
Thailand Scholastic Journal of Science 1 (1) Jan-Dec, 2024                                                  www.tsjos.org 

 1 

การพัฒนาเซนเซอร์ชนิดการไหลในแนวระนาบสําหรับการตรวจโรค 
ไวรัสตับอักเสบบีจากนํ้าลาย 

 
ณัฐชานนท์ รองเดช1*, กริชเพชร โคตรหลักคํา1, อุษา จีนเจนกิจ1, สุดเขต ไชโย2 

1โรงเรียนมหิดลวิทยานุสรณ์ ต.ศาลายา อ.พุทธมณฑล จ.นครปฐม 
2สถาบันวิจัยเทคโนโลยีชีวภาพและวิศวกรรมพันธุศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย กรุงเทพมหานคร 

*natchanon.pak@gmail.com 
 

บทคัดย่อ 
 การวิจัยน้ีมุ่งเน้นการใช้วิธีการตรวจหาเช้ือไวรัสตับอักเสบบีโดยใช้หลักการพ้ืนฐานเดียวกับการตรวจหา
เช้ือในตัวอย่างเลือด โดยมีจุดมุ่งหมายเพ่ือเพ่ิมการเข้าถึงได้โดยการพัฒนาเซนเซอร์ชนิดการไหลในแนวระนาบ 
แบบลาเทอรัลโฟว์สําหรับตรวจหาเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในตัวอย่างนํ้าลาย เน่ืองจากการเก็บตัวอย่างนํ้าลายทํา
ได้ง่ายและรุกลํ้าผู้ป่วยน้อย เซนเซอร์ท่ีพัฒนาข้ึนสามารถตรวจแอนติเจนจากเปลือกไวรัสตับอักเสบบี 
(Hepatitis B surface antigen; HBsAg) และสามารถแสดงผลให้เห็นด้วยตาเปล่า โดยใช้เทคนิคทดสอบอิมมูโน
แอสเสย์ชนิดการไหลในแนบระนาบ (Lateral flow immunoassay) มีโมเลกุลรายงานผลบนเซนเซอร์คือ
อนุภาคทองคําขนาดนาโนเมตร (Gold nanoparticles; AuNPs) ซ่ึงถูกนําไปติดฉลากกับแอนติบอดีต่อแอนติเจน
จากเปลือกไวรัสตับอักเสบบี (Ab-AuNPs) การทดสอบประสิทธิภาพของเซนเซอร์ทําได้โดยการหาค่าขีดจํากัด
การตรวจวัด (Limit of detection) ความไว (Sensitivity) และความจําเพาะ (Specificity) จากการทดสอบ
เซนเซอร์ด้วยตัวอย่างนํ้าลายเทียมท่ีมีแอนติเจนจากเปลือกไวรัสตับอักเสบบีท่ีมีความเข้มข้นแตกต่างกัน พบว่า
เซนเซอร์สามารถตรวจหาแอนติเจนจากเปลือกไวรัสตับอักเสบบีในนํ้าลายเทียมได้ถึง 0.025 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรด้วยตาเปล่า มีความไวเท่ากับ 83% (10/12) และความจําเพาะเท่ากับ 100% (8/8) ดังน้ันแถบ
เซนเซอร์ท่ีพัฒนาข้ึนน้ีจึงเป็นเซนเซอร์ต้นแบบทางเลือกหน่ึงท่ีง่ายและไม่ยุ่งยากสําหรับการตรวจหาแอนติเจน
ไวรัสตับอักเสบบีในนํ้าลาย และยังสามารถนําไปต่อยอดพัฒนาสู่การทดสอบผู้ป่วยจริงในอนาคต 

 
คําสําคัญ   เทคนิคทดสอบอิมมูโนแอสเสย์ชนิดการไหลในแนบระนาบ (Lateral flow immunoassay), 
แอนติเจนจากเปลือกไวรัสตับอักเสบบี (Hepatitis B surface antigen; HBsAg), อนุภาคทองคําขนาดนาโน
เมตรท่ีติดฉลากกับแอนติบอดี (Ab-AuNPs)  

 
 

1. บทนํา 
โรคไวรัสตับอักเสบบี  ก่อให้เกิดปัญหาทาง

สาธารณสุขท่ัวโลก  องค์การอนามัยโลก  (WHO) 
คาดการณ์สถานการณ์ว่าประชากรโลกประมาณ 300 
ล้านคน เป็นพาหะเร้ือรังของไวรัสตับอักเสบบี และ
อย่างน้อย 1 ล้านคน จะกลายเป็นโรคตับแข็งและ
มะเ ร็ ง ตับใน ท่ี สุด  (World Health Organization, 
2023) โดยในประเทศไทยพบผู้ติดเช้ือตับอักเสบบี
เร้ือรังประมาณ 3.5 ล้านคน (Piratvisuth, 2020) 
 โรคไวรัสตับอักเสบบี สามารถติดต่อผ่านทาง
เลือดและสารคัดหล่ัง โดยมักเกิดจากการใช้เข็มฉีดยา
ร่วมกัน การมีเพศสัมพันธ์โดยไม่มีการป้องกัน และ
สามารถติดต่อจากแม่สู่ลูกได้ เน่ืองจากสามารถพบ
ไวรัสในเลือด อสุจิ และสารคัดหล่ังของผู้ติดเช้ือ โดย 

 
ระยะของโรคไวรัสตับอักเสบบีมีหลายระยะ เร่ิมจาก
ระยะเฉียบพลัน  (Acute symptomatic hepatitis) 
ผู้ป่วยบางรายอาจพบภาวะตับอักเสบชนิดร้ายแรง 
(Fulminant hepatitis) ในระยะน้ีได้ และสามารถ
กลายเป็นผู้ติดเช้ือเร้ือรัง (Chronic hepatitis) หรือ
กลายเป็นพาหะ (Carrier) ซ่ึงจะตรวจพบแอนติเจน
จากเปลือกไวรัสตับอักเสบบี (HBsAg) และอาจเกิด
พังผืดในตับ  ตับแข็ง  หรือมะเร็งตับร่วมด้วยได้  
(Sharma et al., 2005) การ วิ นิจ ฉัยโรคไว รัส ตับ
อักเสบบี ในปัจจุบันทําได้โดยการเจาะเลือดตรวจค่า
การทํางานของตับ (Liver function test) การเจาะ
เลือดตรวจเช้ือไวรัสตับอักเสบบีเพ่ือตรวจสอบ 
HBsAg และ  Anti-HBs หรือการตัดช้ินเ น้ือตับไป
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ตรวจ  ซ่ึงมีความเฉพาะเจาะจงและต้องทําโดย
ผู้เช่ียวชาญเฉพาะทางเท่าน้ัน 

นอกจากการใช้ HBsAg เป็นสารบ่งช้ี ผู้ป่วยโรค
ไวรัสตับอักเสบบีสามารถพบสารบ่งช้ีอ่ืนของโรคได้
หลายชนิด ได้แก่ hepatitis B e antigen (HBeAg), 
hepatitis B core antigen (HBcAg) และแอนติบอดี
หลายชนิด เช่น  แอนติบอดีต่อ HBsAg (anti-HBs), 
แอนติบอดีต่อ HBeAg (anti-HBe) และแอนติบอดี
ต่อ HBcAg (anti-HBc) โดยสารบ่งช้ีของโรคแต่ละ
ชนิดจะบ่งบอกระยะของโรคไวรัสตับอักเสบบีท่ี
แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามสารบ่งช้ีท่ีนิยมใช้ในการ
วินิจฉัยโรคไวรัสตับอักเสบบีคือ HBsAg เน่ืองจาก
ข้อดีดังต่อไปน้ี  1. สามารถพบ  HBsAg ได้ง่ายใน
ผู้ป่วยระยะแรกของการติดเช้ือ  2. สามารถพบ 
HBsAg ได้ท้ังระยะเฉียบพลันและเร้ือรัง (Kramvis et 
al., 2022) 3. HBsAg เป็นแอนติเจนท่ีมีความคงทน
สูง สามารถพบในสารคัดหล่ังได้หลายประเภท เช่น 
นํ้าลาย ซ่ึงเป็นสารคัดหล่ังท่ีเก็บตัวอย่างได้ง่ายและ
ไม่รุกลํ้าผู้ป่วย (Non-invasive) จากคุณสมบัติข้างต้น
ทําให้ HBsAg เป็นทางเลือกท่ีดีในการตรวจคัดกรอง
ผู้ป่วยโรคไวรัสตับอักเสบบี และจะทําให้การจัดการ
โรคเป็นไปได้อย่างรวดเ ร็วมากข้ึน  (Cruz et al, 
2011). 

การตรวจ HBsAg ผ่านทางนํ้าลายเพ่ือตรวจคัด
กรองโรคไวรัสตับอักเสบเป็นวิธีท่ีไม่รุกลํ้าและสะดวก
มากกว่าการตรวจผ่านทางตัวอย่างเลือด นอกจาก
การลดความไม่สบายใจของผู้ป่วย การตรวจผ่านทาง
นํ้าลายยังสามารถทําให้การคัดกรองท่ัวถึงมากข้ึน 
เน่ืองจากเป็นการตรวจคัดกรองท่ีสะดวกและไม่
ยุ่งยากทําให้ผู้ป่วยเข้าถึงระบบการคัดกรองมากข้ึน 
ซ่ึงจะช่วยให้คุณภาพชีวิตของผู้ป่วยดีข้ึนตามลําดับ 

ดังน้ันการทดลองน้ีจึงมีจุดมุ่งหมายเพ่ือพัฒนา
เซนเซอร์สําหรับการตรวจไวรัสตับอักเสบบีผ่านทาง
นํ้าลาย เพ่ือช่วยให้การคัดกรองโรคสะดวกรวดเร็ว
และคนท่ัวไปสามารถใช้งานได้ 
 
2. วิธีการทดลอง 
1: การสังเคราะห์อนุภาคทองคําขนาดนาโนเมตร 

สังเคราะห์อนุภาคทองคําขนาดนาโนเมตร 
(AuNPs) โดยใช้สารละลาย Trisodium citrate (1%, 
w/v) ป ริ ม า ต ร  0.1 mL แ ล ะ ส า ร ล ะ ล า ย 
K(AuCl4)·nH2O (1%, w/v) ปริมาตร 0.25 mL นํามา 

ทําปฏิกิริยาในบีกเกอร์ท่ีปิดด้วยแผ่นอะลูมิเนียม 
ภายในบรรจุนํ้าปราศจากไอออน (DI water) 25 mL 
กวนด้วยความเร็ว 5000 rpm ภายใต้อุณหภูมิ 100°C 
เ ป็ น เ วล า  10 นา ที  จาก น้ั นหยดสา รละลาย 
K(AuCl4)·nH2O (1%, w/v) ทีละหยดท่ีขอบบีกเกอร์ 
หลังจากท่ีสารละลายเร่ิมเดือด  เติมสารละลาย 
Trisodium citrate (1%, w/v) ลงไป สารละลายท่ีได้
จะเร่ิมเปล่ียนเป็นสีม่วงเข้ม จากน้ันทําการปรับ pH 
เป็น 8.1 ด้วย NaHCO3 และเก็บรักษาท่ีอุณหภูมิ 4°C 
ภายในขวดปลอดเช้ือ ทําการทดลองซํ้าแต่เปล่ียน
ปริมาตรของสารละลาย  Trisodium citrate (1%, 
w/v) เ ป็ น  0.25 mL, 0.5 mL, 1 mL และ  2 mL 
ตามลําดับ 

ตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยาว
ค ล่ื น ร ะ ห ว่ า ง  350-700 nm วิ เ ค ร า ะ ห์ ก ร าฟ
ความสัมพันธ์ระหว่างช่วงความยาวคล่ืนแสงกับค่า
การดูดกลืนแสงของสารละลาย AuNPs 
 
2: การสังเคราะห์เซนเซอร์ 
การศึกษาความเข้มข้นของแอนติบอดีท่ีใช้ติดฉลาก 

เต รียม  polyclonal antibody (Rabbit anti-
Surface Ag pAb: Ab68519) ชนิดละ 6 ความเข้มข้น 
ไ ด้แ ก่  6.25 µg/mL, 12.5 µg/mL, 25 µg/mL, 50 
µg/mL, 100 µg/mL และ  200 µg/mL ปริมาตร
ความเข้มข้นละ 25 µL และเติมสารละลาย AuNPs 
ปริมาตร  125 µL กวนสารเป็นเวลา  15 นาที  ท่ี
อุณหภูมิห้อง จากน้ันเติมสารละลาย NaCl (10%, 
w/v) ป ริมาตร  125 µL นํ าสารละลาย ท่ี ไ ด้ ไป
ตรวจสอบค่าการดูดกลืนแสงในช่วงความยาวคล่ืน
ระหว่าง 400-700 nm ทําการทดลองซํ้าแต่เปล่ียน
ชนิดของแอนติบอดีเป็น  monoclonal antibody 
(Mouse anti-Suface Ag mAb: Ab252692) (รูปท่ี 1) 

 

รูปท่ี 1 การติดฉลากแอนติบอดีกับ AuNPs 
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การศึกษาคู่แอนติบอดีท่ีเหมาะสม 
นํา  anti-mouse antibody ความเ ข้มข้น  1.5 

mg/mL มาบนแผ่นเย่ือไนโตรเซลลูโลสตรงตําแหน่ง
เส้นควบคุม (C-line) โดยใช้ Biodot XYZ32100047 
อบแห้งท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็นเวลา 1 ช่ัวโมง ประกอบ
เซนเซอร์โดยมีส่วนประกอบ 5 ส่วน คือ แผ่นรองรับ
ตัวอย่าง (Sample pad), แผ่นคอนจูเกต (Conjugate 
pad), แ ผ่ น ไ น โ ต ร เ ซ ล ลู โ ล ส  (Nitrocellulose 
membrane), แผ่นดูดซับ (Absorbent pad) และแผ่น
รองชุดทดสอบ (Backing card) ดังรูปท่ี 2  

เ พ่ื อส ร้ า งแถบเซน เซอ ร์  ต รึ ง  polyclonal 
antibody ท่ี ติ ดฉลาก ด้ วย  AuNPs (pAb-AuNPs) 
ปริมาตร 8 µL ลงบนแผ่นคอนจูเกต อบแห้งท่ี 37°C 
เป็นเวลา 20 นาที และตรึง monoclonal antibody 
ความเข้มข้น 1 mg/mL ลงบนเส้นทดสอบ (T-line) 
จากน้ันทดสอบโดยการหยดสารละลาย HBsAg 1 
µg/mL ผสม PBT buffer อัตราส่วน 2:1 ลงบนแผ่น
รองรับตัวอย่างของชุด positive ปริมาตรชุดละ 100 
µL และหยด PBT buffer ลงบนแผ่นรองรับตัวอย่าง
ของชุด negative ปริมาตรชุดละ 100 µL วัดค่าความ
เข้มแสงของเส้นทดสอบท่ีได้ด้วยโปรแกรม ImageJ 
ทําการทดลองซํ้าแต่เปล่ียน pAb-AuNPs เป็น mAb-
AuNPs และเปล่ียนชนิดของแอนติบอดีบนบนเส้น
ท ด ส อ บ จ า ก  monoclonal antibody เ ป็ น 
polyclonal antibody 
 
การศึกษาความเข้มข้นของ polyclonal antibody 

ตรึง polyclonal antibody ปริมาตร 0.5 µL บน
เส้นทดสอบ ความเข้มข้นต้ังแต่ 0.5 mg/mL ถึง 3.0 
mg/mL โดยเ พ่ิมความเ ข้มข้นทีละ  0.5 mg/mL  
ความเข้มข้นละ  3 เส้นทดสอบ  และหยด  mAb-
AuNPs ปริมาตร 8 µL ลงบนแผ่นคอนจูเกต อบแห้ง 

รู ป ท่ี  2 แสดงอง ค์ประกอบท่ัวไปของเ ส้นทดสอบ 
ประกอบด้วย 5 ส่วนคือ แผ่นรองรับตัวอย่าง (Sample 
pad), แผ่นคอนจู เกต  (Conjugate pad), แผ่นไนโตร
เซล ลู โลส  (Nitrocellulose membrane), แ ผ่น ดูด ซับ 
(Absorbent pad) และแผ่นรองชุดทดสอบ  (Backing 
card) 
 

ท่ี 37°C เป็นเวลา 20 นาที จากน้ันทดสอบโดยการ
หยดสารละลาย HBsAg 1 µg/mL ผสม PBT buffer 
อัตราส่วน 2:1 ลงบนแผ่น รองรับตัวอย่างของชุด 
positive ปริมาตร ชุดละ  100 µL และหยด  PBT 
buffer ลงบนแผ่นรองรับตัวอย่างของชุด negative 
ปริมาตรชุดละ 100 µL วัดค่าความเข้มแสงของเส้น
ทดสอบท่ีได้ด้วยโปรแกรม ImageJ 
 
การศึกษาปริมาตร mAb-AuNPs บนแผ่นคอนจูเกต 

ต รึ ง  mAb-AuNPs ล ง บน แ ผ่ น ค อน จู เ ก ต 
ปริมาตรต้ังแต่ 1 µL ถึง 8 µL อบแห้งท่ี 37°C เป็น
เวลา 20 นาที จากน้ันทดสอบโดยการหยดสารละลาย 
HBsAg 1 µg/mL ผสม PBT buffer อัตราส่วน 2:1 ลง
บนแผ่น รองรับตัวอย่างของชุด positive ปริมาตรชุด
ละ 100 µL และหยด PBT buffer ลงบนแผ่นรองรับ
ตัวอย่างของชุด negative ปริมาตรชุดละ 100 µL 
และวัดค่าความเข้มแสงของเส้นทดสอบท่ีได้ด้วย
โปรแกรม ImageJ 
 
การศึกษาชนิดของบัฟเฟอร์ 

ห ย ด บั ฟ เ ฟ อ ร์  ไ ด้ แ ก่  PBS, PBS + 0.5% 
Tween20 (PBST0.5), PBS + 1% BSA และ  PBT + 
0.5% Tween20 (PBTT0.5) ปริมาตร 400 µL ลงบน
แผ่นรองรับตัวอย่าง นําไปอบท่ีอุณหภูมิ 37°C เป็น
เวลา 60 นาที หยดนํ้าลายเทียมลงบนแผ่นรองรับ
ตัวอย่าง ปริมาตรชุดละ 100 µL สังเกตการไหลของ 
mAb-AuNPs และการแสดงผลของเส้นทดสอบ 
 
3: การทดสอบความประ สิทธิ ภ าพของแถบ
เซนเซอร์ 

เตรียมนํ้าลายเทียมตามท่ีระบุในงานวิจัยของ 
Engelhart et al. (2016) ตรวจสอบขีดจํากัดการ
ตรวจวัดของเซนเซอร์โดยทดสอบกับนํ้าลายเทียมท่ีมี 
HBsAg ความเข้มข้นต้ังแต่ 6 µg/mL ถึง 0.01 µg/mL 
ปริมาตร 100 µL สังเกตการแสดงผลของเซนเซอร์
หลังจากการทดสอบ วัดค่าความเข้มแสงของเส้น
ทดสอบท่ีได้ด้วยโปรแกรม ImageJ เพ่ือทดสอบค่า
ขีดจํากัดการตรวจวัด (Limit of detection) จากน้ัน
นําเซนเซอร์ไปทดสอบตัวอย่าง positive ท่ีมีความ
เข้มข้นแตกต่างกัน จํานวน 12 ตัวอย่าง และตัวอย่าง 
negative 8 ตั วอ ย่ า ง  เ พ่ื อทดสอบ ค่าความไว 
(Sensitivity) และความจําเพาะ (Specificity) 
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3. ผลและอภิปรายผลการทดลอง 
1: การสังเคราะห์อนุภาคทองคําขนาดนาโนเมตร 

ขนาดท่ีเหมาะสมของ AuNPs ท่ีใช้ในการทําชุด
ทดสอบอิมมูโนแอสเสย์ชนิดการไหลในแนบระนาบ
คือระหว่าง 20-40 nm ซ่ึงจะมีค่า λmax อยู่ในช่วง 
520-540 nm จากการสังเคราะห์อนุภาค AuNPs โดย
การศึกษาปริมาตรของสารละลาย  Trisodium 
citrate ( 1 % , w/v) ต่ อ ป ริ ม า ต ร ส า ร ล ะ ล า ย 
Potassium Tetrachloroaurate(III) n-Hydrate 
(1%, w/v) ในอัตราส่วน 0.4:1, 1:1, 2:1, 4:1, และ 
8:1 (รูปท่ี 3)  

พบว่าสารละลายในอัตราส่วน 0.4:1 ไม่สามารถ
สังเคราะห์ AuNPs ได้ ขณะเดียวกัน AuNPs ท่ีได้จาก
สารละลายอัตราส่วน 1:1, 2:1, 4:1, และ 8:1 สามารถ
เกิดการแขวนลอยอยู่ในของอนุภาคทองคําได้
สารละลายจึงเห็นเป็นสีแดงเข้ม ซ่ึงจากการศึกษา
พบว่าขนาดของ AuNPs ท่ีแตกต่างกันจะมีค่า λmax 

แตกต่างกัน สารละลาย AuNPs ท่ีสังเคราะห์ได้จาก
อัตราส่วน 1:1, 2:1, 4:1, และ 8:1 มีค่า λmax อยู่ในช่วง 
520-540 nm ท้ังหมด เม่ือพิจารณาสีของสารละลาย  
 

รูปท่ี 3 แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ
สารละลาย Trisodium citrate ท่ีมีผลต่อค่าการดูดกลืน
แสงของ AuNPs 

รูปท่ี  4 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ 
polyclonal antibody กับค่าการดูดกลืนแสงของ pAb-
AuNPs ท่ีความยาวคล่ืน 538 nm 
 

AuNPs พบว่าสารละลาย  AuNPs ท่ี ไ ด้จาก
สารละลาย 1:1 มีค่า λmax เท่ากับ 534 nm ซ่ึงจะให้สี
แดงท่ี เ ข้มท่ี สุด  จึงสามารถสรุปได้ ว่าสัดส่วนท่ี
เหมาะสมท่ีสุดในการสังเคราะห์  AuNPs ในการ
ทดลองน้ีคืออัตราส่วน 1:1 
 
2: การสังเคราะห์เซนเซอร์ 

จากการศึกษาค่าความยาวคล่ืนของดูดกลืนแสง
ของแอนติบอดีท่ีติดฉลากด้วย AuNPs ในช่วงความ
ยาวค ล่ืน  450-700 nm เ พ่ือหาความเ ข้ม ข้น ท่ี
เหมาะสมของแอนติบอดีในการติดฉลาก  เ ม่ือ
พิจารณาค่าการดูดกลืนแสงของ pAb-AuNPs ท่ีค่า
ความยาวคล่ืน 538 nm (ค่า λmax  ของ AuNPs ก่อน
ทําการติดฉลาก) พบว่าความเข้มข้นของ polyclonal 
antibody ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการติดฉลากกับ AuNPs 
คือ 25 µg/mL เน่ืองจากใช้ปริมาณแอนติบอดีตํ่า
ท่ีสุด (รูปท่ี 4) และความเข้มข้นของ monoclonal 
antibody ท่ีเหมาะสมท่ีสุดในการติดฉลากกับ AuNPs 
คือ 50 µg/mL (รูปท่ี 5)  

จากการทดสอบหาคู่แอนติบอดีท่ีเหมาะสม โดย
เปรียบเทียบระหว่าง 1. pAb-AuNPs อยู่ท่ีแผ่นคอนจู
เกตและ monoclonal antibody อยู่ท่ีเส้นทดสอบ 2. 
mAb-AuNPs อยู่ท่ีแผ่นคอนจูเกตและ polyclonal 
antibody อยู่ท่ีเส้นทดสอบ พบว่าเม่ือทดสอบผลด้วย
ตัวอย่าง positive ท้ังสองวิธีสามารถทําให้เกิดจุดสี
ข้ึน (ช้ีด้วยลูกศร) ท่ีเส้นทดสอบได้ (รูปท่ี 6) แต่เม่ือ
ทดสอบผลด้วยตัวอย่าง negative ท้ังสองวิธีเกิดจุดสี
จาง ข้ึน  (ช้ี ด้วยลูกศร ) ท่ี เ ส้นทดสอบเหมือนกัน 
อย่างไรก็ตามเม่ือทดสอบค่าความเข้มแสงของเส้น
ทดสอบ พบว่าเม่ือทดสอบด้วยตัวอย่าง positive ชุด
การทดลองท่ี 2 แสดงค่าความเข้มแสงมากกว่าเม่ือ 
 

รูปท่ี  5 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเข้มข้นของ 
monoclonal antibody กับค่าการดูดกลืนแสงของ mAb-
AuNPs ท่ีความยาวคล่ืน 538 nm 
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รูปท่ี 6 (A) แสดงรูปถ่ายของชุดตรวจท่ี pAb-AuNPs อยู่ท่ี
แผ่นคอนจูเกตและ  monoclonal antibody อยู่ ท่ี เ ส้น
ทดสอบ (B) แสดงรูปถ่ายของชุดตรวจท่ี mAb-AuNPs อยู่
ท่ีแผ่นคอนจูเกตและ  polyclonal antibody อยู่ ท่ี เ ส้น
ทดสอบ 
 

 
 

รูปท่ี 7 (A) กราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้มแสง
ของ T-line กับปริมาตรของ mAb-AuNPs บนแผ่นคอนจู
เกตสําหรับชุด positive (B) 8 µL (C) 6 µL (D) 4 µL (E) 2 
µL (F) 1 µL 

เปรียบเทียบกับชุดท่ี 1 ดังน้ันคู่แอนติบอดีแบบชุด
ทดสอบท่ี 2 จึงเหมาะสมท่ีสุด 

จากการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการ
แสดงผลของเซนเซอร์โดยการทดสอบปริมาตรของ 
mAb-AuNPs, ค ว า ม เ ข้ ม ข้ น ข อ ง  polyclonal 
antibody บนเส้นทดสอบ และชนิดของบัฟเฟอร์ 
พบว่าปริมาตรท่ีเหมาะสมท่ีสุดของ mAb-AuNPs
เ ท่ า กับ  4 µL (รู ป ท่ี  7) และความ เ ข้ม ข้นของ 
polyclonal antibody ท่ีเหมาะสมท่ีสุดเท่ากับ 1.5 
mg/mL (รูปท่ี 8) เน่ืองจากสภาวะดังกล่าวแสดงค่า
การดูดกลืนแสงสูงและใช้ปริมาณสารตํ่า เม่ือทดสอบ
ชนิดของบัฟเฟอร์กับระยะเวลาท่ี  mAb-AuNPs 
เคล่ือนไปถึงแผ่นดูดซับ  (Migration time) พบว่า 
PBST0.5 เป็นบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสมกับเซนเซอร์มาก
ท่ีสุด (ตารางท่ี 1) 

จากการทดสอบเซนเซอร์ด้วยสารละลาย 
HBsAg ในนํ้าลายเทียมโดยลดความเข้มข้นของ
สารละลาย HBsAg สังเกตแสดงผลของเส้นทดสอบ
และวัดค่าความเข้มแสงของเส้นทดสอบ พบว่าความ
เข้มข้นสุดท้ายท่ีสามารถมองเห็นสีของแถบแสดงผล 

 

 
 

รูปท่ี 8 (A) แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้ม
แส งขอ ง  T-line กั บค ว าม เ ข้ ม ข้ นขอ ง  polyclonal 
antibody (B) 3 mg/ml (C) 2.5 mg/ml (D) 2 mg/ml (E) 
1.5 mg/ml (F) 1 mg/ml  (G) 0.5 mg/ml 
3: การทดสอบประสิทธิภาพของแถบเซนเซอร์ 

A 

A A 
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ตารางท่ี 1 ตารางแสดงระยะเวลาท่ี mAb-AuNPs เคล่ือน
ไปถึงแผ่นดูดซับสําหรับสตริปเทสท่ีประกอบด้วยบัฟเฟอร์
ชนิดต่าง ๆ บนแผ่นรองรับตัวอย่าง 
 
ได้ด้วยตาเปล่าคือ 0.025 µg/mL (รูปท่ี 9) สําหรับ
การทดสอบประ สิทธิ ภาพจ ริ งของ เซน เซอ ร์
จําเป็นต้องมีการทดสอบกับตัวอย่างนํ้าลายจริงจากผู้
ติดเช้ือไวรัสตับอักเสบบีในระยะต่าง ๆ เน่ืองจากจะมี
ค่าความเข้มข้นของ HBsAg ท่ีแตกต่างกันในผู้ป่วย
แต่ละรายเม่ือทดสอบเซนเซอร์กับตัวอย่าง positive 
แ ล ะ  negative เ พ่ื อ คํ า น วณ ค่ า ค ว า ม ไ ว แ ล ะ
ความจําเพาะ พบว่ามีค่าเท่ากับ 83.33% และ 100% 
ตามลําดับ (ตารางท่ี 2) 

 

 

 
 

รูปท่ี 9 (A) แสดงกราฟความสัมพันธ์ระหว่างค่าความเข้ม
แสงของ T-line กับความเข้มข้นของสารละลาย HBsAg 
ในนํ้าลายเทียม ท่ีความเข้มข้น (B) 0.5 µL/mL (C) 0.25 
µL/mL (D) 0.1 µL/mL (E) 0.05 µL/mL (F) 0.025 µL/mL 
 

 
 

ตารางท่ี  2 ตารางแสดงผลการทดสอบเซนเซอร์ด้วย
ตัวอย่าง positive และ negative  
 
4. สรุปผลการทดลอง 

ในการพัฒนาเซนเซอร์ชนิดการไหลในแนว
ระนาบสําหรับการตรวจโรคไวรัสตับอักเสบบีจาก
นํ้าลาย  โดยการศึกษาภาวะท่ีเหมาะสมบนเส้น
ทดสอบเพ่ือใช้สําหรับตรวจแอนติเจนไวรัสตับอักเสบ
บีในนํ้าลาย ประกอบไปด้วย 1. การศึกษาความ
เข้มข้นของ polyclonal antibody บนเส้นทดสอบ 
พบว่าความเข้มข้นของ polyclonal antibody บน
เส้นทดสอบท่ีเหมาะสมคือ 1.5 mg/mL 2. การศึกษา
ปริมาตรของ mAb-AuNPs บนแผ่นคอนจูเกต พบว่า
ปริมาตรของ  mAb-AuNPs บนแผ่นคอนจูเกตท่ี
เหมาะสมคือ 4 µL และ 3. การทดสอบชนิดของ
บัฟเฟอร์ พบว่า  PBST0.5  เป็นบัฟเฟอร์ท่ีเหมาะสม 
โดยแถบทดสอบน้ีสามารถตรวจหาตรวจแอนติเจน
ไวรัสตับอักเสบบีในนํ้าลายเทียมได้ถึง 0.025 µg/mL 
ด้วยตาเปล่า  โดยมีความไว  เท่ากับ  83% และมี
ความจําเพาะ เท่ากับ 100% ดังน้ันแถบเซนเซอร์ท่ี
พัฒนาข้ึนน้ีเป็นเซนเซอร์ต้นแบบทางเลือกหน่ึงท่ีง่าย
และไม่ยุ่งยากสําหรับการตรวจหาแอนติเจนไวรัสตับ
อักเสบบีในนํ้าลาย และยังสามารถนําไปต่อยอด
พัฒนาสู่เชิงพาณิชย์ได้ในอนาคต 
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