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บทสรุปเพื่อการสื่อสารสูส่าธารณะ 

ปัจจุบันประชากรไทยเป็นโรคเบาหวานสูงถึง 6.9 % หรือประมาณ 4.2 ล้านคน โดยในกลุ่มประชากร

ที่เป็นเบาหวานน้ันจําเป็นต้องมีการตรวจติดตามการดําเนินไปของโรค เพ่ือวางแผนการรักษาและปฏิบัติตนที่

ถูกต้อง โดยการตรวจติดตามการรักษาทําได้โดยการวัดระดับ HbA1c (นํ้าตาลที่จับอยู่บนโปรตีนในเม็ดเลือด

แดง) ซึ่งเป็นการตรวจวัดระดับนํ้าตาลในเลือดแบบระยะยาว และสามารถตรวจวัดได้ทุก 2-3 เดือน 

ข้อจํากัดในการตรวจวัดระดับ HbA1c มีสองประเด็นหลักๆคือ (1) ระยะเวลาที่สามารถตรวจได้น้ัน

ยาวนานเกินไป ไม่เหมาะกับการวางแผนการรักษาในคนไข้บางกลุ่มที่มีอาการรุนแรง และรวดเร็ว และ (2) 

ระดับ HbA1c จะมีระดับตํ่ากว่าปกติ และไม่น่าเช่ือถือในผู้ป่วยที่มีความผิดปกติในการสร้างเม็ดเลือดแดงเช่น 

ผู้ป่วยธาลัสซีเมีย และพาหะธาลัสซีเมีย ซึ่งมีมากถึง 30-40% ของประชากรไทย ดังน้ันกลุ่มประชากรเหล่าน้ี

จําเป็นต้องมีการวัดระดับตัวบ่งช้ี และติดตามเบาหวานตัวใหม่น่ันคือ โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน หรอืนํ้าตาลที่

เกาะอยู่บนโปรตีนอัลบูมิน ซึง่โปรตีนชนิดน้ีสามารถตรวจวัดได้ทุกสองอาทิตย์ และใช้ได้ในกลุ่มผู้ป่วยทั่วไป 

และผู้ป่วยธาลัสซีเมียได้ด้วย  

แผนงานวิจัยเรื่อง “การวัดปริมาณนํ้าตาลบนอัลบูมินเพ่ือติดตามภาวะเบาหวาน” ซึ่งได้รับทุน

สนับสนุนจากสํานักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ (วช) และสถาบันวิจยัระบบสาธารณสุข (สวรส) ประจําปี 

2557 น้ี เป็นการทํางานวิจัยร่วมกันระหว่างนักวิจัย และอาจารย์จากมหาวิทยาลัย ได้แก่ ศูนย์นาโนเทคโนโลยี

แห่งชาติ มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และมหาวิทยาลัยมหิดล โดยมีศูนย์นาโนเทคโลยีแห่งชาติเป็นหน่วยงาน

หลัก โดยคณะวิจัยได้ต่อยอดงานวิจัย จากสิทธิบัตรที่เก่ียวกับแอปตาเมอร์ที่จับจําเพาะกับโปรตีนไกลเคท

เตดอัลบูมิน และอัลบูมิน ศึกษาคุณสมบัติแอปตาเมอร์ดังกล่าวเพ่ิมเติม เพ่ือพัฒนาให้มีประสิทธิภาพมากขึ้น 

และนําแอปตาเมอร์ดังกล่าวไปพัฒนาต่อเป็นชุดตรวจ 3 รปูแบบ คือ (1) แบบการวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์

โดยใช้วัสดุนาโนร่วมด้วย (2) แบบเคมีไฟฟ้า และ (3) แบบวัดโมเลกุลเด่ียวด้วยนาโนพอร์  

ภาพรวมของผลงานดําเนินงานในปีที่ 1 เป็นไปตามแผนงานที่วางไว้ โดยคณะวิจัยสามารถพัฒนา

เทคนิคการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมิน ในระดับห้องปฏิบัติการสําเร็จแล้ว 2 แบบ และดําเนินการย่ืนขออนุ

สิทธิบัตรเรียบร้อยแล้วน่ันคือ 

(1). กรรมวิธีการตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินโดยการใช้แอปตาเมอร์ ร่วมกับสารละลายกราฟนี

ออกไซด์ (อนุสิทธิบัตรเลขที ่1403001740 ย่ืนเมื่อวันที่ 23 ธ.ค.2557) โดยวิธีการน้ีอาศัยหลักการยับย้ังการ



ส่งสัญญาณฟลอูอเรสเซนต์ของกราฟีนออกไซด์ เมื่อจับกับดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่ติดสลากด้วยสารฟลูออเรส

เซนต์ ในสภาวะท่ีมีโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน แอปตาเมอร์จะถูกปล่อยออกมาจากกราฟีนออกไซด์ แล้วมาจับ

กับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน และส่งสัญญาณฟลูออเรสเซนต์อีกคร้ัง วิธีการที่พัฒนาขึ้นน้ีสามารถนําไป

วิเคราะห์โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินจากซีรมัของคนได้อย่างมีประสิทธิภาพ โดยมีค่าความเข้มข้นตํ่าสุดที่วัดได้

อยู่ที่ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลลิติร ซึ่งมีความไวกว่าชุดตรวจทางการค้าที่ใช้หลักการจับกันของแอนติบอดีกับ

โปรตีนถึง 2 เท่า นอกจากน้ีวิธีการที่พัฒนาขึ้นในโครงการน้ียังมีขั้นตอน และวิธีการที่ไม่ยุ่งยาก สามารถอ่าน

ผลได้ภายใน 30 นาที จึงสามารถที่จะนําไปพัฒนาต่อเพ่ือใช้สําหรับติดตามภาวะแทรกซอ้น และวิวัฒนาการ

ของโรคเบาหวานในผู้ป่วยจริงตามโรงพยาบาลท่ัวไปได้ โดยได้มีการทดสอบกับตัวอย่างชีรัมจริง ในกลุม่ที่เป็น

เบาหวาน และกลุ่มคนปกติจาํนวน 20 ตัวอย่าง พบว่าวิธีการที่คณะวิจัยพัฒนาขึ้นน้ีสามารถแยกกลุม่ผู้ป่วย

เบาหวาน ออกจากกลุ่มคนปกติได้อย่างชัดเจน 

(2). กรรมวิธกีารตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินโดยการใช้แอปตาเมอร ์ร่วมกับวิธีทางเคมีไฟฟ้า (อนุ

สิทธิบัตรเลขที ่1503000656 ย่ืนเมื่อวันที่ 1 พ.ค 2558) ซึง่เก่ียวข้องกับการพัฒนาชุดตรวจหาโปรตีนไกลเคท

เตดอัลบูมิน โดยใช้เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า ร่วมกับแอปตาเมอร์ ซึ่งมีขั้นตอนในการวัดปริมาณโปรตีนไกลเคท

เตดอัลบูมิน ทีง่่าย สะดวก รวดเร็ว ต้นทุนตํ่า ใช้ปริมาณสารที่ใช้วัดน้อย และยังสามารถตรวจวัดได้ที่ความ

เข้มข้นของโปรตีนเป้าหมายตํ่าถึงระดับไมโครกรัมต่อมิลลลิติร โดยการยึดติดดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จําเพาะต่อ

โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน ลงบนพ้ืนผิวขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอนด้วยแรงดึงดูดจําเพาะของสเตรปตาวิดิน – 

ไบโอติน โดยกรรมวิธีน้ี สามารถตรวจวัดความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตด อัลบูมิน ทีถู่กจับโดยแอปตาเมอร์  

ผ่านการวัดสัญญาณเคมีไฟฟ้าที่เกิดจากการเคลื่อนที่ของอิเล็กตรอนผ่านขัว้ไฟฟ้า โดยกรรมวิธีน้ีสามารใช้ใน

การตรวจความเข้มข้นของไกลเคทเตดอัลบูมินได้ในซีรัมจริงในห้องปฏิบัติการ โดยในการดําเนินงานในปีที่ 2 น้ี

จะทําการพัฒนาให้วิธีดังกล่าวสามารถตรวจวัดเปอร์เซ็นต์ของไกลเคทเตดอัลบูมินในซีรมั และจะทําการ

ทดสอบกับตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยเบาหวานในระดับห้องปฏิบัติการด้วย 

เทคนิคที่พัฒนาข้ึนน้ีใช้ได้ผลดีในระดับห้องปฏิบัติการ   และกําลังถูกพัฒนาต่อไปเพ่ือให้สามารถใช้

ได้ผลดีในระดับภาคสนามที่เป็นกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยเบาหวาน  และพร้อมกันน้ันทางกลุ่มนักวิจัยจะทําการ

เผยแพร่ข้อมูลข่าวสารต่างๆของผลงานวิจัยเหล่าน้ีสู่สาธารณชน โดยเน้นกลุ่มเป้าหมายหลักในเบ้ืองต้น  ได้แก่ 

โรงพยาบาล, องค์การเภสัชกรรม  เพ่ือให้หน่วยงานเหล่าน้ีรับทราบ  และทดลองนําผลผลิตวิจัยไปใช้  โดยจะมี



การสาธิตการใช้ และการติดตามประเมินผลและปรับปรุง ลําดับต่อไปจะทําการสื่อสารให้ประชาชนทั่วไป

เข้าใจรับทราบโดยทาง Website เป็นต้น 

 

 

 

 

 

 



Abstract 

Albumin Glycation for Diabetes Mellitus Monitoring 

Measuring combination of blood sugar and glycated hemoglobin (HbA1c) is a way to 
monitor the diabetes progression. However, HbA1c level in the red blood cell keeps 
constant during its life cycle (120 days), which is somehow too long to be monitored in 
severe cases. In addition, in condition effecting red blood cell structure or hemoglobin 
production (hemolytic anemia, thalassemia, and etc.), HbA1c level can be unreliable. 
Therefore, monitoring the intermediate indicator outside the red blood cell could improve 
the way to control diabetes progression and treatment. 

 The percentage of GHSA in normal serum is 0.6-3.0% whereas in diabetic 
patient serum has been found to be 2-5 folds higher than normal level. It has become clear 
that GHSA can be a marker of intermediate glycation and also a causative agent of the 
damage of diabetes complications, such as atherosclerosis, coronary artery disease and 
kidney failure. GHSA testing has been strongly recommended for monitor glycemic control 
for diabetes mellitus in hemodialysis patient and a test for complications associated with 
diabetes, which can also serve as a monthly report card for type 1 diabetes in the USA. 
Several GHSA detection platforms have been developed, which include enzymatic assay, 
colorimetric assay, high performance liquid chromatography, affinity chromatography and 
immunoassay. Enzymatic and chromatography based assay have demonstrated higher 
%GHSA due to nonspecific enzymes and imprecise of the binding site on the resin bead. The 
lower %GHSA has been observed in the immunoassay using antibody that specifically bind 
GHSA however using antibody are high cost and easily to be denatured 

This research program are focusing on development of aptasensor platform for 
detection of glycated albumin for diabetes mellitus detection and monitoring. Three 
platforms, which are graphene oxide-aptamer, electrochemical and nanopore sensors, have 
been developed.  

Considering the graphene oxide-aptamer approach, the fluorescence aptamer was 
fluorescence labeled and incubated with the graphene oxide (GO) and fluorescence signal 
was quenched. The fluorescence signal was recovered in the presence of GHSA protein. We 
tested the approach with three known proteins, which were GHSA, HSA, and streptavidin. 
HSA structure is similar as GHSA structure but streptavidin structure is totally different from 
the GHSA structure. These results indicated that GO-aptamer approach is specific method for 
in vitro GHSA detection. After optimization of the serum dilution, we investigated LOD of the 



GO-aptamer approach at serum dilution 1:5000. We found the LOD of 50 μg/ml at serum 
dilution 1:5000 with the linear correlation between 0.05 μg/ml and 3 μg/ml 

For the electrochemical sensor development, the aptamer was coated on carbon 
electrodes and electrochemical signal was detected when the aptamer bind glycated 
albumin. By using this approach, we could detect glycated albumin in PBS buffer and also in 
serum with the LOD of 30 μg/ml 

For the nanopore analysis, we have set nanopore measurement and prepared all 
components for the analysis. Next study, all components will be assembled and the 
sensitivity and specificity of the system will be tested. 

These results demonstrated that our GO-aptamer and electrochemical approach 
could potentially be used for simple and sensitive detection and monitoring of GHSA in 
human, which is an intermediate protein marker for diabetes mellitus. Next study, we will do 
field test for both GO-aptamer and electrochemical approach. 



การวางแผนเพื่อนําผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์จริง 

เทคนิคที่พัฒนาขึ้นในแผนงานวิจัยน้ีทั้งแบบที่ใช้วัสดุกราฟีนร่วมด้วย และแบบเคมีไฟฟ้ากําลังถูก

พัฒนาต่อไปเพ่ือให้สามารถใช้ได้ผลดีในระดับภาคสนามที่เป็นกลุ่มตัวอย่างผู้ป่วยเบาหวาน  โดยแบบที่ใช้ก

ราฟีนร่วมด้วยจะมีการทดสอบในระดับภาคสนามในปีงบประมาณหน้า และพร้อมกันน้ันทางกลุ่มนักวิจัยจะทํา

การเผยแพร่ขอ้มูลข่าวสารต่างๆของผลงานวิจัยเหล่าน้ีสู่สาธารณชน โดยเน้นกลุ่มเป้าหมายหลักในเบ้ืองต้น  

ได้แก่ โรงพยาบาล, องค์การเภสัชกรรม  เพ่ือให้หน่วยงานเหล่าน้ีรับทราบ  และทดลองนําผลผลิตวิจยัไปใช้  

โดยจะมีการสาธิตการใช้ และการติดตามประเมินผลและปรับปรุง ลําดับต่อไปจะทําการสื่อสารให้

ประชาชนทั่วไปเข้าใจรับทราบโดยทาง Website เป็นต้น แผนงานเพ่ือนําผลงานไปใช้ประโยชน์จริงได้แสดงใน

รูปด้านล่าง 

 

 
รูปภาพ: แสดงแผนการดําเนินงาน และถ่ายทอดเทคโนโลยีของกรรมวิธีการตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินด้วย
วิธีการใช้กราฟีนร่วมกับแอปตาเมอร์ 
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โครงการย่อยที่ 1: การวิเคราะห์คุณสมบัตขิองแอปตาเมอรต์่อไกลเคทเตดอลับูมินสําหรับพัฒนาวิธีการตรวจชนิด
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ความก้าวหนา้ในการดําเนนิงาน 

1. การศกึษาคุณสมบัติของแอปตาเมอร์ 
 จากผลการคดัเลือกดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จําเพาะตอ่โปรตนีสองชนิดคอืโปรตีนซรัีมอัลบูมิน และโปรตีน
ไกลเคทเตดซีรมัอลับูมิน ด้วยวิธี SELEX ทําให้ไดแ้อปตาเมอร์มาสองกลุม่ คือ (1) แอปตาเมอร์ที่จําเพาะต่อโปรตีน
ซีรัมอัลบูมิน และ (2) แอปตาเมอร์ทีจํ่าเพาะตอ่โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน และได้ทําการย่ืนจดสทิธิบัตรเกี่ยวกับ
แอปตาเมอร์ดงักล่าวในประเทศไทย 2 ฉบับ (เลขที่คําขอ 1301003784 ยื่นเมื่อวันท่ี 5 ก.ค. 2556 และเลขท่ีคําขอ 
1301005956 ย่ืนเมื่อวันที่ 17 ต.ค.2556) และไดด้ําเนินการย่ืนสิทธิบัตรในต่างประเทศด้วยอกี 1 ฉบับ 
(International application number PCT/TH2014/000048 International filling date 15 October 
2014) โดยลําดับดีเอ็นเอของแอปตาเมอรท์ี่จําเพาะตอ่โปรตีนซรีัมอัลบูมิน และโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน ได้แสดง
ในตารางท่ี 1 และตารางที่ 2 ตามลําดับ 

 
ตารางท่ี 1: ลาํดับดีเอ็นเอของแอปตาเมอร์ท่ีจําเพาะตอ่โปรตีนซรีัมอัลบูมิน 

ชื่อแอป
ตาเมอร ์

จํานวน
ลําดับเบส 

ลําดับเบส 

H1 88 AGATTGCACTTACTATCTCCAGGTCTCCCTGACCACAATAAAAGATAGCGTCCTGCTTGGA
ATGAAGGGC AATTGAATAAGCTGGTAT 

H2 88 AGATTGCACTTACTATCTCCAACACACCCGACCGGGCCCTTATTGCTGACCACCAAACTAT
GAACAACGG AATTG AATAAGCTGGTAT 

H3 46 AGATTGCACTTACTATCT CCACCCATATG AATTGAATACCCTGGTTT 
H4 106 AGATTGCACTTACTATCTATCCCACCACAGAACCCCAGCCATGCAACCCCACAACAAGACC

TCAACCACC AATTGAATAAGCTGGTAT AATTGAATAAGCTGGTAT 
H8 87 ATACCAGCTTATTCAATTCCCCCGGCTTTGGTTTAGAGGTAGTTGCTCATTACTTGTACGC

TCCGGAT GAGATAGTAAGTGCAATCT 



ชื่อแอป
ตาเมอร ์

จํานวน
ลําดับเบส 

ลําดับเบส 

H10 88 ATACCAGCTTATTCAATTGTTAACCGGTATGTATAGGATTATGAAAATGCCGCCCATCGAC
CCTGTTCC GAGATAGTAAGTGCAATCT 

H11 87 ATACCAGCTTATTCAATTCCCGTACTGAGGGGGTCCTACCCCGTCTCGGCCCAGCATGTG
GTTCGATG GAGATAGTAAGTGCAATCT 

H12 106 AGATTGCACTTACTATCTATCCCACCACAGAACCCCAGCCATGCAACCCCACAACAAGACC
TCAACCACCAATTGAATAAGCTGGTAT AATTG AATAAGCTGGTAT 

H13 88 AGATTGCACTTACTATCTTTGCGCTTGCAGAACTAGAAACAAACGCGCAACATTATTCGTA
CACCCCCCC AATTGAATAAGCTGGTAT 

H14 88 ATACCAGCTTATTCAATTCGCGCACATATACAGGGCTTTACCAGCGGGGAAGGTTAGCGA
CGCGAGGGG GAGATAGTAAGTGCAATCT 

H16 87 ATACCAGCTTATTCAATTAAGATCCGGATAGCAATCTGCCGTAGTAGGTCAACGTGTCTGG
GGGGTTA TAGATAGTAAGTGCAATCT 

H17 88 AGATTGCACTTACTATCTCGCGAAGCCAACAAAATCAACCACCCCACTCTTTAATACATCC
CGGGCGCCC AATTGAATAAGCTGGTAT 

H18 88 AGATTGCACTTACTATCTCCAAACCACTACACCCTTCTAACCCCCCTGTCTTCCTCGCTCT
GACCACCTT AATTGAATAAGCTGGTAT 

H20 88 ATACCAGCTTATTCAATTGTCGTGTCTGGGCCATTGATGAGTCGTAGTGGGGTTTCGCTCT
ATCGGGTG TAGATAGTAAGTGCAATCT 

H23 106 ATACCAGCTTATTCAATTATACCAGCTTATTCAATTGTAGAACAATACTCTGGTTAACACT
CGTTACACGTTTATTCCCCTGACACT GAGATAGTAAGTGCAATCT 

H24 88 AGATTGCACTTACTATCTATGCCAACATCCCCCCCCTATTCACTAACCATCCTACTAACGT
CCTCCGGGT AATTGAATAAGCTGGTAT 

H25 105 ATACCAGCTTATTCAATTATACCAGCTTATTCAATTCGCACTTGTTTAATGCGCAAGTATC
TTGGGTGTAGTTGGTCGGTGTGATA GAGATAGTAAGTGCAATCT 

H26 89 AGATTGCACTTACTATCTGCACACTACTAAACTACATATGTCCCCACTCCAACCTACTTGA
ATCGGGTTC AATTGAATAAGCTGGTATA 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



ตารางท่ี 2: ลาํดับดีเอ็นเอของแอปตาเมอร์ท่ีจําเพาะตอ่โปรตีนไกลเคทเตดซีรัมอลับูมนิ  

ชื่อแอป
ตาเมอร ์

จํานวน
ลําดับเบส 

ลําดับเบส 

G1 71 TCTATCCCCCCAGCCTTCCCACTCCAACCCTGCCGGGCCGCTGCATATAACTGAATTGAAT
AAGCTGGTAT 

G2 52 TGGTACATCGACCATCACCGCACCTCACATATTCCGAATTACTCCCGACGTA 
G3 52 TACATTGCTCCTGCGGAAAAATTGTCAAACCATCTACTGCGAAGCGTGTTTT 
G4 49 TAGGAGTAGGGGGTCGTAGACGGTTGGGGCGGAACGGGCGTGGGGCATG 
G5 53 TGGTACATCGACCATCACCGCACCTCACATATTCCGAATTACTCCCGACGTAT 
G7 53 TCGATGGTGGGCAGCCCCAGCACATTCCGTATGTTAACCCCTGCGTTGCCATT 
G8 49 GGTGCGGTTCGTGCGGTTGTAGTACTCGTGGCCGATAGAGGTAGTTTCG 
G10 51 TCATACTGGGTCATGTACTTAGCTGGTCGCAGCGGGGACTGAGTTAGTGTT 
G11 53 TCCCACGCCCGCCCGTCGTTCACCCCTCCCCGCTACCTCCCTATCCAACTGCG 
G12 53 TCCCCCCATCACACCCAAGCCGCAGCCACCGACATAGCAAGCATTGTCTTTCC 
G13 52 TCGGGGGGGCGTTGATTTTGTTGAAGGGAGGTATAGTGTCTGTCGGTCTGAT 
G14 51 TCCTGCCGAACTCCAAGATCTCCGCTCCGCTCACGCTGTGTATCCATGGGG 
G15 53 TAGTTCTAGGCCGCCCTCGTGATAACCCCCCTCCATCTTCCCTACGATGTACT 
G17 52 TGGGTCATCGTCGTCTTAGGCGCGTGAAAGGGGTAGGATGGCGGGTAGGATG 
G19 52 TGCAAGGTGGGCATTGGCATTGCGTAGCTAGGGGGTGAAGGCGTGTGGTTTT 
G23 71 TCAGGCAAACACAATATACGCAATATCACGGTGGAATTTCAAGGCCTTTCATCAATTGAAT

AAGCTGGTAT 
G24 53 TCAAAAGCGCGCTAAGCCTAGTTCGACAACTTCACCAACGACCCACTATTCGT 
G25 51 TCCCTAACCCGCTCTAACCAACCGCGCTCAGTCCGACATCCGTAAACGGGC 
G26 53 TCCAACCCAGACCAACATTCCTCGCCTCCGCTATCTGCACCGCCACACATAAC 

 
 ในโครงการย่อยที่ 1 น้ีได้ทําการศึกษาคุณสมบัติทางจลศาสตร์ของแอปตาเมอร์ที่จําเพาะต่อโปรตีนไกล
เคทเตดอัลบูมนิบางตัวท่ีคัดเลือกมาได้ โดยการใชโ้ปรแกรม Mfold จากผลการวิเคราะห์พบว่าแอปตาเมอร์ที่เลือก
มาศึกษาน้ันมีโครงสร้างท่ีเกิดจากการจับกันเองของลําดับดีเอ็นเอภายในสายเดียวกัน (Secondary structure) 
และมีพลังงาน (∆G) ในการเกิดโครงสร้างดงักล่าวที่อยู่ระหว่าง (-5.09)-(-0.53) ดังแสดงในรูปที ่1 และรูปที่ 2 
โดยดีเอ็นเอแอปตาเมอร์จากรูปที ่1 และรูปที่ 2 สามารถจับกับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน เมือ่ทําการทดสอบด้วย
วิธี Electromobility Shift Assay (EMSA) 
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 ตารางท่ี 3: แสดงผลการทดสอบการจับกนัของแอปตาเมอร์กับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
Name DNA sequence Kd, g/mL (μmole/L) EMSA 

G8 5’GGTGCGGTTCGTGCGGTTGTAGTACTCGTGGCCGATAGAGGTAGTTTCG3’ 0.100 ± 0.007 (1.50) + 

Del5 5’GGTGCGGTTCGTGCGGTTGTAGTACTCGTGGCCGATAGAGGTAG3’ 0.065 ± 0.018 (0.98)  + 

Del10 5’GGTGCGGTTCGTGCGGTTGTAGTACTCGTGGCCGATAGA3’ 0.096 ± 0.009 (1.44) + 

Del15 5’GGTGC GGTTCG TGCGGTTGTAGTACTCGTGGCCG3’ 0.081 ± 0.022 (1.22) + 

Del20 5’GGTGCGGTTCGTGCGGTTGTAGTACTCGT.3’ 0.121 ± 0.031 (1.82) + 

5del11 and 3del15                          5’TGCGGTTGTAGTACTCGTGGCCG.3’ 0.385 ± 0.097 (5.78) + 

5del16 and 3del15                                     5’TTGTAGTACTCGTGGCCG3’ - - 

5del11 and 3del20                         5’TGCGGTTGTAGTACTCGT3’ - - 

3GT-loop                         5’TGCGGTTTTTCCG3’ - - 

 
 

 จากผลการทดสอบในตารางที่ 3 สรุปได้ว่าแอปตาเมอร์ 5del11and3del15 ซึ่งมีความยาว 23 เบส ซึ่ง
คือแอปตาเมอร์ G8 ที่ตดัเบสด้านปลาย 5’ ออก 11 ตัว และปลายด้าน 3’ ออก 15 ตวั เป็นแอปตาเมอร์ท่ีมีขนาด
สั้นที่สดุทีส่ามารถจับได้กับโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน และเหมาะสมที่จะนําไปศึกษาในข้ันถัดไป 

 
3. การใชแ้บบจําลองคอมพิวเตอร์ในการศกึษาตําแหน่งของโปรตีนท่ีจับกบัแอปตาเมอร ์
 หลังจากพบว่าแอปตาเมอร์ทีม่ีขนาดสั้น 23 เบสทีช่ื่อว่า 5del11and3del15 ยังสามารถจับแบบจําเพาะ
กับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน โดยการทดสอบด้วยวิธี EMSA และการใช้กราฟีนออกไซด ์ในการทดลองต่อมาทีม
วิจัยได้ใช้แบบจําลองคอมพิวเตอร์เพ่ือศึกษาตําแหน่งของโปรตีนที่จับกับแอปตาเมอร์ โดยผลจากการสร้าง
แบบจําลองคอมพิวเตอร์ 2 ชดุพบว่าแอปตาเมอร์ 5del11and3del15 จบักับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินที่โดเมน 
3 บี (IIIB) แต่คนละบริเวณ ดงัแสดงใน รูปที ่4 โดยผลการทดลองจากแบบจําลองคอมพิวเตอรช์ดุที่ 1 แสดงให้เห็น
ว่าแอปตาเมอร์ตําแหน่งที ่21-23 เริม่จับกับโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินก่อน ตามด้วยการจับของแอปตาเมอร์
ตําแหน่งที่ 14-20 โดยส่วนกลางของแอปตาเมอร ์ซึ่งคือตาํแหน่งที่ 4-13 เกิดการรวมกลุ่มกัน และอยู่ห่างจาก
บริเวณท่ีแอปตาเมอร์จับกับโปรตีน สําหรบัผลการทดลองชุดที ่2 พบว่าแอปตาเมอร์ 5del11and3del15 จับกับ
โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน ทีต่ําแหน่ง 2-5 ก่อน ตามด้วยแอปตาเมอร์ทีต่ําแหน่ง 9-13 ท่ีโดเมน 3 บี โดยการจับ
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โดย 64% ของกรดอะมโินทั้งหมดใน ตารางท่ี 3 ซึ่งประกอบด้วย K545 K557 K574 K541 K573 เป็นตําแหน่งที่
มีการเติมหมู่นํ้าตาลบนโมเลกุลของโปรตีนอัลบูมิน (Zoellner และคณะ วารสาร Biochem Biophys Res 
Commun. Volume 281 หน้า 83-89 ปี 2001, Frolov และคณะ วารสาร Anal Bioanal Chem, Volume 
397 หน้า 2349-2356 ปี 2010, Gadgil และคณะ วารสาร Anal Chem, Volume 79 หน้า 5991-5999 ปี 
2007, Lapolla และคณะ วารสาร J Am Soc Mass Spectrom, Volume 15 หน้า 496-509 ปี 2004, Priego-
Capote และคณะ วารสาร Mol Cell Proteomics Volume 9 หน้า 579-592 ปี 2010, Stefanowicz และ
คณะ วารสาร Anal Biochem, Volume 400 หน้า 237-243 ปี 2010, Barnaby และคณะ วารสาร Clin Chim 
Acta, Volume 411 หน้า 1102-1110 ปี 2010, Anguizola และคณะ วารสาร Anal Chem, Volume 85 หน้า 
4453-4460 ปี 2013) ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแอปตาเมอร์ที่นํามาใชใ้นการทดสอบน้ีมีความจําเพาะตอ่โปรตีนไกลเคท
เตดอลับูมิน มากกว่าโปรตีนอัลบูมินโดยทั่วไป 

 
4. การพัฒนาแอปตาเมอร์ให้มีคุณภาพเหมาะสม และมีขนาดสั้นลง 
 ในการพัฒนาให้แอปตาเมอรม์ีขนาดสั้นลง ได้ศึกษาและอธิบายไว้แล้วในหัวข้อที่เก่ียวกับ การหาตําแหน่ง
ของแอปตาเมอร์ที่จับกับโปรตีนเป้าหมาย ดังน้ันในการศึกษาตอ่มาคอืการพัฒนาแอปตาเมอร์ใหม้ีคุณภาพที่
เหมาะสม เน่ืองจากแอปตาเมอร์ในโครงการน้ีเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยว ซึ่งสามารถที่จะถูกทําลาย หรือถูกตดัได้ง่าย
ด้วยเอนไซมด์ีเอ็นเอสท่ีปนเป้ือนอยู่ทั่วไปในสิ่งแวดลอ้ม ซึง่การพัฒนาแอปตาเมอร์ให้มคุีณภาพจะตอ้งทําให้แอปตา
เมอร์มคีวามทนตอ่เอนไซมด์ีเอ็นเอส ไม่ว่าจะเป็นข้ันตอนการเก็บรักษา หรือในขั้นตอนการใช้แอปตาเมอร์ก็ตาม ใน
การพัฒนาน้ีทีมวิจัยได้เลอืกเอากราฟีนออกไซดม์าเป็นตัวคงสภาพของดเีอ็นเอแอปตาเมอร์ เน่ืองจากมีรายงานวิจัย
หลายฉบับพบว่าเมื่อกราฟีนจับกับดีเอ็นเอแอปตาเมอร์แล้ว จะป้องกันไม่ให้เอ็นไซม์ดีเอ็นเอสเข้าไปทาํลายดีเอ็นเอ
ได้ ดังน้ันจึงตอ้งทําการทดสอบว่าระบบแอปตาเมอร-์กราฟีนออกไซด์ที่พัฒนาขึ้นน้ี มีความคงทนตอ่สภาวะที่มี
นิวคลิเอสได้เป็นระยะเวลานานเท่าใด โดยทาํการทดสอบในสภาวะที่เตมิเอนไซม์นิวคลิเอสความเข้มขน้ 10 
มิลลิกรัมต่อมิลลิลติรปริมาตร 10 ไมโครลิตร และสภาวะที่เติมซีรัมปรมิาตร 10 ไมโครลิตร ในปริมาตรรวม 20 
ไมโครลติร  
 ผลการทดสอบได้แสดงในรูปที่ 5 ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเมื่อบ่มแอปตาเมอร-์กราฟีนออกไซด์ ร่วมกับดีเอน็เอส
ที่อุณหภูมิห้องหรือ อณุหภูมิ 37 °C จะป้องกันการย่อยของดีเอ็นเอสได้ถึง 16 ชั่วโมงเมือ่เทียบกับแอปตาเมอร์ที่ไม่
มีกราฟีน 
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รูปที ่7: ผลการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง AFM แสดงให้เห็นการเกิดกราฟีนออกไซดแ์บบชั้นเดียว 
 
5.2 การทดสอบการยับย้ังการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ของกราฟีนออกไซด์  
 การยับย้ังการเปล่งแสงฟลูออเรสเซนต์ของกราฟีนออกไซดท์ี่ได้จากการสังเคราะห์ในหัวข้อก่อนหน้าน้ี 
ทดสอบโดยการติดสารฟลอูอเรสเซนต์บนแอปตาเมอรท์ี่ทําการปรับปรุงโครงสร้างแล้ว (G8 ที่ตัดนิวคลโิอไทด์ G ที่
ปลาย 5’ออกไป 2 ตัว) โดยมลีําดับนิวคลโิอไทดด์ังน้ี 5’./5Cy5/ TGC GGT TCG TGC GGT TGT AGT ACT CGT 
GGC CGA TAG AGG TAG TTT CG.3’ จากน้ันนําไปบ่มรวมกับกราฟีนออกไซด์ทีล่ะลายอยู่ในนํ้า ผลการทดสอบ
พบว่าแอปตาเมอร์ที่ตดิด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด Cy5 ให้สัญญาณฟลอูอเรสเซนตท์ี่ 219±7.06 และสญัญาณ
ฟลูออเรสเซนต์จะลดลงเรือ่ยๆเมือ่บ่มแอปตาเมอร์กับกราฟีนออกไซด์ทีค่วามเข้มข้น 0.005-50 ไมโครกรัมตอ่
ไมโครลติร โดยสัญญาณฟลอูอเรสเซนต์ของแอปตาเมอร์เมื่อบ่มกับกราฟีนออกไซด์ท่ีความเข้มข้น 50 ไมโครกรัม
ตอ่ไมโครลติรลดลงเหลือ 1.0±0.07 ซึ่งมีค่าเท่ากับสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ของกราฟีนออกไซดอ์ย่างเดียว 
(1.0±0.14) ซึ่งสามารถตีความได้ว่ากราฟีนออกไซด์ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตรสามารถยับยั้งสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนต์ของแอปตาเมอรท์ี่ตดิด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ความเข้มข้น 100 นาโนโมลาร์ได ้100% ซึ่งเป็น
สัดส่วนที่เหมาะสมในการศึกษาข้ันตอ่ไป (รูปที่ 8) 
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ประสิทธิ์ของก

ราฟีนออกไซด
นอัลบูมิน และ

นในสารละลา
น ได้ผ่านการท
เข้มข้นต่ําสดุข
ทเตดอัลบูมินที่
สอบแสดงใหเ้ห็
ะสญัญาณฟลู
ะเมือ่เทียบกับ
.14ค่าความเข้
eviation หรอื
mL หรือ 50 
า จากผลการท
ะห์ไดอ้ยู่ในชว่
ไกลเคทเตดอลั
ารทดสอบเหมื

0.1, 0.15, 0.2
ร้อมทั้งคํานวน
การตัดสินใจที

ด์ ที่พัฒนาขึ้นใ
ะสเตร๊ปตาวิดนิ

ายฟอสเฟตบัฟ
ทดสอบความจํ
ของไกลเคทเต
ท่ีนํามาทดสอบ
ห็นว่าสัญญาณ
ออเรสเซนตม์ี

บตัวควบคุมทีไ่
ข้มข้นต่ําสุดทีใ่
อ SD) หรือท่ีเรี
g/mL ซึ่งเปน็
ทดสอบยังพบ
งประมาณ 0.
ลบูมินท่ีสามาร
มอืนข้างต้นอีก
2, 0.25 และ 0
นหาค่าสัมประ
ที่ไดอ้ยู่ที ่0.98

ในคําขอน้ี ซึ่ง
น 

ฟเฟอรซ์าลีน 
จําเพาะจากท่ีไ
ดอัลบูมินในส
บคือ 0.01, 0.0
ณฟลูออเรสเซน
มีค่าสูงคงที ่ท่ีค
ไม่มีการเตมิแอ
ให้ค่ามากกว่า
รียกว่า Limit 
นค่าที่ดีกว่าชดุ
บอีกว่า ช่วงคว
05-0.30 mg/
รถตรวจวิเครา
กคร้ัง โดยทดส
0.3 mg/mL ห
ะสทิธ์ิของการ

83 (ดังแสดงใน

 

มคีวามจําเพา

ไดอ้ธิบายไว้ใน
ารละลายฟอส
025, 0.05, 0.
นต์มีค่าสูงข้ึน 
ความเข้มข้นข
อปตาเมอร-์กร
ค่าท่ีได้จากตัว
of detectio

ดตรวจทางการ
วามเข้มข้นของ
/mL 
าะห์ไดด้้วยวิธี
สอบกับโปรตีน
หลังจากนั้นนํา
รตัดสินใจ หรอื
นรูปท่ี 10) ซึ่ง

าะตอ่ 

นหัวข้อ
สเฟต
.1, 0.25, 
เมื่อความ
องไกลเคท
ราฟีน
วควบคุม 3 
on คือความ
รค้า 
งไกลเคท

แอปตา
นไกลเคท
าผลการ
อ R square 
ถือว่าดีมาก 



จึงสา
วิเคร
ในชว่

 

 
รูปท่ี 10:
อัลบูมินที
มาตรฐาน
เข้มข้น 0
 
 5.5 การ
 เ
มาตรฐาน
การตรวจ
 จ
5000 พบ
สูงกว่าคา่
ความสัมพ
ลงไปในซี
ท่ีซีรัมเจอื
เรสเซนต์
1:5000 จึ

ามารถสรปุได้ว
ราะห์โปรตนีไก
วง 0.05-0.3 m

 :รูปซ้ายเป็น
ที่ความเข้มข้น 
นแสดงความสั
0.05-0.30 mg

รวเิคราะห์โปร
เนื่องจากโปรตี
นที่จะสามารถ
จวัดโปรตีนไกล
จากการวิเครา
บว่าซีรัมเจือจา
ามาตรฐาน แล
พันธ์กับระดับ
ซรีัม ผลการทด
อจาง 1:5000 
จากชดุควบคุม
จึงมีความเหม

ว่าวิธีแอปตาเม
กลเคทเตดอลับ
mg/mL 

กราฟแสดงคว
0.01-3 mg/

สัมพันธ์ระหว่า
g/mL  

รตีนไกลเคทเต
ตนีไกลเคทเตด
วิเคราะห์ได้ ดั
ลเคทเตดอัลบู
าะห์ไกลเคทเต
าง 1:5, 1:10, 
ละที่ซรัีมเจือจ
ความเจือจางข
ดสอบพบว่าระ
ใหส้ัญญาณฟ
มซึ่งไมม่ีการเติ
าะสมในการนํ

มอร-์กราฟีนอ
บูมินในฟอสเฟ

วามสัมพันธ์ระ
mL ในสารละ
งสัญญาณฟลอู

ตดอัลบูมินใน
ดอลับูมินสาม
ดังนั้นจึงตอ้งมี
มินในซีรัมของ
ตดอัลบูมินในซี
1:50 และ 1:
าง 1:500, 1:1
ของซีรมัที่สูงขึ
ะดับฟลูออเรส
ฟลอูอเรสเซนต์
ติมโปรตนีไกล
นาํไปทดสอบใน

ออกไซด์ ท่ีพฒั
ฟตบัฟเฟอร์ซา

ะหว่างสัญญาณ
ะลายฟอสเฟต
ออเรสเซนต์ แ

นซีรัมของคนด้
ารถพบได้ในซี

มีการเจือจางซี
งคนโดยใช้วิธีก
ซรีัมที่เจือจาง
:100 ให้สัญญ
1000 และ 1:
ข้ึน และเมื่อวิเ
สเซนตส์ูงขึ้นที่
ต์จากการเติมโ
ลเคทเตดอลับูมิ
นข้ันถัดไป 

ฒนาข้ึนในโครง
าลีนได้จริงโดย

ณฟลอูอเรสเซ
บัฟเฟอรซ์าลีน
และความเข้มข

ด้วยวธิีแอปตา
ซรัีมของคนปก
รัมเพื่อวิเคราะ
กราฟีนออกไซ
1:5, 1:10, 1:

ญาณฟลอูอเรส
 5000 สญัญา
เคราะห์ผลที่ได
ซีรมัความเจือ
โปรตีนไกลเคท
มินเพิ่มเข้าไปอ

งการวิจัยนี้สาม
ยชว่งความเข้ม

ซนต์ และความ
น และรูปขวา
ข้นของไกลเค

าเมอร์-กราฟนี
กตทิั่วไปด้วย ซึ
ะห์ว่าระดับคว
ซด ์ร่วมกับแอ
:50, 1:100, 1
เซนตอ์ยู่ในระ
าณฟลอูอเรสเ
ดจ้ากการเติมไ
อจาง 1:500,1
ทเตดอัลบูมิน 
อย่างมีนัยสําคั

มารถนําไปตร
มข้นที่น่าเชื่อถื

มเข้มข้นของไก
า เป็นกราฟเส้
ทเตดอัลบูมนิ

น  
ซึ่งอาจจะเกินค
วามเจือจางท่ีเ
อปตาเมอรอ์ยู่ที
1:500, 1:1000
ะดับที่สูงใกล้เคี
เซนต์เร่ิมลดลง
ไกลเคทเตดอัล
:1000 และ 1
สูงกว่าสัญญา

คัญ ดังนั้นท่ีซรัี

รวจ
ถือตอ้งอยู่

 

กลเคทเตด 
ส้นตรง
นท่ีความ

ค่า
เหมาะสมใน
ที่ระดับใด 
0 และ 1: 
คียงกัน ซึ่ง
ง ซึ่งมี
ัลบูมินเพิ่ม

1:5000 โดย
าณฟลอูอ
รมัเจือจาง 



 

รูปที่
เตดอั
 
  
1:50
สามา
มีค่าส
เซนต
mg/
 จ
สามา
ความ
โดยสั
รูปที่
0.3 m
 

 11: ผลการท
อลับูมิน ในซีรัม

หลังจ
000 มาทําการ
ารถตรวจวิเคร
สูงขึ้นในซรัีมที
ต์เร่ิมจะสูงคงที
mL) ค่าความ
จากนั้นจึงได้ทํ
ารถตรวจวิเคร
มเข้มข้นของไก
สญัญาณฟลูออ
 12 ซึ่งแสดงใ
mg/mL และม

ทดสอบการตร
ัมเจือจางระดับ

จากการทดสอ
รทดสอบตอ่ เพื
ราะห์ได้ด้วยวิธี
ที่มีความเขม้ข้น
ที่ ท่ีความเข้มข
มเข้มข้นต่ําสุดข
ทาํการทดสอบ
ราะห์ได้ด้วยวิธี
กลเคทเตดอัล
อเรสเซนต์จะส
ให้เห็นว่า วิธทีี
มีค่าความเขม้

รวจวัดโปรตนีไ
ับต่างๆ 

อบหาระดับคว
พื่อหาค่าความ
ธแีอปตาเมอร์
นของ ไกลเคท
ข้นของไกลเคท
ของไกลเคทเต
บตอ่ เพือ่หาช่ว
ธแีอปตาเมอร์
บูมินมีความสั
สูงข้ึน เมื่อควา
ท่ีพัฒนาข้ึนนี้ ส
มข้นต่ําสุดทีส่า

ไกลเคทเตดอลั

วามเจือจางทีเ่
มเข้มข้นต่ําสดุ
ร์-กราฟีน จาก
ทเตดอัลบูมิน 
ทเตดอัลบูมิน 
ตดอลับูมิน ท่ียั
วงคา่มาตรฐาน
ร์-กราฟีน จาก
สัมพันธ์กันอย่า
ามเข้มข้นของโ
สามารถใชต้รว
ามารถตรวจวัด

ลบูมินในซีรัมที

หมาะสมของซี
 (Limit of de
การทดสอบแ
อยู่ระหว่าง 0
มากกว่า 0.3

ยังสามารถตรว
นความเข้มข้น
ผลการทดสอ
างมีนัยสําคัญ 
โปรตีนไกลเค
วจวัดไกลเคท
ดได้ (LOD) ท่ี 

ท่ีมีการเติม แล

ซรัีมของคน จึ
etection) ขอ
แสดงให้เห็นวา่
0-0.3 mg/mL
 มิลลิกรัมตอ่มิ
วจวัดไดอ้ยู่ที ่
นของไกลเคทเต
บพบว่า สัญญ
(โดยมีค่า R s
ทเตดอลับูมินใ
เตดอลับูมินใน
0.05 mg/m

 
ละไม่เติมโปรตี

จึงได้เลือกซีรมั
องไกลเคทเตด
าสญัญาณฟลอู
L และสัญญาณ
มิลลิลติร (0.3
0.05 mg/mL
ตดอัลบูมินใน

ญาณฟลูออเรส
square เท่ากับ
นในซีรัมสูงข้ัน 
นชีรัมได้ ในชว่
l 

ตีนไกลเคท

เจือจาง 
ดอัลบูมิน ที่
ออเรสเซนต์
ณฟลูออเรส
-1.0 
L  
ซีรัม ที่
สเซนต ์กับ
บ 0.974) 
ดังแสดงใน
วง 0.05-



 
รูปที่
เตดอั
แสดง
0.05
  
  
หมาย
ปริมา
หมา
 
 เ
ติดต
พัฒน
โปรตี
เพ่ือยั
สนใจ
เจือจ

 12: รูปซา้ยคื
อลับูมินที่ความ
งความสัมพันธ

5-0.30 mg/m
 
วิธีกา

ยเลข 140300
าณโปรตีนไกล
ยเลข 2 

เพื่อให้ผลการ ิ
ามภาวะเบาห
นาข้ึนนี้ ไปตรว
ตีนซีรมัอลับูมิน
ยับย้ังการส่งสั
จ ผลการทดส
จาง 1:5000 โด

คือกราฟแสดง
มเข้มข้น 0.01
ธ์ระหว่างสัญญ

mL 

ารตรวจวัดไกล
01740 ยื่นเมือ่
ลเคทเตดอัลบู

วิเคราะห์ไกล
หวานที่ใช้อยู่ใน
วจวิเคราะห์โป
นของคนดว้ยส
ัญญาณฟลูออ
อบพบว่าวิธีดั
ดยผลการวิเค

งความสัมพันธ
1-1 mg/mL ใ
ญาณฟลอูอเรส

ลเคทเตดอัลบู
อวันที ่23 ธันว
มินโดยการใช้

เคทเตดอลับูมิ
นปัจจุบัน ทาง
ปรตีนอลับูมินป
สารฟลูออเรส
อเรสเซนต์ และ
ังกล่าวนี้สามา
ราะห์ได้แสดง

ธ์ระหว่างสัญญ
ในตัวอย่างซีรมั
สเซนต์ และคว

มินท่ีพัฒนาข้ึน
วาคม 2557 ชื

ช้สารละลายกร

มินสามารถนําไ
งคณะวิจัยจึงได
ปกติด้วย โดย
เซนต์ชนิด Cy
ะนําคอมเพลก็
ารถวิเคราะหโ์
งในรูปที ่13 

ญาณฟลูออเรส
มของคน และ
วามเข้มข้นขอ

นในการศึกษา
ชื่อที่แสดงถึงก
ราฟีนร่วมกับแ

ไปเปรียบเทีย
ด้ประยุกตใ์ช้เ
ยการติดสลากแ
y5 และนําไปบ
กซ์ดังกล่าวไปวิ
ปรตีนอัลบูมนิ

สเซนต ์และคว
ะรูปขวา คอืกร
องไกลเคทเตด

านี้ ได้นําไปยื่น
การประดษิฐ์คื
แอปตาเมอร”์ 

บกับค่าเปอรเ์
ทคนิคแอปตา
แอปตาเมอร์ 
บ่มรวมกับสาร
วเิคราะห์โปรตี
นได้ในช่วง 0.0

วามเข้มข้นขอ
ราฟเส้นตรงม
ดอลับูมินที่ควา

นเป็นคําขออนุ
คอื "กรรมวิธีกา
ดงัแสดงในเอ

เซ็นต์ HbA1C
าเมอร-์กราฟีน
H8 ซึ่งมีความ
รละลายกราฟีน
ตนีอัลบูมินในต
05-0.25 mg/

 

องไกลเคท
าตรฐาน
ามเข้มข้น 

นสุทิธิบัตร
ารวัด
อกสารแนบ

C ซึ่งเป็นตัว
น ที่
มจําเพาะตอ่
นออกไซด์ 
ตัวอย่างที่
mL ในซีรมั



รูปที่
โปรตี
กราฟี
 

5.6 การวิ
 เ
พัฒนาข้ึน
โปรตีนไก

 
 

  

 
 โ
วิเคราะห์
ออกไซด์แ

 

 13: กราฟเส้
ตีนอลับูมินที่ค
ฟนี 

วิเคราะห์โปรตี
เพื่อเปรียบเทยี
นนี้ กับผลการ
กลเคทเตดอลับ

%ไกล

โดย %HbA1C
์หาค่าความเข้
แล้ว จึงนําไปวิ

้นตรงมาตรฐา
วามเข้มข้น 0

ตีนไกลเคทเต
ยบผลการทดส
วิเคราะห์ค่าเป
บูมิน และโปร

ลเคทเตดอัลบู

C ในคนปกติ 
ข้มข้นของโปรตี
วเิคราะห์ค่า %

านแสดงความ
.05-0.25 mg

ตดอัลบมิูนในต
สอบการตรวจ
ปอร์เซน็ต์ Hb
ตีนอัลบมูิน เพื

บูมิน =
ความเข้

ค

และผู้ป่วยเบา
ตนีไกลเคทเตด

%ไกลเคทเตดอ

สัมพันธ์ระหว่
g/mL ในซีรมัข

ตัวอย่างซีรัมข
จวัดเปอร์เซ็นต
bA1C ในการศึ
พื่อนํามาวิเครา

ข้มข้นของโปร
ความเข้มข้นขอ

าหวานที่นํามา
ดอัลบูมิน และ
อัลบูมินด้วยสม

างสัญญาณฟล
ของคน โดยกา

ของผูป่้วยเบา
ต์ไกลเคทเตดอั
ศึกษาน้ีได้ทําก
าะห์เปอรเ์ซ็น

รตนีไกลเคทเต
องโปรตนีอลับู

าทดสอบอยู่ระ
ะโปรตีนอลับูมิ
มการข้างต้น

 
ลูออเรสเซนต์
ารวิเคราะห์ด้ว

าหวาน 
อลับูมิน ด้วยวิ
ารตรวจวิเครา
ต์ไกลเคทเตด

ตดอลับูมนิ
บูมนิ

x10

ะหว่าง 5.4-11
มินด้วยวิธีแอป

์ และความเข้ม
วยวิธีแอปตาเม

วิธีแอปตาเมอร
าะห์ความเข้ม
อลับูมิน ดังนี้ 

00 

1.7 % หลังจา
ปตาเมอร-์กรา

มข้นของ
มอร์ (H8)-

ร์-กราฟีนที่
ข้นท้ัง

ากการ
าฟีน



 
 
รูปที ่14: กราฟแสดงค่า %ไกลเคทเตดอัลบูมิน เทียบกับ %HbA1C ในซีรัมของคนปกติ และผู้ป่วยเบาหวาน
จํานวน 6 ตัวอย่าง 
 
 จากผลการทดสอบพบว่า %ไกลเคทเตดอัลบูมินมีค่าอยู่ระหว่าง 35-54 % และ %ไกลเคทตดอัลบูมินมีค่า
สูง ในตัวอย่างซีรัมทีม่ีค่า %HbA1C สูงดังแสดงในรูปที่ 14 น่ันแสดงให้เห็นว่าวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอลับู
มินด้วยวิธีแอปตาเมอร์-กราฟีน น้ีมโีอกาสพัฒนาเป็นชุดตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินเพ่ือติดตามภาวะเบาหวานได้
ในอนาคต  
 
5.7 เปรยีบเทยีบกรรมวธิกีารตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยวิธทีี่พัฒนาในโครงการนี ้กบัชุดตรวจจาก
บริษัท Exocell 
  เน่ืองจากบริษัท Exocell ประเทศสหรัฐอเมริกา ได้พัฒนาชุดตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยวิธี 
ELISA และใช้แอนติบอดทีี่จําเพาะตอ่ไกลเคทเตดอัลบูมินเป็นตัวตรวจจบั โดยระยะเวลาที่ใช้ในการทดสอบ
ประมาณ 1-2 ชั่วโมง ซึ่งต่างจากกรรมวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมนิที่พีฒนาขึ้นในโครงการวิจัยน้ีซึ่งใช้
เวลาประมาณ 5 นาทีเท่าน้ัน โดยต้นแบบที่ใช้ทดสอบในห้องปฏิบัติการในโครงการวิจัยน้ีประกอบด้วย (1) 
สารละลายกราฟีนออกไซด์ (2) สารละลายแอปตาเมอร์ทีต่ิดด้วยสารฟลอูอเรสเซ็นต ์(3) เพลทสดีํา (4) เครื่อง
ฟลูออโรมิเตอร์ (รูปที่ 15) 
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แผนการปฏิบัติงานในอนาคต 

 เน่ืองจากกรรมวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินท่ีพัฒนาข้ึนในโครงการวิจัยน้ี ใหผ้ลการทดสอบที่ด ีและ
น่าเชื่อถอืในระดับหอ้งปฏิบัติการ (อนุสิทธิบัตรเลขที่ 1403001740 ย่ืนเมือ่วันที่ 23 ธันวาคม 2557) และสามารถ
ทดสอบได้ท้ังในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน และตวัอย่างซีรัมจริงของคน อีกทั้งยังใช้เวลาในการทดสอบ
น้อยแค่ 5 นาที วิธีการทดสอบดังกล่าวน้ีจึงเหมาะสมที่จะนําไปพัฒนาตอ่ให้มคีวามเหมาะสมที่จะทดสอบ
ภาคสนาม ตามโรงพยาบาล หรือสถาบันสาธารณสุขต่างๆ ในแผนงานวิจัยในปีที่ 2 น้ี ทางคณะผู้วิจัยจึงจะทําการ
พัฒนากรรมวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินแบบแอปตาเมอร์-กราฟีน น้ีให้เป็นแบบชนิดพกพา (Portable 
glycated albumin detection) ซึ่งในเคร่ืองตรวจไกลเคทเตดอลับูมินน้ี จะมีการรวมส่วนของการเจือจางซีรมั 
และโปรแกรมคอมพิวเตอร์เตอร์เพ่ือคํานวณค่า %ไกลเคทเตดอลับูมิน เพ่ือแสดงผลเป็นตัวเลขบนหน้าจอสัมผัส
ด้วย ในขณะเดียวกันจะมีการทดสอบประสทิธิภาพของเคร่ืองมอืดังกล่าวในภาคสนามด้วย 



 

 

รายงานความก้าวหน้าฉบับสมบูรณ ์
 

โครงการย่อยที่ 2: การพัฒนาการวัดโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน โดยวิธี Aptamer-Linked Immobilized Sorbent Assay เพ่ือ
ใช้ในการตรวจวิเคราะห์ และติดตามผู้ป่วยเบาหวาน (Development of Aptamer-Linked Immobilized Sorbent Assay for 
Glycated  Albumin detection for diabetes monitoring) 

 

ผู้ร่วมงานวิจัย: 1. ศ.ดร.พญ. ธารารัชต์ ธารากุล 

  2. นางสาว ไอริน กาญจนทวี 

 

ความก้าวหน้าในการดําเนินงาน: 

1. สังเคราะห์แอปตาเมอร์และเตรยีมแอนติบอดีบริสุทธ์ิ 

 การศึกษาในช่วง 6 เดือนหลังนี้ได้ปรับปรุงแอปตาเมอร์ G8 ที่จําเพาะต่อโปรตีนไกลเคทเตดซีรัมอัลบูมินตอ่เน่ืองในการ
พัฒนาวิธีการทดสอบ เพ่ือให้มีความสามารถดีข้ึนในการจับกับเป้าหมายทีต่้องการโดยทําการสังเคราะห์แอปตาเมอร์รูปแบบ
ต่างๆ ได้แก่ แบบทีต่ิดฉลากปลายด้าน 5’ด้วย biotin และแบบที่เพ่ิมตัวเช่ือม(spacer) ระหว่าง แอปตาเมอร์ที่ปลายด้าน 5’
กับ biotin โดยได้เปรียบเทียบตัวเช่ือม 2 ชนิดคือ แบบทีม่ ีT 20 หน่วย และแบบที่ม ีT 5 ตัวต่อด้วย Ethylene Glycol อีก 
6 หน่วย (G8-20T-5’Biotin และ G8-5T-6EG-5’Biotin) นอกจากน้ันไดท้ําการศึกษาแบบเดียวกันกับแอปตาเมอร์ H8 ทีม่ี
ความจําเพาะต่อซีรั่มอัลบูมิน ซึ่งได้จากโครงการย่อยที่หน่ึงควบคู่กนัไปด้วย 

 ส่วนแอนติบอดีทีใ่ช้ในการศึกษา ได้ซ้ือแอนติบอดี A717 มาเพ่ือทําการทดลองเปรียบเทียบในปฏิกิริยา ELISA  

 

2. พัฒนารูปแบบของการทดสอบ (assay format) โดยใช้แอปตาเมอร์ต่อไกลเคทเตดอัลบมูินเป็นตัว capture ร่วมกับการ
ใช้แอปตาเมอรห์รือแอนติบอดตี่ออลับูมินเป็นตวั detect และทดสอบโดยใช้สารอัลบมูินและไกลเคทเตดอลับมูินมาตรฐาน 
จะคัดเลือกคู่ท่ีเหมาะสมทีส่ดุ อย่างน้อย 1คู่สําหรับไกลเคทเตดอัลบมูิน และอีก 1 คู่สําหรับอลับูมิน 

 กิจกรรมข้อน้ีเป็นกิจกรรมหลักของโครงการวิจัยโครงการย่อยที่ 2 โดยในช่วง 6 เดอืนหลังของโครงการไดท้ําการการ
พัฒนารูปแบบของการทดสอบแบบ ALISA อย่างต่อเนื่องโดยไดท้าํการศึกษา ดังน้ีคือ 

2.1 ทดสอบใช ้Neutravidin เป็นตัว capture ก่อนเติมแอปตาเมอร์ ท่ีมี biotin ท่ีปลาย 5’ แล้ว detect ด้วย
แอนติเจนท่ีตดิฉลากเอนไซม ์HRP 
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3.  เก็บตัวอย่างซีรัม่เพ่ือใช้ในการศกึษา หลังจากไดร้ับอนุมตัจิากคณะกรรมการจรยิธรรมการทําวิจัยในคน 

 โครงการน้ีได้รับอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในคน เมื่อวันที ่13 สิงหาคม พ.ศ.2557 และคณะผู้วิจัยได้ทํา
การเก็บตัวอย่างซีรั่มจํานวน 200 ตัวอย่างครบตามที่ระบใุนข้อเสนอโครงการแล้ว  

 ตัวอย่างดงักล่าวประกอบด้วย ซีรั่มจากผู้ป่วยธาลัสซีเมีย จํานวน 38 ผู้ที่เป็นพาหะ จํานวน 18 และผู้ที่มีฮีโมโกลบิน
ปรกต ิจํานวน 86 และผู้ป่วยเบาหวาน 58 คน ตัวอย่างทั้งหมดไดท้ราบผลการศึกษาชนิดของฮีโมโกลบินและผลการตรวจวัด 
HbA1c แล้ว 

อย่างไรก็ตาม เน่ืองจากโครงการน้ีมีความล่าช้ากว่าแผน ดังน้ันในรายงานฉบับนี้จึงยังไม่ไดท้ําการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมิ
นในกลุ่มคนไข้เบาหวาน เทียบกับกลุ่มควบคุม รวมทัง้กลุ่มที่มีความผิดปกติเก่ียวกับฮีโมโกลบินด้วย ตามท่ีเสนอไว้ 



รายงานความก้าวหน้าฉบับสมบูรณ ์

โครงการย่อยที่ 3: การพัฒนาวิธีการตรวจโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินเชิงปริมาณด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า 
(Development of Electrochemical Aptasensor for Glycated Albumin)          

ผู้รว่มงานวิจัย: 1. ดร. ศศินี  บุณยรัตพันธุ์ 

  2. ดร. เดอืนเพ็ญ จาปรุง 

  3. นางสาว ลลิตา มรุเศรษฐ ์  

ความก้าวหนา้ในการดําเนนิงาน 

1. ศึกษาความเปน็ไปได้ในทางปฏิบัติของข้อเสนอ 
 ผลการศึกษาความเป็นไปได้ของวิธีการตรวจโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินเชงิปริมาณด้วยเทคนิคทาง
เคมีไฟฟ้าร่วมกับแอปตาเมอร์ พบว่าสามารถตรวจวัดโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินได ้ ในส่วนของแอปตาเมอร์
ได้ใช้แอปตาเมอร์ทีม่ีขนาด 23 เบส ที่ชือ่ว่า 5del11and3del15 ซึ่งพัฒนามาจากโครงการวิจัยย่อยท่ี1 ซึ่ง
พิสูจน์แล้วว่าสามารถจับได้แบบจําเพาะกับโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินด้วยวิธีเจลชิพแอสเสย์ และยืนยันโดย
การใชแ้บบจําลองคอมพิวเตอร์ โดยมีการออกแบบวิธีการตรวจดังน้ี การติดแอปตาเมอร์ลงบนพ้ืนผิวข้ัวไฟฟ้า
พิมพ์สกรีนคารบ์อนท่ีเคลือบด้วยสเตรปตาวิดินและมีเอธานอลามีนปิดทับ ซึ่งใช้สารละลายโพแทสเซียมคลอ
ไรด์ที่ประกอบด้วยโพแทสเซยีมเฟอริไซยาไนด ์เป็นสารละลายอิเล็กโทรไลต ์และให้สญัญาณในการตรวจวัด
ปฏิกิริยาเคมีไฟฟ้า 
   
 รูปที ่1 แสดงข้ัวไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน แบบ 3 ข้ัวไฟฟ้าที่ใชใ้นการประดิษฐ์น้ี  มข้ัีวไฟฟ้าทํางาน และ
ข้ัวไฟฟ้าเคาน์เตอร์ ทําจากคาร์บอน  ข้ัวไฟฟ้าอ้างอิงทําจากซิลเวอร-์ซิลเวอร์คลอไรด์ การออกแบบการสร้าง
แอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าที่ใชต้รวจจับไกลเคทเตดอลับูมิน น้ีถูกแสดงในรูปที่ 2  ที่ประกอบด้วยการตรึง
แอปตาเมอร์บนข้ัวไฟฟ้าคาร์บอนที่เคลือบด้วยสเตรปตาวิดิน การจับของไบโอตินบนแอปตาเมอร์ และสเตรป
ตาวิดินบนข้ัวไฟฟ้า  ถือเป็นหนึ่งในปฏิสัมพันธ์ชนิดที่ไม่ใช่โคเวเลนซ ์(non-covalent interaction) ที่
แข็งแกร่งที่สดุที่รู้จักกันในธรรมชาติ และมคีวามจําเพาะเจาะจงสูง ทําให้แอปตาเมอรส์ามารถตดิอยู่บน
ขั้วไฟฟ้าไม่หลุดง่าย มีการเรียงตัวเป็นระเบียบในทิศทางเดียวกัน ทําใหส้ามารถเอือ้ตอ่การทํางานของแอปตา
เมอร์ในการจับโมเลกุลเป้าหมายได้อย่างมีประสทิธิภาพ นอกจากน้ีในขั้นตอนการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า ของ
การประดิษฐ์น้ี เป็นการใช้เฟอริไซยาไนดอ์อิอน [Fe(CN)6]3− เป็นตัวทีใ่หส้ัญญาณในการตรวจวัดปฏิกิริยารีด็
อกซ ์(redox probe) ที่เกิดจากการแตกตวัเป็นอิเล็กตรอนของสารละลายอิเล็กโทรไลต ์และยอมให้
กระแสไฟฟ้าไหลผ่านข้ัวไฟฟ้าได้ เมือ่มีการให้ศักย์ไฟฟ้าด้วยเคร่ืองโพเทนชิโอสแตท เฟอริไซยาไนดอ์อิอนจะ
ถูกรีดิวซ ์เป็น เฟอโรไซยาไนดอ์ิออน  [Fe(CN)6]4−ซึ่งปฏิกิริยารีดอ็กซคู่์น้ีสามารถย้อนกลับได้ ดังน้ี 
  



[Fe(CN)6]3− + e− ↔ [Fe(CN)6]4− 

วิธีการตรวจน้ี สามารถตรวจวัดความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตด อลับูมิน ที่ถูกจับโดยแอปตาเมอร์  ผ่าน
การวัดสัญญาณเคมีไฟฟ้าที่เกิดจากการเคลื่อนที่ของอิเลก็ตรอนผ่านข้ัวไฟฟ้า ได้ด้วยวิธีการวิเคราะห์ทาง
เคมีไฟฟ้า 2 เทคนิค คือ 1). เทคนิคสแควเวฟ โวลแทมเมทรี (Square Wave Voltametry; SWV) เป็นการ
วัดกระแสไฟฟา้ เมื่อให้ศักย์ไฟฟ้าแก่วงจร โดยสัญญาณจากปฏิกิริยาเคมีไฟฟ้าลดลงเมื่อมกีารจับโปรตีน
ไกลเคทเตดอัลบูมิน และ 2). เทคนิควิเคราะห์สเปกตรัมของอิมพีแดนซท์างเคมีไฟฟ้า (Electrochemical 
Impedance Spectroscopy; EIS) เป็นการวัดความต้านทาน ในวงจรกระแสสลับ (AC) หลังจากการให้
ความต่างศักย์แก่วงจรไฟฟ้า  ซึ่งสญัญาณจะเพิ่มข้ึนเมือ่มกีารจับกับโปรตีนเป้าหมาย สัญญาณที่วัดได้จากทั้ง
สองเทคนิคน้ี อยู่ในรูปแบบตวัเลข ทําให้ง่ายตอ่การวิเคราะห์ผล   

 
เมื่อนําชดุตรวจน้ีมาทําการตรวจวิเคราะห์โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน  พบว่า ค่ากระแสไฟฟ้าลดลง เมือ่วัดด้วย
เทคนิค SWV และค่าอมิพีแดนซ์เพ่ิมข้ึน เมือ่วัดด้วยเทคนิค EIS ดังแสดงในรูปที ่3 และ 4 ตามลําดับ เมื่อ
เทียบกับตัวควบคุมที่เป็นบัฟเฟอร์ ซึ่งให้ค่ากระแสไฟฟ้าและค่าอิมพีแดนซ์คงที่ดังแสดงในรูปท่ี 5 และ 6 เมื่อวัด
ด้วยเทคนิค SWV และ EIS ตามลําดับ  

 
 
 
 

 
 
 
 
 

รูปที่ 1 แสดงขั้วไฟฟ้าพิมพ์สกรีนแบบ 3 ข้ัวไฟฟ้าที่ใช้ในการประดิษฐ์น้ี.  ข้ัวไฟฟ้าทํางาน และข้ัวไฟฟ้าเคาน์เตอร์ 
ทําจากคาร์บอน  ข้ัวไฟฟ้าอ้างอิงทําจากซิลเวอร-์ซิลเวอร์คลอไรด ์ มีขนาดกว้าง 1.3 เซนติเมตร, ยาว 3.2 
เซนติเมตร และเส้นผ่าศูนย์กลางของขั้วไฟฟ้าทํางาน 2.5 มิลลิเมตร 

ขัว้ไฟฟ้าทํางาน  
(คาร์บอน)

ขัว้ไฟฟ้าอ้างองิ  
(ซลิเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด์) 

ขัว้ไฟฟ้าเคาน์เตอร์  
(คาร์บอน) 



 
รูปที ่2  แสดงการออกแบบการสร้างแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าที่ใชต้รวจจับไกลเคทเตด อัลบูมิน ในการ
ประดิษฐ์น้ี ประกอบด้วยการตรึงแอปตาเมอร์บนข้ัวไฟฟ้าคาร์บอนที่ถูกเคลือบด้วยสเตรปตาวิดิน  

แอปตาเมอร์ทีม่ีไบโอตนิ,         ขั้วไฟฟ้าทํางานคาร์บอน,     สเตรปตาวิดิน,  
ตัวบล็อก 
 
 

 
รูปที ่3  กราฟแสดงการตอบสนองของชดุตรวจ ปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินโดยใช้เทคนิคเคมีไฟฟ้าร่วมกับ
แอปตาเมอร์ โดยการวัดด้วยเทคนิค SWV สําหรับการตรวจวัดที่ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมตอ่มลิลลิิตร โปรตีนไกล
เคทเตดอัลบูมนิใน 1x PBS บัฟเฟอร์ (พีเอช 7.4) 



 
รูปที ่4  กราฟแสดงการตอบสนองของชดุตรวจ ปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินโดยใช้เทคนิคเคมีไฟฟ้าร่วมกับ
แอปตาเมอร์ โดยการวัดด้วยเทคนิค EIS  สําหรับการตรวจวัดท่ีความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร โปรตีน
ไกลเคทเตดอัลบูมินใน 1x PBS บัฟเฟอร์ (พีเอช 7.4) 
 

 
รูปที ่5  กราฟแสดงการตอบสนองของชดุตรวจ ปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินโดยใช้เทคนิคเคมีไฟฟ้าร่วมกับ
แอปตาเมอร์ โดยการวัดด้วยเทคนิค SWV สําหรับการตรวจวัด 1x PBS บัฟเฟอร์ (พีเอช 7.4) 

 



 
รูปที ่6  กราฟแสดงการตอบสนองของชดุตรวจ ปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินโดยใช้เทคนิคเคมีไฟฟ้าร่วมกับ
แอปตาเมอร์ โดยการวัดด้วยเทคนิค EIS  สําหรับการตรวจวัด 1x PBS บัฟเฟอร์ (พีเอช 7.4) 

 
 
2. หาสภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห์โปรตีนควบคุม  ด้วยตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า 

มีการศึกษาหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์โปรตีนควบคุม  ด้วยตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้านี้  
เพ่ือให้มีความไวที่ดีขึน้โดยได้ทําการปรับค่าพารามิเตอร์ต่างๆเหล่านี ้ ได้แก่ ความเข้มขน้ของเอธานอลา
มีน, ชนิดและความเข้มข้นของแอปตาเมอร์, ชนิดของบัฟเฟอร์, และเทคนิคท่ีใชว้ัด หลังจากนั้น ได้ใช้
ค่าพารามิเตอร์ต่างๆเหล่านี ้ ในตรวจวิเคราะห์โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน  ทีค่วามเข้มข้นต่างๆและนําค่า
กระแสไฟฟ้าทีล่ดลง และค่าอิมพีแดนซ์ที่เพ่ิมขึ้น น้ีมาวิเคราะห์ผล  โดยการหาความสัมพันธ์ระหว่างความ
เข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตด อลับูมิน กับคา่ที่วัดด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า SWV และ EIS  พบว่าเมื่อความ
เข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินเพ่ิมข้ึน ค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลงจากการวัดด้วยเทคนิค SWV จะมากขึ้น 
ค่าอิมพีแดนซท์ี่เพ่ิมข้ึนจากการวัดด้วยเทคนิค EIS ก็จะมากข้ึนด้วย ซึ่งการวัดด้วยทั้งสองเทคนิค  ให้ค่าทาง
ไฟฟ้าที่แสดงความสัมพันธ์แบบเส้นตรง โดยการตรวจวัดด้วยเทคนิค SWV  ค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลงมี
ความสัมพันธ์แบบเส้นตรง กับโปรตีนไกลเคทเตด อัลบูมิน ตั้งแต่ความเขม้ข้น 0.2 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ถึง 
3.2 มิลลิกรัมตอ่มลิลิลติร ดังแสดงในรูปที่ 7 และ 8 และการตรวจวัดดว้ยเทคนิค EIS ค่าอิมพีแดนซท์ี่เพ่ิมขึ้นมี
ความสัมพันธ์แบบเส้นตรง กับโปรตีนไกลเคทเตด อัลบูมิน ตั้งแต่ ความเข้มข้น 1 ไมโครกรัมตอ่มิลลลิติร ถึง 
3.2 มิลลิกรัมตอ่มลิลิลติรของโปรตีนไกลเคทเตด อัลบูมิน ดังแสดงในรปูที่ 9 และ 10.  ขีด จํากัด ของการ
ตรวจสอบ (Limit of detection) ที่คํานวณได้คือ 5 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร (สัญญาณที่วัดได ้/ สัญญาณพื้น
หลัง = 3) ซึ่งดกีว่า วิธีการที่ได้รายงานมาก่อนหน้าน้ี  



 
 
รูปที ่7  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าท่ีลดลงซึ่งวัดโดยเทคนิค SWV และลอการิทึมของความ
เข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตด อลับูมิน พร้อมค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
 

 
รูปที ่8  กราฟแสดงความสัมพันธ์ที่เป็นเส้นตรง (calibration curve) ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลงซึ่งวัดโดย
เทคนิค SWV และลอการิทมึของความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตด อลับูมิน พร้อมค่าความผันแปรของตัวแปร
ตอบสนอง (R2) 
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รูปที ่9  กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างค่าอิมพีแดนซ์ที่เพ่ิมข้ึนซึ่งวัดโดยเทคนิค EIS และลอการิทึมของความ
เข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตด อลับูมิน พร้อมค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) 
 

 
รูปที ่10 กราฟแสดงความสัมพันธ์ที่เป็นเส้นตรง (calibration curve) ระหว่างค่าอิมพีแดนซ์ท่ีเพ่ิมข้ึนซึ่งวัดโดย
เทคนิค EIS และลอการทิึมของความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตด อลับูมิน พร้อมค่าความผันแปรของตัวแปร
ตอบสนอง (R2) 
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หลังจากทดสอบความจําเพาะของ ดีเอ็นเอแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าที่ออกแบบนี้  กับโมเลกุลที่มีใน
เลือด  ไดแ้ก่  โปรตีนอลับูมิน, กรดอะมิโนไกลซีน, นํ้าตาลกลูโคส, กรดโฟลิค (วิตามินชนิดหน่ึงในกลุม่ที่ละลายใน
นํ้า), ยาแอมพิซิลลิน พบว่า สัญญาณเคมีไฟฟ้าจากไกลเคทเตทอลับูมนิ มีระดับสูงกว่าโปรตีนอัลบูมิน (ซึ่งเป็น
โปรตีน ที่ถูกพบมากท่ีสดุในเลือด โดยคดิเป็นสัดส่วนประมาณ 60% ของโปรตีนทั้งหมด)  และกรดอะมิโนไกลซีน, 
นํ้าตาลกลโูคส, กรดโฟลคิ, ยาแอมพิซิลลิน อย่างมีนัยสําคญั ดังแสดงในรูปที ่11 และ 12 จากผลการทดสอบ
ทั้งหมดแสดงให้เห็นว่าแอปตาเมอร์ทีต่รึงอยู่บนข้ัวไฟฟ้าที่ดัดแปลงนี ้มีการจับที่จําเพาะกับโปรตีนไกลเคทเตด อลับู
มิน 

 

 
 
รูปที ่11  กราฟแท่งแสดงการตอบสนองตอ่ชีวโมเลกุลอื่นๆท่ีมใีนเลอืดของ แอปตะเซนเซอร์ทางเคมไีฟฟ้าน้ี ซึ่งวัด
โดยเทคนิค SWV 

 
รูปที ่12  กราฟแท่งแสดงการตอบสนองตอ่ชีวโมเลกุลอื่นๆท่ีมใีนเลอืดของ แอปตะเซนเซอร์ทางเคมไีฟฟ้าน้ี ซึ่งวัด
โดยเทคนิค EIS 
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3.  ทดสอบประสทิธิภาพของตัวตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า ในการวิเคราะห์โปรตนีไกลเคทเตดซร่ัีมอลับูมิน 

เพ่ือประเมินความสามารถในการนําแอปตะเซนเซอร์เคมีไฟฟ้าน้ีไปใช้วิเคราะห์ตัวอย่างทางชีวภาพ  แอป
ตะเซนเซอร์น้ีจึงถูกใชต้รวจวัดโปรตีนไกลเคทเตดซีรัมอลับูมนิในตัวอย่างซรีั่มของคนโดยเทคนิค SWV   
การศึกษาเบ้ืองต้นถูกทําเพ่ือหาการเจือจางซีร่ัมของคนท่ีเหมาะสมในการใชต้รวจวัดโปรตีนไกลเคทเตด
ซีรัมอัลบูมิน โดยวัดค่ากระแสไฟฟ้าของตัวอย่างซีรั่มของคนที่ถูกเจือจาง  ซึ่งพบว่าค่ากระแสไฟฟ้าทีล่ดลงและ
ระดับการเจือจางซีรั่มของคน มีความสัมพันธ์กันแบบซิกมอยดอล (sigmoidal curve, รูปที ่13) ดังน้ัน
ระดับการเจือจางของซีรั่มในช่วงที่ให้ค่าความแตกต่างของกระแสไฟฟ้า (1:5,000, 1:10,000, 1:50,000, และ 
1:100,000) ถูกนํามาเติมโปรตีนไกลเคทเตดซีรัมอัลบูมินทีค่วามเข้มข้นตา่งๆกัน (3, 13, 64, 320, 1600, 8000 
ไมโครกรัมตอ่มิลลลิิตร) แล้ววัดค่ากระแสไฟฟ้า  ผลที่ไดแ้สดงให้เห็นว่าการเจือจางตัวอย่างซีรั่มของคนที่ 1: 
10,000 และ 1: 50,000 ใหค้วามสัมพันธ์เป็นสัดส่วนโดยตรง (R2 = 0.99) ของปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดอลับู
มินที่เตมิในซีรัม่ และค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลง (รูปท่ี 14)  

 
รูปที ่13  กราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างระดับการเจือจางซีร่ัมของคน และค่ากระแสไฟฟ้าท่ีลดลง ของแอปตะ
เซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้น้ี ซึ่งวัดโดยเทคนิค SWV 
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รูปที ่14  กราฟแสดงความสมัพันธ์ระหว่างปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดซีรมัอลับูมินที่เตมิลงในซรีั่มของคน และค่า
กระแสไฟฟ้าทีล่ดลง ของแอปตะเซนเซอรท์างเคมีไฟฟ้น้ี ซึ่งวัดโดยเทคนิค SWV    
      ความระดบัการเจือจางซรีั่มของคนที่ 1:10,000 

ความระดับการเจือจางซีร่ัมของคนท่ี 1:50,000 
 
 
ผลการศึกษาดงัที่กล่าวมาน้ีได้ถูกจดอนุสิทธิบัตรเมื่อวันที ่1 พฤษภาคม 2558 โดยมีเลขที่คําขอ 

1503000656  (คําขอรับอนุสทิธิบัตร แสดงในเอกสารแนบ) ในชือ่ท่ีแสดงถึงการประดิษฐ์ “แอปตาเมอร์
ที่มีความจําเพาะต่อโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน และชุดตรวจวัดโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน โดยใช้เทคนิค
เคมีไฟฟ้าร่วมกับแอปตาเมอร์” (รายละเอียดการประดิษฐ ์แสดงในเอกสารแนบ) 
 
แผนการปฏิบัติงานในอนาคต 
1. จะทําการเขียนและตีพิมพ์บทความในวารสารนานาชาติเก่ียวข้องกับการใชแ้อปตาเมอร์ร่วมกับเทคนิคทาง

เคมีไฟฟ้าในการตรวจวัดโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
2. จะทําการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินในกลุม่คนไข้เบาหวาน เทียบกับกลุ่มควบคุม รวมทั้งกลุ่มท่ีมีความ

ผิดปกติเก่ียวกบัฮีโมโกลบินดว้ย เพ่ือเตรียมความพร้อมสูก่ารทดสอบภาคสนาม 
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รายงานความก้าวหน้าฉบับสมบูรณ ์

โครงการย่อยที่ 4: การตรวจภาวะไกลเคชัน่ของอลับูมินด้วยเคร่ืองตรวจวัดชนิดนาโนพอร์ (Simultaneous 
Detection of Albumin Glycation using Nanopore-sensor) 

ผู้รว่มงานวิจัย: 1. ดร.เดอืนเพ็ญ จาปรุง 

  2. ดร.ประภาศิริ พงษ์ประยูร 

  3. ดร.ธิติกร บุญคุ้ม 

  4. น.ส เกียรตนิิดา ตรีรัตน์ตระกูล 

  5. น.ส ลลติา มรุเศรษฐ ์

ความก้าวหนา้ในการดําเนนิงาน 

1. การติดต้ังเครือ่งมือวิเคราะห์นาโนพอร์ (Nanopore Analysis) 
 เน่ืองจากในประเทศไทยยังไม่มีเครื่องมอืวิเคราะห์แบบนาโนพอร์ (Nanopore Analysis System) จึงได้
ทําเรื่องขอจัดซื้อด้วยงบประมาณจาก ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาต ิ(สวทช) และ TCELS ซึ่งเคร่ืองมอืวิเคราะห์นา
โนพอร์ประกอบไปด้วย เคร่ืองขยายสัญญาณจากไมโครอิเล็กโทรด (Microelectrode Amplifier) เคร่ืองแปลง
ข้อมลู อนาลอคเป็นดิจิตอล (Digitizer) กรงฟาราเดย์ (Faraday cage) และชดุตอ่คอมพิวเตอร ์โดย
สถานะปัจจุบันทีมวิจัยไดท้ําการรับเครื่องมอื และเช่ือมตอ่ระบบเรียบร้อยแล้ว ดังแสดงในรูปที่ 1  

 

 
รูปที ่1: แสดงเคร่ืองมอืวิเคราะห์แบบนาโนพอร์ ซึ่งตดิตั้งที่ศูนย์นาโนเทคโนโลยแีห่งชาต ิ
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2.2 โปรตีนนาโนพอร์  
ในโครงการน้ีได้เลอืกที่จะใชโ้ปรตีนทีช่ือ่ว่า แอลฟ่าฮโีมไลซิน (α-Hemolysin) ซึ่งเป็นโปรตีนที่พบไดใ้น

เยื่อหุ้มของแบคทีเรีย Staphylococcus aureous เน่ืองจาก Staphylococcus aureous เป็นแบคทีเรียที่
ตอ้งทําการทดลองในหอ้งปฏิบัติการที่ม ีBiosafety Level 2 ซึ่งสถานะปจัจุบันของหอ้งปฏิบัติการแบคทีเรีย
ของศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาต ิยังคงเป็นแค่ Biosafety Level 1 จึงมีความจําเป็นต้องทําการเตรียมโปรตีน
ดังกล่าวด้วยวีธีอื่น โดยได้วางแผนไว้ว่าจะทําการเตรียมโปรตีนดังกล่าวในหลอดทดลอง ด้วยวิธี In vitro 
Transcription and Translation (IVTT)  
 เริ่มต้นได้ทําการออกแบบ และสังเคราะห์ยีน  α-Hemolysin ใหอ้ยู่ในพลาสมิดที่สามารถนํามาผลติ
โปรตีนได ้โดยในการทดลองน้ีได้เลอืกพลาสมิด pET17b ซึงสามารถจะใชใ้นการผลติโปรตีนได ้โดยลาํดับของ
ยีนมีดังน้ี  
 
ATGGCAGATTCTGATATTAATATTAAAACCGGTACTACAGATATTGGAAGCAATACTACAGTAAAAACAG
GTGATTTAGTCACTTATGATAAAGAAAATGGCATGCACAAAAAAGTATTTTATAGTTTTATCGATGATAA
AAATCACAATAAAAAACTGCTAGTTATTAGAACAAAAGGTACCATTGCTGGTCAATATAGAGTTTATAGC
GAAGAAGGTGCTAACAAAAGTGGTTTAGCCTGGCCTTCAGCCTTTAAGGTACAGTTGCAACTACCTGAT
AATGAAGTAGCTCAAATATCTGATTACTATCCAAGAAATTCGATTGATACAAAAGAGTATATGAGTACTT
TAACTTATGGATTCAACGGTAATGTTACTGGTGATGATACAGGAAAAATTGGCGGCCTTATTGGTGCAAA
TGTTTCGATTGGTCATACACTGAAATATGTTCAACCTGATTTCAAAACAATTTTAGAGAGCCCAACTGAT
AAAAAAGTAGGCTGGAAAGTGATATTTAACAATATGGTGAATCAAAATTGGGGACCATACGATCGAGATT
CTTGGAACCCGGTATATGGCAATCAACTTTTCATGAAAACTAGAAATGGTTCTATGAAAGCAGCAGATAA
CTTCCTTGATCCTAACAAAGCAAGTTCTCTATTATCTTCAGGGTTTTCACCAGACTTCGCTACAGTTATT
ACTATGGATAGAAAAGCATCCAAACAACAAACAAATATAGATGTAATATACGAACGAGTTCGTGATGATT
ACCAATTGCATTGGACTTCAACAAATTGGAAAGGTACCAATACTAAAGATAAATGGACAGATCGTTCTTC
AGAAAGATATAAAATCGATTGGGAAAAAGAAGAAATGACAAATTAA 
 ลําดับดีเอ็นเอดังกล่าว ไดถู้กสังเคราะห์ให้อยู่ในพลาสมิด pET 17b ที่ตําแหน่ง NdeI และ HindIII ดัง
แสดงในรูปท่ี 7   
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รูปท่ี 10: แสดง Chamber ที่เตรียมจากการใช้เคร่ือง computer numerical control (CNC) (รูป
ซ้าย) และเคร่ืองพิมพ์ 3 มิติ โมเดล Objet260 Connex (รูปขวา)  
 

2.4 การผลิตขัว้ไฟฟ้า สําหรับการวเิคราะห์ด้วยนาโนพอร ์
ข้ัวไฟฟ้าในการวิเคราะห์ด้วยนาโนพอร์ คือข้ัวซิลเวอร/์ซิลเวอร์คลอไรด์ ซึ่งเตรียมได้จากวัสดุซลิเวอร์ 

เส้นผ่าศูนย์กลาง 1.5 mm ยาว 10 mm ที่มีความบริสุทธ์ิ 99.99% ตอ่เข้ากับสายไฟความยาว 20 cm โดย
ปลายอีกด้านตอ่กับพินเปลือย แล้วจุ่มปลายด้านซิลเวอรล์งในสารละลายไฮโปคลอไรด ์(NaClO ในนํ้า) ความ
เข้มข้น 5% เกิดเป็นข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร/์ซิลเวอร์คลอไรด ์ทีม่ีสีเทาหยาบดงัแสดงในรูปที ่11 

 
 
 

 

 

รูปที ่11: แสดงการสร้างขั้วไฟฟ้าสําหรับการวิเคราะห์ด้วยนาโนพอร ์รปูซ้าย แสดงถึงข้ัวไฟฟ้าที่จุ่มอยู่ใน
สารละลายไฮโปคลอไรด์ความเข้มข้น 5% รูปกลาง แสดงข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์/ซิลเวอรค์ลอไรด์ ท่ีพรอ้มใช้งาน รูป
ขวา แสดง การทดสอบข้ัวไฟฟ้าด้วยเครื่องมัลตมิิเตอร ์

 จากนั้นนําข้ัวไฟฟ้าที่ได้ไปทดสอบประสิทธิภาพ ด้วยเครื่องมัลติมิเตอร์ (รูปที ่11) พบว่าข้ัวไฟฟ้า
ท่ีผลติข้ึนน้ันมปีระสทิธิภาพดี ไม่มีการร่ัวไหล  

 
2.5 การทดสอบนาโนพอร ์ด้วยเครื่อง Potentiostat 

แผ่นชิพซิลคิอนที่ทําการเจาะรูแล้วจะตอ้งมีการทดสอบก่อนการใช้งานจริง ดดยการนําไปวัดการ
ไหลผ่านของไอออนโดยใช้เครื่อง Potentiostat ก่อน ซึ่งกอ่นการทดสอบจริงต้องทําความสะอาดแผ่น
ซิลิคอนไนไตรด์ด้วยสารละลายปิรันฮาที่อณุหภูมิ 95 °C เป็นเวลา 15 นาที และล้างด้วยนํ้าสะอาด ตาม
ด้วยแอลกอฮอล์ 70% และเป่าให้แห้งด้วยกาซไนโตรเจนก่อน แล้วจึงนําแผ่นซลิิคอนไนไตรด์ไปเพิ่ม
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\J \J \J 

2. bA11~~fl111Vl~~1'U 'lJ8~1tl1~'Ue)~'Uii'U~l'U'U11'U~8{ ~1 tJ1tl1bbm:lJA8:lJ~1 b(?181
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3. b(?11tJ:lJ IiJ (i1~'Vl5,rm/8'U~'Vl5,rmbM tJ1 fl'U fl11 b(?11 tJ:lJ 'U11'U~8{, 

http:1(i1tJ1,x'U11'UYm{8tJ1'U~1'U~'Vl~m~�vrh:r~1~?f8~.u1
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1. 	 b\P1~CJlJbb~tl;a'V'lsa~flenJlu1m~"lJtll{;l 5 x 5 iJ!;1~blJ\P1~ ~i1fll1lJVltll 70 tll1tlblJm 

2. 	 b~1~~'U'Ubb~tlsa~fl€Jtl1tl1m{;l1~i1b~tl~ltl~tl~nm-:J 20-100 tll1tlblJm ~1mfl~€J-:J AFM-SEM (bn'U 
~ 	 ~ 

H~€J ruVl.niJ~€J-:J~tlnll~~1-if-:Jltl), ~ 

3. 	 vllfl11lJ?\~€J1{;lbb~tlsa~fl€Jtl1tl1\P1~~~1tJ?\1~!;1~mtJtJ-rtlvl~€JruVl.niJ 95 °C bUtlnm 15 tlTVl bb!;1~, ~ 

691-:J~1tJJ'1?\~€J1{;l \P11lJ~1mb€J!;1nm:J€Ja 70% bb!;1~bth1~bb~-:J~lCJm"ll1tllmb~tl (?\llJl~mn'UH~ 

€JruVl.niJ~€J -:J~tl nll~~111lJl1-if-:J ltl)
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4. 	 111bb~tlsa~fl€Jtl1tl1\P1~{;l1Lh~lJfl11lJ?\lm~~1tlm~"!l€J'UJ'11{;lCJm~b-ifl~ O 2 Plasma -ifl-:J!;1~ 5 tllVi 
~ 

6. 	 Vl{;l?\€J'Um~1V1!;1~ltl"lJ€J-:J1€J€J€Jtl ri€Jtl1-if-:Jltl~~-:J~'Wbfl~€J-:J Potentiostat l{;lCJm~b~lJ 1 M KCl 10 

mM Tris.HCl pH 8.0 -ifl-:J!;1~ 1 mL bb!;1~~m-ifln'Uilb~nlVl~{;l 2 b~tl~vllm~ln Ag/AgCl 

7. 	 ~-:Jfhm~1{;l~1mfl~€J-:J PotentiQstat 1~bUtlbb'U'U Cyclic voltammetry 

-d1-:J"lJ€J-:JP1nCJ1~Yh = 0.0024411!;11'1 5\P1~lb~11tlm~?\bbntl = 0 .05 b!;1I'1~€JltllVi 

d Z 

8. 	 f11tllru"lJtll{;l"lJ€J-:Jtll1 tl'V'l€J~~ln?\\P1~ G == - ()
"IJ L 

9. 	 111tl11tl'V'l€J~~Vl{;l?\€J'U~1 mfl~€J-:J Potentiostat bb691 hh~€JlJ~€J n'U bfl~€J-:Jl bfl~1~~tl11tl'V'l€J~ bb!;1~ 

Vl{;l?\€J'U Vll IV curve b~€J~tl~tlm~fl-:J€J~"lJ€J-:Jtll1tl'V'l€J~ 
~ 

10. 1bfl~1~Vl1lJ b!;1~!;1 b{hVllJ1CJ 1{;lCJm~b~lJ~1€J~ 1-:J'lJ~lJlrufl11lJb-iflJoUtlu€JWjn€Jtl 

11. 1bml~~fll1lJboUlJoUtl"lJ€J-:JG'11~~1€J~1-:J~1tJl'lJ~bbmlJ Clampfit 



รายงานผลของกรรมวิธีในการทําให้แอปตาเมอร์ทนต่อการย่อยด้วยเอนไซม์นิวคลิเอส และซีรัม Serum 
resistance ซ่ึงสําคัญตอการพัฒนา biosensor  

เน่ืองจากแอปตาเมอร์ในโครงการน้ีเป็นดีเอ็นเอสายเด่ียว ซึ่งสามารถที่จะถูกทําลาย หรือถูกตัดได้ง่าย
ด้วยเอนไซม์ดีเอ็นเอสที่ปนเป้ือนอยู่ทั่วไปในสิ่งแวดล้อม ซึง่การพัฒนาแอปตาเมอร์ให้มีคุณภาพจะต้องทําให้
แอปตาเมอร์มีความทนต่อเอนไซม์ดีเอ็นเอส ไม่ว่าจะเป็นขั้นตอนการเก็บรักษา หรือในขั้นตอนการใช้แอปตา
เมอร์ก็ตาม ในการพัฒนานี้ทีมวิจัยได้เลือกเอากราฟีนออกไซด์มาเป็นตัวคงสภาพของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ 
เน่ืองจากมีรายงานวิจัยหลายฉบับพบว่าเมื่อกราฟีนจับกับดีเอ็นเอแอปตาเมอร์แล้ว จะป้องกันไม่ให้เอ็นไซม์ดี
เอ็นเอสเข้าไปทําลายดีเอ็นเอได้ และทางทีมวิจัยได้พิสูจน์แล้วแล้ว วิธีการดังกล่าวสามารถทําให้แอปตาเมอร์
ทนต่อดีเอ็นเอส และมีคุณสมบัติเป็น Serum Resistance จริง โดยมีวิธีการเตรียมดังน้ี 

1. ละลายแอปตาเมอร์ให้มีความเข้มข้น 10 M ในนํ้าที่ผ่านการอบฆ่าเช้ือ หรือ 1xฟอสเฟต
บัพเฟอร์ซาลีน 

2. ละลายกราฟีนออกไซด์ (แบบช้ันเดียว) ให้มคีวามเข้มข้น 5 mg/mL ในนํ้าที่ผ่านการอบฆ่าเช้ือ 
3. นําสารละลายแอปตาเมอร์จากข้อ 1 ผสมรวมกับสารละลายกราฟีนออกไซด์จากข้อ 2 ใน

อัตราส่วน 1:1 (ปริมาตรรวมไม่เกิน 20 L) บ่มที่อุณหภูมหิ้องเป็นเวลา 5 นาที 
4. นําสารละลายผสมจากข้อ 3 ไปทําให้แห้งด้วยเครื่อง SpeedVac และมกีารให้ความร้อนที่

อุณหภูมิ 65 °C เป็นเวลา 15 นาที หรือจนกว่าสารละลายจะแห้งสนิท 
5. ผงแอปตาเมอร์ที่แห้งสนิทดังกล่าวจะจนต่อดีเอ็นเอส และสามารถเก็บได้ที่อุณหภูมิห้องเป็น

เวลานานเกิน 1 เดือน 
 
 
 

 




