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บทคัดยอ 
 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณคารซิโนเอมบริโอนิก แอนติเจน        
(ซีอีเอ)  ดวยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช โดยใชแมกเนติกบีดเพ่ือขยายสัญญาณวิเคราะห 
หลักการของเทคนิคนี้อาศัยการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดีกับแอนติเจนของซีอีเอ 
ตรวจวัดความเขมขนของซีอีเอไดโดยใชเอนไซมเปอรออกซิเดสเปนสารติดฉลาก เม่ือเติมสาร
สับสเตรทจะเกิดผลิตภัณฑเปนสีน้ําเงิน และเม่ือหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริกไดสารละลายสีเหลือง 
สัญญาณคาการดูดกลืนแสงท่ีไดจะแปรผันตรงตามความเขมขนของซีอีเอ  

เริ่มตนศึกษาหาสภาวะท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของวิธีนี้ พบวาความเขมขนของแอนติบอดี
ตัวท่ีหนึ่งท่ีเหมาะสมเทากับ  0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 60 นาที   ความเขมขน
ของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินและความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-
เปอรออกซิเดสท่ีเหมาะสมเทากับ 0.5 และ 0.01 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ภายใตสภาวะท่ี
เหมาะสม พบวาวิธีนี้มีความเท่ียง ความถูกตองและความจําเพาะเจาะจงสูง ใหชวงความเปนเสนตรง
จาก 0.05 ถึง 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และมีขีดจํากัดการตรวจวัด 0.005 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร   

สุดทายประยุกตใชวิธีนี้เพ่ือวิเคราะหหาความเขมขนของซีอีเอในตัวอยางซีรั่ม นําผลการ
ทดลองท่ีไดเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานโดยใชสถิติ ที-เทส พบวาท้ังสองวิธีไมมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (P=0.05) สรุปไดวาวิธีวิเคราะหนี้มีขอดีคือ มี
ความไววิเคราะหสูง ลดคาใชจายในการวิเคราะหและลดการนําเขาของชุดทดสอบจากตางประเทศ 

 
คําสําคัญ: สารบงช้ีมะเร็ง ซีอีเอ  อิมมูโนเซนเซอร  แมกเนติกบีด 
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ABSTRACT 
 
The objective of this research was to develop an analytical method for carcinoembryonic 

antigen (CEA) determination.  The proposed method was based on a sandwich immunosensor 
technique by using magnetic beads to enhance analytical signal.  The principle of this technique was 
focused on the specific binding between antibody and antigen of CEA.  The concentration of CEA 
was measured via peroxidase as an enzyme labeling. When the substrates were added,                   
the production of blue color was obtained.  This reaction was stopped by sulfuric acid and then 
provided yellow solution.  The absorbance signal was directly proportional to CEA concentration.  

Firstly, parameters influencing the performance of this method were optimized.            
The optimized of primary antibody concentration was 0.1 mg/ml. The reaction time was 60 min.  
The optimized concentration of magnetic beads immobilizing antibody labeled with biotin and      
the concentration of streptavidin-peroxidase were 0.5 and 0.01 mg/ml, respectively. Under 
optimizations, it was found that this method provided high precision, accuracy and selectivity with  
a linear range of 0.05-50 ng/ml.  The limit of detection was 0.005 ng/ml.  Finally, the proposed 
method was applied for the detection of CEA concentrations in serum samples.  When compared 
with the standard method by t-test, it was found that there was no difference between the results 
from the two methods at the statistically significant level of  95% (P=0.05).   

In conclusion, the following advantages were obtained from this method: high sensitivity, 
cost-effective use and reduction of imported test kits. 
 
Keywords: tumor marker, CEA, immunosensor, magnetic bead 
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ปรึกษารวม คือ ดร.สมพร มูลม่ังมี ในการแนะนํา ตรวจแกไข ใหขอเสนอแนะ ติดตามความกาวหนา
ในการดําเนินงานวิจัย ผูวิจัยรูสึกซาบซ้ึงในความกรุณาของทานอาจารยท้ังสองทานนี้เปนอยางยิ่ง และ
ขอขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ โอกาสนี ้
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ผูวิจัยขอขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ โอกาสนี ้

ขอขอบคุณ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ท่ีใหความอนุเคราะห 
ใหทุนการศึกษาในโครงการภาคีบัณฑิตศึกษา ตลอดจนใหความอนุเคราะหตางๆ ท่ีเกี่ยวของกับ
งานวิจัย ท่ีทําใหงานวิจัยนี้สามารถสําเร็จลุลวงไปไดดวยด ี

ขอขอบคุณโรงพยาบาลศูนยการแพทยสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี ท่ี
ใหความอนุเคราะหตัวอยางซีรั่มในงานวิจัยครั้งนี้ 

ขอขอบพระคุณคณาจารยทุกทาน ท่ีไดประสิทธิประสาทวิชา บมเพาะจนผูวิจัยสามารถ
นําเอาความรูและหลักการตางๆ มาประยุกตใชและอางอิงในงานวิจัยครั้งนี้ ทําใหวิทยานิพนธนี้ลุลวง
ไปไดดวยด ีนอกเหนือจากนี้ผูวิจัยยังไดรับความชวยเหลือและกําลังใจจาก คุณพอ คุณแม พ่ีนอง และ
เพ่ือนๆ ตลอดจนบุคคลตางๆ ท่ีใหความชวยเหลืออีกมากมาย ท่ีผูวิจัยไมสามารถกลาวนามไดหมดใน
ท่ีนี้ ผูวิจัยรูสึกซาบซ้ึงในความกรุณา และปรารถนาดีของทุกทานเปนอยางยิ่ง ซ่ึงผูวิจัยขอขอบพระคุณ
เปนอยางสูงไว ณ โอกาสนี ้
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บทท่ี 1 

บทนํา 
 

 1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
โรคท่ีเกิดจากการแบงตัวท่ีผิดปกติของเซลลในปจจุบันซ่ึงมีมากกวา 100 ประเภท  หนึ่ง

ในนั้นคือโรคมะเร็ง ซ่ึงความอันตรายของโรคมะเร็งนั้นจะเกิดขึ้นเม่ือการแบงตัวท่ีผิดปกติของเซลล
กอตัวกันเปนกอนเนื้อเยือ่ เรียกวา “เนื้องอก” (มีขอยกเวน สําหรับมะเร็งในเม็ดเลือดขาว โดยมะเร็งจะ
ไปยับยั้งการทํางานของเลือด และทําใหเกิดความผิดปกติในกระแสเลือด) ซ่ึงโรคมะเร็งนั้นเปนโรคท่ี
พบบอย โดยเฉพาะอยางยิ่งในปจจุบันซ่ึงมีมลภาวะจากสภาวะแวดลอมตางๆในประเทศ และ
ประชาชนสวนใหญ เอาใจใสดูแลสุขภาพตนเองนอยลง ออกกําลังกายนอยลง และการรับประทาน
อาหารอยางไมเลือก ปจจัยเหลานี้เปนสาเหตท่ีุทําใหประชาชนเปนโรคมะเร็งเพ่ิมมากขึ้น ซ่ึงโรคมะเร็ง
เปนโรคท่ีสามารถปองกันได และรักษาใหหายขาดไดเชนกัน หากมีการตรวจวินิจฉัยไดตั้งแตระยะ
เริ่มเปน โรคมะเร็งสวนใหญท่ีพบบอยในอันดับตนๆของคนไทย คือ โรคมะเร็งลําไสใหญ ซ่ึงมี
จํานวนเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆในปจจุบัน ซ่ึงหากมีการตรวจคัดกรองโรคมะเร็งอยูสมํ่าเสมอ และทําการ
ตรวจหาความผิดปกติในรางกายไดตั้งแตในระยะเริ่มแรก พบวาอัตราการเสียชีวิตลดลงอยางชัดเจน 
ในผูปวยท่ีพบวาเปนโรคมะเร็งในระยะเริ่มแรก ซ่ึงการตรวจหาความผิดปกตินี้ ก็คือการตรวจหาส่ิง
แปลกปลอมในรางกาย หรือสารบงช้ีมะเร็ง (Tumor marker) นั่นเอง ซ่ึงสภาวะท่ีเซลลในรางกายเกิด
ความผิดปกติ มีสารพันธุกรรมภายในเซลลเปล่ียนแปลงกลายเปนเซลลมะเร็ง โดยสารตางๆ เหลานี้ท่ี
เกิดจากเซลลมะเร็ง เรียกวาเปนสารบงช้ีมะเร็ง ซ่ึงสามารถตรวจหาความผิดปกติตางๆไดจากเลือด 
หรือ สารคัดหล่ังในรางกาย เชน น้ําในชองปอดของผูปวยรายนั้นๆ 

สารบงช้ีมะเร็งนั้นมีประโยชนตอการวินิจฉัย ซ่ึงการดูแลผูปวยท่ีเปนโรคมะเร็ง และการ
ตรวจหาปริมาณสารบงช้ีมะเร็ง โดยการตรวจกอนการรักษานั้นมีประโยชนตอการวางแผนเพ่ือทําการ
รักษา และในโรคมะเร็งบางชนิด ปริมาณสารบงช้ีมะเร็งนั้นยังสามารถบงถึงระยะของโรคไดอีกดวย  

คารซิโนเอมบริโอนิก แอนติเจน (Carcinoembryonic antigen; CEA) เปนสารบงช้ีมะเร็ง ซ่ึง 
CEA สามารถตรวจพบไดท้ังในผูท่ีปวยเปนโรคมะเร็งลําไสใหญ และโรคมะเร็งเตานม ซ่ึงในรางกาย
คนปกติจะมีคา CEA นอยกวา 2.5 ng/ml และมีคานอยกวา  5.0 ng/ml สําหรับผูท่ีไมสูบบุหรี่และ
สําหรับผูท่ีสูบบุหรีต่ามลําดับ 

วิ ธี ท่ีใชวิ เคราะหหาปริมาณCEA ท่ีนิยมใชทางอิมมูโนวิทยาคือ Enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงอาศัยหลักการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงของปฏิกิริยาระหวาง
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แอนติบอดีและแอนติเจน วิธีนี้เปนวิธีท่ีใชวิเคราะหโดยท่ัวไปทางเคมีคลินิก แตมีขอเสียคือ ชุด
ทดสอบมีราคาแพง ตองนําเขาจากตางประเทศ และตองใชรวมกับเครื่องมือเฉพาะท่ีมีราคาแพง ซ่ึงเม่ือ
เร็วๆนี้ ไดมีเทคนิคท่ีนาสนใจสําหรับการตรวจหา CEA อีกวิธีหนึ่งคือ เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร 
(Immunosensor) [1] มีขอดี คือ ใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว ราคาถูก ใชเครื่องมือพ้ืนฐาน และให
ขีดจํากัดการตรวจวัดต่ํา [2]  

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีการตรวจวัดหาสารบงช้ีมะเร็ง (CEA) โดยเทคนคิ
ไบโอเซนเซอร (Biosensor) ประเภทอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช และใชวัสดุแมเหล็กในการเพ่ิม
ความไววิเคราะห ทําใหตรวจวัด CEAไดในความเขมขนต่ําๆ 
  
1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.2.1  เพ่ือพัฒนาวิธีอิมมูโนเซนเซอรในการตรวจวิเคราะหหา CEA โดยใชแมกเนติกบีดท่ี
เคลือบดวยโปรตีนจี 

1.2.2  เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะหหา CEA 
1.2.3  เพ่ือหาประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะหหา CEA 
1.2.4  เพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA ในตวัอยางจริง 

 
1.3  ขอบเขตของการวิจัย 

1.3.1  ตรึงแอนติบอด ี(anti-CEA) บนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจ ี
1.3.1.1  ศึกษาวิธีการตรึงแอนติบอดี (anti-CEA) บนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวย

โปรตีนจี ดวยเทคนิคโควาเลนตโดยใชสารเช่ือมไขว 
1.3.1.2  ทดสอบการเกาะติดของแอนติบอดีบนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีน

โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) โดย
เปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพระหวางกอนและหลังการเกาะติดของแอนติบอดีบนแมกเนติกบีดท่ี
เคลือบดวยโปรตีนจี 

1.3.1.3   ตรวจสอบการตอบสนองของแอนติบอดีตอแอนติเจน โดยพิจารณาจากผล
ของการเกิดปฏิกิริยา ถาแอนติเจนจับกับแอนติบอดีจะเกิดสารใหมเกิดขึ้นท่ีมีสีน้ําเงิน และเม่ือหยุด
ปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริก จะไดเปนสารละลายสีเหลือง ความเขมของสีท่ีไดจะตองแปรผันตรงตาม
ความเขมขนของปริมาณ CEA 

1.3.2  เตรียมแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวยไบโอติน (anti-CEA–biotin) 
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1.3.2.1  ศึกษาวิธีการติดฉลากแอนติบอดีดวยไบโอติน 
1.3.2.2  ทดสอบการเกาะติดของไบโอตินบนแอนติบอดีดวยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปก

โตรโฟโตมิเตอร (UV-visible spectrophotometer) โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงระหวางกอน
และหลังติดฉลากดวยแอนติบอด ี

1.3.3  หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจหาปริมาณ CEA เพ่ือใหสามารถวิเคราะหหา CEA 
ในความเขมขนต่ําในระดับความเขมขนท่ีกําหนดไวได ( <5.0 ng/ml ) ไดแก 

1.3.3.1  ศึกษาผลของการหยุดปฏิกิริยา 
1.3.3.2  ศึกษาหาความเขมขนของแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่งท่ีเหมาะสม 
1.3.3.3  ศึกษาหาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม 
1.3.3.4  ศึกษาผลความเขมขนของ CEA 
1.3.3.5  ศึกษาหาความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบ

โอตินท่ีเหมาะสม 
1.3.3.6  ศึกษาหาความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสท่ีเหมาะสม  

1.3.4  หาประสิทธิภาพของวิธีตรวจวิเคราะหหา CEA เพ่ือใหไดวิธีท่ีถูกตองและแมนยํา 
1.3.4.1  ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห (Precision) 
1.3.4.2  การทําซํ้าของวิธีวิเคราะห (Repeatibility) โดยการทําซํ้า 7 ครั้งในวันเดียวกัน  
1.3.4.3  การทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห (Reproducibility) โดยการทดลองวันละ 1 ครั้ง 

เปนเวลา 7 วัน  
1.3.4.4  ความแมนยําของวิธีวิเคราะห (Accuracy) โดยการเติมCEA ลงไปในตัวอยาง

จริง แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืนของวิธี โดยเปอรเซ็นตท่ียอมรับไดอยูในชวง   40-120% 
1.3.4.5  ชวงความเปนเสนตรง (Linear range) โดยคาความเปนเสนตรงตองมากกวา 

0.95 
1.3.4.6  หาขีดจํากัดในการตรวจพบ (Limit of Detection; LOD) และขีดจํากัดในการ

ตรวจพบเชิงคุณภาพ (Limit of Qualitative; LOQ) 
1.3.4.7  หาความจําเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห (Selectivity)   

1.3.5  ตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ในตัวอยางจรงิ โดยผลท่ีไดนํามาเปรียบเทียบกับวิธีท่ี
โรงพยาบาลใช คือวิธี ELISA 
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1.4  กรอบแนวคิดของการวิจัย 
เนื่องจากระดับปริมาณ CEA ในเลือดนั้นพบไดในปริมาณนอย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี

แนวความคิดเพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะหใหมีความไววิเคราะหสูง (sensitivity) จึงทําใหในงานวิจัยนี้สนใจ
ท่ีจะเพ่ิมประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหหา CEA ดวยแมกเนติกบีดเคลือบดวยโปรตีนจี โดยใชเทคนิค
อิมมูโนเซนเซอร โดยใชหลักการตรวจวัดแบบแซนวิช (sandwich-type) [3] เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของ
การตรวจวัดใหดียิ่งขึ้น โดยมีแนวความคิดดังรูปท่ี 1.1 การจับกันของแอฟฟนิตี้ไบโอเซนเซอรแบบ
แซนวิช เพ่ือวิเคราะหหาปริมาณแอนติเจน CEA ในกรณีท่ีตัวอยางเลือดของผูปวยท่ีเปนมะเร็งลําไส
ใหญท่ีมี CEA โดยท่ี CEA ในตัวอยางจะไปจับกับแอนติบอดีของ CEA (anti-CEA) ท่ีเคลือบอยูบน  
ไมโครเพลท เม่ือเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดตีิดฉลากดวยไบโอติน (แอนติบอดีตัวท่ีสอง) 
ซ่ึงแอนติบอดีตัวท่ีสองนี้จะไปจับกับแอนติเจน CEA เม่ือเติมสเตร็ปตาวิดีน-เปอรออกซิเดส และเติม
สับสเตรท 3,3,,5,5,-เตตระเมทิลเบนซิดีน (3,3,,5,5,-Tetramethylbenzidine; TMB) ผสมกับไฮโดรเจน
เปอรออกไซด (H2O2) จะเกิดผลิตภัณฑเปนสีฟา แลวหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริก จะเกิดผลิตภัณฑ
เปนสีเหลือง และความเขมขนของสีจะแปรผันตรงกับความเขมขนของ CEA ในตัวอยาง นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ยูว-ีวิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm จึงใชหลักการนี้
ในงานวิจัยเพ่ือตรวจหาปริมาณ CEA 
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รูปที่ 1.1  หลักการตรวจหาปริมาณ CEA โดยอาศัยเทคนคิอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช          

ขั้นท่ี (1) การเคลือบแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งในไมโครเพลท ขั้นท่ี (2) การเติมแอนติเจน  (CEA)  
ขั้นท่ี (3) การเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน ขั้นท่ี (4) การเติม      
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ขั้นท่ี (5) การเติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีนผสมกับ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

 
 
 
 

 

(1) 

(2) 

(3) (4) 

(5) ไมโครเพลท 

M 

M M 

TMB+H2O2 

Optical Signal 

 0.5 M H2SO4 

(yellow) 

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ λ450 nm 

TMB+H2O2 =  3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน+ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

= สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 

= แอนติเจน 

M = แมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 

= แอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 
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1.5  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1.5.1  ไดวิธีอิมมูโนเซนเซอรในการตรวจวิเคราะหหา CEAโดยใชแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบ

ดวยโปรตีนจ ี
1.5.2  ไดสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะหหา CEA 
1.5.3  ไดวิธีวิเคราะหท่ีสามารถตรวจวิเคราะหหา CEAไดอยางมีประสิทธิภาพ 
1.5.4   สามารถตรวจหา CEA ในตัวอยางจริงได 

 



บทท่ี 2 

วรรณกรรมหรืองานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 

2.1  คารซิโนเอมบริโอนกิ แอนติเจน 
เปนแอนติเจนชนิดหนึ่งท่ีจัดอยูในกลุม Oncofetal antigen ซ่ึงสามารถสรางเปนปกตไิดจาก

เซลลตับ ตับออน และลําไสของทารกในครรภซ่ึงมีอายุครรภประมาณ 2-6 เดือน ซ่ึงจะสามารถใชเปน 
ตัวช้ีบง สําหรับตรวจหามะเร็งลําไสใหญ โดยในรางกายปกติจะมีคา CEA นอยกวา 2.5 ng/ml และ
นอยกวา  5.0 ng/ml สําหรับผูท่ีไมสูบบุหรี ่และผูท่ีสูบบุหรีต่ามลําดับ ในการกําหนดระดับปริมาณของ 
CEA วาผูปวยรายนั้นปวยเปนโรคมะเร็งตองมีคาสูงเกินคาปกติอยู 5-10 เทา และนอกจากนี้ในผูปวยท่ี
เปนโรคตับออนอักเสบ ตับแข็ง โรคปอดอักเสบ ทางเดินอาหารอักเสบก็จะมีคา CEA สูง แตพบวาสูง
ไมมากนัก สวนในรายท่ีพบวาคา CEA ท่ีสูงมากๆนั้น จะสามารถบงบอกถึงการแพรกระจายของโรค
นั้นได 

ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งลําไสใหญควรมีการตรวจ CEA เปนระยะๆอยางนอยท้ังหมด 
จํานวน 3 ครั้ง จะชวยใหการวินิจฉัยมีความแนนอนมากยิ่งขึ้น และเม่ือพบวาในการตรวจคัดกรองแต
ละครั้งมีคา CEA สูงขึ้นเรื่อยๆ โดยการติดตามผลการรกัษา ควรจะมีการตรวจปริมาณ CEA กอนการ
ผาตัดเอาไวกอน เนื่องจากคา CEA ในรางกายของแตละคนมีปริมาณไมเทากัน และหลังจากการผาตัด
เรียบรอยแลวควรมีการตรวจปริมาณ CEA เปนระยะๆ ซ่ึงถาหลังการผาตัดพบวามีคา CEA สูงขึ้นเกิน    
10 ng/ml แสดงวาเช้ือมะเร็งกลับมาใหมอีกครั้ง  ซ่ึงโดยหลักๆ CEA ไมไดมีไวสําหรับวินิจฉัย
โรคมะเร็งอยางเดียว แตมีไวสําหรับติดตามการแพรกระจายของโรคมะเร็งลําไสใหญและโรคมะเร็ง
ชนิดอ่ืนๆอีกดวย นอกจากนั้น CEA ยังใชสําหรับติดตามการกลับมาเปนซํ้าของโรคมะเร็ง ดังนั้นการ
ตรวจวัดระดับปริมาณของ CEA ในเลือดจึงมีความสําคัญอยางยิ่งตอการวินิจฉัยโรค และรักษา
โรคมะเร็ง 

CEA เปนสารโปรตีนชนิดหนึ่ง ท่ีสรางมาจากเซลลบางชนิดในระยะท่ียังเปนทารกในครรภ
มารดา หรือจากเซลลมะเร็งบางชนิด [3] เชน มะเร็งปอด มะเร็งเตานม มะเร็งตับออน มะเร็งลําไสใหญ 
ซ่ึงถาตรวจพบวา ในเลือดมีระดับ CEA สูง อาจบงถึงการเกิดขึ้นมาใหมของเซลลมะเร็งนั้นๆ ซ่ึง CEA 
เปนแอนติเจนท่ีเกี่ยวของกับโรคมะเร็ง ซ่ึงพบครั้งแรกในป 1965 [4] โดยพบจาก adenocarcinoma 
ของลําไสใหญ โดยตอมาพบวามีในตับออน ลําไส ตับ ของทารกในครรภและจะเริ่มมีปริมาณลดลง
เม่ือโตขึ้น และในผูใหญก็ยังคงมีการสราง CEA บาง แตมีในปริมาณเล็กนอย CEA เปนไกลโคโปรตีน 
(glycoprotein) [5-6] ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 200 ± 20 kDa ประกอบดวยโพลีเปปไทดสายเดี่ยวและ
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คารโบไฮเดรต 45-60% ท่ีผลิตจากเซลลมะเร็งแลวหลุดออกไปสูกระแสเลือด สามารถพบไดท้ังใน
มะเร็งของ ปอดเตานม ตับ หรือตับออน ลําไสใหญ-ไสตรง โดยเฉล่ียแลว ระดับคา CEA ท่ีสูงพบได 
40-80% ของผูปวยท่ีเปนโรคมะเร็งดังกลาวขางตน แตสําหรับในผูปวยโรคมะเร็งลําไสใหญ-ไสตรง 
จะมีระดับ CEA ในเลือดสูงมาก และสามารถพบไดบอยกวาโรคมะเร็งชนิดอ่ืนๆ 

 
2.2  วิธีการตรวจหา CEA 

การตรวจวิเคราะหปริมาณCEA ในทางการแพทยโดยท่ัวไปใชวิธีการตรวจวัดคือ    
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) [2,7-10] ซ่ึงเปนวิธีท่ีใชสําหรับการตรวจสอบทางเคมี
คลินิก แตเนื่องจากตองมีการเตรียมตัวอยางท่ีคอนขางยุงยาก ชุดทดสอบตองนําเขาจากตางประเทศ 
และตองใชรวมกับเครื่องมือเฉพาะ คือ microplate reader จากปญหาดังกลาวทําใหเม่ือเร็วๆนี้ ไดนํา
เทคนิคอิมมูโนเซนเซอรมาใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ CEA และนําผลการการตรวจวัดเทียบกับ
วิธี ELISA พบวาผลการตรวจวิเคราะหของท้ังสองวิธีไดผลใกลเคียงกัน ดังนั้นในงานวิจัยนี้ จึงมี
แนวคิดท่ีจะนําเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรมาใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ CEA [4,11-12] ซ่ึงมีขอดี
กวาวิธี ELISA คือ ไมมีขั้นตอนในการเตรียมท่ีซับซอน สามารถตรวจวิเคราะหไดงาย ใชเวลารวดเร็ว 
ใชสารตัวอยางในปริมาณท่ีนอย ตรวจสอบไดท่ีปริมาณความเขมขนต่ําๆ และสามารถสรางชุด
ทดสอบขึ้นมาไดเองในหองปฏิบัติการ โดยใชรวมกับเครื่องมือตรวจวัดท่ัวไป 

วิธีอิมมูโนเซนเซอรเปนวิธีท่ีนิยมใชในการตรวจหา CEA ซ่ึงเปนวิธีท่ีใหความไววิเคราะห
สูง โดยอาศัยหลักการการจับกันของแอนติบอดีกับแอนติเจนอยางจําเพาะเจาะจง 

2.2.1  การจับกันระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจน   
   2.2.1.1  แอนติบอด ี(Antibody, Ab)  

 แอนติบอดี หรือท่ีเรียกกันอีกอยางคือ อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin; 
Ig) เปนโปรตีนซ่ึงมีน้ําตาลเปนองคประกอบ แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบิน เปนสารละลายท่ีสราง
และหล่ังมาจาก plasma cell มีคุณสมบัติสามารถจับกับ antigenic determinant ของแอนติเจน 
(Antigen, Ag) ไดอยางจําเพาะเจาะจง โดยสวนใหญแอนติบอดีจะอยูในสวนของ γ-globulin และมี
บางสวนท่ีอยูในสวนของ β-globulin ซ่ึงเปนสวนนอย ดังนั้นจึงเรียกแอนติบอดีไดวา Immunoglobulin 
(Ig) (รูป 2.1) [13]  
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รูปที่ 2.1  โครงสรางของแอนติบอด ี
 

แอนติบอดีประกอบดวยโพลีเปปไทดท้ังหมด 4 สาย โดยแยกเปน Light (L) chain 2 สาย 
และ Heavy (H) chain 2 สาย โดยมีปลายขางหนึ่งในแตละสายเปนหมูอะมิโน (-NH2-) ซ่ึงเรียกวา              
N-terminal และมีปลายอีกขางหนึ่งเปนหมูคารบอกซิล (-COOH-) เรียกวา C-terminal โดยท่ีสาย       
โพลิเปปไทดท้ังหมดนี้จะเช่ือมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด และสายโพลีเปปไทดในแตละสวน        
จะเรียกวา domain โดยปลายดาน N-terminal จะเปนสวนท่ีจับกับแอนติเจน เรียกปลายสวนนี้วา 
variable region สวนดาน C-terminal จะคอนขางคลายกันในแตละสาย เรียกสวนนี้วา constant region 
สามารถบอกถึงชนิดของแอนติบอดีได โดยสามารถแบงออกไดเปน 5 ชนิดตามความแตกตางของ    
H-chain คือ IgG, IgA, IgM, IgD และ IgE ซ่ึงมี H-chain เปน γ, α, µ, δ และ ε ตามลําดับ ซ่ึงแตละ
ชนิด จะมีนํ้าหนักโมเลกุลแตกตางกัน คุณสมบัติทางชีวภาพ สวนประกอบของคารโบไฮเดรต 
antigenic determinant การเรียงตัวของกรดอะมิโน และการเคล่ือนท่ีแตกตางกัน [14-16] โดย
แอนติบอดีจากจุลินทรียนั้น จะมีองคประกอบของโปรตีน มีความสามารถจับกับแอนติเจนไดอยาง
จําเพาะเจาะจงดวยกลไก ดังสมการท่ี 2.1 

COOH HOOC 
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Ag + Ab     Ab . Ag       (2.1) 
 

        คาคงท่ีของการจับ (affinity constant;K) =   [ . ]
[ ][ ]

  =  106      
        
 

2.2.1.2  แอนติเจน (Antigen, Ag) 
แอนติเจน เปนสารหรือส่ิงแปลกปลอมท่ีไมมีอยูในรางกายและเม่ือเขาสู

รางกาย ส่ิงแปลกปลอมนี้จะสามารถกระตุนทําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุ มกันแบบจําเพาะได 
(specific immune response) โดยจะทําใหเกิดการสรางแอนติบอดี หรือ T lymphocyte (มีหนาท่ีทําลาย
เซลลเปาหมาย ควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกัน) ท่ีมีความจําเพาะเจาะจง (specific sensitized    
T lymphocyte) ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนนั้น ๆ ได [14,17-20] ซ่ึงแอนติเจนมีคุณสมบัติ 2 
ประการดวยกัน คือ 

1)  Immunogenicity หมายถึง ความสามารถในการกระตุน ท่ีทําใหเกิด 
specific immune response โดยสาร immunogen คือสารท่ีสามารถกระตุนใหเกิด specific immune 
response ได  

2)  Specific reactivity หรือ antigenicity หมายถึง แอนติเจนชนิดนั้น ๆ 
สามารถทําปฏิกิริยาท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับแอนติบอดี หรือ T lymphocyte ท่ีมากระตุนใหเกิดการ
สรางขึ้นบนแอนติเจน 1 โมเลกุลจะประกอบไปดวยตําแหนงย อยเล็ก ๆ ท่ีจะทําหนาท่ีเปนตัว           
กระตุนตอระบบภูมิคุมกันในรางกาย ซ่ึงเรียกตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจนนี้วา antigenic determinant 
หรือ epitope แอนติเจนแตละตัวจะมี antigenic determinant ไดในจํานวนท่ีมากนอยแตกตางกัน  
ออกไป [14,15-16,20] 

2.2.1.3  การจับกันระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน 
ปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจน เกิดจากใชแรงในการจับกันอยาง

ออนๆ ซ่ึงเปน noncovalent bond ไดแก 
 1)   Electrostatic force (Coulombic force) เปนแรงท่ีเกิด เนื่องจากการจับกัน

ของแอนติบอดีกับแอนติเจนดวยประจุท่ีแตกตางกัน 
2) Hydrogen bonding force เปนแรงท่ีเกิดขึ้นจากการจับกันระหวาง 

hydrophilic group เชน –OH, -NH2, COOH เปนตน ความแข็งแรงระหวางพันธะขึ้นอยูกับความ
ใกลชิดระหวางโมเลกุล 
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3)  Hydrophobic force เปนแรงผลักระหวางโมเลกุลท่ีไมมีขั้วกับโมเลกุล
ของน้ํา โดยเกิดจากการรวมตัวกันของสารท่ีไมมีขั้วหันสวนท่ีเปน hygrophobic group เขาหากัน 

4) Van der Waals force คือแรงระหวางโมเลกุลท่ีอยูใกลกัน แลว
เกิดปฏิกิริยาระหวาง external electron clouds เพ่ือใหแรงดึงดูดของประจุอยูในสภาวะสมดุล 

 
 

 
 

                                                                                         
 

รูปที่ 2.2  การจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจน ในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร  
 ท่ีมาของรูปภาพดัดแปลงมาจาก [21] 

 
  2.2.1.4  การตรึงแอนติบอดีบนวัสดแุมเหล็ก  

ในงานวิจัยนี้จะตรึง anti-CEA ซ่ึงเปนชนิด IgG1 โดยจะตรึง anti-CEA ไว
บนวัสดุแมเหล็กท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี โดยใชพันธะโควาเลนตซ่ึงเปนพันธะท่ีแข็งแรง  

โปรตีนจี เปนโปรตีนท่ีนิยมนํามาใชในการตรึงแอนติบอดีชนิด IgG1 ท้ังนี้
เพราะสามารถควบคุมใหในสวนของโคนของแอนติบอดีใหมาจับกับโปรตีนจี แลวหันสวนปลายของ
แอนติบอดีออกขางนอก เพ่ือจับกับแอนติเจน [22-23] ดังรูปท่ี 2.3 จึงทําใหสามารถตรวจหาปริมาณ
แอนติเจนในความเขมขนต่ําๆได 
 
 
 
 

e-, hv, m 

เกิดการเปล่ียนแปลง ตัวตรวจวดัท่ีเหมาะสม 

ทางเคมีไฟฟา ทางแสง ทางมวล 

= แอนติบอด ี = แอนตเิจน = ตัวรบกวน , 
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รูปที่ 2.3  การตรึงแอนติบอดีท่ีตดิฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ี
 

2.2.2  ประเภทของอิมมูโนเซนเซอร 
อิมมูโนเซนเซอรเปนเทคนิคทางไบโอเซนเซอรท่ีเหมาะสําหรับใชในการตรวจวัด

ปริมาณสารทางดานอิมมูโนวิทยา (immunology) [24] ซ่ึงถือวาเปนวิธีท่ีสําคัญและสามารถนําไป
ประยุกตใชทางดานการแพทยไดเปนอยางมาก เนื่องจากวิธีนี้สามารถใชเปนขอมูลในการวินิจฉัยและ
ติดตามผลการรักษาโรคในชวงเบ้ืองตน โดยอาศัยหลักการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดี
กับแอนติเจนหรือสารท่ีตองการตรวจวิเคราะห การตรวจวัดโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรนี้ สามารถ
แบงเปน 3 วิธี คือ 

2.2.2.1  อิมมูโนเซนเซอรแบบตรง (Direct immunosensor) 
เปนวิธีการตรวจหาแอนติเจนในตัวอยาง โดยมีหลักการคือใหแอนติเจนท่ี

ตองการตรวจวัดจับกับแอนติบอดโีดยตรง ผลจากท่ีแอนติบอดจีับกับแอนติเจนท่ีตองการตรวจหา ทํา
ใหสมบัติทางกายภาพเปล่ียนไปดวยตัวตรวจวัด และวัดผลจากสมบัติทางกายภาพท่ีเปล่ียนไป ซ่ึงเปน
วิธีท่ีงาย ไมซับซอน [25] แตมีขอจํากัดคือตัวตรวจวัดท่ีใชจะตองมีความไววิเคราะหสูง เนื่องจากมีผล
การเปล่ียนท่ีเกิดขึ้นจากการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดเีกิดขึ้นนอย หรือแอนติเจนจะตองมี
น้ําหนักโมเลกุลมาก เพ่ือท่ีจะสามารถตรวจวัดการเปล่ียนแปลงหลังจากแอนติเจนจับกับแอนติบอดีได
งาย  

 
 
 
 

M   M 

= แมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ีM = แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 
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รูปที่ 2.4  อิมมูโนเซนเซอรแบบตรง  
  

ไดมีงานวิจัยท่ีใชวิธีอิมมูโนเซนเซอรแบบตรง เชน การหาปริมาณ CEA โดยการใชอนุภาค
นาโนทองและนาโนแพลทตินัม ตรึงบนขั้วไฟฟาแกรไฟต คารบอนนาโนทิวบดังรูปท่ี 2.5 แลวตรึง
แอนติบอดีท่ีจําเพาะเจาะจงกับแอนติเจนบนอนุภาคนาโนดังกลาว บล็อกดวยกลูโคสออกซิเดส 
(glucose oxidase; GOD) จากนั้นเติมแอนติเจนท่ีตองการตรวจวัดลงไป สัญญาณท่ีได ขึ้นอยูกับ
ปริมาณแอนติเจนในสารตัวอยาง ซ่ึงจากผลท่ีได พบวา สามารถตรวจวัด CEA ไดในชวงความเขมขน 
0.1 pg/ml ถึง 40 ng/ml มีขีดจํากัดในการตรวจวัดเทากับ 0.03 pg/ml (S/N = 3) [26] 

= แอนติบอด ี = แอนตเิจน 
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รูปที่ 2.5  อิมมูโนเซนเซอรแบบตรงเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA [26] 

  Chi-GR-CNTs = Chitosan-graphene-single wall carbonnanotubes 
  DpAu-pt = Au nanoparticle-Pt nanoparticle electrodeposited 
  GOD = glucose oxidase 

 
2.2.2.2  อิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน (Compitative immunosensor) 

หลักการของอิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน จะอาศัยการแขงขันการเขาจับกับ
แอนติบอดีระหวางแอนติเจนท่ีตองการตรวจวัด และแอนติเจนติดฉลากดวยสารติดตาม เชน เอนไซม
หรือวัสดุนาโน สามารถหาปริมาณแอนติเจนท่ีไดจากสารติดฉลากท่ีติดอยูกับแอนติเจน โดยสัญญาณ
ท่ีไดนั้นจะแปรผกผันกับปริมาณแอนติเจนในตัวอยาง การวิเคราะหหาแอนติเจนดวยวิธีนี้เหมาะ
สําหรับสารท่ีมีโมเลกุลนอย เชน หาปริมาณ CEA โดยการใชอนุภาคนาโนแมเหล็กท่ีตรึงดวย
แอนติบอดี จากนั้นเติมสารแอนติเจน และอนุภาคไมโครติดฉลากดวยสารแอนติเจน  [11] 
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รูปที่ 2.6  อิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขันเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA [11] 
 
  2.2.2.3  อิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช (Sandwich immunosensor) 

การตรวจวัดโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช เปนการตรวจวัดโดย
ทางออม โดยการตรึงแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่ง (Primary antibody) บนตัวตรวจวัด และแอนติเจนจะเขาจับ
กับแอนติบอดีท่ีตรึงอยู หลังจากนั้นจะเติมแอนติบอดีตัวท่ีสอง (Secondary antibody) ติดฉลากดวย
สารติดตาม เชน เอนไซม แอนติบอดีดังกลาวนี้จะเขาจับกับแอนติเจนอีกครั้ง ซ่ึงจะสามารถหาปรมิาณ
แอนติเจนไดจากสารติดตาม สัญญาณท่ีไดจะแปรผันตามปริมาณของแอนติเจนในตัวอยาง วิธีนี้จะมี
ความจําเพาะเจาะจงสูง และใหความไววิเคราะหสูง สามารถตรวจหาปริมาณแอนติเจนท่ีมีความ
เขมขนต่ําๆได เชน งานวิจัยท่ีใชอนุภาคนาโนแมเหล็กตรึงดวยแอนติบอดี เพ่ือตรวจหาปริมาณ CEA 
หลังจากนั้นเติมแอนติเจนลงไป จะเกิดการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงกับแอนติบอดี หลังจากนั้นเติม
แอนติบอดีตัวท่ีสองคือ อนุภาคไมโครท่ีติดฉลากดวยแอนติบอดี ลงไปจับแอนติเจนอีกครั้ง ตรวจวัด
สัญญาณจากสารติดฉลาก [11,27] 
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รูปที่ 2.7  อิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิชเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA [11] 
 

2.2.3  ตัวตรวจวัด 
ตัวตรวจวัดท่ีนิยมใชในทางอิมมูโนเซนเซอรไดแก 

 2.2.3.1  ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟา 
ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟา เปนเทคนิคท่ีวัดศักยไฟฟาหรือกระแสไฟฟาท่ี

เปล่ียนไปเม่ือเกิดการจับกันของแอนติเจนกับแอนติบอด ีเทคนิคทางเคมีไฟฟาท่ีนํามาประยุกตใชเปน
ตัวตรวจวัดสําหรับอิมมูโนเซนเซอร เชน เทคนิคแอมเพอรโรเมตริก (Amperometric) และ               
โพเทนชิโอเมตริก (Potemtiometric) สวนใหญแลวเทคนิคแอมเพอรโรเมตริก ถือเปนตัวตรวจวัดท่ี
นิยมใชในทางอิมมูโนเซนเซอร เพราะใหความไวของการวิเคราะหสูง มีความจําเพาะเจาะจงและราคา
ถูก ท่ีผานมาไดมีงานวิจัยเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA (ดังรูปท่ี2.8)โดยใชเทคนิคทางเคมีไฟฟา 
ตัวอยางเชน การหาปริมาณ CEA โดยเคลือบ CEA/colloid Au/chitosan membrane บนขั้วไฟฟา โดย
ใชวิธีการจับกันแบบแขงขันระหวางสารตัวอยางท่ีมี CEA กับแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซม 
สัญญาณจากสารติดฉลากลดลงตามความเขมขนของ CEA ท่ีเพ่ิมขึ้นในสารตัวอยาง ในชวงความเปน
เสนตรง 0.5-25 ng/ml พบวาวิธีนี้ใหคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธเทากับ 0.9981 และขีดจํากัดของการ
ตรวจวัดเทากับ 0.22 ng/ml มีขอดีคือ มีความเสถียรและความถูกตองสูง [23] 
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รูปที่ 2.8  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชตวัตรวจวดัทางเคมีไฟฟา [23] 
 
  2.2.3.2  ตัวตรวจวดัทางมวล 

ตัวตรวจวัดทางมวลอาศัยสมบัติทางมวลท่ีเปล่ียนแปลงไป ตัวตรวจวัดทาง
มวลท่ีใชในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร ไดแก ควอตสคริสตัลไมโครบาลานส  (Quartz crystal 
microbalance ; QCM) ซ่ึงใชหลักการตรึงแอนติบอดีบนผลึกควอตส เพ่ือตรวจหาปริมาณแอนติเจนใน
ตัวอยาง จากนั้นใหพลังงานภายนอกแกผลึกควอตสจะทําใหผลึกควอตสเกิดการส่ัน ความถ่ีของการ
ส่ันจะขึ้นอยูกับมวลท่ีเปล่ียนไป และเม่ือแอนติเจนไปจับกับแอนติบอดีท่ีถูกตรึงอยูบนผลึกควอตส 
สงผลทําใหมวลเพ่ิมขึ้น ความถ่ีของการส่ันก็จะเปล่ียนไปดวย ความสัมพันธระหวางมวลกับความถ่ี 
แสดงดังสมการ 2.2 [28] 

 
     ΔF = (-2.3x10-6 )f02           (2.2) 

 
F คือ ความถ่ีท่ีเปล่ียนไปเม่ือแอนติเจนจับกับแอนติบอด ี 
ƒ0  คือ ความถ่ีของควอตส  
M  คือ มวลท่ีเปล่ียนไปหลังแอนติเจนจับกับแอนติบอด ี 
A  คือ พ้ืนท่ีผิวของควอตส 
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  2.2.3.3  ตัวตรวจวดัทางแสง 
 ตัวตรวจวัดทางแสง ใชสําหรับการตรวจหาชนิดและปริมาณของสารโดย
อาศัยหลักการท่ีวา สารแตละชนิดสามารถดูดกลืนรังสีไดในชวงความยาวคล่ืนเฉพาะของสารแตละ
ชนิด และปริมาณการดูดกลืนรังสีนั้นขึ้นอยูกับความเขมขนของสาร โดยยูวี-วิสิเบิลสเปกโตร           
โฟโตมิเตอร เปนเครื่องมือท่ัวไปท่ีใชในการตรวจวัดปริมาณแสงในชวงรังสียูวีและชวงแสงขาว ท่ี
ทะลุผานหรือถูกดูดกลืนได ท่ีเกิดจากสารตัวอยาง สารตัวอยางสวนใหญเปนสารประกอบเชิงซอน 
สารอินทรีย และสารอนินทรียท่ีสามารถดูดกลืนแสงในชวงความยาวคล่ืนเหลานี้ได ในปจจุบันเครื่อง
ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร ไดมีการพัฒนาใหมีขนาดเล็กลง กระทัดรัด มีความไววิเคราะห และ
ใหผลลัพธท่ีถูกตองแมนยํามากยิ่งขึ้น รวมท้ังการพัฒนาโปรแกรมท่ีใชควบคูกับเครื่องมือในการ
วิเคราะหใหงายขึ้น และสามารถเช่ือมกับเทคนิคอ่ืนๆไดอีกดวย ซ่ึงจากการพัฒนานี้ทําใหเครื่อง          
ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร สามารถนําไปใชงานไดกวางขึ้น  

ไดมีงานวิจัยกอนหนานี้ ใชวิธีอิมมูโนเซนเซอรโดยใชตัวตรวจวัดทางแสง 
สําหรับหาปริมาณ CEA ดังรูป 2.9 ใชเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช โดยใชอิมมูโนแมกเนติก
บีดตรึงดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ CEA ภายใตสนามแมเหล็ก วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลง
ไปท่ีความยาวคล่ืน 300 ถึง 500 nm สัญญาณท่ีได แปรผันโดยตรงกับความเขมขนของ CEA ใน
ตัวอยาง วิธีนี้มีชวงความเปนเสนตรง 0 ถึง 50 ng/ml และมีขีดจํากัดในการตรวจพบเทากับ 5.0 pg/ml 
[29] 

 
 

รูปที่ 2.9  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยเทคนิคอิมมูโนเซอรแบบแซนวิชโดยใชตัวตรวจวัดทาง 
  แสง [29] 
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2.3  การเพิ่มความไววิเคราะห  
2.3.1  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยอนุภาคนาโนทอง 

โดยการนําอนุภาคนาโนทองมาใชในการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวใหมากยิ่งขึ้น เพ่ือเพ่ิมปริมาณ
แอนติบอด ีซ่ึงไดมีหลายงานวิจัยกอนหนานี้ท่ีไดใชอนุภาคนาโนทองในการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวในการตรึง
แอนติบอด ี[30-32] เชน การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชอนุภาคนาโนทองเพ่ือเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวบน
ขั้วไฟฟา ทําใหแอนติบอดีสามารถเกาะติดบนขั้วไฟฟาไดมากขึ้น ตรวจหาปริมาณ CEA โดยใช
เทคนิคแอมเพอรโรเมตริก ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม สัญญาณการตอบสนองของ CEA มีชวงความ
เปนเสนตรงจาก 1 fg/ml ถึง10 ng/ml มีขีดจํากัดของการตรวจพบต่ําถึง 0.015 fg/ml [32] แตมีขอเสีย
เนื่องจากอนุภาคนาโนทองสังเคราะหมาจากสารละลายทองซ่ึงมีราคาแพง 
 
 

 
 
 
รูปที่ 2.10  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชอนุภาคนาโนทองในการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิว [32] 
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2.3.2  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยอนุภาคนาโนเงิน 
ไดมีงานวิจัยกอนหนานี้ใชอนุภาคนาโนเงินรวมกับอนุภาคนาโนทอง [27] ในการ

เพ่ิมพ้ืนท่ีผิวโดยใช 1,4 - benzenedimethanethiol เปนตัวเช่ือม หลังจากนั้นเม่ือเติมกรดไนตริกลงไป 
ทําใหอนุภาคนาโนเงินละลาย จากนั้นเติมสาร Thionine สารชนิดนี้จะดูดซับบนผิวของอนุภาค        
นาโนทอง และ HAuCl4 เพ่ือใหเกิดเปนแผนฟลมบางบนผิวหนาดวยปฏิกิริยารีดักช่ัน เม่ือเติม
แอนติบอดีลงไป แอนติบอดีจะดูดซับโดยตรงบนทอง และเม่ือเติมแอนติเจนลงไป แอนติเจนจะจับกับ
แอนติบอดีอยางจําเพาะเจาะจง ผลการวิจัยพบวา เทคนิคนี้มีความไววิเคราะหสูง ชวงความเปน
เสนตรงกวาง (10 pg/ml ถึง 100 ng/ml) มีขีดจํากัดของการตรวจวัดเทากับ 3 pg/ml [27] แตมีขอดอย
คือ อนุภาคนาโนเงินไมเสถียร ทําใหเปล่ียนรูปไดงาย  

 
 
 

 
 
 
รูปที่ 2.11  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชอนุภาคนาโนเงินรวมกับอนุภาคนาโนทอง [27] 
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2.3.3  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยวัสดุแมเหล็ก  
  วัสดุแม เหล็ก  เปนท่ีนิยมนํามาใชในการเ พ่ิมความไววิ เคราะหในเทคนิค                
อิมมูโนเซนเซอร เพราะวัสดุแมเหล็กมีความเสถียรสูง สังเคราะหงาย และราคาถูก [33,34-36] วัสดุ
แมเหล็กท่ีนิยมนํามาใชในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรคือแมกเนติกบีด ซ่ึงเปนวัสดุแมเหล็กท่ีอยูในรูป
ของเหล็กออกไซด แมกนีไทต (Fe3O4)  สังเคราะหไดจากวิธีตกตะกอนรวมระหวางเฟอรรัส คลอไรด 
(Ferrous chloride) และ เฟอรริก คลอไรด (Ferric chloride) การประยุกตใชแมกเนติกบีดในเทคนิค
อิมมูโนเซนเซอรมีท้ังแบบตรง แบบแขงขันและแบบแซนวิช [37,38-41] ตัวอยางเชน  Eguilaz และ
คณะ [42] ไดนําแมกเนติกบีดมาใชในการวิ เคราะหหาปริมาณฮอรโมนเทสโทสเตอรโรน 
(Testosterone) ดวยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน ดังรูปท่ี 2.12 โดยตรึงแอนติบอดีไวบน     
แมกเนติกบีด ใชแมเหล็กภายนอกดูดใหแมกเนติกบีดท่ีตรึงแอนติบอดีอยูกับท่ี และติดฉลากแอนติเจน
ท่ีเขาแขงขันดวยเอนไซม ตรวจวัดปริมาณของฮอรโมนเทสโทสเตอรโรนจากสารติดฉลากดวยเทคนคิ
ทางเคมีไฟฟา พบวาวิธีดังกลาวแมกเนติกบีดท่ีตรึงแอนติบอดีมีความเสถียรสูงถึง 25 วัน และมี
ขีดจํากัดการตรวจวัด คือ 1.7 pg/ml  

 
 

 
 

รูปที่ 2.12 การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยวัสดุแมเหล็กโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน [42] 
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นอกจากนั้นยังมีงานวิจัยท่ีนําแมกเนติกบีดไปใชในการวิเคราะหหาปริมาณไวรัส H9N2 ซ่ึง
เปนไวรัสสายพันธหนึ่งของไขหวัดนก ดวยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช โดยขยายสัญญาณ
ดวยแมกเนติกบีดตรึงดวยสารติดฉลากเอนไซมกลูโคสออกซิเดส ตรวจวัดปริมาณไวรัสจากปฏิกริยิาท่ี
เกิดจากเอนไซมติดฉลาก จากปฏิกิริยาใหอิเล็กตรอน และตรวจวัดปริมาณอิเล็กตรอนท่ีเกิดขึ้นโดยใช
เทคนิคทางเคมีไฟฟา (รูปท่ี 2.13) พบวาวิธีนี้ใหความไววิเคราะหสูงกวาเม่ือเปรียบเทียบกับไมไดขยาย
สัญญาณดวยแมกเนติกบีด  4.7 เทา  และแอนติบอดีท่ีถูกตรึงอยูบนแมกเนติกบีดมีความเสถียรสูงถึง 2 
เดือน [43] จากขอดีของแมกเนติกบีดดังกลาวจึงทําใหในงานวิจัยนี้สนใจท่ีจะนําแมกเนติกบีดมาใชใน
การขยายสัญญาณเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA ดวยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช 

 

 

 

รูปที่ 2.13  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยวัสดุแมเหล็กโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช [43] 



 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1  สารเคมีและอุปกรณ 

3.1.1  สารเคมี 
3.1.1.1    โมโนโครนอล แอนต-ิคารซิโนเอมบริโอนิก แอนติเจน แอนติบอดี 

(Monoclonal Anti-carcinoembryonic Antigen antibody; anti-CEA, Sigma-Aldrich) 
3.1.1.2    คารซิโนเอมบริโอนกิ แอนติเจน (Carcinoembryonic antigen; CEA, 

Sigma-Aldrich) 
3.1.1.3    3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน (3,3’,5,5’-tetramethylbenzidine; TMB, 

Analytical reagent, Sigma-Aldrich) 
3.1.1.4    ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (Hydrogenperoxide; H2O2, Analytical reagent, 

Sigma-Aldrich) 
3.1.1.5    ไบโอติน 3-ซัลโฟ-เอ็น-ไฮดรอกซิซักซินิไมด เอสเทอร โซเดียม ซอลต

(Biotin 3-sulfo-N-hydroxxysuccinimide ester sodium salt; BAC-SulfoNHS, Analytical reagent, 
Sigma-Aldrich) 

3.1.1.6    สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส (Streptavidin-peroxidase, Analytical 
reagent, Sigma-Aldrich)  

3.1.1.7    ซีรั่ม โบวีน อัลบูมิน (Serum bovine albumin; BSA, Sigma-Aldrich) 
3.1.1.8    โซเดียมไฮดรอกไซด (Sodium hydroxide; NaOH, Analytical reagent, 

Ajex Finechem) 
3.1.1.9  โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (Sodium hydrogen carbonate; NaHCO3, 

Analytical reagent, Ajex Finechem) 
3.1.1.10  ไดโซเดียมคารบอเนต (Di-sodium carbonate; Na2CO3, Analytical reagent, 

Ajex Finechem) 
3.1.1.11  โซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต (Sodium di-hydrigen 

orthophosphase; NaH2PO4, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
3.1.1.12  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต (Di-sodium hydrogen 

orthophosphase; Na2HPO4, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
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3.1.1.13  ไมโครแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี (Micromagnetic beads coated 
Protein G, Dynal Invitrogen) 

3.1.1.14  แอลฟา-ฟโตโปรตีน (Alpha-Fetoprotein; AFP, Pacific Science) 
3.1.1.15  นิวรอนสเปซิฟกอีโนเลส (Neuron Specific Enolase; NSE, Pacific 

Science)  
3.1.1.16  สกิมมิลค (Skim milk, Difco Laboratorise) 
3.1.1.17  กรดยูรกิ (Uric acid, Analytical reagent, Sigma-Aldrich) 
3.1.1.18  กรดซัลฟวรกิ (Sulfuric acid; H2SO4, Analytical reagent, J.T.Baker) 
3.1.1.19 กลูตารอลดีไฮด (Glutaraldehyde; HCO(CH2)3CHO, Analytical reagent, 

Sigma-Aldrich) 
3.1.1.20  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, พีเอช 7.40 (0.1 M 

phosphate buffer solution) เตรียมจาก 
    สารละลาย A : สารละลาย 0.2 M โซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต 
โดยช่ังโซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต 27.80 g ปรับปริมาตรเปน 1,000 ml ดวยน้ํากล่ัน 

 สารละลาย B : สารละลาย 0.2 M ไดโซไฮโดรเจนออรโทเดียมฟอสเฟต 
โดยช่ังไดโซไฮโดรเจนออรโทเดียมฟอสเฟต 358.14 g ปรับปริมาตรเปน 1,000 ml ดวยน้ํากล่ัน  

 ผสมสารละลาย A ปริมาตร 95 ml ลงในสารละลาย B ปริมาตร 405 ml 
ปรับปริมาตรเปน 1,000 ml ดวยน้ํากล่ัน และปรับใหไดพีเอช 7.40 

3.1.1.21  สารละลายคารบอเนตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 9.60 
  ช่ังไดโซเดียมคารบอเนต 0.159 g  ผสมกับโซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต 

หนัก 0.293 g ละลายดวยน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 100 ml ดวยน้ํากล่ัน และปรับพีเอชใหได 9.60 ดวย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 M 

3.1.1.22  ตัวอยางซีรั่มจากโรงพยาบาลศูนยการแพทยสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 
สยามบรมราชกุมาร ี

3.1.2  เครื่องมือและอุปกรณ 
3.1.2.1   ไมโครเพลท (Micro plate) 
3.1.2.2   ไมโครปเปต ขนาด 10, 100, 1,000, และ 5,000 µl 
3.1.2.3    เครื่องเขยา รุน VORTEX-GENIE2 
3.1.2.4    เครื่องกวนแมเหล็ก พรอมแมกเนตกิบาร (IKA RH basic 1) 
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3.1.2.4  เครื่อง ยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร (UV-visible spectrophotometer)  
รุน UV-1601 บริษัท SHIMATSU 

3.1.2.5   เครื่องมือวัดกรดดาง (pH meter) รุน Model UB-10 ยี่หอ DENVER 
INSTRUMENT บริษัท เบคไทย กรุงเทพอุปกรณเคมีภณัฑ 

3.1.2.6   กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope; 
SEM ยี่หอ JEOL รุน JSM-6301F) 
 
3.2 การทดลอง 

3.2.1  เตรียมแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี  
เขยาสารละลายแมกเนติกบีดดวยเครื่องเขยาเปนเวลา 5 นาที และปเปตมาปริมาตร 

50 µl (1.5 mg) ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก แลวแยกสารละลายออกจากแมกเนติกบีดโดยใชแมเหล็ก
ภายนอกในการแยก และดูดสารละลายออก ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M, 
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง นําไปวัดสมบัติทางกายภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

3.2.2  เตรียมแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิ (ดังรูปท่ี 3.1) 
ขั้นแรกทําการไดอะไลซีส (dialysis) โดยปเปตสารละลายแอนติบอดีความเขมขน 

6.5 mg/ml ปริมาตร 500 µl ลงในถุงไดอะไลซีสขนาด 8/32 และนําไปแชในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 โดยกวนอยางตอเนื่องเปนเวลา 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 0C เพ่ือ
กําจัดโซเดียมเอไซด (sodium azide) จากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M,     
pH 7.20 ลงในไบโอติน ใหมีความเขมขนสุดทายของไบโอตินเปน 10 mg/ml ปเปตสารละลายท่ีไดลง
ในสารละลายแอนติบอดีท่ีผานการไดอะไลซีสเรียบรอยแลว กวนตอเนื่องเปนเวลา 30 นาทีท่ี
อุณหภูมิหอง จากนั้นนําสารละลายผสมท่ีไดไปทําการไดอะไลซีส อีกครั้งดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 10 mM, pH 7.40 กวนตอเนื่องเปนเวลา 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 0C เก็บ
สารละลายผสมท่ีผานการไดอะไลซีสเรียบรอยแลวไวท่ีอุณหภูมิ -700C เพ่ือนําไปใชงานในขั้นตอไป 
 
 
 
 
 
 



36 
 

 
 
 
    
 

 
รูปที่ 3.1  การตดิฉลากแอนติบอดดีวยไบโอติน 
 

3.2.3  ตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจ ี 
(ดังรูปท่ี 3.2) 

ลางแมกเนติกบีดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 
และปเปตแมกเนติกบีด ปริมาตร 50 µl ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม 0.5 M กลูตารอลดีไฮด 
ปริมาตร 100 µl เพ่ือเปนตัวเช่ือมระหวางแมกเนติกบีดกับแอนติบอดี ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 30 นาที          
ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง ปเปต
สารละลายแอนติบอดท่ีีติดฉลากดวยไบโอตินปริมาตร 1,300 µl ลงในแมกเนติกบีดปริมาตร 325 µl  
โดยใชอัตราสวนระหวางแมกเนติกบีดตอแอนติบอดี เปน 1.5 mg ตอ 10 µg ตามลําดับ ตั้งท้ิงไว      
เปนเวลา 12 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 2-8 0C แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M,        
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง  จากนั้นเติม 1% w/v ซีรั่มโบวีนอัลบูมิน แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง และนําสารละลายท่ีไดไปตรวจสอบสมบัติทาง
กายภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 3.2  การตรึงแอนติบอดีท่ีตดิฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ี

M   M 

= แมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ีM = แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 

= แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน =  ไบโอติน = แอนติบอดี 



37 
 

3.2.4  วิธีการวิเคราะหหา CEA  
ขั้นท่ี 1 เคลือบแอนติบอดีลงในไมโครเพลทดวยสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร 

ความเขมขน 0.1 M ปริมาตร 100 µl จากนั้นปเปตสารละลายแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งความเขมขน         
0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลท ท่ีมีสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอรเคลือบอยู และปเปต 
1% w/v สกิมมิลค ปริมาตร 200 µl ลงในไมโครเพลท ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 12 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 40C 
จากนั้นดูดสารละลายท้ังหมดออก แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M,      
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง ขั้นท่ี 2 เติม CEA ความเขมขน 5 ng/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ี
อุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นขั้นท่ี 3 
เติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ี
อุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง   
ขั้นท่ี 4 เติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลาง
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง และขั้นท่ี 5 เติม 
3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl 
(ไดสารละลายสีน้ําเงิน) และหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก ปริมาตร 100 µl (ไดสารละลายสี
เหลือง) และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร 
ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 
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รูปที่ 3.3  หลักการตรวจหาปริมาณ CEA โดยอาศัยเทคนคิอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช  

ขั้นท่ี (1) การเคลือบแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งในไมโครเพลท ขั้นท่ี (2) การเติมแอนติเจน  
(CEA) ขั้นท่ี (3) การเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน ขั้นท่ี (4) 
การเติม สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ขั้นท่ี (5) การเติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน
ผสมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 
 
 
 
 

(1) 

(2) 

(3) (4) 

(5) ไมโครเพลท 

M 

M M 

TMB+H2O2 

Optical Signal 

 0.5 M H2SO4 

(yellow) 

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ λ450 nm 

TMB+H2O2 =  3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน+ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

= สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 

= แอนติเจน 

M = แมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 

= แอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 



39 
 

3.2.5  การหาสภาวะท่ีเหมาะสม 
  วัตถุประสงคของการทดลองนี้เพ่ือ หาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีตรวจหา CEA โดย
ใชเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช ใหสามารถตรวจหาปริมาณ CEA ท่ีมีความเขมขนต่ําๆได 
สภาวะท่ีทําการทดลองไดแก ศึกษาผลของการหยุดปฏิกิริยา ศึกษาผลของความเขมขนของแอนติบอดี
ตัวท่ีหนึ่ง ศึกษาหาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา ศึกษาผลความเขมขนของ CEA ศึกษาหาความเขมขน
ของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินท่ีเหมาะสม และ ศึกษาหาความเขมขนท่ี
เหมาะสมของเอนไซมสเตร็ปตาวิดนิ-เปอรออกซิเดส สรุปสภาวะท่ีจะศึกษาไดดังตารางท่ี 3.1 ซ่ึงทุก
สภาวะท่ีศึกษา ทําการทดลองโดยเปล่ียนแปลงสภาวะท่ีตองการศึกษา สวนสภาวะอ่ืนคงท่ี 
 
ตารางที่ 3.1  แสดงสภาวะท่ีตองการศึกษาในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA  
 

สภาวะท่ีศึกษา การทดลอง 
1. ผลของการหยุดปฏิกิรยิา แบบท่ี 1 ไมหยุดปฏิกิริยา 

แบบท่ี 2 หยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวรกิ  
2. ความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 0.01, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 และ 0.25 mg/ml 
3. เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิรยิา 20, 30, 40 ,50, 60, 70, 80 และ 90 นาที 
4. ความเขมขนของ CEA 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 และ 20.0 ng/ml 
5. ความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวย  
    แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 

0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 
 2.5 mg/ml 

6. ความเขมขนของสเตร็ปตาวิดนิ-เปอรออกซิเดส 0.002, 0.004, 0.006, 0.008, 0.01, 0.012, 0.014, 
0.016, 0.018 และ 0.02 mg/ml  
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  3.2.5.1  ศึกษาผลของการหยุดปฏิกิริยา 
ศึกษาผลของการหยุดปฏิกิริยา ทําการทดลองพรอมกันสองแบบคือ       

แบบท่ี 1 ทําการทดลองโดยไมหยุดปฏิกิริยา และ แบบท่ี 2 ทําการทดลองโดยหยุดปฏิกิริยาดวยกรด
ซัลฟวริก โดยใชแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 0.1 mg/ml และ CEA ท่ีความเขมขนเดียวกันคือ 5.0 ng/ml 
ปริมาตร 30 µl โดยทําการทดลองตามขั้นตอนท่ี 3.2.4 การทดลองแบบท่ี 1 จะไดสารละลายสีน้ําเงิน 
ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 0-45 นาที และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 650 nm 
สวนแบบท่ี 2 เม่ือไดสารละลายสีน้ําเงินแลว ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก ปริมาตร 
100 µl จะไดเปนสารละลายสีเหลือง ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 0-45 นาที และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  
  3.2.5.2  ศึกษาผลของความเขมขนของแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่ง 

ศึกษาหาความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งท่ีเหมาะสม ทําการทดลอง
โดยใชความเขมขนของแอนติบอดท่ีีความเขมขนตางๆ คือ 0.01, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 และ 0.25 mg/ml 
แตละความเขมขน เติม CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง 
แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม   
แมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดตีิดฉลากดวยไบโอตินความเขมขน 1.0 mg/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิง
ไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 
จํานวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสความเขมขน 0.01 mg/ml ปริมาตร 30 µl 
ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 
ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
ปริมาตร 50 µl ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก ปริมาตร 100 µl แลวนําสารละลายท่ีได
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  

3.2.5.3  ศึกษาหาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา 
ศึกษาผลของเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา โดยทําการทดลองท่ีเวลา 20, 30, 

40, 50, 60, 70, 80 และ 90 นาที โดยเคลือบแอนติบอดีความเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร30 µl ใน      
ไมโครเพลท จากนั้นเติม CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไวท่ีเวลาตางๆท่ี
อุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง 
จากนั้นเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไวท่ีเวลา
ตางๆท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน      
3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสความเขมขน 0.01 mg/ml ปริมาตร 30 µl           
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ตั้งท้ิงไวท่ีเวลาตางๆท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M,                 
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M                   
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl โดยตั้งท้ิงไวท่ีเวลาตางๆ และทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M 
กรดซัลฟวริก ปริมาตร 100 µl แลวนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน        
450 nm  

3.2.5.4  ศึกษาผลความเขมขนของ CEA 
ศึกษาผลของความเขมขนของ CEA ท่ีความเขมขนตางๆ คือ 1.0, 2.5, 5.0, 

10.0, 15.0 และ 20.0 ng/ml ตามลําดับ โดยใชแอนติบอดคีวามเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl, CEA 
ปริมาตร 30 µl ท่ีความเขมขนท่ีกลาวขางตน ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวย
แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-        
เปอรออกซิเดส ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร     
50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M        
กรดซัลฟวริก 100 µl แลวนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  
  3.2.5.5  ศึกษาหาความเขมขนของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวย 
ไบโอตินท่ีเหมาะสม 

ศึกษาผลของความเขมขนของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลาก
ดวยไบโอติน ท่ีความเขมขนตางๆ คือ 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0 1.5, 2.0 และ 2.5 mg/ml ตามลําดับ 
โดยใชแอนติบอดีความเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl, CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร      
30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, 
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดตีิดฉลากดวยไบโอติน ปริมาตร 
30 µl ท่ีความเขมขนตางๆขางตน ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 
ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 
0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดปริมาตร 50 µl ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก 100 µl แลวนํา
สารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  
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3.2.5.6  ศึกษาหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 
ศึกษาหาความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ท่ีความเขมขนตางๆ 

คือ 0.002, 0.004, 0.006, 0.008, 0.01, 0.012, 0.014, 0.016, 0.018 และ 0.02 mg/ml ตามลําดับ โดยใช
แอนติบอดคีวามเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl, CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิง
ไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 
จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน  ความเขมขน     
0.5 mg/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
ความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ปริมาตร 
30 µl ท่ีความเขมขนตางๆท่ีกลาวขางตน ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน 
ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย       
0.5 M กรดซัลฟวริก 100 µl แลวนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  

3.2.6  การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห (Validation method) 
การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเ พ่ือหาประสิทธิภาพของวิธี ท่ีพัฒนาขึ้นมา โดย

ทําการศึกษาหาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห ความถูกตองของวิธีวิเคราะห ความเปนเสนตรง ขีดจํากัด
ในการตรวจพบ ขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ และ ความจําเพาะเจาะจงของวิธี ซ่ึงมีขั้นตอน
การทดลองตามขอ 3.2.4 และทําการทดลองภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมดังตารางท่ี 3.2 
 
ตารางที่ 3.2  แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
 

สภาวะท่ีศีกษา การทดลอง 
1. หยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริก กรดซัลฟวริก 0.5 M ท่ีเวลา 15 นาที 
2. ความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 0.1 mg/ml 
3. เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา 60 นาที 
4. ความเขมขนของ CEA 5.0 ng/ml 
5. ความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติด 

ฉลากดวยไบโอติน 
0.5 mg/ml 
 

6. ความเขมขนของสเตร็ปตาวิดนิ-เปอรออกซิเดส 0.01 mg/ml 
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3.2.6.1  การหาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห  
1)  ศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห  

ศึกษาการทําซํ้าโดยใช CEA ความเขมขน 5 ng/ml ปริมาตร 30 µl โดยทํา
การทดลองซํ้า 7 ครั้งในวันเดียวกัน จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 450 nm แลวคํานวณหาคา สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (Relative standard deviation ; RSD) 

2)  ศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห  
ศึกษาการทวนซํ้าโดยใช CEA ความเขมขน 5 ng/ml ปริมาตร 30 µl ทํา

การทดลองวันละ 1 ครั้ง เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 450 nm แลวคํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ  

3.2.6.2  ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห  
ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะหโดยการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน    

โดยเติม CEA ท่ีความเขมขน 0.5, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 ng/ml ลงในตัวอยางจริง จํานวน 5 ตัวอยาง
ตามลําดับ จากนั้นทําการทดลองเชนเดียวกับการวิเคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งในขอ 3.2.4 และนํา
สารละลายท่ีไดไปวัดวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และนําคาท่ีไดคํานวณหาคา
เปอรเซ็นตการไดกลับคืนโดยใชกราฟมาตรฐานของ CEA ท่ีความเขม 0.5 ถึง 9.5 ng/ml 

3.2.6.3  ศึกษาความเปนเสนตรง  
ศึกษาความเปนเสนตรงโดยใชแอนติบอดีความเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 

30 µl, CEA ท่ีความเขมขนตางๆ คือ 0.01, 0.03, 0.05, 1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 80.0 
และ 100.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl นําสารละลายท่ีไดไปวัดวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน       
450 nm และนําขอมูลท่ีไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CEA กับคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีได 
  3.2.6.4  หาขีดจํากัดในการตรวจพบ  

หาขีดจํากัดในการตรวจพบ โดยการวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงของ
สารละลายแบลงค (สารละลายบัฟเฟอร) จํานวน 7 ครั้ง แลวคํานวณหา % RSD เพ่ือนํามาคํานวณหา
ขีดจํากัดการตรวจพบ 
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3.2.6.5  หาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ  
 หาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ โดยการวัดคาดูดกลืนคล่ืนแสงของ

สารละลายแบลงค จํานวน 7 ครั้ง แลวคํานวณหา % RSD เพ่ือนํามาคํานวณหาขีดจํากัดการตรวจพบ
เชิงคุณภาพ โดยความเขมขนท่ีได ตองมีความเท่ียงและเปอรเซ็นตการไดกลับคืนท่ียอมรับได ณ    
ความเขมขนนั้น 
  3.2.6.6  ศึกษาความจําเพาะเจาะจงของวิธี  

ศึกษาความจําเพาะเจาะจงของวิธีดวยสารบงช้ีมะเร็ง คือ AFP, NSE และ 
กรดยูริก เปรียบเทียบกับ CEA ท่ีความเขมขนเดียวกันคือ 5.0 ng/ml โดยทําการทดลองเชนเดียวกับ    
การวิเคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งในขอ 3.2.4 ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม แตใช AFP, NSE และ กรดยูริก 
แทน CEA และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  

3.2.7  การหาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหโดยใชแมกเนตกิบีด 
  ศึกษาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหโดยทําการทดลองสองแบบคือ 
แบบท่ี 1 ใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินเปน
แอนติบอดีตัวท่ีสอง แบบท่ี 2 ใชแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินเปนแอนติบอดีตัวท่ีสอง โดยท้ัง
สองแบบจะทําการทดลองเชนเดียวกับการวิเคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งในขอ 3.2.4 ภายใตสภาวะท่ี
เหมาะสม โดยเคลือบแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งความเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl บนไมโครเพลท 
เติม CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl และใชแอนติบอดีตัวท่ีสองความเขมขน 0.5 mg/ml 
ปริมาตร 30 µl เติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ปริมาตร 30 µl จากนั้นเติมสับสเตรทคือ      
3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl 
และหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก ปริมาตร 100 µl นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีไดกับความเขมขนของ CEA เพ่ือเปรียบเทียบผลระหวางการทดลองท้ังสองแบบ   

3.2.8  การตรวจหา CEA ในตวัอยางซีรั่ม 
  เม่ือไดวิธีและสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหแลว จึงนําไปวิเคราะหหาปริมาณ 
CEA ในตัวอยางจริง ซ่ึงใชตัวอยางซีรั่มท่ีผานการปนเอาเม็ดเลือดแดงออก จํานวน 5 ตัวอยาง โดยนํา
ตัวอยางซีรั่มท้ัง 5 ตัวอยางมาเจือจาง 2 เทา ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร จากนั้นทําการทดลอง
เชนเดียวกับการวเิคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งในขอ 3.2.4 ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม โดยใชตัวอยางซีรั่ม
แทน CEA ในการทดลอง หลังจากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน   
450 nm และคํานวณหาความเขมขนของ CEA จากสมการเสนตรงของกราฟมาตรฐาน 



บทท่ี 4  
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1  การตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนติกบีดที่เคลือบดวยโปรตีนจี 

ผลการตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี เม่ือ
นําไปตรวจสอบการเกาะติด โดยนําแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีกอนตรึงแอนติบอดี และหลัง
ตรึงแอนติบอดี ไปตรวจสอบสมบัติทางกายภาพ ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดพบวา
หลังจากตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี (รูปท่ี 4.2 ข) 
ขนาดอนุภาคมีขนาดใหญขึ้น และมีผิวของแมกเนติกบีดเรียบขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกับกอนตรึง
แอนติบอด ี(รูปท่ี 4.2 ก) เนื่องจากแอนติบอดตีิดฉลากดวยไบโอตินไปเกาะบนผิวของแมกเนติกบีด จึง
ทําใหขนาดของแมกเนติกบีดเพ่ิมขึ้น และผิวของแมกเนติกบีดเรียบขึ้น จากผลการทดลอง จึงคาดวา
แอนติบอดีสามารถตรึงบนแมกเนติกบีดได และเม่ือนําไปทดสอบ โดยนําไปใชเปนแอนติบอดีตัวท่ี
สองในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA พบวาการทดลองใหผลบวก ดังนั้นจึงสรุปไดวา 
แอนติบอดีสามารถตรึงอยูบนแมกเนติกบีดไดจริง  
 
 

 
 

รูปที่ 4.1  ภาพสมบัติทางกายภาพของแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจกีอนตรึงแอนติบอด ี(ก)  
  และแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีหลังตรึงแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวยไบโอติน (ข)  
  ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

 

ก ข 
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4.2  การหาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีวิเคราะห 
4.2.1  ศึกษาผลของการหยุดปฏิกริิยาโดยใชกรดซัลฟวรกิ 

คาการดูดกลืนแสงท่ีได ควรขึ้นกับความเขมขนของแอนติเจน ดังนั้นเม่ือส้ินสุด
ปฏิกิริยา คาการดูดกลืนแสงท่ีไดตองคงท่ี จึงทําการศึกษาผลของการใชกรดซัลฟวริกในการหยุด
ปฏิกิริยา โดยทําการทดลองพรอมกันสองแบบคือ แบบท่ี 1 ทําการทดลองโดยไมหยุดปฏิกิริยา และ 
แบบท่ี 2 ทําการทดลองโดยหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริก ผลการทดลองท่ีไดเปนดงัตารางท่ี 4.1 และ
รูปท่ี 4.2 พบวาการทดลองแบบท่ี 1 ไมไดหยุดปฏิกิริยา ไดสารละลายสีฟา (รูปท่ี 4.2 ก) จะเห็นไดวา
การดูดกลืนแสงจะเพ่ิมขึ้นเม่ือเวลาเพ่ิมขึ้น เม่ือเทียบกับการทดลองแบบท่ี 2 การหยุดปฏิกิริยาดวยกรด
ซัลฟวริก จะไดสารละลายเปนสีเหลือง เพราะเม่ือ TMB อยูในรูปของตัวออกซิไดซในสารละลายกรด 
จะเปล่ียนจากสารละลายสีฟาเปนสีเหลือง (รูปท่ี 4.2 ข) แสดงใหเห็นวาการดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้นตาม
เวลาท่ีเพ่ิมขึ้น และคงท่ี ท่ีเวลา 15 นาที ท้ังนี้เพราะ สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสเปนโปรตีน เม่ืออยู
ในสภาวะเปนกรดแก โครงสรางของโปรตีนจะเสียสภาพ ทําใหไมสามารถเกิดปฏิกิริยาไดอีกตอไป 
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกท่ีจะหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 0.5 M เปน         
เวลา 15 นาที ในการทดลองขั้นตอไป 

 

ตารางที่ 4.1  แสดงผลของการหยุดปฏิกิริยาโดยใชกรดซัลฟวริก 
 

เวลา (นาที) 
คาการดูดกลืนแสง 

ไมใชกรดซัลฟวริก ใชกรดซัลฟวริกในการหยุด
ปฏิกิริยา 

0 0.0181 0.0833 
5 0.0981 0.1295 
10 0.1380 0.1350 
15 0.2370 0.1430 
20 0.3732 0.1441 
25 0.7151 0.1430 
30 0.9460 0.1452 
35 1.3532 0.1442 
40 1.6872 0.1440 
45 1.9250 0.1441 
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รูปที่ 4.2  คาการดูดกลืนแสงท่ีไดจากการทดลองโดยไมใชกรดซัลฟวรกิ (ก) และใชกรดซัลฟวริกใน 

การหยุดปฏิกริิยา (ข)  
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4.2.2  ศึกษาผลของความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 
ปริมาณของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง ท่ีเคลือบอยูบนไมโครเพลท มีผลตอการวิเคราะห

หาปริมาณ  CEA ถามีปริมาณแอนติบอดีมาก จะทําใหการเขาจับของ CEA เพ่ิมมากขึ้น แตถามี
แอนติบอดีนอย การเขาจับกับ CEA ก็นอยลง ดังนั้นจึงทําการศึกษาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ
แอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง ท่ีความเขมขน 0.01, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 mg/ml เม่ือนําสารละลายท่ี
ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm พบวาคาการดูดกลืนแสงมีคาเพ่ิมขึ้นตามความ
เขมขนของแอนติบอดท่ีีเพ่ิมขึ้น (ตารางท่ี 4.2 และรูปท่ี 4.3) จนถึงท่ีความเขมขน 0.10 mg/ml และเม่ือ
ความเขมขนเพ่ิมขึ้นมากกวา 0.1 mg/ml คาการดูดกลืนแสงไมเปล่ียนแปลงตามความเขมขนของ
แอนติบอดีท่ีเพ่ิมขึ้น เพราะพ้ืนท่ีของไมโครเพลทมีจํากัด แอนติบอดีท่ีเหลือจึงไมสามารถเกิดปฏิกิริยา
ได ทําใหสัญญาณท่ีไดเม่ือแอนติบอดีมากกวา 0.10 mg/ml จึงมีคาคงท่ี ดังนั้นสรุปไดวาความเขมขน
ของแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่งท่ีเหมาะสมคือ 0.1 mg/ml 
 
 ตารางที่ 4.2  แสดงผลของความเขมขนของแอนติบอดีตวัท่ีหนึง่ท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA  
 

ความเขมขนของ
แอนติบอดตีัวท่ีหนึ่ง 

(mg/ml) 

คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย  

0.01 0.0610 0.0600 0.0610 0.0603 0.0005 
0.05 0.1570 0.1550 0.1560 0.1560 0.0010 
0.10 0.2720 0.2730 0.2730 0.2720 0.0010 
0.15 0.3040 0.2270 0.2780 0.2697 0.0392 
0.20 0.2760 0.2780 0.2790 0.2777 0.0015 
0.25 0.2780 0.2980 0.2710 0.2823 0.0140 
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รูปที่ 4.3  ความเขมขนท่ีเหมาะสมของแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่งท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA 

 
4.2.3  ศึกษาหาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกริิยา 

การจับกันระหวางแอนติบอดีและแอนติเจน ตองใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเพ่ือ
ตองการใหแอนติเจนและแอนติบอดีจับกันไดสมบูรณ ดังนั้นจึงมีการศึกษาหาเวลาท่ีใชในการ
เกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมในการเขาจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจน ในแตละขั้นตอนการทดลอง
เพ่ือใหไดเวลาในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมสําหรับการทดลองในขั้นตอไป โดยทําการศึกษาท่ีเวลา 
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 นาที เม่ือนําคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm มาสราง
กราฟมาตรฐานเปรียบเทียบกับเวลาตางๆ ผลการทดลองเปนดังตารางท่ี 4.3 และรูปท่ี 4.4 พบวาเม่ือ
เวลาเพ่ิมขึ้นจาก 20 ถึง 60 นาที คาการดูดกลืนแสงมีคาเพ่ิมขึ้น ในขณะท่ีหลังจากเวลา 60 นาที คาการ
ดูดกลืนแสงไมเปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญ แสดงวาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี
เกิดขึ้นสมบูรณท่ีเวลา 60 นาที ซ่ึงเม่ือเวลาเพ่ิมขึ้นมากกวา 60 นาที จึงไมเห็นการเปล่ียนแปลงของ
สัญญาณ ดังนั้นจึงเลือกใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยาท่ี 60 นาที เปนเวลาในการเกิดปฏิกิริยาในการ
ทดลองตอไป  
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ตารางที่ 4.3   แสดงผลของเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา ในขั้นตอนการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
 

เวลา (นาที) 
คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย   
20 0.0110 0.0100 0.0100 0.0103 0.0006 
30 0.0560 0.0560 0.0550 0.0553 0.0006 
40 0.0940 0.0940 0.0930 0.0937 0.0006 
50 0.1390 0.1450 0.1570 0.1470 0.0092 
60 0.2510 0.2400 0.2470 0.2460 0.0056 
70 0.2590 0.2600 0.2590 0.2597 0.0006 
80 0.2650 0.2560 0.2630 0.2613 0.0047 
90 0.2790 0.2850 0.2680 0.2767 0.0085 

 
 

 

 
 

 
รูปที่ 4.4  ผลของเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกริิยา ในขัน้ตอนการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
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4.2.4  ศึกษาผลของความเขมขนของ CEA 
  คาการดูดกลืนแสงท่ีได ตองเปนไปตามความเขมขนของ CEA ซ่ึงถาปริมาณ CEA 
นอย ทําใหสามารถเขาจับกับแอนติบอดีไดนอย แตถาปริมาณ CEA เพ่ิมมากขึ้น ทําใหสามารถเขาจับ
กับแอนติบอดีไดมากขึ้น สัญญาณท่ีไดจึงควรแปรผันตรงตามความเขมขนของ CEA โดยศึกษาผล
ของความเขมขนของ CEA ท่ีความเขมขน 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 และ 20.0 ng/ml เม่ือนําสารละลาย
ท่ีไดดังรูปท่ี 4.5 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟ
มาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CEA กับคาการดูดกลืนแสงท่ีได พบวาเม่ือ
ความเขมขนของ CEA เพ่ิมขึ้น คาการดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้นดังตารางท่ี 4.4 และรูปท่ี 4.6 แสดงวาสภาวะ
ในการตรึงแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง และเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเหมาะสม  
 

 
 
รูปที่ 4.5  ผลของความเขมขนของ CEA  
 
ตารางที่ 4.4  แสดงผลของความเขมขนของ CEA  
 

ความเขมขนของ 
CEA (ng/ml) 

คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย  

1.0 0.0770 0.0830 0.0600 0.0733 0.0000 
2.5 0.1410 0.1370 0.1370 0.1383 0.0023 
5.0 0.2720 0.2670 0.2750 0.2713 0.0000 
10.0 0.5250 0.5040 0.5050 0.5113 0.0000 
15.0 0.7250 0.7630 0.7630 0.7503 0.0000 
20.0 0.9060 1.0410 1.0530 1.0000 0.1000 

 
 

     1.0 ng/ml         2.5 ng/ml          5.0 ng/ml           10.0 ng/ml         15.0 ng/ml       20.0 ng/ml 
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รูปที่ 4.6  กราฟแสดงผลของความเขมขนของ CEA  
 

4.2.5  ศึกษาหาความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิท่ี 
เหมาะสม 

ถามีจํานวนแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินมาก จะทําใหจบั
กับ CEA ไดมาก แตถามีแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินนอย จะทําใหจบักับ 
CEA ไดนอยลง คาการดูดกลืนแสงท่ีไดจะนอยลง ดังนั้นจึงทําการศึกษาความเขมขนของ              
แมกเนติกบีดท่ีความเขมขน 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 mg/ml พบวาเม่ือ          
ความเขมขนของแมกเนติกบีดเพ่ิมขึ้น คาการดูดกลืนแสงมีคาสูงขึ้นตามความเขมขนของแมกเนตกิบีด
ท่ีเพ่ิมขึ้นจาก 0.05 ถึง 0.5 mg/ml   (ตารางท่ี 4.5 และรูปท่ี 4.7) และท่ีความเขมขนมากกวา 0.5 mg/ml 
เปนตนไป พบวาคาการดูดกลืนแสงไมเปล่ียนแปลง เพราะการเกิดสัญญาณขึ้นอยูกับปริมาณของ
แอนติเจนและปริมาณของ HRP จึงอาจทําใหเม่ือแมกเนติกบีดมีความเขมขนมากกวา 0.5 mg/ml คา
การดูดกลืนแสงท่ีไดจึงไมเปล่ียนแปลง ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนของแมกเนติกบีดท่ีความเขมขน 
0.5 mg/ml ในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ตอไป 
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ตารางที่ 4.5  แสดงคาการดดูกลืนแสงของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดตีดิฉลากดวยไบโอตินท่ี 
       ความเขมขนตางๆ 

 
ความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึง

ดวยแอนติบอดีตดิฉลากดวยไบโอติน 
(mg/ml) 

คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย  

0.05 0.0590 0.0610 0.0600 0.0600 0.0010 
0.1 0.1250 0.1240 0.1240 0.1243 0.0006 
0.2 0.2030 0.1990 0.1970 0.1997 0.0031 
0.3 0.2310 0.2290 0.2350 0.2317 0.0031 
0.5 0.2740 0.2730 0.2720 0.2730 0.0010 
1.0 0.2890 0.2730 0.2730 0.2783 0.0092 
1.5 0.2730 0.2810 0.2720 0.2753 0.0049 
2.0 0.2720 0.2870 0.2720 0.2770 0.0087 
2.5 0.2900 0.2720 0.2820 0.2813 0.0090 

 
 

 
 

รูปที่ 4.7  ความเขมขนท่ีเหมาะสมของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิท่ีใช 
ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
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ความเขมขนของแมกเนติกบีดที่ตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน

     0.5 mg/ml 
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4.2.6  ศึกษาหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 
  ปริมาณของสเตร็ปตาวิดิน -เปอรออกซิเดส มีผลตอการตรวจวัด  โดยถ า            
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส มีปริมาณนอย จะทําใหเขาจับกับไบโอตินไดนอย เม่ือเติมสับสเตรท  
จะพบวาปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้น ยังสามารถเกิดไดอีก เนื่องจากยังมีพ้ืนท่ีวางของไบโอตินท่ีสามารถให 
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสเขาจับไดอีก ดังนั้นจึงทําการศึกษาหาความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-
เปอรออกซิเดสท่ีเหมาะสม ท่ีความเขมขน 0.002 ถึง 0.02 mg/ml (รูปท่ี 4.8) พบวาท่ีความเขมขน 
0.002 ถึง 0.01 mg/ml ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 
และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสเตร็ปตาวิดนิ-เปอรออกซิเดสขึ้นอีก พบวาคาการดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้นสูง
มากและมีคาไมแนนอน (ตารางท่ี 4.6 และรูปท่ี 4.9) โดยไดทําการทดลองซํ้าพบวายังไดผลการ
ทดลองท่ีเหมือนเดิม ซ่ึงอาจจะเกิดจากโมเลกุลของ HRP ไปจับแอนติบอดีท่ีอยูบนแมกเนติกบีดได
สมบูรณท่ีความเขมขน 0.01 mg/ml ดังนั้น HRP ท่ีความเขมขนมากกวา 0.01 mg/ml อาจจะตกลงมา
เกาะบนผิวของไมโครเพลท ทําใหคาการดูดกลืนแสงท่ีไดเพ่ิมขึ้นสูงมากและมีแนวโนมท่ีไมคงท่ี
ดังนั้นในการทดลองนี้ ความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสท่ีเหมาะสมคือ 0.01 mg/ml  
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.8  แสดงผลของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ท่ีความเขมขนตางๆ ท่ีใชในการตรวจวิเคราะห 

 หาปริมาณ CEA 
 
 
 
 
 
 
 
 

     0.002       0.004          0.006         0.008          0.010        0.012          0.014         0.016         0.018      0.02 mg/ml 
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ตารางที่ 4.6  แสดงคาการดดูกลืนแสงของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ท่ีความเขมขนตางๆ  
 
ความเขมขนของเอนไซมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส (mg/ml) คาการดดูกลืนแสง 

0.002 0.0010 
0.004 0.0122 
0.006 0.0180 
0.008 0.1974 
0.01 0.2430 
0.012 0.9830 
0.014 1.0657 
0.016 1.3460 
0.018 1.0026 
0.02 0.7683 

 
 

 
 
รูปที่ 4.9  ความเขมขนท่ีเหมาะสมของเอนไซมสเตร็ปตาวดิิน-เปอรออกซิเดสท่ีใชในการตรวจ 

  วิเคราะหหาปรมิาณ CEA 
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4.3  การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห  
การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห เปนการหาประสิทธิภาพ และยืนยันการนํามาใชได

ของวิธีท่ีพัฒนาขึ้น เพ่ือใหไดวิธีท่ีสามารถนําไปใชงานไดจริง ดังนั้นจึงทําการหาประสิทธิภาพของวิธี
ดังนี้ 

4.3.1  การหาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห  
4.3.1.1  ศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห  

ศึกษาการทําซํ้าโดยใช CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ทําการทดลองซํ้า 7 ครั้ง 
ภายในวันเดียวกัน จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm แลวนํา
ขอมูลท่ีไดคํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวามีคาเทากับ 0.72 ดังตารางท่ี 4.7 ซ่ึงอยู
ในชวงท่ียอมรับได เพราะเกณฑการยอมรับไดของ %RSD ท่ียอมรับไดในชวงความเขมขนระดับ     
ppb (ng/ml) ตองไมเกิน 30% [44] 

 
ตารางที่ 4.7  แสดงผลการศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
 

ครั้งท่ี คาการดูดกลืนแสง 
1 0.2800 
2 0.2790 
3 0.2760 
4 0.2790 
5 0.2770 
6 0.2780 
7 0.2820 

% RSD  0.72 
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4.3.1.2  ศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห  
ศึกษาการทวนซํ้าโดยใช CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ทําการทดลองวันละ     

1 ครั้ง เปนเวลา 7 วัน โดยวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm แลวนําขอมูลท่ีไดคํานวณหา
คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวามีคาเทากับ 1.40 ดังตารางท่ี 4.8 ซ่ึงอยูในชวงท่ียอมรับได 
โดยเกณฑปกติ %RSD ท่ียอมรับไดท่ีความเขมขนนี้คือ 30% [44] 
 
ตารางที่ 4.8  แสดงผลการศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะหในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
 

ครั้งท่ี คาการดูดกลืนแสง 
1 0.2787 
2 0.2713 
3 0.3103 
4 0.2737 
5 0.2667 
6 0.2837 
7 0.2600 

% RSD  1.40 
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4.3.2  ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห  
จากผลการศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะหโดยการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน                 

เม่ือนําคาท่ีไดคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการไดกลับคืนเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ CEA       
(รูปท่ี 4.10) พบวาใหเปอรเซ็นตการไดกลับคืนอยูในชวง 84 - 96% ดังตารางท่ี 4.9 ซ่ึงอยูในชวงท่ี
ยอมรับได (ยอมรับไดในชวง 40 – 120%) [44] แสดงวาวิธีวิเคราะหนี้มีความถูกตองสูง 

 

 

 
รูปที่ 4.10  กราฟมาตรฐานของ CEA ท่ีความเขมขนตางๆในสารตัวอยาง 
 
ตารางที่ 4.9  แสดงผลการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ใน 

ตัวอยางซีรั่ม  
 

ตัวอยาง 
ความเขมขนของ CEA (ng/ml) 

% การไดกลับคนื  
กอนเติม เติม หลังเติม 

1 0.6 0.5 1.0 82 
2 1.7 2.0 3.3 80 
3 3.5 3.0 6.1 88 
4 4.4 4.0 8.2 95 
5 5.7 5.0 10.3 92 

100 1 2 3 4 5 6 7 8 9
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y = 0.053x - 0.004

r = 0.995
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4.3.3  ศึกษาความเปนเสนตรง 
  ศึกษาความเปนเสนตรง ทําการทดลองโดยใช CEA ความเขมขน 0.01, 0.03, 0.05, 
1.0, 5.0, 10.0, 20.0, 30.0, 40.0, 50.0, 60.0, 80.0 และ 100.0 ng/ml วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 450 nm ผลการทดลองพบวา เม่ือความเขมขนของ CEA เพ่ิมขึ้น สารละลายสีเหลืองท่ีไดมีความ
เขมเพ่ิมขึ้น ดังรูปท่ี 4.11 และเม่ือนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับ
ความเขมขนของ CEA ผลท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 4.10 และรูปท่ี 4.12 พบวาเม่ือความเขมขนของ CEA 
เพ่ิมมากขึ้น คาการดูดกลืนแสงมีคาเพ่ิมมากขึ้นตามความเขมขนของ CEA ท่ีเพ่ิมขึ้น โดยมีชวงความ
เปนเสนตรง คือ 0.05 ถึง 50.00 ng/ml  

 
รูปที่ 4.11  แสดงความเขมของสารละลายสีเหลืองท่ีเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ CEA ท่ีเพ่ิมขึ้น 
 
 
 

    0.05             1.0              5.0             10.0            20.0             30.0              40.0            50.0 ng/ml 
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ตารางที่ 4.10  แสดงผลการศึกษาชวงความเปนเสนตรง ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ท่ี 
    ความเขมขนตางๆ 

 

ความเขมขน CEA 
(ng/ml) 

คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย  

0.01 0.0002 0.0001 0.0000 0.0001 0.0001 
0.03 0.0003 0.0007 0.0005 0.0005 0.0002 
0.05 0.0015 0.0013 0.0019 0.0016 0.0003 
1.0 0.0021 0.0025 0.0023 0.0023 0.0002 
5.0 0.2720 0.2610 0.2751 0.2700 0.0000 
10.0 0.5324 0.5250 0.5050 0.5206 0.0000 
20.0 1.0480 0.9060 1.0530 1.0023 0.1000 
30.0 1.4954 1.8230 1.5010 1.6065 0.1874 
40.0 2.5030 2.2080 2.1041 2.2717 0.2069 
50.0 2.7330 2.1994 2.8030 2.5785 0.3301 
60.0 2.5518 2.9687 2.7718 2.7441 0.2103 
80.0 2.8908 3.2640 3.0490 3.0346 0.1372 
100.0 3.4579 3.8074 3.3360 3.5437 0.2329 

 

  
 
รูปที่ 4.12  แสดงชวงความเปนเสนตรงของ CEA  
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4.3.4  หาขีดจํากัดในการตรวจพบ  
หาขีดจํากัดในการตรวจพบ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายแบลงค จํานวน 

7 ครั้ง ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm แลวคํานวณหาขีดจํากัดในการตรวจพบ ซ่ึงไดเทากบั 0.005 ng/ml 
โดยคํานวณจาก 

LOD = meanblank + 3SD 
LOD = 0 + 3(0.0016) 

   LOD = 0.005 ng/ml 
4.3.5  หาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคณุภาพ  

  หาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย   
แบลงคจํานวน 7 ครั้ง ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm พบวาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพเทากับ    
0.05 ng/ml และเม่ือศึกษาหาความเท่ียงท่ีความเขมขนนี้ พบวาให %RSD เทากับ 1 และหาความ
ถูกตองของวิธีท่ีความเขมขนเดียวกันนี้ พบวาใหเปอรเซ็นตการไดกลับคืนเทากับ 97% สรุปไดวาวิธีนี้
มีขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพไดเทากับ 0.05 ng/ml 

4.3.6  ศึกษาความจําเพาะเจาะจงของวิธี  
จากการศึกษาความจําเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะหดวยสารบงช้ีมะเร็งตัวอ่ืน ไดแก 

AFP, NSE และ กรดยูริก เปรียบเทียบกับคาการตอบสนองตอ CEA ท่ีความเขมขนเดียวกันคือ         
5.0 ng/ml พบวา AFP, NSE และ กรดยูริก ไมเกิดการเปล่ียนแปลงเพราะไมสามารถจับกับแอนติบอดี
ได ดังตารางท่ี 4.11 และรูปท่ี 4.13 ในขณะท่ีเม่ือเติม CEA เกิดการเปล่ียนแปลงทําใหไดสารละลายสี
เหลือง แสดงใหเห็นวาวิธีวิเคราะหนี้มีความจําเพาะเจาะจงตอการวิเคราะหหา CEA สูง 

 
 

 
 
 
รูปที่ 4.13  ความจําเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะหท่ีใชในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA  
 
 
 

  CEA             AFP             NSE          กรดยูริก        Blank 
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ตารางที่ 4.11  แสดงคาการดดูกลืนแสงของสารตาง  ๆ 
 

สารตัวอยาง ความเขมขน (ng/ml) คาการดูดกลืนแสง 
CEA 5.0 0.3030 
AFP 5.0 0.0000 
NSE 5.0 0.0000 

กรดยูรกิ 5.0 0.0000 
Blank - 0.0000 

 
 
 

 
 
 

รูปที่ 4.14  แสดงความจําเพาะเจาะจงของวธีิวิเคราะห 
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4.4  การหาประสิทธิภาพของการเพิ่มความไววิเคราะหโดยใชแมกเนติกบีด 
ศึกษาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหดวยแมกเนติกบีด โดยทําการทดลองสอง

แบบคือ แบบท่ี 1 ใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีจเีปนตัวติดฉลากดวยไบโอตินและHRP แบบท่ี 2   
ไมใชแมกเนติกบีด โดยใชแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินและHRP เม่ือนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟ
แสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีไดกับความเขมขนของ CEA เพ่ือเปรียบเทียบกัน
ระหวางการทดลองแบบท่ี 1 และ 2 ผลการทดลองท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 4.12 พบวาท้ังสองวิธีใหคา
การดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ CEA ท่ีเพ่ิมขึ้น แตเม่ือเปรียบเทียบระหวางการทดลอง
ท้ังสองแบบ เห็นไดชัดเจนวาการใชแมกเนติกบีดในการขยายสัญญาณ ใหคาสัญญาณท่ีสูงกวาถึง       
4 เทา (รูปท่ี 4.15) ท้ังนี้เพราะวา บนพ้ืนผิวของแมกเนติกบีดมีปริมาณแอนติบอดีท่ีมี HRP ติดอยู
จํานวนมาก จึงทําใหถึงแมวาการจับกันของแอนติเจนกับแอนติบอดีเพียงตัวเดียว แต HRP ท่ีเหลือ
รอบๆแมกเนติกบีดก็สามารถเกิดสัญญาณได จึงทําใหไดคาการตอบสนองมากกวาไมใชแมกเนติกบีด 
เพราะการใชเฉพาะแอนติบอดี ติดฉลาก HRP เพียงโมเลกุลเดียว จึงทําใหอัตราการเกิดสัญญาณ
ระหวางแอนติบอดีกับ HRP เปนเพียง 1:1 ดังนั้นจึงสรุปไดวา วิธีอิมมูโนเซนเซอรท่ีพัฒนาขึ้นนี้ 
สามารถใชแมกเนติกบีดในการขยายสัญญาณไดจริง 
 
ตารางที่ 4.12  แสดงผลการหาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหโดยเปรียบเทียบระหวาง 

       การใชแมกเนติกบีดและไมใชแมกเนติกบีด 
 

ความเขมขนของ CEA  
(ng/ml)  

แบบท่ี 1 
ใชแมกเนติกบีด 

แบบท่ี 2 
ไมใชแมกเนติกบีด 

1 0.083 0.007 
2.5 0.141 0.025 
5 0.275 0.082 
10 0.525 0.137 
15 0.763 0.191 
20 1.053 0.368 
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รูปที่ 4.15  ผลการเปรียบเทียบในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชแมกเนตกิบีด และไมใช 

แมกเนตกิบีด 
 
4.5  การตรวจหา CEA ในตัวอยางซีร่ัม 

เม่ือทําการทดลองไดวิธีวิเคราะหท่ีเหมาะสมแลว จึงนําไปวิเคราะหหาปริมาณ CEA ใน
ตัวอยางจริง โดยใชตัวอยางซีรั่มจํานวน 5 ตัวอยาง ซ่ึงทุกๆตัวอยางจะนํามาสรางกราฟมาตรฐานของ 
CEA ท่ีความเขมขน 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0, 3.5, 4.0, 4.5 และ 5.0 ng/ml ดังรูปท่ี 4.16 ผลการ
วิเคราะหหาปริมาณ CEA ในตัวอยางซีรั่มท้ังหมด 5 ตัวอยาง พบวาความเขมขนท่ีวัดไดดวยวิธี      
อิมมูโนเซนเซอร มีคาใกลเคียงกับวิธีมาตรฐานท่ีใชในโรงพยาบาล (วิธี ELISA) ดังตารางท่ี 4.13 และ
เม่ือนําผลการวิเคราะหท่ีไดจากวิธีอิมมูโนเซนเซอรและวิธีมาตรฐาน มาทดสอบความแตกตางของ
สองวิธี ดวยสถิติ t-test ผลการทดสอบ พบวาคาท่ีคํานวณได มีคานอยกวาคาท่ีไดจากตาราง (คาจาก
ตารางเทากับ 2.776) [45] จึงสรุปไดวาวิธีวิเคราะหท้ังสองวิธี ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ
ความเช่ือม่ัน 95% แสดงวาวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมา สามารถนําไปประยุกตใชในการวิเคราะหหาปริมาณ 
CEA ในตัวอยางจริงได ซ่ึงมีขอดีกวาท่ีใชในโรงพยาบาลคือ เครื่องมือราคาไมแพงและไมซับซอน 
สามารถทําการวิเคราะหไดเร็วในหองปฏิบัติการโดยใชเครื่องมือพ้ืนฐานเชน เครื่องยูวี -วิสิเบิล     
สเปกโตรโฟโตมิเตอร และมีการเตรียมตัวอยางไมยุงยาก ซ่ึงเปนวิธีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการ
ตรวจวัดและมีความไววิเคราะหสูง 

แบบท่ี 1 ใชแมกเนตกิบีดทีเ่คลอืบดวยโปรตีนจี

แบบท่ี 2 ไมใชแมกเนติกบดีท่ีเคลอืบดวยโปรตีนจี

M
ความไววเิคราะห = 0.050

ความไววเิคราะห = 0.013
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รูปที่ 4.16  กราฟมาตรฐานของการวดั CEA ในสารตัวอยาง 
 
ตารางที่ 4.13  การทดสอบผลการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ดวย สถิติ t-test [45] 
 

ตัวอยาง 
ความเขมขน CEA (ng/ml) ความแตกตางของสองวิธี 

(D) D2 
วิธีอิมมูโนเซนเซอร วิธีมาตรฐาน* 

1 0.44 0.60  -0.16 0.0256 
2 1.67 1.70  -0.03 0.0009 
3 3.51 3.50   0.01 0.0001 
4 4.40 4.15   0.25 0.0625 
5 5.81 5.70   0.11 0.0121 

 ΣD = 0.18 ΣD2 = 0.1012 
 tcalculate 0.5233 

ttable 2.776 
 
* หมายเหตุ คาท่ีระบุในตารางไดมาจาก คาของโรงพยาบาลท่ีตรวจวัดดวยวิธี ELISA 
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บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการพัฒนาวิธีอิมมูโนเซนเซอรสําหรับวิเคราะหหาปริมาณสารบงช้ี

มะเร็ง คือ CEA ซ่ึงเปนสารบงช้ีมะเร็ง โดยใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีเปนตัวขยาย
สัญญาณในการตรวจวัดเพ่ือเพ่ิมความไววิเคราะห โดยวิธีอิมมูโนเซนเซอรเปนวิธีท่ีนิยมใชในการ
ตรวจหา CEA ซ่ึงเปนวิธีท่ีใหความไววิเคราะหสูง โดยอาศัยหลักการโดยการจับกันของแอนติบอดกีบั
แอนติเจน ซ่ึงในงานวิจัยนี้ใชอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช โดยเคลือบ anti-CEA บนไมโครเพลท
และเติมแอนติเจนท่ีจําเพาะเจาะจงกับแอนติบอดีลงไป หลังจากนั้นลางสวนท่ีไมเกิดปฏิกิริยาออก 
และเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน  และเติมสเตร็ปตาวิดิน-              
เปอรออกซิเดสลงไป ทําการตรวจวัดแอนติเจน CEA โดยสัญญาณท่ีไดขึ้นอยูกับปริมาณ CEA ท่ีเขา
จับแอนติบอดีตัวท่ีสอง ซ่ึงใช แมกเนติกบีดเพ่ือชวยในการเพ่ิมสัญญาณ และมี TMB+H2O2 เปน
สับสเตรท ทําใหเห็นสีของสารละลายเปนสีฟา ซ่ึงขึ้นอยูกับความเขมขนของ CEA และหยุดปฏิกิริยา
ดวยกรดซัลฟวริกจะเกิดเปนสารละลายสีเหลือง 

ขั้นแรกทําการศึกษาวิธีการเตรียมแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน โดยวิธีไดอะไลซีส เพ่ือ
กําจัดโซเดียมเอไซด ไดความเขมขนของแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินเทากับ 10 mg/ml และ
บล็อกดวย BSA จนไดความเขมขนสุดทายเทากับ 1% จากนั้นตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 
บนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี โดยใชสารเช่ือมไขวกลูตารอลดีไฮดความเขมขน 0.5 M 
เพ่ือใหเกิดพันธะโควาเลนต และทดสอบการเกาะติดของแอนติบอดีบนแมกเนติกบีดดวย SEM ผล
การทดลองพบวาแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินสามารถตรึงอยูบนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวย
โปรตีนจีได 

ขั้นตอไปศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีวิเคราะห เพ่ือใหไดวิธีท่ีเหมาะสมในการ
ตรวจหาปริมาณ CEA โดยขั้นแรกศึกษาผลของการหยุดปฏิกิริยา พบวาจะตองใชกรดซัลฟวริกในการ
หยุดปฏิกิริยา เปนเวลา 15 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้นจึงนําสารละลายท่ีไดไปตรวจวัดท่ีความยาว
คล่ืน 450 nm และไดศึกษาผลของความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเคลือบในไมโครเพลท จากผลการ
ทดลองพบวา ความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมคือ 0.1 mg/ml  

จากนั้นศึกษาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา พบวาใชเวลาในการทดลองท่ี 60 นาที สามารถ
ทําใหแอนติบอดีและแอนติเจนจับกันอยางสมบูรณท่ีสุด ทําใหทราบวาวิธีการเคลือบแอนติบอดีบน
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เพลทสามารถตรวจวัด CEA ไดจริง ดังนั้นจึงทําการศึกษาแอนติบอดีตัวท่ีสองตอ โดยศึกษาความ
เขมขนของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน (แอนติบอดีตัวท่ีสอง) พบวาท่ี
ความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 0.5 mg/ml และขั้นสุดทายทําการศึกษาความเขมขนของ             
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส พบวาความเขมขนท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสคือ 
0.01 mg/ml เนื่องจากเม่ือเพ่ิมความเขมขนสูงขึ้นอีก คาการดูดกลืนแสงมีคาสูงมาก ซ่ึงเกิดจาก    
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสท่ีใช มีความเขมขนสูงเกินไป ทําใหดูดซับบนไมโครเพลท ทําใหคาการ
ดูดกลืนท่ีไดสูงมาก ดังนั้นจึงเลือกท่ีความเขมขน 0.01 mg/ml 

เม่ือทําการทดลองไดสภาวะท่ีเหมาะสมแลว จึงศึกษาหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหหา
ปริมาณ CEA โดยใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี ผลการทดลองพบวา วิธีท่ีพัฒนาขึ้นนี้ 
สามารถใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีในการขยายสัญญาณเพ่ิมขึ้นถึง 4 เทา มีความเท่ียง         
( %RSD <30 ) ความถูกตองของวิธีวิเคราะหสูง (เปอรเซ็นตการไดกลับคืนอยูในชวง 40-120%) โดยมี
ชวงความเปนเสนตรงคือ 0.05-50.0 ng/ml มีคาสหสัมพันธเทากับ 0.998 โดยท่ีวิธีวิเคราะหนี้มีความไว
วิเคราะหเทากับ 0.051 Abs/ng/ml เม่ือศึกษาผลของตัวรบกวนไดแก AFP, NSE และกรดยูริก ผลการ
ทดลองพบวาตัวรบกวนดังกลาว ไมมีผลตอการตรวจวัด CEA แสดงวาวิธีวิเคราะหนี้มีความจําเพาะ
เจาะจงตอ CEA สูง โดยท่ีมีขีดจํากัดในการตรวจวัดและขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพเทากับ 
0.005 ng/ml และ 0.05 ng/ml ตามลําดับ 

 สุดทายทดสอบประสิทธิภาพของวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมา โดยการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ใน
ตัวอยางจริง โดยเปรียบเทียบผลการทดลองกับวิธีมาตรฐานของโรงพยาบาล โดยใชตัวอยางซีรั่มท่ีได
จากโรงพยาบาล จํานวน 5 ตัวอยาง นําตัวอยางมาเจือจางเปน 2 เทาดวยสารละลายบัฟเฟอร จากนั้น
นํามาตรวจวัดโดยวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมา นําผลการวิเคราะหท่ีไดไปเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน โดยใช
สถิติ t-test ผลการทดลองทางสถิติพบวาการตรวจวัดดวยวิธีท่ีพัฒนาไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับวิธีมาตรฐานของโรงพยาบาล ซ่ึงวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมานี้มีขอดีคือใชเวลาในการตรวจวัดท่ี
รวดเร็ว โดยเครื่องมือท่ีใชในการตรวจวัดในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรสามารถตรวจวัดไดสะดวก โดย
ใชเครื่องยูว-ีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอรในการตรวจวัด เม่ือเทียบกับตัวตรวจวัดทางโรงพยาบาล ซ่ึง
ตรวจวัดดวย microplate reader ท่ีมีราคาแพง ดังนั้นจึงสรุปไดวา งานวิจัยนี้สามารถพัฒนาวิธี         
อิมมูโนเซนเซอรสําหรับวิเคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งไดจริง และนําไปใชในงานไดจริง 
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5.2  ขอเสนอแนะ 
5.2.1  เนื่องจากในการทดลองดวยวิธีนี้จะใชแอนติเจนท่ีมีความเขมขนต่ํา และใชสารใน

ปริมาณนอย อาจมีโอกาสผิดพลาดไดงาย ดังนั้นจึงตองมีความระมัดระวังในทุกขั้นตอนการทดลอง 
โดยเฉพาะขั้นตอนการลาง ควรลางสารละลายท่ีมากเกินพอออกใหหมด เพ่ือปองกันการเกิดผลการ
ทดลองคลาดเคล่ือน 

5.2.2  การนํางานวิจัยนี้ไปประยุกตใชตรวจหาปริมาณสารอ่ืน ควรมีการทดสอบหาสภาวะ
ท่ีเหมาะสมอีกครั้ง  
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We developed a colorimetric enzyme immunoassay to detect tumor marker in which  used as carriers 
of enzyme and bionanobeads were used as supporting substrates. The proposed method was 
successfully applied to measure antigen. The absorbance intensity increased in proportion to the 
addition of antigen concentration. It has been demonstrated here the immonosensor could be applied 
for clinical detection.

          In this work, biofunctional nanobeads were investigated for tumor marker detection based a sandwich immunoassay. Protein G coated nanobeads were use as support to immobilize the specific antibody 
via covalent binding. The spectroscopy was used to demonstrate  the  nanobead conjugated with antibody. A sandwich immunoassay using a tracer with horseradish peroxidase for the enzymatic labeling was 
performed. The trapped antigen was detected by spectroscopy at 650  nm. The colorimetric response of the sandwich immunoassay was proportional to tumor marker concentration. The biobeads provided a 
promising probe for clinical detection for the tumor marker.

To develop immunosensor for detection of tumor marker concentration by using  nanobeads

(a) (b)

Meiying Liu, Chunping Jia , Qinghui Jin , Xinhui Lou, Shihua Yao, Jiaqing Xiang, Jianlong Zhao, 
Talanta. 81 (2010) 1625–1629.

Transfer 50 µL (1.5 mg)  of nanobeads to a tube

Reuspend  nanobeads in the vial 

Separate the beads from the solution and remove the supernatant 

Measure the nanobead by UV-visible spectroscopy and dynamic light scattering

Preparation of nanobeads

Incubate with rotation for 10 min at room temperature

Add  antibody in phosphate buffer with Tween®-20 into the  nanobeads

Separate the nanobeads from the solution and then remove the supernatant

Resuspend the  nanobeads-antibody complex in phosphate buffer and measurement the 
absorption spectrum by UV-visible spectroscopy and the size with dynamic light scattering

Immobilization of antibody on nanobeads

Fig. 1  UV-vis  absorption spectra of  nanobeads coated protein  and antibody immobilized  nanobeads. 

nanobeads coated protein

antibody immobilized    
nanobeads

Fig. 2  Dynamic light scattering result of nanobeads coated protein (a)  and antibody immobilized  
nanobeads (b). 

Recently, nanoparticles have been used in analytical method because of their special physical and chemical properties. Especially, nanobeads are considered as a good matrix because of their
biocompatibility, chemical stability and their surfaces are easily modified biological element. Therefore, in this work we investigated the use of bionanobeads for tumor marker measurement.

(a) (b)

Rajamangala University of Technology Thanyaburi
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1. การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห  
1.1  การหาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห  

1.1.1  ศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห  
โดยทําการทดลองซํ้า 7 ครั้ง ภายในวันเดียวกัน คํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ จากขอมูลในตารางท่ี 4.7  
 

ตารางที่ 4.7  แสดงผลการศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห 
 

ครั้งท่ี คาการดูดกลืนแสง 
1 0.2800 
2 0.2790 
3 0.2760 
4 0.2790 
5 0.2770 
6 0.2780 
7 0.2820 

%RSD  0.72 
 
 

คํานวณจากสูตร      %RSD  =   
 
    

 
 
 
SD คือ สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
x  คือ คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสง 

 
 

x 
x 100 

=  0.72 % 

SD 

     0.0020 
0.2787 
 

x 100  =   
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1.1.2  ศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห  
โดยทําการทดลองวันละ 1 ครั้ง เปนเวลา 7 วัน คํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ จากขอมูลในตารางตารางท่ี 4.8  
 
ตารางที่ 4.8  แสดงผลการศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห 
 

ครั้งท่ี คาการดูดกลืนแสง 
1 0.2787 
2 0.2713 
3 0.3103 
4 0.2737 
5 0.2667 
6 0.2837 
7 0.2600 

%RSD  1.40 
 
 

คํานวณจากสูตร      %RSD  =     
                

      

 
 
 
 
 

SD คือ สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
x  คือ คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสง 

 
 
 
 
 
 
 

x 
x 100 

     0.0039 

0.2778 
 

x 100 

=  1.40 % 

SD 

= 
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1.1.3  ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห  
โดยการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน นําคาท่ีไดจากตารางท่ี 4.9 คํานวณหาคา

เปอรเซ็นตการไดกลับคืนเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ CEA (รูปท่ี 4.10)  
 
 

 

 
รูปที่ 4.10  กราฟมาตรฐานของ CEA ในสารตวัอยาง 
 
ตารางที่ 4.9  แสดงผลการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน  

 

ตัวอยาง 
ความเขมขนของ CEA (ng/ml) คาการดูดกลืน

แสง 
% การได
กลับคืน  กอนเติม เติม หลังเติม 

1 0.6 0.5 1.0 0.0495 82 
2 1.7 2.0 3.3 0.1702 80 
3 3.5 3.0 6.1 0.3211 88 
4 4.4 4.0 8.2 0.4296 95 
5 5.7 5.0 10.3 0.5421 92 

 
 

100 1 2 3 4 5 6 7 8 9
0.0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

y = 0.053x - 0.004

r = 0.995

ความเขมขนของ CEA (ng/ml)

คาก
ารดู

ดก
ลืน

แส
ง
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คํานวณจากสูตร      % recovery  =  (Csp - Cs)   
                

Csp คือ ความเขมขนของสารละลายผสมระหวางสารละลายมาตรฐาน 
กับสารตัวอยางท่ีเติมลงไป (จากการคํานวณ) 

Cs คือ ความเขมขนของสารตัวอยางท่ีเติมลงในสารละลายมาตรฐาน 
Ca คือ ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 

  
คํานวณความเขมขนท่ีได จากสมการเสนตรง  y = 0.053x – 0.004 

y คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย 
 
ตัวอยางท่ี 1  

จาก y = 0.053x – 0.004 
  

                
 
 
 
 

ตัวอยางท่ี 2  
จาก y = 0.053x – 0.004 

  
                
 
 
 
 

ตัวอยางท่ี 3  
จาก y = 0.053x – 0.004 

  
                
 
 
 

x 100 
Ca 

% recovery  =  (Csp - Cs)   x 100 
Ca 

 =  (1.01 – 0.6)   x 100 
0.5 

=  82 % = 1.01 ng/ml 

x  
0.053 

 = 0.0495 + 0.004 

= 3.29 ng/ml 

x  
0.053 

 = 0.1702 + 0.004 

% recovery  =  (Csp - Cs)   x 100 
Ca 

 =  (3.29 – 1.7)   x 100 
2.0 

=  80 % 

= 6.13 ng/ml 

x  
0.053 

 = 0.3211 + 0.004 

% recovery  =  (Csp - Cs)   x 100 
Ca 

 =  (6.13 – 3.5)   x 100 
3.0 

=  88 % 
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ตัวอยางท่ี 4  
จาก y = 0.053x – 0.004 

  
                
 
 
 

ตัวอยางท่ี 5  
จาก y = 0.053x – 0.004 

  
                
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

= 8.18 ng/ml 

x  
0.053 

 = 0.4296 + 0.004 

% recovery  =  (Csp - Cs)   x 100 
Ca 

 =  (8.18 – 4.4)   x 100 
4.0 

=  95 % 

= 10.3 ng/ml 

x  
0.053 

 = 0.5421 + 0.004 

% recovery  =  (Csp - Cs)   x 100 
Ca 

 =  (10.3 – 5.7)   x 100 
5.0 

=  92 % 
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2.  การตรวจหา CEA ในตัวอยางซีร่ัม 
โดยใชตัวอยางซีรั่มจํานวน 5 ตัวอยาง ซ่ึงทุกๆตัวอยางจะนํามาสรางกราฟมาตรฐานของ 

CEA (รูปท่ี 4.16) และนําผลการวิเคราะหท่ีไดจากวิธีอิมมูโนเซนเซอรและวิธีมาตรฐาน มาทดสอบ
ความแตกตางของสองวิธี ดวยสถิติ t-test ดังตารางท่ี 4.12 
 
ตารางที่ 4.13  การทดสอบผลการวิเคราะหดวย สถิติ t-test  
 

ตัวอยาง 
ความเขมขน CEA (ng/ml) ความแตกตางของสองวิธี 

(D) D2 
วิธีอิมมูโนเซนเซอร วิธีมาตรฐาน 

1 0.44 0.60  -0.16 0.0256 
2 1.67 1.70  -0.03 0.0009 
3 3.51 3.50   0.01 0.0001 
4 4.40 4.15   0.25 0.0625 
5 5.81 5.70   0.11 0.0121 

 ΣD = 0.18 ΣD2 = 0.1012 
 tcalculate 0.5233 

ttable 2.776 
 
 

 
คํานวณจากสูตร       

                
      
 
 

 ΣD คือ ผลรวมของคาความแตกตางระหวางสองวิธี 
 N  คือ จํานวนตัวอยาง 

 

 
 
 
 

t-test  = 
   ΣD 

N 

N (N - 1) 
N

ΣD2 – (ΣD)2 
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จาก t-test  = 
   ΣD 

N 

N (N - 1) 
N

ΣD2 – (ΣD)2 

          = 
   0.18 

5 

5 (5 - 1) 
5  

0.1012 – (0.18)2 

          = 0.036 

   5(4) 
0.1012 – 0.0065 

          = 0.036 

4.735 x 10 -3 

t-test  = 0.5233 

          =  0.036 
0.0688 



 
 

ประวัติผูเขียน 
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การศึกษา  สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต 
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