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บทคัอยอ 
 

ไดมีรายงานวาการติดเชื้ออักเสบและพยาธิสภาพของมะเร็งบางชนิดมีความสัมพันธแบบมีนัยสําคัญกับการเพ่ิมปริมาณ

ความเขมขนของไกลโคโปรตีน YKL-40 ในซีรั่ม งานวิจัยนี้รายงานเก่ียวกับการสรางและการศึกษาคุณลักษณะเฉพาะ

ของ capacitive immunosensing setup ที่จําเพาะตอโปรตีน YKL-40 โดยทําการตรึง anti-YKL-40 polyclonal 

antibodies ที่ผลิตในหองปฏิบัติการนี้บนผิวหนาของอิเลคโทรดทองคํา โดยทําการตรวจวัดดวยอิมมูโนเซนเซอรท่ี

เตรยีมไดโดยตอเขากับระบบ flow injection ท่ีทําการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงของคา capacitance ที่เกิดขึ้นจาก

การจับอยางจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี โดยเทคนิคท่ีไดพัฒนาขึ้นให linear range ในชวงกวางคือ 0.1 

µg/L to 1 mg/L โดยใหคา correlation coefficients (R2) มากกวา 0.99 และใหความไวในการวัดสูงคือ 

(12.28±0.27 nF/cm2/decade ของความความเขมขนที่เปลี่ยนแปลง) นอกจากนี้คา limit of detection 

limit ท่ีไดมีคาต่าํกวาคาที่วัดไดจากวิธ ี ELISA assay ดังนั้นเทคนิค immunosensing ที่พัฒนาข้ึนนาจะมี

ความเหมาะสมในการตรวจหาปริมาณโปรตีน YKL-40 จากตัวอยางคลินิคจริง 
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ABSTRACT 

 

It has been reported that tissue inflammation and the occurrence of certain cancers are 

significantly correlated with increased concentrations of a serum YKL-40 glycoprotein. This 

research reports the construction and characterization of capacitive immunosensing setup 

specifically for detection of YKL-40, using the in house generated anti-YKL-40 plyclonal 

antibodies, which was immobilized on gold electrode surface. The resultant immunosensors 

were operated in an electrochemical flow system with detection of capacitive change upon 

specific binding between antigen and antibody. The developed technique provided a wide 

linear detection range (0.1 µg/L to 1 mg/L) with correlation coefficients (R2) above 0.99 and 

good sensitivity (12.28±0.27 nF/cm
2
 per decade of concentration change). Additionally, the 

detection limit of 0.07±0.01 µg/L was well below that of enzyme-linked immunosorbent 

assay (ELISA), which makes the proposed methodology a promising alternative for YKL-40 

detection from real clinical samples. 

 

 

 

 

 

 

 

 



ง 

 

 

 

สารบัญ 
หนา 

กิตติกรรมประกาศ              ก 

บทคัดยอภาษาไทย                    ข 

บทคัดยอภาษาอังกฤษ                  ค 

สารบัญ                   ง 

สารบัญภาพ                   จ 

สารบัญตาราง                  ฉ 

บทที่  1 บทนํา  

ความสาํคัญและที่มาของปญหาการวิจัย                1 

วัตถุประสงคของการวิจัย                   5 

ขอบเขตของการวิจัย                  6 

ประโยชนที่ไดรับจากการวิจัย                  6 

บทที่  2 วิธีดําเนินการวิจัย                  7 

บทที่  3 ผลการวิจัยและขอวิจารณ               12 

บทที่  4 บทสรุป 

สรุปผลการวิจัย                 26 

บรรณานุกรม            27 

ภาคผนวก  

 ก ผลงานเผยแพร                   29 

 ข ประวัติผูวิจัย                30 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



จ 

 

 

 

สารบัญภาพ 

หนา 

รูปที่ 1.1 โครงสราง cartoon ของโปรตีน YKL-40 ท่ีประกอบดวย TIM barrel      2 

รูปที่ 1.2 การวิเคราะหทาง immunohistochemistry ของเนื้อเยื่อท่ีทํา paraffin section     3 

รูปที่ 1.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางระดับโปรตีน YKL-40 และระดับโปรตีนบงช้ี     4 

CA-125 ในผูปวยมะเร็งชนิด endometrial cancer 

รูปที่ 1.4 หลักการตรวจวัดหาปริมาณโปรตีน YKL-40 โดยเทคนิค immunosensor     5 

รูปที่ 2.1 องคประกอบของ flow injection system ของ YKL-40 capacitive immunosensor  11 

รูปที่ 3.1 การวิเคราะห PCR product ของยีน human YKL-40 โดยวิธี gel electrophoresis 12 

รูปที่ 3.2 แสดงการวิเคราะหโปรตีน YKL-40 ดวยเทคนิค SDS-PAGE     13 

รูปที่ 3.3 การหาระดับความไวในการจับกันระหวาง YKL-40 antigen กับ anti-YKL-40   14 

polyclonal antibody ที่ผลิตใหม 

รูปที่ 3.4 การตรวจหาความจําเพาะของ anti YKL-40 antiserum ที่ผลิตใหม    15 

รูปที่ 3.5 การทําบริสุทธ์ิ anti YKL-40 antiserum โดยวิธี affinity chromatography   16 

และการวิเคราะหแอนติบอดีหลังการทําบริสุทธิ์ 

รูปที่ 3.6 การทดสอบ cross reactivity ของ anti YKL-40 antiserum ท่ีทําบริสุทธิ์   17 

รูปที่ 3.7 Cyclic voltammogram ท่ีแสดงการเปลี่ยนแปลงของกระแสท่ีเกิดจากปฏิกิรยิา   18 

oxidation/reduction ของสาร ferrocyanide  

รูปที่ 3.8 กราฟแสดงความสัมพันธการเปลี่ยนของกระแสในหนวย µA ตอเวลา   19 

รูปที่ 3.9 กราฟแสดงคาการลดลงของ capacitance เมื่อทาํการเติมแอนติเจนคือโปรตีน   20 

YKL-40 ในระบบ flow injection 

รูปที่ 3.10 กราฟแสดงคาการเปลี่ยนแปลงคา capacitance ที่ความเขมขนของโปรตีน  23 

ไกลโคซิล ไฮโดรเลสแฟมิลี 18 

รูปที่ 3.11 แสดงการตรวจหาโปรตีน YKL-40 ที่วัดจาก capacitive YKL-40 immunosensing 24 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



ฉ 

 

 

 

 

 

สารบัญตาราง 

หนา 

ตารางท่ี 3.1 สภาวะที่เหมาะสมสําหรบัการ regenerate YKL-40 immunosensor    21 

หลังการฉีดตัวอยางแอนติเจน 

ตารางท่ี 3.2 สภาวะที่เหมาะสมสําหรบัการตรวจหา YKL-40 แอนติเจนดวยวิธี    22 

flow injection-based capacitive YKL-40 immunosensing 

ตารางท่ี 3.3 ตารางเปรยีบเทียบคาการตรวจหาโปรตีน YKL-40 จากการ spike ตัวอยางจริง  25 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 
 

บทที่  1 

บทนํา 
1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

 

โปรตนี YKL-40 (HCgp-39 หรือ chitinase 3-like protein 1) เปนไกลโคโปรตนีที่พบในซีรมัของสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนม โปรตีนนี้ประกอบดวยสายโพลีเพปไทดสายเดียวมีจาํนวนกรดอะมิโนทัง้หมด 383 ตัว มีคุณสมบัติเปนเล

คตินสามารถจับกับน้ําตาลไคโตแซคคารไรด โดยชื่อโปรตีน YKL-40 มีที่มาจากลําดบัของกรดอะมิโนทีป่ลายดาน

เอ็นสามตัวที่เปน Y-K-L และโปรตีนมีขนาดประมาณ 40 kDa (Rejman & Hurley, 1988; Hakala et al., 

1993; Johansen et a., 1992) รายงานการศกึษาครั้งแรกพบโปรตนีนี้ในน้าํนมของวัวเพศเมียที่ไมไดตั้งครรภ 

(Rejman and Hurley, 1988; Hakala et al., 1993) และตอมาพบโปรตีนนี้ถูกสรางในเซลลมนุษยหลายชนิด 

ไดแก synovial cells (Nyirkos & Golds, 1990) ใน osteosarcoma cell line (Johansen et a., 1992) ใน 

chondrocytes (Hakala et al., 1993) ใน smooth muscle cells (Shackelton et al., 1995) ใน 

macrophages (Kirkpatrick et al., 1997) และ neutrophils (Volck et al., 1998) การศกึษาระดับดีเอ็นเอ

พบวายนี YKL-40 สังเคราะหโปรตีนที่มีโครงสรางคลายกับโปรตีน chitotriosidase (Fusetti et al., 2002) 

และโปรตนีอ่ืน ๆ ในกลุมของ chitinase-like proteins เชน YKL-39 (Hu et al, 1996) โปรตีน Ym1 (Chang 

et al., 2001; Sun et al., 2001) โปรตนี acidic mammalian chitinase (Boot et al., 2001) oviduct-

specific, estrogen-dependent glycoprotein (Buhi, 2002) และ stabilin-1-interacting chitinase-like 

protein (Kzhyshkowska et al., 2006) โปรตนีทั้งหมดทีก่ลาวมานี้จัดอยูในแฟมิล ี 18 ไกลโคซิลไฮโดรเลส 

เชนเดยีวกับโปรตีนไคติเนสที่พบแบคทีเรียและพชืบางชนิด ตอมาไดมีการศกึษาโครงสรางสามมิติของโปรตนี 

YKL-40 เปนครั้งแรกโดย Daan van Aalten และคณะ โครงสรางของ YKL-40 ประกอบดวยโดเมนเดียวที่

เรยีกวา (α/β)8 TIM  barrel มีลักษณะเหมือนกับโดเมนเรงปฏิกิริยาของโปรตีนแฟมิลี-18ไคติเนสหลาย ๆ ชนิด 

(Fusetti et al., 2002) โปรตนีไคติเนสเรงปฏิกิริยาการสลายพันธะ บีตา-1,4-ไกลโคซิดิก ที่เชื่อมหนวยน้ําตาล 

N-acetylglucosamine ของสายไคตนิและไคโตโอลโิกแซคคารไรดเขาดวยกัน โดเมนเรงปฏกิิรยิาของโปรตีนไค

ติเนสมีกรดอะมิโนวงแหวนหลายตัวที่ทําหนาที่จบักับสบัสเตรท และมีสวนที่ conserve มีลําดับกรดอะมิโนเปน 

DXXDXDXE ที่ปลายสายบีตาที่ 4 ของ TIM barrel และกรดอะมิโน glutamic acid ตัวสุดทายของ motif นี้ทํา

หนาที่เปนหมูใหโปรตอนและเปนกรดอะมิโนเรงปฏิกิริยาตัดพนัธะไกลโคซิดิกของสายสบัเสตรท สวนโปรตีน 

YKL-40 ไมมีคุณสมบัติเปนโปรตีน ถึงแมวาโปรตีน YKL-40 จะมีกรดอะมิโนวงแหวนภายในรองที่คลายบริเวณเรง

ที่ใชจับสายไคโตโอลโิกแซคคารไรดไดแตเกิดการเรงปฏิกิริยาตดัพันธะไกลโคซิดิกไมไดเนื่องจากกรดอะมิโนเรง

ปฏิกิริยา Glu315 และกรดอะมิโน Asp313 ที่ทําหนาที่ยึด transition state  ที่พบในโครงสรางของโปรตนีไค

ติเนส (ใน Serratia ChiA หรือ Vibrio ChiA) (Perrakis et al., 1994 & Sonsiriritthigul et al., 2008) ถูก

แทนที่ดวย Leu140 และ Ala138 ในโครงสรางของ YKL-140 ดังแสดงในรูปที่ 1.1  
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รูปที่ 1.1 โครงสราง cartoon ของโปรตนี YKL-40 ที่ประกอบดวย TIM barrel  

ตําแหนง Ala138 และ Leu140แทนที่กรดอะมิโน Glu และ Asp ที่สําคัญในการเรงปฏิกิริยาของโปรตนีไคติเนส 

(โปรแกรมแสดงภาพ Pymol โครงสรางที่ใชแสดงโปรตีน YKL-40 จาก pdb code: 1HJV) 

 

แมวายังไมมีการศึกษาบทบาทของโปรตีน YKL-40 ภายในเซลลอยางแนชัดแตไดมีผลการวิจัยอยางนอย 100 ชิ้น 

ที่บงชีว้าโปรตีน YKL-40 มีความสัมพันธโดยตรงกับพยาธิสภาพของโรคที่เก่ียวของกับการอักเสบโดยการทํางาน

ของโปรตนีนาจะเกิดผานการกระตุนภูมิคุมกันของรางกายในลักษณะ T-cell mediated autoimmune 

response โรคที่เก่ียวของไดแก rheumatoid arthritis โรค liver fibrosis และ ashtma 

 

งานวิจยัในชวงหลัง ๆ พบวาระดับของโปรตีน YKL-40 มีสวนบงชี้พยาธิสภาพของโรคมะเรง็ชนิด solid tumors 

ของอวัยวะตาง ๆ โดยเฉพาะมะเร็งสมองชนิด glioblastoma มะเร็งเตานม มะเร็งปอด มะเรง็ตับ มะเร็งตอม

ลูกหมาก มะเรง็ลําใสใหญ มะเรง็รงัไข มะเร็งมด มะเร็งไต และมะเร็งผิวหนัง ผลการวิจัยที่ตีพิมพในวารสาร

นานาชาติหลายชิน้ระบุวาผูปวยมะเร็งชนิดดังกลาวจะผลติโปรตนี YKL-40 ออกมาในกระแสเลือดใสปริมาณมาก

ผิดปกติเม่ือเทียบกับคนปกติ ในระดับสูงกวา 60 ng/mL  และระดับของโปรตีนจะสูงสุดในผูปวยมะเรง็ที่อยูใน

ระยะลุกลาม หรือในผูปวยที่มี prognosis ต่ํา (Johansen et al., 2008) ตัวอยางรายงานของ Qin et al ใน

วารสาร Int J Cancer ป พ.ศ. 2007 ระบวุาการคัดกรองมะเร็งเตานมของผูหญิงจํานวน 118 คน ที่มีอายุตั้งแต 

17-95 ป พบจํานวน 61 คน ใหผลปกติ จาํนวน 10 ใหผล precancer และอีก 47 คน ใหผล cancer ผลการ

ตรวจพบระดับโปรตนี YKL-40 ในสวนของ nipple aspirate fluid ของกลุม precancer และ cancer สูงกวา

กลุมปกติเกือบทั้งหมด (Qin et al., 2007) 
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งานวิจยัอีกชิ้นหนึ่งของ Bergmann และคณะ (Bergmann et al., 2005) พบวาโปรตนี YKL-40 นาจะทําหนาที่

เปน growth factor หรือ differentiation factor ที่กระตุนการเจริญเติบโตและการเพ่ิมจํานวนของเซลล หรือ

เปน anti-apoptotic factor ที่ยับย้ังเซลลไมใหเขาสูสภาวะ apoptosis จากผลการวัดระดับโปรตนี YKL-40 ใน

ซีรัมโดยวิธี ELISA ในผูปวยมะเรง็เม็ดเลือดขาวชนิด acute myeloid leukemia (AML) จํานวน 77 ราย พบวา

ผูปวย 55% มีระดับของ YKL-40 สูงผิดปกติ ผลการติดตามการรกัษาพบวาผูปวยกลุมที่มีระดับโปรตนีสูงมีอัตรา

การตายหลังการรักษาครั้งแรกในระยะ 12 เดือน (12 months survival) สูงกวาผูปวยที่มีระดับ YKL-40 ต่ํา 

นอกจากนี้ยังพบวาผูปวยที่มีระดับโปรตนี YKL-40 สูงมีโอกาสการติดเชื้ออักเสบที่ปอดสูงอีกดวย ในการศึกษา

ผูปวยมะเรง็ชนิดอื่น ๆ ใหผลสอดคลองกัน ผลการศึกษาทาง immunohistochemistry ในผูปวย high-grade 

neck cancer (Roslind et al., 2008) และมะเรง็รงัไข (Yang et al., 2009) พบผลการยอมติดสีโปรตนี YKL-

40 ในเซลลมะเรง็ดังแสดงในรปูที่ 1.2  

 
 

รูปที่ 1.2 การวิเคราะหทาง immunohistochemistry ของเนื้อเย่ือที่ทํา paraffin section  

เซลลที่ยอมติดสีน้าํตาลแสดงผลบวกของแอนติบอดีกับโปรตีน YKL-40: A. มะเร็งคอ; B. มะเร็งรังไข 

 

ผลการศึกษาอื่น ๆ เชนในมะเร็งมดลูกชนิด endometrial cancer ใหผลเหมือนกับการศึกษาอื่น ๆ โดยพบ

ระดับของโปรตนี YKL-40 สูงกวา 61 ng/mL เทียบกับคนปกติ และระดับของโปรตีนมีความสัมพนัธอยางมี

นัยสําคัญกับระดับของโปรตีนบงชี้ CA-125 ดังแสดงในรปูที่ 1.3 (Diefenbach et al., 2007)  
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รูปที่ 1.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางระดับโปรตนี YKL-40 และระดบัโปรตีนบงชี้ CA-125 ในผูปวยมะเรง็

ชนิด endometrial cancer (Diefenbach et al., 2007) 

 

จากการรวบรวมขอมูลจากผลการวิจัยหลาย ๆ ชิน้พบวา ระดับของโปรตนี YKL-40 ในผูปวยมะเร็งมี

ความสัมพันธโดยตรงกับระยะการดําเนินของโรค โดยระดบัของโปรตนีจะสงูสุดในมะเรง็ระยะลุกลามและในกลุม

ของผูปวยที่มี poor prognosis ซึ่งบงบอกถึงอัตราการรอดชีวิตต่ํา และไดมีการนาํเสนอวาอาจใช โปรตนี YKL-

40 เปนโปรตีนบงชี้ภาวะ prognosis ของมะเร็งในกลุม solid tumor โดยเฉพาะมะเร็งรังไข (Yang et al., 

2009) 

 

งานวิจยัที่ผานมาไดทําการตรวจหาระดับของโปรตนีในซีรัมของผูปวยโดยใชเทคนิคทาง enzyme-linked 

immunosorbent assay บางรายงานแสดงการตรวจหาการแสดงออกของ mRNA ของ YKL-40 ของเนื้อเยื่อ

โดยวิธ ี In Situ Hybridization และ Polymerase Chain Reaction หรือการทํา immunohistochemistry 

แตเทคนิคดังกลาวมีความยุงยาก ตองอาศัยความเชี่ยวชาญ อาศัยเวลาเปนอาทิตยหรือเปนเดอืนในการทราบผล

เนื่องจากตองทําในหองปฏบิัติการและอุปกรณมีราคาแพงจึงเสยีคาใชจายสูง ในงานวิจัยนีน้ําเสนอการพฒันา

เทคนิค immuno based sensor เพื่อตรวจวัดปริมาณโปรตีนบงชี้ YKL-40  เพื่อชวยในการตรวจวิฉัยมะเรง็และ

ภาวะ prognosis ของผูปวย โดยหลักการแลวเทคนิคการตรวจวัดโดย immunosensor ไดมีการพัฒนาให

เหมาะสมกับการตรวจวัดปริมาณโปรตีนบงชี้โรคมะเร็งหรือ cancer marker เพ่ือคัดกรองหามะเรง็ระยะเร่ิมแรก

หลายชนิด (Tothill, 2009; Wu et al., 2007) รูปที่ 1.4 แสดงหลักการของ immunosensor ตอโปรตีน YKL-

40 โดยแอนติบอดีจะถูกตรึงอยูบนผิวของ working electrode ที่เชื่อมอยูกับ counter electrode และเมื่อ

แอนติบอดีจับกับแอนติเจนคือ YKL-40 จะทําใหการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของตัว free analyte ที่สามารถ

ตรวจวัดไดภายใตสนามความตางศกัยไฟฟาที่คาใด ๆ (Daniels & Pourmand, 2007) 
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รูปที่ 1.4 หลักการตรวจวัดหาปริมาณโปรตนี YKL-40 โดยเทคนิค immunosensor 

 

ขอดีของการตรวจวัดทาง immnosensor คือเปนเทคนิคที่มีความไวและแมนยําในการตรวจวดัหาปริมาณสารใน

ชวงกวางตั้งแตความเขมขนนอยมาก ๆ ระดับ nanomolar ถึงระดับสูงมาก ๆ  millimolar ซึ่งเปนชวงความ

เขมขนที่ตองการตรวจวัดสารในซรีมั เทคนิคมีมีความจําเพาะสูงเนื่องจากใชหลักการตรวจจับแบบจําเพาะ

ระหวาง specific antibody และสามารถพัฒนาใหผูปวยตรวจวัดเองไดในทุกสถานที่ ทุกเวลา โดยไมตองอาศัย

ความเชี่ยวชาญใด ๆ เสียคาใชจายนอย สามารถตรวจวัดและทราบผลทันทีโดยไมตองคอยผลจากหองปฏิบัติการ 

(Limbut et al., 2006; Hedstroem et al., 2005; Hu et al., 2000) เนื่องจากมะเรง็เปนโรครายที่การดําเนนิ

ของโรคที่เร็ว ประชากรเสียชีวิตสูงสวนหนึ่งมาจากจากการตรวจวินิจฉัยและการวางแผนรักษาที่ลาชา ดังนั้น 

immunosensor จึงเปนวิธีที่เหมาะสมอยางมากในการพัฒนาเปนเคร่ืองมือตัววัดโปรตนีบงชี้ระยะและการ

กลับมาของโรคมะเร็งที่ตองการทราบผลทันที ทําใหการตรวจวินิจฉัยและการรักษาทําไดรวดเร็ว ทําใหลดอัตรา

การเสียชีวิตจากโรคมะเร็งของผูปวยได 

 

1.2.วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. เพื่อทําการโคลนและแสดงออกของ  human YKL-40  ในระบบ  E. coli /human cell line 

2. เพื่อทําบริสุทธ์ิและการเตรียม antibody ที่จําเพาะกับโปรตนี YKL-40 

3. เพื่อพัฒนาอุปกรณ immunosensor ที่จําเพาะและไวตอการตรวจวัดปริมาณโปรตนีบงชี้โรคมะเร็ง 

YKL-40 
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1.3.ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจยันี้มีขอบเขตเริ่มที่การออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี human YKL-40 ขั้นตอนนี้ทําโดยอาศัยขอมูล

จาก human genome project ที่มีอยูในฐานขอมูลของ NCBI หลังจากนั้นจะทาํการสังเคราะหยีนและโคลนยีน

โดยเทคนิคทาง PCR ตอจากนัน้ทําการวิเคราะหนิวคลีไทดเพ่ือตรวจสอบความสมบูรณของยีนที่ได การทดลองใน

ขั้นตอนตอมาคือการโคลนยีนและการศกึษาการแสดงออกของยีน YKL-40 ใน E. coli และใน cancer cell line 

ชนิดตาง ๆ ตอจากนั้นทาํการผลิตรคีอมบิแนนทโปรตนีและการทําบรสุิทธ์ิโดยวิธีทางโครมาโตรกราฟฟแบบตาง 

ๆ หลังจากนัน้ทําการเตรยีม monoclonal antibody ที่จําเพาะตอโปรตีน YKL-40 ขั้นตอนตอมาทาํการ

ตรวจหาระดับการแสดงออกของโปรตีนรวมกบัโปรตนีชนิดอ่ืน ๆ ใน cancer cell lines ตาง ๆ โดยวิธีทาง 

immunoprecipitation และ immunocytochemistry และขั้นตอนสุดทายนาํ polyclonal antibody ที่

จําเพาะตอโปรตีน YKL-40 มาใชในการเตรียมอุปกรณตรวจวดั immuno sensor แลวตรวจสอบระดับความ

แมนยําและความจําเพาะตอโปรตีน YKL-40 ของอุปกรณที่พัฒนาขึ้นโดยใชหลักการจับแบบจาํเพาะ  

 

1.4.ประโยชนที่ไดรับจากการวจิัย 

 

งานวิจยันี้ตองการพฒันาเทคนิค immunosensor เพ่ือตรวจวัดระดับของโปรตนีบงชี้มะเรง็ระยะลุกลามและ

ทํานายสภาวะ prognosis และการกลับมาของมะเร็งหลังการรักษามะเรง็ งานวิจัยนี้ยังไมมผูีใดดําเนินการมา

กอน ดังนั้นผลงานวิจัยทีไ่ดถือเปนองคความรูใหม เทคนิคที่ตองการพัฒนามีเปาหมายชัดเจนและใหผลกระทบตอ

วงการแพทยและคุณภาพของประชากรไทยสูง โดยผลสําเร็จทีค่าดวาจะไดรับหลงัจากเสร็จสิน้โครงการคือ 

1. การตพีิมพในวารสารนานาชาตทิีมี impact factor สูง (ตั้งแต 2.0-10.0) อยางนอย 1 เรื่อง 

2. การนําเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมระดบัชาติหรือระดับนานาชาติ 2 ครั้ง 

3. การผลิตนักวิจัยรุนเยาวที่มีความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง 1 คน 

4. การทดลองในระดบัปฏิบติัการเทคนิค immune sensor เพื่อการพัฒนาในเชิงพาณชิยในอนาคตตอไป 

 

หนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไปใชประโยชนคือ 

1. มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนาร ี

2. สถาบนัวิจัยทางการแพทยทั้งในและตางประเทศ 

3. สถาบนัมะเรง็แหงชาตทิั้งในและตางประเทศ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



7 
 

 

บทที่  2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
2.1. การโคลนยีน human CHI3L1 ที่ผลิต YKL-40 

1. ทําการโคลนยีน CHI3L1 gene ที่ผลิตโปรตีน human YKL-40 โดยการคนหาลําดบัของยีนจากฐานขอมลู 

GenBank database (Genbank accession number NM_001276.2)  

2. ทําการออกแบบไพรเมอรที่มีลําดับนิวคลโีอไทดที่มี SacI restriction site ที่ forward primer และ XhoI 

restriction site ที่ reverse primer ดังขางลาง  

YKL-40 SacI      Forward   5’-AGAGCTCGGTGTGAAGGCGTCTCAAAC-3’ 

YKL-40 XhoI     Reverse   5’-TCTCGAGCGTTGCAGCGAGTGCATC-3’ 

3. ทําการสังเคราะห CHI3L1 gene โดยเทคนิค PCR โดยใช human placentral cDNA (GenScript 

Corporation, USA) เปน DNA ตนแบบ โดยใช PCR condition ดังขางลาง 

Denaturation at 97ºC, 30 sec 

Annealing at 60ºC, 1 min 

Extension at 72ºC, 1 min 

Final extension cycle, 4 min 

โดยกําหนดคา cycle ที่ใชในการเพ่ิมจํานวน PCR product คือ 35 cycles 

4. ทําการตรวจสอบ PCR product ดวยการแยกดีเอ็นเอบน 1% agarose gel ดวยกระแสไฟฟา แลวตัดชิน้ 

PCR product ขนาด 1.1. kb เพื่อนําทําบริสุทธิด์วย   QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) 

5. ทําการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่ทําบรสุิทธ์ิเขาสู pGEM-T Easy vector (Promega, Madison, USA) โดยเรียก 

construct ที่ไดวา p-GEM-T/CHI3L1 

6. ทําการยอย p-GEM-T/CHI3L1 ดวย restriction enzyme สองตัวคือ SacI และ XhoI เพ่ือสสราง sticky 

end ที่ปลายทัง้สองดานของ CHI3L1 DNA 

7. ทําการ ligate ชิ้น CHI3L1 DNA เขาสู pQE-TriSystem expression vector ดวยปฏิกิริยา ligation ของ

โปรตนี T4 DNA ligase ที่ 4°C เปนเวลา 16 h  

8. ทําการ transform รีคอมบิแนนทพลาสมิด pQE-Tri/CHI3L1 เขาสูแบคทีเรยี E. coli สายพนัธุ DH5α ที่

เลี้ยงในอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) agar ที่มี 100 μg/mL ของampicillin อยูดวยทําการบมเชื้อที่ 

37ºC เปนเวลา 16 ชั่วโมงในตูบม 

9. เลือกโคโลโนเดี่ยว ๆ ที่ไดหลังจากการทํา transformation มาตรวจสอบการมียีน CHI3L1 ดวยเทคนิค 

colony PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน CHI3L1    
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10. เลือกโคโลนีที่ใหผลบวกกับการทดสอบ colony PCR มาสกัดพลาสมิดโดยใชชุดสกัดพลาสมิด High-

Speed Plasmid Mini Kit from Geneid (Taipei, Taiwan) 

11. ทําการยืนยันความถูกตองของลาํดับนิวคลีโอไทดของ CHI3L1 ใน pQE-Tri/CHI3L1 construct ดวย

วิธีการหาลําดบันิวคลีโอไทดดวย automated DNA sequencing (First Base Laboratories, Selangor, 

Malaysia) โดยใช universal primers สําหรับ pQE-TriSystem expression vector โดยเรยีก 

construct ที่มียีน CHI3L1 ที่ถูกตองนี้วา pQE-Tri/CHI3L1 construct 

2.2. การผลิตและการทําบริสุทธิ์รีคอมบิแนนท YKL-40 ในระบบ E. coli 

ทําการศึกษาการแสดงออกของ  recombinant YKL-40 ในแบคทีเรยี E. coli สายพนัธุ M15 ดวยการเลี้ยง

เซลลที่มีรคีอมบิแนนทพลาสมิดในอาหารเหลว LB/100 µg/ml ampicillin ที่ 30oC จนได OD600 ประมาณ 0.6 

ทําการ induce เซลลดวย 0.5 mM isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) ที่ 20oC เปนเวลา 18 ชั่วโมง  

หลังจากนั้นปนเก็บเซลลดวยความเร็ว 4,500 g เปนเวลา 30 นาที ที่ 4oC ทําการละลายเซลลดวย 40 ml ของ 

lysis buffer ที่ประกอบดวย 20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM 

phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) และ 1.0 mg/ml lysozyme ตอจากนั้นทําการสลายเซลลดวย

เทคนิค ultrasonication แลวปนแยกเอาเศษเซลลออกดวยความเรว็ 12,000 g เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําสวนใสที่

ไดหลังการปนตกตะกอนดวยวิธีโครมาโตรกราฟฟแบบจับจําเพาะโดยใช Ni-NTA agarose เปนตัวจับ หลงัจาก

ลางคอลัมนดวย 5 mM imidazole ตามดวย 10 mM imidazole  ทําการชะเอาโปรตีนที่จบัอยูกับ Ni2+ ดวย 

250 mM imidazole นํา fraction ที่ไดมาวิเคราะหหาความบริสุทธ์ิดวย 12% SDS-PAGE ตามวิธีของ 

Laemmli [18] ทําการรวม fraction ที่มีแถบโปรตีนไคติเนสทีต่าํแหนง 63 kDa เขาดวยกันแลวนํามาผาน 

membrane filtration (Mr 10 000 cut-off, Vivascience AG, Hannover, Germany) เพ่ือกําจัด 

imidazole และทาํใหโปรตีนเขมขนข้ึน  ทําการวัดความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี  Bradford’s  [19] แลวนาํ

โปรตนีมาศึกษาหนาที่ โครงสราง หรือเก็บที่ -30oC ใน 15% (w/v) กลีเซอรอล จนกวาจะนํามาใชงานตอไป 

2.3. การผลิตโพลโีคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนไคติเนสในคน (human YKL-40) 

1. เก็บเลือดกระตายจากเสนเลือดดําบริเวณใบหู เพ่ือแยกเก็บซีรั่มกอนการฉีดกระตุนสัตวทดลอง (pre-

immune serum) สําหรับใชเปรียบเทียบระดับแอนตบิอดทีี่ไดหลังการฉีดกระตุนดวย recombinant 

YKL-40 antigen ที่ผลิตจาก E. coli 

2. ฉีดกระตุนกระตาย New Zealand White ดวยโปรตีน  human YKL-40 ที่ผลติโดยแบคทีเรยี 

ปริมาณ 250 ไมโครกรัมใน 2 M Urea ปริมาตร 500 ไมโครลิตร โดยผสมกับ Freund’s Complete 

adjuvant ดวยอัตราสวน 1:1 รวมปรมิาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

3. ฉีด YKL-40 antigen เขาสูชั้นใตผิวหนังบริเวณหลังคอ ทาํการฉีดซ้ําอีก 2 ครั้งทุก 2 อาทิตยโดยใชปริมาณ

ของโปรตนีเทากันแตเปลี่ยนเปนผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant ดวยอัตราสวนเทาเดิม 

4. เก็บเลือดจากใบหูของกระตายทุก 1 อาทิตยหลังการฉีดกระตุนแตละครั้ง 
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5. แยกแอนติซีรั่มโดยการตั้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปนแยกซีรั่มที่ความเร็ว 4,500 rpm เปน

เวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกซีรั่มและเก็บไวที่ -40 องศาเซลเซียสกอนใชงาน 

2.4. การทําบริสุทฺธแอนติบอดี anti-YKL-40 polyclonal antibodies 

1. ทําการเจือจาง anti-YKL-40 antiserum ดวย binding/wash Buffer ที่ประกอบดวย 0.15 M NaCl, 20 

mM Na2HPO4, pH 8.0) ดวยอัตราสวน 1:1 

2.  ทําการใสตัวอยางลงคอลัมน protein A ที่ทําการ pre-equilibrate ไวแลวที่ 4 ºC เปนเวลา 5 นาที 

3. ลางคอลัมนดวย 60 ml ของ binding/wash buffer จนไมมโีปรตีนอยูใน wash fraction แลว 

4. ทําการชะคอลัมนดวย 3x5 ml ดวย elution buffer (0.1M glycine, pH 2.5) แลวเติม neutralization 

buffer ปริมาตร 1:10 ของปริมาตรของ eluted fractions เพื่อทําการปรับ pH ขึ้นไปที่คา 7.4 

5. กําจัดเกลือและเปลี่ยนบัพเฟอรใหเปน PBS ออกจากตัวอยางดวย  Hiprep 26/10 desalting column  

6. เก็บ purified antibody โดยทําเปน aliquots ที่ปริมาตรนอย ๆ ไวที่ -80 ºC จนกวาจะนาํมาใชงาน 

2.5. การทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนเพื่อแสดงการจับกันระหวาง anti-YKL-40 กับ recombinant YKL-40 

2.3.1. การทดสอบโดยวิธี western blotting 

1. ผสมโปรตีน human YKL-40 ที่ใชฉีดสัตวทดลอง หรือโปรตีนที่ใชเปนตัวควบคุม ผสมกับ non-

reducing buffer หรือ reducing buffer กอนนําไปตมเปนเวลา 5 นาที 

2. แยกโปรตีนโดย 10% SDS-PAGE และถายโปรตีนที่แยกไดลงบนแผน nitrocellulose membrane 

โดยวิธ ีsemi-dry electroblotting ทําการ block nitrocellulose membrane ดวย 5% skim milk 

ในสารละลาย PBS 

3. นํา membrane ที่ผานการ block แลวมายอมดวยซีรั่มกระตายที่เจือจางดวย 2% skim milk แลวที่

ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เทียบกับ Pre-immune serum  

4. ลางแอนตบิอดีที่ไมจบัและโปรตนีอื่นในซีรั่มออกดวย 0.1% Tween 20 ในสารละลาย PBS กอนที่จะ

ยอมดวยแอนติบอดีลําดบัทีส่อง คอื Horse Radish Peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse 

immunoglobulins antibody เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง  

5. ลาง membrane 5 ครั้งดวยสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2 กอนทําการ

วิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตนีที่สนใจบนแผน membrane โดยวิธี 

chemiluminescence detection system  

6. เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนจําเพาะบนแผนฟลมเทียบกับโปรตนีมาตรฐานทีท่ําควบคูไปดวย 

2.3.2. การทดสอบโดยวิธี Indirect ELISA  

1. เตรียมโปรตีน YKL-40 ที่ผลิตจากแบคทีเรีย ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในcoating 

buffer (0.1 M carbonate/bicarbonate, pH9.6) และเติมใน ELISA plate ปริมาตร 50 มิลลิลิตร

ตอหลุม ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  บลอ็คที่วางในหลุมดวยสารละลาย PBS ที่มี 

2% (w/v) skimmed milk อยู เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  
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2. ลาง plate ดวย washing buffer (0.05% Tween20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุม

ละ 3 ครั้ง เติมแอนติซีรั่มจากหนูที่มีการฉีดกระตุนการสรางแอนติบอดีตอโปรตนี YKL-40 ปรมิาตร 50 

ไมโครลิตรตอหลุม ปดฝาและตัง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง plate ดวยwashing buffer 

(0.05% Tween-20 ใน PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุมละ 3 ครั้ง 

3. เติม HRP conjugated rabbit anti-mouse Igs ที่เจือจางใน blocking buffer ดวยอัตราสวน 

1:5,000 โดยเติม 50 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง กอนลางดวย washing buffer 

3 ดวยปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม 

4. เติม TMB substrate 50 ไมโครลิตรตอหลุมตั้งไวใหโปรตีน horseradish peroxidase ทํางานโดยเก็บ 

ELISA plate ไวในที่มืดจนเกิดสี (ประมาณ 3-5 นาที)  

5. หยุดปฏิกิริยาโดยการเตมิ 1N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 450 นาโนเมตรดวยเครื่อง microplate reader 

2.6. การเตรียม immunosensor ที่จําเพาะตอ YKL-40 antigen 

1. ขัดผิวอิเลคโทรดทองคําที่มีความบรสิุทธ์ิ 99% เสนผาศูนยกลาง 3 มม ดวยผงอลูมินัมขนาด 5 

ไมครอน และขัดซ้ําดวยผงอะลมินัมละเอียดขนาด 1 ไมครอน ตอจากนั้นลางอิเลคโทรดดวยน้าํกลั่น

จนสะอาด 

2. ทําการเตรยีมอิเลคโทรดกอนการใชงาน (pre-treat) ดวยวิธี electrochemical etching ดวย 0.5 

M H2SO4 โดยการหา cyclic potential ในชวง 0 to +1500 mV และใช Ag/AgCl reference 

electrode 

3. จุมอิเลคโทรดที่สะอาดใน 250 mM thiourea ที่เตรียมในน้ํา แลวปรบั pH ของสารละลายยูเรียใหมี

คาเทากับ 1 ดวย HCl ทิ้งอิเลคโทรดไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  

4. ลางอิเลคโทรดดวยน้ํากลั่นหลาย ๆ ครั้งจนสะอาดแลวทาํใหแหงดวยการเปาดวยกาซไนโตรเจน  

5. เคลือบอิเลคโทรดดวย 5% (v/v) glutaraldehyde ที่เตรยีมใน 10 mM sodium phosphate 

buffer, pH 7.0 ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาทีเพื่อ activate หมูคารบอกซิล 

6. ทําการตรึงแอนติบอดี anti-YKL-40 antibody  โดยหยอ 20 µl ของ 1 mg/ml anti-YKL-40 ลงบน

ผิวหนาของอิเลคโทรดแลวทิ้งไวคางคืนที่อุณหภูมิ 4 ºC 

7. ทําการหยุดปฏิกิริบาดวยการหยด 10 mM 1-dodecanethiol ที่เตรยีมใน ethanolic solution ทิ้ง

หนาอิเลคโทรดใหแหงเปนเวลา 20 นาที 

8. ตรวจสอบคุณสมบัติอิเลคโทรดที่เตรียมดวยการ run cyclic voltammograms ดวยสารละลาย 

1mM K3[Fe(CN)6] ที่ม ี3M KCl โดยใช scan rate ในชวง 0.1−1 volt/s โดยใช Ag/AgCl 

reference electrode เปนตัวเทยีบและ คาความตางศกัยที่ใชทดสอบอยูในชวง −0.2 to 0.7 volts 

 2.7. การวัดกระแสดวยวิธี Capacitive measurement 
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1. ทําการวัดการระดับชอง YKL-40 antigen ในสารละลายบัพเฟอรดวยระบบ flow injection 

system ที่เชื่อมตอกับอิเลคโทรดสามชนิดคือ 1) Ag/AgCl reference electrode, 2) counter 

electrode, และ 3) anti-YKL40 antibody modified working electrode และ potentiostat ดัง

แสดงในรูปที2่. 1 

 

 
 

รูปที่ 2.1 องคประกอบของ flow injection system ของ YKL-40 capacitive immunosensor  

 

1.2. คํานวณหาคา capacitance จากกระแสที่คาความตางศักยที่ 50 mV โดยสารละลายตัวอยางมปีริมาตร 

200 µl ใน 10 mM phosphate buffer pH7.0 buffer คา flow rate ที่ใชที่ 100 µl/min และใช 

regeneration solution คือ 25 mM HCl pH 2.5 
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บทที่  3 

ผลการวิจัยและขอวิจารณ 

 
3.1. การโคลนและการผลิตรีคอมบิแนนท human YKL-40 

ผูวิจัยไดทําการตรวจหายีน human YKL-40 ใน human genome ใน Genbank Database พบยนีเปาหมายที่

มี Genbank accession number เปน NM_001276.2 จึงไดทาํการเพิ่มจํานวนยีน YKL-40 ไดสาํเร็จโดยใช 

human placenta cDNA เปนตนแบบในการทํา PCR ผลการทํา PCR amplification ได PCR product ขนาด 

1.1 kb ดังแสดงในรูปที่ 3.1. 

 
 

รูปที่ 3.1 การวิเคราะห PCR product ของยีน human YKL-40 โดยวิธ ีgel electrophoresis 

ทําการแยกแถบดีเอ็นเอบนแผเจล agarose 1% (w/v) ในสนามไฟฟาแลวยอมสีดีเอ็นเอที่แยกไดดวย  

Sybergreen DNA stain 

ชอง M: 1-kb DNA marker 

ชองที ่1: negative control (ปฏิกิริยาที่ไมใส DNA template ใน PCR reaction 

ชองที ่2: PCR product ของ YKL-40  

 

หลังจากนั้นทําการยอย PCR product ดวยเอนไซมตัดจาํเพาะดวย SacI และ XhoI แลวทําการเชื่อมตอดีเอ็นเอ

กับพลาสมิด pQE tri system ทําการทดสอบไดสราง pQE-Tri/YKL-40 construct สําเร็จดวยการทํา DNA 

sequencing พบวายนีที่โคลนไดมีลําดบันิวคลโีอไทดเหมือนกับยีนตั้นตน 100% แสดงวาไมมกีารเกิดการกลาย

พันธุในระหวางปฏิกิริยา PCR   

 

 

 

 

 

 

 

 



13 
 

 

เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมดิเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน M15 (pREP) แลวเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีน 

YKL-40 ดวย 0.5 mM IPTG ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 16 ชั่วโมง พบวาเซลลสามารถผลิตรีคอมบิแนนท

โปรตนี YKL-40 ขนาด 40 kDa ออกมาปริมาณมาก ผลของการศึกษาการแสดงออกโปรตีน YKL-40 แสดงในรูป

ที่ 3.2 จากการวิเคราะหการแยกแถบโปรตีนในเซลลพบโปรตนี YKL-40 ในสวนของตะกอนของ cell lysate 

(Lane 2) แสดงใหเห็นวาโปรตนี YKL-40 ถูกสรางออกมาในรูป inclusion bodies 

 

 
 

รูปที่ 3.2 แสดงการวิเคราะหโปรตีน YKL-40 ดวยเทคนิค SDS-PAGE  

หลังจากเหนี่ยวนาํการสรางโปรตีนดวย 0.5 mM IPTG แลวนําเซลลมาทําใหแตก แลวแยกโปรตีนในสนามไฟฟา

โดยใช 10% (w/v) SDS-PAGE gel 

ชอง M: protein molecular weight marker 

ชองที ่1: สวน cell lysate ของแบคทีเรีย BL21 (DE3) ที่มีพลาสมิด pQE-Tri/YKL-40 กอนปนตกตะกอน  

ชองที ่2: สวนตะกอนของ cell lysate หลังปนตกตะกอน 

ชองที่ 3: สวนใสของ cell lysate 

 

3.2. การทําบริสุทธิโ์ปรตีน การผลิตและการทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนของ anti-YKL-40 polyclonal 

antibodies 

ทําการละลายตะกอนโปรตีนดวย 8M urea แลวทําบริสุทธิ์โปรตีน YKL-40 แลวทําบริสุทธ์ิโปรตนีโดยวิธี affinity 

chromatography โดยผานสารละลายโปรตนีลงไปใน Ni-NTA agarose column (Qiagen, USA) แลวชะ

โปรตนีออกดวย 250 mM imidazole เมื่อทําการวิเคราะหความบรสิุทธิ์ของโปรตนีทีไ่ดดวยวิธี SDS-PAGE 

พบวาโปรตีน YKL-40 มีความบริสุทธิ์ประมาณ 90% และปริมาณโปรตนีที่ไดหลงัทําบริสุทธ์ิอยูที่ 3 mg ของ

โปรตนีบริสุทธิ์ตอการเลี้ยงเซลล 1 ลิตร ตอจากนัน้ตัดแถบโปรตนีบนแผน SDS-PAGE gel แลวใช YKL-40 ที่ได

เปนแอนติเจนในการผลิต anti-YKL 40 polyclonal antibodies จากกระตาย ทาํการเก็บเลอืดกระตายแลวหา
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ระดับ (titre) ของแอนติบอดีทีไ่ดดวยวิธี Western blotting ผลการทดสอบการทาํปฏิกิริยาระหวาง YKL-40 

antigen ที ่2 µg และ anti-YKL-40 antiserum ที่ระดับความเจือจางตาง ๆ พบวามีการจบักนัโดยเห็นเปนแถบ

สัญญาณดาํเขมบนแผน X-ray ที่ความเจือจางของแอนติบอดีเปน 1:5000 และความเขมของแถบสัญญาณลดลง

เรื่อย ๆ ที่ความเจือจางเทากบั 1:10,000 1:20,000, และ 1:40,000 ตามลาํดับ และไมเห็นแถบสัญญาณที่ระดับ

ความเจือจางเทากับ 1:16,0000 (รูปที่ 3.3A) สวนการทดสอบกับ pre-immune serum ที่ความเจือจางระดับ

เดียวกันใหผลลบทัง้หมด (Fig. 3.3B) ผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวา anti-YKL-40 antiserum ที่ผลติได

สามารถจับกบัแอนติเจนไดโดยใหความไวในการจับแอนติเจนสงูถึงระดับความเจือจางเทากับ  1:40,000 

 

 
 

รูปที่ 3.3 การหาระดับความไวในการจับกันระหวาง YKL-40 antigen กับ anti-YKL-40 antibody ที่ผลิตใหม 

A) SDS-PAGE แสดงการแยกโปรตีน YKL-40 บริสุทธิบ์นแผน gel โดยใชโปรตีน 2 µg 

B) Western blotting แสดงแถบการจับกันระหวาง YKL-40 antigen กับ anti YKL-40 antibody (ซายมือ) 

สวน pre-immune serum ใหการทดสอบเปนลบ (ขวามือ) 

ชอง M: Protein molecular weight standard (lane M);  

ชองที ่ 1-6: โปรตนี YKL-40 บริสุทธิ ์ 2 µg กับแอนติบอดีทีร่ะดับการเจือจาง 1:5000, 1:10000, 1:20000, 

1:40000, 1:80000 และ 1:160000 ตามลําดับ 

 

การทดลองตอมาคือการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีทีผ่ลิตใหมโดยวิธี Western blotting เมื่อทํา

ปฏิกิริยาระหวางโปรตีนในกลุมแฟมิลี 18 ไกลโคซิล ไฮโดรเลส ชนิดตาง ๆ ไดแก human YKL-40 acidic 

mammalian chitinase (AMCase) human YKL-39 และ bacterial chitinase A ผลการทดสอบพบวา anti-

YKL-40 antiserum จับอยางจําเพาะกับ human YKL-40 เพียงชนิดเดยีวโดยไมทํา cross reaction กับโปรตนี

ชนิดอ่ืน ๆ ดังแสดงในรูปทที่ 3.4A และ B ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา anti-YKL-40 antiserum ที่ผลิตใน

หองปฏิบัติการมีความจําเพาะสงูกับ human YKL-40 และมีความเหมาะสมที่จะนําไปพัฒนาอุปกรณ 

immunosensor ในการตรวจหาระดับของ serum YKL-40 ในตัวอยางจริงได 
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รูปที่ 3.4 การตรวจหาความจําเพาะของ anti YKL-40 antiserum ที่ผลิตใหม  

A) การแยกโปรตีนบน 12% polyacrylamide-SDS gel และยอมดวย Coomassie blue stain  

B) Immunoblotting ที่ตรวจวัดดโดยใช anti-YKL-40 antiserum ที่ระดับความเจือจาง 1:40,000 

ชองที่ 1: purified YKL-40 protein (2 µg); 2, human YKL-39 (3 µg); 3, human AMCase (3 µg); 4, 

human serum (230 µg); และ 5, bacterial chitinase (10 µg)    

 

3.3. การทําบริสุทธิ์แอนติบอดีและการทดสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีบริสุทธิ์ 

เนื่องจาก antiserum ที่เตรียมที่ยังไมบริสุทธ์ิมีโปรตีนอ่ืน ๆ ปนเปอนอยูมากโดยเฉพาะ serum albumin จึงยัง

ไมเหมาะสมที่จะนําไปใช เตรียม immunosensor ผู วิจัยจึงทําการทําบริสุท ธ์ิแอนติบอดีที่ เตรียมไดใน

หองปฏิบัติการดวยวิธีทางโครมาโตกราฟฟแบบจําเพาะ  ในการทดลองไดผาน immunized serum เขาสู

คอลัมน  protein A ตามดวย  Hiprep 26/10 desalting column ผลการวิเคราะหความบริสุทธิ์ของ

แอนติบอดีแสดงในรูปที่ 3.5 
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รูปที่ 3.5 การทําบริสุทธิ์ anti YKL-40 antiserum โดยวิธี affinity chromatography และการวิเคราะห

แอนติบอดีหลังการทําบรสิุทธิ์ 

A) Chromatographic profile ของ anti YKL-40 antiserum ที่ชะออกจาก desalting 26/10 column  

B) SDS-PAGE แสดงการเคลื่อนที่ของ anti YKL-40 ที่บริสุทธ์ิในสภาวะรีดิวซ (ชองที่ 1) เทียบกับสภาวะนอน

รีดิวซ (ชองที่ 2) เทียบกับตําแหนงของโปรตีนมาตรฐาน (ชอง M) 

C) Immunoblot ของที่เกิดจากปฏิกิริยาการจับระหวาง anti YKL-40 antiserum ที่บริสุทธ์ิกับ human YKL-

40 antigen ที่ผลิตจาก E. coli  

ชองที่ 1-6 ความเจือจางของแอนติบอดีที่ใช 1:5000, 1:10,000, 1:20000, 1:40000, 1:80000, และ 1:160000 

ตามลําดับ 

 

ผลการทําบริสุทธ์ิ anti YKL-40 antiserum peak ที่ถูกชะออกมาจาก protein A column แลวนํามาผาน 

desalting column เพื่อทําการแลกเปลี่ยนบัพเฟอรและปรับ pH  (รูปที่ 3.A) เมื่อนํา fraction ที่ไดมารวมกัน

แลวแยกผานสนามไฟฟาแบบ SDS-PAGE พบการเคลื่อนที่ของโปรตีนในสภาวะรีดิวซที่ 25 kDa  ซึ่งตรงกับ

ขนาดของหนวยยอย light chain ของอิมมูโนกลอบูลิน สวนแถบโปรตีนที่ตําแหนง 55 kDa ตรงกับขนาดของ

หนวยยอย heavy chain ของอิมมูโนกลอบูลิน (รูปที่ 3.5B ชองที่ 1)  เมื่อทําการวิเคราะหการเคลื่อนที่ของ

แอนติบอดีในสภาวะนอนรีดิวซพบแถบโปรตีนขนาดมากกวา 130 kD (รูปที่ 3.5B ชองที่ 2) เนื่องจากแอนติบอดี

ที่ทําบริสุทธ์ิดวย protein A column จะจับกับ constant region (Fc) ของ IgG ดังนั้น anti YKL-40 ที่ได

นาจะมี isotype เปน IgG โดยไมมี IgM ปนเปอนมาดวย เมื่อนําแอนติบอดีที่ทําบริสุทธิ์ไปทดสอบความสามารถ

ในการจับกับ YKL-40 antigen โดยใชระดับความเจือจางของแอตติบอดีตั้งแต 1:5,000 ถึง 1: 120,000 พบวา

แถบสัญญาณการทําปฏิกิริยาเขมที่สุดที่ความเจือจาง 1:50000 และคอย ๆ ลดลงและความเจือจางสุดทายที่ยัง

สังเกตุเห็นแถบสัญญาณอยูที่ 1:40000 ผลการทดสอบแสดงวาแอนติบอดีไมสูญเสียคุณสมบัติในการจับ

แอนติเจนหลังการทําบรสิุทธิ์แลว 

 

การทดสอบตอมาคือการหา cross reactivity ของแอนติบอดีบริสุทธ์ิกับแอนติเจนตาง ๆ โดยแอนติเจนที่ใช

ทดสอบไดแก humam YKL-40, human YKL-39, human acidic mammalian (AMCase) และ bacterial 
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chitinase โดยทํา titration curve จาก Indirect ELISA assay โดยใชปริมาณของแอนติบอดีคงที่ทําปฏิกิริยา

การจับกับปริมาณแอนติเจนตาง ๆ  ผลของการทํา titration แสดงในรูปที่ 3.6 

 

 
 

รูปที่ 3.6 การทดสอบ cross reactivity ของ anti YKL-40 antiserum ที่ทําบริสุทธิ์ 

A) กราฟการจับระหวางแอนติเจนตาง ๆ กับ anti YKL-40 antiserum  

B) กราฟแสดง relative binding ของ anti-YKL-40 กับแอนติเจนตาง ๆ 

 

จากรูปที่ 3.6A พบวาการลักษณะกราฟการจับระหวาง anti YKL-40 กับ human YKL-40  โดยการจับเปน

ลักษณะเพิ่มข้ึนแบบเปนเสนตรงแปรผันตามความเขมขนของแอนติเจนในชวงความเขมขนของแอนติเจนต่ํา ๆ 

คือ 0 - 50 µg/L หลังจากนั้นกราฟเขาสูจุดอิ่มตัวที่ความเขมขนของแอนติเจนสูง ๆ มีลักษณะเปนการจับแบบ

จําเพาะที่เปนไปตามทฤษฎีจลนพลศาสตรแบบ Michalis Menten kinetics สวนกราฟการจับของแอนติบอดี

กับแอนติอ่ืน ๆ เกิดขึ้นนอยมาก จากรูปที่ 3.6B แสดงเปอรเซนตการจับของ human YKL-39 ประมาณ 9% 

สวน human AMCase ใหคาการจับเปน 8% สวน bacterial chitinase ไมเห็นคาการจับอยางมีนัยสําคัญเมื่อ

เทียบกับการจับระหวาง human YKL-40 กับ anti YKL-40 antibody ที่คิดคาการจับเปน 100% การทดลอง

ดังกลาวใหขอสรุปวา anti YKL-40 antibody ที่เตรียมบริสุทธิ์มี cross reactivity ตอโปรตีนอื่น ๆ ที่ใกลเคียง

กันต่ํามากหรือไมมีเลย และแอนติบอดีมีความจําเพาะสูงตอ human YKL-40 

 

3.4. การพัฒนาอุปกรณตรวจวัดอิมมูโนเซนเซอรที่จําเพาะตอ human YKL-40 

การศึกษาขั้นตอนตอไปคือการนําแอนติบอดีบริสุทธิ์มาเตรียม immunosensor ที่จําเพาะตอ human YKL-40 

antigen เทคนิคที่ใชศกึษาเปนวิธีทางเคมไีฟฟาที่เรียกวา capacitive immunosensor ซึ่งเตรียมไดจากการตรึง 

anti YKL—40 antiserum บนผิวหนาของอิเลคโทรดทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 มม ดวยการเชื่อมหมู 

thiol ของสาร thiourea กับธาตุทองคํา (Au) หลังจากนั้นปฏิกิริยาพันธะโควาเลนทระหวางหมูคารบอกซิลของ

กรดอะมิโนบนผิวของแอนติบอดีซึ่งมีคุณสมบัติเปนโปรตีนกับหมู thiol โดยใชสาร glutaraldehyde เปนตัวชวย 
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อิเลคโทรดที่เตรียมไดเปน working electrode ตอจากนั้นทําการเคลือบผิวหนาอิเลคโทรดที่มีแอนติบอดีติดอยู

อีกครั้งดวยสาร 1-dodecanethiol เพื่อสราง capacitor configuration ที่เปนคุณสมบัติที่สําคัญในการ

ตรวจวัดสัญญาณทาง immunosensor หลังจากนั้นทําการตรวจสอบความสมบูรณของอิเลคโทรดที่เตรียมได

ดวยการหากระแสที่เกิดขึ้นโดยการทํา cyclic voltammogram (CVs) โดยตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของกระแส

ที่แสดง oxidation/reduction peak ของสาร ferrocyanide ดังแสดงในรูปที่ 3.7 

 

 
 

รูปที่ 3.7 กราฟ cyclic voltammogram แสดงการเปลี่ยนแปลงของกระแสที่เกิดจากปฏิกิริยา 

oxidation/reduction ของสาร ferrocyanide  

ในการวัด cyclic voltammogram กระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาบนผิวของ working electrode เทียบกับ

Ag/AgCl reference electrode    

กราฟ a สีแดง: unmodified gold electrode 

กราฟ b สีเขียว: thiourea-modified gold electrode 

กราฟ c สีน้ําเงิน: thiourea/glutaraldehyde/anti-YKL-40-modified gold electrode 

กราฟ d สีชมพู: thiourea/glutaraldehyde/anti-YKL-40/CH3(CH2)11SH-modified gold electrode 

 

จากรูปที่ 3.7 จะเห็นวาคา faradic current แสดงปฏิกิริยา oxidation ของ ferrocyanide ที่ความตางศักย

เทากับ +0.4V และปฏิกิริยา reduction ที่คาความตางศักย +0.2 V โดย redox peak ที่เห็นมี amplitude 

ลดลงเร่ือย ๆ เมื่อชั้นของอิเลคโทรดถูกเคลือบดวยสาร thiourea ตามดวย glutaraldehyde และ anti YKL-40 

antiserum ตามลําดับ เมื่อเคลือบผิวอิเลคโทรดครั้งสุดทายดวย 1-dodecanethiol จะเห็นวาคา faradic 

current เขาใกลศูนยแสดงวาผิวหนาอิเลคโทรดมีคุณสมบัติเปนฉนวนซึ่งแสดงถึงการเคลือบอิเลคโทรดมีความ

สมบูรณพรอมที่จะนํามาทําการทดสอบกับตัวอยางแอนติเจน  
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ในการตรวจหาปรมิาณแอนติเจนกับวิธีทาง immusensor ที่เตรียมอิเลคโทรดที่จําเพาะตอแอนติเจน YKL-40 ได

โดยสภาวะทดสอบที่เหมาะสมคือสารละลายแอนติเจนที่เตรียมใน 10 mM phosphate buffer pH 7.0 คา 

flow-rate เทากับ 0.1 mL/min ในระบบ flow injection คาความตางศักยที่ scan คือ 50 mV ทุก ๆ 6.375 

ms กราฟที่ 3.8 แสดงการตอบสนองของกระแส i(t) ที่ไดจากการวัดเม่ือมีการผานของสารละลายแอนติเจนเขาสู

ระบบที่ทําการวัดเปนระยะเวลา 8 ms โดยสัญญาณที่ไดจากกราฟแสดงถึงการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน

และแอนติบอดีแบบจําเพาะ 

 

 
 

รูปที่ 3.8 กราฟแสดงความสัมพันธการเปลี่ยนของกระแสในหนวย µA ตอเวลา 

ในการวัดหาปริมาณแอนติเจน YKL-40 ใชอิเลคโทรดที่เตรียมดวยการตรึง anti YKL-40 antibody บนผิวอิเลค

โทรดทองคํา 

  

สัญญาณที่แสดงการลดลงของกระแสที่แสดงในรูปที่ 3.8 มีการเปลี่ยนแปลงของกระแสในลักษณะ exponential 

decay ดังสมการที่แสดงขางลาง 

ln i�t� � ln
ΔE
Rs

�  �
1

R � C
�  t  

โดยที่คา i(t) คือ กระแสที่วัดไดใน cell circuit ที่เวลา t 

      คา ∆E คือคา amplitude ของ potential pulse ที่ใชในการวัด 

 คา R คือคาความตานทาน (dynamic resistance) ที่เกิดขึ้นบนผิวอิเลคโทรดบนชั้น thiol/antibody 

recognition layer 

คา C คือคาความสามารถในการประจุกระแสไฟฟาทั้งหมดที่เกิดขึ้นจากพื้นที่ผิวของอิเลคโทรดเทากับ 7.07 × 

10−4 cm2 
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จากกราฟคา capacitance (C) ที่ตองการหาไดจากความชันของกราฟในชวงที่คา ln i แปรผันโดยตรงกับเวลา t 

ในชวงเวลานอย ๆ ระหวาง 0.2 ถึง 0.4 ms แลวนําคา C ที่หาไดจากการฉีดแอนติเจนปริมาณเทา ๆ กันหลาย ๆ 

ครั้งและสรางกราฟระหวางคา C ในหนวย nF/cm2ตอเวลา (t) ในหนวย ms จะไดกราฟที่แสดงในรูปที่ 3.9 

 
 

รูปที่ 3.9 กราฟแสดงคาการลดลงของ capacitance เมื่อทําการเติมแอนติเจนคือโปรตีน YKL-40 ในระบบ flow 

injection แสดงถึงปฏิกิกิริยาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีที่บริเวณผิวอิเลคโทรดทองคํา   

 

ทําการฉีด YKL-40 antigen เขาระบบ flow injection จากรปูที ่3.9 จะเห็นวาการฉีดแอนติเจนแตละครั้ง 

(ลูกศรสีแดงเทียบกับลูกศรสีเขียว) จะใหคา capacitance ลดลงมาอยูที่ 7480 nF/cm2  ซึ่งแสดงถึงปฏิกิริยา

การจับระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี ทุกครั้งหลังฉีดแอนติเจนจะทาํการ regenerate ตัวเซนเซอรดวย

สารละลาย 3 mM HCl เพื่อใหคา baseline กลับคืนสูคา capacitance เดิมคือที ่7544 nF/cm2   

 

3.5. การตรวจหาตัวแปรที่เหมาะสมในการจับระหวาง YKL-40 antigen กับ YKL-40 immunosensor   

ตัวแปรตาง ๆ ที่ทําการตรวจวัดไดแก i) ชนิด ความเขมขน และคา pH ของ running buffer; ii) ชนิดและความ

เขมขนของ regeneration buffer; iii) ปริมาตรของ sample volume และ iv) คา flow rate ในระบบ flow 

injection โดยทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งเปนอยางนอย ผลการทดสอบคาตัวแปรตาง ๆ สรุปไดในตารางที่ 3.1 

และตารางที่ 3. 2  
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ตารางที ่3.1 สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการ regenerate YKL-40 immunosensor หลังการฉีดตัวอยาง

แอนติเจน 

 

Regeneration solution 
Percentage (%) 

average residual activity  

Low pH 

  50 mM glycine/HCI pH = 2.5 59.1 ± 1.4 

  100 mM HCI (pH = 1.0) 67.5 ± 0.2 

  31.6 mM HCI (pH = 1.5) 80.6 ± 2.0 

  10 mM HCI (pH = 2.0) 86.0 ± 0.7 

  3.2 mM HCI (pH = 2.5) 99.4 ± 0.5 

  1 mM HCI (pH = 3.0) 80.1 ± 1.0 

High pH 

  5 mM NaOH (pH = 11.7) 30.3 ± 0.6 

  50 mM NaOH (pH = 12.7) 40.7 ± 0.1 

High ionic strength 

  1 M NaCI 12.4 ± 1.3 

  1 M KCI 24.5 ± 2.1 

 

จากตารางที่ 3.1 เมื่อเปรียบผลการทดสอบที่ความเขมขนของ regeneration buffer ความเขมขนตาง ๆ ที่คา 

pH ต่ําและสูง และที่ ionic strength 1M ของ NaCl และ 1M KCl สามารถสรุปสภาวะที่เหมาะสมสําหรับ 

regeneration solution คือ 3.2 mM HCl, pH, 2.5 โดยสภาวะนี้ใหคา %residual activity ของ 

immobilized anti YKL-40 antibody บนผิวอิเลคโทรดสูงที่สุดคือ 99.4±0.5%  

 

สวนตารางที่ 3.2 แสดงตัวแปรอ่ืนที่เหมาะสมสาํหรับการตรวจหา YKL-40 antigen ดวยวิธี flow injection-

based capacitive YKL-40 immunosensing ผลการทดสอบพบวาชนิดและความเขมขนของสารละลาย

บัพเฟอรที่เหมาะสมที่ใหคา ∆C สูงที่สุดไดแก 10 mM phosphate buffer, pH 7.0 คาปริมาตรที่ฉีดไดแก 200 

µL และ flow rate ที่เหมาะสมไดแก 100 µL/min 
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ตารางที ่3.2 สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรวจหา YKL-40 แอนติเจนดวยวิธี flow injection-based 

capacitive YKL-40 immunosensing 

 

Parameter Property range 
YKL-40 test 

concentration (g/L) 
คาที่เหมาะสม 

Buffer solution 
   

  Type Phosphate buffer 

HEPES buffer 

Tris–HCI buffer 

10− 7 to 10− 3 Phosphate buffer 

  pH 6.0, 6.5, 7.0, 7.5, 8.0 10− 5 7.0 

  Concentration 5, 10, 50, 100 mM 10− 5 10 mM 

  Sample volume 100, 200, 300, 400 µL 10− 5 200 µL 

  Flow rate 50, 100, 200, 300, 

400 µL /min 
10− 5 100 µL/min 

 

3.6. การตรวจหาความจําเพาะในการตรวจวัดของ YKL-40 immunosensor 

ทําการตรวจหาความจําเพาะในการจับระหวางแอนติเจนตาง ๆ กับ YKL-40 ที่ถูกตรึงอยูบนผิวอิเลคโทรด โดย

แอนติเจนที่ทดสอบเปนโปรตีนในกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลส แฟมิลี 18 ไดแก human YKL-39 human YKL-40 

และ human AMCase รูปที่ 3.10 แสดงกราฟการเปลี่ยนแปลงคา capacitance (∆C) ที่เกิดจากการทํา

ปฏิกิริยาการจับระหวางแอนติเจนที่ความเขมเขนตาง ๆ ในชวง 10−08 ถึง 10−02 g/L จากกราฟแสดงใหเห็นวาไม

มีการเปลี่ยนคา ∆C ในชวงความเขมขนของโปรตีนที่ใชในปฏิกิริยาของ human YKL-39 และ human 

AMCase สวนคา ∆C ของ human YKL-40 เพ่ิมgสูงขึ้นอยางชัดเจนโดยมีกราฟการเพิ่มคา ∆C เปนเสนตรง

ในชวง 0.02 ถึง 0.08 µF/cm2 ซึ่งเปนลักษณะการจับแบบจําเพาะระหวาง YKL-40 antigen กับ anti YKL-40 

antibody หลังจากนั้นคาการเปลี่ยนแปลงของ ∆C ลดลงกราฟในชวงหลังนี้แสดงการอิ่มตัวของการจับ การ

ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาอิเลคโทรดที่ตรึงดวย anti YKL-40 antibody มีความจําเพาะตอ YKL-40 antigen 

เพียงอยางเดียว 
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รูปที่ 3.10 กราฟแสดงคาการเปลี่ยนแปลงคา capacitance ที่ความเขมขนของโปรตนีไกลโคซลิ ไฮโดรเลส  

แฟมิลี 18 

3.7. การสรางกราฟมาตรฐานของ capacitive YKL-40 immunosensing  

การทดลองตอมาทําการวัดหาคา ∆C ที่ความเขมขนของ YKL-40 antigen ในชวงตั้งแต 0.01 µg/L ถึง 10 

mg/L แลวสรางกราฟมาตราฐานของแอนติเจนดังแสดงในรูปที่ 3.11A จากกราฟจะเห็นวาชวงของความเขมขน

ของ YKL-40 antigen ที่ใหความสัมพันธระหวางคา ∆C เพิ่มขึ้นและขึ้นโดยตรงตอความเขมขนคอืชวง log (c) = 

10-7 ถึง 10-3 g/L หรือ ชวง c = 0.1 µg/L ถึง 1 mg/L และคาความชันกราฟซึ่งแสดงถึงความไว (sensitivity 

of detection) ในการวัด เทากับ 12.28 ± 0.27 nF/cm2ตอชวงการเปลี่ยนแปลงความเขมขนใน logarithmic 

scale  และคาการจับเขาสูจุดอ่ิมตัวที่ความเขมขนของ YKL-40 antigen เทากับ 1 mg/L YKL-40 หมายถึงทุก

โมเลกุลของแอนติบอดีที่อยูบนผิวอิเลคโทรดจับกับแอนติเจนหมด สวนคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดไดไดแก 

0.07 ± 0.01 µg/L สวนรูปที่ 3.11 แสดงตัวอยางขคา capacitance ที่วัดไดหลังจากการฉีด YKL-40 antigen 

ปริมาตร 200 µL ความเขมขน 0.1 µg/L เขาสูระบบ flow injection 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



24 
 

 
 

รูปที่ 3.11 แสดงการตรวจหาโปรตีน YKL-40 ที่วัดจาก capacitive YKL-40 immunosensor 

A) กราฟมาตรฐานที่สรางจากความเขมขนของ YKL-40 antigen ที่ความเขมขนในชวง 10-7 ถึง 10-2 g/L โดยใช 

running buffer คือ 10 mM phosphate pH, 7.0 คา flow rate เทากับ 100 µL/min ใช regeneration 

solution คือ 3 mM HCl โดยทําการวัดที่อุณหภูมิ 25 C 

B) ตัวอยางการตอบสนองตอ capacitive YKL-40 immunosensor ที่เตรียมไดกับตัวอยางแอนติเจนที่ความ

เขมขน 0.1 µg/L 

 

3.8. การทดสอบความสามารถในการตรวจหา YKL-40 กับตัวอยางจริง   

การทดสอบในขั้นตอนสุดทายคอืการตรวจหา YKL-40 ที่มีอยูในตัวอยางจริง ในการทดลองนี้ผูวิจัยไดใชตัวอยาง

ซีรัมที่ทราบคาความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ที่วัดไดจากวิธี indirect sandwich ELISA assay เปนวิธีอางอิง 

โดยทําการ spike ตัวอยางซีรัม 4 ครั้ง ที่ความเขมขนของ YKL-40 เทากับ 25, 50, 80 and 100 µg/L 0.5–

100 µg/ผลการทดลองดังกลาวสรุปไวในตารางที่ 3.3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



25 
 

ตารางที่ 3.3 ตารางเปรียบเทียบคาการตรวจหาโปรตีน YKL-40 จากการ spike ตัวอยางจริง 

คาที่ไดจากการวัดไดโดยวิธี capacitive immunosensor นํามาเปรียบเทียบกับคาทีไ่ดโดยวิธีอางอิง Indirect 

ELISA assay 

 

Added/μg/L 

Immunosensor 

 

ELISA 

 

Found/μg/La Recovery % Found/μg/La Recovery % 

25.00 25.1 ± 1.2 100.4 ± 4.8 25.5 ± 0.8 101.9 ± 3.2 

50.00 49.6 ± 3.4 99.2 ± 5.7 50.8 ± 0.7 101.5 ± 1.3 

80.00 85.5 ± 1.9 106.7 ± 2.4 79.5 ± 0.3 99.4 ± 0.4 

100.00 101.2 ± 3.5 101.2 ± 3.5 101.1 ± 0.5 101.1 ± 0.5 
aValues represent average of triplicate assessments at T = 298 K (25 °C). 
bRecovery defined as (Found/Added) × 100 

 

ผลการทดลองพบวาคา %recovery ในการตรวจวัดความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ในตัวอยางซีรั่มอยูในชวง 

99.2 -106.7 ซึ่งคาในชวงที่ประมาณไดสอดคลองกับผลการวดัจากวิธีอางอิง (Indirect ELISA assay) ที่ใหคา 

%recovery เทากับ 99.4 -101.5 แสดงวาการตรวจวัดหาโปรตนีในซีรัมมีความนาเชื่อถอืได และเทคนิค 

capacitive YKL-40 immusensing ที่พัฒนาไดในงานวิจัยนี้มีความเหมาะสมในการตรวจหาโปรตีน YKL-40 

จากตัวอยางจริง 
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บทที่  4 

สรุปผลการทดลอง 
 

ในงานวิจัยนีผู้วิจัยไดพัฒนาอุปกรณตรวจวัดโปรตีน YKL-40 ซึ่งจัดเปน prognosis biomarker เนื่องจากพบวามีการ

แสดงออกของโปรตีนนี้สงูผิดปกติในผูปวยมะเร็งระยะลุกลามหลายชนิด ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ capacitive 

immunosensor ที่ไดจากการตรงึผิวหนาของอิเลคโทรดทองคําดวย anti-YKL 40 antiserum บริสุทธ์ิทีผู่วิจัยไดเตรียม

ขึ้นในหองปฏิบัติการชวีเคมี-เคมีไฟฟา มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสรุนารี พบวาอิเลคโทรดที่เตรียมไดมีความจาํเพาะในการวัด

หาโปรตีน YKl-40 เพียงอยางเดยีว หลังจากไดทาํการทดสอบสภาวะตาง ๆ ในการวัดไดสภาวะที่เหมาะสมที่สามารถวัดหา

โปรตนี YKL-40 ในชวงทีไ่ดกราฟความสัมพนัธระหวางการเปลี่ยนแปลงคา capacitance (∆C) กับความเขมขนของ

โปรตนี YKL-40 เปนเสนตรงในชวงกวางตั้งแต 10 µg/L to 10 mg/L คา limit of detection เทากับ 0.07±0.01 µg/L 

ซึ่งคานี้ต่าํกวาคาที่วัดดวย Indirect ELISA assay ถึง 300 เทา แสดงใหเห็นวาอุปกรณนี้มีความเหมาะสมในการตรวจหา

ระดับของโปรตนีต่ํามาก ๆ หรือเหมาะสําหรับการทํา early screening เพ่ือหาการดําเนินไปของโรคที่เก่ียวของกับระดับ

ของโปรตนี YKL-40 ในชวงตน ๆ ได   
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Thesis Title: Purification and Characterisation of β-Galactosidase from Thai Jute, 

Hibiscus sabdariffa L. var. altisima 

1986- 1990 B.Sc. (Genetics), Dept. of Botany and Genetics, Chulalongkorn University, Thailand 
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Academic positions 

2007- present  Associate Professor in Biochemistry, SUT 

2004-2007  Assistant Professor in Biochemistry, SUT 

1994-2004 Lecturer in Biochemistry, SUT (on Ph.D. and postdoctoral research leaves from 

1995-2000) 

Memberships 

1. Regular Member of the Biochemical Society, UK. 

2. Regular Member of the Biophysical Society, USA. 

3. Regular Member of the American Society for Biochemistry and Molecular Biology (ASBMB). 

4. Life Member of the Protein Society of Thailand (PST). 

5. Life Member of the Science Society of Thailand under the Patronage of His Majesty the King. 

6. Life Member of the Thai Society for Biotechnology.  

 

Fellowships/Awards  

ป พ.ศ. รางวัล หนวยงานที่มอบรางวัล 

2014 รางวัลโลเกียรติคุณโลประกาศเกียรติคุณสําหรับพนักงานผู

มีผลงานดีเดนที่ไดรับรางวัลจากหนวยงานภายนอก 

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนาร ี

2014 รางวัลนักชีวเคมีและนักชีววิทยาโมเลกุลดีเดน 

(Professor. M.R. Jisnuson Svasti BMB Award) 

สมาคมวิทยาศาสตรแหงประเทศไทยใน

พระบรมราชปูถัมภ 

2013 

 

 

รางวัล “TRF-CHE-Scopus Researcher Award” สาขา 

Life Sciences and Agricultural Sciences 

สํานักงานกองทนุสนับสนุนการวิจัย 

(สกว) รวมกับสํานักงานคณะกรรมการ

การอุดมศึกษา (สกอ) และสาํนกัพิมพ 

Elsevier 

2009-2012 รางวัลทนุวิจัย “Alexander von Humboldt 

Fellowship for Experienced Researchers” 

The Alexander von Humboldt 

Foundation, Bonn, Germany 

2010 รางวัลพนักงานดีเดนประจําป 2553 สาขา “การวิจัย” มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนารี 

2006 รางวัลผูมผีลงานดีเดนทางดานวิทยาศาสตร เนื่องในงาน

วิทยาศาสตรแหงชาติ ประจาํป  2006  

มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนาร ี

2005 รางวัลทนุวิจัย“For Women in Science Fellowship”  L’OREAL (Thailand)/UNESCO 
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Research Interest 

1. ชีวเคมเีชิงหนาที่และโครงสรางของเอนไซมยอยสลายไคติน ไดแก ไคติเนส และเอ็นอะซิทลิกลโูคซามินิเดส 

2. ชีวเคมแีละชีวฟสิกสเชิงหนาที่และโครงสรางของชองไคโตพอรินที่เก่ียวของกับการขนสงน้ําตาลไคโตโอลิโก

แซคคารไรดในวิถีการสลายไคตนิของแบคทีเรยีกลุม Vibrios 

3. ชีวเคมแีละเคมไีฟฟของการประยุกตใชสารไคตนิและไคโตซานเปนวัสดุนาโนที่เหมาะสาํหรับใชในการพัฒนา

อุปกรณตรวจวัดเอนไซมไบโอเซนเซอรและอิมมูโนเซนเซอร 

4. ชีวเคมแีละชีวฟสิกสเชิงหนาที่และโครงสรางของชองพอรินที่เก่ียวของกับกลไกการดื้อตอยาปฏิชีวนะของ

แบคทีเรยีกอโรคเมลิออยโดซีส Burkholderia pseudomallei 

5. ชีวเคมแีละชีววิทยาโมเลกุลของโปรตีนเหมือนไคติเนส YKL-39 และ YKL-40 ที่เปนตัวบงชี้ (biomarker) 

โรคขอเสื่อมและโรคมะเรง็ 
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1. Suginta W*, Chumjan W, Mahendran KR, Aunkham A, Schulte A, Winterhalter M*. 

Chitoporin from Vibrio harveyi: Effects of transmembrane voltage and N-acetyl 

functionality on translocation of chitin oligosaccharides. Under revisions for Biophys J. 

2. Ranok A, Wongsantichon J, Robinson RC,* Suginta W,* (2014) Structural and 

thermodynamic insights into chitooligosaccharide binding to human cartilage chitinase 3-

Like Protein 2 (CHI3L2 or YKL-39). J Biol Chem, Accepted. 

3. Theanponkrang S, Suginta W, Weingart H, Winterhalter M, Schulte A* (2014) Robotic 

voltammetry with carbon nanotube-based sensors: A superb blend for convenient high-

quality antimicrobial trace analysis. Int J Nanomedicine, In press. 

4. Chotinantakul K, Suginta W*, Schulte Albert* (2014) An Advanced amperometric 

respiration assay for antibiotic susceptibility testing. Anal Chem. In press. 

5. Chaocharoen W, Suginta W, Ranok A, Limbut W, Numnuam A, Khunkaewla P, Kanatharana 

P, Thavarungkul P, Schulte A* (2014) Electrochemical immunosensing of human YKL-40, a 

mammalian chitinase-like protein and disease marker. Bioelectrochem. In press. 

6. Sirimontree P, Suginta W*, Sritho N, Kanda Y, Shinya S, Ohnuma T, and Fukamzo T*. (2014) 

Mutation strategies for obtaining chitooligosaccharides with longer chains by 

transglycosylation reaction of a family GH18 chitinase. Biosci Biotech Biochem. In press. 
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7. Aunkham A, Schulte A, Winterhalter M, Suginta W*. (2014) BpsOmp38 porin involvement 

in cephalosporin and carbapenem resistance of the ultraresistant melioidosis bacterium 

Burkholderia pseudomallei. PLos One. 9:e95918. 

8. Ranok A, Khunkaewla P, Suginta W* (2013) Human cartilage chitinase 3-like protein 2: 

Cloning, expression, production of polyclonal and monoclonal antibodies for osteoarthritis 

detection and identification of potential binding partners. Monoclon Antib Immunodiagn 

Immunother (formerly Hybridoma). 32, 317-325. 

9. Suginta W, Smith MF* (2013) Single-molecule trapping dynamics of sugar-uptake channels 

in marine bacteria. Phys Rev Lett. 110, 238102. 

10. Suginta W, Khunkaewla P, Schulte A* (2013) Electrochemical biosensor applications of 

polysaccharides chitin and chitosan. Chem Rev. 113, 5458-5479.  
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Vibrio harveyi: A Channel with Exceptional Sugar Specificity. J Biol Chem. 288, 11038-

11046. 

12. Suginta W*, Chumjan W, Mahendran KR, Janning P, Schulte A, Winterhalter M. (2013) 

Molecular uptake of chitooligosaccharides through chitoporin from the marine bacterium 

Vibrio harveyi. PLoS One. 8:e55126.  

13. Suginta W*, Sritho N. (2012) Multiple roles of Asp313 in the refined catalytic cycle of chitin 

degradation by Vibrio harveyi chitinase A. Biosci Biotech Biochem. 76, 2275-2281.  

14. Sritho N & Suginta W* (2012) Role of Tyr-435 of Vibrio harveyi chitinase A in chitin 

utilization. App Biochem Biotech. 166, 1192–1202.  

15. Pantoom S, Vetter I*, Prinz, H*, Suginta W* (2011) Potent family-18 chitinase inhibitors: X-

ray structures, affinities and binding mechanisms. J Biol Chem. 286, 24312-24323.  
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(2011) Molecular analysis of antimicrobial agent translocation through the membrane porin 

BpsOmp38 from an ultraresistant Burkholderia pseudomallei strain. BBA-Biomembr. 1808, 

1552-1559. 

17.  Suginta W*, Chuenark D, Masuhara M, Fukamizo T (2010) Novel β-N-

acetylglucosaminidases from Vibrio harveyi 650: Cloning, expression, enzymatic properties, 
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VhOmp from Vibrio harveyi: The pore-forming properties in black lipid membranes. J 

Membr Biol. 230, 101-111.  

19.  Suginta W*, Pantoom S, Prinz H (2009) Substrate binding modes and anomer selectivity 

of chitinase A from Vibrio harveyi. J Chem Biol. 2, 191-202. 

20.  Songsiriritthigul C, Pantoom S, Aguda AH, Robinson RC, Suginta W* (2008) Crystal 

structures of Vibrio harveyi chitinase A complexed with chitooligosaccharides: Implications 

for the catalytic mechanism. J Struct Biol. 162, 491-499. 

21.  Pantoom S, Songsiriritthigul C, Suginta W* (2008) The effects of the surface-exposed 

residues on the binding and hydrolytic activities of Vibrio carchariae chitinase A. BMC-

Biochem. 9:2.  

22.  Suginta W*, Songsiriritthigul C, Kobdaj A, Opassiri R, Svasti J (2007) Mutations of Trp275 

and Trp397 altered the binding selectivity of Vibrio carchariae chitinase A. BBA-General 

Subjects. 1770, 1151-1160. 

23.  Suginta W* (2007) Identification of chitin binding proteins and characterization of two 

chitinase isoforms from Vibrio alginolyticus 283. Enzyme Microb Tech. 41, 212-220. 

24.  Songsiriritthigul C, Yuvaniyama J, Robinson RC, Vongsuwan A, Prinz H, Suginta W* (2005) 

Expression, purification, crystallization and preliminary crystallographic analysis of chitinase 

A from Vibrio carchariae. Acta Cryst. Section F. 61, 895-898. 

25.  Suginta W*, Vongsuwan A, Songsiriritthigul C, Svasti J, Prinz H (2005) Enzymatic properties 

of wild-type and active site mutants of chitinase A from Vibrio carchariae, as revealed by 

HPLC-MS. FEBS J. 272, 3376-3386.  

26.  Siritapetawee J, Prinz H, Krittanai C, Suginta W* (2004) Expression, refolding of Omp38 

from Burkholderia pseudomallei and B. thailandensis, and its function as a diffusion porin. 

Biochem J. 384, 609–617. 

27.  Suginta W*, Vongsuwan A, Songsiriritthigul C, Prinz H, Estibeiro P, Duncan RR, Svasti J, 

Fothergill-Gilmore LA (2004) An endochitinase A from Vibrio carchariae: gene isolation, 

modelled structure topology, cloning and functional expression. Arch Biochem Biophys. 

424, 171-180. 

28.  Siritapetawee J, Prinz H, Samosornsuk W, Ashley RH, Suginta W* (2004) Functional  

reconstitution, gene isolation and topology modelling of porins from Burkholderia 
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29.  Suginta W, Karoulias N, Aitkin A, Ashley RH* (2001) Brain dynamin-1 interacts directly with 

the chloride intracellular channel protein CLIC4 in a complex containing actin and 14-3-3 

proteins. Biochem J. 359, 55-64. 

30.  Suginta W, Robertson PAW, Austin B, Fry SC, Fothergill-Gilmore LA* (2000) Chitinases from 

Vibrio: activity screening and purification of chi A from Vibrio carchariae. J Appl Microbiol. 

89, 76-84.  

31.  Svasti J*, Srisomsap C, Surarit R, Benjavongkulchai E, Suginta W, Khunyoshyeng S, 

Champattanachai V, Nilwarangkoon S, Rungvirayudx S (1996) Potential Applications of Plant 

Glycohydrolases for Oligosaccharide Synthesis. In Protein Structure-Function Relationship 

(Zaidi, Z.H. and Smith, D.L., eds.), Plenum Press. pp.249-257.  

32.  Surarit R, Svasti MR J, Srisomsap C, Suginta W, Khunyoshyeng S, Nilwarangkoon S, 

Harnsakul P, Benjavongkulchai E* (1995) Possible Use of Glycosidase Enzymes from Thai 

Plant Seeds for Oligosaccharide Synthesis. In Biopolymers and Bioproducts: structure, 

function and applications (Svasti, J. et al., eds.), Samakkhisan Public Co. Ltd., Bangkok, 251-

255. 

33.  Suginta W, Svasti MRJ* (1995) Purification and Properties of β-Galactosidase from Hibiscus  

sabdariffa  L. var.  altissima. Science Asia (Formerly J Sci Soc Thai) 21, 183-186. 

34.  Suginta W, Svasti J* (1995) Beta-Galactosidase from Thai Jute: Purification and 

Characterization. In Biopolymers and Bioproducts: Structure, Function and Applications 

(Svasti, J. et al., eds.), Samakkhisan Public Co. Ltd., Bangkok, 256-260. 

35.  Surarit R, Svasti MRJ, Srisomsap C, Suginta W, Khunyoshyeng S, Nilwarangkoon S, 
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Oral/Poster Presentation in International Meetings (5 years): more than 80 abstracts were 

accepted. 
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