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บทคัดย่อ 
 

 การวิเคราะห์ปริมาณอลับูมินในปัสสาวะ มีความสําคญัต่อการวินิจฉัยอาการของผูป่้วยโรคไต

จากเบาหวาน (Diabetic nephropathy) เน่ืองจากสามารถใชเ้ป็นดชันีบ่งช้ีการเส่ือมของไตในระยะเร่ิมแรก 

หรือเรียกวา่ ภาวะไมโครอลับูมินูเรีย (Microalbuminuria) ได ้มีงานวิจยัจาํนวนมากท่ีกล่าวถึงการพฒันา

วิธีวิเคราะห์เชิงปริมาณเพ่ือหาความเขม้ขน้ของอลับูมินในปัสสาวะโดยอาศัยวิธีวิเคราะห์ทั้ งแบบไม่

ต่อเน่ือง (Batch analysis) และแบบต่อเน่ือง (Continuous analysis) โดยใชเ้ทคนิคท่ีอาศยัการไหลของ

ของเหลว (Flow-based techniques) ในบทความวิชาการน้ี ไดร้วบรวมเฉพาะวิธีวิเคราะห์ปริมาณอลับูมิน

ในตวัอย่างปัสสาวะดว้ยวิธีวิเคราะห์ที่อาศยัเทคนิคการไหลของของเหลวท่ีน่าสนใจ เช่น โฟลอินเจค

ชนัอะนาลไลซีส (Flow injection analysis) และ ซีเควนเชียลอินเจคชนัอะนาลไลซีส (Sequential injection 

analysis) เป็นตน้ โดยจะไดบ้รรยายเก่ียวกบัขั้นตอนการวิเคราะห์ เร่ิมตั้งแต่การเก็บ การรักษาสภาพและ

การเตรียมตวัอยา่งปัสสาวะ ก่อนนาํมาวเิคราะห์โดยใชห้ลกัการตรวจวดัดว้ยปฏิกิริยาระหวา่งโปรตีนกบัสี

ยอ้ม (Protein-dye binding reaction) ในบทความน้ี ไดเ้ปรียบเทียบคุณลกัษณะของวิธีท่ีอาศยัการไหลของ

ของเหลวแบบต่างๆด้วย ซ่ึงพบว่า คุณลกัษณะท่ีโดดเด่นของวิธีเหล่าน้ี คือ วิเคราะห์ไดร้วดเร็ว และมี

ความเท่ียงสูง 
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เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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Abstract 
 

 Quantitative analysis of urinary albumin plays an important role on clinical diagnosis of renal 

dysfunction due to diabetic nephropathy.  The albumin concentration is used as a marker for 

microalbuminuria.  There are larger numbers of publications reported on development of the analytical 

methods for determination of albumin in human urine by batch analysis and continuous analysis based 

on flow-based techniques.  In this review article, some interested analytical methods based on flow-

based techniques have been presented such as flow injection analysis (FIA) and sequential injection 

analysis (SIA).  Analytical methodology involved in urine sample collection, preparation and detection 

with protein-dye binding reaction is described.  Comparative study on analytical characteristics of the 

flow-based methods is also summarized.  It is found that the most remarkable characteristics of flow-

based technique are high sample throughput and high precision. 
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1. อลับูมินคืออะไร [1] 
 

 ‘อลับูมิน’ (Albumin) คือโปรตีนชนิดหน่ึง ผลิตข้ึนท่ีตบั มีนํ้ าหนกัโมเลกลุประมาณ 67 กิโลดาล

ตนั เป็นโปรตีนชนิดท่ีพบมากท่ีสุดในกระแสเลือด ซ่ึงจะเรียกว่า "ซีร่ัมอลับูมิน" (Serum albumin) 

โครงสร้างของซีร่ัมอลับูมินแสดงดงัรูปท่ี 1  

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1. โครงสร้างของซีรัมอลับูมิน [1] 
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 หนา้ท่ีของอลับูมิน คือ ลาํเลียงฮอร์โมน กรดไขมนั และสารอาหารต่างๆ ไปกบักระแสเลือดเพ่ือ

นาํไปใชป้ระโยชน์ตามส่วนต่างๆ ของร่างกาย นอกจากน้ี อลับูมินยงัทาํหนา้ท่ีควบคุมแรงดนัออสโมติก 

(Osmotic pressure) ในกระแสเลือดให้อยูใ่นภาวะสมดุล ทาํใหข้องเหลวและของแข็งในกระแสเลือด

รวมตวัอยูใ่นเสน้เลือดไดต้ามปกติ  

 

2. ความสําคัญของการวเิคราะห์ปริมาณอลับูมินในปัสสาวะ 

 โดยทัว่ไป จะไม่พบอลับูมินในปัสสาวะ ยกเวน้ในกรณีท่ีไตทาํงานผดิปกติ เช่น ในผูป่้วยโรคไต

ท่ีมีสาเหตุจากการป่วยเป็นเบาหวานเร้ือรัง หรือท่ีเรียกวา่ "โรคไตจากเบาหวาน" (Diabetic nephropathy) 

ซ่ึงอลับูมินจะหลุดผ่านช่องวา่งบนผนงัชั้นเบสเมนตเ์มมเบรน (Basement membrane) ของโกลเมอรูลสั 

(Glomerulus) ซ่ึงเป็นหลอดเลือดฝอยภายในหน่วยไต (Nephron) ปนออกมากบัปัสสาวะได ้[2] ดงันั้น 

ปริมาณอลับูมินในปัสสาวะ (Urinary albumin) จึงสามารถใชเ้ป็นดชันีบ่งช้ีการทาํงานของไตได ้โดยถา้

พบปริมาณอลับูมินในปัสสาวะท่ีเก็บภายใน 24 ชัว่โมง นอ้ยกวา่ 30 มิลลิกรัม จะถือวา่ไตทาํงานเป็นปกติ 

แต่ถา้พบปริมาณอลับูมินอยู่ในช่วงตั้งแต่ 30 ถึง 300 มิลลิกรัม จะจัดว่าไตทาํงานผิดปกติในระยะแรก 

เรียกวา่ "ภาวะไมโครอลับูมินูเรีย" (Microalbuminuria) [3] จากขอ้มูลของสํานักพฒันาวิชาการแพทย ์

กรมการแพทย ์กระทรวงสาธารณสุข [2] ระบุวา่ ผูป่้วยเบาหวานท่ีมี ภาวะ Microalbuminuria มีจาํนวน

ร้อยละ 18.7 - 43.5 ของผูป่้วยเบาหวานทั้งหมด [3]  ซ่ึงหากผูป่้วยเขา้รับการรักษาตั้งแต่ระยะน้ี จะลด

โอกาสเส่ียงต่อภาวะไตวายเร้ือรังไดอ้ยา่งมาก แต่ถา้ไม่ไดรั้บการรักษา จนปริมาณอลับูมินในปัสสาวะ

มากกวา่  300  มิลลิกรัม    ซ่ึงเรียกระยะน้ีวา่    "ภาวะแมโครอลับูมินูเรีย"   (Macroalbuminuria)   หรือ 

"คลินิคลัอลับูมินูเรีย" (Clinical albuminuria) [3]  ผูป่้วยจะเขา้สู่ภาวะไตวายเร้ือรังระยะสุดทา้ย (End stage 

renal disease) และเสียชีวติในท่ีสุด 

 

3. ข้ันตอนการวเิคราะห์อลับูมนิในปัสสาวะด้วยเทคนิคทีอ่าศัยหลกัการไหลของของเหลว 

3.1 การเกบ็ตวัอย่างปัสสาวะ 

 การเก็บตวัอยา่งปัสสาวะเพ่ือนาํไปวเิคราะห์อลับูมิน สามารถทาํได ้3 วธีิ [2] ดงัต่อไปน้ี 

 1. การเก็บแบบ 24 ช่ัวโมง (24-hour urine collection) เป็นการนาํปัสสาวะท่ีถ่ายแต่ละคร้ังใน

หน่ึงวนั มารวมกนั แลว้จึงนาํไปวิเคราะห์ การเก็บตวัอยา่งในลกัษณะน้ี ให้ผลวิเคราะห์ท่ีถูกตอ้งแม่นยาํ 

ไดรั้บการยอมรับวา่เป็นวิธีมาตรฐาน (Gold standard) [2, 4-6] ปริมาณอลับูมินท่ีวิเคราะห์ได ้จะเรียกวา่ 

ค่าอลับูมินในปัสสาวะ 24 ชัว่โมง (24-hour urinary albumin excretion, UAE) อยา่งไรก็ตาม วธีิน้ี ไม่

สะดวกต่อผูป่้วย อีกทั้งการเก็บปัสสาวะไวเ้ป็นเวลานาน อาจทาํให้แบคทีเรียท่ีมีเอนไซมย์รีูเอส (Urease) 
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ย่อยยูเรียในปัสสาวะกลายเป็นแอมโมเนีย ทําให้ปัสสาวะเป็นด่างมากข้ึน และทําให้สารบางอย่าง

ตกตะกอน ซ่ึงอาจรบกวนการวเิคราะห์ได ้  

 2. การเกบ็เพยีงคร้ังเดยีว ณ เวลาใดเวลาหนึง่ (Spot urine collection) เป็นการเก็บปัสสาวะท่ีถ่าย

ในเวลาใดก็ได ้แลว้นาํมาตรวจวดั วธีิน้ีทาํไดส้ะดวกเพราะจะเก็บตวัอยา่งเพียงคร้ังเดียวเท่านั้น จึงเป็นวธีิท่ี

นิยมใชใ้นห้องปฏิบติัการของโรงพยาบาล อย่างไรก็ตาม มีขอ้เสีย คืออาจให้ผลวิเคราะห์คลาดเคลื่อน 

เน่ืองจากในแต่ละเวลา ผูป่้วยอาจถ่ายปัสสาวะในปริมาตรท่ีแตกต่างกนั อลับูมินจึงถูกเจือจางไม่เท่ากนั 

ทั้งน้ี หากตอ้งการเก็บตวัอยา่งปัสสาวะแบบน้ี ตอ้งหาปริมาณ “ครีอะตินิน” (Creatinine) ควบคู่กบัการหา

ปริมาณอลับูมินดว้ย แลว้จึงประเมินในรูปอตัราส่วนความเขม้ขน้อลับูมินต่อครีอะตินิน (Albumin-to-

creatinine ratio, ACR) ครีอะตินิน เป็นโปรตีนท่ีเปลี่ยนมาจาก “ครีเอติน” (Creatine) และถูกขบัออกทาง

ปัสสาวะในปริมาณท่ีคงท่ี [7] ดงันั้น การหาปริมาณอลับูมินในปัสสาวะท่ีเก็บแบบสุ่มเพียงคร้ังเดียว แลว้

เทียบกบัปริมาณครีอะตินิน จะช่วยแกไ้ขความคลาดเคล่ือนจากอิทธิพลของการเจือจางของปัสสาวะท่ีไม่

เท่ากนัได ้ จากการศึกษาของ วีระศกัด์ิ และคณะ [8] ซ่ึงไดเ้ปรียบเทียบค่า ACR และ ค่า UAE  ของ

ตัวอย่างปัสสาวะจํานวน 42 ตัวอย่าง โดยใช้วิธีทางสถิติ คือ การวิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้น (Linear 

regression) [9] พบวา่ ค่าทั้งสองมีความสมัพนัธ์สอดคลอ้งกนัเป็นอยา่งดีโดยมีค่าสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ 

(Correlation coefficient)  เท่ากบั 0.952  

 

 3. การเก็บปัสสาวะในช่วงเวลาเฉพาะ (Timed-urine collection) เป็นการเก็บปัสสาวะใน

ช่วงเวลาหน่ึงๆ แต่ไม่ครบ 24 ชัว่โมง เช่น เก็บ 12 ชัว่โมง เพ่ือคาํนวณหาอตัราการขบัอลับูมินต่อ 1 หน่วย

เวลา (Albumin excretion rate) สาํหรับการเก็บปัสสาวะในช่วงเวลาเฉพาะน้ี จะมีเกณฑใ์นการประเมิน

ความผดิปกติของไต แตกต่างไปจากการเก็บปัสสาวะในสองแบบแรก แสดงดงัตารางท่ี 1 

 

ตารางที ่1. เกณฑก์ารวินิจฉยัความผิดปกติของไต เม่ือเก็บตวัอยา่งปัสสาวะดว้ยวิธีท่ีต่างกนั [2] 

เกณฑก์ารวินิจฉยั ปริมาณอลับูมินในตวัอยา่งปัสสาวะ 

 เก็บแบบ 24 ชัว่โมง 

(มิลลิกรัม ต่อ วัน) 

เก็บแบบสุ่มเพียงคร้ังเดียว 

(ไมโครกรัม ต่อ 

มิลลิกรัม ครีอะตินิน) 

เก็บในช่วงเวลาเฉพาะ 

(ไมโครกรัม ต่อ นาที) 

ภาวะปกติ < 30 < 30 < 20 

ภาวะไมโครอลับมิูนูเรีย 30 - 299 30 - 299 20 - 199 

ภาวะแมโครอลับูมินูเรีย > 300 > 300 > 200 
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3.2 การเกบ็รักษาตวัอย่างปัสสาวะ 

 การเก็บรักษาตวัอยา่งปัสสาวะมีผลต่อความเสถียรของอลับูมิน จากการศึกษาของ Cohen และ

คณะ [10] พบวา่ หากเก็บตวัอยา่งปัสสาวะท่ีอุณหภูมิหอ้งนาน 2 วนั จะไม่พบการสูญหายของอลับูมิน แต่

หากตอ้งการเก็บไวน้านกว่านั้น จาํเป็นตอ้งเก็บไวที้่อุณหภูมิตํ่า มีนักวิจัยจาํนวนหน่ึง [10-15] ศึกษา

อิทธิพลของอุณหภูมิและระยะเวลาที่เก็บรักษาตวัอย่างปัสสาวะ ซ่ึงพบว่าหากเก็บตวัอย่างปัสสาวะที่

อุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส จะเก็บไดน้านถึง 30 สัปดาห์ [13] แต่อย่างไรก็ตาม ถึงแมจ้ะเก็บตวัอยา่ง

ปัสสาวะท่ีอุณหภูมิตํ่าแลว้ก็ตาม อาจพบการสูญหายของอลับูมินได ้ถา้ความเขม้ขน้ของอลับูมินนอ้ยกวา่ 

30 มิลลิกรัมต่อลิตร [12] หรือ เก็บตวัอยา่งไวเ้ป็นเวลานานกวา่ 30 สปัดาห์ ซ่ึงพบวา่ความเขม้ขน้ของอลับู

มินจะลดลงร้อยละ 0.27 ต่อวนั [13] โดย Sorensen [16] สันนิษฐานวา่ สาเหตุการสูญหายของอลับูมินน้ี 

เป็นเพราะอลับูมินถูกดูดซบับนพ้ืนผิวของขวดเก็บตวัอยา่ง 

3.3 การเตรียมตวัอย่างปัสสาวะ 

 การเตรียมตวัอยา่งปัสสาวะก่อนนาํไปวเิคราะห์ปริมาณอลับูมินดว้ยเทคนิควเิคราะห์ท่ีอาศยัการ

ไหลของของเหลวนั้น นิยมเจือจางดว้ยนํ้ ากลัน่ [17-23] อาจมีการป่ันกวน (Centrifugation) ท่ีความเร็ว 

3,000 รอบต่อนาที [17, 22] หรือ การกรอง [21, 23]  ก่อน แลว้จึงนาํไปเจือจางภายหลงั การเจือจางดว้ยนํ้ า

กลัน่ มีขอ้ดีคือ ไม่ยุง่ยาก และสามารถลดการรบกวนการวิเคราะห์ เน่ืองจากอิทฺธิพลขององคป์ระกอบใน

ตวัอยา่ง (Sample matrix effect) ได ้เช่น Watla-iad และคณะ [21] พบวา่ เม่ือเพ่ิมอตัราส่วนการเจือจางจาก 

10 เท่า เป็น 100 เท่า ค่าร้อยละการวิเคราะห์คืนกลบั (Recovery) เพ่ิมข้ึนจากร้อยละ 89 เป็น ร้อยละ 101 

นอกจากน้ี การเจือจางตวัอย่างปัสสาวะยงัช่วยลดสัญญาณของตวัอย่างได้ ในกรณีที่ตวัอย่าง (Sample 

blank) ตอบสนองต่อเคร่ืองตรวจวดั เช่น Laiwattanapaisal และคณะ [22] พบว่า ตวัอย่างปัสสาวะของ

ผูป่้วยโรคเบาหวานรายหน่ึง เรืองแสงได ้จึงตอ้งเจือจาง เพ่ือลดค่าการเรืองแสงของตวัอยา่งนั้น 

 อยา่งไรก็ตาม มีหลายงานวจิยั [24-26] ไม่ไดเ้จือจางตวัอยา่งปัสสาวะ โดยจะฉีดตวัอยา่งปริมาตร 

8 ถึง 10 ไมโครลิตร ลงไปในระบบท่ีอาศยัการไหลของของเหลวโดยตรง ผูว้จิยักล่าววา่ ปริมาตรท่ีฉีด

น้อยมาก และเกิดการเจือจางตวัอย่างในระบบการไหล ทาํให้ไม่พบการรบกวนจากองค์ประกอบใน

ตวัอย่าง โดยพบว่าค่าร้อยละการวิเคราะห์คืนกลบัอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ (> ร้อยละ 83) นอกจากน้ี 

งานวิจยัของ Huang และคณะ [27] ไม่ไดเ้จือจางตวัอยา่ง แต่ใชว้ิธีเติมสารละลายมาตรฐาน (Standard 

addition calibration) ในการวิเคราะห์หาปริมาณ ซ่ึงวิธีน้ีทาํให้อลับูมินในตวัอย่างและในสารละลาย

มาตรฐานมีองค์ประกอบเหมือนกนั จึงไดรั้บอิทธิพลการรบกวนจากองค์ประกอบในตวัอย่างเท่าๆกนั 

สามารถหกัลา้งกนัได ้

 

119 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.4 การวเิคราะห์หาปริมาณอลับูมนิในปัสสาวะด้วยเทคนิคทีอ่าศัยการไหลของของเหลว 

3.4.1 หลกัการตรวจวดั 

3.4.1.1 การวดัค่าการดูดกลนืแสง 

 จากการรวบรวมงานวจิยัท่ีเก่ียวขอ้ง พบวา่ หลกัการตรวจวดัอลับูมินดว้ยเทคนิคท่ีอาศยัการไหล

ของของเหลวที่ได้รับความนิยม คือ การวดัค่าการดูดกลืนแสง (Absorption spectrometry) เพราะมี

ขั้นตอนไม่ยุ่งยาก และเคร่ืองมือท่ีใช ้คือเคร่ืองสเปคโทรโฟโตมิเตอร์ มีใชม้ากในห้องปฏิบติัการทัว่ไป 

เน่ืองจากราคาไม่แพง เม่ือเทียบกบัเคร่ืองมือตรวจวดัชนิดอ่ืน  

 โดยส่วนใหญ่ ปฏิกิริยาเคมีท่ีนักวิจัยนํามาใช้หาปริมาณอัลบูมินในปัสสาวะโดยวดัค่าการ

ดูดกลืนแสง คือ ปฏิกิริยาระหว่างอลับูมินกบัสียอ้มอินทรีย ์(Protein-dye binding reaction) ซ่ึงจะเกิด

ผลิตภณัฑ์ที่ดูดกลืนแสงไดใ้นช่วงวิซิเบิล ค่าการดูดกลืนแสงจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเขม้ขน้

ของอลับูมิน และเน่ืองจากสียอ้มเหล่าน้ีไม่ละลายนํ้ า จึงตอ้งเตรียมโดยละลายดว้ยแอลกอฮอล์เล็กน้อย  

แลว้จึงละลายดว้ยนํ้ า ในบางงานวจิยั ใชส้ารลดแรงตึงผวิ เช่น ไทรทอนเอก็ซ์-100 (Triton X-100) [17-18, 

28]  หรือ ไทรทอนเอ็กซ์-405 (Triton X-405) [26]  หรือ โซเดียมโดเดซิลซัลเฟต (Sodium dodecyl 

sulfate, SDS) [29] ซ่ึงจะทาํให้ให้เกิดสารละลายไมเซลล ์(Micelle solution) ส่งผลให้สียอ้มกระจายตวั

และละลายไดดี้ข้ึน 

 ตวัอยา่งสียอ้มท่ีใชห้าปริมาณอลับูมิน ดว้ยการวดัค่าการดูดกลืนแสง เช่น เททระโบรโมฟีนอลฟ์

ทาลีน เอธิลเอสเธอร์ (Tetrabromophenolphthalein ethyl ester, TBPE) [17, 21, 30] ซ่ึง Sakai และคณะ 

[17] พบวา่ อตัราส่วนจาํนวนโมลของอลับูมิน (HSAx+) ท่ีเขา้ทาํปฏิกิริยากบั TBPE เป็น 1 ต่อ 21 และได้

เสนอขั้นตอนการเกิดปฏิกิริยาดงัสมการท่ี (1) และ (2) [21] 
 

 

 

  

   

  โดยท่ี (  )m แสดงถึง อยูใ่นสารละลายไมเซลล ์(Micelle solution)  
 

 นอกจาก TBPE แลว้ พบว่ามีการใช้สียอ้มชนิดอ่ืนๆ อีก เช่น เททระโบรโมฟลูออเรสซีน 

(Tetrabromofluorescene) หรือ อีโอซิน วาย (Eosin Y)  [23] โบรโมคลีซอลกรีน (Bromocresol green, 

BCG) [24] คูแมสซี บริลเลียน บลู (Coomassie brilliant blue, CBB) [31] คองโก เรด (Congo red) [32] 

และ เททระโบรโมฟีนอลบลู (Tetrabromophenol blue, TBPB) [28]  ซ่ึงสียอ้มเหล่าน้ี จะทาํปฏิกิริยา

120 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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กบัอลับูมินโดยตรงเช่นเดียวกบั TBPE แต่มีบางงานวจิยั ท่ีรายงานวา่ นาํโลหะไอออนไปทาํปฏิกิริยากบัสี

ยอ้มเกิดเป็นสารประกอบเชิงซ้อนก่อน  แลว้จึงทาํปฏิกิริยาต่อกบัอลับูมิน หรือที่เรียกว่า “Protein-dye-

metal ion-binding reaction” เช่น Yoshikazu และคณะ [26] ใชป้ฏิกิริยาการเกิดสารประกอบเชิงซอ้น

ระหว่าง แบรลิเลียมไอออน (II) กบั โครเมียซูรอล บี (Chromeazural B, CAB)  แลว้ใหอ้ลับูมินเขา้ทาํ

ปฏิกิริยากบัสารประกอบเชิงซ้อนน้ี ทั้ งน้ีพบว่าตอ้งเติมเอธิลีนไดเอมีนเททระอะซีติกแอซิด (Ethylene 

diamine tetraacetic acid, EDTA) ลงไป เพื่อป้องกนัไม่ให้ไอออนของโลหะตวัอ่ืนๆ เกิดสารประกอบ

เชิงซอ้นกบั CAB อยา่งไรก็ตาม การเติม EDTA มีผลทาํใหค้่าการดูดกลืนแสงลดลงเลก็นอ้ย 

 มีขอ้สงัเกตบางประการเก่ียวกบัสเปคตรัมการดูดกลืนแสงของสียอ้มในสภาวะท่ีมีและไม่มีอลับู

มิน กล่าวคือ สเปคตรัมของสียอ้มบางชนิด จะเกิดปรากฏการณ์บาโธโครมิกชิฟท์ (Bathochromic shift) 

หรือ เรดชิฟท ์(Red shift) หลงัจากทาํปฏิกิริยากบัอลับูมิน เช่น CAB [26] และ CBB G-250 [31] โดยรูปท่ี 

2. (ก) และ (ข) แสดงการเกิดเรดชิฟท ์ของ CAB และ CBB G-250 ตามลาํดบั พบวา่ผูว้จิยันิยมเลือกความ

ยาวคล่ืนท่ีสูงท่ีสุดหลงัเกิดเรดชิฟทใ์นการตรวจวดัผลิตภณัฑท่ี์เกิดข้ึน เพราะเป็นช่วงท่ีค่าการดูดกลืนแสง

ของสารละลายรีเอเจนตแ์บลงคมี์ค่าตํ่า 

 

 
 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2. สเปคตรัมการดูดกลืนแสงของ: (ก) CAB [26] โดย C; CAB ท่ีไม่มีอลับมูิน B; Be(II)-CAB A; Albumin-Be(II)-

CAB และ D; A-B และ (ข) CBB G-250 [29]โดย 1; CBB G-250 และ (2) Albumin-CBB G-250 

 

 

 
 

 

(ข) (ก) Red shift Red shift 

720 

121 เอกสารนี้เป็นเอกสารที่สงวนไว้สำหรับการใช้งานเพื่อการศึกษาเท่านั้น ไม่อนุญาตให้นำไปใช้ประโยชน์ด้านการค้า 

ไม่ว่ากรณีใดๆ ทั้งสิ้น อีกท้ังห้ามมิให้ดัดแปลงเนื้อหา และต้องอ้างอิงถึงเจ้าของเอกสารทุกครั้งที่มีการนำไปใช้ 
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3.4.1.2 การวดัการคายแสง 

 

 หลกัการตรวจวดัอลับูมิน ท่ีนิยมรองลงมาจากการวดัค่าการดูดกลืนแสง คือ การวดัการคายแสง 

(Emission spectrometry) ซ่ึงมี 2 แบบ คือ วดัการเรืองแสง (Fluorescence) [18-19, 22, 33] และวดัการ

เปล่งแสงทางเคมี (Chemiluminescnce) [27, 29, 34] ทั้งสองแบบ อาศยัปฏิกิริยาระหวา่งอลับูมินกบัสียอ้ม

อินทรีย ์โดยความเขม้ของแสงท่ีคายออกมา จะเป็นสดัส่วนโดยตรงกบัปริมาณอลับูมิน สาํหรับงานวจิยัท่ี

วดัการเรืองแสง พบวา่ มีการวดัค่าการเรืองแสงของสียอ้มทั้งแบบท่ีเพ่ิมข้ึน [19, 22, 33] และแบบท่ีลดลง 

[18] เม่ือทาํปฏิกิริยากับอลับูมิน ตวัอย่างของสียอ้มที่ค่าการเรืองแสงเพ่ิมข้ึน เช่น ฟลูออเรสซามีน 

(Fluorescamine) [19] และ อลับูมิน บลู-580 (Albumin Blue-580, AB-580) [22] ส่วนสียอ้มท่ีค่าการเรือง

แสงลดลง เช่น เททระไอโอโดฟลูออเรสซีน (Tetraiodofluorescene, TIF) [18] โดยสาเหตุท่ีค่าการเรือง

แสงลดลงเป็นเพราะเกิด "ปฏิกิริยาเควนชิงแบบสถิต" (Static quenching reaction) [35] กล่าวคือ อลับูมิน 

จะเกิดเป็นสารประกอบเชิงซอ้นกบัสียอ้ม ไดเ้ป็นอนุพนัธ์ชนิดใหม่ซ่ึงไม่เรืองแสง จึงทาํให้ค่าการเรือง

แสงของสียอ้มลดลง 

 ตวัอยา่งงานวิจยัท่ีนาํสียอ้มไปทาํปฏิกิริยากบัอลับูมินแลว้วดัการเปล่งแสงทางเคมี เช่น Huang 

และคณะ [27] ใชฟ้ลูออเรสซีนทาํปฏิกิริยากบัอลับูมิน แลว้ออกซิไดซ์ดว้ยไฮโปคลอไรท์ Gamiz-Gracia 

และคณะ [29] ใช ้ bis (2, 4, 6-trichlorophenyl) oxalate ซ่ึงเป็นสารในกลุ่มเปอร์ร็อกซีออกซาเลท เพื่อ

ออกซิไดซ์สารประกอบระหว่างอลับูมินและฟลูออเรสซามีน โดยมีอิมิดาโซล (Imidazole) เป็นตวัเร่ง

ปฏิกิริยา ในบางงานวจิยัพบวา่ สารประกอบระหวา่งอลับูมินกบัสียอ้ม มีพฤติกรรมเป็นตวัเร่งปฏิกิริยาได้

เอง ดงัเช่นท่ี Yu และ Mou [34] พบวา่ สารประกอบเชิงซอ้นระหวา่งอลับูมิน-คอปเปอร์(II)-อะลิซาริน 

เรด เอส (Alizarin Red S) สามารถเร่งปฏิกิริยาระหว่างลูมินอลและไฮโดเจนเปอร์ออกไซด์ (Luminol-

H2O2) ทาํใหเ้กิดการเปล่งแสงมากข้ึน 

 สาเหตุท่ีนิยมนาํสียอ้มมาใชส้าํหรับหาปริมาณอลับูมินเป็นเพราะสียอ้มเหล่าน้ีดูดกลืนแสงและ

เรืองแสงไดดี้ เน่ืองจากโครงสร้างโมเลกลุมีวงแหวนอะโรมาติก (Aromatic ring) เป็นองคป์ระกอบ และมี

พนัธะคู่ท่ีคอนจูเกตกนั (Conjugated double-bond) จาํนวนมาก (ดงัรูปท่ี 3) ทาํให้ระยะห่างของระดบั
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พลงังาน (Energy gap) ของการเกิดทรานสิชนัชนิดไพไปไพสตาร์แคบ เม่ือโมเลกุลของสียอ้มถูกกระตุน้ 

จึงดูดกลืนแสงในช่วงอลัตราไวโอเลตและวซิิเบิลไดดี้ จึงเกิดการเรืองแสงไดดี้ดว้ยเช่นเดียวกนั [35]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.โครงสร้างของสียอ้มอินทรียท่ี์นาํมาใชท้าํปฏิกิริยากบัอลับูมิน: 

(ก) สียอ้มท่ีนาํไปใชก้บัหลกัการวดัการดูดกลืนแสง และ (ข) สียอ้มท่ีนาํไปใชก้บัหลกัการวดัการเรืองแสง 

Tetraiodofluorescein  (TIF) [18] 

Tetrabromophenolphthalein 

ethyl ester (TBPE) [17, 21, 30] 

Fluorescamine [19, 29] 

Fluorescene [27] 

 

Chromeazurol B (CAB) [26] 

Eosin Y [23] 

Alizarin Red S [34] Albumin blue 580 (AB-580) [22, 33] 

(ก)  

Coomassie Brilliant Blue G-250 

(CBB G-250) [31, 42] 

Bromocresol green (BCG) [24] 

(ข) 

Tetrabrommophenol blue 

(TBPB) [28] 

Congo Red [32] 
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3.4.2 เทคนคิทีอ่าศัยการไหลของของเหลวทีน่ยิมใช้ตรวจวดัอลับูมนิในปัสสาวะ 
 

 เทคนิคท่ีอาศยัการไหลของของเหลวท่ีไดรั้บความนิยมนาํมาพฒันาเป็นวธีิวเิคราะห์ปริมาณอลับู

มินในปัสสาวะ ไดแ้ก่ เทคนิคโฟลอินเจคชนัอะนาไลซีส (Flow injection analysis, FIA) และ เทคนิคซี

เควนเชียลอินเจคชนัอะนาไลซีส (Sequential injection analysis, SIA) ระบบ FIA และ SIA อยา่งง่าย 

แสดงดงัรูปท่ี 4 (ก) และ (ข) ตามลาํดบั 

 

 

 

 

 

 

 

   

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 4. ตวัอยา่งระบบอยา่งง่ายของเทคนิค: (ก) FIA และ (ข) SIA 
 

3.4.2.1 การวเิคราะห์อลับูมนิในปัสสาวะด้วยเทคนคิ FIA 

 เทคนิค FIA จดัเป็นเทคนิควเิคราะห์ท่ีอาศยัการไหลของของเหลวรุ่นแรก ไดรั้บการเสนอเม่ือปี 

ค.ศ. 1974 โดย Ruzicka และ Hansen [36] หลกัการของเทคนิคน้ี คือ มีการฉีดสารตวัอยา่งปริมาตรระดบั

ไมโครลิตรผ่านทางอินเจคชนัวาลว์ (Injection valve) ลงสู่กระแสตวัพาหรือรีเอเจนต ์(Carrier/Reagent) 

(ข) 

(ก) 

Detector

Computer

Reagent/
Carrier

Pump

Injection 
valve

Reaction 
coil

Sample Waste

Waste

Mixing coil 
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ท่อนตวัอย่างจะเกิดการกระจายตวัในกระแสตวัพาที่ไหลอย่างต่อเนื่องภายในท่อขนาดเล็ก (เส้นผ่าน

ศูนยก์ลางภายใน < 1.0 มิลลิเมตร) ดว้ยอตัราการไหลคงท่ี ซ่ึงควบคุมดว้ยเพอริสตลัติกป๊ัม (Peristaltic 

pump) สารตวัอยา่งจะผสมกบักระแสตวัพาบริเวณท่อผสม (Mixing coil) เกิดเป็นผลิตภณัฑ์ ซ่ึงจะถูก

ตรวจวดัดว้ยเวลาคงท่ีเท่ากนัทุกคร้ัง ขอ้ดีของเทคนิค FIA คือ มีความเท่ียงสูง และพฒันาให้เป็นระบบ

วเิคราะห์แบบอตัโนมติัได ้

 จากการสืบคน้เอกสารอา้งอิง พบวา่ การต่อระบบ FIA (Manifold) เพือ่ใชว้ิเคราะห์ปริมาณอลับู

มินในปัสสาวะ มี 3 แบบ ไดแ้ก่ “แบบท่ี 1” ระบบเส้นเด่ียว (Single line manifold) ซ่ึงทาํโดยเตรียมรีเอ

เจนตทุ์กตวัผสมกนัก่อน แลว้ใชเ้พอริสตลัติกป๊ัมดูดสารละลายผสมผ่านป๊ัมทิวบ ์(Pump tube) เพียงหน่ึง

เสน้ แลว้จึงฉีดสารละลายตวัอยา่งลงในกระแสของรีเอเจนตผ์สม [26]  “แบบท่ี 2” ระบบเส้นคู่ (Double 

line manifold) ซ่ึงจะฉีดสารตวัอยา่งลงในกระแสตวัพาคือนํ้ า หรืออาจเป็นรีเอเจนต ์แลว้จึงไหลไปบรรจบ

กบัรีเอเจนตอี์กชนิดหน่ึง พบว่า งานวิจยัส่วนใหญ่ต่อระบบในลกัษณะน้ี [17-20,  24, 31] “แบบท่ี 3” 

ระบบสามเส้น (Tripple line manifold) ซ่ึงมกัพบกบัระบบ FIA ท่ีอาศยัหลกัการตรวจวดัโดยติดตามการ

เปล่งแสงทางเคมี [27, 29] ซ่ึงมีรีเอเจนตท่ี์เก่ียวขอ้งในการเกิดปฏิกิริยามากกว่า 2 ชนิด และไม่สามารถ

ผสมกนัก่อนดูดเขา้ระบบไดเ้พราะจะทาํใหรี้เอเจนตไ์ม่เสถียร  

 การต่อระบบ FIA ดงักล่าวขา้งตน้ โดยส่วนใหญ่ต่อแบบ Normal FIA (n-FIA) [36] กล่าวคือ มี

การฉีดตวัอยา่งลงในกระแสตวัพา/รีเอเจนต ์แต่พบวา่ งานวิจยัของ Huang และคณะ [27] ต่อระบบแบบ 

Reversed FIA (r-FIA) [36] ซ่ึงจะฉีดรีเอเจนตล์งในกระแสของตวัอยา่งปัสสาวะแทน โดยนกัวจิยักล่าววา่ 

เลือกวเิคราะห์ดว้ยระบบ r-FIA เพราะใหค้วามไวในการวเิคราะห์ (Sensitivity) มากกวา่แบบ n-FIA  

3.4.2.2 การวเิคราะห์อลับูมนิในปัสสาวะด้วยเทคนคิ SIA 

 เทคนิค SIA จดัเป็นเทคนิควิเคราะห์ที่อาศยัการไหลของของเหลวรุ่นที่สอง ที่พฒันาต่อจาก

เทคนิค FIA โดย Ruzicka และ Marshall ในปี ค.ศ. 1990 [37] หลกัการของ SIA ยงัคงเหมือนกบั FIA แต่

อุปกรณ์ท่ีใชแ้ละลกัษณะการลาํเลียงสารละลายจะแตกต่างกนั กล่าวคือ ใชไ้ซรินจป๊ั์ม (Syringe pump) ดูด

สารละลายตวัอย่างและรีเอเจนต์ ผ่านมลัติซีเล็กชนัวาล์ว (Multi-selection valve) โดยจะดูดเขา้มาเป็น

ลาํดบั มาพกัไวท่ี้ท่อพกั (Holding coil) แลว้ผลกัไปผสมกนัท่ีท่อผสม (Mixing coil) เกิดเป็นผลิตภณัฑ์
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เพื่อตรวจวดัต่อไป อุปกรณ์ที่ใช ้ ถูกควบคุมดว้ยคอมพิวเตอร์ ทาํให้เทคนิค SIA เป็นวธีิวิเคราะห์แบบ

อตัโนมติัโดยสมบูรณ์แบบ (Fully automation)  

 พบว่านิยมใช้ เทคนิค SIA เพ่ือหาปริมาณอลับูมินร่วมกับสารตวัอ่ืนๆภายในคราวเดียวกัน 

(Simultaneous analysis) เช่น Watla-iad และคณะ [21] เสนอระบบ SIA เพือ่ใชต้รวจวดัอลับูมินและ

กลูโคสในปัสสาวะของผูป่้วยโรคไตจากเบาหวาน ทั้งสองตวัแปรน้ีสามารถใชเ้ป็นดชันีระบุอาการและ

ความรุนแรงของโรคไตจากเบาหวานได ้[2] ในกลุ่มวิจยัเดียวกนัน้ี [23] ยงัไดเ้สนอระบบ SIA เพ่ือใช้

ตรวจวดัอลับูมินและครีอะตินินในตวัอย่างปัสสาวะที่เก็บเพียงคร้ังเดียว ซ่ึงการใชค้่าอตัราส่วนความ

เขม้ขน้ของอลับูมินต่อครีอะตินิน จะถูกตอ้งมากกวา่ใชค้่าความเขม้ขน้ของอลับูมินเพียงตวัเดียวสาํหรับ

การเก็บปัสสาวะเพียงคร้ังเดียว 

 อน่ึง เทคนิควเิคราะห์ท่ีอาศยัการไหลของของเหลว อาจทาํให้ท่อนของสารตวัอยา่งผสมกบัรีเอ

เจนต์ไม่ดี ทําให้มีความเที่ยงและความไวในการวิเคราะห์ตํ่า จึงมีความพยายามที่จะแก้ไขปัญหาน้ี 

เน่ืองจากเทคนิค SIA สามารถทาํ “Flow reversal” [37] ได ้โดยให้ไซรินจป์ั๊ม ผลกัท่อนสารตวัอยา่งและรี

เอเจนต ์ใหไ้หลกลบัไป-มา (ซา้ย-ขวา) โดยไม่ไหลเขา้เคร่ืองตรวจวดั เปรียบไดก้บัการเขยา่ ซ่ึงจะช่วยให้

สารตวัอยา่งและรีเอเจนตผ์สมกนัไดดี้ข้ึน มีนกัวจิยักลุ่มหน่ึง [21, 23] ทาํ Flow reversal แลว้พบวา่ ค่าส่วน

เบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (Relative standard deviation, RSD (%))นอ้ยลง [21] และพบอีกวา่ ความไว

ในการวิเคราะห์เพ่ิมข้ึน [23]  ทั้งน้ีการเพ่ิมความไวในการวิเคราะห์ในระบบ SIA ยงัสามารถทาํไดอี้ก

แนวทาง คือ ดูดท่อนรีเอเจนตใ์หม้าประกบกบัท่อนสารตวัอยา่ง หรือท่ีเรียกวา่ “Sandwich zone” [37] ซ่ึง 

Laiwattanapaisal และคณะ [22] พบวา่ เม่ือทาํ Sandwich zone (ดงัรูป 5(ข)) ความไวในการวิเคราะห์

เพ่ิมข้ึนถึงร้อยละ 43 เม่ือเปรียบเทียบกบัเม่ือไม่ทาํ (รูป 5(ก)) เพราะการทาํ Sandwich เป็นการเพ่ิมปริมาตร

รีเอเจนตแ์ละทาํใหท่้อนตวัอยา่งสมัผสักบัท่อนรีเอเจนตไ์ดม้ากข้ึนนัน่เอง 

 

 

 

รูปที่ 5. ท่อนโซนตวัอยา่ง (Sample) และ รีเอเจนต ์(AB-580) 

เม่ือ: (ก) ไม่ทาํ Sandwich zone และ (ข) ทาํ Sandwich zone [22] 

AB-580 AB-580 

AB-580 Sample 

Sample 

(ก) 

(ข) 
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3.4.2.3 การวเิคราะห์อลับูมนิในปัสสาวะด้วยเทคนคิทีอ่าศัยการไหลของของเหลวแบบอืน่ๆ 

 เทคนิคท่ีอาศัยการไหลของของเหลวแบบอื่นๆที่ไดรั้บการพฒันาเพื่อใช้ตรวจวดัอลับูมินใน

ปัสสาวะ เช่น เทคนิคแลบ-ออน-วาลว์ (Lab-on-valve, LOV) [38] เทคนิคไซมลัทีเนียสอินเจคชนัเอฟเฟก

ทีฟมิกซิง (Simultaneous injection effective mixing analysis, SIEMA) [39] เทคนิคครอสอินเจคชนั 

(Cross injection, CIA) [40] และ เทคนิคแลบ-ออน-อะ-ชิพ (Lab-on-a-chip, LOC) [41]  

 เทคนิค LOV จดัเป็นเทคนิคท่ีอาศยัการไหลของของเหลวรุ่นท่ี 3 ต่อจาก FIA และ SIA เทคนิค 

LOV มีหลกัการ อุปกรณ์ท่ีใช ้และการติดตั้งระบบคลา้ยกบัเทคนิค SIA แตกต่างกนัท่ีเทคนิค LOV จะใช้

ปริมาตรสารนอ้ยกวา่ บางคร้ังจึงอาจเรียกวา่ “ไมโครเอสไอเอ” (µ-SIA) และมีหน่วยตรวจวดัติดตั้งอยู่

บนมลัติซีเลก็ชนัวาลว์เลย ซ่ึงหน่วยตรวจวดัท่ีนิยมใช ้คือ ใยแกว้นาํแสง (Fiber optic) งานวจิยัท่ีใชเ้ทคนิค 

LOV เพ่ือวเิคราะห์อลับูมินในปัสสาวะไดแ้ก่งานวิจยัของ Wei และคณะ [32] โดยให้อลับูมินทาํปฏิกิริยา

กบัคองโกเรด (Congo red) แลว้ตรวจวดัค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน 496 นาโนเมตร ระบบ LOV 

ท่ีพฒันาข้ึนเพ่ือหาปริมาณอลับูมิน เป็นดงัรูปท่ี 6 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 6. ระบบ LOV เพ่ือใชวิ้เคราะห์หาปริมาณอลับูมินในปัสสาวะ SP: syringe pump; C: carrier; HC: holding coil (60 cm 

× 0.75 mm i.d); FI:fiber inlet; FO: fiber outlet; R1: 0.9 g l–1 Congo red solution; R2: 50% alcohol; S: sample solution; 

W: waste [32] 

 

 เทคนิค SIEMA มีนกัวิจยัเสนอเป็นคร้ังแรกเม่ือปี ค.ศ. 2010 [39] โดยเทคนิคน้ี จะฉีดทั้งสาร

ตวัอยา่งและรีเอเจนตผ์า่นโซลีนอยดว์าลว์ (Solenoid valve) เขา้สู่ระบบพร้อมๆกนั ไม่ตอ้งดูด/ลาํเลียงเขา้ 
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มาเป็นลาํดบั เหมือนกบัเทคนิค SIA ทาํใหมี้ขอ้ดี คือ ใชเ้วลาในการวเิคราะห์นอ้ยกวา่ เทคนิคน้ี ยงัช่วยให้

แต่ละท่อนของสาร สามารถผสมกนัไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพอีกดว้ย ในปี ค.ศ. 2012 Ratanawimarnwong 

และคณะ [28] ไดพ้ฒันาระบบ SIEMA (ดงัรูปท่ี 7) เพื่อตรวจวดัปริมาณอลับูมินในปัสสาวะของผูป่้วย

โรคเบาหวาน และใชสี้ยอ้มคือเททระโบรโมฟีนอล บลู (TBPB) มีผลการทดลองท่ีน่าสนใจ คือ จะตอ้งฉีด

ไททรอนเอก็ซ์-100 เขา้สู่ระบบดว้ย เพ่ือกาํจดัปัญหาเสน้ฐานไม่เรียบและมีการยกตวั (Baseline shift) 

 

 

  

 

 

 

 
 

 

รูปที่ 7. ระบบ SIEMA ท่ีใชห้าปริมาณอลับูมินในปัสสาวะ C: Carrier, P: Syringe pump, V: Solenoid valve, HC: Holding 

coil, AC: Auxiliary coil, MC: Mixing coil, C1C2: Merging unit, D: Detector, R: Recorder, PC: personal computer และ W: 

Waste [28] 

 

 เทคนิค CIA เสนอเป็นคร้ังแรกโดย Nacapricha และคณะ [40] เทคนิคน้ีจะฉีดสารตวัอยา่งและรี

เอเจนตเ์ขา้สู่ระบบพร้อมๆกนัเหมือนกบัเทคนิค SIEMA แต่จะไม่ใชโ้ซลีนอยด์วาล์วและไซรินจป์ั๊ม ใช้

เพียงเพอร์ริสทลัทิกป๊ัม ดูดสารละลายทั้งหมดเขา้สู่ระบบผ่านแท่งอะคลีริก ซ่ึงเรียกวา่ “ครอสอินเจคชนัยู

นิต” (Cross injection unit หรือ CIA unit) (ดงัรูปท่ี 8(ก)) ภายใน CIA unit จะมีท่อเลก็ๆท่ีถูกเจาะใน

แนวตั้งและแนวนอนตดักนัเป็นเคร่ืองหมายบวก (Cross) สารตวัอย่างและรีเอเจนตจ์ะถูกฉีดผ่านท่อใน

แนวตั้ง สารละลายตัวพาจะถูกดูดเขา้มายงัท่อในแนวนอนแลว้พาสารตัวอย่างและรีเอเจนต์ไหลเข้า

เคร่ืองตรวจวดั ขอ้ดีของเทคนิคน้ี คือ ไม่ใชว้าล์ว ทาํให้มีค่าใชจ่้ายในการวิเคราะห์น้อยกวา่ ในปี ค.ศ. 

2011 Inpota และ คณะ [30] ไดเ้สนอระบบ CIA (ดงัรูปท่ี 8(ข))  เพ่ือหาปริมาณอลับูมินและครีอะตินินใน
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ปัสสาวะ ภายในคราวเดียวกนั ในงานวิจยัน้ีตอ้งใช ้CIA unit จาํนวน 2 ตวั แต่ละตวัจะเช่ือมกนัดว้ยท่อ

นาํส่งสารละลายตวัอยา่ง ปฏิกิริยาท่ีใชคื้อปฏิกิริยาระหวา่งอลับูมินและเททระโบรโมฟีนอลฟ์ทาลีน เอธิล

เอสเธอร์ และคณะนักวิจัยได้พฒันากล่องควบคุม (Control box) เพื่อควบคุมการทาํงานของเพอร์

ริสทลัทิกป๊ัมใหเ้ป็นอตัโนมติั 

 

   

 

 

 

 

 

รูปที่ 8. (ก) รูปถ่าย CIA unit [40] และ (ข) แสดง ระบบ CIA เพ่ือวิเคราะห์ปริมาณอลับูมินและครีอะตินินในปัสสาวะ Unit 

A และ B: CIA unit ตวัท่ีหน่ึงและสองสาํหรับตรวจวดัอลับูมินและครีอะตินิน ตามลาํดบั, P: Peristaltic pump, D: Detector, 

MC: Reaction coil, C: Carrier, S: Sample, B: Buffer, R1: TBPE, R2: Picric acid และ W: Waste [30] 

 เทคนิค Lab-on-a-chip (LOC) เป็นเทคนิควเิคราะห์ท่ีอาศยัการไหลท่ีใชป้ริมาตรนอ้ยมากๆ (ใน

ระดบันาโนลิตรถึงไมโครลิตร) อุปกรณ์ท่ีสาํคญัคือ ไมโคร (หรือนาโน) ฟลูอิดิกชิพ (Micro- หรือ Nano-

fluidic chip) ซ่ีงตอ้งอาศยัเทคโนโลยขีั้นสูงในการสร้าง (Fabrication) ภายในชิพ จะมีท่อขนาดเล็กเพือ่ให้

สารละลายตัวอย่างและรีเอเจนต์ไหลเข้ามาผสมกัน แล้วตรวจวดัผลิตภัณฑ์ที่เกิดข้ึนบนชิพนั่นเอง  

สาํหรับการประยกุตเ์ทคนิค LOC เพือ่วิเคราะห์อลับูมินในปัสสาวะ พบวา่ Hofmann และคณะ [33]  ได้

สร้างชิพท่ีทาํจากพลาสติกประเภทโพลีไดเมธิลไซล็อกเซน (Poly(dimethylsiloxane) หรือ PDMS) แลว้

นาํไปตรวจวดัอลับูมิน อาศยัปฏิกิริยากบัสียอ้มคืออลับูมิน บลู-580 (AB-580) แลว้วดัค่าการเรืองแสง ซ่ึง
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คณะนกัวจิยัไดเ้ตรียมแหล่งกาํเนิดแสงข้ึนเองโดยเตรียมเป็นแผ่นฟิลม์บางทาํจากสารอินทรีย ์(Thin-film 

organic light emitting diode หรือ OLED) นอกจากน้ี Nishihama และคณะ [42] ไดน้าํชิพไปใชห้าปริมาณ

อลับูมินในปัสสาวะ โดยอาศยัการวดัค่าการดูดกลืนแสง เมื่ออลับูมินทาํปฏิกิริยากบั คูแมสซี บริลเลียน 

บลู (CBB) และเน่ืองจากชิพมีขนาดเล็ก (กวา้ง x ยาว: 50 x 60 มิลลิเมตร) คณะนักวิจยัจึงวิจารณ์ว่า 

สามารถพกพาไปตรวจวดัที่เตียงของผูป่้วยในลกัษณะ ที่เรียกวา่ "การทดสอบแบบพอยน์ท-ออฟ-แคร์" 

(Point-of-care testing หรือ POCT) [42]ได ้

4. การเปรียบเทียบคุณลักษณะของวธิีที่อาศัยการไหลของของเหลวในการวิเคราะห์ปริมาณ

อลับูมินในปัสสาวะ 

 คุณลักษณะของวิธีที่อาศัยการไหลของของเหลวที่ใช้วิเคราะห์อัลบูมินในปัสสาวะ ท่ีจะ

เปรียบเทียบไดแ้ก่ ช่วงความเป็นเสน้ตรง (Working range, WR) ค่าขีดจาํกดัตํ่าสุดของการตรวจวดั (Limit 

of detection, LOD) ค่าส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ (Relative standard deviation, RSD) และจาํนวน

ตวัอยา่งท่ีวเิคราะห์ไดใ้นหน่ึงชัว่โมง (Sample throughput) ขอ้มูลท่ีเปรียบเทียบแสดงดงัตารางท่ี 2 จากผล

การเปรียบเทียบ พบวา่ ระบบเหล่าน้ี มีขอ้ดีท่ีเห็นไดช้ดัเจนคือ คือ วิเคราะห์ไดร้วดเร็ว สามารถวิเคราะห์

ได้หลายตวัอย่างในหน่ึงชั่วโมง และ มีความเที่ยงสูง งานวิจัยส่วนใหญ่ มีค่าขีดจาํกัดตํ่าสุดของการ

ตรวจวดัตํ่า เพียงพอท่ีจะประเมินภาวะไมโครอลับูมินูเรียซ่ึงเป็นระยะเร่ิมตน้ท่ีไตเส่ือมได ้

 อน่ึง มีบางงานวจิยั มีจาํนวนตวัอยา่งท่ีวเิคราะห์ไดใ้นหน่ึงชัว่โมงค่อนขา้งตํ่า [21, 24] ทั้งน้ีเป็น

เพราะ ในงานวิจัยของ Watla-iad และคณะ [21] ตอ้งวิเคราะห์อลับูมินและกลูโคส ซ่ึงปฏิกิริยาที่ใช้

ตรวจวดักลูโคสใชเ้วลานาน ส่วนในงานวิจยัของ Korenaga และคณะ [24] ใชอ้ตัราการไหลตํ่า คือ 0.4 

มิลลิลิตรต่อนาที เพราะตอ้งการเพ่ิมเวลาในการทาํปฏิกิริยาระหวา่งอลับูมินกบัสียอ้ม 
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ตารางที ่2. คุณลกัษณะของวิธีวิเคราะห์อลับูมินในปัสสาวะแบบต่างๆ ท่ีใชเ้ทคนิคท่ีอาศยัการไหลของของเหลวร่วมกบัการ

ตรวจวดัดว้ยปฏิกิริยาระหวา่งโปรตีนและสียอ้มอินทรีย ์
 

Techniques Organic dye
a
 Detection WR LOD RSD 

(%) 

Throughput 

(samples/h) 

Ref. 

FIA TBPE Absorption 0.15-12 mg/dl 0.05 mg/dl 1.2 30 [17] 

FIA TIF Fluorescence upto 10 mg/dl 0.6 mg/dl 0.134 60 [18] 

FIA Fluorescamine Fluorescence 0-500 mg/l N.R. N.R. 30 [19] 

FIA BCG Absorption upto 8 µg
b
 0.3 µg

b
 0.2 7-8 [24] 

FIA CAB Absorption 0.1-1 µg
b
 N.R. 1.38 90 [26] 

FIA Fluorescene Chemilumi- 

nescence 

0.05-21 µg/ml 0.03 µg/ml 0.8 N.R. [27] 

FIA Fluorescamine Chemilumi- 

nescence 

N.R. 0.1 fmol
b
 N.R. N.R. [29] 

FIA CBB G-250 Absorption 40 ng-10 µg
b
  N.R. 0.2 60 [31] 

FIA Alizarin Red S Chemilumi- 

nescence 

0.05-1x10-9 

mol/l 

0.02 mol/l N.R. N.R. [34] 

SIA TBPE Absorption upto 10 mg/dl 0.03 mg/dl  2.5-2.7 6 

(for 2 analytes) 

[21] 

SIA AB-580 Fluorescence 1-100 mg/l 0.3 mg/l 2.3-3.8 37 [22] 

SIA Eosin Y Absorption upto 20 mg/l  0.6 mg/l 2.49 18 

(for 2 analytes) 

[23] 

LOV Congo red Absorption 12.5-200 µg/ml 5.6 µg/ml 1.9 60 [32] 

SIEMA TBPB Absorption 10-50 µg/ml 0.53 µg/ml 1.35 37 [28] 

CIA TBPE Absorption 1-40 mg/dl 0.92 mg/dl 2.3 12 

(for 2 analytes) 

[30] 

LOC AB-580 Fluorescence 10-100 mg/l N.R. N.R. N.R. [33] 

LOC CBB G-250 Absorption 0-1000 µg/ml 15.8 µg/ml  0.023 60 [42] 
 

หมายเหตุ

 b
 ผูเ้ขียนไม่ไดร้ะบุหน่วยปริมาตร 

: 
a 

ช่ือของสียอ้มบางชนิดแสดงเป็นช่ือยอ่ (ดูช่ือเตม็ไดจ้ากรูปท่ี 3)  

 N.R. ผูเ้ขียนไม่ไดร้ายงานค่า 
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บทสรุป 

 ในบทความวชิาการน้ีไดร้วบรวมและนาํเสนอวธีิวเิคราะห์หาปริมาณอลับูมินในปัสสาวะโดยใช้

เทคนิควเิคราะห์ท่ีอาศยัการไหลของของเหลวร่วมกบัหลกัการตรวจวดัดว้ยปฏิกิริยาระหวา่งโปรตีนกบัสี

ยอ้มอินทรีย ์แลว้ติดตามสมบติัทางแสงของสารประกอบท่ีเกิดข้ึน เช่น การดูดกลืนแสง การเรืองแสง และ 

การเปล่งแสงทางเคมี  

 เทคนิคท่ีอาศยัการไหลของของเหลวท่ีมีผูร้ายงานไดแ้ก่ โฟลอินเจคชนัอะนาไลซีส (FIA) ซี

เควนเชียลอินเจคชนัอะนาไลซีส (SIA)  แลบ-ออน-วาลว์ (LOV) ไซมลัทีเนียสอินเจคชนัเอฟเฟกทีฟมิกซิง 

(SIEMA) ครอสอินเจคชนั (CIA) และ แลบ-ออน-ชิพ (LOC) โดยเทคนิคท่ีไดรั้บความนิยมนาํมาใชม้าก

ท่ีสุด คือ FIA อาจเป็นเพราะติดตั้งระบบไดง่้าย และสามารถเลือกไดว้า่จะควบคุมการทาํงานของอุปกรณ์

ดว้ยคอมพิวเตอร์ หรือ กาํหนดใหอุ้ปกรณ์ทาํงานเอง ทาํใหน้กัวจิยัท่ีไม่มีโปรแกรม ก็สามารถใชง้านได ้

 ขอ้ดีท่ีสาํคญัของวธีิวิเคราะห์หาปริมาณอลับูมินในปัสสาวะท่ีอาศยัหลกัการไหลของของเหลว 

คือ ใชเ้วลาวเิคราะห์ไม่นาน วิเคราะห์ไดห้ลายตวัอยา่งต่อชัว่โมง (สูงไดถึ้ง 90 ตวัอยา่งต่อชัว่โมง) และมี

ความเท่ียงสูง (RSD < ร้อยละ 4) อีกทั้งยงัสามารถพฒันาเป็นระบบวเิคราะห์แบบอตัโนมติัได ้จึงเหมาะแก่

การนําไปใช้ตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างปัสสาวะในกรณีที่มีตัวอย่างเป็นจํานวนมากซ่ึงอาจพบได้ใน

โรงพยาบาลขนาดใหญ่ของรัฐ 
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