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บทคัดยอ 
 

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะหหาปริมาณคารซิโนเอมบริโอนิก แอนติเจน        
(ซีอีเอ)  ดวยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช โดยใชแมกเนติกบีดเพ่ือขยายสัญญาณวิเคราะห 
หลักการของเทคนิคนี้อาศัยการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดีกับแอนติเจนของซีอีเอ 
ตรวจวัดความเขมขนของซีอีเอไดโดยใชเอนไซมเปอรออกซิเดสเปนสารติดฉลาก เม่ือเติมสาร
สับสเตรทจะเกิดผลิตภัณฑเปนสีน้ําเงิน และเม่ือหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริกไดสารละลายสีเหลือง 
สัญญาณคาการดูดกลืนแสงท่ีไดจะแปรผันตรงตามความเขมขนของซีอีเอ  

เริ่มตนศึกษาหาสภาวะท่ีมีผลตอประสิทธิภาพของวิธีนี้ พบวาความเขมขนของแอนติบอดี
ตัวท่ีหนึ่งท่ีเหมาะสมเทากับ  0.1 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร เวลาในการเกิดปฏิกิริยา 60 นาที   ความเขมขน
ของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินและความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-
เปอรออกซิเดสท่ีเหมาะสมเทากับ 0.5 และ 0.01 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลําดับ ภายใตสภาวะท่ี
เหมาะสม พบวาวิธีนี้มีความเท่ียง ความถูกตองและความจําเพาะเจาะจงสูง ใหชวงความเปนเสนตรง
จาก 0.05 ถึง 50 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร และมีขีดจํากัดการตรวจวัด 0.005 นาโนกรัมตอมิลลิลิตร   

สุดทายประยุกตใชวิธีนี้เพ่ือวิเคราะหหาความเขมขนของซีอีเอในตัวอยางซีรั่ม นําผลการ
ทดลองท่ีไดเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานโดยใชสถิติ ที-เทส พบวาท้ังสองวิธีไมมีความแตกตางกัน
อยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับความเช่ือม่ัน 95 เปอรเซ็นต (P=0.05) สรุปไดวาวิธีวิเคราะหนี้มีขอดีคือ มี
ความไววิเคราะหสูง ลดคาใชจายในการวิเคราะหและลดการนําเขาของชุดทดสอบจากตางประเทศ 

 
คําสําคัญ: สารบงช้ีมะเร็ง ซีอีเอ  อิมมูโนเซนเซอร  แมกเนติกบีด 

 



(4)  
 

Thesis Title  Development of Immunosensor for Tumor Marker Detection 
Name – Surname Miss Naree Mhadbamrung 
Program  Innovative Chemistry  
Thesis Advisor  Mrs. Siriwan Teepoo, Ph.D. 
Thesis Co-advisor Mr. Somporn Moonmangmee, Ph.D. 
Academic Year  2013 
 

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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วิทยานิพนธฉบับนี้สําเร็จลุลวงไปไดดวยนี้ เนื่องจากผูวิจัยไดรับความชวยเหลือ ดูแลเอาใจ
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ปรึกษารวม คือ ดร.สมพร มูลม่ังมี ในการแนะนํา ตรวจแกไข ใหขอเสนอแนะ ติดตามความกาวหนา
ในการดําเนินงานวิจัย ผูวิจัยรูสึกซาบซ้ึงในความกรุณาของทานอาจารยท้ังสองทานนี้เปนอยางยิ่ง และ
ขอขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ โอกาสนี ้

ขอขอบพระคุณ ดร.สิงหโต สกุลเขมฤทัย ประธานกรรมการในการสอบวิทยานิพนธ ท่ีได
กรุณาใหขอเสนอแนะ แกไข และใหแนวคิดตางๆท่ีเปนประโยชน 

ขอขอบพระคุณ ผูชวยศาสตราจารยดร.ดวงทิพย  มูลม่ังมี กรรมการผูทรงคุณวุฒิ ท่ีสละ
เวลามาเปนกรรมการสอบ ใหคําปรึกษา และแนะนํา เพ่ือใหวิทยานิพนธฉบับนี้มีความสมบูรณ ซ่ึง
ผูวิจัยขอขอบพระคุณเปนอยางสูงไว ณ โอกาสนี ้

ขอขอบคุณ สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีแหงประเทศไทย ท่ีใหความอนุเคราะห 
ใหทุนการศึกษาในโครงการภาคีบัณฑิตศึกษา ตลอดจนใหความอนุเคราะหตางๆ ท่ีเกี่ยวของกับ
งานวิจัย ท่ีทําใหงานวิจัยนี้สามารถสําเร็จลุลวงไปไดดวยด ี

ขอขอบคุณโรงพยาบาลศูนยการแพทยสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯสยามบรมราชกุมารี ท่ี
ใหความอนุเคราะหตัวอยางซีรั่มในงานวิจัยครั้งนี้ 

ขอขอบพระคุณคณาจารยทุกทาน ท่ีไดประสิทธิประสาทวิชา บมเพาะจนผูวิจัยสามารถ
นําเอาความรูและหลักการตางๆ มาประยุกตใชและอางอิงในงานวิจัยครั้งนี้ ทําใหวิทยานิพนธนี้ลุลวง
ไปไดดวยด ีนอกเหนือจากนี้ผูวิจัยยังไดรับความชวยเหลือและกําลังใจจาก คุณพอ คุณแม พ่ีนอง และ
เพ่ือนๆ ตลอดจนบุคคลตางๆ ท่ีใหความชวยเหลืออีกมากมาย ท่ีผูวิจัยไมสามารถกลาวนามไดหมดใน
ท่ีนี้ ผูวิจัยรูสึกซาบซ้ึงในความกรุณา และปรารถนาดีของทุกทานเปนอยางยิ่ง ซ่ึงผูวิจัยขอขอบพระคุณ
เปนอยางสูงไว ณ โอกาสนี ้

 
 

นารี  หมาดบํารุง 
 



(6) 

สารบัญ 
 

             หนา 
บทคัดยอภาษาไทย ..............................................................................................................................(3) 
บทคัดยอภาษาอังกฤษ .........................................................................................................................(4) 
กิตตกิรรมประกาศ ..............................................................................................................................(5) 
สารบัญ................................................................................................................................................(6) 
สารบัญตาราง ......................................................................................................................................(8) 
สารบัญรูป ...........................................................................................................................................(9) 
บทท่ี 1 บทนํา ...................................................................................................................................... 11 

1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา ..................................................................... 11 
1.2  วัตถุประสงคของการวจิัย ........................................................................................... 12 
1.3  ขอบเขตของการวจิัย ................................................................................................... 12 
1.4  กรอบแนวคิดของการวจิัย ........................................................................................... 14 
1.5  ประโยชนท่ีคาดวาจะไดรับ ........................................................................................ 16 

บทท่ี 2 วรรณกรรมหรืองานวิจัยท่ีเกี่ยวของ ........................................................................................ 17 
2.1  คารซิโนเอมบริโอนกิแอนติเจน .................................................................................. 17 
2.2  วิธีการตรวจหา CEA ................................................................................................... 18 
2.3  การเพ่ิมความไววิเคราะห ............................................................................................ 29 

บทท่ี 3 วิธีดําเนินการวิจยั .................................................................................................................... 33 
3.1  สารเคมีและอุปกรณ ................................................................................................... 33 
3.2  การทดลอง ................................................................................................................. 35 

บทท่ี 4 ผลการวิจัยและอภิปรายผล ..................................................................................................... 45 
4.1  การตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ี..... 45 
4.2  การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีวิเคราะห .................................................................. 46 
4.3  การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห (Validation method) ........................................ 56 
4.4  การหาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหโดยใชแมกเนติกบีด..................... 63 
4.5  การตรวจหา CEA ในตวัอยางซีรั่ม ............................................................................. 64 

บทท่ี 5 สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ ...................................................................................... 66 



(7) 

สารบัญ (ตอ) 
 

                                         หนา 
5.1  สรุปผลการทดลอง ..................................................................................................... 66 
5.2  ขอเสนอแนะ ............................................................................................................... 68 

บรรณานกุรม ...................................................................................................................................... 69 
ภาคผนวก............................................................................................................................................ 74 

ภาคผนวก ก ผลงานเผยแพรทางวิชาการ ........................................................................... 75 
ภาคผนวก ข วิธีการคํานวณ ............................................................................................... 81 

ประวัติผูเขียน ...................................................................................................................................... 89 
 

 
 



(8) 

สารบัญตาราง 
 

                                                     หนา 
ตารางท่ี 3.1   แสดงสภาวะท่ีตองการศึกษาในการวิเคราะหปริมาณ CEA........................................... 39 
ตารางท่ี 3.2   แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA...................................... 42 
ตารางท่ี 4.1   ผลของการหยุดปฏิกิริยาโดยใชกรดซัลฟวริก ............................................................... 46 
ตารางท่ี 4.2   แสดงผลของความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งท่ีใชในการวิเคราะห ...................... 48 

 หาปริมาณ CEA 
ตารางท่ี 4.3   แสดงผลของเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกริิยา ในขั้นตอนการตรวจวิเคราะห ..................... 50 

 หาปริมาณ CEA 
ตารางท่ี 4.4   แสดงผลของความเขมขนของ CEA .............................................................................. 51 
ตารางท่ี 4.5   แสดงคาการดูดกลืนแสงของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวย .............. 53 

 ไบโอตินท่ีความเขมขนตาง  ๆ
ตารางท่ี 4.6   แสดงคาการดูดกลืนแสงของสเตร็ปตาวดิิน-เปอรออกซิเดสท่ีความเขมขนตางๆ ......... 55 
ตารางท่ี 4.7   แสดงผลการศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะหในการตรวจหาปริมาณ CEA ................... 56 
ตารางท่ี 4.8   แสดงผลการศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะหในการตรวจหาปริมาณ CEA ................ 57 
ตารางท่ี 4.9   แสดงผลการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืนในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ......... 58 

 ในตวัอยางซีรั่ม 
ตารางท่ี 4.10 แสดงผลการศึกษาชวงความเปนเสนตรง ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ......... 60 

 ท่ีความเขมขนตางๆ 
ตารางท่ี 4.11 แสดงคาการดูดกลืนแสงของสารตาง  ๆ.......................................................................... 62 
ตารางท่ี 4.12 แสดงผลการหาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะห โดยเปรียบเทียบ .............. 63 

 ระหวางการใชแมกเนตกิบีดและไมใชแมกเนตกิบีด 
ตารางท่ี 4.13 การทดสอบผลการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ดวยสถิติ t-test ........................................ 65 



(9) 

สารบัญรูป 
 

                           หนา 
รูปท่ี 1.1    หลักการตรวจหาปริมาณ CEA โดยอาศัยเทคนคิอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช ............... 15 
รูปท่ี 2.1    โครงสรางของแอนติบอด ี................................................................................................. 19 
รูปท่ี 2.2    การจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจน ในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร ............................... 21 
รูปท่ี 2.3    การตรึงแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวยไบโอตนิบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจ ี......... 22 
รูปท่ี 2.4    อิมมูโนเซนเซอรแบบตรง ................................................................................................. 23 
รูปท่ี 2.5    อิมมูโนเซนเซอรแบบตรงเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA ................................................... 24 
รูปท่ี 2.6    อิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขันเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA ............................................. 25 
รูปท่ี 2.7    อิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิชเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA ............................................. 26 
รูปท่ี 2.8    การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชตัวตรวจวดัทางเคมีไฟฟา ........................................ 27 
รูปท่ี 2.9    การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยเทคนิคอิมมูโนเซอรแบบแซนวิชโดยใช...................... 28 

 ตัวตรวจวดัทางแสง 
รูปท่ี 2.10  การวิเคราะหหารปริมาณ CEA โดยใชอนุภาคนาโนทองในการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิว .................... 29 
รูปท่ี 2.11  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชอนุภาคนาโนเงินรวมกับอนุภาคนาโนทอง ............. 30 
รูปท่ี 2.12  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยวัสดุแมเหล็กโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน ....... 31 
รูปท่ี 2.13  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยวัสดุแมเหล็กโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช ...... 32 
รูปท่ี 3.1    การตดิฉลากแอนติบอดีดวยไบโอติน ................................................................................ 36 
รูปท่ี 3.2    การตรึงแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวยไบโอตนิบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจ ี......... 36 
รูปท่ี 3.3    หลักการตรวจหาปริมาณ CEA โดยอาศัยเทคนคิอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช ............... 38 
รูปท่ี 4.1    สมบัติทางกายภาพของแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจกีอนตรึงแอนติบอด ี............... 45 

 (รูป ก) และแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจีหลังตรึงแอนติบอดีท่ีติดฉลาก 
 ดวยไบโอตนิ(รูป ข) ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 
 

รูปท่ี 4.2    คาการดูดกลืนแสงท่ีไดจากการทดลองโดยไมใชกรดซัลฟวรกิ(ก) และใช ....................... 47 
 กรดซัลฟวรกิในการหยุดปฏิกิริยา(ข) 

รูปท่ี 4.3    ความเขมขนท่ีเหมาะสมของแอนติบอดตีัวท่ีหนึง่ท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ... 49 
รูปท่ี 4.4    ผลของเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกริิยา ในขั้นตอนการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ................. 50 

 



(10) 

สารบัญรูป(ตอ) 
 

                           หนา 
รูปท่ี 4.5    ผลของความเขมขนของ CEA ........................................................................................... 51 
รูปท่ี 4.6    กราฟแสดงผลของความเขมขนของ CEA ......................................................................... 52 
รูปท่ี 4.7    ความเขมขนท่ีเหมาะสมของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีตดิฉลากดวยไบโอติน .... 53 

ท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
รูปท่ี 4.8    แสดงผลของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ท่ีความเขมขนตางๆท่ีใชในการ ................... 54 

ตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
รูปท่ี 4.9    ความเขมขนท่ีเหมาะสมของเอนไซมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสท่ีใชในการ .............. 55 

ตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
รูปท่ี 4.10  กราฟมาตรฐานของ CEA ท่ีความเขมขนตางๆในสารตัวอยาง .......................................... 58 
รูปท่ี 4.11  แสดงความเขมของสารละลายสีเหลืองท่ีเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ CEA ท่ีเพ่ิมขึ้น ..... 59 
รูปท่ี 4.12  แสดงชวงความเปนเสนตรงของ CEA  .............................................................................. 60 
รูปท่ี 4.13  ความจําเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะห ท่ีใชในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ............. 61 
รูปท่ี 4.14  แสดงความจําเพาะเจาะจงของวธีิวิเคราะห ........................................................................ 62 
รูปท่ี 4.14  ผลการเปรียบเทียบในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชแมกเนตกิบีด ........................ 64 

และไมใชแมกเนตกิบีด 
รูปท่ี 4.16  กราฟมาตรฐานของการวดั CEA ในสารตัวอยาง............................................................... 65 

 

 
 
 

 



 

 

บทท่ี 1 

บทนํา 
 

 1.1  ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 
โรคท่ีเกิดจากการแบงตัวท่ีผิดปกติของเซลลในปจจุบันซ่ึงมีมากกวา 100 ประเภท  หนึ่ง

ในนั้นคือโรคมะเร็ง ซ่ึงความอันตรายของโรคมะเร็งนั้นจะเกิดขึ้นเม่ือการแบงตัวท่ีผิดปกติของเซลล
กอตัวกันเปนกอนเนื้อเยือ่ เรียกวา “เนื้องอก” (มีขอยกเวน สําหรับมะเร็งในเม็ดเลือดขาว โดยมะเร็งจะ
ไปยับยั้งการทํางานของเลือด และทําใหเกิดความผิดปกติในกระแสเลือด) ซ่ึงโรคมะเร็งนั้นเปนโรคท่ี
พบบอย โดยเฉพาะอยางยิ่งในปจจุบันซ่ึงมีมลภาวะจากสภาวะแวดลอมตางๆในประเทศ และ
ประชาชนสวนใหญ เอาใจใสดูแลสุขภาพตนเองนอยลง ออกกําลังกายนอยลง และการรับประทาน
อาหารอยางไมเลือก ปจจัยเหลานี้เปนสาเหตท่ีุทําใหประชาชนเปนโรคมะเร็งเพ่ิมมากขึ้น ซ่ึงโรคมะเร็ง
เปนโรคท่ีสามารถปองกันได และรักษาใหหายขาดไดเชนกัน หากมีการตรวจวินิจฉัยไดตั้งแตระยะ
เริ่มเปน โรคมะเร็งสวนใหญท่ีพบบอยในอันดับตนๆของคนไทย คือ โรคมะเร็งลําไสใหญ ซ่ึงมี
จํานวนเพ่ิมขึ้นเรื่อยๆในปจจุบัน ซ่ึงหากมีการตรวจคัดกรองโรคมะเร็งอยูสมํ่าเสมอ และทําการ
ตรวจหาความผิดปกติในรางกายไดตั้งแตในระยะเริ่มแรก พบวาอัตราการเสียชีวิตลดลงอยางชัดเจน 
ในผูปวยท่ีพบวาเปนโรคมะเร็งในระยะเริ่มแรก ซ่ึงการตรวจหาความผิดปกตินี้ ก็คือการตรวจหาส่ิง
แปลกปลอมในรางกาย หรือสารบงช้ีมะเร็ง (Tumor marker) นั่นเอง ซ่ึงสภาวะท่ีเซลลในรางกายเกิด
ความผิดปกติ มีสารพันธุกรรมภายในเซลลเปล่ียนแปลงกลายเปนเซลลมะเร็ง โดยสารตางๆ เหลานี้ท่ี
เกิดจากเซลลมะเร็ง เรียกวาเปนสารบงช้ีมะเร็ง ซ่ึงสามารถตรวจหาความผิดปกติตางๆไดจากเลือด 
หรือ สารคัดหล่ังในรางกาย เชน น้ําในชองปอดของผูปวยรายนั้นๆ 

สารบงช้ีมะเร็งนั้นมีประโยชนตอการวินิจฉัย ซ่ึงการดูแลผูปวยท่ีเปนโรคมะเร็ง และการ
ตรวจหาปริมาณสารบงช้ีมะเร็ง โดยการตรวจกอนการรักษานั้นมีประโยชนตอการวางแผนเพ่ือทําการ
รักษา และในโรคมะเร็งบางชนิด ปริมาณสารบงช้ีมะเร็งนั้นยังสามารถบงถึงระยะของโรคไดอีกดวย  

คารซิโนเอมบริโอนิก แอนติเจน (Carcinoembryonic antigen; CEA) เปนสารบงช้ีมะเร็ง ซ่ึง 
CEA สามารถตรวจพบไดท้ังในผูท่ีปวยเปนโรคมะเร็งลําไสใหญ และโรคมะเร็งเตานม ซ่ึงในรางกาย
คนปกติจะมีคา CEA นอยกวา 2.5 ng/ml และมีคานอยกวา  5.0 ng/ml สําหรับผูท่ีไมสูบบุหรี่และ
สําหรับผูท่ีสูบบุหรีต่ามลําดับ 

วิ ธี ท่ีใชวิ เคราะหหาปริมาณCEA ท่ีนิยมใชทางอิมมูโนวิทยาคือ Enzyme linked 
immunosorbent assay (ELISA) ซ่ึงอาศัยหลักการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงของปฏิกิริยาระหวาง
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แอนติบอดีและแอนติเจน วิธีนี้เปนวิธีท่ีใชวิเคราะหโดยท่ัวไปทางเคมีคลินิก แตมีขอเสียคือ ชุด
ทดสอบมีราคาแพง ตองนําเขาจากตางประเทศ และตองใชรวมกับเครื่องมือเฉพาะท่ีมีราคาแพง ซ่ึงเม่ือ
เร็วๆนี้ ไดมีเทคนิคท่ีนาสนใจสําหรับการตรวจหา CEA อีกวิธีหนึ่งคือ เทคนิคอิมมูโนเซนเซอร 
(Immunosensor) [1] มีขอดี คือ ใหผลการวิเคราะหรวดเร็ว ราคาถูก ใชเครื่องมือพ้ืนฐาน และให
ขีดจํากัดการตรวจวัดต่ํา [2]  

ดังนั้นในงานวิจัยนี้จึงสนใจท่ีจะพัฒนาวิธีการตรวจวัดหาสารบงช้ีมะเร็ง (CEA) โดยเทคนคิ
ไบโอเซนเซอร (Biosensor) ประเภทอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช และใชวัสดุแมเหล็กในการเพ่ิม
ความไววิเคราะห ทําใหตรวจวัด CEAไดในความเขมขนต่ําๆ 
  
1.2  วัตถุประสงคของการวิจัย 

1.2.1  เพ่ือพัฒนาวิธีอิมมูโนเซนเซอรในการตรวจวิเคราะหหา CEA โดยใชแมกเนติกบีดท่ี
เคลือบดวยโปรตีนจี 

1.2.2  เพ่ือหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะหหา CEA 
1.2.3  เพ่ือหาประสิทธิภาพในการตรวจวิเคราะหหา CEA 
1.2.4  เพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA ในตวัอยางจริง 

 
1.3  ขอบเขตของการวิจัย 

1.3.1  ตรึงแอนติบอด ี(anti-CEA) บนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจ ี
1.3.1.1  ศึกษาวิธีการตรึงแอนติบอดี (anti-CEA) บนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวย

โปรตีนจี ดวยเทคนิคโควาเลนตโดยใชสารเช่ือมไขว 
1.3.1.2  ทดสอบการเกาะติดของแอนติบอดีบนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีน

โดยใชกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) โดย
เปรียบเทียบสมบัติทางกายภาพระหวางกอนและหลังการเกาะติดของแอนติบอดีบนแมกเนติกบีดท่ี
เคลือบดวยโปรตีนจี 

1.3.1.3   ตรวจสอบการตอบสนองของแอนติบอดีตอแอนติเจน โดยพิจารณาจากผล
ของการเกิดปฏิกิริยา ถาแอนติเจนจับกับแอนติบอดีจะเกิดสารใหมเกิดขึ้นท่ีมีสีน้ําเงิน และเม่ือหยุด
ปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริก จะไดเปนสารละลายสีเหลือง ความเขมของสีท่ีไดจะตองแปรผันตรงตาม
ความเขมขนของปริมาณ CEA 

1.3.2  เตรียมแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวยไบโอติน (anti-CEA–biotin) 
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1.3.2.1  ศึกษาวิธีการติดฉลากแอนติบอดีดวยไบโอติน 
1.3.2.2  ทดสอบการเกาะติดของไบโอตินบนแอนติบอดีดวยเครื่องยูวี-วิสิเบิลสเปก

โตรโฟโตมิเตอร (UV-visible spectrophotometer) โดยเปรียบเทียบคาการดูดกลืนแสงระหวางกอน
และหลังติดฉลากดวยแอนติบอด ี

1.3.3  หาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจหาปริมาณ CEA เพ่ือใหสามารถวิเคราะหหา CEA 
ในความเขมขนต่ําในระดับความเขมขนท่ีกําหนดไวได ( <5.0 ng/ml ) ไดแก 

1.3.3.1  ศึกษาผลของการหยุดปฏิกิริยา 
1.3.3.2  ศึกษาหาความเขมขนของแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่งท่ีเหมาะสม 
1.3.3.3  ศึกษาหาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสม 
1.3.3.4  ศึกษาผลความเขมขนของ CEA 
1.3.3.5  ศึกษาหาความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบ

โอตินท่ีเหมาะสม 
1.3.3.6  ศึกษาหาความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสท่ีเหมาะสม  

1.3.4  หาประสิทธิภาพของวิธีตรวจวิเคราะหหา CEA เพ่ือใหไดวิธีท่ีถูกตองและแมนยํา 
1.3.4.1  ความเท่ียงของวิธีวิเคราะห (Precision) 
1.3.4.2  การทําซํ้าของวิธีวิเคราะห (Repeatibility) โดยการทําซํ้า 7 ครั้งในวันเดียวกัน  
1.3.4.3  การทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห (Reproducibility) โดยการทดลองวันละ 1 ครั้ง 

เปนเวลา 7 วัน  
1.3.4.4  ความแมนยําของวิธีวิเคราะห (Accuracy) โดยการเติมCEA ลงไปในตัวอยาง

จริง แลวคํานวณหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืนของวิธี โดยเปอรเซ็นตท่ียอมรับไดอยูในชวง   40-120% 
1.3.4.5  ชวงความเปนเสนตรง (Linear range) โดยคาความเปนเสนตรงตองมากกวา 

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  ตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ในตัวอยางจรงิ โดยผลท่ีไดนํามาเปรียบเทียบกับวิธีท่ี
โรงพยาบาลใช คือวิธี ELISA 
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1.4  กรอบแนวคิดของการวิจัย 
เนื่องจากระดับปริมาณ CEA ในเลือดนั้นพบไดในปริมาณนอย ดังนั้นงานวิจัยนี้จึงมี

แนวความคิดเพ่ือพัฒนาวิธีวิเคราะหใหมีความไววิเคราะหสูง (sensitivity) จึงทําใหในงานวิจัยนี้สนใจ
ท่ีจะเพ่ิมประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหหา CEA ดวยแมกเนติกบีดเคลือบดวยโปรตีนจี โดยใชเทคนิค
อิมมูโนเซนเซอร โดยใชหลักการตรวจวัดแบบแซนวิช (sandwich-type) [3] เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพของ
การตรวจวัดใหดียิ่งขึ้น โดยมีแนวความคิดดังรูปท่ี 1.1 การจับกันของแอฟฟนิตี้ไบโอเซนเซอรแบบ
แซนวิช เพ่ือวิเคราะหหาปริมาณแอนติเจน CEA ในกรณีท่ีตัวอยางเลือดของผูปวยท่ีเปนมะเร็งลําไส
ใหญท่ีมี CEA โดยท่ี CEA ในตัวอยางจะไปจับกับแอนติบอดีของ CEA (anti-CEA) ท่ีเคลือบอยูบน  
ไมโครเพลท เม่ือเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดตีิดฉลากดวยไบโอติน (แอนติบอดีตัวท่ีสอง) 
ซ่ึงแอนติบอดีตัวท่ีสองนี้จะไปจับกับแอนติเจน CEA เม่ือเติมสเตร็ปตาวิดีน-เปอรออกซิเดส และเติม
สับสเตรท 3,3,,5,5,-เตตระเมทิลเบนซิดีน (3,3,,5,5,-Tetramethylbenzidine; TMB) ผสมกับไฮโดรเจน
เปอรออกไซด (H2O2) จะเกิดผลิตภัณฑเปนสีฟา แลวหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริก จะเกิดผลิตภัณฑ
เปนสีเหลือง และความเขมขนของสีจะแปรผันตรงกับความเขมขนของ CEA ในตัวอยาง นําไปวัดคา
การดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ยูว-ีวิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm จึงใชหลักการนี้
ในงานวิจัยเพ่ือตรวจหาปริมาณ CEA 
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รูปที่ 1.1  หลักการตรวจหาปริมาณ CEA โดยอาศัยเทคนคิอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช          

ขั้นท่ี (1) การเคลือบแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งในไมโครเพลท ขั้นท่ี (2) การเติมแอนติเจน  (CEA)  
ขั้นท่ี (3) การเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน ขั้นท่ี (4) การเติม      
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ขั้นท่ี (5) การเติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีนผสมกับ
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 

 
 
 
 

 

(1) 

(2) 

(3) (4) 

(5) ไมโครเพลท 

M 

M M 

TMB+H2O2 

Optical Signal 

 0.5 M H2SO4 

(yellow) 

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ λ450 nm 

TMB+H2O2 =  3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน+ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

= สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 

= แอนติเจน 

M = แมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 

= แอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 
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1.5  ประโยชนที่คาดวาจะไดรับ 
1.5.1  ไดวิธีอิมมูโนเซนเซอรในการตรวจวิเคราะหหา CEAโดยใชแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบ

ดวยโปรตีนจ ี
1.5.2  ไดสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะหหา CEA 
1.5.3  ไดวิธีวิเคราะหท่ีสามารถตรวจวิเคราะหหา CEAไดอยางมีประสิทธิภาพ 
1.5.4   สามารถตรวจหา CEA ในตัวอยางจริงได 

 



บทท่ี 2 

วรรณกรรมหรืองานวิจัยท่ีเกี่ยวของ 
 

2.1  คารซิโนเอมบริโอนกิ แอนติเจน 
เปนแอนติเจนชนิดหนึ่งท่ีจัดอยูในกลุม Oncofetal antigen ซ่ึงสามารถสรางเปนปกตไิดจาก

เซลลตับ ตับออน และลําไสของทารกในครรภซ่ึงมีอายุครรภประมาณ 2-6 เดือน ซ่ึงจะสามารถใชเปน 
ตัวช้ีบง สําหรับตรวจหามะเร็งลําไสใหญ โดยในรางกายปกติจะมีคา CEA นอยกวา 2.5 ng/ml และ
นอยกวา  5.0 ng/ml สําหรับผูท่ีไมสูบบุหรี ่และผูท่ีสูบบุหรีต่ามลําดับ ในการกําหนดระดับปริมาณของ 
CEA วาผูปวยรายนั้นปวยเปนโรคมะเร็งตองมีคาสูงเกินคาปกติอยู 5-10 เทา และนอกจากนี้ในผูปวยท่ี
เปนโรคตับออนอักเสบ ตับแข็ง โรคปอดอักเสบ ทางเดินอาหารอักเสบก็จะมีคา CEA สูง แตพบวาสูง
ไมมากนัก สวนในรายท่ีพบวาคา CEA ท่ีสูงมากๆนั้น จะสามารถบงบอกถึงการแพรกระจายของโรค
นั้นได 

ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งลําไสใหญควรมีการตรวจ CEA เปนระยะๆอยางนอยท้ังหมด 
จํานวน 3 ครั้ง จะชวยใหการวินิจฉัยมีความแนนอนมากยิ่งขึ้น และเม่ือพบวาในการตรวจคัดกรองแต
ละครั้งมีคา CEA สูงขึ้นเรื่อยๆ โดยการติดตามผลการรกัษา ควรจะมีการตรวจปริมาณ CEA กอนการ
ผาตัดเอาไวกอน เนื่องจากคา CEA ในรางกายของแตละคนมีปริมาณไมเทากัน และหลังจากการผาตัด
เรียบรอยแลวควรมีการตรวจปริมาณ CEA เปนระยะๆ ซ่ึงถาหลังการผาตัดพบวามีคา CEA สูงขึ้นเกิน    
10 ng/ml แสดงวาเช้ือมะเร็งกลับมาใหมอีกครั้ง  ซ่ึงโดยหลักๆ CEA ไมไดมีไวสําหรับวินิจฉัย
โรคมะเร็งอยางเดียว แตมีไวสําหรับติดตามการแพรกระจายของโรคมะเร็งลําไสใหญและโรคมะเร็ง
ชนิดอ่ืนๆอีกดวย นอกจากนั้น CEA ยังใชสําหรับติดตามการกลับมาเปนซํ้าของโรคมะเร็ง ดังนั้นการ
ตรวจวัดระดับปริมาณของ CEA ในเลือดจึงมีความสําคัญอยางยิ่งตอการวินิจฉัยโรค และรักษา
โรคมะเร็ง 

CEA เปนสารโปรตีนชนิดหนึ่ง ท่ีสรางมาจากเซลลบางชนิดในระยะท่ียังเปนทารกในครรภ
มารดา หรือจากเซลลมะเร็งบางชนิด [3] เชน มะเร็งปอด มะเร็งเตานม มะเร็งตับออน มะเร็งลําไสใหญ 
ซ่ึงถาตรวจพบวา ในเลือดมีระดับ CEA สูง อาจบงถึงการเกิดขึ้นมาใหมของเซลลมะเร็งนั้นๆ ซ่ึง CEA 
เปนแอนติเจนท่ีเกี่ยวของกับโรคมะเร็ง ซ่ึงพบครั้งแรกในป 1965 [4] โดยพบจาก adenocarcinoma 
ของลําไสใหญ โดยตอมาพบวามีในตับออน ลําไส ตับ ของทารกในครรภและจะเริ่มมีปริมาณลดลง
เม่ือโตขึ้น และในผูใหญก็ยังคงมีการสราง CEA บาง แตมีในปริมาณเล็กนอย CEA เปนไกลโคโปรตีน 
(glycoprotein) [5-6] ท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 200 ± 20 kDa ประกอบดวยโพลีเปปไทดสายเดี่ยวและ
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คารโบไฮเดรต 45-60% ท่ีผลิตจากเซลลมะเร็งแลวหลุดออกไปสูกระแสเลือด สามารถพบไดท้ังใน
มะเร็งของ ปอดเตานม ตับ หรือตับออน ลําไสใหญ-ไสตรง โดยเฉล่ียแลว ระดับคา CEA ท่ีสูงพบได 
40-80% ของผูปวยท่ีเปนโรคมะเร็งดังกลาวขางตน แตสําหรับในผูปวยโรคมะเร็งลําไสใหญ-ไสตรง 
จะมีระดับ CEA ในเลือดสูงมาก และสามารถพบไดบอยกวาโรคมะเร็งชนิดอ่ืนๆ 

 
2.2  วิธีการตรวจหา CEA 

การตรวจวิเคราะหปริมาณCEA ในทางการแพทยโดยท่ัวไปใชวิธีการตรวจวัดคือ    
Enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) [2,7-10] ซ่ึงเปนวิธีท่ีใชสําหรับการตรวจสอบทางเคมี
คลินิก แตเนื่องจากตองมีการเตรียมตัวอยางท่ีคอนขางยุงยาก ชุดทดสอบตองนําเขาจากตางประเทศ 
และตองใชรวมกับเครื่องมือเฉพาะ คือ microplate reader จากปญหาดังกลาวทําใหเม่ือเร็วๆนี้ ไดนํา
เทคนิคอิมมูโนเซนเซอรมาใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ CEA และนําผลการการตรวจวัดเทียบกับ
วิธี ELISA พบวาผลการตรวจวิเคราะหของท้ังสองวิธีไดผลใกลเคียงกัน ดังนั้นในงานวิจัยนี้ จึงมี
แนวคิดท่ีจะนําเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรมาใชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ CEA [4,11-12] ซ่ึงมีขอดี
กวาวิธี ELISA คือ ไมมีขั้นตอนในการเตรียมท่ีซับซอน สามารถตรวจวิเคราะหไดงาย ใชเวลารวดเร็ว 
ใชสารตัวอยางในปริมาณท่ีนอย ตรวจสอบไดท่ีปริมาณความเขมขนต่ําๆ และสามารถสรางชุด
ทดสอบขึ้นมาไดเองในหองปฏิบัติการ โดยใชรวมกับเครื่องมือตรวจวัดท่ัวไป 

วิธีอิมมูโนเซนเซอรเปนวิธีท่ีนิยมใชในการตรวจหา CEA ซ่ึงเปนวิธีท่ีใหความไววิเคราะห
สูง โดยอาศัยหลักการการจับกันของแอนติบอดีกับแอนติเจนอยางจําเพาะเจาะจง 

2.2.1  การจับกันระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจน   
   2.2.1.1  แอนติบอด ี(Antibody, Ab)  

 แอนติบอดี หรือท่ีเรียกกันอีกอยางคือ อิมมูโนโกลบูลิน (Immunoglobulin; 
Ig) เปนโปรตีนซ่ึงมีน้ําตาลเปนองคประกอบ แอนติบอดีหรืออิมมูโนโกลบิน เปนสารละลายท่ีสราง
และหล่ังมาจาก plasma cell มีคุณสมบัติสามารถจับกับ antigenic determinant ของแอนติเจน 
(Antigen, Ag) ไดอยางจําเพาะเจาะจง โดยสวนใหญแอนติบอดีจะอยูในสวนของ γ-globulin และมี
บางสวนท่ีอยูในสวนของ β-globulin ซ่ึงเปนสวนนอย ดังนั้นจึงเรียกแอนติบอดีไดวา Immunoglobulin 
(Ig) (รูป 2.1) [13]  
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รูปที่ 2.1  โครงสรางของแอนติบอด ี
 

แอนติบอดีประกอบดวยโพลีเปปไทดท้ังหมด 4 สาย โดยแยกเปน Light (L) chain 2 สาย 
และ Heavy (H) chain 2 สาย โดยมีปลายขางหนึ่งในแตละสายเปนหมูอะมิโน (-NH2-) ซ่ึงเรียกวา              
N-terminal และมีปลายอีกขางหนึ่งเปนหมูคารบอกซิล (-COOH-) เรียกวา C-terminal โดยท่ีสาย       
โพลิเปปไทดท้ังหมดนี้จะเช่ือมตอกันดวยพันธะไดซัลไฟด และสายโพลีเปปไทดในแตละสวน        
จะเรียกวา domain โดยปลายดาน N-terminal จะเปนสวนท่ีจับกับแอนติเจน เรียกปลายสวนนี้วา 
variable region สวนดาน C-terminal จะคอนขางคลายกันในแตละสาย เรียกสวนนี้วา constant region 
สามารถบอกถึงชนิดของแอนติบอดีได โดยสามารถแบงออกไดเปน 5 ชนิดตามความแตกตางของ    
H-chain คือ IgG, IgA, IgM, IgD และ IgE ซ่ึงมี H-chain เปน γ, α, µ, δ และ ε ตามลําดับ ซ่ึงแตละ
ชนิด จะมีนํ้าหนักโมเลกุลแตกตางกัน คุณสมบัติทางชีวภาพ สวนประกอบของคารโบไฮเดรต 
antigenic determinant การเรียงตัวของกรดอะมิโน และการเคล่ือนท่ีแตกตางกัน [14-16] โดย
แอนติบอดีจากจุลินทรียนั้น จะมีองคประกอบของโปรตีน มีความสามารถจับกับแอนติเจนไดอยาง
จําเพาะเจาะจงดวยกลไก ดังสมการท่ี 2.1 

COOH HOOC 
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Ag + Ab     Ab . Ag       (2.1) 
 

        คาคงท่ีของการจับ (affinity constant;K) =   [୅ୠ.୅୥][୅୥][୅ୠ]
  =  106      

        
 

2.2.1.2  แอนติเจน (Antigen, Ag) 
แอนติเจน เปนสารหรือส่ิงแปลกปลอมท่ีไมมีอยูในรางกายและเม่ือเขาสู

รางกาย ส่ิงแปลกปลอมนี้จะสามารถกระตุนทําใหเกิดการตอบสนองทางภูมิคุ มกันแบบจําเพาะได 
(specific immune response) โดยจะทําใหเกิดการสรางแอนติบอดี หรือ T lymphocyte (มีหนาท่ีทําลาย
เซลลเปาหมาย ควบคุมการทํางานของระบบภูมิคุมกัน) ท่ีมีความจําเพาะเจาะจง (specific sensitized    
T lymphocyte) ซ่ึงสามารถทําปฏิกิริยากับแอนติเจนนั้น ๆ ได [14,17-20] ซ่ึงแอนติเจนมีคุณสมบัติ 2 
ประการดวยกัน คือ 

1)  Immunogenicity หมายถึง ความสามารถในการกระตุน ท่ีทําใหเกิด 
specific immune response โดยสาร immunogen คือสารท่ีสามารถกระตุนใหเกิด specific immune 
response ได  

2)  Specific reactivity หรือ antigenicity หมายถึง แอนติเจนชนิดนั้น ๆ 
สามารถทําปฏิกิริยาท่ีมีความจําเพาะเจาะจงกับแอนติบอดี หรือ T lymphocyte ท่ีมากระตุนใหเกิดการ
สรางขึ้นบนแอนติเจน 1 โมเลกุลจะประกอบไปดวยตําแหนงย อยเล็ก ๆ ท่ีจะทําหนาท่ีเปนตัว           
กระตุนตอระบบภูมิคุมกันในรางกาย ซ่ึงเรียกตําแหนงยอย ๆ บนแอนติเจนนี้วา antigenic determinant 
หรือ epitope แอนติเจนแตละตัวจะมี antigenic determinant ไดในจํานวนท่ีมากนอยแตกตางกัน  
ออกไป [14,15-16,20] 

2.2.1.3  การจับกันระหวางแอนติบอดีกับแอนติเจน 
ปฏิกิริยาระหวางแอนติบอดกีับแอนติเจน เกิดจากใชแรงในการจับกันอยาง

ออนๆ ซ่ึงเปน noncovalent bond ไดแก 
 1)   Electrostatic force (Coulombic force) เปนแรงท่ีเกิด เนื่องจากการจับกัน

ของแอนติบอดีกับแอนติเจนดวยประจุท่ีแตกตางกัน 
2) Hydrogen bonding force เปนแรงท่ีเกิดขึ้นจากการจับกันระหวาง 

hydrophilic group เชน –OH, -NH2, COOH เปนตน ความแข็งแรงระหวางพันธะขึ้นอยูกับความ
ใกลชิดระหวางโมเลกุล 
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3)  Hydrophobic force เปนแรงผลักระหวางโมเลกุลท่ีไมมีขั้วกับโมเลกุล
ของน้ํา โดยเกิดจากการรวมตัวกันของสารท่ีไมมีขั้วหันสวนท่ีเปน hygrophobic group เขาหากัน 

4) Van der Waals force คือแรงระหวางโมเลกุลท่ีอยูใกลกัน แลว
เกิดปฏิกิริยาระหวาง external electron clouds เพ่ือใหแรงดึงดูดของประจุอยูในสภาวะสมดุล 

 
 

 
 

                                                                                         
 

รูปที่ 2.2  การจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจน ในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร  
 ท่ีมาของรูปภาพดัดแปลงมาจาก [21] 

 
  2.2.1.4  การตรึงแอนติบอดีบนวัสดแุมเหล็ก  

ในงานวิจัยนี้จะตรึง anti-CEA ซ่ึงเปนชนิด IgG1 โดยจะตรึง anti-CEA ไว
บนวัสดุแมเหล็กท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี โดยใชพันธะโควาเลนตซ่ึงเปนพันธะท่ีแข็งแรง  

โปรตีนจี เปนโปรตีนท่ีนิยมนํามาใชในการตรึงแอนติบอดีชนิด IgG1 ท้ังนี้
เพราะสามารถควบคุมใหในสวนของโคนของแอนติบอดีใหมาจับกับโปรตีนจี แลวหันสวนปลายของ
แอนติบอดีออกขางนอก เพ่ือจับกับแอนติเจน [22-23] ดังรูปท่ี 2.3 จึงทําใหสามารถตรวจหาปริมาณ
แอนติเจนในความเขมขนต่ําๆได 
 
 
 
 

e-, hv, m 

เกิดการเปล่ียนแปลง ตัวตรวจวดัท่ีเหมาะสม 

ทางเคมีไฟฟา ทางแสง ทางมวล 

= แอนติบอด ี = แอนตเิจน = ตัวรบกวน , 
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รูปที่ 2.3  การตรึงแอนติบอดีท่ีตดิฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ี
 

2.2.2  ประเภทของอิมมูโนเซนเซอร 
อิมมูโนเซนเซอรเปนเทคนิคทางไบโอเซนเซอรท่ีเหมาะสําหรับใชในการตรวจวัด

ปริมาณสารทางดานอิมมูโนวิทยา (immunology) [24] ซ่ึงถือวาเปนวิธีท่ีสําคัญและสามารถนําไป
ประยุกตใชทางดานการแพทยไดเปนอยางมาก เนื่องจากวิธีนี้สามารถใชเปนขอมูลในการวินิจฉัยและ
ติดตามผลการรักษาโรคในชวงเบ้ืองตน โดยอาศัยหลักการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงของแอนติบอดี
กับแอนติเจนหรือสารท่ีตองการตรวจวิเคราะห การตรวจวัดโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรนี้ สามารถ
แบงเปน 3 วิธี คือ 

2.2.2.1  อิมมูโนเซนเซอรแบบตรง (Direct immunosensor) 
เปนวิธีการตรวจหาแอนติเจนในตัวอยาง โดยมีหลักการคือใหแอนติเจนท่ี

ตองการตรวจวัดจับกับแอนติบอดโีดยตรง ผลจากท่ีแอนติบอดจีับกับแอนติเจนท่ีตองการตรวจหา ทํา
ใหสมบัติทางกายภาพเปล่ียนไปดวยตัวตรวจวัด และวัดผลจากสมบัติทางกายภาพท่ีเปล่ียนไป ซ่ึงเปน
วิธีท่ีงาย ไมซับซอน [25] แตมีขอจํากัดคือตัวตรวจวัดท่ีใชจะตองมีความไววิเคราะหสูง เนื่องจากมีผล
การเปล่ียนท่ีเกิดขึ้นจากการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดเีกิดขึ้นนอย หรือแอนติเจนจะตองมี
น้ําหนักโมเลกุลมาก เพ่ือท่ีจะสามารถตรวจวัดการเปล่ียนแปลงหลังจากแอนติเจนจับกับแอนติบอดีได
งาย  

 
 
 
 

M   M 

= แมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ีM = แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 
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รูปที่ 2.4  อิมมูโนเซนเซอรแบบตรง  
  

ไดมีงานวิจัยท่ีใชวิธีอิมมูโนเซนเซอรแบบตรง เชน การหาปริมาณ CEA โดยการใชอนุภาค
นาโนทองและนาโนแพลทตินัม ตรึงบนขั้วไฟฟาแกรไฟต คารบอนนาโนทิวบดังรูปท่ี 2.5 แลวตรึง
แอนติบอดีท่ีจําเพาะเจาะจงกับแอนติเจนบนอนุภาคนาโนดังกลาว บล็อกดวยกลูโคสออกซิเดส 
(glucose oxidase; GOD) จากนั้นเติมแอนติเจนท่ีตองการตรวจวัดลงไป สัญญาณท่ีได ขึ้นอยูกับ
ปริมาณแอนติเจนในสารตัวอยาง ซ่ึงจากผลท่ีได พบวา สามารถตรวจวัด CEA ไดในชวงความเขมขน 
0.1 pg/ml ถึง 40 ng/ml มีขีดจํากัดในการตรวจวัดเทากับ 0.03 pg/ml (S/N = 3) [26] 

= แอนติบอด ี = แอนตเิจน 
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รูปที่ 2.5  อิมมูโนเซนเซอรแบบตรงเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA [26] 

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

 
2.2.2.2  อิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน (Compitative immunosensor) 

หลักการของอิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน จะอาศัยการแขงขันการเขาจับกับ
แอนติบอดีระหวางแอนติเจนท่ีตองการตรวจวัด และแอนติเจนติดฉลากดวยสารติดตาม เชน เอนไซม
หรือวัสดุนาโน สามารถหาปริมาณแอนติเจนท่ีไดจากสารติดฉลากท่ีติดอยูกับแอนติเจน โดยสัญญาณ
ท่ีไดนั้นจะแปรผกผันกับปริมาณแอนติเจนในตัวอยาง การวิเคราะหหาแอนติเจนดวยวิธีนี้เหมาะ
สําหรับสารท่ีมีโมเลกุลนอย เชน หาปริมาณ CEA โดยการใชอนุภาคนาโนแมเหล็กท่ีตรึงดวย
แอนติบอดี จากนั้นเติมสารแอนติเจน และอนุภาคไมโครติดฉลากดวยสารแอนติเจน  [11] 
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รูปที่ 2.6  อิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขันเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA [11] 
 
  2.2.2.3  อิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช (Sandwich immunosensor) 

การตรวจวัดโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช เปนการตรวจวัดโดย
ทางออม โดยการตรึงแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่ง (Primary antibody) บนตัวตรวจวัด และแอนติเจนจะเขาจับ
กับแอนติบอดีท่ีตรึงอยู หลังจากนั้นจะเติมแอนติบอดีตัวท่ีสอง (Secondary antibody) ติดฉลากดวย
สารติดตาม เชน เอนไซม แอนติบอดีดังกลาวนี้จะเขาจับกับแอนติเจนอีกครั้ง ซ่ึงจะสามารถหาปรมิาณ
แอนติเจนไดจากสารติดตาม สัญญาณท่ีไดจะแปรผันตามปริมาณของแอนติเจนในตัวอยาง วิธีนี้จะมี
ความจําเพาะเจาะจงสูง และใหความไววิเคราะหสูง สามารถตรวจหาปริมาณแอนติเจนท่ีมีความ
เขมขนต่ําๆได เชน งานวิจัยท่ีใชอนุภาคนาโนแมเหล็กตรึงดวยแอนติบอดี เพ่ือตรวจหาปริมาณ CEA 
หลังจากนั้นเติมแอนติเจนลงไป จะเกิดการจับกันอยางจําเพาะเจาะจงกับแอนติบอดี หลังจากนั้นเติม
แอนติบอดีตัวท่ีสองคือ อนุภาคไมโครท่ีติดฉลากดวยแอนติบอดี ลงไปจับแอนติเจนอีกครั้ง ตรวจวัด
สัญญาณจากสารติดฉลาก [11,27] 
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รูปที่ 2.7  อิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิชเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA [11] 
 

2.2.3  ตัวตรวจวัด 
ตัวตรวจวัดท่ีนิยมใชในทางอิมมูโนเซนเซอรไดแก 

 2.2.3.1  ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟา 
ตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟา เปนเทคนิคท่ีวัดศักยไฟฟาหรือกระแสไฟฟาท่ี

เปล่ียนไปเม่ือเกิดการจับกันของแอนติเจนกับแอนติบอด ีเทคนิคทางเคมีไฟฟาท่ีนํามาประยุกตใชเปน
ตัวตรวจวัดสําหรับอิมมูโนเซนเซอร เชน เทคนิคแอมเพอรโรเมตริก (Amperometric) และ               
โพเทนชิโอเมตริก (Potemtiometric) สวนใหญแลวเทคนิคแอมเพอรโรเมตริก ถือเปนตัวตรวจวัดท่ี
นิยมใชในทางอิมมูโนเซนเซอร เพราะใหความไวของการวิเคราะหสูง มีความจําเพาะเจาะจงและราคา
ถูก ท่ีผานมาไดมีงานวิจัยเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA (ดังรูปท่ี2.8)โดยใชเทคนิคทางเคมีไฟฟา 
ตัวอยางเชน การหาปริมาณ CEA โดยเคลือบ CEA/colloid Au/chitosan membrane บนขั้วไฟฟา โดย
ใชวิธีการจับกันแบบแขงขันระหวางสารตัวอยางท่ีมี CEA กับแอนติบอดีติดฉลากดวยเอนไซม 
สัญญาณจากสารติดฉลากลดลงตามความเขมขนของ CEA ท่ีเพ่ิมขึ้นในสารตัวอยาง ในชวงความเปน
เสนตรง 0.5-25 ng/ml พบวาวิธีนี้ใหคาสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธเทากับ 0.9981 และขีดจํากัดของการ
ตรวจวัดเทากับ 0.22 ng/ml มีขอดีคือ มีความเสถียรและความถูกตองสูง [23] 
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รูปที่ 2.8  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชตวัตรวจวดัทางเคมีไฟฟา [23] 
 
  2.2.3.2  ตัวตรวจวดัทางมวล 

ตัวตรวจวัดทางมวลอาศัยสมบัติทางมวลท่ีเปล่ียนแปลงไป ตัวตรวจวัดทาง
มวลท่ีใชในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอร ไดแก ควอตสคริสตัลไมโครบาลานส  (Quartz crystal 
microbalance ; QCM) ซ่ึงใชหลักการตรึงแอนติบอดีบนผลึกควอตส เพ่ือตรวจหาปริมาณแอนติเจนใน
ตัวอยาง จากนั้นใหพลังงานภายนอกแกผลึกควอตสจะทําใหผลึกควอตสเกิดการส่ัน ความถ่ีของการ
ส่ันจะขึ้นอยูกับมวลท่ีเปล่ียนไป และเม่ือแอนติเจนไปจับกับแอนติบอดีท่ีถูกตรึงอยูบนผลึกควอตส 
สงผลทําใหมวลเพ่ิมขึ้น ความถ่ีของการส่ันก็จะเปล่ียนไปดวย ความสัมพันธระหวางมวลกับความถ่ี 
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 ใชสําหรับการตรวจหาชนิดและปริมาณของสารโดย
อาศัยหลักการท่ีวา สารแตละชนิดสามารถดูดกลืนรังสีไดในชวงความยาวคล่ืนเฉพาะของสารแตละ
ชนิด และปริมาณการดูดกลืนรังสีนั้นขึ้นอยูกับความเขมขนของสาร โดยยูวี-วิสิเบิลสเปกโตร           
โฟโตมิเตอร เปนเครื่องมือท่ัวไปท่ีใชในการตรวจวัดปริมาณแสงในชวงรังสียูวีและชวงแสงขาว ท่ี
ทะลุผานหรือถูกดูดกลืนได ท่ีเกิดจากสารตัวอยาง สารตัวอยางสวนใหญเปนสารประกอบเชิงซอน 
สารอินทรีย และสารอนินทรียท่ีสามารถดูดกลืนแสงในชวงความยาวคล่ืนเหลานี้ได ในปจจุบันเครื่อง
ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร ไดมีการพัฒนาใหมีขนาดเล็กลง กระทัดรัด มีความไววิเคราะห และ
ใหผลลัพธท่ีถูกตองแมนยํามากยิ่งขึ้น รวมท้ังการพัฒนาโปรแกรมท่ีใชควบคูกับเครื่องมือในการ
วิเคราะหใหงายขึ้น และสามารถเช่ือมกับเทคนิคอ่ืนๆไดอีกดวย ซ่ึงจากการพัฒนานี้ทําใหเครื่อง          
ยูวี-วิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอร สามารถนําไปใชงานไดกวางขึ้น  

ไดมีงานวิจัยกอนหนานี้ ใชวิธีอิมมูโนเซนเซอรโดยใชตัวตรวจวัดทางแสง 
สําหรับหาปริมาณ CEA ดังรูป 2.9 ใชเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช โดยใชอิมมูโนแมกเนติก
บีดตรึงดวยแอนติบอดีท่ีจําเพาะกับ CEA ภายใตสนามแมเหล็ก วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีเปล่ียนแปลง
ไปท่ีความยาวคล่ืน 300 ถึง 500 nm สัญญาณท่ีได แปรผันโดยตรงกับความเขมขนของ CEA ใน
ตัวอยาง วิธีนี้มีชวงความเปนเสนตรง 0 ถึง 50 ng/ml และมีขีดจํากัดในการตรวจพบเทากับ 5.0 pg/ml 
[29] 

 
 

รูปที่ 2.9  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยเทคนิคอิมมูโนเซอรแบบแซนวิชโดยใชตัวตรวจวัดทาง 
  แสง [29] 
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2.3  การเพิ่มความไววิเคราะห  
2.3.1  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยอนุภาคนาโนทอง 

โดยการนําอนุภาคนาโนทองมาใชในการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวใหมากยิ่งขึ้น เพ่ือเพ่ิมปริมาณ
แอนติบอด ีซ่ึงไดมีหลายงานวิจัยกอนหนานี้ท่ีไดใชอนุภาคนาโนทองในการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวในการตรึง
แอนติบอด ี[30-32] เชน การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชอนุภาคนาโนทองเพ่ือเพ่ิมพ้ืนท่ีผิวบน
ขั้วไฟฟา ทําใหแอนติบอดีสามารถเกาะติดบนขั้วไฟฟาไดมากขึ้น ตรวจหาปริมาณ CEA โดยใช
เทคนิคแอมเพอรโรเมตริก ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม สัญญาณการตอบสนองของ CEA มีชวงความ
เปนเสนตรงจาก 1 fg/ml ถึง10 ng/ml มีขีดจํากัดของการตรวจพบต่ําถึง 0.015 fg/ml [32] แตมีขอเสีย
เนื่องจากอนุภาคนาโนทองสังเคราะหมาจากสารละลายทองซ่ึงมีราคาแพง 
 
 

 
 
 
รูปที่ 2.10  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชอนุภาคนาโนทองในการเพ่ิมพ้ืนท่ีผิว [32] 
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2.3.2  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยอนุภาคนาโนเงิน 
ไดมีงานวิจัยกอนหนานี้ใชอนุภาคนาโนเงินรวมกับอนุภาคนาโนทอง [27] ในการ

เพ่ิมพ้ืนท่ีผิวโดยใช 1,4 - benzenedimethanethiol เปนตัวเช่ือม หลังจากนั้นเม่ือเติมกรดไนตริกลงไป 
ทําใหอนุภาคนาโนเงินละลาย จากนั้นเติมสาร Thionine สารชนิดนี้จะดูดซับบนผิวของอนุภาค        
นาโนทอง และ HAuCl4 เพ่ือใหเกิดเปนแผนฟลมบางบนผิวหนาดวยปฏิกิริยารีดักช่ัน เม่ือเติม
แอนติบอดีลงไป แอนติบอดีจะดูดซับโดยตรงบนทอง และเม่ือเติมแอนติเจนลงไป แอนติเจนจะจับกับ
แอนติบอดีอยางจําเพาะเจาะจง ผลการวิจัยพบวา เทคนิคนี้มีความไววิเคราะหสูง ชวงความเปน
เสนตรงกวาง (10 pg/ml ถึง 100 ng/ml) มีขีดจํากัดของการตรวจวัดเทากับ 3 pg/ml [27] แตมีขอดอย
คือ อนุภาคนาโนเงินไมเสถียร ทําใหเปล่ียนรูปไดงาย  

 
 
 

 
 
 
รูปที่ 2.11  การวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชอนุภาคนาโนเงินรวมกับอนุภาคนาโนทอง [27] 
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2.3.3  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยวัสดุแมเหล็ก  
  วัสดุแม เหล็ก  เปนท่ีนิยมนํามาใชในการเ พ่ิมความไววิ เคราะหในเทคนิค                
อิมมูโนเซนเซอร เพราะวัสดุแมเหล็กมีความเสถียรสูง สังเคราะหงาย และราคาถูก [33,34-36] วัสดุ
แมเหล็กท่ีนิยมนํามาใชในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรคือแมกเนติกบีด ซ่ึงเปนวัสดุแมเหล็กท่ีอยูในรูป
ของเหล็กออกไซด แมกนีไทต (Fe3O4)  สังเคราะหไดจากวิธีตกตะกอนรวมระหวางเฟอรรัส คลอไรด 
(Ferrous chloride) และ เฟอรริก คลอไรด (Ferric chloride) การประยุกตใชแมกเนติกบีดในเทคนิค
อิมมูโนเซนเซอรมีท้ังแบบตรง แบบแขงขันและแบบแซนวิช [37,38-41] ตัวอยางเชน  Eguilaz และ
คณะ [42] ไดนําแมกเนติกบีดมาใชในการวิ เคราะหหาปริมาณฮอรโมนเทสโทสเตอรโรน 
(Testosterone) ดวยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน ดังรูปท่ี 2.12 โดยตรึงแอนติบอดีไวบน     
แมกเนติกบีด ใชแมเหล็กภายนอกดูดใหแมกเนติกบีดท่ีตรึงแอนติบอดีอยูกับท่ี และติดฉลากแอนติเจน
ท่ีเขาแขงขันดวยเอนไซม ตรวจวัดปริมาณของฮอรโมนเทสโทสเตอรโรนจากสารติดฉลากดวยเทคนคิ
ทางเคมีไฟฟา พบวาวิธีดังกลาวแมกเนติกบีดท่ีตรึงแอนติบอดีมีความเสถียรสูงถึง 25 วัน และมี
ขีดจํากัดการตรวจวัด คือ 1.7 pg/ml  

 
 

 
 

รูปที่ 2.12 การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยวัสดุแมเหล็กโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแขงขัน [42] 
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นอกจากนั้นยังมีงานวิจัยท่ีนําแมกเนติกบีดไปใชในการวิเคราะหหาปริมาณไวรัส H9N2 ซ่ึง
เปนไวรัสสายพันธหนึ่งของไขหวัดนก ดวยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช โดยขยายสัญญาณ
ดวยแมกเนติกบีดตรึงดวยสารติดฉลากเอนไซมกลูโคสออกซิเดส ตรวจวัดปริมาณไวรัสจากปฏิกริยิาท่ี
เกิดจากเอนไซมติดฉลาก จากปฏิกิริยาใหอิเล็กตรอน และตรวจวัดปริมาณอิเล็กตรอนท่ีเกิดขึ้นโดยใช
เทคนิคทางเคมีไฟฟา (รูปท่ี 2.13) พบวาวิธีนี้ใหความไววิเคราะหสูงกวาเม่ือเปรียบเทียบกับไมไดขยาย
สัญญาณดวยแมกเนติกบีด  4.7 เทา  และแอนติบอดีท่ีถูกตรึงอยูบนแมกเนติกบีดมีความเสถียรสูงถึง 2 
เดือน [43] จากขอดีของแมกเนติกบีดดังกลาวจึงทําใหในงานวิจัยนี้สนใจท่ีจะนําแมกเนติกบีดมาใชใน
การขยายสัญญาณเพ่ือวิเคราะหหาปริมาณ CEA ดวยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช 

 

 

 

รูปที่ 2.13  การเพ่ิมความไววิเคราะหดวยวัสดุแมเหล็กโดยเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช [43] 



 

บทท่ี 3 

วิธีดําเนินการวิจัย 
 
3.1  สารเคมีและอุปกรณ 

3.1.1  สารเคมี 
3.1.1.1    โมโนโครนอล แอนต-ิคารซิโนเอมบริโอนิก แอนติเจน แอนติบอดี 

(Monoclonal Anti-carcinoembryonic Antigen antibody; anti-CEA, Sigma-Aldrich) 
3.1.1.2    คารซิโนเอมบริโอนกิ 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    ไฮโดรเจนเปอรออกไซด (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-เปอรออกซิเดส (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  โซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต (Sodium hydrogen carbonate; NaHCO3, 

Analytical reagent, Ajex Finechem) 
3.1.1.10  ไดโซเดียมคารบอเนต (Di-sodium carbonate; Na2CO3, Analytical reagent, 

Ajex Finechem) 
3.1.1.11  โซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต (Sodium di-hydrigen 

orthophosphase; NaH2PO4, Analytical reagent, Ajex Finechem) 
3.1.1.12  ไดโซเดียมไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต (Di-sodium hydrogen 

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

3.1.1.14  แอลฟา-ฟโตโปรตีน (Alpha-Fetoprotein; AFP, Pacific Science) 
3.1.1.15  นิวรอนสเปซิฟกอีโนเลส (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  กรดซัลฟวรกิ (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  สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, พีเอช 7.40 (0.1 M 

phosphate buffer solution) เตรียมจาก 
    สารละลาย A : สารละลาย 0.2 M โซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต 
โดยช่ังโซเดียมไดไฮโดรเจนออรโทฟอสเฟต 27.80 g ปรับปริมาตรเปน 1,000 ml ดวยน้ํากล่ัน 

 สารละลาย B : สารละลาย 0.2 M ไดโซไฮโดรเจนออรโทเดียมฟอสเฟต 
โดยช่ังไดโซไฮโดรเจนออรโทเดียมฟอสเฟต 358.14 g ปรับปริมาตรเปน 1,000 ml ดวยน้ํากล่ัน  

 ผสมสารละลาย A ปริมาตร 95 ml ลงในสารละลาย B ปริมาตร 405 ml 
ปรับปริมาตรเปน 1,000 ml ดวยน้ํากล่ัน และปรับใหไดพีเอช 7.40 

3.1.1.21  สารละลายคารบอเนตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 9.60 
  ช่ังไดโซเดียมคารบอเนต 0.159 g  ผสมกับโซเดียมไฮโดรเจนคารบอเนต 

หนัก 0.293 g ละลายดวยน้ํากล่ัน ปรับปริมาตรเปน 100 ml ดวยน้ํากล่ัน และปรับพีเอชใหได 9.60 ดวย
โซเดียมไฮดรอกไซดความเขมขน 0.1 M 

3.1.1.22  ตัวอยางซีรั่มจากโรงพยาบาลศูนยการแพทยสมเด็จพระเทพรัตนราชสุดาฯ 
สยามบรมราชกุมาร ี

3.1.2  เครื่องมือและอุปกรณ 
3.1.2.1   ไมโครเพลท (Micro plate) 
3.1.2.2   ไมโครปเปต ขนาด 10, 100, 1,000, และ 5,000 µl 
3.1.2.3    เครื่องเขยา รุน VORTEX-GENIE2 
3.1.2.4    เครื่องกวนแมเหล็ก พรอมแมกเนตกิบาร (IKA RH basic 1) 
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3.1.2.4  เครื่อง ยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร (UV-visible spectrophotometer)  
รุน UV-1601 บริษัท SHIMATSU 

3.1.2.5   เครื่องมือวัดกรดดาง (pH meter) รุน Model UB-10 ยี่หอ DENVER 
INSTRUMENT บริษัท เบคไทย กรุงเทพอุปกรณเคมีภณัฑ 

3.1.2.6   กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope; 
SEM ยี่หอ JEOL รุน JSM-6301F) 
 
3.2 การทดลอง 

3.2.1  เตรียมแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี  
เขยาสารละลายแมกเนติกบีดดวยเครื่องเขยาเปนเวลา 5 นาที และปเปตมาปริมาตร 

50 µl (1.5 mg) ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก แลวแยกสารละลายออกจากแมกเนติกบีดโดยใชแมเหล็ก
ภายนอกในการแยก และดูดสารละลายออก ลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร ความเขมขน 0.1 M, 
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง นําไปวัดสมบัติทางกายภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

3.2.2  เตรียมแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิ (ดังรูปท่ี 3.1) 
ขั้นแรกทําการไดอะไลซีส (dialysis) โดยปเปตสารละลายแอนติบอดีความเขมขน 

6.5 mg/ml ปริมาตร 500 µl ลงในถุงไดอะไลซีสขนาด 8/32 และนําไปแชในสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 โดยกวนอยางตอเนื่องเปนเวลา 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 0C เพ่ือ
กําจัดโซเดียมเอไซด (sodium azide) จากนั้นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M,     
pH 7.20 ลงในไบโอติน ใหมีความเขมขนสุดทายของไบโอตินเปน 10 mg/ml ปเปตสารละลายท่ีไดลง
ในสารละลายแอนติบอดีท่ีผานการไดอะไลซีสเรียบรอยแลว กวนตอเนื่องเปนเวลา 30 นาทีท่ี
อุณหภูมิหอง จากนั้นนําสารละลายผสมท่ีไดไปทําการไดอะไลซีส อีกครั้งดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 10 mM, pH 7.40 กวนตอเนื่องเปนเวลา 24 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 4 0C เก็บ
สารละลายผสมท่ีผานการไดอะไลซีสเรียบรอยแลวไวท่ีอุณหภูมิ -700C เพ่ือนําไปใชงานในขั้นตอไป 
 
 
 
 
 
 



36 
 

 
 
 
    
 

 
รูปที่ 3.1  การตดิฉลากแอนติบอดดีวยไบโอติน 
 

3.2.3  ตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจ ี 
(ดังรูปท่ี 3.2) 

ลางแมกเนติกบีดดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 
และปเปตแมกเนติกบีด ปริมาตร 50 µl ลงในหลอดทดลองขนาดเล็ก เติม 0.5 M กลูตารอลดีไฮด 
ปริมาตร 100 µl เพ่ือเปนตัวเช่ือมระหวางแมกเนติกบีดกับแอนติบอดี ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 30 นาที          
ท่ีอุณหภูมิหอง จากนั้นลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง ปเปต
สารละลายแอนติบอดท่ีีติดฉลากดวยไบโอตินปริมาตร 1,300 µl ลงในแมกเนติกบีดปริมาตร 325 µl  
โดยใชอัตราสวนระหวางแมกเนติกบีดตอแอนติบอดี เปน 1.5 mg ตอ 10 µg ตามลําดับ ตั้งท้ิงไว      
เปนเวลา 12 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 2-8 0C แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M,        
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง  จากนั้นเติม 1% w/v ซีรั่มโบวีนอัลบูมิน แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง และนําสารละลายท่ีไดไปตรวจสอบสมบัติทาง
กายภาพดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 3.2  การตรึงแอนติบอดีท่ีตดิฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ี

M   M 

= แมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตนีจ ีM = แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 

= แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน =  ไบโอติน = แอนติบอดี 
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3.2.4  วิธีการวิเคราะหหา CEA  
ขั้นท่ี 1 เคลือบแอนติบอดีลงในไมโครเพลทดวยสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอร 

ความเขมขน 0.1 M ปริมาตร 100 µl จากนั้นปเปตสารละลายแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งความเขมขน         
0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl ลงในไมโครเพลท ท่ีมีสารละลายคารบอเนตบัฟเฟอรเคลือบอยู และปเปต 
1% w/v สกิมมิลค ปริมาตร 200 µl ลงในไมโครเพลท ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 12 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิ 40C 
จากนั้นดูดสารละลายท้ังหมดออก แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M,      
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง ขั้นท่ี 2 เติม CEA ความเขมขน 5 ng/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ี
อุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นขั้นท่ี 3 
เติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ี
อุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง   
ขั้นท่ี 4 เติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลาง
ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง และขั้นท่ี 5 เติม 
3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl 
(ไดสารละลายสีน้ําเงิน) และหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก ปริมาตร 100 µl (ไดสารละลายสี
เหลือง) และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง ยูวี-วิสิเบิล สเปกโตรโฟโตมิเตอร 
ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm 
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รูปที่ 3.3  หลักการตรวจหาปริมาณ CEA โดยอาศัยเทคนคิอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช  

ขั้นท่ี (1) การเคลือบแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งในไมโครเพลท ขั้นท่ี (2) การเติมแอนติเจน  
(CEA) ขั้นท่ี (3) การเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน ขั้นท่ี (4) 
การเติม สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ขั้นท่ี (5) การเติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน
ผสมกับไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
 
 
 
 
 

(1) 

(2) 

(3) (4) 

(5) ไมโครเพลท 

M 

M M 

TMB+H2O2 

Optical Signal 

 0.5 M H2SO4 

(yellow) 

วัดคาการดูดกลืนแสงที่ λ450 nm 

TMB+H2O2 =  3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน+ไฮโดรเจนเปอรออกไซด  

= สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 

= แอนติเจน 

M = แมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 

= แอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 
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3.2.5  การหาสภาวะท่ีเหมาะสม 
  วัตถุประสงคของการทดลองนี้เพ่ือ หาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีตรวจหา CEA โดย
ใชเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช ใหสามารถตรวจหาปริมาณ CEA ท่ีมีความเขมขนต่ําๆได 
สภาวะท่ีทําการทดลองไดแก ศึกษาผลของการหยุดปฏิกิริยา ศึกษาผลของความเขมขนของแอนติบอดี
ตัวท่ีหนึ่ง ศึกษาหาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา ศึกษาผลความเขมขนของ CEA ศึกษาหาความเขมขน
ของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินท่ีเหมาะสม และ ศึกษาหาความเขมขนท่ี
เหมาะสมของเอนไซมสเตร็ปตาวิดนิ-เปอรออกซิเดส สรุปสภาวะท่ีจะศึกษาไดดังตารางท่ี 3.1 ซ่ึงทุก
สภาวะท่ีศึกษา ทําการทดลองโดยเปล่ียนแปลงสภาวะท่ีตองการศึกษา สวนสภาวะอ่ืนคงท่ี 
 
ตารางที่ 3.1  แสดงสภาวะท่ีตองการศึกษาในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA  
 

สภาวะท่ีศึกษา การทดลอง 
1. ผลของการหยุดปฏิกิรยิา แบบท่ี 1 ไมหยุดปฏิกิริยา 

แบบท่ี 2 หยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวรกิ  
2. ความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 0.01, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 และ 0.25 mg/ml 
3. เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิรยิา 20, 30, 40 ,50, 60, 70, 80 และ 90 นาที 
4. ความเขมขนของ CEA 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 และ 20.0 ng/ml 
5. ความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวย  
    แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 

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

6. ความเขมขนของสเตร็ปตาวิดนิ-เปอรออกซิเดส 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 ทําการทดลองพรอมกันสองแบบคือ       

แบบท่ี 1 ทําการทดลองโดยไมหยุดปฏิกิริยา และ แบบท่ี 2 ทําการทดลองโดยหยุดปฏิกิริยาดวยกรด
ซัลฟวริก โดยใชแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 0.1 mg/ml และ CEA ท่ีความเขมขนเดียวกันคือ 5.0 ng/ml 
ปริมาตร 30 µl โดยทําการทดลองตามขั้นตอนท่ี 3.2.4 การทดลองแบบท่ี 1 จะไดสารละลายสีน้ําเงิน 
ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 0-45 นาที และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 650 nm 
สวนแบบท่ี 2 เม่ือไดสารละลายสีน้ําเงินแลว ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก ปริมาตร 
100 µl จะไดเปนสารละลายสีเหลือง ตั้งท้ิงไวเปนเวลา 0-45 นาที และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  
  3.2.5.2  ศึกษาผลของความเขมขนของแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่ง 

ศึกษาหาความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งท่ีเหมาะสม ทําการทดลอง
โดยใชความเขมขนของแอนติบอดท่ีีความเขมขนตางๆ คือ 0.01, 0.05, 0.1, 0.15, 0.2 และ 0.25 mg/ml 
แตละความเขมขน เติม CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง 
แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นเติม   
แมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดตีิดฉลากดวยไบโอตินความเขมขน 1.0 mg/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิง
ไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 
จํานวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสความเขมขน 0.01 mg/ml ปริมาตร 30 µl 
ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 
ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด 
ปริมาตร 50 µl ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก ปริมาตร 100 µl แลวนําสารละลายท่ีได
ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  

3.2.5.3  ศึกษาหาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา 
ศึกษาผลของเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา โดยทําการทดลองท่ีเวลา 20, 30, 

40, 50, 60, 70, 80 และ 90 นาที โดยเคลือบแอนติบอดีความเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร30 µl ใน      
ไมโครเพลท จากนั้นเติม CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไวท่ีเวลาตางๆท่ี
อุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง 
จากนั้นเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไวท่ีเวลา
ตางๆท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน      
3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสความเขมขน 0.01 mg/ml ปริมาตร 30 µl           
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ตั้งท้ิงไวท่ีเวลาตางๆท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M,                 
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M                   
ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl โดยตั้งท้ิงไวท่ีเวลาตางๆ และทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M 
กรดซัลฟวริก ปริมาตร 100 µl แลวนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน        
450 nm  

3.2.5.4  ศึกษาผลความเขมขนของ CEA 
ศึกษาผลของความเขมขนของ CEA ท่ีความเขมขนตางๆ คือ 1.0, 2.5, 5.0, 

10.0, 15.0 และ 20.0 ng/ml ตามลําดับ โดยใชแอนติบอดคีวามเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl, CEA 
ปริมาตร 30 µl ท่ีความเขมขนท่ีกลาวขางตน ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวย
แอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-        
เปอรออกซิเดส ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร     
50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M        
กรดซัลฟวริก 100 µl แลวนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  
  3.2.5.5  ศึกษาหาความเขมขนของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวย 
ไบโอตินท่ีเหมาะสม 

ศึกษาผลของความเขมขนของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลาก
ดวยไบโอติน ท่ีความเขมขนตางๆ คือ 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0 1.5, 2.0 และ 2.5 mg/ml ตามลําดับ 
โดยใชแอนติบอดีความเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl, CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร      
30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, 
pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดตีิดฉลากดวยไบโอติน ปริมาตร 
30 µl ท่ีความเขมขนตางๆขางตน ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟต
บัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 
ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 
0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M 
ไฮโดรเจนเปอรออกไซดปริมาตร 50 µl ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก 100 µl แลวนํา
สารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  
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3.2.5.6  ศึกษาหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 
ศึกษาหาความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ท่ีความเขมขนตางๆ 

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
แอนติบอดคีวามเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl, CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิง
ไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 
จํานวน 3 ครั้ง จากนั้นเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน  ความเขมขน     
0.5 mg/ml ปริมาตร 30 µl ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร
ความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง หลังจากนั้นเติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ปริมาตร 
30 µl ท่ีความเขมขนตางๆท่ีกลาวขางตน ตั้งท้ิงไว 60 นาทีท่ีอุณหภูมิหอง แลวลางดวยสารละลาย
ฟอสเฟตบัฟเฟอรความเขมขน 0.1 M, pH 7.40 จํานวน 3 ครั้ง เติม 3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน 
ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl ทําการหยุดปฏิกิริยาดวย       
0.5 M กรดซัลฟวริก 100 µl แลวนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  

3.2.6  การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห (Validation method) 
การทดลองนี้มีวัตถุประสงคเ พ่ือหาประสิทธิภาพของวิธี ท่ีพัฒนาขึ้นมา โดย

ทําการศึกษาหาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห ความถูกตองของวิธีวิเคราะห ความเปนเสนตรง ขีดจํากัด
ในการตรวจพบ ขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ และ ความจําเพาะเจาะจงของวิธี ซ่ึงมีขั้นตอน
การทดลองตามขอ 3.2.4 และทําการทดลองภายใตสภาวะท่ีเหมาะสมดังตารางท่ี 3.2 
 
ตารางที่ 3.2  แสดงสภาวะท่ีเหมาะสมท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
 

สภาวะท่ีศีกษา การทดลอง 
1. หยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริก กรดซัลฟวริก 0.5 M ท่ีเวลา 15 นาที 
2. ความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 0.1 mg/ml 
3. เวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา 60 นาที 
4. ความเขมขนของ CEA 5.0 ng/ml 
5. ความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติด 

ฉลากดวยไบโอติน 
0.5 mg/ml 
 

6. ความเขมขนของสเตร็ปตาวิดนิ-เปอรออกซิเดส 0.01 mg/ml 
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3.2.6.1  การหาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห  
1)  ศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห  

ศึกษาการทําซํ้าโดยใช CEA ความเขมขน 5 ng/ml ปริมาตร 30 µl โดยทํา
การทดลองซํ้า 7 ครั้งในวันเดียวกัน จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 450 nm แลวคํานวณหาคา สวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (Relative standard deviation ; RSD) 

2)  ศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห  
ศึกษาการทวนซํ้าโดยใช CEA ความเขมขน 5 ng/ml ปริมาตร 30 µl ทํา

การทดลองวันละ 1 ครั้ง เปนเวลา 7 วัน จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 450 nm แลวคํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ  

3.2.6.2  ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห  
ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะหโดยการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน    

โดยเติม CEA ท่ีความเขมขน 0.5, 2.0, 3.0, 4.0 และ 5.0 ng/ml ลงในตัวอยางจริง จํานวน 5 ตัวอยาง
ตามลําดับ จากนั้นทําการทดลองเชนเดียวกับการวิเคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งในขอ 3.2.4 และนํา
สารละลายท่ีไดไปวัดวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และนําคาท่ีไดคํานวณหาคา
เปอรเซ็นตการไดกลับคืนโดยใชกราฟมาตรฐานของ CEA ท่ีความเขม 0.5 ถึง 9.5 ng/ml 

3.2.6.3  ศึกษาความเปนเสนตรง  
ศึกษาความเปนเสนตรงโดยใชแอนติบอดีความเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 

30 µl, CEA ท่ีความเขมขนตางๆ 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 นําสารละลายท่ีไดไปวัดวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน       
450 nm และนําขอมูลท่ีไดไปเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CEA กับคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีได 
  3.2.6.4  หาขีดจํากัดในการตรวจพบ  

หาขีดจํากัดในการตรวจพบ โดยการวัดคาการดูดกลืนคล่ืนแสงของ
สารละลายแบลงค (สารละลายบัฟเฟอร) จํานวน 7 ครั้ง แลวคํานวณหา % RSD เพ่ือนํามาคํานวณหา
ขีดจํากัดการตรวจพบ 
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3.2.6.5  หาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ  
 หาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ โดยการวัดคาดูดกลืนคล่ืนแสงของ

สารละลายแบลงค จํานวน 7 ครั้ง แลวคํานวณหา % RSD เพ่ือนํามาคํานวณหาขีดจํากัดการตรวจพบ
เชิงคุณภาพ โดยความเขมขนท่ีได ตองมีความเท่ียงและเปอรเซ็นตการไดกลับคืนท่ียอมรับได ณ    
ความเขมขนนั้น 
  3.2.6.6  ศึกษาความจําเพาะเจาะจงของวิธี  

ศึกษาความจําเพาะเจาะจงของวิธีดวยสารบงช้ีมะเร็ง คือ AFP, NSE และ 
กรดยูริก เปรียบเทียบกับ CEA ท่ีความเขมขนเดียวกันคือ 5.0 ng/ml โดยทําการทดลองเชนเดียวกับ    
การวิเคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งในขอ 3.2.4 ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม แตใช AFP, NSE และ กรดยูริก 
แทน CEA และนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm  

3.2.7  การหาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหโดยใชแมกเนตกิบีด 
  ศึกษาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหโดยทําการทดลองสองแบบคือ 
แบบท่ี 1 ใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินเปน
แอนติบอดีตัวท่ีสอง แบบท่ี 2 ใชแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินเปนแอนติบอดีตัวท่ีสอง โดยท้ัง
สองแบบจะทําการทดลองเชนเดียวกับการวิเคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งในขอ 3.2.4 ภายใตสภาวะท่ี
เหมาะสม โดยเคลือบแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่งความเขมขน 0.1 mg/ml ปริมาตร 30 µl บนไมโครเพลท 
เติม CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ปริมาตร 30 µl และใชแอนติบอดีตัวท่ีสองความเขมขน 0.5 mg/ml 
ปริมาตร 30 µl เติมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ปริมาตร 30 µl จากนั้นเติมสับสเตรทคือ      
3,3’,5,5’-เตตระเมทิลเบนซิดีน ปริมาตร 50 µl ผสมกับ 0.5 M ไฮโดรเจนเปอรออกไซด ปริมาตร 50 µl 
และหยุดปฏิกิริยาดวย 0.5 M กรดซัลฟวริก ปริมาตร 100 µl นําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืน
แสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีไดกับความเขมขนของ CEA เพ่ือเปรียบเทียบผลระหวางการทดลองท้ังสองแบบ   

3.2.8  การตรวจหา CEA ในตวัอยางซีรั่ม 
  เม่ือไดวิธีและสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะหแลว จึงนําไปวิเคราะหหาปริมาณ 
CEA ในตัวอยางจริง ซ่ึงใชตัวอยางซีรั่มท่ีผานการปนเอาเม็ดเลือดแดงออก จํานวน 5 ตัวอยาง โดยนํา
ตัวอยางซีรั่มท้ัง 5 ตัวอยางมาเจือจาง 2 เทา ดวยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร จากนั้นทําการทดลอง
เชนเดียวกับการวเิคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งในขอ 3.2.4 ภายใตสภาวะท่ีเหมาะสม โดยใชตัวอยางซีรั่ม
แทน CEA ในการทดลอง หลังจากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน   
450 nm และคํานวณหาความเขมขนของ CEA จากสมการเสนตรงของกราฟมาตรฐาน 



บทท่ี 4  
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

 
4.1  การตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนติกบีดที่เคลือบดวยโปรตีนจี 

ผลการตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี เม่ือ
นําไปตรวจสอบการเกาะติด โดยนําแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีกอนตรึงแอนติบอดี และหลัง
ตรึงแอนติบอดี ไปตรวจสอบสมบัติทางกายภาพ ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดพบวา
หลังจากตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินบนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี (รูปท่ี 4.2 ข) 
ขนาดอนุภาคมีขนาดใหญขึ้น และมีผิวของแมกเนติกบีดเรียบขึ้น เม่ือเปรียบเทียบกับกอนตรึง
แอนติบอด ี(รูปท่ี 4.2 ก) เนื่องจากแอนติบอดตีิดฉลากดวยไบโอตินไปเกาะบนผิวของแมกเนติกบีด จึง
ทําใหขนาดของแมกเนติกบีดเพ่ิมขึ้น และผิวของแมกเนติกบีดเรียบขึ้น จากผลการทดลอง จึงคาดวา
แอนติบอดีสามารถตรึงบนแมกเนติกบีดได และเม่ือนําไปทดสอบ โดยนําไปใชเปนแอนติบอดีตัวท่ี
สองในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA พบวาการทดลองใหผลบวก ดังนั้นจึงสรุปไดวา 
แอนติบอดีสามารถตรึงอยูบนแมกเนติกบีดไดจริง  
 
 

 
 

รูปที่ 4.1  ภาพสมบัติทางกายภาพของแมกเนตกิบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจกีอนตรึงแอนติบอด ี(ก)  
  และแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีหลังตรึงแอนติบอดีท่ีติดฉลากดวยไบโอติน (ข)  
  ดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

 

ก ข 
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4.2  การหาสภาวะที่เหมาะสมของวิธีวิเคราะห 
4.2.1  ศึกษาผลของการหยุดปฏิกริิยาโดยใชกรดซัลฟวรกิ 

คาการดูดกลืนแสงท่ีได ควรขึ้นกับความเขมขนของแอนติเจน ดังนั้นเม่ือส้ินสุด
ปฏิกิริยา คาการดูดกลืนแสงท่ีไดตองคงท่ี จึงทําการศึกษาผลของการใชกรดซัลฟวริกในการหยุด
ปฏิกิริยา โดยทําการทดลองพรอมกันสองแบบคือ แบบท่ี 1 ทําการทดลองโดยไมหยุดปฏิกิริยา และ 
แบบท่ี 2 ทําการทดลองโดยหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริก ผลการทดลองท่ีไดเปนดงัตารางท่ี 4.1 และ
รูปท่ี 4.2 พบวาการทดลองแบบท่ี 1 ไมไดหยุดปฏิกิริยา ไดสารละลายสีฟา (รูปท่ี 4.2 ก) จะเห็นไดวา
การดูดกลืนแสงจะเพ่ิมขึ้นเม่ือเวลาเพ่ิมขึ้น เม่ือเทียบกับการทดลองแบบท่ี 2 การหยุดปฏิกิริยาดวยกรด
ซัลฟวริก จะไดสารละลายเปนสีเหลือง เพราะเม่ือ TMB อยูในรูปของตัวออกซิไดซในสารละลายกรด 
จะเปล่ียนจากสารละลายสีฟาเปนสีเหลือง (รูปท่ี 4.2 ข) แสดงใหเห็นวาการดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้นตาม
เวลาท่ีเพ่ิมขึ้น และคงท่ี ท่ีเวลา 15 นาที ท้ังนี้เพราะ สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสเปนโปรตีน เม่ืออยู
ในสภาวะเปนกรดแก โครงสรางของโปรตีนจะเสียสภาพ ทําใหไมสามารถเกิดปฏิกิริยาไดอีกตอไป 
ดังนั้นในการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกท่ีจะหยุดปฏิกิริยาดวยกรดซัลฟวริกความเขมขน 0.5 M เปน         
เวลา 15 นาที ในการทดลองขั้นตอไป 

 

ตารางที่ 4.1  แสดงผลของการหยุดปฏิกิริยาโดยใชกรดซัลฟวริก 
 

เวลา (นาที) 
คาการดูดกลืนแสง 

ไมใชกรดซัลฟวริก ใชกรดซัลฟวริกในการหยุด
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  คาการดูดกลืนแสงท่ีไดจากการทดลองโดยไมใชกรดซัลฟวรกิ (ก) และใชกรดซัลฟวริกใน 

การหยุดปฏิกริิยา (ข)  
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4.2.2  ศึกษาผลของความเขมขนของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง 
ปริมาณของแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง ท่ีเคลือบอยูบนไมโครเพลท มีผลตอการวิเคราะห

หาปริมาณ  CEA ถามีปริมาณแอนติบอดีมาก จะทําใหการเขาจับของ CEA เพ่ิมมากขึ้น แตถามี
แอนติบอดีนอย การเขาจับกับ CEA ก็นอยลง ดังนั้นจึงทําการศึกษาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ
แอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง ท่ีความเขมขน 0.01, 0.05, 0.10, 0.15, 0.20 และ 0.25 mg/ml เม่ือนําสารละลายท่ี
ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm พบวาคาการดูดกลืนแสงมีคาเพ่ิมขึ้นตามความ
เขมขนของแอนติบอดท่ีีเพ่ิมขึ้น (ตารางท่ี 4.2 และรูปท่ี 4.3) จนถึงท่ีความเขมขน 0.10 mg/ml และเม่ือ
ความเขมขนเพ่ิมขึ้นมากกวา 0.1 mg/ml คาการดูดกลืนแสงไมเปล่ียนแปลงตามความเขมขนของ
แอนติบอดีท่ีเพ่ิมขึ้น เพราะพ้ืนท่ีของไมโครเพลทมีจํากัด แอนติบอดีท่ีเหลือจึงไมสามารถเกิดปฏิกิริยา
ได ทําใหสัญญาณท่ีไดเม่ือแอนติบอดีมากกวา 0.10 mg/ml จึงมีคาคงท่ี ดังนั้นสรุปไดวาความเขมขน
ของแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่งท่ีเหมาะสมคือ 0.1 mg/ml 
 
 ตารางที่ 4.2  แสดงผลของความเขมขนของแอนติบอดีตวัท่ีหนึง่ท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA  
 

ความเขมขนของ
แอนติบอดตีัวท่ีหนึ่ง 

(mg/ml) 

คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย  

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  ความเขมขนท่ีเหมาะสมของแอนติบอดตีัวท่ีหนึ่งท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA 

 
4.2.3  ศึกษาหาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกริิยา 

การจับกันระหวางแอนติบอดีและแอนติเจน ตองใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเพ่ือ
ตองการใหแอนติเจนและแอนติบอดีจับกันไดสมบูรณ ดังนั้นจึงมีการศึกษาหาเวลาท่ีใชในการ
เกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมในการเขาจับกันของแอนติบอดีและแอนติเจน ในแตละขั้นตอนการทดลอง
เพ่ือใหไดเวลาในการเกิดปฏิกิริยาท่ีเหมาะสมสําหรับการทดลองในขั้นตอไป โดยทําการศึกษาท่ีเวลา 
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 และ 90 นาที เม่ือนําคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm มาสราง
กราฟมาตรฐานเปรียบเทียบกับเวลาตางๆ ผลการทดลองเปนดังตารางท่ี 4.3 และรูปท่ี 4.4 พบวาเม่ือ
เวลาเพ่ิมขึ้นจาก 20 ถึง 60 นาที คาการดูดกลืนแสงมีคาเพ่ิมขึ้น ในขณะท่ีหลังจากเวลา 60 นาที คาการ
ดูดกลืนแสงไมเปล่ียนแปลงอยางมีนัยสําคัญ แสดงวาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี
เกิดขึ้นสมบูรณท่ีเวลา 60 นาที ซ่ึงเม่ือเวลาเพ่ิมขึ้นมากกวา 60 นาที จึงไมเห็นการเปล่ียนแปลงของ
สัญญาณ ดังนั้นจึงเลือกใชเวลาในการเกิดปฏิกิริยาท่ี 60 นาที เปนเวลาในการเกิดปฏิกิริยาในการ
ทดลองตอไป  
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ตารางที่ 4.3   แสดงผลของเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา ในขั้นตอนการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
 

เวลา (นาที) 
คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน

มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย   
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  ผลของเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกริิยา ในขัน้ตอนการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
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4.2.4  ศึกษาผลของความเขมขนของ CEA 
  คาการดูดกลืนแสงท่ีได ตองเปนไปตามความเขมขนของ CEA ซ่ึงถาปริมาณ CEA 
นอย ทําใหสามารถเขาจับกับแอนติบอดีไดนอย แตถาปริมาณ CEA เพ่ิมมากขึ้น ทําใหสามารถเขาจับ
กับแอนติบอดีไดมากขึ้น สัญญาณท่ีไดจึงควรแปรผันตรงตามความเขมขนของ CEA โดยศึกษาผล
ของความเขมขนของ CEA ท่ีความเขมขน 1.0, 2.5, 5.0, 10.0, 15.0 และ 20.0 ng/ml เม่ือนําสารละลาย
ท่ีไดดังรูปท่ี 4.5 ไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟ
มาตรฐานแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของ CEA กับคาการดูดกลืนแสงท่ีได พบวาเม่ือ
ความเขมขนของ CEA เพ่ิมขึ้น คาการดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้นดังตารางท่ี 4.4 และรูปท่ี 4.6 แสดงวาสภาวะ
ในการตรึงแอนติบอดีตัวท่ีหนึ่ง และเวลาในการเกิดปฏิกิริยาเหมาะสม  
 

 
 
รูปที่ 4.5  ผลของความเขมขนของ CEA  
 
ตารางที่ 4.4  แสดงผลของความเขมขนของ CEA  
 

ความเขมขนของ 
CEA (ng/ml) 

คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย  

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  กราฟแสดงผลของความเขมขนของ CEA  
 

4.2.5  ศึกษาหาความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิท่ี 
เหมาะสม 

ถามีจํานวนแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินมาก จะทําใหจบั
กับ CEA ไดมาก แตถามีแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินนอย จะทําใหจบักับ 
CEA ไดนอยลง คาการดูดกลืนแสงท่ีไดจะนอยลง ดังนั้นจึงทําการศึกษาความเขมขนของ              
แมกเนติกบีดท่ีความเขมขน 0.05, 0.1, 0.2, 0.3, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0 และ 2.5 mg/ml พบวาเม่ือ          
ความเขมขนของแมกเนติกบีดเพ่ิมขึ้น คาการดูดกลืนแสงมีคาสูงขึ้นตามความเขมขนของแมกเนตกิบีด
ท่ีเพ่ิมขึ้นจาก 0.05 ถึง 0.5 mg/ml   (ตารางท่ี 4.5 และรูปท่ี 4.7) และท่ีความเขมขนมากกวา 0.5 mg/ml 
เปนตนไป พบวาคาการดูดกลืนแสงไมเปล่ียนแปลง เพราะการเกิดสัญญาณขึ้นอยูกับปริมาณของ
แอนติเจนและปริมาณของ HRP จึงอาจทําใหเม่ือแมกเนติกบีดมีความเขมขนมากกวา 0.5 mg/ml คา
การดูดกลืนแสงท่ีไดจึงไมเปล่ียนแปลง ดังนั้นจึงเลือกความเขมขนของแมกเนติกบีดท่ีความเขมขน 
0.5 mg/ml ในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ตอไป 
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ตารางที่ 4.5  แสดงคาการดดูกลืนแสงของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดตีดิฉลากดวยไบโอตินท่ี 
       ความเขมขนตางๆ 

 
ความเขมขนของแมกเนตกิบีดท่ีตรึง

ดวยแอนติบอดีตดิฉลากดวยไบโอติน 
(mg/ml) 

คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย  

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  ความเขมขนท่ีเหมาะสมของแมกเนตกิบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตนิท่ีใช 
ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
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ความเขมขนของแมกเนติกบีดที่ตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน

     0.5 mg/ml 
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4.2.6  ศึกษาหาความเขมขนท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 
  ปริมาณของสเตร็ปตาวิดิน -เปอรออกซิเดส มีผลตอการตรวจวัด  โดยถ า            
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส มีปริมาณนอย จะทําใหเขาจับกับไบโอตินไดนอย เม่ือเติมสับสเตรท  
จะพบวาปฏิกิริยาท่ีเกิดขึ้น ยังสามารถเกิดไดอีก เนื่องจากยังมีพ้ืนท่ีวางของไบโอตินท่ีสามารถให 
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสเขาจับไดอีก ดังนั้นจึงทําการศึกษาหาความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-
เปอรออกซิเดสท่ีเหมาะสม ท่ีความเขมขน 0.002 ถึง 0.02 mg/ml (รูปท่ี 4.8) พบวาท่ีความเขมขน 
0.002 ถึง 0.01 mg/ml ใหคาการดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส 
และเม่ือเพ่ิมความเขมขนของสเตร็ปตาวิดนิ-เปอรออกซิเดสขึ้นอีก พบวาคาการดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้นสูง
มากและมีคาไมแนนอน (ตารางท่ี 4.6 และรูปท่ี 4.9) โดยไดทําการทดลองซํ้าพบวายังไดผลการ
ทดลองท่ีเหมือนเดิม ซ่ึงอาจจะเกิดจากโมเลกุลของ HRP ไปจับแอนติบอดีท่ีอยูบนแมกเนติกบีดได
สมบูรณท่ีความเขมขน 0.01 mg/ml ดังนั้น HRP ท่ีความเขมขนมากกวา 0.01 mg/ml อาจจะตกลงมา
เกาะบนผิวของไมโครเพลท ทําใหคาการดูดกลืนแสงท่ีไดเพ่ิมขึ้นสูงมากและมีแนวโนมท่ีไมคงท่ี
ดังนั้นในการทดลองนี้ ความเขมขนของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสท่ีเหมาะสมคือ 0.01 mg/ml  
 
 

 
 
 
รูปที่ 4.8  แสดงผลของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ท่ีความเขมขนตางๆ ท่ีใชในการตรวจวิเคราะห 

 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  แสดงคาการดดูกลืนแสงของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส ท่ีความเขมขนตางๆ  
 
ความเขมขนของเอนไซมสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส (mg/ml) คาการดดูกลืนแสง 

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  ความเขมขนท่ีเหมาะสมของเอนไซมสเตร็ปตาวดิิน-เปอรออกซิเดสท่ีใชในการตรวจ 

  วิเคราะหหาปรมิาณ CEA 
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4.3  การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห  
การหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะห เปนการหาประสิทธิภาพ และยืนยันการนํามาใชได

ของวิธีท่ีพัฒนาขึ้น เพ่ือใหไดวิธีท่ีสามารถนําไปใชงานไดจริง ดังนั้นจึงทําการหาประสิทธิภาพของวิธี
ดังนี้ 

4.3.1  การหาความเท่ียงของวิธีวิเคราะห  
4.3.1.1  ศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห  

ศึกษาการทําซํ้าโดยใช CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ทําการทดลองซํ้า 7 ครั้ง 
ภายในวันเดียวกัน จากนั้นนําสารละลายท่ีไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm แลวนํา
ขอมูลท่ีไดคํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวามีคาเทากับ 0.72 ดังตารางท่ี 4.7 ซ่ึงอยู
ในชวงท่ียอมรับได เพราะเกณฑการยอมรับไดของ %RSD ท่ียอมรับไดในชวงความเขมขนระดับ     
ppb (ng/ml) ตองไมเกิน 30% [44] 

 
ตารางที่ 4.7  แสดงผลการศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
 

ครั้งท่ี คาการดูดกลืนแสง 
1 0.2800 
2 0.2790 
3 0.2760 
4 0.2790 
5 0.2770 
6 0.2780 
7 0.2820 

% RSD  0.72 
 
 
 
 
 
 



57 

 

4.3.1.2  ศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห  
ศึกษาการทวนซํ้าโดยใช CEA ความเขมขน 5.0 ng/ml ทําการทดลองวันละ     

1 ครั้ง เปนเวลา 7 วัน โดยวัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 450 nm แลวนําขอมูลท่ีไดคํานวณหา
คาสวนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ พบวามีคาเทากับ 1.40 ดังตารางท่ี 4.8 ซ่ึงอยูในชวงท่ียอมรับได 
โดยเกณฑปกติ %RSD ท่ียอมรับไดท่ีความเขมขนนี้คือ 30% [44] 
 
ตารางที่ 4.8  แสดงผลการศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะหในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA 
 

ครั้งท่ี คาการดูดกลืนแสง 
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  ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห  
จากผลการศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะหโดยการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน                 

เม่ือนําคาท่ีไดคํานวณหาคาเปอรเซ็นตการไดกลับคืนเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ CEA       
(รูปท่ี 4.10) พบวาใหเปอรเซ็นตการไดกลับคืนอยูในชวง 84 - 96% ดังตารางท่ี 4.9 ซ่ึงอยูในชวงท่ี
ยอมรับได (ยอมรับไดในชวง 40 – 120%) [44] แสดงวาวิธีวิเคราะหนี้มีความถูกตองสูง 

 

 

 
รูปที่ 4.10  กราฟมาตรฐานของ CEA ท่ีความเขมขนตางๆในสารตัวอยาง 
 
ตารางที่ 4.9  แสดงผลการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ใน 

ตัวอยางซีรั่ม  
 

ตัวอยาง 
ความเขมขนของ CEA (ng/ml) 

% การไดกลับคนื  
กอนเติม 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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ความเขมขนของ CEA (ng/ml)

คาก
ารด

ูดก
ลืน

แส
ง

y = 0.053x – 0.004 
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4.3.3  ศึกษาความเปนเสนตรง 
  ศึกษาความเปนเสนตรง ทําการทดลองโดยใช CEA ความเขมขน 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 วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาว
คล่ืน 450 nm ผลการทดลองพบวา เม่ือความเขมขนของ CEA เพ่ิมขึ้น สารละลายสีเหลืองท่ีไดมีความ
เขมเพ่ิมขึ้น ดังรูปท่ี 4.11 และเม่ือนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟมาตรฐานระหวางคาการดูดกลืนแสงกับ
ความเขมขนของ CEA ผลท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 4.10 และรูปท่ี 4.12 พบวาเม่ือความเขมขนของ CEA 
เพ่ิมมากขึ้น คาการดูดกลืนแสงมีคาเพ่ิมมากขึ้นตามความเขมขนของ CEA ท่ีเพ่ิมขึ้น โดยมีชวงความ
เปนเสนตรง คือ 0.05 ถึง 50.00 ng/ml  

 
รูปที่ 4.11  แสดงความเขมของสารละลายสีเหลืองท่ีเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ 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  แสดงผลการศึกษาชวงความเปนเสนตรง ในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA ท่ี 
    ความเขมขนตางๆ 

 

ความเขมขน CEA 
(ng/ml) 

คาการดูดกลืนแสง สวนเบ่ียงเบน
มาตรฐาน ครั้งท่ี 1 ครั้งท่ี 2 ครั้งท่ี 3 คาเฉล่ีย  

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  แสดงชวงความเปนเสนตรงของ CEA  
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4.3.4  หาขีดจํากัดในการตรวจพบ  
หาขีดจํากัดในการตรวจพบ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายแบลงค จํานวน 

7 ครั้ง ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm แลวคํานวณหาขีดจํากัดในการตรวจพบ ซ่ึงไดเทากบั 0.005 ng/ml 
โดยคํานวณจาก 

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

   LOD = 0.005 ng/ml 
4.3.5  หาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคณุภาพ  

  หาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพ โดยวัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย   
แบลงคจํานวน 7 ครั้ง ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm พบวาขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพเทากับ    
0.05 ng/ml และเม่ือศึกษาหาความเท่ียงท่ีความเขมขนนี้ พบวาให %RSD เทากับ 1 และหาความ
ถูกตองของวิธีท่ีความเขมขนเดียวกันนี้ พบวาใหเปอรเซ็นตการไดกลับคืนเทากับ 97% สรุปไดวาวิธีนี้
มีขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพไดเทากับ 0.05 ng/ml 

4.3.6  ศึกษาความจําเพาะเจาะจงของวิธี  
จากการศึกษาความจําเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะหดวยสารบงช้ีมะเร็งตัวอ่ืน ไดแก 

AFP, NSE และ กรดยูริก เปรียบเทียบกับคาการตอบสนองตอ CEA ท่ีความเขมขนเดียวกันคือ         
5.0 ng/ml พบวา AFP, NSE และ กรดยูริก ไมเกิดการเปล่ียนแปลงเพราะไมสามารถจับกับแอนติบอดี
ได ดังตารางท่ี 4.11 และรูปท่ี 4.13 ในขณะท่ีเม่ือเติม CEA เกิดการเปล่ียนแปลงทําใหไดสารละลายสี
เหลือง แสดงใหเห็นวาวิธีวิเคราะหนี้มีความจําเพาะเจาะจงตอการวิเคราะหหา CEA สูง 

 
 

 
 
 
รูปที่ 4.13  ความจําเพาะเจาะจงของวิธีวิเคราะหท่ีใชในการตรวจวิเคราะหหาปริมาณ CEA  
 
 
 

  CEA             AFP             NSE          กรดยูริก        Blank 
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ตารางที่ 4.11  แสดงคาการดดูกลืนแสงของสารตาง  ๆ 
 

สารตัวอยาง ความเขมขน (ng/ml) คาการดูดกลืนแสง 
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  การหาประสิทธิภาพของการเพิ่มความไววิเคราะหโดยใชแมกเนติกบีด 
ศึกษาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหดวยแมกเนติกบีด โดยทําการทดลองสอง

แบบคือ แบบท่ี 1 ใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีจเีปนตัวติดฉลากดวยไบโอตินและHRP แบบท่ี 2   
ไมใชแมกเนติกบีด โดยใชแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินและHRP เม่ือนําขอมูลท่ีไดมาสรางกราฟ
แสดงความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงท่ีไดกับความเขมขนของ CEA เพ่ือเปรียบเทียบกัน
ระหวางการทดลองแบบท่ี 1 และ 2 ผลการทดลองท่ีไดแสดงดังตารางท่ี 4.12 พบวาท้ังสองวิธีใหคา
การดูดกลืนแสงเพ่ิมขึ้นตามความเขมขนของ CEA ท่ีเพ่ิมขึ้น แตเม่ือเปรียบเทียบระหวางการทดลอง
ท้ังสองแบบ เห็นไดชัดเจนวาการใชแมกเนติกบีดในการขยายสัญญาณ ใหคาสัญญาณท่ีสูงกวาถึง       
4 เทา (รูปท่ี 4.15) ท้ังนี้เพราะวา บนพ้ืนผิวของแมกเนติกบีดมีปริมาณแอนติบอดีท่ีมี HRP ติดอยู
จํานวนมาก จึงทําใหถึงแมวาการจับกันของแอนติเจนกับแอนติบอดีเพียงตัวเดียว แต HRP ท่ีเหลือ
รอบๆแมกเนติกบีดก็สามารถเกิดสัญญาณได จึงทําใหไดคาการตอบสนองมากกวาไมใชแมกเนติกบีด 
เพราะการใชเฉพาะแอนติบอดี ติดฉลาก HRP เพียงโมเลกุลเดียว จึงทําใหอัตราการเกิดสัญญาณ
ระหวางแอนติบอดีกับ HRP เปนเพียง 1:1 ดังนั้นจึงสรุปไดวา วิธีอิมมูโนเซนเซอรท่ีพัฒนาขึ้นนี้ 
สามารถใชแมกเนติกบีดในการขยายสัญญาณไดจริง 
 
ตารางที่ 4.12  แสดงผลการหาประสิทธิภาพของการเพ่ิมความไววิเคราะหโดยเปรียบเทียบระหวาง 

       การใชแมกเนติกบีดและไมใชแมกเนติกบีด 
 

ความเขมขนของ CEA  
(ng/ml)  

แบบท่ี 1 
ใชแมกเนติกบีด 

แบบท่ี 2 
ไมใชแมกเนติกบีด 

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  ผลการเปรียบเทียบในการวิเคราะหหาปริมาณ CEA โดยใชแมกเนตกิบีด และไมใช 

แมกเนตกิบีด 
 
4.5  การตรวจหา CEA ในตัวอยางซีร่ัม 

เม่ือทําการทดลองไดวิธีวิเคราะหท่ีเหมาะสมแลว จึงนําไปวิเคราะหหาปริมาณ CEA ใน
ตัวอยางจริง โดยใชตัวอยางซีรั่มจํานวน 5 ตัวอยาง ซ่ึงทุกๆตัวอยางจะนํามาสรางกราฟมาตรฐานของ 
CEA ท่ีความเขมขน 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
วิเคราะหหาปริมาณ CEA ในตัวอยางซีรั่มท้ังหมด 5 ตัวอยาง พบวาความเขมขนท่ีวัดไดดวยวิธี      
อิมมูโนเซนเซอร มีคาใกลเคียงกับวิธีมาตรฐานท่ีใชในโรงพยาบาล (วิธี ELISA) ดังตารางท่ี 4.13 และ
เม่ือนําผลการวิเคราะหท่ีไดจากวิธีอิมมูโนเซนเซอรและวิธีมาตรฐาน มาทดสอบความแตกตางของ
สองวิธี ดวยสถิติ t-test ผลการทดสอบ พบวาคาท่ีคํานวณได มีคานอยกวาคาท่ีไดจากตาราง (คาจาก
ตารางเทากับ 2.776) [45] จึงสรุปไดวาวิธีวิเคราะหท้ังสองวิธี ไมแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ ท่ีระดับ
ความเช่ือม่ัน 95% แสดงวาวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมา สามารถนําไปประยุกตใชในการวิเคราะหหาปริมาณ 
CEA ในตัวอยางจริงได ซ่ึงมีขอดีกวาท่ีใชในโรงพยาบาลคือ เครื่องมือราคาไมแพงและไมซับซอน 
สามารถทําการวิเคราะหไดเร็วในหองปฏิบัติการโดยใชเครื่องมือพ้ืนฐานเชน เครื่องยูวี -วิสิเบิล     
สเปกโตรโฟโตมิเตอร และมีการเตรียมตัวอยางไมยุงยาก ซ่ึงเปนวิธีท่ีมีความจําเพาะเจาะจงในการ
ตรวจวัดและมีความไววิเคราะหสูง 

แบบท่ี 1 ใชแมกเนตกิบีดทีเ่คลอืบดวยโปรตีนจี

แบบท่ี 2 ไมใชแมกเนติกบดีท่ีเคลอืบดวยโปรตีนจี

M
ความไววเิคราะห = 0.050

ความไววเิคราะห = 0.013
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รูปที่ 4.16  กราฟมาตรฐานของการวดั CEA ในสารตัวอยาง 
 
ตารางที่ 4.13  การทดสอบผลการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ดวย สถิติ t-test [45] 
 

ตัวอยาง 
ความเขมขน CEA (ng/ml) ความแตกตางของสองวิธี 

(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 คาท่ีระบุในตารางไดมาจาก คาของโรงพยาบาลท่ีตรวจวัดดวยวิธี ELISA 
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y = 0.055x – 0.000 

r = 0.998 



บทท่ี 5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 
 

5.1  สรุปผลการทดลอง 
ในงานวิจัยนี้ไดศึกษาการพัฒนาวิธีอิมมูโนเซนเซอรสําหรับวิเคราะหหาปริมาณสารบงช้ี

มะเร็ง คือ CEA ซ่ึงเปนสารบงช้ีมะเร็ง โดยใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีเปนตัวขยาย
สัญญาณในการตรวจวัดเพ่ือเพ่ิมความไววิเคราะห โดยวิธีอิมมูโนเซนเซอรเปนวิธีท่ีนิยมใชในการ
ตรวจหา CEA ซ่ึงเปนวิธีท่ีใหความไววิเคราะหสูง โดยอาศัยหลักการโดยการจับกันของแอนติบอดกีบั
แอนติเจน ซ่ึงในงานวิจัยนี้ใชอิมมูโนเซนเซอรแบบแซนวิช โดยเคลือบ anti-CEA บนไมโครเพลท
และเติมแอนติเจนท่ีจําเพาะเจาะจงกับแอนติบอดีลงไป หลังจากนั้นลางสวนท่ีไมเกิดปฏิกิริยาออก 
และเติมแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน  และเติมสเตร็ปตาวิดิน-              
เปอรออกซิเดสลงไป ทําการตรวจวัดแอนติเจน CEA โดยสัญญาณท่ีไดขึ้นอยูกับปริมาณ CEA ท่ีเขา
จับแอนติบอดีตัวท่ีสอง ซ่ึงใช แมกเนติกบีดเพ่ือชวยในการเพ่ิมสัญญาณ และมี TMB+H2O2 เปน
สับสเตรท ทําใหเห็นสีของสารละลายเปนสีฟา ซ่ึงขึ้นอยูกับความเขมขนของ CEA และหยุดปฏิกิริยา
ดวยกรดซัลฟวริกจะเกิดเปนสารละลายสีเหลือง 

ขั้นแรกทําการศึกษาวิธีการเตรียมแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน โดยวิธีไดอะไลซีส เพ่ือ
กําจัดโซเดียมเอไซด ไดความเขมขนของแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินเทากับ 10 mg/ml และ
บล็อกดวย BSA จนไดความเขมขนสุดทายเทากับ 1% จากนั้นตรึงแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน 
บนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี โดยใชสารเช่ือมไขวกลูตารอลดีไฮดความเขมขน 0.5 M 
เพ่ือใหเกิดพันธะโควาเลนต และทดสอบการเกาะติดของแอนติบอดีบนแมกเนติกบีดดวย SEM ผล
การทดลองพบวาแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอตินสามารถตรึงอยูบนแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวย
โปรตีนจีได 

ขั้นตอไปศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมของวิธีวิเคราะห เพ่ือใหไดวิธีท่ีเหมาะสมในการ
ตรวจหาปริมาณ CEA โดยขั้นแรกศึกษาผลของการหยุดปฏิกิริยา พบวาจะตองใชกรดซัลฟวริกในการ
หยุดปฏิกิริยา เปนเวลา 15 นาที เพ่ือหยุดปฏิกิริยา จากนั้นจึงนําสารละลายท่ีไดไปตรวจวัดท่ีความยาว
คล่ืน 450 nm และไดศึกษาผลของความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเคลือบในไมโครเพลท จากผลการ
ทดลองพบวา ความเขมขนของแอนติบอดีท่ีเหมาะสมคือ 0.1 mg/ml  

จากนั้นศึกษาเวลาท่ีใชในการเกิดปฏิกิริยา พบวาใชเวลาในการทดลองท่ี 60 นาที สามารถ
ทําใหแอนติบอดีและแอนติเจนจับกันอยางสมบูรณท่ีสุด ทําใหทราบวาวิธีการเคลือบแอนติบอดีบน
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เพลทสามารถตรวจวัด CEA ไดจริง ดังนั้นจึงทําการศึกษาแอนติบอดีตัวท่ีสองตอ โดยศึกษาความ
เขมขนของแมกเนติกบีดท่ีตรึงดวยแอนติบอดีติดฉลากดวยไบโอติน (แอนติบอดีตัวท่ีสอง) พบวาท่ี
ความเขมขนท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 0.5 mg/ml และขั้นสุดทายทําการศึกษาความเขมขนของ             
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดส พบวาความเขมขนท่ีเหมาะสมของสเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสคือ 
0.01 mg/ml เนื่องจากเม่ือเพ่ิมความเขมขนสูงขึ้นอีก คาการดูดกลืนแสงมีคาสูงมาก ซ่ึงเกิดจาก    
สเตร็ปตาวิดิน-เปอรออกซิเดสท่ีใช มีความเขมขนสูงเกินไป ทําใหดูดซับบนไมโครเพลท ทําใหคาการ
ดูดกลืนท่ีไดสูงมาก ดังนั้นจึงเลือกท่ีความเขมขน 0.01 mg/ml 

เม่ือทําการทดลองไดสภาวะท่ีเหมาะสมแลว จึงศึกษาหาประสิทธิภาพของวิธีวิเคราะหหา
ปริมาณ CEA โดยใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจี ผลการทดลองพบวา วิธีท่ีพัฒนาขึ้นนี้ 
สามารถใชแมกเนติกบีดท่ีเคลือบดวยโปรตีนจีในการขยายสัญญาณเพ่ิมขึ้นถึง 4 เทา มีความเท่ียง         
( %RSD <30 ) ความถูกตองของวิธีวิเคราะหสูง (เปอรเซ็นตการไดกลับคืนอยูในชวง 40-120%) โดยมี
ชวงความเปนเสนตรงคือ 0.05-50.0 ng/ml มีคาสหสัมพันธเทากับ 0.998 โดยท่ีวิธีวิเคราะหนี้มีความไว
วิเคราะหเทากับ 0.051 Abs/ng/ml เม่ือศึกษาผลของตัวรบกวนไดแก AFP, NSE และกรดยูริก ผลการ
ทดลองพบวาตัวรบกวนดังกลาว ไมมีผลตอการตรวจวัด CEA แสดงวาวิธีวิเคราะหนี้มีความจําเพาะ
เจาะจงตอ CEA สูง โดยท่ีมีขีดจํากัดในการตรวจวัดและขีดจํากัดในการตรวจพบเชิงคุณภาพเทากับ 
0.005 ng/ml และ 0.05 ng/ml ตามลําดับ 

 สุดทายทดสอบประสิทธิภาพของวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมา โดยการวิเคราะหหาปริมาณ CEA ใน
ตัวอยางจริง โดยเปรียบเทียบผลการทดลองกับวิธีมาตรฐานของโรงพยาบาล โดยใชตัวอยางซีรั่มท่ีได
จากโรงพยาบาล จํานวน 5 ตัวอยาง นําตัวอยางมาเจือจางเปน 2 เทาดวยสารละลายบัฟเฟอร จากนั้น
นํามาตรวจวัดโดยวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมา นําผลการวิเคราะหท่ีไดไปเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐาน โดยใช
สถิติ t-test ผลการทดลองทางสถิติพบวาการตรวจวัดดวยวิธีท่ีพัฒนาไมมีความแตกตางอยางมี
นัยสําคัญกับวิธีมาตรฐานของโรงพยาบาล ซ่ึงวิธีท่ีพัฒนาขึ้นมานี้มีขอดีคือใชเวลาในการตรวจวัดท่ี
รวดเร็ว โดยเครื่องมือท่ีใชในการตรวจวัดในเทคนิคอิมมูโนเซนเซอรสามารถตรวจวัดไดสะดวก โดย
ใชเครื่องยูว-ีวิสิเบิลสเปกโตรโฟโตมิเตอรในการตรวจวัด เม่ือเทียบกับตัวตรวจวัดทางโรงพยาบาล ซ่ึง
ตรวจวัดดวย microplate reader ท่ีมีราคาแพง ดังนั้นจึงสรุปไดวา งานวิจัยนี้สามารถพัฒนาวิธี         
อิมมูโนเซนเซอรสําหรับวิเคราะหหาสารบงช้ีมะเร็งไดจริง และนําไปใชในงานไดจริง 
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5.2  ขอเสนอแนะ 
5.2.1  เนื่องจากในการทดลองดวยวิธีนี้จะใชแอนติเจนท่ีมีความเขมขนต่ํา และใชสารใน

ปริมาณนอย อาจมีโอกาสผิดพลาดไดงาย ดังนั้นจึงตองมีความระมัดระวังในทุกขั้นตอนการทดลอง 
โดยเฉพาะขั้นตอนการลาง ควรลางสารละลายท่ีมากเกินพอออกใหหมด เพ่ือปองกันการเกิดผลการ
ทดลองคลาดเคล่ือน 

5.2.2  การนํางานวิจัยนี้ไปประยุกตใชตรวจหาปริมาณสารอ่ืน 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 คํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ จากขอมูลในตารางท่ี 4.7  
 

ตารางที่ 4.7  แสดงผลการศึกษาการทําซํ้าของวิธีวิเคราะห 
 

ครั้งท่ี คาการดูดกลืนแสง 
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 สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
x  คือ คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสง 

 
 

x 
x 100 

=  0.72 % 

SD 

     0.0020 
0.2787 
 

x 100  =   
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1.1.2  ศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห  
โดยทําการทดลองวันละ 1 ครั้ง เปนเวลา 7 วัน คํานวณหาคาสวนเบ่ียงเบน

มาตรฐานสัมพัทธ จากขอมูลในตารางตารางท่ี 4.8  
 
ตารางที่ 4.8  แสดงผลการศึกษาการทวนซํ้าของวิธีวิเคราะห 
 

ครั้งท่ี คาการดูดกลืนแสง 
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 สวนเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
x  คือ คาเฉล่ียของคาการดูดกลืนแสง 

 
 
 
 
 
 
 

x 
x 100 

     0.0039 

0.2778 
 

x 100 

=  1.40 % 

SD 

= 
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1.1.3  ศึกษาความถูกตองของวิธีวิเคราะห  
โดยการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน นําคาท่ีไดจากตารางท่ี 4.9 คํานวณหาคา

เปอรเซ็นตการไดกลับคืนเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของ CEA (รูปท่ี 4.10)  
 
 

 

 
รูปที่ 4.10  กราฟมาตรฐานของ CEA ในสารตวัอยาง 
 
ตารางที่ 4.9  แสดงผลการหาเปอรเซ็นตการไดกลับคืน  

 

ตัวอยาง 
ความเขมขนของ CEA (ng/ml) คาการดูดกลืน

แสง 
% การได
กลับคืน  กอนเติม 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

ความเขมขนของ CEA (ng/ml)

คาก
ารดู

ดก
ลืน

แส
ง
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คํานวณจากสูตร      % recovery  =  (Csp - Cs)   
                

Csp คือ ความเขมขนของสารละลายผสมระหวางสารละลายมาตรฐาน 
กับสารตัวอยางท่ีเติมลงไป (จากการคํานวณ) 

Cs คือ ความเขมขนของสารตัวอยางท่ีเติมลงในสารละลายมาตรฐาน 
Ca คือ ความเขมขนของสารละลายมาตรฐาน 

  
คํานวณความเขมขนท่ีได จากสมการเสนตรง  y = 0.053x – 0.004 

y คือ คาการดูดกลืนแสงของสารละลาย 
 
ตัวอยางท่ี 1  

จาก y = 0.053x – 0.004 
  

                
 
 
 
 

ตัวอยางท่ี 2  
จาก y = 0.053x – 0.004 

  
                
 
 
 
 

ตัวอยางท่ี 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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ตัวอยางท่ี 4  
จาก y = 0.053x – 0.004 

  
                
 
 
 

ตัวอยางท่ี 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 ในตัวอยางซีร่ัม 
โดยใชตัวอยางซีรั่มจํานวน 5 ตัวอยาง ซ่ึงทุกๆตัวอยางจะนํามาสรางกราฟมาตรฐานของ 

CEA (รูปท่ี 4.16) และนําผลการวิเคราะหท่ีไดจากวิธีอิมมูโนเซนเซอรและวิธีมาตรฐาน มาทดสอบ
ความแตกตางของสองวิธี ดวยสถิติ t-test ดังตารางท่ี 4.12 
 
ตารางที่ 4.13  การทดสอบผลการวิเคราะหดวย สถิติ t-test  
 

ตัวอยาง 
ความเขมขน CEA (ng/ml) ความแตกตางของสองวิธี 

(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 ผลรวมของคาความแตกตางระหวางสองวิธี 
 N  คือ จํานวนตัวอยาง 

 

 
 
 
 

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 



 
 

ประวัติผูเขียน 
 

ชื่อ–สกุล  นางสาวนารี  หมาดบํารุง 
วัน  เดอืน  ปเกดิ  9  กันยายน  2531 
ที่อยู   41 ซอยเคหะรมเกลา 78 แยก 1 แขวง/เขต สะพานสูง กรุงเทพฯ 10240 
การศึกษา  สําเร็จการศึกษาวิทยาศาสตรบัณฑิต 
   สาขาวิชาเคมี 
   มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีราชมงคลธัญบุร ี
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