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1.1 บทคัดย่อภาษาไทย 

การติดตามภาวะเบาหวานทําได้ โดยการวัดปริมาณนํ้าตาลในเลือด ร่วมกับการวัดปริมาณนํ้าตาลที่จับ
อยู่บนโปรตีนฮีโมโกลบิน (HbA1c) อย่างไรก็ตามการวัดปริมาณนํ้าตาลทั้งสองแบบ ต่างก็มีข้อจํากัดเช่น การ
วัดปริมาณนํ้าตาลในเลือด ขึน้อยู่กับอาหารที่รับประทานก่อนการตรวจวัด ดังน้ันต้องมีการงดอาหารอย่างน้อย 
8 ช่ัวโมง ส่วนการวัดปริมาณน้ําตาลบนโปรตีนฮีโมโกลบิน ก็ขึ้นอยู่กับการสร้าง และลักษณะของฮีโมโกลบิน
ด้วย ดังน้ันผู้ที่มีการสร้างฮีโมโกลบินที่ผิดปกติ (โรคธาลัสซีเมีย พาหะธาลัสซีเมีย และเลือดจาง) ก็จะทําให้ผล
การตรวจวัดไม่น่าเช่ือถือด้วย การตรวจวัดปริมาณนํ้าตาลบนโปรตีนอัลบูมิน หรือที่เรยีกว่าไกลเคทเตดอัลบูมิน 
จึงเป็นทางเลือกที่ใช้แก้ปัญหาดังกล่าวข้างต้น เน่ืองจากไม่ต้องอดอาหารก่อนการตรวจวัด และใช้ตรวจวัดได้ใน
กลุ่มคนปกติ และผู้ที่มีปัญหาเรื่องการสร้างโปรตีนฮีโมโกลบิน ซึ่งมีมากถงึ 40-50% ในกลุ่มประชากรไทย  

 แผนงานวิจัยการวัดปริมาณนํ้าตาลบนอัลบูมินเพ่ือติดตามภาวะเบาหวาน เป็นการพัฒนาวิธีการ
ตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินโดยการประยุกต์ใช้แอปตาเมอร์ที่จําเพาะต่อโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน ร่วมกับ
เทคโนโลยีการตรวจวัดอ่ืนๆ เช่นการตรวจวัดสัญญาณฟลอูอเรสเซนต์ และสัญญาณทางเคมีไฟฟ้า และทีมวิจัย
สามารถพัฒนาชุดตรวจ และวิธีการตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินได้สําเร็จ โดยสามารถตรวจหาปริมาณไกลเคท
เตดอัลบูมินทั้งจากตัวอย่างโปรตีนบริสุทธ์ิ และตัวอย่างชีรัม/พลาสมา ของทั้งในคนปกติ และผู้ป่วยเบาหวาน
เมื่อใช้ตัวอย่างที่เก็บใหม่ โดยวิธีการตรวจพ่ีพัฒนาขึ้นน้ีมี ความไว และความจําเพาะสูงกว่า ชุดตรวจทาง
การค้าที่ใช้เทคนิคอีไลซ่า ดังน้ันจึงมีความเป็นไปได้สูงที่จะมีการถ่ายทอดเทคโนโลยี เพ่ือนําไปผลิตเพ่ือใช้งาน
จริงตามสถานพยาบาล  



1.2 บทคัดย่อภาษาอังกฤษ 

 

Measuring of blood sugar and glycated hemoglobin (HbA1c) levels is a standard 
protocol for screening and monitoring of diabetes mellitus progression. However, blood 
sugar level is depending on food uptake before taking the measurement and HbA1c life 
cycle is somehow too tong to be monitored in severe cases. In addition, in condition 
effecting red blood cell structure or hemoglobin production (hemolytic anemia, thalassemia 
and thalassemia carrier (40-50%)), HbA1c level is not unrealizable. Therefore, measurement 
of glycated albumin, which is intermediated indicator outside red blood cell, could improve 
the way to control diabetes progression and treatment in all populations.      

 The research program “Albumin glycation for diabetes mellitus monitoring” is 
focusing on development of aptasensor platform for detection of glycated albumin. Three 
platforms have been developed, which are graphene oxide-aptamer, electrochemical and 
nanopore sensors. In summary, we successfully developed graphene oxide aptamer and 
electrochemical platform to detect albumin, glycated albumin and percentage of glycated 
albumin in clinical samples. Both sensitivity and specificity of our graphene oxide-aptamer 
platform are higher than those of the commercial available (ELISA). Therefore, our platform 
has a potential for technology transfer and commercialization.     



1.3. บทสรุปเพื่อการสื่อสารสู่สาธารณะ 

 

การติดตามภาวะเบาหวานทําได้ โดยการวัดปริมาณนํ้าตาลในเลือด ร่วมกับการวัดปริมาณนํ้าตาลที่จับ
อยู่บนโปรตีนฮีโมโกลบิน (HbA1c) อย่างไรก็ตามการวัดปริมาณนํ้าตาลทั้งสองแบบ ต่างก็มีข้อจํากัดเช่น การ
วัดปริมาณนํ้าตาลในเลือด ขึน้อยู่กับอาหารที่รับประทานก่อนการตรวจวัด ดังน้ันต้องมีการงดอาหารอย่างน้อย 
8 ช่ัวโมง ส่วนการวัดปริมาณน้ําตาลบนโปรตีนฮีโมโกลบิน ก็ขึ้นอยู่กับการสร้าง และลักษณะของฮีโมโกลบิน
ด้วย ดังน้ันผู้ที่มีการสร้างฮีโมโกลบินที่ผิดปกติ (โรคธาลัสซีเมีย พาหะธาลัสซีเมีย และเลือดจาง) ก็จะได้ผลการ
ตรวจวัดที่ไม่น่าเช่ือถือ ดังน้ันการตรวจวัดปริมาณนํ้าตาลบนโปรตีนอัลบูมิน หรือที่เรยีกว่าไกลเคทเตดอัลบูมิน 
จึงเป็นทางเลือกที่ใช้แก้ปัญหาดังกล่าวข้างต้น เน่ืองจากไม่ต้องงดอาหาร และสามารถใช้ตรวจวัดได้ทั้งในกลุ่ม
คนปกติ และผูท้ี่มีปัญหาเรื่องการสร้างโปรตีนฮีโมโกลบิน ซึ่งมีมากถึง 40-50% ในกลุ่มประชากรไทย  

 แผนงานวิจัยการวัดปริมาณนํ้าตาลบนอัลบูมินเพ่ือติดตามภาวะเบาหวาน เริ่มต้นเมื่อปี พ.ศ 2557 
จากการคัดเลือก และพัฒนาดีเอ็นเอแอปตามอร์ที่มีความจําเพาะต่อโปรตีนไกลเตทเตดอัลบูมิน และโปรตีน
อัลบูมิน จนได้ทําการย่ืนจดสิทธิบัตรในประเทศไทย และต่างประเทศ (Application no. US 20160237436 
A1) จากน้ันจึงได้ทําการต่อยอดงานวิจัยดังกล่าว โดยการสนับสนุนเงินวิจัยของ สวรส และ วช เพ่ือพัฒนาเป็น
ชุดตรวจโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 3 ประเภท น่ันคือ (1) การใช้วัสดุกราฟีนร่วมกับแอปตาเมอร์ (2) การใช้
แอปตาเมอร์ร่วมกับการตรวจวัดทางเคมีไฟฟ้า และ (3) การตรวจวัดด้วยเทคนิคนาโนพอร์ 

 สําหรับโครงการที่ 1 ซ่ึงเปน็การพฒันาการตรวจโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยวิธีการใช้วัสดุกรา
ฟีน ร่วมกับแอปตาเมอร์ในผู้ป่วยเบาหวานน้ัน ทางทีมวิจัยอาศัยหลักการยับย้ังการส่งสัญญาณฟลูออเรส
เซนต์ของอนุภาคกราฟีนออกไซด์ เมื่อจบักับแอปตาเมอร์ที่ติดสลากด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ จากการใช้
หลกัการดังกล่าวข้างต้น ทีมวิจัยสามารถวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนอัลบูมิน ไกลเคทเตดออัลบูมิน และ
เปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมินเทียบกับโปรตีนอัลบูมินรวมได้ทั้งในตัวอย่างโปรตีนบริสุทธ์ิ และตัวอย่าง
พลาสมาของคนปกติ และผู้ป่วยเบาหวาน ทีมวิจัยได้ทําการทดสอบกับตัวอย่างพลาสมาจริงจํานวน 40 
ตัวอย่าง โดยแบ่งเป็นตัวอย่างจากคนปกติและผู้ป่วยเบาหวานอย่างละ 50% และพบว่า ผู้ป่วยเบาหวานมี
ปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมิน และเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมินเทียบกับอัลบูมินรวม สูงกว่ากลุ่มคนปกติอย่าง
มีนัยสําคัญ ซึง่มีความเป็นไปได้ที่จะใช้เป็นเคร่ืองมือในการตรวจคัดกรอง และติดตามภาวะเบาหวาน เมื่อทํา
การเปรียบเทียบวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินที่พัฒนาข้ึนในโครงการน้ี กับชุดตรวจ ELISA ที่ใช้หลักการ
จับกันของแอนติบอดี และแอนติเจนที่มีขายตามท้องตลาด (USA) ก็พบว่าการตรวจด้วยวิธีที่ทีมวิจัยพัฒนาขึ้น
น้ัน ให้ค่าความไว และความจําเพาะถึง 100% ซึ่งสูงกว่าชุดตรวจที่ใช้เปรียบเทียบอย่างมีนัยสําคัญ อีกทั้งยังใช้



เวลาทดสอบที่สั้นกว่า และง่ายกว่าด้วย แสดงให้เห็นว่า ชุดตรวจที่ทีมวิจัยพัฒนาขึ้นน้ี มีประสิทธิภาพดีกว่าชุด
ตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินที่จําหน่ายตามท้องตลาด  

สําหรับโครงการที่ 2 ซ่ึงเปน็การพฒันาวิธีการตรวจไกลเคทเตดอัลบมิูนเชิงปริมาณด้วยเทคนิคทาง
เคมีไฟฟ้าน้ัน อาศัยหลักการวัดสัญญาณทางเคมีไฟฟ้า โดยการติดแอปตาเมอร์ไว้ที่ขั้วไฟฟ้า และเมื่อโปรตีน
เป้าหมายจับกับแอปตาเมอร์ จะทําให้ระดับสัญญาณทางเคมีฟ้าที่วัดได้ลดลง ตามปริมาณโปรตีนเป้าหมายที่
จับกับแอปตาเมอร์ วิธีทางเคมีไฟฟ้าที่ทีมวิจัยพัฒนาขึ้นน้ี สามารถใช้ตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมิน 
โปรตีนอัลบูมินรวม และเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมินได้ ทั้งในตัวอย่างที่เป็นโปรตีนบริสุทธ์ิ และตัวอย่าง
พลาสมาของคน จากผลการทดสอบวิธีดังกล่าวน้ีเทียบระหว่างตัวอย่างคนปกติ และผูป่้วยเบาหวาน ก็พบว่าค่า
โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินจากตัวอย่างพลาสมา ของผู้ป่วยเบาหวานมีค่า สูงกว่าคนปกติอย่างมีนัยสําคัญ อีก
ทั้งวิธีทางเคมีไฟฟ้าที่ทางทีมวิจัยพัฒนาขึ้นน้ียังมีความไวสูงมากถึง 30 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งมีโอกาสท่ีจะ
นําไปประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดปริมาณโปรตีนอัลบูมินระดับที่น้อยมากๆ เช่นในปัสสาวะได้อีกด้วย 

สําหรับโครงการที่ 3 การตรวจภาวะไกลเคชัน่ของอัลบูมินด้วยเครื่องตรวจวัดชนดินาโนพอร์น้ัน 
อาศัยหลักการ แทนที่กระแสไอออนที่ไหลผ่านนาโพอร์ ด้วยแอปตาเมอรท์ี่จับกับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
ซึ่งเป็นโปรตีนเป้าหมาย เทยีบกับการแทนที่กระแสไอออนที่ไหลผ่านนาโนพอร์ ด้วยโปรตีนอัลบูมินรวมซึ่งไม่
จับกับแอปตาเมอร์  ซึ่งหลักการดังกล่าวเป็นการตรวจวัดระดับโมเลกุลเด่ียว ดังน้ันในการตรวจวัด 1 ครั้ง ผลที่
ได้จะสามารถบอกได้ทั้ง ปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน โปรตีนอัลบูมิน และเปอร์เซ็นต์ของโปรตีนไกลเคท
เตดอัลบูมินเทียบกับโปรตีนอัลบูมินรวม เน่ืองจากเทคโนโลยีนาโนพอร์น้ี เป็นเทคโนโลยีที่ใหมม่ากสําหรับ
ประเทศไทย ทีมวิจัยยังขาดแคลนเครื่องมอื อุปกรณ์หลายๆ อย่าง จึงจําเป็นต้องสร้างขึ้นมาทีละช้ินงานและ
ประกอบกัน ทําให้โครงการล่าช้ากว่าเป้าหมาย และยังไม่ได้ต้นแบบการตรวจวัดไกลเคช่ันด้วยนาโนพอร์ที่
สามารถใช้งานได้จริง  อย่างไรก็ตามโครงการวิจัยน้ีทําให้เกิดความร่วมมือกันของกลุม่นักวิจัยรุ่นใหม่ที่สนใจ
เทคโนโลยีนาโนพอร์เหมือนกัน ในหลายสถาบันวิจัย และมหาวิทยาลัย เกิดเป็นทีมวิจัยที่มีความเช่ียวชาญใน
หลากหลายสาขา สามารถสร้างต้นแบบ และเทคโนโลยีการผลิตนาโนพอร์ขึ้นมาจนสาํเร็จ อีกทั้งยังสามารถ
คิดค้นวิธีการตรวจสอบสภาพความคงอยู่ของนาโนพอร์แบบง่ายจนสามารถได้ย่ืนจดสิทธิบัตร และมีผลงานวิจัย
ที่พร้อมจะส่งตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติอีกด้วย ถึงแม้โครงการวิจัยที่ได้รับทุนจาก สวรส กําลังจะปิดโครงการ
ไป ทางทีมวิจัยจะยังคงพัฒนาการตรวจวัดภาวะไกลเคช่ันในผู้ป่วยเบาหวานต่อไปจนกว่าจะประสบผลสําเร็จ 
และมีผูม้ารับการถ่ายทอดเทคโนโลยี นอกจากน้ีเทคโนโลยีการผลิตนาโนพอรท์ี่ทางทีมวิจัยได้คิดค้นขึ้นมานี้ ยัง
สามารถนําไปประยุกต์ในการตรวจวัดสารชีวโมเลกุลชนิดอ่ืนๆได้ด้วย หรือแม้กระทั่งอาจนําไปประยุกต์ในการ
หาลําดับนิวคลิโอไทด์ในสายของดีเอ็นเอ และอาร์เอ็นเอได้อีกด้วย 



ถึงแม้วิธีการตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินที่ทีมวิจัยพัฒนาขึ้นน้ัน จะมีประสิทธิภาพที่ดี มีความ
ไว และจําเพาะสูง และมีแนวโน้มว่าจะใช้งานได้จริง แต่ทมีวิจัยก็ค้นพบว่าความเสถียรของโปรตีนอัลบูมิน และ
ไกลเคทเตดอัลบูมินก็เป็นประเด็นที่ต้องศึกษา เน่ืองจากสภาวะ และระยะเวลาในการเก็บตัวอย่างมีผลต่อ
ปริมาณของโปรตีนทั้งสองชนิดน้ี 

สรุปแล้วแผนงานวิจัย การวัดปริมาณน้าํตาลบนอัลบมิูนเพื่อติดตามภาวะเบาหวาน น้ีสําเร็จตาม
เป้าหมายหลักที่ต้ังไว้ เน่ืองจากทีมวิจัยได้ทั้งบทความตีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติถึง 3 ผลงาน (IF 6.4 
และ 2.9) และอีก 2 บทความที่กําลังจะส่งตีพิมพ์ อีกทั้งยังได้ย่ืนจดสิทธิบัตร และอนุสิทธิบัตรถึง 4 ฉบับ ซึ่ง
ได้แนบไปกับรายงานความก้าวหน้าแต่ละโครงการแล้ว 

นอกจากน้ีทางทีมวิจัยยังได้รับการติดต่อจากบริษัทผลิตชุดตรวจทั้งจากต่างประเทศ และในประเทศ 
เพ่ือรับการถ่ายทอดเทคโนโลยี (อยู่ในขั้นตอนการเจรจา) น่ันแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพ และประโยชน์ของ
งานวิจัยในระดับนานาชาติ และประเทศไทยอีกด้วย 

ในส่วนของการประชาสัมพันธ์ งานวิจัยในแผนงานวิจยัน้ีได้รับคัดเลือกให้ไปแสดงในงานแถลงข่าว 
และงานมหกรรมวิจัยไทยปี 2016 และลงในหนังสือพิมพ์หลายฉบับ และได้ออกในรายการโทรทัศน์พลังวิทย์
คิดเพ่ือคนไทยด้วย  

ตัวอย่างงานด้านการประชาสัมพันธผ์ลงาน 

1. ร่วมแสดงผลงานในงานแถลงข่าว งานนวัตกรรมวิจัยแห่งชาติ เมื่อวันที่ 25 ก.ค. 2559 ณ ห้อง 
Lotus Suite โรงแรมเซ็นทาราแกรนด์ และบางกอกคอนเว็นชันเว็นเตอร์ เซ็นทรลัเวิลด์ กรุงเทพ 

2. ร่วมแสดงผลงาน งานนวัตกรรมวิจัยแห่งชาติ เมื่อวันที่ 17-21 ส.ค.2559 ณ โรงแรมเซน็ทาราแก
รนด์ และบางกอกคอนเว็นชันเซ็นเตอร์ เซน็ทรัลเวิลด์ กรงุเทพ 

3. ผลงานวิจัยได้ถูกกล่าวถึงในสื่อหนังสือพิมพ์ 2 ฉบับ คือ หนังสือพิมพ์เดลินิวส์ ฉบับวัน พฤหัสบดี 
ที่ 28 ก.ค. 2559 และ หนังสอืพิมพ์เดลินิวส์ ฉบับวัน อังคารที่ 9 ส.ค 2559 

4. ผลงานวิจัยถูกทําเป็นเรื่องสั้นเพ่ือเผยแพร่ผลงานในรายการพลังวิทย์ คิดเพ่ือคนไทย ทางช่อง 9 
MCOT HD วันพุธที่ 17 ส.ค.2559 

5. ได้จัดงานเผยแพร่ผลงานวิจัย และให้ความรู้เก่ียวกับโรคเบาหวานแก่บุคคลทั่วไป ในวันเบาหวาน
โลก 14 พ.ย. 2559 ณ ลานกิจกรรม อาคารนวัตกรรม อุทยานวิทยาศาสตร์ประเทศไทย โดยมี
ผู้เข้าร่วมกิจกรรมมากกว่า 220 คน    

 



1.4 การวางแผนเพื่อนําผลงานวิจัยไปใช้ประโยชน์จริง 

 

 เน่ืองจากการตรวจวัดปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินเพ่ือวิเคราะห์เบาหวานน้ี เป็นงานวิจัยที่ใหม่
และ บุคลากรทางการแพทย์บางท่านยังไม่ทราบถึงความเป็นไปได้ของวิธีการตรวจวัดน้ี ดังน้ันจึงจําเป็นจะต้อง
ให้ความรู้ และสร้างความน่าเช่ือถือของผลงานวิจัยแก่บุคลากรทางการแพทย์ก่อน โดยทางทีมวิจัยจะร่วมมือ 
กับแพทย์ผู้เช่ียวชาญเกี่ยวกับโรคเบาหวานของโรงพยาบาลที่มีการศึกษาวิจัย และมีการผลิตนักศึกษาแพทย์ 
และบุคลากรทางการแพทย์ โดยเริ่มที่คณะแพทยศาสตร ์ โรงพยาบาลรามาธิบดีก่อน โดยจะมีการหารือแนว
ทางการร่วมวิจัยอย่างเป็นทางการ (MOU) ระหว่างศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาติ และฝ่ายวิจัยคณะ
แพทยศาสตร ์ โรงพยาบาลรามาธิบดี จุดประสงค์หลักคอืเพ่ือร่วมมือในส่วนของการทดสอบภาคสนามของขุด
ตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินน้ี และเพ่ือเผยแพร่ข้อมูลวิจยัให้กับนักศึกษาแพทย์ และบุคลากรทางการแพทย์อ่ื
ลนๆ ใหรู้้จักและเข้าใจในหลกัการ เมื่อนักศึกษาเหล่าน้ีจบการศึกษา และออกไปทํางานตามสถานพยาบาลท่ัว
ประเทศไทย จะได้นําหลักการ และผลงานวิจัยดังกล่าวไปเผยแพร่ และใช้ในสถานพยาบาลนั้นๆต่อไป 

 ข้อจํากัดในการนําผลงานวิจัยเก่ียวกับชุดตรวจทางการแพทย์ไปใช้ประโยชน์จริงน้ัน คือชุดตรวจ
ดังกล่าวจะต้องผ่านการตรวจมาตรฐานจาก อ.ย. เสียก่อน แต่ อ.ย ก็ยังไม่มีระเบียบ และขั้นตอนในการขอ
มาตรฐานที่ชัดเจน ทีมวิจัยจึงจําเป็นต้องหาแนวทางในการย่ืนขอมาตรฐานต่อไป 

 ในส่วนของการถ่ายทอดเทคโนโลยีน้ัน ทีมวิจัยได้ย่ืนขอจดสิทธิบัตรทั้งในประเทศไทย และ
ต่างประเทศเรียบร้อยแล้ว อีกทั้งยังร่วมมือกับฝ่ายการตลาดของศูนย์นาโนเทคโนโลยีเพ่ือไปนําเสนอผลงาน
ให้กับบริษัทในประเทศไทยทีผ่ลิต/นําเข้าชุดตรวจทางการแพทย์หลายบริษัท เพ่ือกระตุ้นให้เกิดการถ่ายทอด
เทคโนโลยีภายในประเทศ นอกจากน้ียังร่วมมือกับฝ่ายจัดการถ่ายทอดเทคโนโลยีของ สวทช เพ่ือติดต่อกับ
บริษัทผลิตชุดตรวจทางการแพทย์ทั่วโลกไม่ว่าจะเป็น จากประเทศสหรัฐอเมริกาและยุโรปเพ่ือเสนอการ
ถ่ายทอดเทคโนโลยีให้กับบริษัทดังกล่าว ซึง่ทั้งหมดยังอยู่ในขั้นตอนการเจรจาต่อรอง 



รายงานความก้าวหน้าฉบับสมบูรณ ์(15 ธ.ค 58-31 ธ.ค 59) 

โครงการย่อยที่ 1: การพัฒนาการตรวจโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินด้วยวิธีการใช้วัสดกุราฟีนร่วมกับแอปตาเมอร์ใน
ผู้ป่วยเบาหวาน (Development of graphene based aptasensor for glycated albumin detection in 
Diabetes Mellitus)  

ผู้รว่มงานวิจัย:  1. ดร. เดือนเพ็ญ จาปรุง 

2. ดร. ขุนเสก เสกขุนทด   

   3. ดร. ภัทราพร ลักษณส์ิริกุล 

   4. ดร. ประภาศิริ พงษ์ประยูร 

   5. น.ส ชยาชล อภิวาท 

   6. น.ส.วิรียา เชาจิรพันธุ์     

ความก้าวหนา้ในการดําเนนิงาน 

1. การทดสอบวธิีการตรวจไกลเคทเตดอัลบมิูนด้วยวธิีการใชว้ัสดุกราฟนีร่วมกับแอปตาเมอร์ กบัตัวอย่างจริง 
ในปีแรกทางทมีวิจัยได้พัฒนาวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินโดยการใช้วัสดกุราฟีนร่วมกับแอปตาเมอร์ที่

จับจําเพาะกับไกลเคทเตดอัลบูมิน โดยหลักการได้แสดงไว้ใน รปูที ่1 และพิสจูน์ได้ว่าวิธีการดังกล่าวสามารถตรวจ
ไกลเคทเตดอัลบูมินได้จริงในระดับหอ้งปฎิบัติการ และได้ทดสอบกับตัวอย่างจริงบางส่วนได้ผลการทดสอบเบ้ืองต้น
เป็นที่น่าพอใจนั้น  

 
 

รูปท่ี 1: หลักการตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินด้วย
วิธีการใช้ กราฟีนออกไซด์ร่วมกับแอปตาเมอร์ โดยเริ่มต้น
ด้วยการบ่มแอปตาเมอร์ที่ตดิสลากด้วยฟลูออเรสเซนต์ 
กับกราฟีนออกไซด์เพื่อยับยั้งการส่งสัญญาณฟลูออเรส
เซนต์ เมื่อมีโปรตนีเป้าหมายในระบบ โปรตีนจะไปแย่งจับ
กับแอปตาเมอร์ และมีการส่งสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ 

 
 

 

 



หลังจากน้ันทางคณะวิจัยได้ปรับสภาวะการทดสอบให้เหมาะสมมากข้ึนโดยการปรับสดัส่วนของสารละลาย 
กราฟีนออกไซด์ และแอปตาเมอร์ที่ใช ้ โดยให้สารละลายกราฟีนออกไซดม์ีความเข้มข้นที่ลดลงจากเดิมเป็น 2 
mg/mL แล้วทําการทดสอบกับตัวอย่างซีรัมจริง 2 ชดุ โดยชดุท่ี 1 (10 ตัวอย่าง) เป็นตัวอย่างซีรมัของคนปกตทิี่ไม่
เป็นเบาหวาน และมีระดับ HbA1c ต่ํากว่า 4% ส่วนชดุที ่2 (10 ตัวอย่าง) เป็นตัวอย่างซีรัมของผู้ป่วยเบาหวานท่ีมี
ระดับ HbA1c สูงกว่า 8% โดยทําการทดสอบเพ่ือวิเคราะห์ผล 2 แบบ คือ  

1. ค่าความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน ซึ่งคํานวณได้จากการเทียบกับกราฟมาตรฐานโดยตรง 
2. ค่าเปอร์เซ็นต์ของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน เทียบกับโปรตีนอัลบูมินทั้งหมด โดยคํานวณได้จากสตูร

ด้านล่าง 

เปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมนิ =
ความเข้มขน้ของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบมิูน
ความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมินท้ังหมด

 x 100 

 
*โดยค่าความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมินท้ังหมด หาได้จากวิธี Enzymatic assay  
 
หลังจากการทดสอบและวิเคราะห์ตัวอย่างทั้งหมดแล้วพบว่า ตัวอย่างทั้งสองชดุมีค่าความเข้มข้นของ

โปรตีนอลับูมินทั้งหมดใกล้เคียงกันคืออยู่ระหว่าง 37-49 mg/mL ซึ่งอยู่ในช่วงปกต ิ สําหรับค่าความเข้มข้นของ
โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน และค่าเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอลับูมินในผู้ป่วยเบาหวาน มีระดับที่สูงกว่าคนปกติ อย่าง
มีนัยสําคัญ โดยคนปกติมีค่าความเข้มข้นของไกลเคทเตดอัลบูมิน 6.31±2.39 mg/mL และค่าเปอร์เซ็นต์ไกลเคท
เตดอลับูมิน 14.93±6.26 % สําหรับผู้ป่วยเบาหวานมีค่าความเข้มข้นของไกลเคทเตดอัลบูมนิ 26.28±3.39 
mg/mL และค่าเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน 64.01±6.87 % กราฟแสดงความแตกต่างของกลุม่ตัวอย่างท้ังสอง
และรายละเอียดแสดงใน รูปที่ 2  

 
 

 



 
 

รูปท่ี 2: กราฟแสดงความแตกต่างของความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน (a)  และเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน (b) ใน
ตัวอย่างซีรัมของคนปกติ และคนไข้เบาหวาน  
 

ผลการทดสอบในตัวอย่างจริงทั้งสองกลุ่ม ทําให้สรุปได้ว่าการวิเคราะห์โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยวิธี
กราฟีนร่วมกับแอปตาเมอร ์ สามารถแยกความแตกต่างระหว่างคนไข้ทั้งสองกลุ่มได ้ และมีความเป็นไปได้ท่ีจะใช้
เป็นเครื่องมอืในการตรวจวิเคราะห์เบาหวาน รายละเอยีดของผลการวิจัยข้างต้นได้รบัการตีพิมพ์ในวารสารระดับ
นานาชาติที่ม ี Impact factor 6.4 นอกจากนี้ คณะวิจัยยังได้ใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ในการศึกษาการจับกันของ
โมเลกุลนํ้าตาล กับโปรตีนอัลบูมิน เพ่ือเข้าใจกลไกการเกิดโมเลกุลของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน และผล
การศึกษาดังกล่าวก็ได้รับการตีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติทีม่ี Impact factor 2.9 ดังแสดงในรายละเอียด
ด้านล่าง และผลงานวิจัยฉบับเต็มอยู่ใน เอกสารแนบหมายเลข 1 และ เอกสารหมายเลข 2 ตามลําดบั 

 
เอกสารแนบหมายเลข 1 : Graphene based aptasensor for glycated albumin in diabetes 

mellitus diagnosis and monitoring. Biosens Bioelectron. 2016 Aug 15;82:140-5. 2016 Apr 7. 
Apiwat C, Luksirikul P, Kankla P, Pongprayoon P, Treerattrakoon K, Paiboonsukwong K, Fucharoen 
S, Dharakul T, Japrung D. (IF 6.4) 

เอกสารแนบหมายเลข 2: Understanding the effects of two bound glucose in Sudlow site I on 
structure and function of human serum albumin: Theoretical studies.1. J Biomol Struct Dyn. 
2016 Mar 4:1-23. Awang T, Wiriyatanakorn N, Saparpakorn P, Japrung D, Pongprayoon P. (IF 2.9) 

 
 
 
 



3. การศกึษาการจับกนัของแอปตาเมอร์กับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

เน่ืองจากแอปตาเมอร์ท่ีจับกับโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน ทีใ่ชใ้นการศึกษานี้มีความยาวถึง 49 นิวคลิโอ 
ไทด์ ซึ่งเมือ่วิเคราะห์จากโครงสร้างสองมิต ิ(Secondary structure) ที่คํานวณด้วยโปรแกรม MFold และจากการ
ทดลองตัดปลาย 5’ และ 3’ ออกไปเพ่ือหาส่วนที่น่าจะจับกับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน ก็พบว่าแอปตาเมอร์ท่ีสั้น
ที่สุดที่ยังคงสามารถจับโปรตนีไกลเคทเตดอลับูมินไดม้ีขนาด 21 นิวคลิโอไทด ์ (5del11and3del15) ดังแสดงใน
รูปด้านล่าง 

 

รูปที ่3: โครงสร้างสองมิตขิองแอปตาเมอร์ท่ีจําเพาะตอ่โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน ที่ใช้ในโครงการนี ้

 

เพ่ือให้เข้าใจกลไกการจับกันของแอปตาเมอร์ กับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน คณะวิจัยได้ใช้แบบจําลอง
คอมพิวเตอร ์ เพ่ือค้นหาบริเวณ และชนิดของพันธะท่ีโมเลกุลทั้งสองชนิดจับกันโดยผลจากการสร้างแบบจําลอง
คอมพิวเตอร ์ พบว่าแอปตาเมอร์ 5del11and3del15 จับกับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินที่โดเมน 3 บี (IIIB) ดัง
แสดงใน รปูท่ี 4 โดยการจับกันของแอปตาเมอร์ทําให้เกดิการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิ
นทั้งบริเวณโดเมน 2 บี (IIB) และ 1 บี (IB) ซึ่งเป็นบริเวณที่จับกับกรดไขมัน 

 
 



 
 
รูปที ่4: รูปภาพแสดงบริเวณที่แอปตาเมอร ์5del11and3del15 กับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
  

 เมื่อพิจารณาตาํแหน่งบนโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน จากผลการทดลองโดยใชโ้ปรแกรมคอมพิวเตอร์ทั้ง
สองชดุพบว่า ตําแหน่งที่จับกบัแอปตาเมอรค์ือ กรดอะมิโนตําแหน่งที่ Q580, K754 K541 S579 K573 (sim1) 
และ K557 D562 K545 K560 K529 K402 (sim2) โดย 64% ของกรดอะมโินทั้งหมด ซึ่งประกอบด้วย K545 
K557 K574 K541 K573 เป็นตําแหน่งที่มกีารเติมหมู่นํ้าตาลบนโมเลกลุของโปรตีนอลับูมิน ซึ่งแสดงให้เห็นว่าแอป
ตาเมอร์ที่นํามาใช้ในการทดสอบน้ีมีความจําเพาะตอ่โปรตนีไกลเคทเตดอัลบูมิน มากกวา่โปรตนีอลับูมนิโดยทั่วไป 
 ผลการศึกษาดงักล่าวได้รับการตีพิมพ์ในวารสารระดับนานาชาติท่ีมี Impact factor 2.9 ดังแสดงใน
เอกสารแนบหมายเลย 3 
 
เอกสารแนบหมายเลย 3: Exploring the interactions of a DNA aptamer with human serum albumins: 
simulation studies. J Biomol Struct Dyn. 2016 Sep 6:1-9. Panman W, Japrung D, Pongprayoon P. 
(IF 2.9) 

 

 



4. การหาปริมาณเปอรเ์ซน็ต์ไกลเคทเตดอัลบูมินในตวัอย่างพลาสม่าของคนโดยการใช้แอปตาเมอรต่์อ
ซีรัมอัลบูมิน และไกลเคทเตดอัลบูมิน 

นอกจากการเทียบหาเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน กับโปรตีนอัลบูมินรวมด้วยวิธีการใข้เอนไซม์
แบบตั้งเดมิแลว้ ทางคณะวิจัยยังได้พัฒนาวิธีการตรวจวัดเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน เพ่ิมเติมโดยการ
เทียบกับโปรตนีอัลบูมินรวมที่หาได้จากการใชแ้อปตาเมอร์ท่ีจําเพาะตอ่โปรตีนอัลบูมินรวม ร่วมกับการใช้
อนุภาค กราฟนีออกไซด์ โดยชุดนํ้ายาที่พัฒนาข้ึนมีรายละเอียดดังต่อไปน้ี    

 
4.1 ชุดน้ํายาตรวจวัดเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน ประกอบด้วย 

I. สารละลายแอปตาเมอร์ ชนิดที่ 1 : เป็นดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ท่ีจําเพาะต่อโปรตีนไกลเคท
เตดอัลบูมินของคน ท่ีมีความยาว 47 เบส และมีลําดับดีเอ็นเอดังน้ีคือ  
5’ TGC GGT TCG TGC GGT TGT AGT ACT CGT GGC CGA TAG AGG TAG TTT CG 3’  
โดยดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ดังกล่าวน้ีมีการติดสลากด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด Cy5 และละลาย
อยู่ในนํ้าบริสุทธ์ิด้วยความเข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์ 

II. สารละลายแอปตาเมอร์ ชนิดที่ 2: เป็นดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จําเพาะต่อโปรตีนอัลบูมินรวมของ
คน ที่มีความยาว 87 เบส และมีลําดับดีเอ็นเอดังน้ีคือ  
5’ ATA CCG GCT TAT TCA ATT CCC CCG GCT TTG GTT TAG AGG TAG TTG CTC ATT 
ACT TGT ACG CTC CGG ATG AGA TAG TAA GTG CAA TCT 3’  
โดยดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ดังกล่าวน้ีมีการติดสลากด้วยสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด Cy5 และละลาย
อยู่ในนํ้าบริสุทธ์ิด้วยความเข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์ 

III. สารละลายโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินของคนชนิดมาตรฐาน: เป็นโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
ของคนที่ผลิตข้ึนจากขบวนการไกลเคชั่น ซึ่งจะมีการเติมหมู่กลูโคสจํานวน 1-5 โมเลกุลต่อ 1 ต่อ
หน่ึงโมเลกุลของโปรตีน โปรตีนดังกล่าวละลายอยู่ในนํ้าสะอาดด้วยความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อ
มิลลิลิตร และมีความบริสุทธ์ิอยู่ระหว่าง 90-100 เปอร์เซ็นต์ 

IV. สารละลายโปรตีนอัลบูมินรวมของคนชนิดมาตรฐาน:  
เป็นโปรตีนอัลบูมินรวมของคนแบบรีคอมบิแนนท์ที่แสดงออกในข้าวเพื่อป้องกันการเกิดไกลเคชั่น 
โดยโปรตีนดังกล่าวละลายอยู่ในนํ้าสะอาดด้วยความเข้มข้น 5 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร โดยโปรตีนมี
ความบริสุทธิ์มากกว่า 96%  

V. สารละลายกราฟีนออกไซด์: เป็นกราฟีนออกไซด์ชนิดชั้นเดียวที่ละลายอยู่ในนํ้าสะอาดด้วย
ความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
 
 
 



4.2 กรรมวธิีการหาปริมาณโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
สิ่งส่งตรวจในกรรมวิธีน้ี สามารถใช ้พลาสมา ปัสสาวะ นํ้าลาย นํ้าตา และสารคัดหลั่งอื่นๆ โดยใน
รายละเอียดของกรรมวิธีท่ีอธิบายตามด้านล่างน้ีจะใช้พลาสมาเป็นตัวอย่างของสิ่งส่งตรวจ 

I. การสร้างกราฟมาตรฐานของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน: ในการหาปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินใน
ตัวอย่างพลาสมาของคน ด้วยกรรมวิธีการตรวจวัดเปอร์เซ็นต์โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน เทียบกับ
โปรตีนอัลบูมินรวม จําเป็นต้องทําการเปรียบเทียบค่ากับปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินมาตรฐาน โดยค่า
ปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินมาตรฐานจะถูกนํามาสร้างเป็นกราฟเส้นตรงมาตรฐาน ซึ่งมีข้ันตอนดังน้ี 

ข้ันตอนที่ 1: เตรียมสารละลายกราฟีนออกไซด์ในนํ้าบริสุทธ์ิให้มีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ข้ันตอนที่ 2: เตรียมสารละลายแอปตาเมอร์ 1 ที่ติดสารฟลูออเรสเซนต์ Cy5 ให้มีความเข้มข้น 2  

ไมโครโมลาร์ 
ข้ันตอนที่ 3: เตรียมสารละลายแอปตาเมอร์ 1-กราฟีนออกไซด์ โดยการผสมสารละลายกราฟีนในขั้นตอน

ที่ 1 ปริมาตร 140 ไมโครลิตร กับสารละลายแอปตาเมอร์ 1 ในขั้นตอนที่ 2 ปริมาตร 140 
ไมโครลิตร แล้วผสมให้เข้ากัน และบ่มที่อุณหภูมิห้อง ในท่ีมืดเป็นเวลา 5 นาที 

ข้ันตอนท่ี 4: เตรียมสารละลายไกลเคทเตดอัลบูมินมาตรฐานในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีนให้มีความเข้มข้น 
ดังต่อไปนี้ 0.05, 0.10, 0.15, 0.20, 0.25 และ 0.30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

ข้ันตอนที่ 5: ผสมสารละลายที่ได้จากขั้นตอนที่ 3 ปริมาตร 20 ไมโครลิตร กับสารละลาย 
ไกลเคทเตดอัลบูมินมาตรฐานจากขั้นตอนที่ 4 ปริมาตร 180 ไมโครลิตร ในเพลทแบบ 96 
หลุมสีดํา ผสมให้เข้ากันโดยใช้ปิเปตดูดข้ึนลง 10 คร้ัง จากน้ันบ่มท่ีอุณหภูมิห้อง  
ในที่มืด เป็นเวลา 30 นาที 

ข้ันตอนที่ 6: นําสารผสมจากขั้นตอนที่ 5 ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ความยาวคลื่น 630/670 นาโน
เมตร นําผลการทดสอบไปวิเคราะห์และเขียนกราฟดังแสดงใน รูปที่ 5 

 

 

 

 

 



 
รูปท่ี 5: กราฟเส้นตรงมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ และความเข้มข้นของ
ไกลเคทเตดอัลบูมินท่ีความเข้มข้น 0.05-0.30 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีนจากการ
วิเคราะห์ด้วยวิธีแอปตาเมอร์-กราฟีนออกไซด์ที่พัฒนาขึ้น 

 

หลังจากนําผลการทดสอบไปวิเคราะห์และเขียนกราฟเส้นตรงพร้อมทั้งคํานวณหาค่าสัมประสิทธิ์การ
ตัดสินใจ หรือ R square ซึ่งจากกราฟเส้นตรง และค่าสัมประสิทธิ์การตัดสินใจท่ีได้อยู่ที่ 0.966 (ดังแสดงใน 
รูปที่ 6) ซึ่งถือว่าดีมาก และอธิบายได้ว่าตัวแปรทั้งสองคือความเข้มข้นโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินและสัญญาณ
ฟลูออเรสเซนต์มีความสัมพันธ์กันถึง 96% โดยตัวแปรทั้งสองจะเปลี่ยนแปลงในทิศทางเดียวกัน จึงสามารถสรุปได้
ว่ากราฟเส้นตรงมาตรฐานของไกลเคทเตดอัลบูมินที่ได้มีความน่าเชื่อถือในการตัดสินใจอยู่ที่ 96% 



II. การหาปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินในตัวอย่างพลาสมา 
ข้ันตอนที่ 1: ละลายตัวอย่างพลาสมา ที่แช่แข็งให้มีอุณหภูมิเท่ากับอุณหภูมิห้อง 
ข้ันตอนที่ 2: เจือจางพลาสมาด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีน อัตราส่วน 1 ต่อ 1000 ด้วยการดูดพลาสมา 1.5 

ไมโครลิตร ผสมกับฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีนให้ได้ปริมาตรรวมเท่ากับ 1500 ไมโครลิตร (เก็บไว้
ใช้หาปริมาณอัลบูมินรวมในข้อต่อไป) 

ข้ันตอนที่ 3: เตรียมสารละลายแอปตาเมอร์ 1 ที่มีสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด Cy5 ติดอยู่ที่ปลาย 5’ ในนํ้า
บริสุทธิ์ให้มีความเข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์ 

ข้ันตอนที่ 4: ละลายกราฟีนออกไซด์ในนํ้าบริสุทธ์ิให้มีความเข้มข้นที่ 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ข้ันตอนท่ี 5: ผสมสารละลายกราฟีนออกไซด์ที่ได้จากขั้นตอนที่ 4 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ให้เข้ากับ

สารละลายแอปตาเมอร์ 1 ความเข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตรจาก ขั้นตอนที่ 
3 บ่มสารผสมในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 

ข้ันตอนที่ 6: นําสารละลายผสมจาก ข้ันตอนที่ 5 เติมใส่เพลทแบบ 96 หลุมสีดํา หลุมละ 20 ไมโครลิตร 
ขั้นตอนที่ 7: นําพลาสมาที่เจือจางจาก ขั้นตอนที่ 2 ปริมาตร 180 ไมโครลิตร เติมลงในเพลทที่มีสารละลาย

ผสมจาก ขั้นตอนที่ 6 ทั้งหมด (20 ไมโครลิตร) และผสมให้เข้ากันเบาๆ โดยการใช้ปิเปตดูด
ข้ึนลง 10 คร้ัง แล้วบ่มที่อุณหภูมิห้อง และมืดเป็นเวลา 30 นาที 

ขั้นตอนที่ 8: นําสารละลายผสมที่ได้จาก ขั้นตอนที่ 7 ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ช่วงความยาวคลื่น 
630/670 นาโนเมตร (Excitation wavelength/Emission wavelength) และนําค่า
สัญญาณฟลูออเรสเซนต์มาคํานวณหาปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมิน 

ข้ันตอนที่ 9: นําค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ได้จาก ขั้นตอนท่ี 8 มาเทียบกับกราฟเส้นตรงมาตรฐานไกล
เคทเตดอัลบูมิน คํานวณปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินที่มีอยู่ในตัวอย่างพลาสมา ด้วยการแทน
ค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ (y) จาก ขั้นตอนที่ 8 ในสูตร 

  y = 12.18x + 22.10 (สมการกราฟมาตรฐานในการหาปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมิน) 

III. การหาปริมาณอัลบูมินรวมในตัวอย่างพลาสมา 
ข้ันตอนที่ 1: ใช้ตัวอย่างพลาสมาที่เจือจางแล้วจากข้อ II 
ข้ันตอนที่ 2: เตรียมสารละลายแอปตาเมอร์ 2 ที่มีสารฟลูออเรสเซนต์ชนิด Cy5 ติดอยู่ที่ปลาย 5’ ในนํ้า

บริสุทธิ์ให้มีความเข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์ 
ข้ันตอนที่ 3: ใช้กราฟีนออกไซด์ในนํ้าบริสุทธิ์ที่มีความเข้มข้น 2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
ข้ันตอนที่ 4: ผสมสารละลายกราฟีนออกไซด์ที่ได้จากขั้นตอนที่ 3 ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ให้เข้ากับ

สารละลายแอปตาเมอร์ 2 ความเข้มข้น 2 ไมโครโมลาร์ ปริมาตร 10 ไมโครลิตรจาก 
ขั้นตอนที่ 2 บ่มสารผสมในที่มืดที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 5 นาที 

 
 
 
 
 



ขั้นตอนที่ 5: นําสารละลายผสมจาก ขั้นตอนที่ 4 เติมใสเ่พลทแบบ 96 หลุมสีดํา หลมุละ 20 ไมโครลิตร 
ขั้นตอนที่ 6: นําพลาสมาที่เจือจางจาก ขัน้ตอนที ่1 ปริมาตร 180 ไมโครลิตร เติมลงในเพลทท่ีมี

สารละลายผสมจาก ขัน้ตอนท่ี 5 ทั้งหมด (20 ไมโครลิตร) และผสมให้เข้ากันเบาๆ โดยการ
ใช้ปิเปตดูดข้ึนลง 10 คร้ัง แลว้บ่มที่อุณหภูมหิ้อง และมืดเป็นเวลา 30 นาที 

ขั้นตอนที่ 7: นําสารละลายผสมที่ได้จาก ขั้นตอนท่ี 6 ไปวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ทีช่่วงความยาวคลื่น 
630/670 นาโนเมตร (Excitation wavelength/Emission wavelength) และนําคา่
สัญญาณฟลอูอเรสเซนตม์าคํานวณหาปริมาณอัลบูมินรวม 

ขั้นตอนที่ 8: นําค่าสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ที่ได้จาก ขัน้ตอนที่ 7 มาเทียบกับกราฟเส้นตรงมาตรฐาน 
อัลบูมินรวม (รปูที่ 6) คํานวณปริมาณอลับูมินรวมท่ีมอียู่ในตัวอย่างพลาสมา ด้วยการแทน
ค่าสัญญาณฟลอูอเรสเซนต ์(y) จาก ขั้นตอนที่ 7 ในสตูร 

   y = 8.798x + 30.01 (สมการกราฟมาตรฐานในการหาปริมาณอลับูมินรวม) 
 

 
 
รูปที ่6:  กราฟเส้นตรงมาตรฐานแสดงความสัมพันธ์ระหว่างสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ และความเข้มข้นของอลับูมิ
นท่ีความเข้มข้น 0.05-0.25 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลติร ในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ซาลีนจากการวิเคราะห์ด้วยวิธีแอปตาเมอร-์
กราฟีนออกไซด์ที่พัฒนาขึ้น 
 
 
 
 
 
 



IV. การคาํนวณเปอร์เซน็ต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน 
การคํานวณหาเปอร์เซ็นไกลเคทเตดอัลบูมิน (%GA) สามารถทําได้ด้วยการเทียบปริมาณไกลเคทเตดอัลบู
มินกับปริมาณอัลบูมินรวม โดยมีข้ันตอนดังต่อไปนี้ 

ขั้นตอนที่ 1: คํานวณหาค่าเปอร์เซ็นไกลเคทเตดอัลบูมิน (%GA)  โดยใช้สูตร 

เปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน (GA%) = (ปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมิน / ปริมาณอัลบูมินรวม) x 100 

ขั้นตอนที่ 2: นําค่าปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินและค่าปริมาณอัลบูมินรวมที่หาได้จากข้อ 1 และข้อ 2  
มาแทนค่าสูตรในขั้นตอนที่ 1  

จากการทดสอบกับตัวอย่างจริงจํานวน 20 ตัวอย่าง แบ่งเป็นคนปกติ 10 ตัวอย่าง (ตัวอย่างที่ 1-10)  และ
คนไข้เบาหวาน 10 ตัวอย่าง (ตัวอย่างที่ 11-20) แล้วนําผลการทดสอบไปเขียนกราฟดังแสดงในรูปที่ 7 จากการ
วิเคราะห์ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่าเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน (ต่ออัลบูมินรวม) ในตัวอย่างพลาสมาของ
คนปกติ เฉลี่ยอยู่ท่ี 14.4±4.88 เมื่อนําค่าเฉล่ียดังกล่าวเพ่ิมขึ้น 3 เท่าของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน (Standard 
deviation หรือ SD) จะได้ค่าแบ่ง (cut off) อยู่ที่ 29.0 และเมื่อใช้ค่าแบ่งที่ 29.0 น้ีพบว่าสามารถแบ่งแยก
ตัวอย่างของคนปกติจากผู้ป่วยเบาหวานได้อย่างมีนัยสําคัญ แสดงให้เห็นว่าการรายงานผลเป็นเปอร์เซ็นต์ไกลเคท
เตดอัลบูมิน (ต่ออัลบูมินรวม) ในวิธีแอปตาเมอร์-กราฟีน มีประสิทธิภาพเพียงพอที่จะนําไปใช้และมีความน่าเชื่อถือ
เนื่องจากมีการเทียบค่ากับกราฟมาตรฐานดังที่ได้กล่าวในข้ันตอนข้างต้น 

 

 

รูปที ่7: ผลการทดสอบการตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยวิธีแอปตาเมอร-์กราฟีนออกไซด์ โดยแสดงค่า
เป็นเปอร์เซ็นตไ์กลเคทเตดอัลบูมิน (ตอ่อลับูมินทั้งหมด) ในพลาสมาของคนปกติ (ตัวอย่างพลาสมา 1-10) และ
ผู้ป่วยเบาหวาน (ตัวอย่างพลาสมา 11-20) 

 

 



4.3 การเปรียบเทียบประสทิธิภาพของชดุตรวจ กับชุดตรวจทางการค้า 
ในการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของชุดตรวจท่ีพัฒนาขึ้นกับชุดตรวจทางการค้า ซึ่งเป็นชุดตรวจ

สําหรับหาปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมิน โดยใช้ เทคนิค อิไลซ่า (Enzyme-Linked Immunosorbent assay; 
ELISA) โดยได้ใช้ตัวอย่างพลาสมาทั้งหมด 20 ตัวอย่างที่ทราบค่า HbA1c มาทดสอบ โดยแบ่งเป็นคนปกติ 10 
ตัวอย่างและคนไข้เบาหวาน 10 ตัวอย่าง นําผลการทดสอบไปวิเคราะห์ด้วย 2x2 Contingency Table ดังแสดง
ในตารางท่ี 1 และ 2 

จากการวิเคราะห์ผลการทดสอบที่แสดงในตารางท่ี 1 และ 2 แสดงให้เห็นว่าวิธีแอปตาเมอร์-กราฟีน
ออกไซด์มีความไวและความจําเพาะเท่ากับ 100% ซึ่งดีกว่าเมื่อเทียบกับชุดตรวจทางการค้าที่ใช้แอนติบอดีที่มีค่า
ความไวและความจําเพาะอยู่ที่ 50% และ 60% ตามลําดับเมื่อทดสอบกับตัวอย่างพลาสมาจริงจํานวน 20 
ตัวอย่างที่ทราบค่า HbA1c ตารางแสดงการเปรียบเทียบระหว่างชุดตรวจทางการค้า และชุดตรวจจากการ
ประดิษฐ์น้ีแสดงในตาราง 3 

ตารางที่ 1 แสดงผลการทดสอบตัวอย่างพลาสมาด้วยวิธีแอปตาเมอร์-กราฟีนออกไซด์ เทียบกับวิธีมาตรฐาน 
(ตรวจวเิคราะห์ HbA1c) ในการตรวจวิเคราะห์ผู้ป่วยเบาหวาน 

แอปตาเมอร-์กราฟีน        HbA1C 
        ออกไซด ์    ผลบวก (>6.5)  ผลลบ  ท้ังหมด 

       N       N      N 
ผลบวก (>29)        10       0      10 
ผลลบ         0       10      10 
ทั้งหมด               10       10      20 

ความไว : 100.0% ความจําเพาะ : 100.0% 
p < 0.0001 



ตารางที่ 2 แสดงผลการทดสอบตัวอย่างพลาสมาด้วยวิธี ELISA (ชุดตรวจท่ีมีจําหน่ายทางการค้าที่ใช้แอนติบอดี) 
เทียบกับวิธีมาตรฐาน (ตรวจวิเคราะห์ HbA1c) ในการตรวจวิเคราะห์ผู้ป่วยเบาหวาน 

ชุดตรวจทางการค้า        HbA1C 
ที่ใชแ้อนติบอด ี     ผลบวก (>6.5)  ผลลบ  ท้ังหมด 

      N     N      N 
 

ผลบวก (>3.8)        5     4      9 
ผลลบ         5     6      11 
ทั้งหมด        10       10      20 

ความไว : 50.0%       ความจําเพาะ : 60.0% 
p = 1.0000 

ตารางที่ 3 แสดงผลการเปรียบเทียบประสิทธิภาพชุดตรวจทางการค้ากับชุดตรวจในการประดิษฐ์น้ี 

คุณสมบัติ     ชุดตรวจทางการค้า  ชุดตรวจที่ใชแ้อปตาเมอร ์
          ที่ใชแ้อนติบอดี      ตามการประดิษฐ์นี ้
 ความไว      50%    100% 
 

ความจําเพาะ     60%    100% 
เวลา    3 ชั่วโมง   30 นาที 

 

รายละเอียดการตรวจวัดดังกล่าวได้ย่ืนจดสิทธิบัตรแล้ว ดงั เอกสารแนบหมายเลข 4 

5. การสร้างต้นแบบเครื่องตรวจโปรตีนไกลเคทเตดอัลบมิูนเพื่อวเิคราะห์เบาหวาน 
เน่ืองจากคณะวิจัยมีความจําเป็นท่ีจะตอ้งใชเ้ครื่องฟลอูอโรมิเตอร์ในการวดัปริมาณสญัญาณฟลูออเรส

เซ็นต์ ในการวิเคราะห์หาความเข้มข้นของไกลเคทเตดอลับูมิน และเครื่องมอืทีใ่ชใ้นขั้นตอนการทดสอบใน
หัวข้อท่ี 1 น้ันเป็นเครื่องมอืขนาดใหญ่ที่สามารถวัดได้ทีละมากทีสุ่ดคือ 96 ตัวอย่าง ซึ่งจําเป็นต้องใชเ้พลทสดีํา
และเครือ่งมือขนาดใหญ่ทีม่รีาคาแพง ซึ่งไม่เหมาะสม และคุ้มค่าสําหรับการตรวจวัดตัวอย่างที่มีจํานวนน้อย 
คณะวิจัยจึงไดส้ร้างต้นแบบเครื่องฟลอูอโรมิเตอร์ขนาดเล็กและราคาถูกเพื่อใช้ในการตรวจวัดตัวอย่างจํานวน
ไม่มาก และใชพ้ื้นที่น้อยลงเหมาะสําหรับโรงพยาบาลขนาดเล็ก หรอืผู้ป่วยใช้ทดสอบเองท่ีบ้าน โดยเร่ิมต้นจาก
การทดสอบกรรมวิธีในหัวข้อที่ 1 กับเคร่ือง Portable fluorometer ทีม่ีขายทั่วไป ดังแสดงใน รูปท่ี 8 



 

 
รูปที ่8: แสดงเครื่อง portable fluorometer ที่ใชส้ําหรับหาสภาวะที่เหมาะสม เพ่ือเป็นต้นแบบสภาวะของ
เครื่องต้นแบบที่คณะวิจัยกําลังสร้างข้ึน 
 

สําหรับต้นแบบที่คณะวิจัยออกแบบขึ้นมาประกอบไปด้วย 5 ส่วน ดังแสดงใน รูปท่ี 9 และ รายละเอียด
ด้านล่าง 

1. ส่วนประมวลผลกลาง ซึ่งได้เลือกใช้เทคโนโลยี IoT (Internet Of Thing) ด้วยบอรด์ Raspberry Pi 3 
Model B แล้วเขียนโปรแกรมควบคุมด้วยเทคโนโลยี Java Programming ซึ่งในส่วนของการประมวลผล
ภาพและแสงทีเ่รืองออกมาด้วย Open Source Library ของ Intel OpenCV  

2. ส่วนการแสดงผล ใชจ้อแสดงผลระบบ Touch Screen Display เชือ่มตอ่กับบอร์ด Raspberry Pi 2.0 
เพ่ือไว้ให้ผูใ้ช้ได้ Interact กับตัวเครื่องและตัวโปรแกรม 

3. ส่วนกล้อง ใช้กล้องของ WaveForm รุ่น Raspberry Pi Camera (B) Rev 2.0 ซึ่งสามารถปรับโฟกัสค่า
ต่างๆ ได้  ในตวักล้องน้ี จําเป็นตอ้งตดิ Filter เพ่ือใช้กรองสัญญาภาพในช่วงการเรืองแสง Center of 
Wavelength (CWL) = 670 nm และ Full Width at Half Maximum (FWHM) 5 ±2 nm 

4.   ส่วนการกระตุน้สารเรืองแสง ใช้หลอด LED ท่ีความยาวคลื่น 635-650 nm  ซึ่งจะไดแ้สงสีแดงระเรือ่ 

5.  ส่วนที่เก็บสารตัวอย่าง จะต้องเป็นส่วนที่ได้รับการกระตุ้นของแสงจากหลอด LED และต้องเป็นส่วนที่
กล้องสามารถจะเก็บภาพสัญญาเพ่ือใช้ในการประมวลผลตอ่ไปได ้

 

 



 

 
  

 

 
 

(ก)                                                                     
(ข) 

รูปที ่9 : แสดงร่างต้นแบบเครื่องฟลอูอโรมิเตอร์สําหรับการตรวจไกลเคทเตดอัลบูมิน (ก) แผนผังการจัดวาง
ส่วนประกอบตา่งๆ ของเคร่ือง และ (ข) การออกแบบตัวเครื่องเพื่อประกอบส่วนต่างๆ เข้าด้วยกัน 

 

การสร้างต้นแบบเร่ิมต้นจากการเลือก Light Source และ Filter ท่ีจะประกอบเป็นสว่นที่ 3 และ 4  
เพ่ือให้ได้ผลลพัธ์ตาม specification ที่ไดอ้อกแบบไว้  ผูวิ้จัยได้ใช้เครือ่ง Ocean Optics Spectrometer เพ่ือ
ตรวจสอบและคัดเลอืกส่วนประกอบต่าง  และได้กราฟตามรูปด้านล่าง  จะเห็นได้ว่า Filter แผ่นพลาสติกที่
เหมาะสมกับการตรวจไกลเคทเตดอลับูมิน  จําเป็นจะตอ้งใชแ้ผ่นพลาสตกิกรองแสงถึง 2 เบอร์รวมกัน  น่ันคอื 
Filter เบอร์ #4290 และ #27 ซึ่งเป็นแผ่นกรองแสงสีม่วงเข้มและแดงเข้ม 

 

 

 

 

 

 

 



 

(ก)                                                                                           (ข) 

รูปที ่9: Spectrum ของการวัดแสงของ (ก) หลอด LED สําหรับ Exciation Source และ (ข) ช่วยการรับแสงของ 
Filter จากแผน่พลาสติกที่ใชส้ําหรับกลอ้งถ่ายภาพ 



เมื่อได้ LED เป็น Excitation Source และได้แผ่นกรองแสงมาติดหน้ากลอ้งแล้ว  ต่อมา  ก็คอืการปร้ินท์
ในส่วนของตัวเครื่องมอื (Body) ด้วยเคร่ืองพิมพ์สามมติิ Mantika จากวัสดุเส้นพลาสติก PLA สีดําดงัรูปท่ี 10  
เพ่ือให้ไม่รบกวนสัญญาณการเรืองแสงของ Sample  จากน้ัน  ก็ทําการออกแบบและ Implement โปรแกรม 
Diabetes Diagnostics Tool (DDT) ด้วย Java Technology ซึ่งจะทําหน้าที่รับสัญญาณการเรืองแสงจากบอรด์ 

Raspberry Pi และมาประมวลผลด้วย OpenCV ตอ่ไป 

รูปที ่10: รูปภาพแสดงต้นแบบเครื่องตรวจไกลเคทเตดอัลบูมิน Version 1 

สําหรับรายละเอียดการประมวลผลของตัวโปรแกรม DDT จะเน้นการประมวลผล Intensity ของความ
เข้มของการเรืองแสงของภาพ  ซึ่งตามองค์กรนานาชาติทีเ่ป็นองค์กรกําหนดมาตรฐานการส่องสว่าง หรือการ
จัดการภาพและสีของภาพ (International Commission on Illumination - CIE) ทําให้ผู้วิจัยสนใจ Color 
Space 3 แบบ  ซึ่งเป็นมาตรฐานสีที่ม ีchannel ของการวัด Luminance Component อาทิเช่น CIE XYZ, CIE 
L*a*b*, CIE L*u*v* เป็นต้น 

โดยในการทําการทดสอบเบ้ืองต้น เป็นการวัดความเข้มข้นของสารฟลอูอเรสเซนต์ทีต่ิดอยู่บนแอปตาเมอร์
ที่จําเพาะตอ่โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน โดยแอปตาเมอร์มีความเข้มข้นที่ 100, 10, 1 และ 0.1 นาโนโมลาร์ เพ่ือ
ทดสอบประสทิธิภาพของเคร่ือง โดยภาพที่กลอ้ง Raspberry pi Camera กรองสัญญาณผ่านจาก Filter ทําให้
ได้รับสญัญาณภาพการเรืองแสงของฟลูออเรสเซนต์เฉพาะที่ช่วงความยามคลื่น 670 nm ดังภาพด้านล่าง 



 

 

 

 
รูปที ่11: ภาพจากกล้อง Raspberry Camera หลังจากกรองสญัญาณผา่น Filter Edmund ที่ 670 nm ที่ความ
เข้มข้นของแอปตามเอร์ที่จําเพาะตอ่โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน (a) 0.1 nM (b) 1 nM (c) 10 nM และ (d) 100 
nM  

 

 จากนั้น วัดสญัญาณฟลอูอเรสเซนต์ที่ออกมา และวิเคราะห์ความเข้มของความวาวแสงโดยใช้ Gray 
scale, RGB และ CIE XYZ แล้วพล็อตออกมาเป็นกราฟดังรูปท่ี 12 จะเห็นได้ ว่า  เครื่องวัดสญัญาณฟลูออเรส
เซนซ์ขนาดพกพาเพ่ือตรวจโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินด้วยวิธีการใช้วัสดกุราฟีน ร่วมกับแอปตาเมอร์เพ่ือตดิตาม
ภาวะเบาหวานดังกล่าว  ยังไม่สามารถวัดสัญญาณฟลอูอเรสเซนต์ของแอปตาเมอร์ ที่จําเพาะต่อโปรตีนไกลเคท
เตดอลับูมิน ทีค่วามเข้มข้น 0.1 nM ได้  และด้วยภาพที่กล้อง Raspberry Camera ที่ รับได้จะไม่มีส่วนผสมของ 
Channel สีที่เป็นสีนํ้าเงินเลย  จึงทําให้การวัดและวิเคราะห์ค่าในช่วง Channel สีนํ้าเงินเกิดความผิดพลาดได้มาก  
ส่วนในการวัดและวิเคราะห์ค่าสีในระบบ Color Space CIE XYZ จะเห็นได้ว่า  สามารถวัดค่าได้ตามปกติ  
นอกจากน้ีจะเห็นได้ว่า จะไม่สามารถหาค่ากราฟมาตรฐานโดยใช้ Linear Regression ได้  เมือ่มีการปรับจูนและ 
ปรับสภาวะตัวเคร่ืองและซอฟท์แวร์แล้ว  น่าจะใช้กราฟลอการทิึม หรอืกราฟเอกซ์โพเนนเซียล แทนมากกว่า 



 
รูปที ่12:   การวิเคราะห์ค่าสีของภาพท่ีถูกถ่ายจากสัญญาณฟลูออเรสเซนต์ด้วยระบบ Gray scale, RGB และ CIE 
XYZ 

เอกสารต้นแบบเครื่องฟลอูอโรมิเตอร์แบบพกพาน้ี ได้แสดงใน เอกสารแนบหมายเลข 5 

6. ผลการทดสอบภาคสนาม 
การทดสอบภาคสนามไดด้ําเนินการโดยนักเทคนิคการแพทย์ งานห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลมิพระเกียรติ โดยการใชต้ัวอย่างจํานวน 20 ตัวอย่าง ซึ่งประกอบด้วยพลาสมา
ของคนปกติ 10 ตัวอย่าง และผู้ป่วยเบาหวาน 10 ตัวอย่าง โดยตวัอย่างที่ใช้เป็นตัวอย่างท่ีเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 
20  ํC เป็นเวลา 1 ปี  

ก่อนการทดสอบภาคสนามไดม้ีการแจกเอกสารวิธีการทดสอบ รวมทั้งฝกึสอนนักเทคนคิการแพทย์
ล่วงหน้าก่อน 1 วัน และดําเนินการตามกระบวนการดังน้ี (เอกสารแนบหมายเลข 6 และ 7)  

 



 
 

 

 

 

รูปที ่13: เอกสารอธิบายขั้นตอนการตรวจวัด 

 



ผลการทดสอบโดยนักเทคนิคการแพทย์ ในตัวอย่างคนปกติ 10 ตัวอย่างพบว่าค่าความเข้มข้นของโปรตีน
อัลบูมิน มีค่าอยู่ในช่วง 4.4-121.0 mg/ml (เฉลี่ย 90.0 mg/ml) และค่าความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิ
นอยู่ในช่วง 0.3-11.2 mg/ml (เฉลี่ย 4.8 mg/ml)  ส่วนค่า %ไกลเคทเตดอลับูมิน อยู่ในช่วง 3.7-6.6% (เฉลี่ย 
5.2%)  

ตารางท่ี 4: ความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมนิ และไกลเคทเตดอลับูมินในตัวอย่างพลาสมาคนปกติ ที่
ทดสอบโดยนักเทคนิคการแพทย์ 

คนปกต ิ ค่าความเข้มข้น 
HSAท่ีได้ (mg/ml) 

ค่าความเข้มข้น 
GHSA ท่ีได้ (mg/ml) 

%GHSA 

1 121.0 4.4 3.7 
2 84.0 4.0 4.8 
3 86.1 4.6 5.4 
4 174.1 10.4 6.0 
5 59.2 2.5 4.3 
6 134.9 7.5 5.5 

7 169.5 11.2 6.6 

8 4.5 0.3 5.8 
9 4.4 0.3 6.0 
10 62.1 2.5 4.0 

ค่าเฉลี่ย 90.0 4.8 5.2 
 

 

สําหรับผลการวิเคราะห์ในตัวอย่างคนไข้เบาหวานจํานวน 10 ตัวอย่าง โดยนักเทคนิคการแพทย์พบว่า ค่า
ความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมินอยู่ในช่วง 51.7-174.8 mg/ml และความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินอยู่
ในช่วง 0.3-10.6 mg/ml ส่วนค่า %ไกลเคทเตดอลับูมินอยู่ในช่วง 4.2-6.0% 

 

 



ตารางท่ี 5: ความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมนิ และไกลเคทเตดอลับูมินในตัวอย่างพลาสมาคนไข้เบาหวาน 
ที่ทดสอบโดยนักเทคนิคการแพทย์ 

ผู้ปว่ยเบาหวาน ค่าความเข้มขน้ 
HSAที่ได้ (mg/ml) 

ค่าความเข้มขน้ 
GHSA ที่ได้ (mg/ml) 

%GHSA 

11 125.6 7.5 6.0 
12 42.5 1.8 4.2 
13 113.9 6.2 5.4 
14 152.0 8.6 5.6 

15 5.3 0.3 5.8 

16 69.7 3.1 4.4 

17 51.7 2.3 4.5 
18 98.5 5.3 5.4 

19 174.8 10.6 6.0 
20 68.6 3.0 4.4 
ค่าเฉลี่ย 90.3 4.9 5.2 

 

ในขณะเดียวกันทางคณะวิจัยได้ใชต้ัวอย่างชดุเดียวกัน ทําการทดสอบด้วยวิธีการเดียวกันในเวลาที่
ใกล้เคียงกัน พบว่าในตัวอย่างคนปกติจํานวน 10 ตัวอย่าง ค่าความเข้มข้นของโปรตีนอลับูมินอยู่ในช่วง 83.5-
129.0 mg/ml (เฉลี่ย 96.3 mg/ml) และโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินอยู่ในช่วง 2.6-4.9 mg/ml (เฉลีย่ 3.2 
mg/ml) ส่วน %ไกลเคทเตดอัลบูมินอยูใ่นชว่ง 2.6-4.9% (3.4%) 

 

 

 

 



ตารางท่ี 6: ความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมนิ และไกลเคทเตดอลับูมินในตัวอย่างพลาสมาคนปกติ ที่
ทดสอบโดยคณะวิจัย 

คนปกติ ค่าความเข้มขน้ 
HSAที่ได้ (mg/ml) 

ค่าความเข้มขน้ 
GHSA ท่ีได้ (mg/ml) 

%GHSA 

1 96.0 3.0 3.2 
2 94.7 3.5 3.7 
3 96.6 2.9 3.0 
4 97.0 2.6 2.7 
5 129.0 3.3 2.6 
6 93.1 3.2 3.4 
7 86.7 3.1 3.6 
8 83.5 4.1 4.9 
9 97.0 3.6 3.7 
10 89.0 2.9 3.2 

ค่าเฉลี่ย 96.3 3.2 3.4 
 

ในส่วนของคนไข้เบาหวานจํานวน 10 ตัวอยา่งน้ัน คณะวิจยัพบว่า ค่าความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมินอยู่ในช่วง 
78.4-106.2 mg/ml (เฉลี่ย 89.5 mg/ml) และค่าความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินอยู่ในชว่ง 2.0-3.8 
mg/ml (เฉลี่ย 3.1 mg/ml) ส่วนค่า % ไกลเคทเตดอัลบูมินอยู่ในช่วง 2.1-4.3% (เฉลีย่ 3.5%)     

 

 

 

 

 

 



ตารางที่ 7: ความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมนิ และไกลเคทเตดอลับูมินในตัวอย่างพลาสมาคนไข้เบาหวาน ที่ทดสอบ
โดยนักคณะวิจัย 

ผู้ปว่ยเบาหวาน ค่าความเข้มขน้ 
HSAที่ได้ (mg/ml) 

ค่าความเข้มขน้ 
GHSA ท่ีได้ (mg/ml) 

%GHSA 

11 96.0 2.0 2.1 
12 106.2 3.8 3.6 
13 95.0 3.4 3.5 
14 82.9 2.8 3.4 
15 78.4 2.7 3.5 
16 85.1 3.0 3.5 
17 96.3 3.1 3.3 
18 78.7 3.4 4.3 
19 89.6 3.7 4.1 
20 86.7 3.3 3.8 
ค่าเฉลี่ย 89.5 3.1 3.5 

 

 เมื่อเปรียบเทยีบผลการทดสอบ ทีด่ําเนินการโดยนักเทคนิคการแพทย์ กับทีมวิจัยพบว่า ช่วงค่าความ
เข้มข้นของโปรตีนอัลบูมิน มีค่าใกล้เคียงกันในทั้งในคนปกติ และผู้ป่วยเบาหวาน ซึ่งมีค่าสูงกว่าค่าที่ได้จากการ
วิเคราะห์ด้วยวิธีมาตรฐานเอน็ไซมาติก ( 40 mg/ml) ประมาณ 2 เท่า  

ส่วนค่าไกลเคทเตดอลับูมิน และ% ไกลเคทเตดอลับูมิน ที่วิเคราะห์โดยนักเทคนิคการแพทย์ และทมีวิจัยมี
ค่าเฉล่ียใกล้เคียงกันมาก แตเ่มื่อวิเคราะห์โดยละเอียดแตล่ะตัวอย่างพบว่า ค่าที่วิเคราะห์โดยทีมวิจัยมีช่วงที่แคบว่า 
ค่าที่วิเคราะห์โดยนักเทคนิคการแพทย์ ซึ่งอาจจะเกิดจากความคลาดเคลื่อนส่วนบุคคล (Human error)  

จะเห็นได้ว่าความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมิน ไกลเคทเตดอัลบูมิน และ%ไกลเคทเตดอัลบูมินจากตัวอย่าง
คนปกติ และผูป่้วยเบาหวานชุดน้ี (เก็บไว้ท่ี -20 C เป็นเวลา 1 ปี) ไมม่ีความแตกตา่งกัน ซึ่งผลการวิเคราะห์ที่ได้
แตกต่างจากผลการวิเคราะห์ที่ใชต้ัวอย่างสดใหม่ เน่ืองจากเม่ือใช้ตัวอย่างสดใหม่ จะเห็นความแตกต่างของค่า
ความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน ในคนปกติ และผู้ป่วยเบาหวานอย่างชัดเจน โดยค่าความเข้มข้นของ
โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินจะมีค่ามากกว่า 10 mg/ml ในผู้ป่วยเบาหวาน ซึ่งน่าจะเกิดจากความไม่เสถียรของ



โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินในสภาวะที่อยู่ในพลาสม่า หรือซรีัมซึ่งประกอบด้วยโมเลกุลของน้ําตาลทีม่โีอกาส
เกิดปฏิกิริยาไกลเคชั่นแบบย้อนกลับไดต้ลอดเวลา หรอือาจเกิดจากการเสียสภาพของโปรตีนร่วมด้วย จึงได้
ทําการศึกษาความเสถียรของโปรตีนอลับูมิน และไกลเคทเตดอัลบูมิน และรายงานในหัวข้อถัดไป    

 

7. ความเสถียร (Stability) ของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
เน่ืองจากผลการวิเคราะห์ความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินที่ได้จากตัวอย่างคนไข้ที่เก็บไว้ที่

อุณหภูม ิ -20  ํC เป็นเวลา 2 เดือน และ 1 ปี มีค่าที่ลดลงอย่างมีนัยสาํคัญ เมือ่เทียบกับผลการวิเคราะห์จาก
ตัวอย่างคนไขท้ี่เก็บใหม่ แสดงให้เห็นถึงความไม่เสถียรของโปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน ดังแสดงในรูปด้านล่าง 
ซึ่งอาจเกดิจากการเกิดไกลเคชั่นแบบยอ้นกลับในสภาวะทีม่ีนํ้าตาลอยู่ในปฏิกิริยา หรอืมีการสลายตัวของ
โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน           

 

 
 

รูปท่ี 14:  สัญญาณฟลอูอเรสเซนต์ท่ีลดลงตามระยะเวลาที่เก็บตัวอย่างไว้ใน -20 ํC ของโปรตีนไกลเคท
เตดอลับูมินจากตัวอย่างพลาสมาของคนปกติ (1-10) และ ผู้ป่วยเบาหวาน (11-20) 

 



จากการวิเคราะห์โปรตีนอลับูมินในพลาสมา ก็พบว่ามีค่าที่ลดลงตามระยะเวลาที่เก็บเชน่เดียวกัน แตอ่ตัรา
การลดลงไม่สูงเท่ากับการลดลงของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน คณะวิจัยจึงได้ทําการศึกษาเพิ่มเติม โดยการศึกษา
ความคงทนของโปรตีนบริสุทธิอัลบูมิน และไกลเคทเตดอัลบูมิน เทียบกับโปรตนีควบคุมคืออลับูมินของวัว 
(Bovine Serum Albumin) ด้วยวิธี Thermal Shift Assay โดยใช้ฟลูออเรสเซนตช์นิด SYPRO-ORANGE ซึ่งมี
คุณสมบัติพิเศษคือ จะจับกับกรดอะมโินของโปรตีนท่ีมีคณุสมบัติไมช่อบนํ้า และมักจะซอ่นตัวอยูใ่นโครงสร้างด้าน
ในของโปรตีน ซึ่งกรดอะมโินชนิดดังกล่าวจะเคลือ่นตัวออกมาอยู่ด้านนอกเมือ่โครงสรา้งเกิดการเปลี่ยนแปลง หรอื
เสียสภาพไปซึ่งอาจเกิดจากสารเคมีรุนแรง pH ที่สูง หรอื ต่ํากว่า pKa มากๆ และในสภาวะที่มอีุณหภูมิสูง ซึ่งทํา
ให้ส ี SYPRO-ORANGE จับกับโปรตีนไดม้ากข้ึน และส่งสัญญาณฟลอูอเรสเซนต์ไดส้งูข้ึนด้วย ดังน้ันการการวัด
สัญญาณฟลอูอเรสเซนต ์ ระหว่างการเพ่ิมอุณหภูมิของโปรตีน จึงสามารถท่ีจะใช้เป็นตัวบ่งชี้เสถียรภาพของโปรตีน
ได้วิธีหนึ่ง ดังแสดงในรูปด้านล่าง  

  
 

รูปท่ี 15: แสดงหลักการวิเคราะห์ความเสถียรของโปรตีนด้วยวิธี Thermal Shift Assay โดยใชส้ี 
SYPRO-ORANGE ในการจับกับกรดอะมิโนที่ไม่ชอบน้าํ และสัญญาณที่ได้จะเพิ่มมากข้ึนเมื่อโปรตีนเสีย
สภาพมากข้ึน โดยอณุหภูมท่ีิทําใหโ้ปรตีนเสียสภาพ 50% คือจุด Melting temperature (Tm) ของ
โปรตีน และถ้า Tm มีค่าสูงแสดงว่าโปรตีนชนิดน้ันมีความเสถียรสูงเช่นกัน   



จากผลการทดสอบโปรตีนอลับูมิน ไกลเคทเตดอลับูมิน และอัลบูมินของวัว ที่ความเข้มขน้ต่างกัน 4 ระดับ 
(0.01 mg/ml, 0.1 mg/ml, 1.0 mg/ml และ 10 mg/ml) พบค่า Melting temperature ของโปรตีนทั้งสาม
ชนิดมีค่าสูงข้ึนตามความเข้มข้นท่ีมากขึ้น ซึง่อาจเกิดจากความร้อนถูกส่งผ่านไปที่โปรตนีที่ความเข้มข้นต่ํา ไดด้ีกว่า
ความเข้มข้นทีสู่ง จึงทําใหโ้ปรตีนที่ความเข้มข้นต่ําๆ มคีวามเสถียรต่ําไปด้วย อย่างไรก็ตามโปรตนีที่ความเข้มข้น
ข้น 10 mg/ml มีค่า Melting temperature 2 จุด ซึ่งอาจเกิดจากโปรตนีบางส่วนเกิดการตกตะกอน และเร่ิมเสีย
สภาพท่ีอุณหภูมิที่ต่ํา โดยเฉพาะโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 

 

 

 
รูปที ่16: ผลการทดสอบความเสถียรของโปรตีนอัลบูมินของคน ด้วยวิธี Thermal Shift Assay  

 

 ความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมินท่ีใช้ในการทดสอบน้ีอยู่ระหว่าง 0.01-10 mg/ml ซึ่งน้อยกว่าความเข้ม
ข้ันในเลอืดของคนปกติ (40-50 mg/ml) และพบว่า Melting temperature ของโปรตีนอัลบูมินของคนอยู่



ระหว่าง 51-74  ํC ซึ่งใกล้เคียงกับ Melting temperature ของโปรตีนอัลบูมินของวัว (49.5-70.5   ํC)  ที่ความ
เข้มข้นใกล้เคียงกัน อาจเกิดจากโปรตีนทั้งสองชนิดน้ีมโีครงสร้างที่ใกล้เคียงกันมาก 

สําหรับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน พบว่าค่า Melting temperature อยู่ระหว่าง 50-80.5  ํC สําหรบั
ตัวอย่างท่ีใช้ความเข้มข้น 0.01-1 mg/ml ซึ่งเป็นความเข้มข้นของไกลเคทเตดอัลบูมินในเลอืดของคนปกติ แตใ่น
ตัวอย่างท่ีมโีปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 10 mg/ml ซึ่งถือว่าเป็นความเข้มข้นที่สูง และพบได้ในเลือดของผู้ป่วย
เบาหวาน พบว่าค่า Melting temperature มีสองจดุ คือที่ 65  ํC และ 88  ํC แสดงให้เห็นว่าโปรตนีไกลเคทเตด
ที่ความเข้มข้นสูงอาจเกิดการตกตะกอน และเสียสภาพได้ง่ายกว่า โปรตีนที่ความเข้มข้นต่ํา 

 

 
รูปที ่17: ผลการทดสอบความเสถียรของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินของคน ด้วยวิธี Thermal Shift 

Assay  

 

 

 



ข้อสรุปจากผลการทดสอบภาคสนามโดยใชต้ัวอย่างพลาสมา ท่ีเก็บไว้ที่อณุหภูมิ -20 C และจากการวิเคราะห์
โปรตีนบริสุทธิคื์อ 

1. โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินในพลาสมาของคน มีความไม่เสถียร เน่ืองจากในชีรัมมีนํ้าตาลอยู ่จึงเกิดการ
เติมหมู่นํ้าตาลแบบย้อนกลับตลอดเวลา (ปฏิกิริยาไกลเคชัน่) 

2. โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมิน มคีวามเสถียรต่ํากว่าโปรตีนอัลบูมินของคน เน่ืองจากเกิดการตกตะกอนได้ง่าย 
โดยเฉพาะในสภาวะท่ีมีความเข้มข้นของไกลเคทเตดอัลบูมินสูง (≥10 mg/ml) ซึ่งเป็นระดับไกลเคท
เตดอลับูมินท่ีพบได้ในผู้ป่วยเบาหวาน  

3. เพ่ือให้ได้ผลการวิเคราะห์ไกลเคทเตดอัลบูมนิในตัวอย่างซรีัมที่คงท่ี และน่าเชื่อถือควรวิเคราะห์จาก
พลาสมาที่สดใหม่เท่าน้ัน   

8. แผนการปฏิบัติงานในอนาคต 
คณะวิจัยจะสรา้งต้นแบบเคร่ืองตรวจเพ่ิมขึน้ เพ่ือนําไปใชท้ดสอบภาคสนาม และจะมีความร่วมมือ

เพ่ิมเติมกับคณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี ในการทดสอบภาคสนามกับตัวอย่างจริงที่สดใหม่ จาก
คนไข้ที่เข้าร่วมโครงการ และเปรียบเทียบผลกับระดับนํ้าตาลในเลือด และโปรตีน HbA1c 

กําลังเจรจาเพื่อถ่ายทอดเทคโนโลยีเรือ่งแอปตาเมอร์ และชุดตรวจให้กับบริษัทผลติชดุตรวจ ทั้งในและ
ต่างประเทศ เช่น (Epinex Diagnostics Inc. และ Filtech Co.,LTD)  



รายงานความก้าวหน้าฉบับสมบูรณ ์
 
โครงการย่อยที่ 2: การพัฒนาวิธีการตรวจไกลเคทเตดอลับูมินเชิงปริมาณด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้าร่วมกับแอปตา
เมอร์ (Development of Electrochemical Aptasensor for Glycated Albumin) 
 
ผู้รว่มงานวิจัย:  1. ดร. ศศินี บุณยรัตพันธ์ุ 
  2. ดร. เดอืนเพ็ญ จาปรุง 
  3. นางสาว พิมพ์ณภัทร ปรมิิตร 
 

ทีมวิจัยมุ่งเน้นเพ่ือพัฒนาวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมนิอย่างง่าย โดยการใช้แอปตาเมอร์ ร่วมกับ
เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า โดยคาดหวังว่าจะได้วธีิการตรวจที่ง่าย รวดเร็ว มีความไวสูง และใชต้้นทุนต่ํา สามารถใช้แล้ว
ทิ้งได้ เพ่ือใช้เป็นต้นแบบในการตรวจวินิจฉัยและบ่งชี้ภาวะทางชีวภาพของโรคเบาหวานในผู้ป่วยในโรงพยาบาล
ตอ่ไป  

 
1. การพัฒนาวิธกีารตรวจวดัไกลเคทเตดอัลบูมินเชิงปรมิาณด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้าร่วมกับแอปตาเมอร์ 
 ในปีแรกทีมวิจัยได้พัฒนาวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมนิด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้าร่วมกับแอปตาเมอร ์
ที่พัฒนาขึ้นด้วยเทคนิค SELEX หรือ Systematic Evolution of Ligands by EXponential enrichment แล้ว
นํามาตัดจนเป็นดีเอ็นเอสายเดี่ยวได้ขนาดทีส่ั้นที่สดุ ความยาว 23 เบส ชือ่ว่า “5del11and3del15” ที่จับจําเพาะ
กับไกลเคทเตดอัลบูมิน มลีําดับเบสดังน้ี 5′forward-Biotin-5’TGC GGT TGT AGT ACT CGT GGC CG-
3’reverse มีโครงสร้างทุตยิภูมิ (secondary structure) ดังแสดงในรูปที่ 1  และมีค่าคงที่การแตกตวั 
(dissociation constant, Kd) = 5.78 μM 

 
รูปที ่1: โครงสร้างทุติยภูม ิ(secondary structure) ของแอปตาเมอร์ “5del11and3del15” ความยาว 23 เบส 
ที่จับจําเพาะกับไกลเคทเตดอลับูมิน  



หลักการตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า เริ่มต้นด้วยการตรึงแอปตาเมอร์ลง
บนพ้ืนผิวข้ัวไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน (รูปท่ี 2) ที่เคลือบด้วยสเตรปตาวิดินและมีเอธานอลามีนเป็นตัวบลอ็คปิด
ทับ ซึ่งการตรึงน้ีเกิดจากการจับกันของไบโอตินบนแอปตาเมอร์กับสเตรปตาวิดินบนข้ัวไฟฟ้าด้วยพันธะท่ีไม่ใชโ่ค
เวเลนซ์ (non-covalent interaction) เป็นพันธะที่แข็งแกร่ง มีความจําเพาะมากที่สุดอันนึงในธรรมชาติ ด้วย
ค่าคงที่ในการจับมีค่าสูง ทําให้ไม่หลดุจากกันง่าย และด้วยการเรียงตัวเป็นระเบียบในทิศทางเดียวกันระหว่างพันธะ
ที่จับย่ิงทําให้การจับกันของไบโอตินบนแอปตาเมอร์กับสเตรปตาวิดินบนข้ัวไฟฟ้ามีประสิทธิภาพมากย่ิงข้ึน จากนั้น
ใส่สารละลายอิเล็กโทรไลต์โพแทสเซียมคลอไรด์ที่ประกอบด้วยเฟอริไซยาไนด์ออิอน [Fe(CN)6]3- ลงบนขั้วไฟฟ้า
พิมพ์สกรีนคารบ์อน ซึ่งสารละลายอิเล็กโทรไลตด์ังกล่าว เป็นตัวตรวจปฏิกิริยารีด็อกซ ์ (redox probe) และให้
สัญญาณทางเคมีไฟฟ้า ที่เกิดจากการแตกตัวเป็นอิเลค็ตรอนของสารละลายอิเลก็โทรไลตแ์ล้วยอมให้กระแสไฟฟ้า
ไหลผ่าน เมือ่มกีารให้ศักย์ไฟฟ้าด้วยเครื่องโพเทนชิโอสแตท เฟอริไซยาไนดอ์ิออนจะถูกรีดิวซ์ เป็นเฟอโรไซยาไนดอ์ิ
ออน  [Fe(CN)6]4- ซึ่งปฏิกิริยารีด็อกซ์คู่น้ีสามารถย้อนกลับได้ ดังน้ี [Fe(CN)6]3- + e- ↔ [Fe(CN)6]4 

 
รูปที ่ 2: แสดงข้ัวไฟฟ้าพิมพ์สกรีนคาร์บอน แบบสามข้ัวไฟฟ้า ได้แก ่ 1. ขั้วไฟฟ้าทํางาน (ทําจากคาร์บอน) 2. 
ข้ัวไฟฟ้าเคาน์เตอร์ (ทําจากคาร์บอน) 3. ขั้วไฟฟ้าอ้างอิง (ทําจากซลิเวอร-์ซิลเวอร์คลอไรด)์ มคีวามกว้าง 1.3 
เซนติเมตร, ยาว 3.2 เซนติเมตร และเส้นผ่าศูนย์กลางของขั้วไฟฟ้าทํางาน 2.5 มิลลิเมตร 

 
ในกรณีทีม่ีโปรตีนเป้าหมายในระบบ โปรตนีที่ไปจับกับแอปตาเมอร ์จะไปขัดขวางการเคล่ือนที่ของ

อิเล็กตรอนในสารละลายอิเลก็โทรไลต ์ส่งผลให้สญัญาณเคมีไฟฟ้าเปลี่ยนแปลง โดยค่ากระแสไฟฟ้าทีวั่ดได้ลดลง
 หลักการตรวจไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า ถูกแสดงดังรูปท่ี 3 



 

 
รูปที ่3: หลักการตรวจไกลเคทเตดอลับูมินดว้ยแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า  
 
 
2. การทดสอบความจําเพาะของวิธกีารตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินเชิงปริมาณด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า
ร่วมกับแอปตาเมอร์ต่อไกลเคทเตดอัลบูมิน 

วิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมินเชิงปริมาณด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้าร่วมกับแอปตาเมอร์ข้างต้น ถูก
นํามาทดสอบความจําเพาะระหว่างดีเอ็นเอแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าต่อสารชีวโมเลกุลทีม่ีในเลอืด (ที่ความ
เข้มข้น 25 ไมโครกรัมต่อมิลลลิิตร) ได้แก่ ยาแอมพิซิลลิน, กรดโฟลิค (วิตามินชนิดหน่ึงที่ละลายในนํ้า), กรดอะมิโน
ไกลซีน, นํ้าตาลกลโูคส, โปรตีนไกลเคทเตตอัลบูมิน (เป้าหมาย), และโปรตีนอัลบูมิน (ที่มีโครงสร้างคล้ายโปรตีน
เป้าหมาย) สําหรับผลการทดสอบความจําเพาะระหว่างดีเอ็นเอแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าต่อโมเลกุลทีม่ี
ในเลือด พบว่า ในการทําปฏิกิริยากับสารชวีโมเลกุลอื่นๆ ค่ากระแสไฟฟ้ามีการเปลี่ยนแปลงในระดับเล็กน้อย  และ
เมื่อใสโ่ปรตีนเป้าหมายบนแอปตาเซนเซอร ์ พบการเปลี่ยนแปลงของค่ากระแสไฟฟ้าอย่างมีนัยสําคัญ แสดงให้เห็น
ว่ามีการจับกันของแอปตาเมอร์ที่ถูกตรึงบนขั้วไฟฟ้าและโปรตีนไกลเคตเตทอัลบูมิน (รูปที่ 4) ซึ่งทําให้สามารถสรุป
ได้ว่า แอปตาเซนเซอร์น้ีมคีวามจําเพาะ และเหมาะตอ่การตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบูมิน 



 
รูปที ่4: กราฟแท่งแสดงการตอบสนองของสารชีวโมเลกุลที่มีในเลือดตอ่ดีเอ็นเอแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า วัด
โดยเทคนิค SWV 
 
3. การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะของวิธีการตรวจวัดไกลเคทเตดอัลบมิูนเชิงปริมาณด้วยเทคนคิทางเคมีไฟฟ้า
ร่วมกับแอปตาเมอร์ 

การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยแอปตาเซ็นเซอร์
ทางเคมีไฟฟ้าก็เป็นกระบวนการที่สําคัญตอ่ความแม่นยําและความไวในการตรวจสอบ ดังน้ัน ข้ันแรกทีมวิจัยจึงได้
ทําการหาสภาวะที่เหมาะสมของพารามิเตอร์ควบคุมพ้ืนฐานต่างๆ เหล่าน้ีก่อน ไดแ้ก่ ความเข้มขน้ของสเตรปตาวิ
ดิน  ความเขม้ข้นของเอธานอลามีน ความเข้มข้นของสารละลายอิเลค็โทรไลต ์ ชนิดและความเข้มข้นของแอปตา
เมอร์ ชนิดของบัฟเฟอร์ และเทคนิคที่ใช้วดั เมือ่ได้สภาวะท่ีเหมาะสมแล้ว ทีมวิจัยจึงทําการตรวจวิเคราะหโ์ปรตีน
ไกลเคทเตดอัลบูมินที่ความเข้มข้นต่างๆ ด้วยดีเอ็นเอแอปตาเซ็นเซอรท์างเคมีไฟฟ้าน้ี ค่ากระแสไฟฟ้าที่ตรวจ
วิเคราะห์โปรตนีไกลเคทเตดอลับูมินท่ีความเข้มข้นต่างๆ ถูกวัดด้วยเทคนิค SWV จากนั้น วิเคราะห์หา
ความสัมพันธ์ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าท่ีลดลงกับความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน ผลคือ พบ
ความสัมพันธ์แบบเส้นตรง (R2=0.9743) ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลงมากขึ้น กับความเข้มข้นของโปรตีนไกล
เคทเตดอัลบูมนิที่เพ่ิมข้ึน (ตัง้แต ่ 0.0016384 ถึง 16,000 ไมโครกรมัตอ่มลิลิลติร) (รูปที่ 5) ขีดจํากัดของการ
ตรวจสอบ (Limit of detection) ที่คํานวณได้ คือ 3 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลติร ซึ่งดีกว่าวิธีการที่รายงานมาก่อนหน้า
น้ี ขีดจํากัดของการตรวจสอบน้ี ถูกคํานวณจากค่าสามเท่าของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน ของความเข้มข้นท่ีต่ําที่สดุ 
สําหรับการวัด 5 ครั้ง โดยใช้สมการจากกราฟแสดงความสัมพันธ์แบบเส้นตรง (calibration curve) ระหว่างค่า
กระแสไฟฟ้าทีล่ดลงซึ่งวัดโดยเทคนิค SWV และลอการทิึมของความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน (รูปที่ 
5) ในการคํานวณ  



 
รูปที ่ 5: กราฟแสดงความสมัพันธ์แบบเส้นตรง (calibration curve) ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลง ซึ่งวัดโดย
เทคนิค SWV และลอการิทึมของความเข้มข้นของโปรตนีไกลเคทเตดอลับูมิน  พรอ้มค่าความผันแปรของตัวแปร
ตอบสนอง (R2) 
 

ผลการวิจัยข้างต้นเหล่าน้ี พิสูจน์ได้ว่าวิธีการดังกล่าวสามารถตรวจวดัไกลเคทเตดอัลบูมินได้จริงในระดับ
ห้องปฎิบัติการ รายละเอียดของผลการวิจัยข้างต้นได้รับการจดอนุสิทธิบัตรแล้ว เมือ่วันที่ 1 เดอืน พฤษภาคม พ.ศ. 
2558 
 
4. การทดสอบเบ้ืองต้น ในตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินในซีร่ัมของคน ด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้า
ร่วมกับแอปตาเมอร์  

เน่ืองจากในเลอืดหรอืซีรมัของคน จะมโีปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินอยู่แล้ว ดังน้ันก่อนที่ดีเอ็นเอแอปตา
เซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าจะถูกนําไปตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอลับูมินในตัวอย่างผู้ป่วย  ทีมวิจัยจึงทําการศึกษา
เบ้ืองต้นเก่ียวกับปริมาณการเจือจางซีร่ัม ทีจ่ะเหมาะสมสําหรับใชต้รวจวัดโดยแอปตาเซนเซอร์   

หลังจากการเจือจางซีรั่มที่ความเข้มข้นระดบัต่างๆ และวัดค่ากระแสไฟฟ้า ด้วยเทคนิค SWV พบว่า ระดับ
กระแสไฟฟ้าทีวั่ดได้มคีวามสมัพันธ์แบบซิกมอยดอล (sigmoidal curve) กับความเข้มข้นของซีรัมทีเ่จือจางลง (รูป
ที่ 6) แสดงให้เห็นว่า ระดบัการเจือจางซีรัมของคนท่ีอตัราส่วน 1:1,000 ถึง 1:10,000 ให้ค่าความแตกต่างของ
กระแสไฟฟ้ามากที่สุดอย่างมนัียสําคัญ  

 
 



 
รูปที ่6: กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณการเจือจางซีรัมของคน และค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลงซึ่งตรวจวัด
จากดีเอ็นเอแอปตาเซ็นเซอรท์างเคมีไฟฟ้า ด้วยเทคนิค SWV 

 
จากนั้นปริมาณการเจือจางซีรัมของคนทีอ่ตัราส่วน 1:1,000 และ 1:10,000 น้ี ถูกนํามาเติมโปรตีนไกล

เคทเตดอัลบูมนิที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ ได้แก ่3, 13, 64, 320, 1600, 8000 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร แล้ววัดค่า
กระแสไฟฟ้าทีล่ดลง พบว่า ค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลง เป็นสดัส่วนโดยตรงกับปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมนิที่เติมในซร่ัีม
ของคนที่ถูกเจือจาง ทีอ่ตัราสว่น 1:1,000 และ 1:10,000 โดยม ีR2=0.9867 และ R2=0.9924 ตามลาํดับ (รูปท่ี 7) 
 ซึ่งบ่งชี้ว่า ปริมาณการเจือจางซีรัมของคน ทีอ่ตัราส่วน 1:1,000 และ 1:10,000 สามารถจะนําไปใช้ในการ
ตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมินโดยดีเอ็นเอแอปตาเซ็นเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าน้ี ตอ่ไป 

 
 



รูปที ่7: กราฟแสดงสัดส่วนโดยตรงของปริมาณไกลเคทเตดอลับูมินที่เตมิในซรีั่มของคนที่ถูกเจือจางอตัราส่วน 
1:1,000 และ 1:10,000 กับค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลง พร้อมค่าความผันแปรของตัวแปรตอบสนอง (R2) 
 
5. การตรวจวดัไกลเคทเตดอัลบูมินเชิงปริมาณในซีรั่มของผู้ปว่ยเบาหวาน ด้วยเทคนิคทางเคมีไฟฟ้าร่วมกับ
แอปตาเมอร ์ 

การตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอลับูมิน โดยส่วนใหญ่จะรายงานผลการตรวจวัดเป็นอตัราส่วนของความ
เข้มข้นของไกลเคทเตดอัลบูมิน ตอ่ความเข้มข้นของอลับูมินทั้งหมด หรือเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมิน เพ่ือบ่ง
บอกปริมาณของไกลเคทเตดอัลบูมิน โดยเทียบกับปริมาณอัลบูมินทั้งหมด ดังแสดงในสมการน้ี    

 

เปอร์เซ็นไกลเคทเตดอลับูมิน  ൌ ความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
ความเข้มขน้ของโปรตีนอัลบูมินท้ังหมด

x 100  

 
ดังน้ันแอปตาเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าน้ี จึงใชเ้ปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมนิ ในการรายงานผล การศึกษานี้จึงได้
ทําการหาเส้นมาตรฐาน เพ่ือใช้สําหรับเทยีบค่าของปริมาณโปรตนีอลับูมินท้ังหมดทีม่ีในซร่ัีม โดยใช้ดีเอ็นเอแอปตา
เซ็นเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าน้ี ซึ่งถูกตรึงด้วยดีเอ็นเอสายเดี่ยว ชื่อว่า “biotin-H8” ซึ่งเป็นแอปตาเมอร์ที่จําเพาะกับ
โปรตีนอลับูมินทั้งหมดน้ี มลีําดับเบสคือ : 5'forward-biotin-ATA CCA GCT TAT TCA ATT CCC CCG GCT 
TTG GTT TAG AGG TAG TTG CTC ATT ACT TGT ACG CTC CGG ATG AGA TAG TAA GTG CAA TCT-3
'reverse และทําการตรวจวัดโปรตีนอลับูมนิทั้งหมดที่ความเข้มข้นต่างๆ ด้วยเทคนิค SWV พบว่า ค่ากระแสไฟฟ้า
ที่ลดลง แสดงความสัมพันธ์แบบเส้นตรง (R2=0.9924) กับความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมินทั้งหมด (ตั้งแต่ 0.0512 
ถึง 100,000 ไมโครกรัมตอ่มลิลิลติร) (รูปท่ี 7)  ขีดจํากดัของการตรวจสอบ (Limit of detection) ที่คํานวณ
ได้ คือ 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลติร ขีดจํากดัของการตรวจสอบนี ้ถูกคํานวณจากสามเท่าของค่าเบ่ียงเบนมาตรฐาน 
ของค่าความเข้มข้นทีต่่ําสดุ ที่วัด 5 ครั้ง ซึ่งใช้สมการจากกราฟแสดงความสัมพันธ์แบบเส้นตรง (calibration 
curve) ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้า และลอการิทึมของความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมินทั้งหมด (รูปที่ 8) ในการ
คํานวณร่วมด้วย 



 
รูปที ่ 8: กราฟแสดงความสมัพันธ์แบบเส้นตรง (calibration curve) ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าที่ลดลง ซึ่งวัดโดย
เทคนิค SWV และลอการิทึมของความเข้มข้นของโปรตีนอัลบูมินทั้งหมด  พรอ้มค่าความผันแปรของตัวแปร
ตอบสนอง (R2) 

 
ในการตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอลับูมินในตัวอย่างซีร่ัมทางคลีนิก ด้วยแอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าน้ี 

ทีมวิจัยได้เก็บซีรั่มของคนมาจากโรงพยาบาลนครปฐม จังหวัดนครปฐม ประเทศไทย (Ethical protocol 
number: 431/2557 (EC1))  ซึ่งเป็นซีรัม่ของคนไม่ได้เป็นเบาหวาน จํานวน 10 ตวัอย่าง และซรีัมของคนเป็น
เบาหวาน จํานวน 10 ตัวอย่าง โดยเลอืกตัวอย่างที่มรีะดับ HbA1c อยู่ในช่วงน้อยกว่า 4 และมากกว่า 8 
เปอร์เซ็นต์ (ตารางที่ 1) เพ่ือนํามาใช้สําหรับการวัดระดับไกลเคทเตดอัลบูมินโดยใช้แอปตะเซนเซอร์ในการศึกษานี้  

 
ตารางที่ 1: แสดงเปอร์เซ็นตไ์กลเคทเตดฮโีมโกลบิน (HbA1c) * ที่เป็นค่าตัดสิน (Cut-off) ของการเป็น
โรคเบาหวาน และระดับไกลเคทเตดฮีโมโกลบิน ของตัวอย่างซีรัมทางคลนิีก คนปกติ 10 ตัวอย่าง และผู้ป่วย
โรคเบาหวาน ท่ีเลือกมาใช้ในการศึกษาน้ี   

 
* ระดับไกลเคทเตดฮีโมโกลบิน (HbA1c) ตัวอย่างซีรัมเหล่าน้ี ถูกวัดด้วยเทคนคิแคพิลลารี อีเล็กโตรโฟรีสิส (capillary 
electrophoresis) หรือ เอสพีแอลซี high pressure liquid chromatography (HPLC)  

 
ตัวอย่างทั้งหมดถูกตรวจปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมิน และอัลบูมินทั้งหมด ด้วยเซ็นเซอร์ทางเคมีไฟฟ้า ท่ีมี

ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ที่จําเพาะของแต่ละโปรตีนถูกตรึงอยู่ โดยวัดเป็นค่ากระแสไฟฟ้าดว้ยเทคนิค SWV จากนั้น นํา



ค่ากระแสไฟฟ้าที่วัดได้ถูกคํานวณเปลี่ยนหน่วยจากค่ากระแสไฟฟ้า (ไมโครแอมป)์ เป็นค่าความเข้มข้น (ไมโครกรัม
ตอ่ไมโครลติร) โดยใชส้มการความสัมพันธ์แบบเส้นตรง (calibration curve) ระหว่างค่ากระแสไฟฟ้าท่ีลดลงและ
ลอการทิึมของความเข้มข้นของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน (รูปที่ 4) และโปรตีนอัลบูมินทั้งหมด (รูปที ่ 7) 
ตามลําดับ 

สําหรับผลของการตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอลับูมินของตัวอย่างซีร่ัมทางคลินิกที่ไดเ้ลือกมา โดยใช้
เซ็นเซอร์ของเราน้ัน ถูกแสดงใน ตารางท่ี 2 ซึ่งพบว่า ผู้ป่วยโรคเบาหวานมีระดับไกลเคทเตดอัลบูมิน สูงกว่าคน
ปกติอย่างมีนัยสําคัญ (รูปท่ี 9) ที่อยู่ในช่วง 17 ถึง 75 เปอร์เซ็นต์ สําหรบัผู้ป่วยเบาหวาน และคนปกติมีระดับไกล
เคทเตดอัลบูมนิ อยู่ในช่วง 1 ถึง 4 เปอร์เซน็ต ์ 
ตารางที่ 2: แสดงเปอร์เซ็นตไ์กลเคทเตดอัลบูมินที่ตรวจวัดได้ในซีรั่มของตัวอย่างจริง แบ่งเป็น ตัวอย่างซีรั่มของคน
ปกติ 10 ตัวอย่าง และตัวอยา่งซีรั่มของผู้ป่วยโรคเบาหวาน 10 ตัวอย่าง  

คนปกติ ผูปวยโรคเบาหวาน 
ลําดับที ่ รหัสของตัวอยาง เปอรเซ็นตไกลเคท

เตดอัลบูมิน 
ลําดับที่ รหัสของตัวอยาง เปอรเซ็นตไกลเคท

เตดอัลบูมิน 
1 Nor 009 1 1 AP 198 61 
2 Nor 021 2 2 AP 211 70 
3 Nor 031 3 3 AP 302 57 
4 Nor 045 1 4 AP 363 17 
5 Nor 053 2 5 AP 380 17 
6 Nor 055 3 6 AP 382 71 
7 Nor 059 2 7 AP 386 31 
8 Nor 061 4 8 AP 390 75 
9 Nor 075 2 9 AP 395 32 

10 Nor 087 3 10 AP 430 46 
 



 
รูปที ่9: แสดงการเปรียบเทียบระหว่างเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอลับูมินทีต่รวจวัดไดใ้นซีรมัของคนปกติ 10 ตัวอย่าง 
และผู้ป่วยโรคเบาหวาน 10 ตวัอย่าง  
 

ผลที่ได้แสดงให้เห็นความสอดคลอ้งไปในทศิทางเดียวกัน ของระดับนํ้าตาลในเลอืด ระหว่างระดับ ไกลเคท
เตดอลับูมิน โดยวิธีตรวจวัดของทีมวิจัย และระดับไกลเคทเตดฮีโมโกลบิน (HbA1c) โดยวิธีมาตรฐาน (gold 
standard method) ท่ีใช้กันทั่วไปในปัจจุบัน (ตารางที่ 3)  ซึ่งบ่งชี้ศักยภาพของวิธีการตรวจวัดปริมาณไกลเคท
เตดอลับูมิน โดยใช้ดีเอน็เอแอปตาเซน็เซอรท์างเคมไีฟฟ้าน้ี สําหรับการนําไปใชต้รวจวิเคราะห์และบ่งชี้ภาวะ
โรคเบาหวาน  

 
ตารางที่ 3: แสดงการเปรียบเทียบระหว่างเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดฮโีมโกลบิน (HbA1c) วิธีมาตรฐาน และ
เปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอัลบูมนิ ที่วัดโดยแอปตาเซ็นเซอรท์างเคมีไฟฟ้าของทีมวิจัย  

 
* ระดับไกลเคทเตดฮีโมโกลบิน (HbA1c) ตัวอยางซีรัมเหลานี้ ถกูวดัดวยเทคนิคแคพลิลารี อีเล็กโตรโฟรีสิส 
(capillary electrophoresis) หรือ เอสพีแอลซี high pressure liquid chromatography (HPLC)  
 
ระดับไกลเคทเตดอลับูมิน ท่ีวัดไดจ้ากวิธีการตรวจวัดด้วยเทคนิคต่างๆท่ีถูกรายงานก่อนหน้า ถูกแสดงใน ตารางที่ 
4 ซึ่งเห็นได้ว่า แตล่ะวิธีการมชี่วงของปริมาณโปรตีนที่เฉพาะในแตล่ะเทคนิค 
 
 



ตารางที่ 4: แสดงการเปรียบเทียบระดับไกลเคทเตดอัลบูมิน ที่วัดได้จากวิธีการตรวจวัดด้วยเทคนิคต่างๆ 

 
 
สรุป 
สําหรับผลการศึกษานี้ เราได้พัฒนาวิธีการตรวจวัดปริมาณไกลเคทเตดอัลบูมิน โดยใช้ดีเอ็นเอแอปตาเมอร์ร่วมกบั
เทคนิคทางเคมีไฟฟ้า ซึ่งเป็นวิธีท่ีทําได้ง่ายและมีความแม่นยําในการตรวจวัด โดยเทคนิคดังกล่าวน้ี อยู่บนพ้ืนฐาน
ของการจับจําเพาะของดีเอ็นเอแอปตาเมอร์กับโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน และปฏิกิรยิาการจับกัน (binding 
interaction) สามารถถูกตรวจวัดด้วยเทคนิค SWV ผลการศึกษาพบว่า แอปตะเซนเซอร์ทางเคมีไฟฟ้าน้ีสามารถ
ใชต้รวจวัดเปอร์เซ็นต์ไกลเคทเตดอลับูมินในตัวอย่างซีร่ัมทางคลีนิกได้ ให้ค่ามีความสัมพันธส์อดคล้องกับวิธี
มาตรฐาน ซึ่งแสดงให้เห็นศักยภาพสําหรับนําไปใช้ตรวจคัดกรองและตดิตามภาวะเบาหวาน  
 
 
 
 
 



ผลงานดังกล่าวมาทั้งหมดน้ี 
1. ได้มีการนําเสนอผลงานโดยการพูด (oral presentation) ในงานสัมมนาสากล “Nanothailand 2016” 

ท่ีจัดข้ึนเมื่อวันที่ 27 – 29 พฤศจิกายน 2559 ณ กรีนเนอร์รี่รีสอร์ท เขาใหญ ่จ. นครราชสีมา 
2. ได้ย่ืนจดต้นแบบไปเมื่อวันที่ 15 ธันวาคม 2559 ซึ่งอยู่ระหว่างรอเจ้าหน้าที่พิจารณา ในชื่อเร่ือง "ต้นแบบ

แอปตาเมอร์ทีม่ีความจําเพาะต่อโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน และชดุตรวจวัดปริมาณโปรตีนไกลเคท
เตดอลับูมิน โดยใช้เทคนิคเคมีไฟฟ้าร่วมกับแอปตาเมอร์" โดยมีเลขที่เอกสารความรู้ KRRN : 104169 
(ต้นแบบที่ย่ืนจดไปอยู่ใน เอกสารแนบหมายเลข 1) 

3. ได้เขียนต้นฉบับ (manuscript) เพ่ือย่ืนตีพิมพ์ในวารสารนานาชาติ เสรจ็เรียบร้อยแลว้ (ต้นฉบับที่พร้อม
ย่ืนเสนอตีพิมพ์อยู่ใน เอกสารแนบหมายเลข 2) 



รายงานความก้าวหน้าฉบับสมบูรณ ์

โครงการย่อยที่ 3: การตรวจภาวะไกลเคชัน่ของอลับูมินด้วยเคร่ืองตรวจวัดชนิดนาโนพอร์ (Simultaneous 
Detection of Albumin Glycation using Nanopore-sensor) 

ผู้รว่มงานวิจัย: 1. ดร.เดอืนเพ็ญ จาปรุง 

  2. ดร.ธิติกร บุญคุ้ม 

3. ดร.ประภาศิริ พงษ์ประยูร 

4. ดร.สุรศักดิ์ เนียมเจริญ 

  5. นาย จักรพงศ์ ศุภเดช 

ความก้าวหนา้ในการดําเนนิงาน 

ในปีแรกทมีวิจยั ได้ทําการติดตั้งเครือ่งมอืที่เก่ียวขอ้งกับการผลิต และใช้นาโนพอร์ในการตรวจวัดโมเลกุล
เป้าหมาย สําหรับเครื่องมอืที่เก่ียวข้องกับการผลตินาโนพอร์ไดแ้ก่ เครื่อง Focus Ion Beam ที่ต่ออยู่กบั 
Scanning electron microscopy (FIB-SEM) และเครื่องท่ีใชใ้นการวัดกระแสท่ีไหลผ่านนาโนพอร์น่ันคือเครือ่ง 
Potentiostat และชดุเคร่ืองมอื Electrophysiology (เคร่ืองขยายสัญญาณจากไมโครอิเลก็โทรด 
(Microelectrode Amplifier) เครื่องแปลงข้อมูล อนาลอคเป็นดิจิตอล (Digitizer) กรงฟาราเดย์ (Faraday cage) 
และชุดตอ่คอมพิวเตอร์) ซึง่เครื่องมือเหลา่น้ีเป็นงบประมาณจากหลายแหล่งทุนเช่น The Royal Society of 
Chemistry (RSC), TCELS และศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาต ิ นอกจากนี้ยังได้ผลติอุปกรณ์สําหรบัการประกอบ
ชิ้นส่วนเพื่อทดสอบนาโนพอรเ์ช่น อ่างทดสอบ (chamber), ข้ัวไฟฟ้าซิลเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรด ์ และแหวนรองชิพ 
เป็นต้น นอกจากนี้เรายังสามารถผลตินาโนพอร์ต้นแบบทีม่ีขนาดเส้นผ่าศูนย์กลางประมาณ 100 นาโนเมตร (วัด
จากภาพถ่าย SEM) ไดอ้ีกด้วย 

ดังน้ันในปีท่ี 2 น้ีทางคณะวิจัยจะทําการทดสอบนาโนพอร์ดังกล่าว และหาสภาวะที่เหมาะสมเพ่ือจะนํานาโน
พอร์ดังกล่าวไปวิเคราะห์โปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 

 

 

  



1. การผลิตนาโนพอร์จากวัสดุซิลิคอน 
1.1 การสร้างไดอะแฟรมบางซิลคิอนไนไตรด์ (Si3N4) 

1.1.1 เตรียมแผ่นซิลคิอนขนาด 6 น้ิว ระนาบ (100), ความหนา 625 nm, สภาพต้านทาน 1-100 Ohm.cm 
และนํามาทําความสะอาดด้วย Standard CMOS cleaning ดัง รูปท่ี 1 
 
 

 

1.1.2. สร้างชัน้ SiO2 หนา 650 nm ด้วยกระบวนการ Wet thermal oxidation ที่อณุหภูมิ 1000 OC ดัง รูป
ที่ 2 
 
 

 

1.1.3. สร้างชัน้ Si3N4 หนา 80 nm ด้วยกระบวนการ Low Pressure Chemical Vapor Deposition 
(LPCVD) ที่อณุหภูมิ 950 OC ดัง รปูท่ี 3 

 

 

1.1.4. สร้างชัน้ SiO2 หนา 1 m ท่ีด้านหน้าของแผ่น wafer ดัง รปูท่ี 4 ด้วยเทคนคิ Plasma 
Enhancement Chemical Vapor Deposition (PECVD) 
 
 
  

รูปท่ี 2 ภาพตัดขวางแผ่นซิลิคอนหลังจากปลูกช้ัน SiO2 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist รูปท่ี 1 แผ่นซิลิคอนเริ่มตน้ 

รูปที่ 3 ภาพตัดขวางแผ่นซิลิคอนหลังจากปลูกช้ัน Si3N4 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 

รูปท่ี 4 ภาพตัดขวางแผ่นซิลิคอนหลังจากปลูกช้ัน SiO2 (PECVD) 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 



1.1.5. สร้างลวดลายนํ้ายาไวแสงด้านหลังแผ่น wafer ด้วยกระบวนการ photolithography ดัง รูป 5 
 
 
 

 

1.1.6. กัดชั้น Si3N4/SiO2 ดว้ยเทคนิค Plasma etching ดัง รูปที่ 6 
 
 
 

 

 
1.1.7. ลอกฟิลม์นํ้ายาไวแสงออกด้วยเทคนิค Plasma etching ดัง รูปที่ 7 
 
 
 
 
 
1.1.8. กัดซิลิคอน wafer หนา 625 m ดงั รูปที่ 6 ด้วย TMAH 25% : H2O สัดส่วน  1:1 vol./vol.  
ที่อุณหภูมิ 90 OC, Ster 100 rpm เป็นเวลา 11 ชั่วโมง จะได้ diaphragm SiO2/Si3N4/SiO2 ดัง รูปท่ี 8 
 
 
 
 
 
 
 

100 m 

54.7 O 

1000 m 

รูปท่ี 5 ภาพตัดขวางหลังสร้างลวดลาดดว้ยฟิล์ม photoresist 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 

รูปท่ี 6 ภาพตัดขวางหลังกัดฟิล์ม photoresist Si3N4/SiO2  

ด้วยเทคนิค Plasma 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 

รูปที่ 7 ภาพตัดขวางหลังลอกช้ันฟิล์ม photoresist 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 

รูปที่ 8 ภาพตัดขวางแผ่นซิลิคอนหลังการกัดซิลิคอนหนา 625 um 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 



 
1.1.9. ลอกชั้น SiO2 ออกด้วยสารละลาย HF 5% ดัง รูปที่ 9 
 
 
 
 

 

1.1.10. ล้างนํ้า DI และเป่าแห้งด้วย N2 จะได้ไดอะแฟรมของฟิล์ม Si3N4 ดัง รูปที ่10 

 
 
 
 
 
 
 

 

1.1 การเจาะนาโนพอร์ด้วยเคร่ือง FIB-SEM 
การเจาะนาโนพอร์ประกอบด้วย 2 ข้ันตอนหลักคือ 1) การเจาะนาโนพอร์บนไดอะแฟรมบางที่เตรยีมได้

จากหัวข้อ 1.1  โดยใช้เครือ่ง Focus Ion Beam/Field Emission Scanning Electron Microscope (Versa 
3D) ณ ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาต ิ  สําหรับเง่ือนไขในการเจาะนาโนพอร์น้ัน ทีมวิจัยได้ศึกษาตัวแปรต่างๆท่ีอาจ
มีผลตอ่ขนาดของนาโนพอร์ทีเ่จาะได ้ ได้แก่ ขนาดของลวดลายวงกลมสําหรับการเจาะ (drill pattern) ค่า
ศักย์ไฟฟ้าและกระแสของลําไอออน ความลกึของลวดลายที่ใช้เจาะ เป็นต้น ข้ันตอนท่ี 2) คือการวัดขนาดของนา
โนพอร์ที่เจาะได้ โดยในข้ันน้ี คณะผู้จัดทําวัดขนาดของนาโนพอร์ด้วยเคร่ือง Field Emission Scanning Electron 
Microscope (Hitachi Su8030) ณ ศูนย์บรกิารวิเคราะห์ทดสอบ สวทช. 

ตัวอย่างนาโนพอร์ที่เจาะด้วยเทคนิค Focused Ion Beam แสดงในรูปที่ 11 และ 12 จากรูปจะเห็นว่า
เพียงแค่การกําหนดเงื่อนไขความลึกในการเจาะนาโนพอร์ สามารถเตรียมนาโนพอร์ทีม่ีขนาดต่างกันได้ โดยหาก
กําหนดขนาดความลึกมาก จะได้นาโนพอรท์ี่มีขนาดใหญ ่ ทั้งน้ีนอกจากการกําหนดขนาดของนาโนพอร์จากการตั้ง
ค่าความลึกในการเจาะแล้ว ขนาดนาโนพอร์ยังสามารถเปลี่ยนแปลงไดด้ว้ยการกําหนดเงื่อนไขของตัวแปรอื่นๆที่ได้

1000 m 
รูปท่ี 9 ภาพตัดขวางหลังลอกช้ันฟิล์ม SiO2 ออก 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 

รูปท่ี 10 Top view ของ Si3N4 diaphragm ขนาด 150x100 um2 

Si 
SiO2 
Si3N4 
Photoresist 



กล่าวมาแล้วขา้งต้น จากผลที่เกิดข้ึนน้ี แสดงให้เห็นว่าการเตรียมนาโนพอร์ท่ีมขีนาดเล็กกว่า 100 นาโนเมตร 
สามารถเตรียมได้ด้วยเทคนิค Focused Ion Beam และหากมีการกําหนดเงื่อนไขของตัวแปรต่างๆในการเจาะให้
เหมาะสมสอดคล้องกัน เทคนิคน้ีมีศักยภาพที่จะสามารถเตรียมนาโนพอร์ทีม่ีขนาดเลก็มากๆ (เช่น เล็กกว่า 50 นา
โนเมตร) ได ้

 

 
 
รูปท่ี 11: ภาพจาก Scanning Electron Microscope ของนาโนพอร์ที่เจาะด้วย Focused Ion Beam ที ่30 kV 

30 pA โดยใช้ลวดลายวงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 25 นาโนเมตร และกําหนดความลึกที่ 500 นาโนเมตร 
 

 
 



รูปท่ี 12: ภาพจาก Scanning Electron Microscope ของนาโนพอร์ที่เจาะด้วย Focused Ion Beam ที ่30 kV 
30 pA โดยใช้ลวดลายวงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 25 นาโนเมตร และกําหนดความลึกที่ 2 ไมโครเมตร  

 
หลังจากทําการศึกษาเบ้ืองตน้จนสามารถเจาะนาโนพอรด์้วยเทคนิค focused ion beam ได้แล้ว ทีมวิจัย

ได้ทําการศึกษาเพ่ิมเติมโดยการกําหนดเง่ือนไขของ focused ion beam เพ่ือหาสภาวะที่เหมาะสมเพื่อให้ได้นาโน
พอร์ท่ีมขีนาดแตกต่างกันได ้ ผลจากการศึกษาในส่วนน้ีจะสามารถใช้เง่ือนไขต่างๆเหล่าน้ีเป็นแนวทางในการเตรียม
นาโนพอร์ที่มีขนาดต่างๆตามที่ตอ้งการไดใ้นช่วงราว 40-200 นาโนเมตร ท้ังน้ียังอาจนําไปประยุกตใ์ชใ้นงานอื่นที่
ตอ้งการขนาดของนาโนพอร์แตกต่างกันไดอ้ีกด้วย โดยเง่ือนไขทีท่ําการศึกษาได้แก่ ขนาดของลวดลายวงกลม ค่า
ความต่างศักย์ ค่ากระแส และการกําหนดค่าความลึกของ focused ion beam ท่ีใชใ้นการเจาะ (Z) ดังแสดงใน
ตารางที่ 1 ภาพถ่ายและขนาดของนาโนพอร์ท่ีได้จากการกําหนดเง่ือนไขดังกล่าวไดแ้สดงไว้ดังรูปท่ี 13 และตาราง
ที่ 1 

 ตารางที่ 1: เงื่อนไข focused ion beam ที่ใช้ในการเจาะนาโนพอร์และขนาดของนาโนพอร์ที่ได ้

Sample 
Ion Beam 
condition: 

potential, current 

Diamerter of 
circular 
pattern 

Z 
Nanopore 
diameter 

A 30 kV, 30 pA 25 nm 0.5 μm 41 nm 

B 30 kV, 30 pA 15 nm 1.5 μm 49 nm 

C 30 kV, 30 pA 20 nm 1.5 μm 88 nm 

D 30 kV, 30 pA 25 nm 1.5 μm 135 nm 

E 30 kV, 30 pA 25 nm 1.75 μm 173 nm 

 



 

รูปท่ี 13: ภาพจากกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope images) แสดงขนาดของนาโน
พอร์ที่ได้จากการเจาะด้วย focused ion beam ด้วยเงื่อนไขดังแสดงในตารางที่ 1 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



1.2 Nanopore characterization 
หลังจากการเจาะนาโนพอร์บนแผ่น Si3N4 ด้วยเคร่ือง FIB-SEM แลว้ จึงได้นําแผน่ซิลิคอนมาทําความ

สะอาดโดยการแชใ่นนํ้าบริสทุธ์ครั้งละ 5 นาที 2 รอบ และแช่ใน 95% แอลกอฮอล์จนกว่าจะใช้งานในการทดสอบ
การไหลผ่านของนาโนพอร์ในครั้งน้ี 

 คณะวิจัยได้ทาํการปรับปรุงข้ัวไฟฟ้าชนิดซลิเวอร์/ซิลเวอร์คลอไรดใ์หม ่ โดยการใช้ขั้วไฟฟ้าท่ีมีขนาด
เส้นผ่าศูนย์กลาง 1.5 mm และหุ้มด้วยวุ้นเหลวท่ีมีความเข้มข้น 3% (นํ้าหนัก/ปริมาตร) ท่ีเตรียมอยู่ใน 3 M KCl 
เพ่ือป้องกันการกัดกรอ่นของขั้วไฟฟ้าด้วยสารละลายอิเล็กโทรไลท์ท่ีใช ้ ซึ่งบางกรณีตอ้งใช้สารละลายท่ีมีฤทธ์ิกัด
กร่อนสูง โดยอปุกรณ์ในการทําข้ัวไฟฟ้าแสดงใน รูปที ่14 

 
 
 

 
 

รูปที ่ 14: แสดงอุปกรณ์สําหรับสร้างข้ัวไฟฟ้าที่
ทนการกัดกร่อน ซึ่งประกอบด้วย ขั้วไฟฟ้า 
Ag/AgCl, 3% Agarose gel, Parafilm และ 
Stopper 

 
 

หลังจากประกอบนาโนพอร์ ที่อยู่บนแผ่น SI3N4 เข้ากับ Chamber และเติมอิเล็กโทรไลท์ 1 M KCl, Tris 
pH 7.5 ปริมาตรข้างละ 1.5 mL จึงทําการกําจัดฟองอากาศขนาดเล็กด้วยการใช้ปิเปตดดูสารละลายขึ้นลง 
จากนั้นนําชุดทดสอบดังกล่าวไปต่อกับเคร่ือง Potentiostat และเชือ่มด้วยข้ัวไฟฟ้า Ag/AgCl2 เส้นที่เตรียมไวแ้ล้ว 
และวัดกระแสที่ไหลผ่านนาโนพอร์ ด้วยโปรแกรม Cyclic voltammogram โดยให้ความต่างศักดิต์ั้งแต่ -0.5 V ถึง 
+0.5 V  และนําผลการทดสอบไปคํานวณขนาดของนาโนพอร์จากสตูร 
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หลังจากทดสอบนาโนพอร์ 2 ชิ้นงาน ด้วย potentiostat พบว่ามีกระแสไหลผ่านนาโนพอร์ในช่วงความต่าง
ศักดิด์ังกล่าวดว้ยความชันของเส้นตรงที่  8 x 10-11 และ 1x10-10 ตามลําดับและเมือ่นําไปเข้าสมการเพื่อหาขนาด
ของนาโนพอร์พบว่า นาโนพอร์มขนาดเล็กกว่า 10 นาโนเมตรซึ่งใกล้เคียงกับขนาดของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมิน 
จึงไม่สามารถนําไปวิเคราะห์โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินได้ สาเหตุท่ีนาโนพอร์มีขนาดเลก็กว่าภาพที่วิเคราะห์ได้จาก 
SEM อาจเกิดจากสภาวะที่ใช้ในการเจาะนาโนพอร์ยังไม่เหมาะสม ทําให้รูปร่างของนาโนพอร์เป็นทรงกรวย และ
ถึงแม้ด้านบนของนาโนพอร์จะมีขนาด 100 นาโนเมตร แต่ด้านล่างมีขนาดเล็กประมาณ 10 นาโนเมตร ดังน้ันทีม
วิจัยจึงจะทําการหาสภาวะใหม่ที่เหมาะสมเพ่ือผลตินาโนพอร์ที่มีประสทิธิภาพ สามารถวิเคราะห์โปรตีนไกลเคท
เตดอลับูมินไดใ้นขั้นถัดไป  

 
 



 
 
รูปท่ี 15: แสดงกระแสไอออนที่ไหลผ่านนาโนพอร์เมื่อวิเคราะห์ดว้ยเครื่อง Potentiostat 
 

ในส่วนของการวัดค่ากระแสไฟฟ้า-ความต่างศักย์ด้วยเครือ่ง potentiostat หลังจากสามารถเตรียมนาโน
พอร์ใหม้ีขนาดแตกต่างกันไดใ้นช่วง 40-170 นาโนเมตรดังแสดงในหัวขอ้ 1.1 การเจาะนาโนพอรด์้วยเทคนิค FIB 
ทีมวิจัยจึงได้เก็บข้อมลูความสัมพันธ์ระหว่างค่าความต่างศักย์ที่ให้กับกระแสไฟฟ้าที่วัดได้ (I-V characteristics)



เพ่ือศึกษาว่าขนาดของนาโนพอร์มีผลต่อความสัมพันธ์กระแสไฟฟ้า-ความต่างศักยอ์ย่างไร จากผลการศึกษาพบว่า
ความชันของกราฟกระแสไฟฟ้า-ความต่างศักย์เปลี่ยนไปตามขนาดของนาโนพอร์ โดยความชันของกราฟมีค่าสูงข้ึน
เมื่อนาโนพอรม์ีขนาดเส้นผ่านศูนย์กลางใหญ่ข้ึน ดังแสดงใน รูปท่ี 16 นอกจากนี้ยังพบว่าค่าความชันของกราฟกับ
ขนาดของนาโนพอร์เป็นไปตามความสัมพันธ์ดังสมการที่ 1 ค่าความชันที่คํานวณได้ถูกแสดงไว้ดังตารางที่ 2  โดย
กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความชันและขนาดของนาโนพอร์แสดงไว้ดัง รูปที่ 17 การศึกษาดงักล่าวเป็นการยืนยัน
ได้ว่าค่าความชันของกราฟกระแสไฟฟ้า-ความต่างศักย์สามารถนํามาใช้คํานวณขนาดของนาโนพอร์ไดอ้ย่างคร่าวๆ
ดังสมการที ่ 1 ด้วยเหตุน้ีทีมวิจัยจึงได้นําความสัมพันธ์ดังกล่าวมาใช้เป็นกรรมวิธีในการตรวจเช็คนาโนพอร์หลังจาก
การเจาะด้วยเทคนิค FIB ซึ่งเป็นการช่วยลดระยะเวลาในการตรวจเชค็นาโนพอร์ซึ่งเดิมตอ้งเช็คจากการส่องด้วย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด ซึ่งเป็นเทคนิคที่ตอ้งอาศัยทกัษะของผูส้่อง อีกท้ังยังอาจใช้เวลานานใน
การหานาโนพอร์บนเมมเบรนท่ีเตรียมข้ึน และจากการประยุกต์ใช้ความสัมพันธ์น้ีเอง ทีมวิจัยจึงไดย่ื้นจดสทิธิบัตร
กรรมวิธีตรวจสอบการคงอยู่ของนาโนพอร์ด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้าดังแสดงใน เอกสารแนบหมายเลข 1 
 

 

รูปท่ี 16: กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างกระแสไฟฟ้าและความตา่งศักย์ วัดด้วยเทคนิค cyclic voltammetry โดย
ความสัมพันธ์ดงักล่าวขึ้นอยู่กับขนาดนาโนพอร์ที่เปล่ียนไป 

 

 

 

 

 

 

 



ตารางท่ี 2: แสดงคาความชันจากกราฟกระแสไฟฟา-ความตางศักยของนาโนพอรท่ีมีขนาดตางๆ 

Nanopore diameter Slope 

41 nm 2.02E-09 

49 nm  5.58E-09 

88 nm 3.11E-07 

135 nm 1.21E-06 

173 nm 1.26E-06 

 

 

รูปท่ี 17: กราฟแสดงความสัมพันธ์ระหว่างความชันของกราฟกระแสไฟฟ้า-ความต่างศํกย์กับขนาดของนาโนพอร์ เส้นประสีแดง
เป็นเส้นนําสายตาเพ่ือแสดงแนวโน้มความสัมพันธ์ที่เป็นไปตามสมการที่ 1 

 
1.3 การทดสอบการไหลผ่านของโปรตีนไกลเคทเตดอัลบูมินด้วยด้วยวิธทีางคอมพวิเตอร ์

 ในการทดลองนี้ได้นําเทคนิคการจําลองแบบเชิงพลวัต (Molecular Dynamics simulations) มาใชใ้น
การศึกษาการว่ิงผ่านนาโนพอร์ของโปรตีนอัลบูมินทีต่ิดกับแอปตาเมอร ์ โดยได้ใส่สนามไฟฟ้าลงไปในระบบ เพ่ือ
เลียนแบบศักย์ไฟฟ้าท่ีใช้ในการทดลองเพื่อให้เกิดการเคลือ่นท่ีของโปรตีนลงในนาโนพอร์ โดยได้มกีารปรับความ
แรงสนามไฟฟ้าหลายขนาดเพ่ือทดสอบความสามารถในการว่ิงผ่านนาโนพอร ์

 



 
รูปท่ี 18: แบบจําลองระบบที่ประกอบด้วย โปรตนีอัลบูมินที่ตดิกับแอปตาเมอร์ โดยไดใ้ส่สนามไฟฟ้าเลียนแบบการทดลอง single 
channel recording เพื่อให้โปรตีนวิ่งผ่านนาโนพอร์ (สีส้ม) 

 จากการทดลองพบว่าแอปตาเมอร์จะเกิดการแยกตัวออกจากโปรตีนเน่ืองจากการใส่สนามไฟฟ้ามาก
เกินไป  กําลังทําการปรับหาขนาดสนามไฟฟ้าที่เหมาะสมสําหรับการจําลองแบบเชงิพลวัตเพ่ือนําไปศึกษากลไก
การเข้าสู่นาโนพอร์ตอ่ไป 

1.4 การศกึษารูปรา่งของนาโนพอร์ ทีเ่หมาะสม สําหรับการตรวจวัดโปรตีนด้วยวธิีทางคอมพิวเตอร ์ 

เน่ืองจากนาโนพอร์สังเคราะห์ท่ีทางทีมวิจัยศึกษาอยู่น้ี มีรปูร่างเป็นทรงกระบอกจากการเจาะแผ่นซิลคิอน
ที่สร้างข้ึนด้วยเคร่ือง FIB และจากการใช้วิธีทางคอมพิวเตอร ์ พบว่าอาจไม่ใช่โครงสร้างที่เหมาะสมท่ีจะทําให้
โปรตีนไกลเคทเตดอลับูมินไหลผ่าน และตรวจวิเคราะห์ไดด้ีท่ีสดุ ทีมวิจัยจึงได้ทําการศึกษาด้วยวิธีทางคอมพิวเตอร์
เพ่ิมเติม เพ่ือค้นหาโครงสร้างของนาโนพอร์ที่เหมาะสมท่ี นํ้า และโมเลกุลประจุบวก และประจุลบไหลผ่านไดด้ ี
โดยเลอืกโครงสร้างของนาโพอร์มา 3 แบบ ที่มคีวามเป็นไปได้ที่จะสามารถผลิตข้ึนมาได ้ หรือมนีาโนพอรแ์บบ
ชีวภาพ (Biological Nanopore) ที่สามารถทดแทนได้ นั่นคอื โครงสร้างแบบ (1) ทรงนาฬิกาทราย (2) 
ทรงกระบอก (3) ทรงกรวย ดังแสดงใน รูปท่ี 19 

 

 



 

 

รูปที ่19: โครงสร้าง 3 แบบ ที่ใชใ้นการวิเคราะหด์้วยวิธีทางคอมพิวเตอร์น่ันคือ โครงสร้าง ทรงนาฬิกาทราย 
ทรงกระบอก และ ทรงกรวย  

 
 ผลการวิเคราะห์พบว่าการไหลผ่านของไอออนที่มีประจุลบ และบวกจะมีความแตกต่างกันอย่างชัดเจน ถ้า
ไอออนเหล่าน้ีไหลผ่านนาโนพอร์ที่เป็นทรงนาฬิกาทราย หรือทรงกรวย อีกทั้งพ้ืนผิวของนาโพอร์ที่มสี่วนประกอบ
หลายอย่างก็ชว่ยให้ไอออนทีม่ีประจุต่างกัน ไหลผ่านด้วยความสามารถที่ต่างกันด้วย หรือท่ีเรียกว่า Selectivity ซึง่
นาโนพอร์แบบน้ีมีความเหมาะสม ท่ีจะนําไปวิเคราะห์โมเลกุลทีม่ีประจุแตกต่างกัน เช่น โอลโิกนิวคลิโอไทด ์ (สายดี
เอ็นเอ หรอื อาร์เอ็นเอ) ที่มีประจุรวมเป็นลบ และโปรตีนบางชนิดท่ีมีประจุรวมเป็นบวก รวมทั้งโปรตีนอลับูมิน 
และไกลเคทเตดอัลบูมิน ที่ทางทีมวิจัยกําลังศึกษาอยู่ด้วย ดังแสดงใน รูปที่ 20 และผลการศึกษาน้ีได้ส่งเพ่ือตีพิมพ์
ในวารสาร “Computational and Theoretical Chemistry” ดังเอกสารแนบหมายเลข 2 ขณะน้ีกําลังรอผล
การพิจารณา 



  
 

รูปที ่20: แสดงการไหลผ่านของโมเลกุลนํ้า และไอออน (Chloride ion แล Sodium ion)  ผ่านนาโนพอร์ 3 
รูปแบบ คือ นาโนพอร์ ทรงนาฬิกาทราย ทรงกระบอก และทรงกรวย 

 

 

 

 

 

 



บทสรุป 

คณะวิจัยได้สภาวะในการผลิตนาโนพอร์ท่ีสร้างจากวัสดุซลิิกอน และเจาะด้วย FIB ได้สําเร็จ ด้วยความ
ร่วมมือของ 4 หน่วยงานหลัก คือ (1) ศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาต ิ (2) ศูนย์เทคโนโลยีไมโครอิเลก็โทรนิกส ์ (3) 
สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหารลาดกระบัง และ (4) มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ และพบวิธีการตรวจ
เชคสภาพความคงอยู่ของนาโนพอร์ด้วยวิธีที่ง่าย และรวดเร็วจนได้ย่ืนจดสิทธิบัตร 1 ฉบับ  

(1) ชื่อการประดิษฐ์ กรรมวิธีการตรวจสอบความคงอยู่ ของนาโนพอร์ด้วยวิธีทางเคมีไฟฟ้า เลขที่คําขอ 
1601005892 วันท่ียื่นคําขอ 30 ก.ย.2559 (เอกสารแนบหมายเลข 1) 

อีกทั้งผลการศกึษาด้วยวิธีทางคอมพิวเตอร์ ยังได้ส่งเพ่ือตพิีมพ์ในวารสารนานาชาตอิีกด้วย 

(2) Multiscale simulation studies of geometrical effects on solution transport through 
nanopores. Attaphon Chaimanutsakun, Deanpen Japrung, Prapasiri Pongprayoon 
(Submitted) (เอกสารแนบหมายเลข 2) 

อย่างไรก็ตามผลการวิจัยในโครงการนี้ ก็ล่าช้ากว่าเป้าหมายที่วางไว้ เน่ืองจากยัง ไม่ไดต้้นแบบการ
วิเคราะห์ภาวะไกลเคชั่นด้วยนาโนพอรท์ี่สามารถใช้งานไดจ้ริง ซึ่งเป็นเป้าหมายสูงสุด เน่ืองจากงานวิจัยน้ีเป็นงา
วิจัยใหม่สําหรบัประเทศไทย ทีมวิจัยจึงใชเ้วลาส่วนใหญ ่ ไปกับการศึกษาความรู้พ้ืนฐาน การสร้างวัสดุ อุปกรณ์
สําหรับการทดสอบ และทําความเข้าใจเป้าหมายของโมเลกุลทีจ่ะใช้ในการตรวจวัด ซึ่งความรู้และวัสดอุุปกรณ์ 
ต่างๆ ที่ได้มาน้ัน สามารถนําไปปรับใช้กับการตรวจวัดสารชีวโมเลกุลได้หลากหลายชนิด ไม่ว่าจะเป็น ดีเอ็นเอ อาร์
เอ็นเอ และโปรตีนชนิดต่างๆ ซึ่งทางทีมวิจัยจะยังคงทําการพัฒนาต่อไป  

ซึ่งแผนการศึกษาในอนาคต จะมีการสร้างความร่วมมือกับต่างประเทศที่มีความเชี่ยวชาญ ( Prof. Joshua 
Edel, Imperial College London) เพ่ือสร้างเครื่อข่ายงานให้แข็งแรงข้ึน และร่วมขอทุนวิจัย โดยเป้าหมายหลัก
คือเร่งให้ผลงานวิจัยสําเร็จตามวัตถุประสงค ์และนําไปใช้ประโยชน์ได้เร็วขึ้น 


