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ในการศึกษาน้ีได้ท าการพฒันาคาพาซิทีฟอิมมูโนเซนเซอร์แบบไม่ติดฉลากเพื่อการ
ตรวจวดัโปรตีนท่ีเป็นตวับ่งช้ีต่อโรค 2 ชนิดคือ YKL-39 และ YKL-40 ในระบบโฟลวอิ์นเจคชนั 
วิทยานิพนธ์ฉบบัน้ีได้แบ่งการศึกษาออกเป็น 2 ส่วน โดยส่วนแรกท าการศึกษาเก่ียวกบัการผลิต      
รีคอมบิแนนทโ์ปรตีน YKL-40 ในระบบการแสดงออกจากเซลล์แบคทีเรีย และเซลล์ของสัตวเ์ล้ียง
ลูกดว้ยนม เพื่อใช้ส าหรับการผลิตโพลีโคลนอลท่ีจ าเพาะต่อโปรตีน YKL-40 จากการศึกษาพบว่า 
YKL-40 แอนติบอดีมีความจ าเพาะและท าปฏิกิริยาอย่างสูงต่อโปรตีน YKL-40 เม่ือน า YKL-40    
โพลีโคนอลแอนติบอดีท่ีถูกท าให้บริสุทธ์ิ มาตรึงบนผิวอิเลคโทรดทองค าท างานโดยเทคนิคการ
เคลือบผวิแบบเรียงตวัชั้นเดียว พบวา่สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ของระบบอิมมูโนเซนเซอร์
ต่อโปรตีน YKL-40 จากแบคทีเรีย ไดแ้ก่ ปริมาณสารตวัอยา่ง 200 ไมโครลิตร อตัราการไหล 100 
ไมโครลิตรต่อนาที กรดไฮโดรคลอริคเขม้ขน้ 3.16 มิลลิโมลาร์ (พีเฮชเท่ากบั 2.5) เป็นสารรีเจเนอร์
เรต และบฟัเฟอร์ท่ีใช้คือ โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ มีค่าพีเฮชท่ี 7.0 
ในขณะท่ี สภาวะท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์ของระบบอิมมูโนเซนเซอร์ต่อโปรตีน YKL-40 จาก
เซลล์ของสัตวเ์ล้ียงลูกด้วยนม ได้แก่ ปริมาณสารตวัอย่าง 250 ไมโครลิตร อตัราการไหล 100 
ไมโครลิตรต่อนาที กรดไฮโดรคลอริคเขม้ขน้ 3.16 มิลลิโมลาร์ (พีเฮชเท่ากบั 2.5) เป็นสารรีเจเนอร์
เรต และบฟัเฟอร์ท่ีใช้คือ โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 10 มิลลิโมลาร์ มีค่าพีเฮชท่ี 7.0 
โดยภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ ทั้งสองระบบของอิมมูโนเซนเซอร์ต่อโปรตีน YKL-
40 พบช่วงความเป็นเส้นตรงระหวา่ง 0.1 ถึง 1,000 ไมโครกรัมต่อลิตร ในขณะท่ีค่าขีดจ ากดัท่ีต ่าสุด
ในการวดัอยูท่ี่ 0.07±0.01 ไมโครกรัมต่อลิตรในอิมมูโนเซนเซอร์ต่อโปรตีน YKL-40 จากแบคทีเรีย 
และ 0.08±0.02 ไมโครกรัมต่อลิตรในอิมมูโนเซนเซอร์ต่อโปรตีน YKL-40 จากเซลล์ของสัตวเ์ล้ียง
ลูกด้วยนม อิเลคโทรดท างานสามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้มากกว่า 40 รอบ ส าหรับอิมมูโน
เซนเซอร์ต่อโปรตีน YKL-40 จากแบคทีเรีย และ 50 รอบ ส าหรับอิมมูโนเซนเซอร์ต่อโปรตีน YKL-
40 จากเซลล์ของสัตว์เล้ียงลูกด้วยนม และระบบยงัแสดงความจ าเพาะต่อโปรตีน YKL-40 ใน
ตวัอยา่งแบบจ าลองพบวา่ การพฒันาระบบอิมมูโนเซนเซอร์ใหค้่าเปอร์เซ็นตก์ารคืนกลบัของวิธีการ
วิเคราะห์ในช่วงร้อยละ 98 ถึง 102 และในการตรวจวดัค่าโปรตีน YKL-40 ใน 4 ตวัอยา่งของคน
ปกติ 5 ตวัอย่างของมะเร็งเตา้นม และ 4 ตวัอย่างของมะเร็งสมอง ดว้ยวิธีอิมมูโนเซนเซอร์ต่อ
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โปรตีน YKL-40 จากเซลล์ของสัตวเ์ล้ียงลูกดว้ยนม ให้ค่าการตรวจวดัของโปรตีน YKL-40 ท่ีตรง
กบัวธีิมาตรฐาน ELISA อยา่งไรก็ตาม วิธีท่ีพฒันาข้ึนน้ีให้ค่าช่วงความเป็นเส้นตรงท่ีกวา้งกวา่ และ
มีค่าขีดจ ากดัท่ีต ่าสุดในการวดัต ่ากว่า อีกทั้งอิเลคโทรดท างานสามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ไดห้ลาย
คร้ัง 

ส่วนท่ี 2 เป็นการศึกษาการพฒันาคาพาซิทีฟอิมมูโนเซนเซอร์เพื่อใชใ้นการตรวจวดัโปรตีน 
YKL-39 ซ่ึงเป็นโปรตีนท่ีใชใ้นการติดตามความกา้วหนา้ของโรคขอ้เส่ือม โพลีโคนอลแอนติบอดี
ต่อโปรตีน YKL-39 ถูกใชใ้นการตรึงกบัอิเลคโทรดทองท างานโดยเทคนิค การเคลือบผิวแบบเรียง
ตวัชั้นเดียวด้วยไทโอยูเรีย สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์ของระบบของคาพาซิทีฟอิมมูโน
เซนเซอร์ต่อโปรตีน YKL-39 ได้แก่ ปริมาณสารตวัอย่าง 200 ไมโครลิตร อตัราการไหล 100 
ไมโครลิตรต่อนาที กรดไฮโดรคลอริคเขม้ขน้ 3.16 มิลลิโมลาร์ (พีเฮชเท่ากบั 2.5) เป็นสารรีเจเนอร์
เรต และบฟัเฟอร์ท่ีใช้คือ โซเดียมฟอสเฟตบฟัเฟอร์ความเขม้ขน้ 25 มิลลิโมลาร์ มีค่าพีเฮชท่ี 7.0 
ภายใตส้ภาวะท่ีเหมาะสมพบช่วงความเป็นเส้นตรงระหวา่ง 0.1 ไมโครกรัมต่อลิตร ถึง 1 มิลลิกรัม
ต่อลิตร ในขณะท่ีค่าขีดจ ากดัท่ีต ่าสุดในการวดัอยูท่ี่ 0.07±0.02 ไมโครกรัมต่อลิตร อิเล็กโทรดตรึง
โพลีโคนอลแอนติบอดีต่อโปรตีน YKL-39  สามารถน ากลบัมาใชใ้หม่ไดม้ากกวา่ 49 คร้ังโดยมีค่า
ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพทัธ์ นอ้ยกว่าร้อยละ 5 ค่าท่ีไดใ้นการตรวจวดัค่าโปรตีน YKL-39 ใน
ตวัอยา่งเซลล ์ตวัอยา่งแบบจ าลอง และน ้ าไขขอ้ของผูป่้วยโรคขอ้เส่ือมพบวา่ วิธีคาพาซิทีฟอิมมูโน
เซนเซอร์ต่อโปรตีน YKL-39 และ วิธีมาตราฐาน ELISA พบวา่วิธีทั้งสองให้ค่าการตรวจวดัของ
โปรตีน YKL-39 ท่ีตรงกนั  
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THE DEVELOPMENT OF CAPACITIVE IMMUNOSENSORS TO DETECT 

CHITINASE-LIKE PROTEIN BIOMARKERS 

 

 In this study, a label-free capacitive immunosensor to detect two disease 

markers YKL-39 and YKL-40 has been established in a flow injection system. This 

thesis is divided into two parts. The first part involves expression of YKL-40 in 

bacterial and mammalian cell expression systems that were used as for production of 

anti-YKL-40 polyclonal antibody. The YKL-40 antibodies were highly specific and 

strongly reacting with YKL-40. The purified YKL-40 polyclonal antibody was 

immobilized on a gold working electrode via a self-assembled monolayer. Optimum 

operational conditions of the bacterial- YKL-40 immunosensor were a sample volume 

of 200 µL, a flow rate of 100 µL/min, HCl solution, pH 2.5, as regeneration solution 

and 10 mM sodium phosphate buffer, pH 7.0, as running buffer. For the mammalian- 

YKL-40 immunosensor, they were a sample volume of 250 µL, a flow rate of 100 

µL/min, HCl solution, pH 2.5, as a regeneration solution and 25 mM sodium 

phosphate buffer, pH 7.0, as running buffer. Under optimum operational conditions, 

both YKL-40 immunosensors gave a linear dynamic range between 0.1 and 1,000 

µg/L, with limit of detection of 0.07±0.01 µg/L for the bacterial-YKL-40 

immunosensor and 0.08±0.02 µg/L in the mammalian-YKL-40 immunosensor. The 
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reproducibility of working electrode can be regenerated up to 40 cycles for the 

bacterial-YKL-40 immunosensor and 50 cycles for the mammalian-YKL-40 

immunosensor. The system also showed good selectivity towards YKL-40. In model 

samples, the newly-developed capacitive immunosensor provided good recovery in a 

range of 98 to 102%. The serum level of YKL-40 in 4 healthy people, 5 breast cancer 

patients and 4 glioblastoma patients was detected with the mammalian-YKL-40 

immunosensor and the results agreed with the standard ELISA method. However, this 

developed method offered greater advantages with a broader linear range, lower limit 

of detection and multiple uses of the antibody-immobilized electrode. 

 In the second part, a capacitive immunosensor for detection YKL-39 as 

osteoarthritis biomarker was developed.  Antibody against YKL-39 was immobilized 

on a gold working electrode via a self-assembled thiourea monolayer. Optimum 

operational conditions were a sample volume of 200 µL, a flow rate of 100 µL/min, 

HCl solution, pH 2.5, as a regeneration solution and 25 mM sodium phosphate buffer, 

pH 7.0, as running buffer. The linear detection range was between 0.1 µg/L and 1 

mg/L with the detection limit of 0.07±0.02 µg/L. The immobilized anti-YKL-39 

antibody on gold electrode was stable and after regeneration good reproducibility of 

the signal could be obtained up to 49 times with an RSD lower than 5%. Good 

agreement was obtained when YKL-39 concentrations of cell lysate, model samples 

and synovial fluid were determined by the YKL-39 capacitive immunosensor system 

as compared to the ELISA method.  
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