/1 แผ่น ซึ่งถือว่าเป็นอุปกรณ์ที่มีราคาถูก นอกจากน้ัน μPADs ยังมีประสิทธิภาพ
ในการแยกเลือดสูงโดยใช้เวลาเพียง 4 นาที ซึ่งช่วยลดขั้นตอนในการป่ันแยกพลาสมาสําหรับการ
ตรวจวิเคราะห์ได้เป็นอย่างดี เมื่อนํา μPADs มาประกอบกับขั้วไฟฟ้าพิมพ์ลายแล้วนํามาตรวจวัด
ระดับกลูโคสท่ีความเข้มข้น ตํ่า, ปกติ และสูง พบว่ากระแสที่เกิดข้ึนจากปฏิกิริยาไม่ลดลงหรือเพ่ิมขึ้น
อย่างมีนัยสําคัญโดยมีค่า %CV อยู่ที่ 6.0, 9.0 และ 8.0 ตามลําดับ (อย่างน้อย 20 ครั้ง)  
 ศักย์ไฟฟ้าที่เลือกนํามาใช้น้ันเหมาะสําหรับ Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยาการรับ
อิเล็กตรอนของ H2O2 บน ePADs ที่พัฒนาขึ้น ซึ่งส่งผลต่อความจําเพาะของการตรวจวิเคราะห์
เน่ืองจากถ้าเลือกศักย์ไฟฟ้าไม่เหมาะสมจะมีสารอ่ืนรบกวนการตรวจวัดได้ (90) จากงานวิจัยที่ผ่านมา
พบว่าค่าศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสมของ Prussian blue ในการเร่งปฏิกิริยาการรับอิเล็กตรอนของ H2O2 
คือค่าศักย์ไฟฟ้าประมาณ 0 V (107) หรือในช่วงศักย์ไฟฟ้าระหว่าง 0 ถึง -0.2 V (90) ซึ่งศักย์ไฟฟ้า   
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-0.1 V ที่เลือกใช้น้ีอยู่ในช่วงค่าศักย์ไฟฟ้าที่เหมาะสม นอกจากน้ัน pH ที่เลือกใช้มีความสําคัญในด้าน
ของความไวของการทดสอบ เน่ืองจาก glucose oxidase เอนไซม์ทํางานได้ดีในช่วง pH ที่ 4-7 (99) 
และ Prussian blue มีประสิทธิภาพในการรับส่งอิเล็กตรอนได้ดีที่ pH น้อยกว่า 7 (93, 107) 
เน่ืองจากในภาวะที่เป็นกลางหรือเป็นด่างความคงตัวของ Prussian blue จะลดลงจาก OH- ที่เกิด
จากปฏิกิริยาสามารถจับกับ ferric ion ของ Prussian blue เกิดเป็น Fe(OH)3 นําไปสู่การทําลาย
พันธะของ Fe-CN-Fe ทําให้  Prussian blue ที่ตรึงไว้บนขั้วไฟฟ้าไม่เสถียร (93) ซึ่งการเลือกใช้     
0.1 M potassium phosphate pH 6.0 ช่วยเพ่ิมทั้งในส่วนของความจําเพาะและความไวในการ
ทดสอบ 
 สําหรับ ePADs ที่พัฒนาขึ้นน้ันเมื่อนํามาทดสอบสารรบกวนในระบบพบว่ามีสาร 2 ชนิดที่
รบกวนการตรวจวัดอย่างมีนัยสําคัญคือ ascorbic acid และ hemoglobin พบว่า ascorbic acid ที่
เติมลงในตัวอย่างเลือดครบส่วนที่ 1 mg/dL รบกวนการตรวจวัดโดยมี %recovery อยู่ที่ 114%
สาเหตุเน่ืองมาจากในการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าน้ัน ascorbic acid สามารถให้อิเล็กตรอนแก่ปฏิกิริยา
ได้ทําให้มีอิเล็กตรอนในระบบมากข้ึนส่งผลให้กระแสที่วัดสูงขึ้นด้วยดังน้ันการตรวจวัดกลูโคสใน
รูปแบบอ่ืนที่ใช้หลักการทางเคมีไฟฟ้า อาทิเช่น การใช้เคร่ือง glucometer ก็มีการรบกวนจาก 
ascorbic acid ด้วยเช่นกัน (80) นอกจากน้ี ascorbic acid ยังรบกวนตรวจวัดด้วยหลักการ 
colorimetric enzyme assay เช่น glucose oxidase ที่ใช้เครื่อง spectrophotometer ในการวัด
ปฏิกิริยา (108) สําหรับการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้าน้ันการใช้สาร Nafion ตรึงบนขั้วไฟฟ้าหรือตรึงบน 
ePADs จะช่วยลดการรบกวนของ ascorbic acid ได้ แต่การตรึงสารหลายชนิดบนขั้วไฟฟ้าหรือบน 
ePADs ต้องมีความเหมาะสมเน่ืองจากสารที่ตรึงลงไปอาจเพิ่มระยะทางของส่วนที่เกิดปฏิกิริยากับ
ขั้วไฟฟ้า (diffusion barrier) ได้ทําให้ความไวในการตรวจวัดลดลง (89, 92) จากงานวิจัยน้ีสาร
รบกวนอีกชนิดคือ hemoglobin เน่ืองจาก hemoglobin สามารถย่อยสลาย H2O2 ได้จากการที่  
hemoglobin ประกอบไปด้วย 4 สายของโพลีเปบไทด์ และ iron พอร์ไฟรินฮีม ซึ่งคุณสมบัติดังกล่าว
ทําหน้าที่ได้คล้ายกับเอนไซม์ peroxidase ซึ่งเร่งปฏิกิริยาการสลายตัวของ H2O2 (109, 110) ดังน้ัน
ในการตรวจวิเคราะห์ควรหลีกเลี่ยงตัวอย่างที่มี hemolysis ซึ่งการแยกเลือดครบส่วนด้วย ePADs ใน
งานวิจัยน้ี สามารถแยกพลาสมาได้อย่างมีประสิทธิภาพ ไม่มีการปนเป้ือนของเม็ดเลือดแดงออกมา
ดังน้ันจึงลดปัญหาการรบกวนจาก hemoglobin ได้ 
 อย่างไรก็ตาม ePADs ในงานวิจัยน้ี มีข้อจํากัดของการทดสอบที่จําเป็นต้องใช้วิธี standard 
addition ในการหาปริมาณของกลูโคสในสิ่งตัวอย่าง ทําให้ใช้เวลาในการทดสอบมากกว่าการตรวจ
วิเคราะห์แบบอ่านผลจากกราฟมาตรฐาน (101) ซึ่งในการศึกษาน้ีขั้นตอนต้ังแต่แยกเลือดครบส่วน
จนกระทั่งวัดสัญญาณทางเคมีไฟฟ้าใช้เวลาในการทดสอบอยู่ที่ 15 นาทีต่อ 1 ตัวอย่างตรวจ ซึ่งการใช้ 
standard addition ต้องทํา 3 ความเข้มข้นต่อ 1 ตัวอย่างทําให้ใช้เวลาในการตรวจวิเคราะห์ถึง 45 
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นาทีต่อ 1 การทดสอบ ซึ่งถ้าเปรียบเทียบในแง่ของ turnaround time ในการรายงานผลการตรวจ
วิเคราะห์ทางเคมีคลินิกที่ต้องรายงานภายใน 60 นาที (111) น้ันถือว่าวิธีน้ียังอยู่ในช่วงเวลาที่กําหนด 
แต่ถ้านํามาใช้ในรูปของ point-of-care testing น้ันอาจยังไม่เหมาะสมในด้านเวลาในการรายงานผล     
ถึงอย่างไรก็ตามถ้านําวิธี standard addition ไปใช้ควบคู่กับเคร่ือง electrochemical detection 
ที่สามารถวัดพร้อมกันได้หลาย port ก็สามารถช่วยลดเวลาในการตรวจวิเคราะห์เหลือเพียง 15 นาที
ได้เช่นกัน 
 ผลการเปรียบเทียบการตรวจวัดระดับกลูโคสจากเลือดครบส่วนบน ePADs ที่พัฒนาขึ้นเมื่อ
เทียบกับวิธีที่ทั่วทางห้องปฏิบัติการถึงแม้ว่าทั้ง 2 วิธีเมื่อเปรียบเทียบผลทางสถิติโดยใช้ Paired 
sample T-test มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญทางสถิติ (p = 0.6996) แต่การตรวจวัดบน 
ePADs ค่า standard deviations ในการวิเคราะห์แต่ละตัวอย่างตรวจน้ันมีค่ากว้างกว่าวิธีทั่วไปทาง
ห้องปฏิบัติการ อาจมีสาเหตุมาจากการวิเคราะห์โดยใช้อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษนั้นการ
ควบคุมการไหลของสารในท่อขนาดเล็กและการควบคุมปริมาณของพลาสมาที่แยกได้แต่ละครั้งทําได้
ยากกว่าเมื่อเทียบกับการวิเคราะห์ในหลอดทดลอง ซึ่งใช้การปิเปตสารทําให้การควบคุมปริมาตรมี
ความแม่นยํากว่า   
 เมื่อเปรียบเทียบการตรวจวัดปริมาณกลูโคสโดยวิธีอ่ืนๆโดยในการเปรียบเทียบน้ีจะ
เปรียบเทียบกับการตรวจวัด 3 แบบ คือ การตรวจวัดเทียบกับวิธีมาตรฐานทางห้องปฏิบัติการโดยใช้ 
spectrophotometer (63), การตรวจวัดเทียบกับเคร่ือง glucometer ที่ใช้ใน point-of-care 
testing (70, 74) และการตรวจวัดเทียบกับอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ (36) การตรวจวัด
กลูโคสในซีรั่มหรือพลาสมาวิธีมาตรฐานท่ีใช้คือ หลักการของเอนไซม์ hexokinase  โดยวัดค่าการ
ดูดกลืนแสงของสารผลิตภัณฑ์สุดท้าย NADPH ที่ความยาวคล่ืน340 nm (112) มีช่วงความเป็น
เส้นตรงในการวิเคราะห์ 0 – 500 mg/dL (113) และการใช้หลักการของ glucose oxidase วัดค่า
การดูดกลืนแสงของสารผลิตภัณฑ์ คือ quinoneimine ที่ 500 nm มีช่วงความเป็นเส้นตรงในการ
วิเคราะห์ที่ 0 – 500 mg/dL (114) โดยปกติทั้ง 2 วิธีจะใช้ปริมาณนํ้ายาในการทดสอบ 1000 μLและ
ต้องใช้เครื่อง spectrophotometer วัดการดูดกลืนแสงของสารผลิตภัณฑ์ดังกล่าวจะเห็นได้ว่าเมื่อ
เทียบกับ ePADs ในงานวิจัยน้ี ช่วงความเป็นเส้นตรงที่วัดได้ 0-602 mg/dLน้ันตรวจได้ในช่วงที่กว้าง
กว่าวิธี hexokinase และ glucose oxidase ที่ใช้ทางห้องปฏิบัติการทางการแพทย์เล็กน้อย          
แต่อย่างไรก็ตาม ePADs ใช้ปริมาณนํ้ายาสําหรับทดสอบเพียง 5 μL 
 เมื่อเทียบกับการตรวจวัดในรูปแบบของ point-of-care testing วิธีที่พัฒนาขึ้นมีข้อจํากัดใน
แง่ของปริมาณตัวอย่างเลือดที่ใช้และระยะเวลาในการรายงานผล แต่ช่วงความเป็นเส้นตรงในการ
ตรวจวิเคราะห์น้ันไม่แตกต่างกันซึ่งโดยทั่วไปเคร่ือง glucometer ตรวจวัดได้ในช่วง 10-600 mg/dl 
(70) ถึงอย่างไรการตรวจโดยใช้เครื่อง glucometer ยังมีข้อจํากัดที่สําคัญหลายประการ เช่น        
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ค่า hematrocrit ที่ต่างกันในแต่ละบุคคลจะรบกวนการตรวจวัดได้ (78) สารรบกวนในตัวอย่างตรวจ 
อาทิเช่น ยาบางชนิด, ascorbic acid (80) และ O2 ที่อยู่ในเม็ดเลือดแดงก็รบกวนการตรวจวัดได้
เช่นกัน (70) และอีกสิ่งหนึ่งที่ต้องคํานึงถึงคือ glucometer พัฒนาให้อยู่ในรูปของระบบปิดดังน้ันถ้ามี
ก้อน clot ขนาดเล็กหรือมีการเกาะกลุ่มกันของไฟบริน ไม่สามารถมองเห็นได้ ค่าที่ตรวจวัดได้จะตํ่า
กว่าค่าจริง (78) แต่ ePADs ที่พัฒนาขึ้นน้ีใช้วิธี standard addition ในการตรวจวิเคราะห์และระบบ
ตรวจวัดเป็นระบบเปิด ส่งผลให้ค่า hematrocrit และสารรบกวนการตรวจวัดที่ต่างกันในแต่ละบุคคล
ไม่ส่งผลในการตรวจวัด นอกจากน้ันการใช้ระบบเปิดทําให้เห็นได้ว่ามีการ clot ของตัวอย่างเลือดครบ
ส่วนหรือไม่ ทําให้ผลการตรวจวิเคราะห์บน ePADs มีความถูกต้องมากข้ึน 
 ในส่วนของการเปรียบเทียบกับ μPADs ที่พัฒนามาก่อนหน้าน้ี การตรวจวัดกลูโคสโดยใช้ 
μPADs นั้นมีการพัฒนาข้ึนทั้งหลักการของการวัดสีและวัดปฏิกิริยาทางเคมีไฟฟ้า  สําหรับหลักการ
ของการวัดสีน้ันมีช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดอยู่ในช่วง 0-500 mg/dl สําหรับตัวอย่าง
ตรวจที่เป็นซีรั่มหรือพลาสมา (18) และการทดสอบท่ีใช้ตัวอย่างที่เป็นเลือดครบส่วนน้ันมีช่วงความ
เป็นเส้นตรงของการตรวจวัดอยู่ในช่วง 50-200 mg/dL(27) สําหรับการวัดระดับกลูโคสโดยใช้เทคนิค
ทางเคมีไฟฟ้าน้ันมีช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดอยู่ในช่วง 0-1800 mg/dl และใช้ตัวอย่าง
ตรวจจากสารควบคุมคุณภาพ (21) เมื่อเทียบกับ ePADs ที่ได้พัฒนาข้ึนพบว่าสามารถตรวจวิเคราะห์
ได้จากเลือดครบส่วนในช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดที่กว้างกว่าวิธีการวัดสีของปฏิกิริยา แต่
เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีทางเคมีไฟฟ้าเหมือนกันพบว่าวิธีที่พัฒนาขึ้นก่อนหน้ามีช่วงความเป็นเส้นตรง
ของการตรวจวัดที่กว้างกว่า แต่โดยทั่วไปแล้วช่วงความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดกลูโคสที่ 0-500 
mg/dL สําหรับวิธีมาตรฐานที่ใช้ในห้องปฏิบัติการถือว่าครอบคลุมสําหรับการตรวจวิเคราะห์ (114) 
เน่ืองจากเกณฑ์ในการวินิจฉัยในผู้ป่วยเบาหวานคือ ≥ 126 mg/dl สําหรับ fasting plasma 
glucose และ ≥ 200 mg/dl สําหรับ 2 hour plasma glucose (51) 
 กล่าวโดยสรุป ePADs ที่พัฒนาขึ้นน้ีสามารถตรวจวัดระดับกลูโคสในเชิงปริมาณได้ โดยมีช่วง
ความเป็นเส้นตรงของการตรวจวัดไม่แตกต่างกับวิธีมาตรฐานท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการ จึงสามารถ
นําไปใช้ในการตรวจระดับกลูโคสได้ทั้งในผู้ที่มีสุขภาพดีและผู้ป่วยที่เป็นเบาหวาน การใช้วิธี standard 
addition ถึงแม้จะเพิ่มเวลาในการทดสอบแต่วิธีดังกล่าวช่วยลดความผิดพลาดที่เกิดจากความ
แตกต่างของสารชีวเคมีที่มีอยู่ในเลือดครบส่วนของแต่ละบุคคลได้ 
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ภาคผนวก 
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ภาคผนวก ก 

ตารางท่ี ก.1 ผลการทดสอบระยะเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสร้างลวดลายบนกระดาษของ 
VF2-μPADs 

Time (Sec) 
Temperature (oC) 

100 105 

1 
 
 

 
 
 
 

 

2 
 
 

 
 
 
 

 

3 
 
 
 

  

 
4 
 
 

  

5 
 
 
 

  

10 
 
 
 

  

15 
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ตารางที่ ก.1 (ต่อ) ผลการทดสอบระยะเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสร้างลวดลายบนกระดาษ
ของ VF2-μPADs 

Time (Sec) 
Temperature (oC) 

110 115 

 
1 
 
 

 
 
 
 

 

 
2 
 
 

 
 
 
 

 

 
3 
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10 
 
 

  

 
15 
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ตารางที่ ก.1 (ต่อ) ผลการทดสอบระยะเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสร้างลวดลายบนกระดาษ
ของ VF2-μPADs 

Time (Sec) 
Temperature (oC) 

120 125 
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ตารางที่ ก.1 (ต่อ) ผลการทดสอบระยะเวลาและอุณหภูมิที่เหมาะสมในการสร้างลวดลายบนกระดาษ
ของ VF2-μPADs 

Time (Sec) 
Temperature (oC) 

130 
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15 
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ตารางที่ ก.2 ผลการทดสอบความแม่นยําของ ePADs ในการวัดค่ากระแสที่กลูโคสระดับความเข้มข้น
ต่างๆ 

Glucose conc 
(mM ± SD) 
 

No. 

3.4 ± 0.1 6.3 ± 0.1 15.6 ± 0.1 

1 -0.429 -0.825 -1.997 
2 -0.493 -0.822 -1.696 
3 -0.447 -0.653 -1.642 
4 -0.475 -0.628 -2.112 
5 -0.530 -0.799 -1.785 
6 -0.443 -0.639 -1.834 
7 -0.444 -0.765 -2.053 
8 -0.457 -0.647 -1.964 
9 -0.476 -0.676 -1.893 
10 -0.406 -0.788 -1.710 
11 -0.425 -0.773 -2.011 
12 -0.456 -0.652 -1.756 
13 -0.425 -0.743 -1.685 
14 -0.474 -0.699 -2.029 
15 -0.463 -0.757 -1.681 
16 -0.411 -0.758 -1.854 
17 -0.454 -0.649 -2.020 
18 -0.460 -0.708 -1.685 
19 -0.472 -0.706 -1.806 
20 -0.433 -0.676 -1.858 

Mean current (μA) -0.454 -0.718 -1.854 

SD 0.03 0.06 0.15 
%CV 6.5 9.0 8.0 
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ภาพที่ ก.1 แสดงผลการทดสอบความแม่นยําของ ePADs ในการการวัดค่ากระแสที่กลูโคสระดับ
ความเข้มข้นต่างๆ (  แทนความเข้มข้นของกลูโคส 3.4 ± 0.1 mM, แทนความเข้มข้นของ
กลูโคส 6.3 ± 0.1 mM แทนความเข้มขน้ของกลูโคส 15.6 ± 0.1 mM)  
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 ผลการตรวจวัดระดับจากเลือดครบส่วนบน ePADs ที่พัฒนาข้ึนโดยใช้เทคนิค 
chronoamperometry 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.2 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 1 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.3 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 2 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 
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ภาพที่ ก.4 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 3 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.5 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 4 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 
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ภาคผนวก ข 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.6 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 5 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.7 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 6 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 
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ภาพที่ ก.8 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 7 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.9 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 8 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 
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ภาพที่ ก.10 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 9 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.11 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 10 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 
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ภาพที่ ก.12 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 11 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.13 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 12 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 
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ภาพที่ ก.14 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 13 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ ก.15 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์ของตัวอย่างที่ 14 ภาพแทรกแสดง chronoamperogram   
ของการวิเคราะห์โดยใช้วิธี standard addition (ทําการทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ํา) 
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ภาคผนวก ข 

 

 ขั้นตอนการเตรียมบัฟเฟอร์สําหรับใช้ในการทดลอง 

1. การเตรียม 100 mM potassium phosphate buffer  

Solution A คือ KH2PO4 0.5 M 68.04 g/L 

Solution B คือ K2HPO4 0.5 M 87.09 g/L 

ตารางที่ ข.1 การเตรียม phosphate buffer  

pH Solution A (mL) Solution A (mL) 

 

6 17.54 2.46 

6.5 13.7 6.3 

7 7.8 12.2 

7.5 3.2 16.8 

 

 ใช้สัดส่วนระหว่างสาร A และ B ตามตารางจากน้ันเติมนํ้าอีก 80 mL ให้ครบ 100 mL ทํา
ให้ได้ pH ที่ต้องการโดยไม่ต้องปรับ pH ก่อนนํามาใช้งานให้กรองด้วยกระดาษกรองที่มีรูพรุนขนาด 
0.45 μm 
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2. ขั้นตอนการเตรียมสารละลายมาตรฐานกลูโคส 300 mM  

Glucose (MW = 180.16 g/mol) 

 ช่ัง Glucose  0.54 g 

 เติมนํ้าให้ครบ  10  ml 

 ต้ังที่ไว้ที่อุณหภูมิห้อง 24 ช่ัวโมงเพ่ือให้สารละลายกลูโคสเกิดกระบวนการ mutarotate  

นําเก็บเข้าที่อุณหภูมิ 4 oC จนกว่าจะนํามาใช้งาน 

 

3. ขั้นตอนการเตรียมเอนไซม์ Glucose oxidase 645 KU/L (17,300 units/G) 

 ในการทดสอบทําการเตรียมเอนไซม์ Glucose oxidase ใหม่ทุกครั้งโดย  

 ช่ัง Glucose oxidase 3.8 mg 

 เติม 0.1 M potassium phosphate buffer 100 μL 
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ประวตัิผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 นางสาวจุฬาลักษณ์ น้อยพ่วง เกิดเมื่อวันที่ 23 กุมภาพันธ์ 2527 ที่จังหวัดเพชรบุรี สําเร็จ
การศึกษาระดับปริญญาวิทยาศาสตรบัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) เกียรตินิยมอันดับ 2 จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เมื่อปี พ.ศ.2548 และได้เริ่มงานในตําแหน่งนักเทคนิคการแพทย์โรงพยาบาลพญาไท 1 
เมื่อ 1 กุมภาพันธ์ 2549 และปี 2552 ได้ปรับเป็นนักเทคนิคการแพทย์ชํานาญการ และลาออกเพ่ือ
เข้าศึกษาต่อระดับบัณฑิตศึกษา หลักสูตรชีวเคมีคลินิกและอณูทางการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ 
จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2553 ซึ่งในขณะที่ศึกษานั้นได้รับรางวัลนิสิตดีเด่น ระดับ
บัณฑิตศึกษาคณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัยประจําปีการศึกษา 2555 และได้รับ
ทุนอุดหนุนการศึกษาเฉพาะค่าเล่าเรียนจากบัณฑิตวิทยาลัย จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
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