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บทคัดย่อ
งานวิจัยนี้เป็นการเตรียมสกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด (Screen-Printed Electrode) เป็น

หัววัดอิมมูโนเซนเซอริโดยใ'!แทคนคโพเทนชิออเมตร (Potentiometric immunosensor) เพอความ 
รวดเร็วในการวัด Alpha -fetoprotein (AFP) ในซีรัมมนุษย์ อิมมูโนเซนเชอร์ถูกเตรียมขึ้นโดยการ 
ตรึงแอนติบอดีกับใบโอตินซ่ึงเคลือบบนข้ัวสกรีน-ปร้ินท์ และทำการดัดแปรด้วยกลูตารัลดีไฮด์
โดยสารดังกล่าวเป็นสารใบฟังก์ชันนอล ทำหน้าท่ีเช่ือมไขว้ทางใบโอเซนเซอร์ โดยปลายทั้งสองขอ 
งกลูตารัลดีไฮด์จะทำปฏิกิริยากับหมู่อะมิโนของอัลฟาฟัโตโปรตีน เกิดเป็นขั้นฟิล์มบนขั้วอิมมูโน
เชนเซอร์ แล้วทำการสืกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการวัด AFP โดยสกรีน-ปร้ินท์อิเล็กโทรดท่ีสร้าง 
ขน เปรียบเทยบกับเทคนค Electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) ชงเป็นวิธการท 
นิยม1ใช้ในปัจจุบัน ตลอดจนสามารถตรวจวิเคราะห์หาระดับสาร AFP ในดัวอย่างเลือดของผู้ป่วย 
จริง เพ่ือดัดกรอง วินิจฉัย และติดตามผลการรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็ง

Abstract
This research focused on potentiometric immunosensor for the determination of 

human Alpha -  fetoprotein (AFP) by screen-printed electrode (SPCE). The effective 
immobilization of the antibody comes from the entrapment by biotin on screen-printed 
carbon electrode and then modified by bifunctional glutaradehyde. As well as the amines of 
antibody will be cross-linked by glutaradehyde and became compact film. Optimization 
condition for potentiometric detection of AFP were studied comparison with 
electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA). Thus , the developed immunoassay may 
provide a feasible alternative tool for determining AFP in human serum in clinical 
laboratory.
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บทท่ี 1
บทนำ

1.1 ที่มาและความสำคัญของงานวิจัย
ตับเป็นอวัยวะที่มะเร็งจากอวัยวะต่างๆ แพร'กระจายมามากที่สุดเนื่องจากเป็นอวัยวะที่มีเลือดมาเลี้ยงมาก 

และลักษณะของโพรงเร้นเลือดในตับ (h ep a tic  s in u so id ) ท่ีมีช่อง (fen estra tio n ) ทำให้เซลล์มะเร็ง 
สามารถผ่านเข้าไปในเนื้อตับได้ง่าย มะเร็งแพร,กระจายมาที่ตับพบได้ประมาณร้อยละ 4 0 -5 0  ของเน้ืองอกของ 
ตับ [1][4]. มะเร็งแพร,กระจายมาที่ตับที่ได้บ่อยคือ มะเร็งของอวัยวะในช่องท้องที่เลือดระบายผ่านเร้นเลือดดำ 
พอร์ตัล (p o rta l v e in )  เช่น''มะเร็งลำไร้ใหญ่ ตับอ่อนและกระเพาะอาหาร ส่วนที่เหลือมาจากอวัยวะอื่นเช่น 
มะเร็งปอด เด้านมและผิวหนัง (m e la n o m a ) เป็นด้น [2-3]. มะเร็งเซลล์ตับ (Hepatocellular carcinoma ; 
HCC) เป็นเนืองอกชนิดร้ายแรงของเซลล์ตับ พบได้บ่อยและพบได้ท ั่วโลก โดยเฉพาะจีน ญ่ีป่น 
เกาหลีและประเทศในเขตเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ในประเทศไทยพบว่าเป็นมะเร็งที่พบบ่อยที่สุด 
ของมะเร็งในเพศชายและเป็นมะเร็งที่พบบ่อยที่สุดของมะเร็งอวัยวะระบบทางเดินอาหาร พบใน
เพศชายมากกว่าเพศหญิงประมาณ 4.5 เท่า อายุเฉลี่ยของผู้ป่วยประมาณ 48 ปี สารบ่งชีมะเร็ง
(Tumor markers) คือตัวบ่งชี ทางชีวเคมีที่จะบอกว่ามีมะเร็งหรือไม่ อาจเป็นสารท่ีไม่พบในภาวะ 
ปรกติ หรือเป็นสารปรกติในร่างกายเราแต่มีปริมาณเพิ่มสูงมากผิดไปจากปรกติ สามารถตรวจพบ 
ได้ทังในเลือด หรือสารคัดหลั่ง (biological fluid) มี 2 ประเภท คือ สารที่ไม่พบในภาวะปกติ และ 
เป็นสารท่ีผลิตมาจากเซลล์มะเร็งโดยตรง เช่น CEA 5 AFP, PSA, CA 19-9 เป็นด้น และสารท่ีมีอยู่ 
แล้วในร่างกายซึ่งผลิตโดยเซลล์ปกติ แต่กลับเพิ่มปริมาณมากฃึนเมื่อเซลล์นันกลายเป็นเซลล์มะเร็ง 
สารดังกล่าวได้แก่ฮอร์โมนต่างๆเช่น HCG, Calcitonin, ACTH เป็นด้น หรือเอนไซม์เช่น PAP, 
ALP, LDH, GGT เป็นด้น ประโยชน์ของการตรวจหา Tumor marker ได้แก่ ช่วยในการ
วินิจฉัย ช่วยในการวางแผนการรักษา และ ช่วยบอกว่ามะเร็งหมด และมีการกลับมาเป็นใหม่
หรือไม,หลังรักษาแล้ว

Alpha fetoprotein (AFP) เป็น fetal serum protein ตรวจพบในปี 1956 เป็น 
glycoprotein หลัก ในซีรั่มของทารกในครรภ์ มีขนาด 720 Kd ถูกสังเคราะห์จาก yolk sac /Liver/ 
ทางเดินอาหาร แล้วผ่านเข้าสู่นื้าครํ่าโดยผ่านทางเลือดของทารก ข้าม placental barrier เข้าสู่เลือด 
ของมารดา ดังนันจึงทำให้ซีรั่มของสตรีมีครรภ์มีค่า AFP สูงขึ้นบ้างและจะแปรผันตามอายุครรภ์ 
ด้วย AFP มิได้มีความจำเพาะต่ออวัยวะใดอวัยวะหนึ่งเพียงอย่างเดียว แต่จะพบค่าขึ้นสูงมากและ 
พบได้บ่อยใน มะเร็งของตับ (hepatocellular carcinoma /hepatoma) ซึ่งพบได้ในผู้ป่วยประมาณ 
70% และพบได้บ้างแต่ค่าไม่สูงมากนักใน มะเร็งรังไข่/อัณฑะ มะเร็งปอด มะเร็งทางเดินอาหารและ 
โรคตับอ่ืนๆ เป็นด้น [2] AFP ในป็จจุบันใช้เป็น tumor markers ในการตรวจกรองตรวจหาผู้ป่วย
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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มะเร็งตับ (hepatoma)!นระยะเริ่มแรกก่อนที่จะมีอาการทางคลีนิค ใช้ตรวจในประชากรที่มีอัตรา 
เส่ียงต่อการเกิดมะเร็งตับสูง เช่น ผู้ท่ีเป็นพาหะของไวรัสตับอักเสบ บี / ตับอักเสบเรื้อรัง / ตับ 
แข็ง โดยควรมีการตรวจซํ้าทุก 3-6 เดือน ต่อคร้ัง และ ระดับ AFP ที่ใช้ในการวินิจฉัย มะเร็ง
เซลล์ตับ คือ >500 นก./มล. เนื่องจากระดับที่ตํ่ากว่านี้สามารถพบได้ในโรคอื่นได้เช่น ไวรัสตับ 
อักเสบเฉียบพลัน ไวรัสตับอักเสบเรื้อรังและตับแข็งจากสาเหตุต่างๆ แต่ในมะเร็งเซลล์ตับขนาด 
เล็กโดยเฉพาะเล็กว่า 5 ซม. ระดับ AFP จะสูงไม่มาก ความไวของ AFP ในการวินิจฉัยมะเร็งเซลล์ 
ตับประมาณร้อยละ 75 และมีความจำเพาะประมาณร้อยละ 90 [1] วิธีที่นิยมใช้วิเคราะห์หาปริมาณ 
AFP ในป็จจุบันเป็นเทคนิคทาง Immunoassay โดยอาจเป็นวิธี RIA / EIA/CICA/ELISA ซ่ึงจะมี 
ผลรบกวนผลการทดสอบ ในปฎิกริยา immunoassay ตามทฤษฎีแล้วจะมีความเสี่ยงที่จะเกิดการ 
รบกวนของผลทดสอบได้ ซึ่งมีหลักที่ควรคำนึงถึงคือ High dose Hook Effect และ Heterophile 
antibodies รวมทั้งความยุ่งยากในการเตรียมตัวอย่างเลือด และสารละลายในการวิเคราะห์

จากข้อมูลและเหตุผลตังกล่าว ทำให้ผู้วิจัยมีความสนใจที่จะศึกษาและพัฒนาวิธีการ
ตรวจวัดสารตังกล่าว โดยการประยุกต์สกรีน-ปรื้นท์อิเล็กโทรด( Screen-printed carbon electrode ) 
(SPCE) ซึ่งสามารถเตรียมได้ง่าย สะดวกรวดเร็ว ใช้เวลาในการวิเคราะห์สั้น ประกอบลับเป็นวิธีที่มี 
ความไว และจำเพาะเจาะจงสูง จึงเป็นอีกเทคนิคหนึ่งที่น่าสนใจที่จะนำไปประยุกต์ใช้ตรวจ
วิเคราะห์หาระดับสาร AFP ในเลือด เพ่ือคัดกรอง และติดตามผลการรักษาผู้ป่วยโรคมะเร็ง

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย
1. เตรียมสกรีน-ปรินคาร์บอนอิเล็กโทรด สำหรับการตรวจวัดสาร AFP
2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการวัด AFP โดยใช้สกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด(Screen- 

printed electrode)
3. ศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดสาร AFP จาก สกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด ท่ีสร้างข้ึน กับ 

การวัดโดยเทคนิค Immunosorbent assay (ELISA)
4. ตรวจวัดหาปริมาณสาร AFP ในตัวอย่างเลือดจริง

1.3 ขอบเขตของการวิจัย
1. เตรียมสกรีน-ปริ้นอิเล็กโทรด สำหรับการตรวจวัดสาร AFP
2. ศึกษาสภาวะที่เหมาะสมต่อการวัด AFP โดยใช้สกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด(Screen- 

printed electrode)
ได้แก่
- การศึกษาสภาวะทางเคมีไฟฟ้าที่เหมาะสมสำหรับการวิเคราะห์ AFP

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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- การศึกษาสมบัติของขั้วไฟฟ้าที่ตรึงด้วย anti- AFP
3. ศึกษาประสิทธิภาพการตรวจวัดสาร AFP จาก สกรีน-ปขั้นท์อิเล็กโทรด ท่ีสร้างข้ึน 

กับการวัดโดยเทคนิค immunosorbent assay (ELISA)
4. ตรวจวัดหาปริมาณสาร AFP ในเลือดของผู้ป่วยจริง

1.4 ประโยชน์ท่ีคาดว่าจะได้รับ
1. สามารถสร้าง immunosensor สำหรับตรวจวัด สาร AFP ในเลือด ที่ใช้งานได้ง่าย และ 

มีขนาดเล็ก
2. สามารถตรวจหาสารบ่งชี้มะเร็ง (Tumor markers) ของโรคมะเร็งตับ ในระยะแรกเริ่ม ใน 

เลือดเพ่ือ ช่วยวินิจฉัยและติดตามผลของการรักษาได้อย่างรวดเร็วในห้องปฏิบัติการ ทาง Clinic
3. เพิ่มประสิทธิภาพงานวิจัยทางด้านการรักษาโรคมะเร็งตับในหน่วยงานที่เกี่ยวกับบำบัด 

รักษาโรคมะเร็ง เช่น ศูนย์รักษามะเร็งในโรงพยาบาล ศูนย์วิจัยมะเร็งแห่งชาติ
4. กระตุ้นในเกิดการพัฒนาเทคโนโลยีด้าน immunosensor ทางการแพทย์ โดยการผลิต 

ข้ึนใช้เอง และสามารถพัฒนาการผลิตในระดับอุตสาหกรรม

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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บทที่ 2
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง

โครงงานพิเศษเรื่องนี ผู้วิจัยได้ศึกษาทฤษฎีเอกสาร วารสาร รายงาน และบทความวิชาการ 
ทั้งในและต่างประเทศ เพื่อเป็นแนวทางในการวิจัยดังหัวข้อดังต่อไปนี้

- หลักการของเทคนิคโพเทนซิออเมทรี
- ไบโอเซนเซอร์และอิมมูโนเซนเซอร์

สกรีน-ปรินทอิเลก'โทรด screen-printed carbon electrode (SPCE)
แอลฟาฟโตโปรตีน alpha-1 -fetoprotein (AFP)

- งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง

2.1 หลักการของเทคนิคโพเทนซิออเมทรี[4]
โพเทนชิออเมทรี เป็นเทคนิคการวิเคราะห์ทางเคมีเชิงไฟฟ้าวิธีหนึ่งที่ถูกนำมาประยุกต์ใช้สำหรับ 

การทำปริมาณวิเคราะห์ ซึ่งจะเกี่ยวข้องกับการวัดค่าศักย์ของสารละลายตัวอย่างภายใต้เงื่อนไขที่ไม,มี 
กระแสไฟฟ้าไหลซึ่งค่าศักย์ที่เกิดขึ้นในเซลล์เคมีไฟฟ้า เป็นผลที่เกิดขึ้นอันเนื่องมาจากการปรับตัวเข้า 
สู่สภาวะสมดุลของปฏิกิริยาเคมีเซลล์เคมีไฟฟ้า ของเทคนิคโพเทนชิออ-เมทรี จัดเป็นเซลล์กัลวานิกซึ่ง 
ปฏิกิริยาทางเคมีสามารถเกิดขึ้นได้เองที่ผิวหน้าของขั้วไฟฟ้า เซลล์เคมีไฟฟ้าประกอบด้วย ขั้วไฟฟ้า 
แอโนดซึ่งต่ออยู่กับขัวลบ และแคโทดซึ่งเป็นฃัวบวก ค่าความต่างศักย์เกิดฃึนระหว่างฃัวแอโนดและ 
แคโทดเรียกว่า ศักย์อุณหวัตรหรืออาจเรียกว่าศักย์เซลล์ (Eceii) ซึ่งในสภาวะมาตรฐานอาจแสดงสมการ 
แสดงค่าศักย์เซลล์ได้ดังนี้

kcell ~ ^cathode anode -̂J

ในสมการจะมีการรวมเทอมของศักย์รอยต่อ (E.) ไว้ด้วยเพราะการวิเคราะห์ด้วยเทคนิคโพเทนชิ 
ออเมทรีอาจมีค่าศักย์รอยต่อเกิดขืนร่วมด้วย กรณีท่ีปฏิกิริยาทางเคมีไม่ได้เกิดขึ้นท่ีสภาวะมาตรฐาน
เราสามารถคำนวณค่าศักย์เซลล์ท่ีเกิดข้ึนโดยใช้สมการของเนินสต์ โดยท่ัวไปวิธีการวิเคราะห์แบบโพ 
เทนชิออเมทรี ข้ัวแคโทดท่ีใช้ส่วนใหญ่จะเป็นขั้วไฟฟ้าแบบเลือกไอออน (ion-selective electrodes) ซ่ึง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จะยอมให้เฉพาะไอออนท่ีสนใจท่ีจะวิเคราะห์ผ่านเย่ือ (membrane) เข้าไปได้ทำให้เกิดศักย์เซลล์
เคมีไฟฟ้า

Voltmeter

2.1.1 กลไกการเกิดศักย่ํไฟฟ้าที่ข้ัว

การวัดศักย์โดยตรง เป็นวิธีที่คุ้นเคยและใช้กันมากที่สุด วิธีการสำหรับการวัดศักย์โดยตรง 
ค่าศักย์ไฟฟ้าที่วัดได้จากขั้วไฟฟ้าทำงานจะแปรเปลี่ยนไปตามความเข้มข้นของสารละลาย คือเม่ือ 
ความเข้มข้ันของสารละลายเพิ่มข้ึน ค่าศักย์ไฟฟ้าที่อ่านได้มีค่าเพิ่มขึ้นด้วย ซึ่งอธิบายง่ายๆว่า เม่ือ 
สารละลายมีความเข้มข้นสูง ไอออนในสารละลายย่อมมีจำนวนมาก การส่งผ่านอิเล็กตรอนข้าม
ผิวหน้าขั้วไฟฟ้าย่อมเกิดขึ้นได้ดี ทำให้วัดศักย์ได้เพิ่มข้ึน ในทางทฤษฎีความสัมพันธ์ของค่า
ศักย์ไฟฟ้ากับแอคทิวิตีของตัวทำปฏิกิริยา และผลของปฏิกิริยาแสดงด้วยสมการที่เรียกว่า สมการ 
เนินสต์ ดังนี้

E = E°-(0.0592/n).log(api.od/a reJ

เม่ือ E คือศักย์ข้ัว■ ไฟฟ้า
E° คือศักย์มาตรฐานของขั้วไฟฟ้า
ท คือจำนวนอิเล็กตรอนที่เกี่ยวข้องในครึ่งปฏิกิริยา
aprod / areac! คืออัตราส่วนแอกทิวิตีของผลปฏิกิริยาและตัวทำปฏิกิริยา

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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2.2 ไบโอเซนเซอร์และอิมมูโนเซนเซอร์ [3]

2.2.1 ไบโอเซนเซอร์(biosensor)

เป็นเซนเซอร์ที่ใช้วัดสารเคมีที่มีอยู่ในสิ่งมีชีวิต หเอสารเคมีที่สิ่งมีชีวิตผลิตขึ้นมา ซ่ึง
องค์ประกอบที่สำคัญของเซนเซอร์ได้จากสิ่งมีชีวิต เราจึงเรียกเซนเซอร์แบบนี้ว่า ใบโอเซนเซอร์ 
เซนเซอร์นี้มีองค์ประกอบสองส่วน คือส่วนแรกเป็นส่วนที่รับรู้ว่ามีสารเคมีที่ต้องการวิเคราะห์ชนิด 
น้ันๆอยู่เรียกว่า ตัวรับสัญญาณทางชีวภาพ (biological detector) และอีกส่วนหนึ่งคือตัวแปลง 
สัญญาณ หรือทรานดิวเซอร์ (transducer) ส่วนนี้จะทำหน้าที่เปลี่ยนสัญญาณทางเคมีที่เกิดขึ้น
ในตัวรับสัญญาณไปเป็นสัญญาณอ่ืนๆ ที่เราสามารถตรวจวัดได้ เช่น แปลงเป็นสัญญาณทางไฟฟ้า 
แปลงเป็นสัญญาณแสง เป็นด้น ตัวแปลงสัญญาณก็จะส่งสัญญาณที่ได้ไปสู่ส่วนประมวลผลต่อไป 
ดังรูปที่ 2.2

Analyte

Biolaver Type Transducer

รูปท่ี 2.2 แสดงหลักการทำงานของไบโอเซนเซอร์

ไบโอเซนเซอร์ (biosensor) เป็นเครื่องมือวัดที่มนุษย์สร้างขึ้นมาโดยอาศัยหลักการทำงาน 
ร่วมกันระหว่างส่วนประกอบที่สำคัญ 2 ส่วน คือ ส่วนของสารชีวภาพและส่วนของทรานส์ดิวเซอร์ 
(transducer) หรือตัววัดสัญญาณ ในส่วนของสารชีวภาพนั้นจะต้องมีความจำเพาะเจาะจงกับสารที่ 
ต้องการวัด ตัวอย่างของสารชีวภาพที่นำมาใช้ในการวัด ได้แก่ เอนไซม์ จุลินทรีย์ เน้ือเย่ือพืชและ 
สัตว์ แอนติเจน แอนติบอดี้เป็นด้น การทำงานของไบโอเซนเซอร์นั้นจะเริ่มจากการที่สารชีวภาพทำ 
ปฏิกิริยากับสารท่ีต้องการวัด แล้วได้สารผลิตภัณฑ์ที่ถูกแปรเป็นสัญญาณออกมา ทรานส์ดิวเซอร์ 
เป็นอุปกรณ์อิเลคทรอนิกส์ ที่ทำหน้าที่รับและแปลงสัญญาณที่เกิดปฏิกิริยาระหว่างสารชีวภาพกับ 
สารที่ต้องการวิเคราะห์ให้กลายเป็นกระแสไฟฟ้า ซึ่งสัญญาณไฟฟ้านี้จะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับ
ปริมาณของสารที่ตรวจวิเคราะห์ได้และถูกนำไปดำเนินการต่อเพื่อแสดงผลออกมา การพัฒนา
ไบโอเซนเซอรในระยะแรก ส่วนใหญ่เป็นการศึกษาเกี่ยวกับการ สร้างกลูโคสไบโอเซนเซอร์เพื่อใช้

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ในการตรวจวัดปริมาณนํ้าตาลกลูโคส เนื่องจากกลูโคสเป็นสารเคมีที่มีความสำคัญต่อกลไกภายใน 
ร่างกายมนุษย์มาก [5]

2.2.2 อิมมูโนเซนเซอร (Immunosensor)

Bioreceptor
Enzyme
เอนไซม์มีโครงสร้างเป็นสามมิติ ซึ่งเข้ากันได้กับสารต้ังต้นเฉพาะ เม่ือร่างกายได้รับ

อาหาร อาหารจะถูกย่อยเป็นโมเลกุลเล็กๆ ในร่างกายด้วย ปฏิกิริยามากมายหลายขนตอน ด้วยขบวน 
การ catabolism แล้วโมเลกุลเล็กๆ เหล่านีถูกใช้เพ่ือ เป็นโครงสร้างของร่างกาย เช่น โปรตีน 
ปฏิกิริยาการสังเคราะหเหล่านคอ ขบวนการ anabolism ขบวนการ catabolism และ anabolism 
ซ่ึงรวมเรียกว่า ขบวนการเมตาบอลิซึมนี ต้องอาศัยการเร่งปฏิกิริยาด้วยเอนไซม์ท่ีเฉพาะเจาะจงด้วย 
คุณสมบัติในการจดจำโมเลกุลเป้าหมายท่ีจำเพาะน้ี จึงได้มีการนำเอนไซม์มาใช้เป็นไบโอรีเซฟเตอร์
ในbiosensor ดังรูป 2.3

The bio gie al Signal tr ansdnc er ร
sensing element

รูปท่ี 2.3 แสดงชนิดต่างๆ ของไบโอรีเซฟเตอร์ที่ใช้วิเคราะห์ในไบโอเซนเซอร์

Antibody
แอนติบอดีเป็นองค์ประกอบประมาณ 20% ของพลาสมาโปรตีนทังหมดและถูกเรียกว่า 

immunoglobulins (Ig) ทำหน้าที่จับกับสารแปลกปลอมและกำจัดออกจากระบบ แอนติบอดีมี 
บริเวณที่จะจับกับแอนติเจนอย่างจำเพาะ แอนติเจนเกือบทั้งหมดเป็นโมเลกุลขนาดใหญ่ที่สามารถ 
ชักนำการตอบสนองของภูมิคุ้มกัน [6].

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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AFP antibody
■ 1,Biotin film

f

_ ระreen-Printed 
Carbon Electrode

_____________________________________7_________________________________

Biotin-N H -O C(CH 2)3-N  H -C O -B icii

รูปท่ี 2.4 Protein Receptor

โปรตีนรีเซฟเตอร์ (รูปท่ี 2.4) ทำหน้าที่สำหรับการเปีดและปิดช่องเมมเบรนสำหรับการ 
ผ่านเข้าออกของสารเมตาบอไลท์ที่จำเพาะ โปรตีนเหล่านีส่วนมากจับอยู่กับเมมเบรน ได้แก่ ตัวรับ 
ฮอร์โมน ตัวรับรส ตัวรับกล่ิน (olfactory receptor for smelling) ตัวรับแสง เป็นด้น

Transducer ตัวแปลงสัญญาณที่มีการใช้กันมากสำหรับเครื่องไบโอเซนเซอร์ คือ
Amperometry, Potentiometry และ Photometry

Amperometric ใช้ในการวัด H20 2 ท่ีเกิดขึ้นหรือ 0 2 ที่ใช้ในปฏิกิริยา ซ่ึง H20 2 หรือ 
0 2 ถูก reduce ที่ขั้วไฟฟ้าเกิดเป็นกระแสไฟฟ้าที่สามารถวัดได้

Potentiometric ใช้ในการวัดค่า pH และ pi ผลของความแตกต่างของความเข้มข้นของ 
H+หรือ ไอออนบวกชนิดอื่นๆ ที่เคลื่อนที่ผ่านเมมเบรน ทำให้เกิดการเปลี่ยนแปลงศักย์ไฟฟ้า

Photometric . ผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้นหรือสารตั้งต้นที่จะตรวจวัดต้องเป็นสารที่มีสีหรือให้ 
แสงเรือง fluorescent หรือ luminescent โดยมีการใช้งานของ optic fiber เพ่ือช่วยในการสะท้อน 
แสงจากแหล่งกำเนิดแสงไปยังเครื่องตรวจวัด

ไบโอเซนเซอร์ถูกประดิษฐ์ขึ้นครั้งแรกโดย Clark และ Lyons (1962 : 29(7]) ในปี ค.ศ. 
1962 เพ่ือใช้ในการวัดปริมาณกลูโคสในเลือด กลูโคสทำปฏิกิริยากับเอนไซม์ glucose oxidase ได้ 
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ซึ่งตรวจวัดได้ด้วยขัวไฟฟ้าที่ผลิตจากทองคำขาว เคร่ือง Yellow Springs 
Instrument รุ่น 23 YSI เป็นไบโอเซนเซอร์เครื่องแรกที่ออกสู่ตลาดในปี ค.ศ. 1974 ต่อมาได้มีการ

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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พัฒนาเพิ่มเติมโดยการปรับปรุงชั้นเมมฌรนเพื่อให้สารตั้งต้น ตัวถูกวิเคราะห์ และไฮโดรเจนเปอร์ 
ออกไซด์ผ่านได้ดี แต่ป้องกันการผ่านของกรดแอสคอร์บิก ซึ่งเป็นสารรบกวนต่อการวัดปริมาณ
ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ที่เกิดขัน

2.2.3 การตรึงสารแอนติบอดีบนทรานส์ดิวเซอร์
การตรึงสารอิมมูโน (Immobilization of immunoagents)

อิมมูโนเซนเซอร์เป็นไบโอเซนเซอร์ชนิดหนึ่งที่มีการนำสารอิมมูโน ซึ่งเป็นสารทาง
ชีวภาพมาตรึงบนทรานส์ดิวเซอร์ สามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภท ตามลักษณะการวัดของ
ทรานส์ติวเซอร์ คือ
1. อิมมูโนเซนเซอร์ที่อาศัยการวัดโดยตรง

เมื่อเกิดคู่ควบกันระหว่างสารอิมมูโน คือ Ag กับ Ab แล้ววัดการเปลี่ยนแปลงของ 
พารามิเตอร์ที่เป็นผลจากการเปลี่ยนแปลงพารามิเตอร์ที่เป็นผลมาจากคุ,ควบดังกล่าว

2. อิมมูโนเซนเซอร์ที่อาศัยสารติดตาม'ในการบ่งชี้
จะบ่งบอกปริมาณสารที่เกิดปฏิกิริยาด้วยสารบ่งชี้ เช่น อาศัยเอนไซม์เป็นตัวติดตามการจับ 

ของ Ag กับ Ab ซึ่งภายหลังการจับกันแล้ว เอนไซม์'ท่ีติดตามบนทรานส์ติวเซอร์จะทำปฏิกิริยา 
กับสับสเตรทของเอนไซม์กลายไปเป็นผลิตภัณฑ์

2.2.4 เซนเซอร์ที่อาศัยการวัดแบบโพเทนชิโอเมทริก 18]
การพัฒนาไบโอเซนเซอร์ที่อาศัยสารแอนติบอดีเป็นสารชีวภาพ และใช้วิธีทางโพเทนชิออ 

เมตริกในการวัดปริมาณสารทางอิมมูโนนั้น ได้มีการพัฒนาอย่างต่อเนื่อง ตัวอย่างอื่นที่ใช้โพเทนซิ 
ออเมตริกอิมมูโนเซนเซอร์ในการตรวจวัด เช่น การวัดปริมาณสารไดโกชิน (digoxin) โดยอาศัยขัว 
คาร์บอนไดออกไซด์ นอกจากนี้ยังสามารถใช้ขั้วอื่น  ๆ ในการตรวจวัดโดยอยู่ภายใต้หลักการ ดัง 
รูป 2.5

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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AFP antigen t s tan d a rd  
solution K ^ W  /  .antigen-antibody reaction

พ
V4 Cr* 5๙*ร  V

_ Sbrem-Prhited 
Carbon. Electrode

รูปท่ี 2.5 โพเฑนซิออเมตริกอิมมูโอเซนเซอร์สำหรับตรวจวัด AFP

2.3 สกรีน-ปรินทอิเล็กใทรด Screen-printed Electrode (SPE)
เป็นการพัฒนาที่มีความสำคัญทางณิล็กโทรด คือ การพัฒนาสกรีน-ปริ้นท์ อิเล็กโทรด ซ่ึง 

ประกอบด้วย1ขัวทำงานที่ทำด้วยผงคาร์บอน และอาศัยการพิมพ์หมึกลงบนแผ่นพีวีซี ขั้วอ้างอิงที่ใช้ 
คือ Ag/AgCl ดังรูปท่ี 2.6 และ 2.7

Reftrentt fl?<tr<KU 
Ag/AgCl

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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การโมดิฟายด์อิเล็กโทรดโดยวิธีนี้มีข้อดี ที่สามารถนำสารโมดิฟายด์ที่ต้องการไปตรึงบน 
อิเล็กโทรดได้ง่าย โดยการผสมสารโมดิฟายด์ต่างๆ ลงในหมึกคาร์บอน เช่น การผสมด้วยทอง เมอร์ 
คู! สารคีเลต สำหรับใช้ในกระบวนการ stripping voltammetry หรือสารมีเดียเตอร์ เช่น
phthalocyanines เพ่อโรซีน (ทำหน้าที่ถ่ายทอดอิเล็กตรอน)หรือเอนไซน์ ข้อดีอีกประการหน่ีง
ของอิเล็กโทรดแบบนี้ คือ สามารถพัฒนาอิเล็กโทรดให้มีขนาดเล็กได้ ทำให้มีราคาถูกลง เพ่ือเป็น 
การพัฒนาออกสู่การค้าในลักษณะของอิเล็กโทรดที่ใช้แล้วทิง (disposable)

นอกจากนี้แล้วสกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด ยังมีคุณสมบัติที่ดีอีกหลายประการเช่น สามารถ 
หลีกเลี่ยงสิ่งเจือปน ลดป็ญหาสัญญาณที่วัดได้ค่อนข้างตํ่า และสามารถเตรียมขึ้นได้จำนวนมากบน 
แผ่นรองรับที่เหมือนกันหรือแตกต่างกัน.

2.4 อัลฟาทีเโตโปรตืน alpha-l-fetoprotein (AFP) [9J
AFP เป็น Single chain glycoprotein ที่สร้างขึ้นโดยเซลล์ตับในระยะที่เป็นตัวอ่อนในครรภ์ 

มารดา และหลั่งออกมาในกระแสเลือด ซึ่งพบได้ในปริมาณสูงมากในเซรุ่มของทารกในครรภ์
มารดา แต่ระดับ AFP จะลดลงอย่างรวดเร็วภายหลังคลอดจนถึง 1 ปี ซึ่งจะตรวจพบในระดับตํ่ามาก 
จนแทบจะตรวจไม,พบในผู้ใหญ่ ดังนันล้าตรวจพบว่ามีระดับสูงแสดงว่าอาจเป็นมะเร็งชนิดใดชนิด 
หน่ึง เพราะระดับของ AFP สัมพันธ์กับการเป็นมะเร็งได้หลายชนิด เช่น testicular, lung,liver, 
stomach และ pancreas เป็นต้น [2-15]14 พบว่าระดับของ AFP จะขึ้นสูงเป็นเวลานานก่อนที่ผู้ป่วย 
จะมีอาการหรือสามารถตรวจพบได้ด้วยวิธีอื่น และหลังจากผู้ป่วยเข้ารับการรักษาแล้ว การตรวจ 
ติดตามผลโดยดูจากระดับ AFP ลดลงจนถึงระดับปกติ มักแสดงให้ทราบว่าการรักษาได้ผล น่ันคือ 
เกิดการฝ่อลงของก้อนมะเร็ง อย่างไงก็่ดีในผู้ป่วยที่มีระดับ AFP ลดลงเป็นปกติแล้ว แต่ล้าระดับ
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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AFP กลับสูงขึ้นไปใหม่ นั่นจะแสดงให้ทราบว่าโรคมะเร็งที่ฝ่อตัวลงไปแล้ว กลับมาเจริญเติบโตขึ้น 
ใหม่ได้อีกวาระหนึ่ง อนึ่งระดับของ AFP อาจสูงขืนได้ในภาวะอื่นๆเช่น ในผู้ป่วยที่เป็นโรคตับ 
อักเสบ (hepatitis) หรือโรคตับแข็ง (cirrhosis) แต่ระดับจะไม่สูงเท่ากับผู้ป่วยที่เป็นโรคมะเร็งตับ 
ชนิด hepatocellular carcinoma

รูปที 2.8 มะเร็งเซลลตับ (Hepatocellular carcinoma ; HCC)
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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รูปท่ี 2.9 อัลฟาทีเโตโปรตีน

Human fetal liver: immunohistochemical staining for alpha fetoprotein using NCL-AFP. 
Note cytoplasmic staining of hepatocytes. Paraffin section.

2.4.1 องค์ประกอบทางเคมีอ้ลฟาพเตโปรตีน
- AFP เป็นสารชีวโมเลกุลประเภท Single chain glycoprotein

2.4.2 แอนติบอดี (Ab)
เป็นสารโปรตีนอยู่ในส่วนที่เป็นของเหลว ของร่างกาย สร้างจาก เม็ดเลือดขาวชนิด ลิมโฟ 

ไซต์ เม่ือมีแอนติเจนเข้าสู่ร่าง กายแอนติบอดีชนิดต่างๆ จะมาจับแอนติเจนอย่างเฉพาะเจาะจงเป็น 
ชนิดๆไป ซึ่งจะมีปฎิกิริยาแตกต่างกันจะปล่อยสารที่เป็นพิษต่อต้าแอนติเจน โดยแอนติบอดี จะจับ 
กับโมเลกุลของสารพิษ ที่แอนติเจนปล่อยออกมากลายเป็นสารประกอบเชิงซ้อน ของแอนติเจนกับ 
แอนติบอดีที่เรียกว่าสารประกอบแอนติเจน แอนติบอดี

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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2.5 งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
Chun-Liang Feng, et al (2000)[10] ได้ศกษาความว่องไวของ Immunosensor โดยใช้เทคนิค 

potentiometric ในการวัด Immunoglobolin (IgG) ซงทำการเคลอบ anti-IgG บน silver (Ag) 
electrode และทำการวัด IgG ในตัวอย่างโดยอาศัย antigen-antibody reaction ซึงผลจากการวิจัยนี 
บ่งชีว่า การตรวจวัดจาก Immunosensor นี้ มีความว่องไว จำเพาะเจาะจง ให้ค่าการวัดตํ๋าสุดท่ี 0.2-
1.2 ng/mL และมีอายุการใช้งาน 28 วัน

Miloslav Pravda, et al (2001)[ 11] ได้ศกษาเครองมิอในการวิเคราะห้ allergy antibodyies (Ige) 
ในตัวอย่างเลอด ชงการวจัยไดศกษาเทคโนโลยดาน screen-printed carbon electrode (SPCE) และ 
amperometric โดยจะวัด p%minophenyl ซงเปนผลิตภัณฑจาก alkaline phosphatase ที +300 mV 
บนขัวสกริน-ปรนท ชงเกดกระบวนการ enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) ในการวัด 
IgE 'โดยการหยดตัวอย่างเลือดที่6บัว ซึ่งจะให้กระแสออกมา ผลการวิจัยพบว่า ค่าตํ่าสุดที่สามารถ 
ตรวจวัด IgE โดยวิธีนี คือ 0.09 ng/mL และใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์เพียง 30 นาที

Hua Yu, et al (2004)[8] ได้ผลิต Immunosensor ที่ใช้แล้วทิ้งในการตรวจวัด AFP ในซีรมมนุษย์ 
อิมมูโนเซนเซอร์ถูกเตรียมโดยตรึงแอนติบอดีไว้กับเยื่อไคโทซานซึ่งเคลือบบน SPCE แอนติบอดี 
ดังกล่าวได้ถูกติดฉลากไว้ด้วย HRP เยื่อไคโทซานถูกตรวจสอบโดยใช้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอน 
แบบส่องกราดและใช้วิธีทางเคมีไฟฟ้า การแช่อิมมูโนเซนเชอร์ใน AFP ที่อุณหภูมิ 30°c เป็นเวลา 
35 นาทีจะทำให้ HRP ทำหน้าที่เร่งปฏิกิริยาออกซิเดชันไทโอนินโดยไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 
บางส่วนถูกยับยัง ในการทดลองซึ่งใช้ไทโอนิน 1.2 mM และไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 6 mM พบว่า 
กระแสไฟฟ้าที่เกิดปฏิกิริยาจะลดลงเป็นเล้นตรงใน 2 ช่วง เม่ือมี AFP อยู่ในช่วง 0-20 ng/mL และช่วง 
20-150.ng/mL ด้วยขีดจำกัดอยู่ที่ 0.74 ng/mL วิธีนีให้ผลถูกด้องเมื่อเปรียบเทียบกับวิธีวิเคราะห์ด้วย 
วิธีการอิมมูโน-รังสี ในการเปรียบเทียบทิ้ง 2 วิธี พบว่า สัมประสิทธิความแปรปรวนอยู่ที่ 6.6% และ 
4.2% เม่ือใช้ AFP 10 ng/mL และ 100 ng/mL ตามลำดับ สารละลาย AFP ที่เตรียมในสารละลาย 
ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7 •สามารถเก็บไว้ได้นานกว่า 10 วันท่ี 4°c วีธีการที่ได้กล่าวมาสามารถใช้ 
ตรวจ AFP ได้ในขั้นตอนเดียว และใช้ได้ดีในการวิเคราะห์ทางการแพทย์

Zhu Qiang, et al (2006)[12] และคณะไดทำการศกษา potentiometric Immunosensor สำหรับ 
ตรวจวัดสาร AFP ในมนุษย์ โดยการตรึงสาร anti-AFP บนผิว platinum disk electrode ซึ่งใช้ gelatin 
film และ silver nanoparticles เป็นตัวเชื่อมสาร anti-AFP ให้ติดกับ ขั้วอิเล็กโทรด และเติม 
glutaraldehyde เพือกระด้นให้เกิด antigen-antibody reaction และ electrochemical reaction เมอเติม 
สารตัวอย่าง AFP งานวิจัยชินนีแสดง ความว่องไวในการตรวจวัด ระยะเวลาในการวิเคราะห์ที่น้อย

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 



15

กว่า 5 นาที และขั้วอิเล็กโทรด ที่มีการเคลือบสารดังกล่าว มีระยะเวลาใช้งานนาน 60 วัน ท่ี pH และ 
อุณหภูมิควบคุม

Jie พน, et al Huangxian Ju (2007)[13] ได้ศึกษาวิธีการตรวจ tumor maker โดยกระบวนการ 
simultaneous multianalyte โดย Immunosensor chip ซงอาศัยกระแสทเกิดจากปฏิกิริยา HRP 
enzyme ซึง Immunosensor chip ทีประดิษฐขืนสามารถตรวจ tumor maker ได้อย่างต่อเนือง พร้อม 
กัน 2ชนิด คือ CA19-9 และ CA125 ด้วยค,าต่ําสุดที่ตรวจวัดได้คือ 0.2 และ 0.4 ng/mL ตามลำดับ 
โดย Immunosensor chip ดังกล่าว ประกอบด้วย working electrode 2 ขัว แต่ใช้ reference electrode 
ร่วมกัน ซึ่งนับว่าเป็นนวัตกรรมล่าสุดทางด้าน electrochemical biochip

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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บทท่ี 3
วิธีการทดลอง

การวิจัยครังนีเป็นงานวิจัย เพื่อเตรียมสกรีน-ปรินท์อิเล็กโทรด สำหรับตรวจวัดสาร AFP 
โดยเทคนิคโพเทนชิออเมทรี ตลอดจนศึกษาคุณสมบัติและประสิทธิภาพของฃัวดังกล่าว ซึ่งผู้วิจัย 
ได้ดำเนินการวิจัยดังนี้

3.1 อุปกรณ์และสารเคมี
3.2 การเตรียมสกรีน-ปรินท์อิเล็กโทรด
3.3 การทดสอบป้ระสิทธิภาพสกรีน-ปริ1,นท์อิเล็กโทรด
3.4 วิธีการทดลอง

3.1 อุปกรณ์และสารเคมี
3.1.1 อุปกรณ์

1. เครอง Microprocessor pH/Ion Meter (pMX 3000)
2. เครื่องทำนี้าปราศจากไอออนรุ่น Mill -  Q ( Milford , MA ,USA )
3. เครองชังนำหนักแบบละเอยด ( Denver Instrument Company )
4. เครองอัลตราโซนิค(รุ่น Eltrosonic type 0.7 profi , USA )
5. เครืองกรองแบบลดความดัน ( Tokyo Rikkakai Co 5Ltd.Type A-3ร, Japan )
6. สกรีน-ปริ3,นท์อิเล็กโทรด (SPCE)
7. ไมโครปีเปต
8. โถดูดความชื้น
9. ตู้อบสาร

3.1.2 สารเคมี
1. Monoclonal Anti-01-Fetoprotein ( AFP ) CLONE C3 Mouse Ascites Fluid( SIGMA)
2. Monoclonal (X-Fetoprotein ( AFP ) ( AFP Control) (สถาบันมะเริงแห่งชาติ)
3. AFP ELISA kits(สถาบันมะเร็งแห่งชาติ)
4. Glutaraldehyde ( Analytical grade,SIGMA )
5. Potassium haxacyanoferate (III) ( Analytical grade,Carlo Erba )

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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6. Phosphate -  buffered Solution ( PBS) pH6.5,pH7 ( Analytical grade, Merck )
7. Gelatin solution ( Analytical grade,SIGMA )
8. Biotin solution ( Analytical grade,SIGMA )
9. Serum sample (สถาบันมะเร็งแห่งชาติ)
10. Distilled water

3.2 การเตรียมสกรีน-ปริ้นท์อิเล็กไทรด
3.2.1 การสร้างขั้วไฟฟ้าสกรีน-ปริ้นท์

ออกแบบลายสกรีน ซึ่งเป็นการกำหนดขนาด ตำแหน่งและรูปร่างของขัวไฟฟ้าโดยใช้ 
โปรแกรม Corel Draw Vertion 12 และโปรแกรม Adobe Illustrator Creative Suit 2 ซงลายสกรน 
จะประกอบด้วยชั้นทั้งหมด 4 ช้ัน เรียงลำดับจากช้ันล่างสุด คือ

1. ลายแถบการนำไฟฟ้า (Conducting track)
2. ลายชั้วไฟฟ้าใช้งาน และจุดตรวจ
3. ลายชั้วไฟฟ้าอ้างอิง
4. ลายฉนวนไฟฟ้า (Insulation)

ลายแบบสกรีนท้ัง 4 แบบที่ใช้ในการศึกษาในงานวิจัยครั้งนี้แสดงดังรูปที่ 3.1

1:10 mm

รูปท่ี 3.1 แสดงสกรีน-ปรั้นท์อิเล็กโทรดที่เตรียมได้

115436
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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1. นำแบบที่ได้ไปเตรียมเฟรมสกรีนโดยพิมพ์แม่พิมพ์โดยวิธีกาวอัด จากนั้นขึงผ้าสกรีนท่ี 
พิมพ์แม่พิมพ์แล้วลงบนกรอบอลูมิเนียม

2. ทำการสกรีนลายแถบการนำไฟฟ้าด้วยหมึกซิลเวอร์บนแผ่นพีวีซี นำไปอบที่อุณหภูมิ 60°c 
เป็นเวลา 30 นาที เพื่อระเหยตัวทำละลายที่อยู่ในหมึกซิลเวอร์

3. ทำการสกรีนขั้วไฟฟ้าใช้งาน และจุดตรวจวัดด้วยหมึกคาร์บอน นำไปอบที่อุณหภูมิ 60°c 
เป็นเวลา 30 นาที เพื่อระเหยตัวทำละลายที่อยู่ในหมึกคาร์บอน

4. ทำการสกรีนขัวไฟฟ้าอ้างอิงด้วยหมึกซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์ นำไปอบที่อุณหภูมิ 60°c 
เป็นเวลา 30 นาที เพื่อระเหยตัวทำละลายที่อยู่ในหมึกซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์

5. ทำการสกรีนลายฉนวนไฟฟ้าด้วยสีนั้ามัน นำไปอบที่อุณหภูมิ 60°c เป็นเวลา 30 นาที เพ่ือ 
ระเหยตัวทำละลายที่อยู่ในสีนำมัน

3.3 การทดสอบข้ัวไฟฟ้า
1. ต่อสกรีน-ปริ1,นพ์อิเล็กโทรดที่เตรียมได้เข้ากับตำแหน่งขั้วไฟฟ้าของเครื่องตรวจวัดเพื่อทำการ 

ทดสอบ
2. ปิเปตสารละลาย 0.005 M K3Fe(CN)6 ตรวจวัดด้วยเทคนิคโพเทนชิออเมตรี
3. เก็บชินงานที่มีประสิทธิภาพไว้จากนันทดสอบชินงานต่อไปตามขันตอนที่ 1 และ 2

3.4 วิธีการทดลอง
3.4.1 การตรึงด้วย AFP และปรับปรุงขั้วบนสกรีน-ปริ้นท์ อิเล็กโทรด
3.4.1.1 นำแผ่น SPCE สำเร็จรูปที่เตรียมไว้ล้างด้วย0.1 M nitric acid acetone และนำกลั่น 

ปริมาตร 10 fi,L อย่างละ 1 ครัง ตามลำดับ จากนันเป่าให้แห้งด้วย air-dried ท่ีอุณหภูมิห้อง
3.4.1.2 เตรียมเยื่อเมมเบรน โดยผสม anti-AFP ( 1 ng/mL ) ปริมาณ 20 (iL และสารละลายไบโอติน 

20 jiL ที่อุณหภูมิ 4°c ทิ้งไว้ 2 นาที
3.4.1.3 ปิเปตสารละลายผสมในข้อ 3.4.1.2 มา 20 Jj.g หยดบนขัวอิเล็กโทรดทิงไว้ 10 ช่ัวโมง ท่ี 

อุณหภูมิ 4°c แล้วค่อยๆชะสารที่เหลือบนขั้วออกด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ pH 7 
และเป่าให้แห้งด้วย air-dried

3.4.1.4 ปรับปรุงขัวอิเล็กโทรดโดยการหยดสารละลาย glutaraldehyde (wt%,0.3%) ปริมาตร 10 
uL ทิ้งไว้ 30 นาที และพักไว้ 3 ชั่วโมงที่อุณหภูมิ 4°c ภายใต้สภาวะ PBS pH 7 ก่อนการ
ะ :

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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3.4.2 การหาสภาวะทางเคมีไฟฟ้าของขั้วที่เหมาะสมสำหรับวิเคราะห์ AFP ด้วยเทคนิค 
โพเทนชิออเมตร

3.4.2.1 การหา pH ที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
ใช้ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด้วย glutaraldehyde (จากข้อ 3.4.1) มาจุ่มลงในสารละลายอิเล็ก- 

โทไลท์ผสมของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 0.1 M ปริมาณ 25 mL แสะสารละลาย
Potassium haxacyanoferate (III) เข้มข้น 0.005 M ปริมาณ 25 mL หยดสารละลาย AFP เข้มข้น
10.02 ng/mL ปริมาณ 20 |iL ป่นกวนสารละลายด้วยเครื่องป่นกวน ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ 
นาที หลังจากน้ัน ทำการปรับค่า pH ด้วยสารละลายกรดฟอสฟอริก ความเข้มข้น 1 M ให้ได้ค่า 
pH เท่ากับ 5 5 5.5 1 6.0,6.5 5 7.0,7.5 1 8.0 แล้วบันทึกค่าศักย์ไฟฟ้า (mV)

3.4.2.2 การหาอุณหภูมิที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
ใช้ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด้วย glutaraldehyde (จากข้อ 3.4.1) มาจุ่มลงในสารละลายอิเล็ก- 

โทไลท์ผสมของสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 0.1 M ปริมาณ 25 mL และสารละลาย
Potassium haxacyanoferate (III) เข้มข้น 0.005 M ปริมาณ 25 mL หยดสารละลาย AFP เข้มข้น
10.02 ng/mL ปริมาณ 20 pL ป่นกวนสารละลายด้วยเครื่องป่นกวน ความเร็วรอบ 200 รอบต่อ 
นาที พร้อมกับให้ความร้อน แล้วบันทึกศักย์ไฟฟ้าด้วยเทคนิคโพเทนชิออเมทตรี ที่อุณหภูมิ 20 1 
2 5 ,3 0 ,3 5 ,4 0 ,4 5 550 °c ตามลำดับ

3.4.2.3 การศึกษาเวลาที่เหมาะสมในการอ่านค่าศักย์ไฟฟ้า
นำสารละลายอิเล็กโทรไลท์ที่หยดสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL (ข้อ 3.4.2.1) 

แล้วปิเปตปริมาณ 20 pL บนแผ่นสกิน-ปริ้นท์ อิเล็กโทรด แล้ววัดศักย์ไฟฟ้า ทุก 1 นาที เป็นเวลา 
10 นาที โดยใช้เทคนิคโพเทนซิออเมตรี

ทำซาต้ังแต่ด้น โดยเปลี่ยน แผ่นสกิน-ปร้ินทํ, อิเล็กโทรดใหม่ แล้วหาเวลาที่เหมาะสมใน 
การอ่านค่าศักย์ไฟฟ้า

3.4.3 การศึกษาสมบัติของขั้วไฟฟ้าที่ตรึงด้วย anti-AFP
3.4.3.1 การศึกษาความเปีนเส้นตรงของการวัดศักย์ไฟฟ้า

หาความชันของการตอบสนองเชิงเส้น ท่ีได้จากการวัดค่าศักย์ไฟฟ้า กับสารละลายมาตรฐาน 
AFP เข้มข้น 0 -  214.44 ng/mL (ความชันไดจ้ากสัมประสิทธิน้ัาหน้า ค่าความเข้มข้นในสมการท่ีได้ 
จากการพลอตกราฟระหว่างความเข้มข้น กับค่าศักย์ไฟฟ้า (mV) จากโปรแกรม (Microsolf excel))

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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3.4.3.2 การศึกษาความเท่ียง
ทำการวัด AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ในสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ดังข้อ 3.4.2.1 ใน 

สภาวะท่ี pH เหมาะสม แล้ววัดศักย์ไฟฟ้าโดยใช้เทคนิคโพเทนชิออเมตรี 10 คร้ัง แล้วหาค่า 
%RSD ( Percent of Relative Standard Deviation)

%RSD = ( SD./ X) X 100
SD. คือ ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของศักย์ไฟฟ้าจากการวัด 10 คร้ัง 
X คือ ค่าศักย์ไฟฟ้าเฉลี่ยจากการวัด 10 คร้ัง

3.4.3.3 การศึกษาขีดจำกดในการวิเคราะห์
ทำการวัด AFP เข้มข้น 6.1 -  339.53 ng/mL ในสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ดังข้อ

3.4.2.1 ในสภาวะท่ี pH เหมาะสม แล้ววัดศักย์ไฟฟ้าโดยใช้เทคนิคโพเทนชิออเมตรี นำไป
สร้างกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าศักย์ไฟฟ้ากับสารละลายมาตรฐาน AFP เข้มข้น 0 -  339.53 
ng/mL แล้วคำนวณค่าขีดจำกัดในการวิเคราะห์ โดยการพลอตแบบแกรน

3.4.3.4 การหาอายุการใช้งานของขั้ว
ทำการวัด AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ในสารละลายอิเล็กโทรไลท์ ดังข้อ 3.4.2.1 ใน

สภาวะท่ี pH เหมาะสม แล้ววัดศักย์ไฟฟ้า โดยใช้เทคนิคโพเทนชิออเมตรี บันทึกค่าศักย์ไฟฟ้าทุก 
วัน โดยไม,ต้องทำความสะอาดผิวหน้าขั้วหลังการวัด (โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 ๐C และท่ี
สภาวะ pH เหมาะสม) วัดจนกระทั้งค่าศักย์ไฟฟ้าลดลงตํ่ากว่า 50% ของครังแรก จำนวนคร้ังท่ีวัด 
จนทำให้กระแสลดลงเหลือครึ่งหนึ่ง จะเป็นครึ่งชีวิตของขั้วไฟฟ้า

3.4.3.5 การวิเคราะห์หาปริมาณ AFP
ตรวจวัดหา AFP ในตัวอย่างซีรั่มมนุษย์ โดยใช้สกรีน-ปรินท์ อิเล็กโทรดแล้ววัดด้วย 

เทคนิคโพเทนชิออเมตรี ที่สภาวะการทดลอง pH เหมาะสม(ดังข้อ 3.4.2.1) และสร้างกราฟ
มาตรฐาน โดยพลอตกราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าศักย์ไฟฟ้ากับความเข้มข้นมาตรฐาน AFP 
นำค่าศักย์ไฟฟ้าที่วัดได้จากตัวอย่าง ไปเที่ยบกราฟมาตรฐานเพื่อหาความเข้ม1ข้น

3.4.3.5.1 การเตรียมตัวอย่างวิเคราะห์
ปิเปต ตัวอย่างซีรั่ม AFP ท่ีต้องการวิเคราะห์ปริมาตร 10 |iL ลงในหลอดเก็บตัวอย่าง จาก 

น้ันปิเปตสารละลายอิเล็กโทรไลท์ผสม (สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 0.1 M ปริมาณ 25 mL
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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และสารละลาย Potassium -haxacyanoferate (III) เข้มข้น 0.005 M ปริมาณ 25 mL ที pH 6.5) 
ปริมาตร 10 pL เติมลงไป

จากนั้นปิเปตสารตัวอย่างAFP ที่เตรียมไว้ข้างต้นมา 10 pL หยดลงบนสกรีน-ป'รินท์
อิเล็กโทรด ให้คลอบคลุมขั้วทั้งหมด แล้วบันทึกศักย์ไฟฟ้าด้วยเทคนิคโพเทนชิออเมทรี

3A3.5.2 การวิเคราะห์หาปริมาณ AFP ในตัวอย่าง
นำค่าศักย์ไฟฟ้าท่ีวัดไต้จากตัวอย่างซีร่ัม AFP ไปเปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐาน (calibration 

curve) แล้วอ่านค่าความเข้มข้น

3A3.5.3 เปรียบเทียบประส์ทธิภาพการตรวจวัดสาร AFP
เปรียบเทียบผลการทดลอง จากสกรีน-ปรินท์ อิเล็กโทรด ท่ีสร้างขึน กับการวัดโดย

เทคนิค Electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA)

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆท้ังสิ้น อีกทั้งห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกคร้ังที่มีการนำไปใช้ 
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บทท่ี 4
ผลการทดลอง และอภิปรายผล

4.1 การสร้างสกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด โดยการฅรีงสาร anti-AFP และ ปรับปรุงด้วย 
Glutaraldehyde

4.1.1 กำหนดสภาวะตัวแปรในการทดลองไว้ดังนี้
สารละลาย K3Fe(CN)6 0.005 M
ขัวไฟฟ้าอ้าง อิงคือ Ag/AgCl
ขัวไฟฟ้าใช้งาน คือ ขัวคาร์บอนที่ตรึงสาร anti-AFP และ

ปรับปรุงด้วย Glutaraldehyde

การทดสอบประสิทธิภาพขั้วไฟฟ้า
ปีเปตสารละลาย 0.005 โมลาร์ K3Fe(CN)6 ปริมาตร 10 pL ลงบนสกรีน-ปรินท์อิเล็กโทรด 

ให้ครอบคลุม ข้ัวทั้งหมด แล้วทำการตรวจวัดด้วยเทคนิคโพเทนชิออเมตรี ได้ค่าศักย์ไฟฟ้า
ของสกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรดที่ตรึงด้วยสาร anti-AFP แล้วปรับปรุงด้วย Glutaraldehyde และค่า 
ศักย์ไฟฟ้าของข้ัวท่ียังไม,มีการปรับปรุง แสดงดังรูป 4.1

a ค่าศก ย์ไ ฟ vl าข อ ฬ ้ฯ  
ฟ้ไฟ้ฟ‘ง ราร anti- 
AFP แรเรง?ฆป^ค้าน 
Glutaraldehyde
ti .ค่าศ'ก ย์ไฟฟาืของ1# ! 
ทไมไ่ด'?บการป,?ชงรุป้

time (mil)
รูปฑี 4.1 แสดงค่า potentiometric response (- mV) ของละลาย 0.005 โมลาร 

K3Fe(CN)6 โดยข้ัวท่ี ตรึงสาร anti-AFP แล้วปรับปรุงด้วย Glutaraldehyde และข้ัวท่ียังไม,ได้
การปรับปรุง
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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จากรูปท่ี 1.4 จะเห็นว่า ค่า potential (-mV) ที่เกิดจากการวัดสารละลาย 0.05 โมลาร์ 
K3Fe(CN)6 โดยขั้วที่ยังไม่ได้การปรับปรุงจะมีค่าสูงกว่าขั้วที่ตรึงสาร anti-AFP แล้วปรับปรุง 
ด้วย Glutaraldehyde เนองจากสารละลาย Potassium hexacyanoferate (III) มีการแตกตัวของ
เหล็ก (Fe 2+/3+) ซึ่งมีหน้าที่เป็นตัวกลางในการแลกเปลี่ยนอิเล็กตรอน ซึ่งจะเป็นตัวกระต้นให้เกิด 
ion บริเวณผิวหน้าขัว ส่วนขัวทีตรึงสาร anti-AFP จะมีการบดบัง ion ตังกล่าว โดยโมเลกุลของ 
anti-AFP ทำให้สัญญาณที่วัดได้ลดลง

4.2 การศึกษาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับวิเคราะห์ AFP
4.2.1 ค่า pH ที่เหมาะสมในการตรวจวัด AFP

จากการตรวจวัดสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ปริมาณ 20 pL ในสารละลายอิเล็ก 
โทรไลท์ผสม (สารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 0.1 M ปริมาณ 25 mL และสารละลาย
Potassium haxacyanoferate (III) เข้มข้น 0.005M ปริมาณ 25 mL) โดยใช้ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด้วย 
glutaraldehyde ด้วยเทคนิคโพเทนชิออเมทรี ท่ี pH เท่ากับ 5 , 5.5 , 6 .0 ,6 .5  , 7.0 , 7.5 และ 
8.0 ได้ ความสัมพันธ์ของค่าศักย์ไฟฟ้า กับค่า pH ตังรูปท่ี 4.2

รูปท่ี 4.2 ความสัมพันธ์ระหว่างค่า pH ต่าง  ๆ ของสารละลายณิล็กโทรไลท์กับค่าความ 
ต่างศักย์ ที่ได้จากการตรวจวัดสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ปริมาณ 20 pL โดย สกรีน- 
ปรินท์อิเล็กโทรด ที่ปรับปรุงแล้ว ด้วยเทคนิคโพเทนซิออเมทรี

จากรูปท่ี 4.2 เมื่ออ่านค่าความต่างศักย์ ที่ได้จากการตรวจวัดสารละลาย AFP เข้มข้น
10.02 ng/mL ปริมาณ 20 pL ในสารละลายอิเล็กโทรไลท์ผสม ท่ี pH เท่ากับ 5, 5.5, 6.0, 6.5,

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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7.0, 7.5 และ 8.0 พบว่า ท่ี pH 6.5 ให้ค่า potential (-mV) สูงที่สุดคือ -60.43 ± 0.25 mV และ 
เม่ือความเป็นกรดลดลง ค่า potential (-mV) ที่วัดได้มีแนวโน้มสูงขึ้นจนถึง pH 6.5 หลังจากนัน 
ค่าท่ีวัดได้จะมีแนวโน้มลดลง

ผลการศึกษา pH ที่เหมาะสมในการตรวจวัด AFP ท่ีความเข้มข้น 0.02 ng/mL ปริมาณ 20 
pL ในสารละลายอิเล็กโทรไลท์ผสม ท่ี pH เท่ากับ 6.5 จะได้ค่า potential สูงท่ีสุด แต่จะมี 
ค่าต่ํากว่าการวัดด้วยข้ัวท่ียังไม่ได้การปรับปรุง (ปราศจาก AFP) (จากรูป 4.1) เน่ืองมาจาก
biotinylated~anti-AFP ท่ีเคลือบบนข้ัวใช้งาน สกรีน-ปร้ินท์อิเล็กโทรดท่ีปรับปรุงโดย Glutaraldehyde 
ซ่ึงเป็นสารกลุ่ม bifunctional ท่ีมีหมู, - CHO สามารถทำปฏิกิริยา cross linkage กับหมู, amino ของ 
anti-AFP และเม่ือจุ่มลงในสารล'ะลายริเล็กโทรไลท์ ท่ีมี KjFetCN),; จะกระตุ่นให้เกิดการแตกตัวของ 
ion เกิดหมู่ - CHO และหมู, amino จากนัน AFP จากตัวอย่าง จะเข้าจับ anti-AFP ท่ีเคลือบบนข้ัว 
เกิด antigen—antibody reaction บดบังการเกด ion บนผวหนาฃัวริเลกโทด ส่งผลใหค่า potential ลด 
ต่ําลง

The effect o f cross linkage by Glutaraldehyde

Biotin-NH2 + OHC-(CH2)3-CHO + Biotin-NH2 —►

Biotin-NH-OC(CH2)3-NH-CO-Biotin

รูปท่ี 4.3 สมการแสดงปฏิกิริยา cross linkage ของ glutaraldehyde และ 
biotinylated -  anti-AFP ที่เคลือบบนขัวใช้งาน

4.2.2 อุณหภูมิที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
จากการตรวจวัดสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ปริมาณ 20 pL ในสารละลาย ริเล็ก 

โทไลท์ผสม (สารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 0.1 M ปริมาณ 25 mL และสารละลาย 
Potassium haxacyanoferate (III) เขมขน 0.005M ปริมาณ 25 mL) ท pH 6.5 โดยใชขั'วไฟฟ็าท่ 
ปรับปรุงด้วย glutaraldehyde ด้วยเทคนิคโพเทนซิออเมทตรี พร้อมกับให้ความร้อน ท่ีอุณหภูมิ 20 
,2 5 ,3 0 ,3 5 ,4 0 ,4 5  และ 50 °c ได้ค่าศักย์ไฟฟ้าสัมพันธ์กับอุณหภูมิดังรูปที่ 4.4
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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รูปท่ี 4.4 ความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิ กับค่า pH ต่าง  ๆ ของสารละลายริ■ เล็กโทรไลท์ 
กับค่าความต่างศักย์ ท่ีได,จากการตรวจวัดสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ปริมาณ 20 JJ.L 
โดย สกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด ที่ปรับปรุงขั้วแล้ว ด้วยเทคนิคโพเทนซิออเมทตรี

จากการศึกษา พบว่าอุณหภูมิมีความสำคัญมากต่อการวิเคราะห์สาร ด้านชีวโมเลกุล
จากผลการวิจัย ความความสัมพันธ์ระหว่างอุณหภูมิ กับค่า pH ต่าง  ๆ ของสารละลายริเล็กโทร 
ไลท์กับค่าความต่างศักย์ ที่ได้จากการตรวจวัดสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ปริมาณ 20 
|iL โดย สกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด ที่ปรับปรุงข้ัวแล้ว ด้วยเทคนิคโพเทนซิออเมทตรี พบว่าท่ี
อุณหภูมิสูงกว่า 30 °c ค่า potential ที่อ่านได้มีแนวโน้มลดลง เนื่องจากการที่สาร AFP ใน
สารละลาย และ anti -  AFP ที่เคลือบบนขั้วริเล็กโทด เสียสภาพไป และการเกิด ion บริเวณ 
ผิวหน้าข้ัวลดลง ดังน้ัน จึงด้องรักษาสกรีน-ปริ้นท์ริเล็กโทรด และ สารตัวอย่างในการวิเคราะห์ที่ 
อุณหภูมิต่ํา ตลอดจนรักษาระดับอุณหภูมิในการทดลอง จากการทดลองดังกล่าวแสดงให้เห็นว่า 
การตรวจวัดสาร AFP โดย สกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด สามารถทำการวิเคราะห์ที่อุณหภูมิห้องได้

4.2.3 อัตราเร็วที่เหมาะสมในการวัดค่าศักย์ไฟฟ้า
จากการนำสารละลายริเล็กโทรไลต์ที่หยดสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL 

แล้วปิเปตปริมาณ 20 |iL บนแผ่นสกิน-ปรินท์ ริเล็กโทรด แล้ววัดศักย์ไฟฟ้า ทุก 1 นาที เป็น 
เวลา 10 นาที โดยใช้เทคนิคโพเทนซิออเมตรี ค่าpotential (mV) ที่อ่านได้ แสดงดังรูปท่ี 4.5
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รูปท่ี 4.5 ค่า potential (mV) ของสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ท่ีแสดงค่า 
ณ นาทีต่างๆ จากการตรวจวัดโดย แผ่นสกิน-ปริ1,'นท์ รเล็กโทรด ด้วยเทคนิคโพเทนซิออเมตรี

จากการศึกษา พบว่า ค่า potential (mV) ของสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL 
จะมีค่าลดลงในนาทีที่ 1 จนถึง นาทีท่ี 5 แล้วจะคงที่เมื่อเวลาผ่านไป 5 นาที อยู่ในช่วง -60.43 ± 
0.25 mV และหลังจากนัน จะมีการเปลี่ยนแปลงค่าไป จากกราฟ (รูปท่ี 4.5) แสดงให้เห็นว่า ค่า 
potential (mV) ที่อานเมื่อเวลา 5 นาที จะเสถียรท่ีสุด

4.3 การศึกษาสมบัติของขั้วไฟฟ้าที่ฅรึงด้วย anti-AFP
4.3.1 การศึกษาสภาพไวของขั้ว

จากการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม พบว่า การตรวจวัดสารละลาย AFP เข้มข้น 10.02
ng/mL ปริมาณ 20 ]iL ใน สารละลายริเล็กโทรไลท์ผสม (สารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
เขมขน 0.1 M ปริมาณ 25 mL และสารละลาย Potassium haxacyanoferate (III) เข้มข้น 
0.005M ปริมาณ 25 mL) โดยใช้ฃัวไฟฟ้าที่ปรับปรุงด้วย glutaraldehyde ด้วยเทคนิคโพเทนซิออ 
เมทตรี ท่ี pH 6.5 จะได้ค่า potential (mV) ดีท่ีสุด เน่ืองจาก ปฏิกิริยา cross linkage กับหมู่
amino ของ anti-AFP ท่ีมี K3Fe(CN)6 เป็นตัวกระตุ่นให้เกิดการแตกตัวของ ion เกิดหมู่ - CHO 
และหมู่ amino จากน้ัน AFP จากตัวอย่าง จะเข้าจับ anti-AFP ที่เคลือบบนขัว เกิด antigen- 
antibody reaction บดบังการเกิด ion บนผิวหน้าขัวอิเล็กโทด ส่งผลต่อค่า potential ท่ีลดต่ําลง

ตังนั้นการหาการศึกษาสภาพความไวของขั้ว เพื่อหาความชันของการตอบสนองเชิงเล้น 
โดยการวัดค่าศักย์ไฟฟ้า กับสารละลายมาตรฐาน AFP เข้มข้น 0 -  214.4 ng/mL แสดความสัมพันธ์ 
ดังรูปท่ี 4.6
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y = -3.1 203x + 21 0.38 
R2= 0.9991

รูปท่ี 4.6 กราฟมาตรฐานแสดงค่า potential กับค่าความเข้มข้นของ AFP ท่ี 6.1, 30.5, 
48.9 , 91.1 , 116.1,160.8 และ214.4 ng/mL ตามลำดับ

จากรูป 4.6 ขั้วไฟฟ้าที่ปรับปรุงด้วย glutaraldehyde โดยเทคนิคโพเทนชิออเมทรี ในการ 
ตรวจวัด AFP ให้ค่าpotential สัมพันธ์กับค่าความเข้มข้น เป็นเสันตรงในช่วง 6.1 - 214.4 ng/mL 
โดยมีสมการความสัมพันธ์ คือ y = -3.1203 X + 210.88 ค่า R2 เท่ากับ 0.9991 และค่าความชัน 
เท่ากับ -3.1203

4.3.2 การศึกษาความเท่ียง
ผลจากการวัด AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ในสารละลายอิเล็กโทรไลต์ ในสภาวะท่ี pH 

6.5 แล้ววัดศักย์ไฟฟ้า โดยใช้เทคนิคโพเทนชิออเมตรี ท้ังหมด 10 คร้ัง ได้ค่า potential
ทังหมด 10 ค่า คำนวณค่า %RSD แสดงได้ดังตารางท่ี 4.1

%RSD -  (SD./ X ) X100

SD. คือ ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของกระแสที่ได้จากการวัดทั่ง 10 คร้ัง 
X คือ ค่าศักย์ไฟฟ้าเฉลี่ยที่ได้จากการตรวจวัดทั้ง 10 คร้ัง

เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 4.1 ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ค่าศักย์ไฟฟ้าเฉล่ีย และ %RSD (Percent of Relative
Standard Deviation) จากการวัด AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ในสารละลายอิเล็กโทรไลต์โดย 
ใช้ขั้วไฟฟ้าท่ีปรับปรุงด้วย glutaraldehyde ด้วยเทคนิคโพเทนชิออเมทรี

ค ่า ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร ท ด ล อ ง ขั้วที่ตรึงสาร anti-AFP แล้วปรับปรุงด้วย
Ghitaraldehyde

ค่าศักย์ไฟฟ้า (mV) -61.01
ค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน -1.491
%RSD 2.46

4.3.3 การศึกษาขีดจำกัดในการการตรวจวัด AFP
จากการหาความชัน1ของการตอบสนองเชิงเส้น โดยการวัดค่าศักย์ไฟฟ้า กับสารละลาย 

มาตรฐาน AFP เข้มข้น 6.1 -  339.53 ng/mL แสดงความสัมพันธ์เชิงเส้น (รูปท่ี 4.6 ) นำ 
ความสัมพันธ์ ดังกล่าวไปคำนวณค่าขีดจำกัดในการวิเคราะห์ โดยการพลอตแบบแกรน (Gran’s 
plot) ดังรูปท่ี 4.7 ได้ขีดจำกัดในการการตรวจวัด AFP เท่ากับ 12.5 ng/mL

แบบแกรน (Gran’s plot)
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4.3.4 อายุการใช้งานของขั้ว
จากการวัด AFP เข้มข้น 10.02 ng/mL ในสารละลายริเล็กโทรไลต์ ท่ี pH 6.5

แล้ววัดศักย์ไฟฟ้า โดยใช้เทคนิคโพเทนซิออเมตรี ได้ค่าศักย์ไฟฟ้า เท่ากับ -60 ± 5 mV ในวันแรก 
ของการทดลอง จากนั้นวัดชำขั้วเดิม โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 °c และที่สภาวะ pH 6.5 พบว่า 
ค่าศักย์ไฟฟ้ามีแนวโน้ม ลดลงอย่างรวดเร็ว ในวันท่ี 2 วัดได้ - 48 ± 5 mV (แสดงดังรูปที่ 4.8) ดังน้ัน 
การวัดโดยสกรีน-ปรินท์ริเล็กโทรด สำหรับสาร AFP ด้วยเทคนิคโพเทนซิออเมตรี จะเป็นใน 
ลักษณะใช้แล้วทิง (disposable)

เปท 4.8 กราฟแสดงค่า Potentiometric responses (mV) ทีวัดโดยสกรีน-ปรินท์ 
ริเล็กโทรดสำหรับสาร AFP ด้วยเทคนิคโพเทนซิออเมทรี ในแต่ละวัน

4.3.5 การวิเคราะห์หาปริมาณ AFP ในตัวอยวิงด้วยเทคนิคโพเทนซิออเมตริกอิมมูโน- 
เซนเซอร์

จากการตรวจวัด ตัวอย่างซีรัม 5 ตัวอย่าง เพ่ือหาค่า AFP โดยเทคนิค โพเทนชิออเมทรี 
อิมมูโนเซนเซอร์ ด้วยสกรีน-ปริ้นท์ริเล็กโทรด ได้ค่า potential ดังตารางท่ี 4.2

4.3.6 เปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจวัดสาร AFP
ผลการเปรียบเทียบ ตัวอย่างซีรัมเพื่อหาค่า AFP จากสกรีน-ปริ้นท์ ริเล็กโทรด ท่ีสร้างข้ึน 

กับการวัดโดยเทคนิค Electrochemiluminescence immunoassay ( ECLIA) ได้ผลแสดงดังตาราง 
ท่ี 4.3
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ตารางท่ี 4.2 แสดงค่า potential จากการวัดตัวอย่างซีรัม 5 ตัวอย่าง โดยเทคนิค โพเทนชิออเมตรี 
อิมมูโนเซนเซอร์

S a m p le s P o te n t ia l

( m V )

Concentration of AFP by 
Y= -3.1203X +210.88 (ng/nL)

1 162 15.06+0.0863
2 109.4 32.54+0.0529
3 60.1 48.32+0.0300
4 136.2 111.22+0.0505
5 -416.1 200.92+0.0682

ตารางท่ี 4.3 ตารางแสดง การเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจวัดสาร AFP ด้วย สกรีน- 
ปรินท อิเลกโทรด ทีสรางขน กับการวัดโดยเทคนิค Electrochemiluminescence immunoassay 
( ECLIA)

Sample By SPCE immunosensor 
(ng/mL)

By ECLIA 
(ng/mL)

1 15.06+0.0863 15.00
2 32.54+0.0529 32.50
oว 48.32+0.0300 48.30
4 111.22+0.0505 107.8
5 200.92+0.0682 200.00
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บทท่ี 5
สรุปผลการวิจัยและขอเสนอแนะ

5.1 สรุปผลการวิจัย
การศึกษาวิจัยครังนีเป็นการศึกษาหาสภาวะที่เหมาะสม ในการวิเคราะห์ปริมาณสาร AFP

ด้วยสกรีน-ปริ้นท์อิเล็กโทรด โดยเทคนิค โพเทนชิออเมตรี อิมมูโนเซนเซอร์ พร้อมทั้งศึกษาถึง 
สภาวะในการตรวจวัด และศึกษาประสิทธิภาพของการวัด AFP จากสกรีน -  ปริ้นท์อิเล็กโทรดท่ี 
สร้างขน เปรียบเทียบกัษ์เทคนิค Electrochemiluminescence immunoassay (ECLIA) ซึง
สรุปผลการวิจัยได้ดังนี้

5.1.1 สภาวะที่เหมาะสมสำหรับวิเคราะห์ AFP คือ ตรวจวัดสารตัวอย่าง AFP ใน
สารละลายอิเล็กโทไลท์ผสม (สารละลาย ฟอสเฟตบัฟเฟอร์ เข้มข้น 0.1 M ปริมาณ 25 mL
และสารละลาย Potassium haxacyanoferate (III) เข้มข้น 0.005M ปริมาณ 25 mL)
อัตราส่วนสารตัวอย่าง AFP : สารละลายอิเล็กโทไลท์ [1:1] ดังสภาวะที่แสดงในตารางที่ 5.1

5.1.2 จากการศึกษาสมบัติของขั้วไฟฟ้าที่ตรึงด้วย anti-AFP แล้วปรับปรุงด้วย
Glutaraldehyde ดังกล่าว มีความเหมาะสมในการตรวจวัดสาร AFP โดยเทคนิคโพเทนชิออเมตรี 
อิมมูโนเซนเซอร์ดังสภาวะ ที่แสดงในตารางที่ 5.2

5.1.3 ผลการเปรียบเทียบ ตัวอย่างซีรัมเพื่อหาค่า AFP จากสกรีน-ปริ้นท์ อิเล็กโทรด ท่ี 
สรางขน กับการวัดโดยเทคนิค Electrochemiluminescence immunoassay ( ECLIA) ได้ผลการ 
วิเคราะห์เป็นที่ยอมรับ ตังตารางท่ี 5.3

ตารางท่ี 5.1 สภาวะที่เหมาะสมสำหรับวิเคราะห์ AFP

Condition ค่าที่เหมาะสมในการวิเคราะห์
1.ค่าp H 6.5
2.อุณหภูม ิ (CD) 0-30
3.เวลาที่เหมาะส'ม ในการอ่านค่า(min) 5
เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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ตารางท่ี 5.2 สมบัติของฃัวไฟฟ้าที่ตรึงด้วย anti-AFP แล้วปรับปรุงด้วย Glutaraldehyde

Parameter ค่าที่ตรวจวัดได้
1 .ช ่ว ง ค ว า ม เป ็น เ$ น ต ร ง y= -3.1203X + 210.88
2. %  R S D 2.46
3 .D e te c tio n  L im it  (n g/m L ) 12.5
4 .อ า ย ุก า ร ใช ้ง า น  (D a y ) 1

ตาร'างท 5.3 The determination result of AFP by SPCE immunosensor and ECLIA method

Sample By SPCE 
immunosensor 

(ng/mL)

By ECLIA 
(ng/mL)

Agreement ( % )

1 . 15.60 15.00 98.00
2. 32.54 32.50 99.80
3. 48.32 48.30 99.95
4. 111.22 107.80 96.83
5. 200.92 200.00 99.54

5.2 ขอเสนอแนะ

5.2.1 ควรวัดตัวอย่างซีรั่มให้หลากหลายความเข้มข้น เพื่อศึกษาประสิทธิภาพของการวิเคราะห์
5.2.2 ในการหยดสารตัวอย่างเพื่อทำการวัด ซึ่งมีปริมาตรน้อย จะทำให้สารบนผิวหน้าขั้วแห้ง 

จึงควรมีการศึกษาวิธีการควรคุมขณะทำการวิเคราะห์
5.2.3 ควรมีการเปรียบเทียบ ค่าการวัดตัวอย่างซีรัมเพื่อหาค่า AFP ในวิธีวิเคราะห์อื่นๆ เพ่ือให้ 

ได้ผลการวิเคราะห์เป็นที่ยอมรับ มากข้ึน
5.2.4 ควรศึกษาปรับปรุงขั้วไฟฟ้า เพื่อให้สามารถวัดช่วงความเข้มข้นที่มากขึ้นเอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 
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