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บทคัดยอ 

งานวิจัยน้ีเปนการพัฒนาระบบซีเควนเชยีลอินเจคชันอะนาลิซิส (sequential injection 
analysis) (SIA) สําหรับการวิเคราะหปริมาณไมโครอัลบูมินในปสสาวะ  ซ่ึงอาศัยหลักการที่ไมใช
ปฏิกิริยาทางภูมิคุมกันวิทยา  โดยอัลบูมินในปสสาวะจะทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับนํ้ายา Albumin 
blue 580 (AB 580) แลวเกิดสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตขึ้น ซ่ึงสามารถตรวจวัดไดเม่ือใช  
Excitation wavelength และ Emission wavelength ที่ 590  นาโนเมตร และ 610 นาโนเมตร
ตามลําดับ  กราฟมาตรฐานสําหรบัตรวจวดั มีชวงความเขมขนของอัลบูมินตั้งแต 1 ถึง 200 mg/L  คา
ปริมาณอัลบูมินต่ําสุดที่ระบบสามารถตรวจไดคือ 0.3 mg/L การตรวจวิเคราะหโดยวิธีน้ีมีความแมนยํา
สูงโดยจากการสรางกราฟมาตรฐาน 4 ครั้งใหคา within-run และ between-run CVs เทากับ 2.3-
3.3% และ 3.8% ตามลําดับ  เม่ือทดสอบโดยใชความเขมขนของอัลบูมิน 15 mg/L และ 100 mg/L   

ทําซ้ําจํานวน 15 ครั้ง ใหคา R.S.D.s 0.9% และ 1.4% ตามลําดับ    พบวา Ibuprofen, 2-ketobutyric 
acid , Hemoglobin , Ascorbic acid , Bilirubin และ NaCl ไมรบกวนการตรวจวัด โดยมีคา recovery  
92-97%  จํานวนตวัอยางที่สามารถตรวจไดดวยระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาลิซิส ภายใน 1 
ชั่วโมง คือ 37 ตวัอยาง  ระบบดังกลาวไดถูกนําไปวิเคราะหปริมาณอัลบูมินในตัวอยางปสสาวะของ
ผูปวยเบาหวานจํานวน 72 ราย (n = 72)   พบวาใหผลที่สอดคลองกับวิธีทีไ่ดจากวธิ ี
immunoturbidimetric (r2 =0.965) ดังน้ันระบบซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาลิซิส จึงเปนอีกทางเลือก
หน่ึงในการนํามาใชวิเคราะหปริมาณอัลบูมินในตัวอยางปสสาวะของผูปวยเบาหวาน 
 
คําสําคัญ : ซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาลซิิส, อัลบูมินในปสสาวะ, ผูปวยเบาหวาน, อัลบูมินบล ู580 
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Abstract 

A simple, specific and sensitive sequential injection analysis (SIA) system based on 
non-immunoassay fluorescent detection has been developed for the determination of urinary 
albumin.  The specific binding of the dye Albumin Blue 580 (AB 580) to albumin in urine 
generated high emission fluorescent signals.  The excitation and emission wavelengths were 
set at 590 and 610 nm, respectively.  The calibration range was obtained from 1-200 mg L-1, 
with a limit of detection of 0.3 mg L-1 (S/N = 3).  The SIA system gave high precision with 
relative standard deviations (RSDs) of 0.9% and 1.4% when evaluated with 15 mg L-1 and 
100 mg L-1 albumin (n = 15), respectively.  The method exhibited good reproducibility, as 
assessed by performing four calibration curves on different days, and intra-run CVs (2.3-
3.3%) and inter-run CVs (3.8%) were obtained.  Rapid operation was achieved with a sample 
throughput of 37 h-1.  This method was successfully applied to the determination of urinary 
albumin, and the method was highly correlated with the immunoturbidimetric method (r2 = 
0.965; n=72).  

 
Keywords: Sequential injection analysis, urinary albumin, diabetic patients, Albumin blue 
580,  
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บทสรุปสําหรับผูบริหาร 
Executive Summary 

ชื่อโครงการ 
(ภาษาไทย) การตรวจวิเคราะหปริมาณไมโครอัลบูมินในปสสาวะแบบงายและรวดเร็ว ดวยระบบซี

เควนเชียลอินเจคชันอะนาลซิิส 
(ภาษาอังกฤษ) Simple sequential injection analysis system for rapid determination of 

microalbuminuria 
 
ความสําคัญและที่มาของปญหาที่ทําวจิัย 

ภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ คือภาวะที่มีโปรตีนชนิดอัลบูมินเพ่ิมขึ้นในปสสาวะปริมาณ 
30 - 300 มิลลิกรัม/วัน  (20 - 200 ไมโครกรัม/นาที) หรือปริมาณ 30 – 30 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัม
ของครีแอทินิน ซ่ึงมีความสําคัญทางคลินิก ใชในการบงชี้ถึงการเสื่อมหนาที่ของไตในระยะเริ่มแรก 
และเปนระยะที่สามารถรักษาใหหายขาดได การตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะมีความสําคัญ 
สอดคลองกับคําแนะนําของสมาคมแพทยโรคเบาหวานในสหรัฐอเมรกิา  ที่บงชี้ใหมีการตรวจกรอง
ระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะอยางนอยปละหนึ่งครั้ง ในผูปวยโรคเบาหวานชนิดที่ 1 ที่มีการดําเนิน
โรคเขาสูปที่หาเปนตนไป และในผูปวยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ทุกคน ตั้งแตไดรับการวินิจฉยัวาเปน
โรคเบาหวาน (1) นอกจากนี้ภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะยังมีความสัมพันธกับการเกิดโรคหลอด
เลือดหัวใจ (2),(3)    ในผูปวยความดันโลหิตสูงที่ไมเปนเบาหวาน การเพิ่มระดับไขมันโคเลสเตอรอล 
การลดลงของไขมันชนิด HDL และยังพบวามีความสัมพันธกับภาวะโฮโมซีสทีนในเลือดสูง 
(hyperhomocysteinemia) ดวย ซ่ึงปจจัยเหลานี้เปนปจจัยเสี่ยงของการเกิดภาวะหลอดเลือดแดงแข็ง 
(atherosclerosis)   (4, 5)   การตรวจกรองเพื่อหาภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ จึงมีประโยชนใน
การชวยปองกันการเกิดโรคตางๆ ดังที่กลาวมาแลว       

ในสภาวะปกติความเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะมีคาต่ํา ไมสามารถตรวจวัดไดดวยการใช
แถบตรวจปสสาวะทัว่ไป ดังน้ันวิธีการตรวจวัดระดับอัลบูมินในปสสาวะ จําเปนตองเปนวิธทีี่มีความไว
สูง ซ่ึงวิธีการตรวจวัดที่นิยมใชกันทั่วไปทางหองปฏิบัติการทางการแพทยมีหลายวิธี  สวนใหญเปนวธิี
ที่ใชหลักปฏิกริิยาทางภูมิคุมกันวิทยา (immunoassay) ไดแก  radioimmunoassay (RIA) (6), 
immunonephelometry  (7),  immunoturbidimetry (IT)  (8) และ enzyme-linked immunosorbant 
assay (ELISA)   (9)    แตเน่ืองจากวิธกีารตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินเหลานี้ สวนใหญทําโดยเครื่อง
วิเคราะหอัตโนมัติที่มีราคาแพง  รวมถึงมีการใชนํ้ายาปริมาณคอนขางมาก   ซ่ึงนํ้ายาดังกลาวมีราคา
คอนขางแพง เน่ืองจากแอนติบอดีจําเพาะตออัลบูมินผลิตไดยาก ตองใชสัตวทดลอง ทําใหตนทุนใน
การตรวจวิเคราะหระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะมีราคาสูง การตรวจวัดไมโครอัลบูมินเชิงปรมิาณ ซ่ึง
เปนวธิีที่ใชยนืยันนั้น ราคาคาบริการตรวจไมโครอัลบมิูนในปสสาวะของกรมบัญชีกลาง 270 บาทตอ
ตัวอยาง ดังน้ันการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะในอดีต จึงไมนิยมทํากันอยางแพรหลาย  มี
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บริการตรวจวดัเฉพาะในโรงพยาบาลบางแหง เชน โรงพยาบาลของคณะแพทยศาสตร และ
โรงพยาบาลศนูยของกระทรวงสาธารณสขุจํานวน 12 แหงทั่วประเทศไทยเทานัน้ แตปจจุบนัพบวา
เริ่มมีบริการตรวจจํานวนมากขึ้นกวาในอดีต เน่ืองจากทุกฝายเล็งเห็นถึงความสาํคัญของการสงตรวจ
ไมโครอัลบูมินในปสสาวะมากขึ้น อยางไรก็ตามการตรวจวัดระดับไมโครอัลบมิูนในปสสาวะดวยวธิีที่
ไมใชหลักการอิมมูโนแอสเซย ที่มีราคาตนทุนต่ํา แตมีความไวและความจําเพาะสูงน้ันเปนวธิกีารที่
นาสนใจศึกษาวิจัยและพัฒนาขึ้น เพ่ือรองรับการตรวจในผูปวยกลุมเสี่ยงซึ่งจํานวนมาก โดยเฉพาะ
อยางยิ่งผูปวยเบาหวาน 

วิธีการตรวจวดัดวยหลักการจับกับสี (Dye Binding) โดยใชสารเรืองแสง Albumin blue 580 
(AB 580)  ที่พัฒนาโดย Kessler และคณะ (10) ซ่ึงอัลบูมินในคน (human albumin) ทําปฏิกิริยา
อยางจําเพาะกับนํ้ายา Albumin blue 580 (AB 580)    เกิดเปนสารเชิงซอนใหสัญญาณแสงฟลูออเรส
เซนตความเขมสูง  สามารถตรวจวัดไดเม่ือใช Excitation wavelength และ Emission wavelength ที่ 
590  นาโนเมตร และ 610 นาโนเมตรตามลําดับ  (10)  หลกัการดังกลาว มีความเปนไปไดที่จะ
นํามาใชตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะเนื่องจากมีความไวสงู และมีรายงานวาใหผลการ
ตรวจวัดสอดคลองกับวธิี immunonephelometry (11) หรือ radioimmunoassay (12) นอกจากนั้นยัง
พบวาโกลบูลนิ (globulin) และสารอื่นๆ ไมรบกวนการตรววัด   อยางไรก็ตาม วิธทีี่รายงานกอนหนานี้ 
ยังมีขอจํากัดในเรื่องของระยะเวลาที่ใชในการตรวจวิเคราะห ยังไมจัดเปนวิธี high-throughput และ
ปริมาณน้ํายาที่ใชคอนขางมาก จึงไมเหมาะสมสําหรับการตรวจวัดแบบงานประจํา 

ระบบซีเควนเชียลอินเจคชนัอะนาลิซิส (Sequential injection analysis, SIA) เปนอีกระบบ
หน่ึงที่ถูกพัฒนามาจากระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส (flow injection anaysis, FIA)  เพ่ือใชสําหรับ
งานตรวจวัดและวเิคราะหสารเคมีตางๆ จัดเปนระบบที่วเิคราะหสารแบบอัตโนมัติโดยใชระบบ
คอมพิวเตอรเปนตัวควบคุมสําหรับการดูดและปลอยน้าํยา (13)  ระบบ SIA น้ีมีขอดีหลายประการ 
โดยระบบจะสามารถตรวจสิง่ตัวอยางไดครั้งละจํานวนมาก และใหผลการตรวจวัดที่ถูกตอง แมนยํา 
รวดเร็ว และประหยัดคาใชจาย เพราะระบบ SIA  ใชปริมาณน้ํายานอย อีกทั้งของเสียที่ออกจากระบบ
ก็มีปริมาณนอยดวย (14) ทําใหระบบ SIA มีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในหองปฏิบัติการทาง
การแพทยเปนอยางมาก มีรายงานวิจัยที่ไดมีการนําระบบ SIA มาประยุกตใชตรวจสารทางชวีภาพ 
เชน การตรวจหาโปรตีนรวมและกลูโคสในปสสาวะของผูปวยเบาหวาน ซ่ึงพบวาใหผลดีและสามารถ
ใชเปนวิธีการตรวจกรอง (screening test) สําหรับการวินิจฉัยเบาหวานได  (15)  หรือ การตรวจหาไน
ไตรท และ ไนเตรท ในซีรัมคนเพื่อทํานายปจจัยเสี่ยงในการเกิดโรค  (16)   

สําหรับการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะ ยังไมเคยมีการนําระบบ SIA มา
ประยุกตใช ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถปุระสงคเพ่ือพัฒนาระบบ SIA สําหรับการตรวจวัดระดับไม
โครอัลบูมินในปสสาวะแบบงาย และรวดเร็ว โดยอาศัยหลักการ  Albumin Blue 580 Florescence 
assay ซ่ึงเปนหลักการที่มีประสิทธิภาพเทียบเทากับวธิี radioimmunoassay ทีเ่ปน gold standard  
(17) และเปนหลักการที่ไมใชปฏิกิริยาทางภูมิคุมกันวิทยา (non – immunoassay)  จึงไมจําเปนตอง
ใชแอนติบอดีซ่ึงมีราคาแพงในการเกิดปฏกิิริยา ทําใหประหยัดคาใชจายในการตรวจ ซ่ึงในสวนของ
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การพัฒนาระบบ SIA น้ีจะมีการเปรียบเทียบกับการวดัไมโครอัลบูมินในปสสาวะดวยวธิ ี
immunoturbidimetry ซ่ึงเปนวิธทีี่ใชในหองปฏิบัติการของโรงพยาบาลทัว่ไป และไดมีการพิสูจนแลว
วามีความไวและแมนยําสูง สามารถใชเปนวิธีมาตรฐานได  (18)   การพัฒนาระบบ SIA ในครั้งน้ีไดมี
การหาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) ของพารามิเตอรตางๆ ที่มีผลตอสญัญาณแสงฟลูออเรส
เซนต และพบวาระบบ SIA น้ีสามารถประยุกตใชในการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะที่มา
จากคนปกติ และผูปวยไดอยางมีประสิทธิภาพ  
 
วัตถุประสงคของโครงการ 

1. พัฒนาวิธีการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะที่มีตนทุนต่ํา ดวยวธิีที่ไมใชหลักการทาง
ภูมิคุมกันวิทยา 

2. พัฒนาวิธีการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะดวยวธิีที่งายและรวดเรว็ 
 
ผลการวิจัย 

วิธีที่พัฒนาขึน้สามารถตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะไดอยางมีประสิทธภิาพ โดย
มีความไวและความจําเพาะสูง จากการที่ไดนําเทคนิคซีเควนเชียลอินเจคชันอะนาลิซิสมาใชรวมกับ
หลักการจับกนัของอัลบูมินกับสาร AB 580 และวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนทที่เกิดขึ้น ทําใหตรวจวัดได
รวดเร็ว 37 ตวัอยางตอชั่วโมง มีความแมนยําสูง (intra-run CVs, 2.3-3.3%;  inter-run CVs 3.8%) 
และเนื่องจากเปนวธิีที่ไมใชแอนติบอดีจําเพาะตออัลบมิูน และมีการใชนํ้ายาและสารเคมีปริมาณนอย 
ทําใหเปนวิธีทีต่นทุนต่ํา ซ่ึงจําเปนสําหรับการตรวจวิเคราะหไมโครอัลบูมินในปสสาวะในผูปวย
เบาหวานจํานวนมาก ชวงการตรวจวัดของระบบดังกลาวคือวัดอัลบมิูนไดตั้งแต 1-200 mg/L ซ่ึง  
คลอบคลุมทั้งในชวงภาวะปกติและภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ คาต่ําสุดที่ตรวจวัดไดคือ 0.3 mg/L 
และผลการนําไปทดลองตรวจวัดกับปสสาวะของผูปวยเบาหวานจํานวน 72 คน ไดผลที่สอดคลองกับ
วิธีการทีใ่ชในหองปฏิบัติการของโรงพยาบาลทัว่ไป (r2 = 0.965) ดังน้ันระบบดังกลาวจึงมีความเปนไป
ไดสูงที่จะนําไปใชแทนวิธีการทางอิมมูโนแอสเซย 
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บทนํา 
ภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะหรือภาวะไมโครอัลบูมินนูเรีย (microalbuminuria)  คือ 

ภาวะที่มีโปรตีนชนิดอัลบูมินเพ่ิมขึ้นในปสสาวะปริมาณ 30 - 300 มิลลิกรัม/วัน  (20 - 200 
ไมโครกรัม/นาที) หรือปริมาณ 30 – 30 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมของครีแอทินิน ซ่ึงภาวะนี้สามารถบงชี้
ถึงการเสื่อมหนาที่ของไตในระยะเริ่มแรกไดในผูปวยเบาหวาน (19)  การตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมิน
ในปสสาวะมีความสําคัญ สอดคลองกับคําแนะนําของสมาคมแพทยโรคเบาหวานในสหรัฐอเมริกา  ที่
บงชี้ใหมีการตรวจกรองระดบัไมโครอัลบูมินในปสสาวะอยางนอยปละหนึ่งครั้ง ในผูปวยโรคเบาหวาน
ชนิดที่ 1 ในรายที่การดําเนินโรคเขาสูปทีห่าเปนตนไป และในผูปวยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ทุกคน ควร
ไดรับการตรวจตั้งแตเริ่มตนที่ไดรับการวนิิจฉัยวาเปนโรคเบาหวาน (1) เน่ืองจากสวนมากของผูปวย
กลุมน้ีไมสามารถระบุระยะเวลาของการดาํเนินโรคที่แทจริงได การตรวจกรองดังกลาวนี้จึงมี
ความสําคัญอยางมาก ที่จะชวยใหสามารถติดตามการเสื่อมหนาที่ของไตตั้งแตระยะแรกเริ่มของผูปวย
เบาหวานไดอยางมีประสิทธภิาพ  นอกจากนี้ยังมีการศึกษาที่พบวาผูปวยที่มีภาวะไมโครอัลบูมินใน
ปสสาวะจะมีระดับ Von Willebrand factor (vWF) ในเลือดสูง ซ่ึงอาจเพ่ิมโอกาสในการเกิดโรคหลอด
เลือดหัวใจตบี (2),(3)    ในผูปวยความดันโลหิตสูงที่ไมเปนเบาหวาน พบวาภาวะไมโครอัลบูมินนูเรีย  
มีความสัมพันธกับการมีความดันโลหิตสูง การเพิ่มระดับไขมันโคเลสเตอรอล การลดลงของไขมัน 
HDL และยังพบวามีความสัมพันธกับภาวะโฮโมซีสทีนในเลือดสูง (hyperhomocysteinemia) ดวย ซ่ึง
ปจจัยเหลานี้เปนปจจัยเสี่ยงของการเกิดภาวะหลอดเลอืดแดงแข็ง (atherosclerosis)   (4, 5)   การ
ตรวจกรองเพือ่หาภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ จึงมีประโยชนในการชวยปองกันการเกิดโรคตางๆ 
ดังที่กลาวมาแลว       

โดยปกติความเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะมีคาต่ํา ดังน้ันวิธีการตรวจวัดความเขมขน
ของอัลบูมินในปสสาวะจึงตองมีความไวสูงเพ่ือใหไดคาที่ถูกตอง ซ่ึงวิธีการตรวจวัดที่นิยมใชกันทั่วไป
ทางหองปฏิบัติการทางการแพทยมีหลายวิธี  สวนใหญเปนวธิีทีใ่ชหลักการปฏิกิริยาทางภูมิคุมกัน
วิทยา (immunoassay) ในการตรวจวัดความเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะ ไดแก  
radioimmunoassay (RIA) (6), immunonephelometry  (7),  immunoturbidimetry (IT)  (8) และ 
enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA)   (9)    แตเน่ืองจากวิธกีารตรวจวัดระดับไม
โครอัลบูมินเหลานี้สวนใหญทําโดยเครื่องวิเคราะหอัตโนมัติที่มีราคาแพง  รวมถึงมีการใชนํ้ายาใน
ปริมาณที่มาก   ซ่ึงนํ้ายาดังกลาวมีราคาคอนขางแพงเนื่องจากแอนติบอดีจําเพาะตออัลบูมินผลิตได
ยาก ทําใหตนทุนในการตรวจวิเคราะหระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะมีราคาสงู การตรวจวัดเชิง
ปริมาณ ราคากรมบัญชีกลางสําหรับการตรวจไมโครอัลบูมิน 270 บาทตอตวัอยาง ดังน้ันการตรวจวัด
ระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะในอดีต จึงไมนิยมทํากันอยางแพรหลาย  มีบริการตรวจวัดเฉพาะใน
โรงพยาบาลบางแหง เชน โรงพยาบาลของคณะแพทยศาสตร และโรงพยาบาลศูนยของกระทรวง
สาธารณสุขจํานวน 12 แหงทั่วประเทศไทยเทานั้น แตปจจุบันพบวาเริ่มมีบริการตรวจจํานวนมากขึ้น
กวาในอดีต เน่ืองจากการเล็งเห็นความสาํคัญการสงตรวจมากขึ้น อยางไรก็ตามการตรวจวัดระดับไม
โครอัลบูมินในปสสาวะดวยวิธทีี่ไมใชหลักการอิมมูโนแอสเซย ซ่ึงมีราคาตนทนุต่ํา แตมีความไวและ
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ความจําเพาะสูง นาเปนวธิีการที่นาสนใจศึกษาวิจัยทีจ่ะพัฒนาขึ้น เพ่ือรองรับการตรวจในผูปวยกลุม
เสี่ยงจํานวนมาก 

Kessler และคณะ (10) ไดเสนอวิธีการตรวจวัดดวยวธิีจับกับสี (Dye Binding) โดยใชสาร
เรืองแสง Albumin blue 580 (AB 580)   อัลบูมินจะทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับนํ้ายา Albumin blue 
580 (AB 580)    เกิดเปนสารเชิงซอนที่ ใหสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตความเขมสูง  สามารถ
ตรวจวัดไดเม่ือใช Excitation wavelength และ Emission wavelength ที่ 590  นาโนเมตร และ 610 
นาโนเมตรตามลําดับ  (10)  (รูปที่ 1) จากการศึกษาพบวาหลักการดังกลาวสามารถใชตรวจวดัความ
เขมขนของอัลบูมินในปสสาวะไดในระดบัต่ําๆ คลอบคลุมชวงไมโครอัลบูมินในปสสาวะ และเม่ือนําผล
การตรวจวัดความเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะดวยน้ํายา Albumin blue 580 (AB 580)   มา
เปรียบเทียบกบัวธิี immunonephelometry (11) หรือ radioimmunoassay (12) พบวาใหผลสอดคลอง
กันเปนอยางดี  นอกจากนั้นยังพบวาโกลบูลิน (globulin) และสารอืน่ๆ ไมรบกวนการตรววัดดวยวธิีน้ี
อีกดวย   ดังน้ันการตรวจวดัปริมาณความเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะดวยน้ํายา Albumin blue 580 
(AB 580)    นาจะเปนวธิีทีดี่และสามารถใชแทนวิธีทีใ่ชหลักการทางภูมิคุมกันวิทยา (immunoassay) 
ไดในอนาคต (11)     แมวาการตรวจวัดปริมาณความเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะดวย Albumin 
blue 580 (AB 580)   ที่พัฒนาโดย Kessler และคณะ ครั้งแรกเปนการนําเสนอการตรวจวัดโดยใช
เครื่องสเปคโตรฟลูออโรมิเตอร (spectrofluorometer) แบบวิธีด้ังเดิม  ตอมาไดมีการนําน้ํายา 
Albumin blue 580 (AB 580)   มาประยุกตใชในการตรวจวัดปรมิาณอัลบูมินในปสสาวะที่เปนการ
วิเคราะหโดยใชเครื่องอัตโนมัติ (automate) (11) หรือในงานวิจัยโดยใชเครื่องมืออ่ืนๆ  เชน  capillary 
electrophoresis  (20)   Lab-on-a-chip ( LOC )  (21)  อยางไรก็ตามวิธีดังกลาว ยังมีขอจํากัดใน
เรื่องของระยะเวลาที่ใชในการตรวจวิเคราะห โดยวิธ ี capillary electrophoresis ใชเวลาในการตรวจ
อยางนอย 4 นาทีตอหน่ึงตวัอยาง (20) สําหรับวธิ ี  Lab-on-a-chip (LOC)  ตองใชเวลาถึง 10 นาทีใน
การลางอัลบูมินที่ติดอยูในทอขนาดเล็ก (microchannel) ออกใหหมด ซ่ึงถือวาใชเวลานานสําหรับการ
ตรวจวิเคราะห (21) และไมเหมาะสมสําหรับการตรวจวัดแบบงานประจาํ 

ระบบซีเควนเชียลอินเจคชนัอะนาลิซิส (Sequential injection analysis, SIA) เปนอีกระบบ
หน่ึงที่ถูกพัฒนามาจากระบบโฟลอินเจคชันอะนาลิซิส (flow injection anaysis, FIA)  เพ่ือใชสําหรับ
งานตรวจวัดและวเิคราะหสารเคมีตางๆ จัดเปนระบบที่วเิคราะหสารแบบอัตโนมัติโดยใชระบบ
คอมพิวเตอรเปนตัวควบคุมสําหรับการดูดและปลอยน้าํยา (13)  ระบบ SIA น้ีมีขอดีหลายประการ 
โดยระบบจะสามารถตรวจสิง่ตัวอยางไดครั้งละจํานวนมาก และใหผลการตรวจวัดที่ถูกตอง แมนยํา 
รวดเร็ว และประหยัดคาใชจาย เพราะระบบ SIA  น้ีจะใชปริมาณน้าํยานอยมาก อีกทั้งของเสียที่ออก
จากระบบก็มีปริมาณนอยดวย (14)  นอกจากนั้นการวิเคราะหสารดวยการใชระบบ SIA น้ียังสามารถ
เชื่อมตอกับการเกิดปฏิกิริยา gas diffusion, extraction (liquid/liquid, gas/liquid and solid-phase), 
เอนไซมและอิมมูโนแอสเซย  ไดงายทําใหเกิดความสะดวกในการวเิคราะห  (22)  จากขอดีของระบบ 
SIA ที่กลาวมานี้ทําใหระบบ SIA น้ี มีความเหมาะสมที่จะนํามาใชในหองปฏิบัติการทางการแพทยเปน
อยางมาก โดยไดมีการใชระบบ SIA มาประยุกตใชตรวจสารทางชวีภาพ ไดแก การตรวจหาโปรตีน
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รวมและกลูโคสในปสสาวะของผูปวยเบาหวานซึ่งพบวาใหผลดีและสามารถใชเปนวิธีการตรวจกรอง 
(screening test) สําหรับการวินิจฉัยเบาหวานได  (15)  หรือ การตรวจหาไนไตรท และไนเตรทใน
ซีรัมคนเพื่อทํานายปจจัยเสี่ยงในการเกิดโรค  (16)   

สําหรับการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะ ยังไมเคยมีการนําระบบ SIA มา
ประยุกตใช ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงมีวัตถปุระสงคเพ่ือพัฒนาระบบ SIA สําหรับการตรวจวัดระดับไม
โครอัลบูมินในปสสาวะแบบงาย และรวดเร็ว โดยอาศัยหลักการ  Albumin Blue 580 Florescence 
assay ซ่ึงเปนหลักการที่มีประสิทธิภาพเทียบเทากับวธิี radioimmunoassay (RIA) ที่เปน gold 
standard  (17) และเปนหลักการที่ไมใชปฏิกิริยาทางภูมิคุมกันวิทยา (non-immunoassay)  จึงไม
จําเปนตองใชแอนติบอดีซ่ึงมีราคาแพงในการเกิดปฏิกิริยา ทําใหประหยัดคาใชจายในการตรวจ ซ่ึงใน
สวนของการพัฒนาระบบ SIA น้ีจะมีการเปรียบเทียบกับการวัดไมโครอัลบูมินในปสสาวะดวยวิธี 
immunoturbidimetry ซ่ึงเปนวิธทีี่ใชในหองปฏิบัติการของโรงพยาบาลทัว่ไป และไดมีการพิสูจนแลว
วามีความไวและแมนยําสูง สามารถใชเปนวิธีมาตรฐานได  (18)   การพัฒนาระบบ SIA ในครั้งน้ีไดมี
การหาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) ของพารามิเตอรตางๆ ที่มีผลตอสญัญาณแสงฟลูออเรส
เซนต และพบวาระบบ SIA น้ีสามารถประยุกตใชในการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะที่มา
จากคนปกติ และผูปวยไดอยางมีประสิทธิภาพ  

 

 
 

รูปที่ 1. ความยาวคลื่นของการกระตุน (1, 3) และการปลดปลอย (2, 4) การเรืองแสงฟลูออเรสเซนท
ของสาร AB 580 ในบัฟเฟอร pH 7.4 กอน (1, 2) และหลัง (3, 4) การเติม 11.1 mg/L human serum 

albumin (Modified from Kessler et al, 1997)
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ทบทวนวรรณกรรม 
1. อัลบูมิน 

อัลบูมินเปนโปรตีนซ่ึงพบมากในพลาสมาเมื่อเทียบกับโปรตีนโกลบลูิน (globulin) และไฟบริ
โนเจน (fibrinogen) คือมีปริมาณ 50-60% ของโปรตีนรวมทั้งหมดในพลาสมา อัลบูมินประกอบดวย
สายโพลีเปปไทดเพียงสายเดียว มีกรดอะมิโน 575 ตัว มีนํ้าหนักโมเลกุล 65,000 ดาลตัน ละลายน้ําได 
และถูกสรางขึน้ที่ตับ โดยมีอัตราการสรางประมาณ 10 กรัมตอวัน อัลบูมินจะไมถกูเก็บทีต่ับ แตจะถูก
ปลอยออกมาไหลเวียนในกระแสเลือด มีคาครึ่งชีวติ (half life) 15-19 วัน มีคา Isoelectric point (pI) 
เทากับ 4.7 และมีประจุสทุธิเปนลบที่สภาวะความเปนกรด-ดางของรางกาย (pH = 7.4) เน่ืองจาก 
อัลบูมินเปนโปรตีนที่มีประจุลบมากกวาโปรตีนชนิดอ่ืนๆ จึงสามารถจับกับ ligand ไดหลายชนิด  
อัลบูมินมีหนาที่รักษาสมดุลของน้ําในรางกาย ชวยรักษา oncotic pressure และชวยในการขนสงสาร
โมเลกุลขนาดเล็ก เชน แคลเซียม (Calcium) (23), บิลิรูบินชนิดไมมีการควบจับ (unconjugated 
bilirubin) (24-26),  กรดไขมันอิสระ (free fatty acids) (27), คอรติซอล (cortisol) (28) และไทรอกซีน 
(thyroxine) (29, 30) นอกจากนี้ยังสามารถจับกับยาในซีรัมได เชนวารฟาริน (warfarin) (31), ฟนิลบวิ
ทาโซน (phenylbutazone) (32) และคลอไฟเบรท (clofibrate)   (33) 

อัลบูมินในเลือดมีความสําคญัทางคลินิก สามารถบอกถึงสภาวะของรางกายและการทํางาน
ของตับ และไตได การที่ปริมาณอัลบูมินในซีรัมต่ํากวาปกติ อาจเกิดจากสาเหตุตางๆ เชน 

1. ตับสรางไดนอย เน่ืองจากเปนโรคตับ (liver disease) หรือรางกายไดรับโปรตีนไมเพียงพอ 
2. ระบบคาตาบอลึซึม (catabolism) ของรางกายเพิ่มขึ้น ซ่ึงเปนผลมาจากเนื้อเยื่อถูกทําลาย 

หรือมีการอักเสบ 
3. การดูดซึมกรดอะมิโนลดลง เน่ืองจากสาเหตุการดูดซึมไมดี หรือภาวะทุพโภชนาการ 
4. สูญเสียโปรตนีทางปสสาวะเนื่องจากโรคไต (kidney disease) กรวยไตอักเสบเรือ้รัง หรือเปน

โรคเบาหวาน  
5. อัลบูมินเปลี่ยนไปอยูนอกเสนเลือด เชน ในผูปวยโรคทองมาร (ascites) ความดันของเสน

เลือดในตบัจะสูง จนโปรตีนถูกขับออกมาอยูในน้ําในชองทอง การสูญเสียโปรตีนทางปสสาวะ
และอุจจาระ เปนผลใหเกิดภาวะอัลบมิูนในเลือดต่ําอยางรุนแรง ถาระดับอัลบูมินในเลือดต่ํา
กวา 2 g/dL จะเกิดอาการบวมได 

 
สวนปริมาณอัลบูมินในเลือดสูงไมมีความสาํคัญทางคลินิก พบไดไมบอยนัก อาจพบไดใน 

ภาวะขาดน้ํา (dehydration), โรคลมแดด (sunstroke), ออกกําลังกายอยางหนัก, โรคมัลติเพิลสเคลอ
โรซิส (multiple sclerosis), ภาวะขาดฮอรโมนไทรอยด (hypothyroidism) เปนตน 

 
2. ภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ (microalbuminuria) 

ในภาวะที่ไตทํางานไดปกติ จะตรวจไมพบอัลบูมินในปสสาวะ หรือพบไดในปริมาณนอย
กวา 1% ของปริมาณอัลบูมินในรางกาย   คาปกติของปริมาณอัลบูมินจากปสสาวะซึ่งเก็บครบ 24 
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ชั่วโมง มีคานอยกวา 30 มิลลิกรมั/วัน แตเม่ือเกิดความผิดปกติขึ้นที่ไต ก็จะมีอัลบูมินรั่ว 
ออกมาในปสสาวะมากขึ้น ทําใหเกิดภาวะไมโครอัลบมิูนในปสสาวะ หมายถึงภาวะที่มีการขบัอัลบูมิน 
ออกทางปสสาวะในปริมาณนอยๆ ตรวจพบอัลบูมินปริมาณ 30 -300 มิลลิกรัมภายในเวลา 24 ชั่วโมง 
หรือปริมาณ 30 – 30 ไมโครกรัมตอมิลลิกรัมของครีแอทินิน  และจะตองพบ 2 ใน 3 ครั้งของปสสาวะ
ที่เก็บตางเวลากัน ซ่ึงภาวะนี้สามารถบงชี้ถึงการเสื่อมหนาที่ของไตในระยะเริ่มแรกได (34)   

 นอกจากนี้พบวาภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ อาจเกิดจากสาเหตุอ่ืนได เชน  ภาวะไขสูง 
ปสสาวะมีเม็ดเลือดแดงปน การติดเชื้อของระบบทางเดินปสสาวะ กระเพาะปสสาวะอักเสบ การ
ตั้งครรภ ภาวะหัวใจวาย การออกกําลังกายอยางหนัก และมีระดับนํ้าตาลในเลอืดสูงมากกวา 300 
มิลลิกรัมตอเดซิลิตร เปนตน ปจจุบันมีการศึกษาพบวาการใหยาในกลุมตานการทาํงานของ
Angiotensin Converting Enzyme (ACE Inhibitor) เชน ยาอีนาลาพริล (Enalapril) ซ่ึงเปนกลุมยาลด
ความดันโลหิตสูง จะมีผลชวยลดระดบัอัลบูมินในปสสาวะ และสามารถชะลอการเสื่อมของไตได  

จากการศึกษาพบวาภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ เปนปจจัยเสี่ยงที่สําคัญของโรคหลอด
เลือดหัวใจตบี (2, 3) ซ่ึงเปนสาเหตุสําคัญในการเสียชีวติอยางเฉียบพลนัโดยเฉพาะในผูปวย
โรคเบาหวานและความดันโลหิตสูง  ดังน้ันการตรวจกรองเพื่อหาภาวะนี้จึงมีประโยชนในการชวย
ปองกันการเกิดโรคนี้ไดอีกทางหนึ่ง  นอกจากนี้ยังมีขอบงชี้ตามคาํแนะนําของสมาคมแพทย
โรคเบาหวานในสหรัฐอเมรกิา (1) ใหการตรวจวินิจฉยัภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ เปนการตรวจ
กรองในผูปวยโรคเบาหวานชนิดที่ 1 ในรายที่การดาํเนินโรคเขาสูปที่หาเปนตนไป และในผูปวย
โรคเบาหวานชนิดที่ 2 ควรไดรับการตรวจตั้งแตไดรับการวินิจฉัยวาเปนโรคเบาหวาน และหากตรวจ
ไมพบภาวะนีก้็ควรตรวจเชค็ระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะตอเน่ืองทุกๆ ป  รวมทั้งในผูปวยโรค
ความดันโลหิตสูงที่ไมทราบสาเหตุ ก็ควรตรวจเช็คเชนเดียวกัน ซ่ึงจะชวยใหสามารถติดตามการเสื่อม
หนาที่ของไตในระยะแรกเริม่ไดอยางมีประสิทธิภาพ  ซ่ึงโรคเบาหวานเปนโรคที่เกี่ยวกับความผิดปกติ
ของรางกายในการผลิตฮอรโมนอินซูลินไมเพียงพอ ทําใหระดับนํ้าตาลในกระแสเลือดสูง และจะมีผล
ทําลายหลอดเลือดไดในระยะยาวหากไมไดรับการรักษาอยางเหมาะสม อาจนําไปสูภาวะแทรกซอนที่
รุนแรงได โดยภาวะแทรกซอนที่สําคัญ ภาวะแทรกซอนทางไต (Diabetic nephropathy) เกิดจาก
พยาธิสภาพของหลอดเลือดเล็กๆ ที่กลุมเสนโลหิตฝอยโกลเมอรูลัส จะทําใหหนวยไต (Nephron) ยอม
ใหอัลบูมินรั่วออกไปได ทําให Proximal tubule ดูดสารกลับมากขึน้ ซ่ึงในระยะยาวจะทําใหเกิดภาวะ
ไตเสื่อมได 
 
3. การตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะ 

ในภาวะปกต ิ พบอัลบูมินในปสสาวะปรมิาณต่ํา หรือในระยะที่มีความสําคัญทางคลินิกแลว
เชน ระยะไมโครอัลบูมินนูเรีย (microalbuminuria) ถาใชการตรวจโปรตีนในปสสาวะดวยการใชแถบ
ทดสอบธรรมดา (urine strip) น้ันมีความไวไมเพียงพอ เน่ืองจากการใชแถบทดสอบธรรมดาจะให
ผลบวกตอโปรตีน ก็ตอเม่ือมีปริมาณโปรตีนรวมมีความเขมขนมากกวา 300 mg/L ขึ้นไป และจะเปน
ระยะที่ปริมาณอัลบูมินรั่วออกมาคอนขางมากแลว ซ่ึงเปนระยะที่แมจะตรวจพบ กไ็มสามารถรักษาโรค
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ใหหายขาดได เปนเพียงการรักษาเพื่อใหการพัฒนาเปนไตวายระยะสุดทายชาที่สดุเทานั้น ในปจจุบัน
การตรวจวัดปริมาณไมโครอัลบูมิน ใชหลักการอิมมูโนแอสเซย  ซ่ึงมีความไวเพียงพอสําหรับอัลบู
มินปริมาณนอยๆ ในปสสาวะ วิธทีี่ใชในหองปฏิบัติการทางการแพทยทั่วไปมีวธิหีลักๆ คือ การตรวจ
เชิงคุณภาพ (qualitative) การตรวจแบบกึ่งปริมาณ (semi-quantitative) และแบบเชิงปริมาณ 
(quantitative)  

เม่ือทําการตรวจตวัอยางปสสาวะดวยวธิกีารใชแถบตรวจชนิดกึ่งปรมิาณ แลวใหผลวาอยูใน
ภาวะไมโครอัลบูมินนูเรีย ควรตรวจยนืยันดวยการตรวจที่มีความจําเพาะมากกวาเสมอ เชน การ
ตรวจวัดเชิงปริมาณ (quantitative)  ซ่ึงสามารถทําได 3 วิธ ีคือ  

1)  ตรวจจากปสสาวะที่เก็บในชวงเวลาเฉพาะ (timed collection) แตไมครบ 24 ชั่วโมง เชน 
เก็บในระยะเวลา 4 ชั่วโมงหรือเก็บขามคืน เพ่ือคํานวณหาอัตราการขับอัลบูมินที่ออกไปทางปสสาวะ
ตอ 1 หนวยเวลา (albumin excretion rate)   

 2)  ตรวจจากปสสาวะทีสุ่มตรวจครั้งเดียว (spot urine) เพ่ือหาสัดสวนปริมาณอัลบูมินตอ
ปริมาณครีแอทินินในปสสาวะ (urine albumin/creatinine concentration ratio) ซ่ึงเปนวิธทีีนิ่ยมใช
มากที่สุด 

3)  การตรวจจากปสสาวะ 24 ชั่วโมงเพ่ือหาปริมาณอัลบูมินทั้งหมดที่ถูกขบัออกไปทาง
ปสสาวะในชวง 1 วัน 
 
3.1 การตรวจเชิงคุณภาพ (qualitative) 

การใชแถบจุม (Albumin dipsticks) 
การตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปสสาวะดวยการใชแถบจุมเปนวิธีด้ังเดิม ซ่ึงตัวอยางของแถบ

จุมที่อาศัยหลกัการปฏิกิริยาทางเคมีของสารเคมีที่ตรึงอยูกับแผนตรวจ ไดแก Clinitek Microalbumin 
dipsticks (Bayer Corporation) โดยอัลบูมินในปสสาวะจะจับกับ sulfonephthalein dye และทําใหเกิด
สีและอานดวยหลักการการสะทอนกลับ (reflectometry) ดวยเครื่อง Clinitek 50 portable urine 
chemistry analyzer (Bayer Corporation) เม่ือทําการเปรียบเทียบกบัวธิีอางอิงของหองปฏิบัติการ วิธี
น้ีมีความไวและความจําเพาะคอนขางต่ํา ตามรายงานพบวามีความไว (sensitivity) หรือการตรวจพบ
ไดคาบวกที่แทจริงในชวง 79%-95.4% และมีคาความจําเพาะ (specificity) หรือคาผลลบที่แทจริง
เพียง 73-%-81% (35) 

 
3.2 การตรวจแบบกึ่งปรมิาณ (Semi-quantitative method) 

การตรวจแบบกึ่งปริมาณใชหลักการอิมมูโนโครมาโตรกราฟ (immunochromatography) คือ
การแถบจุมสําหรับไมโครอัลบูมิน ซ่ึงสามารถบอกปริมาณอัลบูมินที่พบในปสสาวะไดเปนชวงๆ และ
อานดวยตาเปลาโดยเปรียบเทียบกบัแถบสีมาตรฐานทีก่ําหนดมาให แถบตรวจไมโครอัลบูมินดังกลาว
มีราคาคอนขางสูง ซ่ึงแถบจุมที่เปนทีนิ่ยมใชทัว่ไปคือ Micral-Test test strip (Boehringer 
Mannheim, Germany) อาศัยหลักการที่วาอัลบูมินจะไหลผาน wick fleece ไปยังบริเวณ conjugate 
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fleece ซ่ึงเปนบริเวณที่มีการจับอยางจําเพาะกับแอนติบอดีที่ตรึงกบัทอง (gold-labelted antibodies) 
จากนั้นโมเลกุลเชิงซอนจะไหลไปยังบริเวณตรวจวัด (detection pad) ซ่ึงมีการเกิดสีสังเกตไดดวยตา
เปลา และเปรียบเทียบความเขมสีกับแถบสีอางอิงที่มีในชุดทดสอบ วธิีน้ีบอกปริมาณของไมโครอัลบู
มินเปนชวงๆ เชน 0, 10, 20, 50, 100 mg/L มีรายงานวิจัยผลการเปรียบเทียบการวัดดวยวธิีน้ีกับวธิ ี
immunonephelometry พบวาวิธีแถบตรวจดังกลาวมีความจําเพาะสูง (High specificity, 98%) แต
ความไวคอนขางต่ํา (low sensitivity 89%) ดังน้ันการตรวจวัดดวยแถบจุมดังกลาว จึงมีประโยชน
สําหรับการตรวจกรองเบื้องตนเทานั้น ไมนิยมใชในการติดตามผล (follow-up) เน่ืองจากมีความ
นาเชื่อถือนอย (36)  

ความถูกตองของการนํา Micral-Test ไปใช ไดมีการศึกษามากอนหนานี้ตามรายงานใน
ตารางที่ 1 ซ่ึงใหผลที่สอดคลองกันที่วา วิธีน้ีมีความจําเพาะคอนขางสูง แตความไวต่ํา ยกเวนบาง
รายงานเทานั้น เชน ของ Cheung Tie et al (37) รายงานวาตรวจวัดไดคาผลบวกจริงคอนขางต่ํา (12 
จาก 75 ตัวอยาง) ซ่ึงอาจมีสาเหตุมาจากผูวิจัยใชตวัอยางปสสาวะที่แชแข็งไวมาทําการตรวจวัด
ระดับอัลบูมิน มีรายงานวิจัยวาระดบัอัลบูมินลดลงอยางมีนัยสําคัญ เม่ือมีการเก็บตวัอยางแชแข็ง 
(frozen) และจากงานวิจัยของ Jensen et al ที่พบกวา Micral-Test มีความจําเพาะต่ํา อาจเนื่องจาก
งานวิจัยดังกลาว มีการใชตัวอยางปสสาวะจากคนปกติ ไมใชจากผูปวยเบาหวานเหมือนในงานวิจัย
อ่ืนๆ (38) 

งานวิจัยของ Le Floch et al ไดมีการศึกษาถึงประสทิธิผลตอคาใชจาย (cost-effectiveness) 
ของการตรวจกรองภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะ โดยใช Micral-Test หรือการใชวธิีทาง
หองปฏิบัติการอ่ืนๆ และไดขอสรุปวาวธิกีารทางหองปฏิบัติการอื่นๆ ควรใชเปนการตรวจยืนยนั ใน
ผูปวยที่มีผลบวกจากการใช Micral-Test นับเปนวธิีทีมี่ประสิทธิผลตอคาใชจายมากกวาการตรวจดวย
วิธีทางหองปฏิบัติการทั้งหมด (39) 
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ตารางที่ 1 การศึกษาความถูกตองของการใชแถบตรวจ Micral-Test 

 

วิธีอางอิง จํานวนสิ่ง
ตัวอยางทั้งหมด 

จํานวนสิ่งตัวอยาง
ใหผลบวก 

Sensitivity specificity R2 ผูแตง Ref 

IT 186 52 92 82 0.82 Bengstad et al (40) 
RIA 195 35 86 97 0.79 Poulsen et al (41) 
IT 396 133 91 95 0.73 Spooren et al (42) 

RIA 298 108 92 92 - Gilbert et al (43) 
IT 184 71 84 98 - Jury et al (44) 

RIA 112 34 100 91 - Marshall et al (45) 
RIA 75 12 759 879 - Cheung Tiu et al (37) 
IT 167 32 63 100 - Bashyam et al  

ELISA 1359 76 92 58 - Jensen et al (38) 
Neph 159 - - - - Koury et al (46) 

IT 506 109 91 80 - Le Floch et al (39) 
Neph 308 185 89 98 0.79 Minetti et al (36) 

 
 

การตรวจวัดดวยแถบทดสอบอีกชนิดคือ ของบริษัท Bayer® microalbumin/creatinie 
dipstick ซ่ึงสามารถนําระดับไมโครอัลบูมินเปรียบเทียบกับคาครแีอทินิน ซ่ึงมีหลักการตรวจวัด
ระหวางอัลบูมินกับสารสี (albumin dye-binding) และการใชคอปเปอรจับเปนสารเชิงซอนกับครีแอทิ
นินและทําปฏกิิริยาระหวาง diisopropyl-benzene dihyperoxide และ 3,3’, 5,5’-
tetramethylbenzidine และเกิดสี ซ่ึงแถบทดสอบดังกลาว สามารถใชกับเครื่อง Bayer® 
Clinitek50® urine analyzer (47) เม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบการใชแถบทดสอบดังกลาว
เปรียบเทียบกบัวธิ ีimmunoturbidity  (ไมโครอัลบูมิน) และ Jaffe-kinetic method (ครีแอทินิน) พบวา
มีความไวคอนขางต่ํา 53.7% และความจําเพาะ 97.6% ดังน้ันการใชแถบทดสอบนี้จึงมีขอจํากัดใชใน
การตรวจกรองเบื้องตนเทานั้น 
 
3.3 การตรวจเชิงปริมาณ (Quantitative method) 

3.3.1 การตรวจดวยหลักการอิมมูโนแอสเซย (Immunologically-based assays) 
การตรวจเชิงปริมาณนิยมใชหลักการอิมมูโนแอสเซย เชน radioimmunoassay (6), 

immunoturbidimetry (8), immunonephelometry (7), enzyme-linked immunosorbant assay 
(ELISA) (9), particle-enhance turbidimetry  วิธีการทางอิมมูโนแอสเซย เปนวธิีที่ใชตรวจยนืยันและ
หาปริมาณอัลบูมิน ในภาวะไมโครอัลบูมินในปสสาวะหลังจากการตรวจกรองไดผลบวก  
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การวิเคราะหเชิงปริมาณ จําเปนตองใชเครื่อง manual spectrophotometer หรือ
เครื่องมือวิเคราะหอัตโนมัติ (automated spectrophotometric method) ที่ใชแพรหลายใน
หองปฏิบัติการโรงพยาบาลทั่วไปและพบวาเปนการสิ้นเปลืองน้ํายาทีใ่ชวเิคราะห และเนื่องจาก
แอนติบอดีจําเพาะตออัลบมิูนมีราคาแพง จึงทําใหการตรวจวัดไมโครอัลบูมินดวยหลักการ อิมมูโน
แอสเซยยังคงมีราคาแพง จึงเปนขอจํากัดที่ทําใหการตรวจวัดไมโครอัลบูมินในปสสาวะ มีบริการ
เฉพาะบางโรงพยาบาล หรือคลินิกเอกชนบางแหงเทานั้น ทั้งๆ ที่การตรวจวัดดังกลาวมีความสําคัญ
มาก โดยเฉพาะอยางยิ่งในผูปวยเบาหวาน 

 
3.3.2 การตรวจเชิงปริมาณ ชนิดไมใชแอนติบอด ี

 3.3.2.1  Fluorescent dye binding 
 เร็วๆ น้ีมีงานวิจัยที่รายงานถึงวิธทีี่ไมใชหลักการทางอิมมูโนแอสเซย ที่มี

ความไวเพียงพอตอการวัดอัลบูมินในปสสาวะได และไดมีการเสนอวาอาจมาใชทดแทนหลักการอิมมู
โนแอสเซยได วิธีดังกลาวใชหลักการวัดการวาวแสงฟลูออเรสเซนท (Fluorescent dye-binding 
assays)  ที่เกดิจากการจับอยางจําเพาะระหวางอัลบมิูนและสารสชีนิดหนึ่ง ซ่ึงคือ albumin blue 580 
(48, 49) สารเชิงซอนที่เกิดขึ้นมีความเขมฟลูออเรสเซนทสูงมาก (50) วธิีดังกลาวจึงมีความไวสูง
เพียงพอ สามารถใชตรวจระดับอัลบูมินปริมาณนอยในปสสาวะได, สารเชิงซอนมีคา fluorescence 
quantum efficiency เพ่ิมขึ้นอยางนอยสองเทา มีงานวิจัยที่สนับสนุนวาวธิี AB 580 dye-binding 
ใหผลที่สอดคลองกับวธิี immunonephelometry methods [16] หรือวิธี radioimmunoassays [13] 
และไมมีสารรบกวนจากโกลบูลินหรือโปรตีนอ่ืนๆ ที่พบในปสสาวะ   ผูวิจัยยังไดกลาววาวธิี AB 580 
dye-binding อาจนํามาใชทดแทนวธิีการทางอิมมูโนแอสเซย  สําหรับใชตรวจวดัอัลบูมินในปสสาวะ
เชิงปริมาณ  [16]   

นอกเหนือจากการใชการวดัดวยเครื่องสเปคโตรฟลูออโรมิเตอร ตอมาไดมีงานวิจัยที่มีการใช
เครื่องมือในรูปอ่ืนๆ เชน automated fluorescence assays [16], capillary electrophoresis [17] 
และในหองปฏิบัติการบนชปิ (lab-on-a-chip, LOC) [15]  อยางไรก็ตามวิธีดังกลาวยังมีขอจํากัดบาง
ประการ เชนรูปแบบ LOC จําเปนตองมีการลาง microchannel ดวยน้ําเปนเวลาอยางนอย 10 นาที
เพ่ือทําการ de-adsorption อัลบูมินที่เกาะติดตามผนังของทอขนาดเล็ก 
 

3.2.2.2  HPLC method 
การตรวจวัดปริมาณอัลบูมินในปสสาวะ ปจจุบันใชวธิตีรวจวัดแบบกึ่งปริมาณที่มี

การใชแถบจุม หรือตรวจเชิงปริมาณโดยวิธีอิมมูโนแอสเซยทั่วไป ดังไดกลาวในขางตน ซ่ึงเปนการ
ตรวจอัลบูมินที่อยูในรูปที่สมบูรณ ที่ไมไดถูกดูดซึมกลับที่บริเวณ proximal tubular cells และขบั
ออกมาในปสสาวะ อัลบมิูนรูปสมบูรณดังกลาว จึงถูกตรวจวัดไดดวยแอนตบิอดีจําเพาะตออัลบูมิน 
ดวยวธิีทางอิมมูโนแอสเซยที่จําเพาะ อยางไรก็ตาม ไดมีงานวิจัยที่กลาววา ความเชื่อดังกลาวไม
ถูกตอง เน่ืองจากไดมีการทดลองในหนูและคน แสดงใหเห็นวาอัลบูมินที่พบในปสสาวะอยูในรูปที่ไม
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สมบูรณ ถูกยอย (degraded) ใหอยูในรูปสายเปปไตด (peptide fragments) เปนจํานวนมาก (>95%) 
เม่ือมีการใชเทคนิคการแยกสารดวยขนาด (size-exclusion chromatography) และ differential 
filtration โดยใชเมมเบรนทีเ่ลือกขนาด (size selective membrane) แสดงใหเห็นวาเปปไตดสายยอย 
ของอัลบูมินดังกลาว มีขนาดตั้งแต 200-10,000 ดาลตนั  

อัลบูมินที่ถูกกรองผานที่ไต อาจมาจากการถูกปรับเปลี่ยนโดยเอนไซม lysosomal 
proteases ใน tubular cells กอนจะมีการขับออกมาทางปสสาวะ ซ่ึงอัลบูมินที่สมบูรณมีปริมาณนอย
กวา 1% และมากกวา 99% เปนชนิดที่ถูกทําลายแลว (albumin-derived fragments) (51-53) ซ่ึง 
fragments เหลานั้น อาจเปนชนิดที่ไมสามารถตรวจวัดไดดวยวธิอิีมมูโนแอสเซยทั่วไป หรือดวย
วิธีการใชแถบจุมสําหรับไมโครอัลบูมิน (urinary dipstick methods) (52, 53) สมมติฐานดังกลาว
สอดคลองกับงานวิจัยของ Greive et al. ที่รายงานวาอัลบมิูนชนิดไมทําปฏิกิริยากับแอนติบอดี 
(immunounreactive albumin) ตรวจพบไดมากขึ้นในหนูที่เปนเบาหวาน จึงอาจบงชี้ไดวา วธิีอิมมูโน
แอสเซยทั่วไปแบบด้ังเดิมน้ัน สามารถตรวจวัดปริมาณอัลบูมินในปสสาวะไดต่ํากวาความเปนจริง (54)  

รายงานวิจัยของ Comper et al. ไดตรวจวัดปริมาณอัลบูมินในปสสาวะที่เกบ็ครบ 24-hr ใน
ผูปวยเบาหวานโดยเปรียบเทียบหลายวธิ ี ระหวาง วิธ ี size exclusion HPLC, radioimmunoassay 
(RIA), reducing dodecyl sulfateolyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE), และ native 
polyacrylamide gel electrophoresis (Native AGE) ผลการทดลองพบวาวธิีที่มีความสอดคลองกันสูง 
คือระหวางวธิ ีHPLC และ Native PAGE, และระหวางวิธี RIA และ SDS-PAGE และเขาไดศกึษาโดย
ทําใหอัลบูมินชนิดไมทําปฏกิิริยากับแอนติบอดีที่อยูในรูปที่สมบูรณ (immunounreactive intact 
albumin) และเม่ือถูกทําใหบริสุทธิ์โดยวธิ ี SDS-PAG พบวามีสวน fragments ที่มีขนาดเล็กกวาอัลบู
มินที่สมบูรณ (intact albumin) งานวิจัยดังกลาวสรุปวาวธิี HPLC ตรวจพบอัลบูมินไดสองชนิด คือ
ชนิด immunoreactive และ immunounreactive (55)  

อยางไรก็ตามมีงานวิจัยของ Sviridov et al ขัดแยงกับรายงานวิจัยกอนหนา ที่กลาววาวธิี 
HPLC สามารถตรวจอัลบมิูนไดมากกวาวิธีอิมมูโนแอสเซยทั่วไป เน่ืองจากวิธี HPLC สามารถ
ตรวจวัดอัลบมิูนชนิด immunounreactive ไดดวยนั้นเปนความเขาใจผิด เน่ืองจากงานวิจัยของ 
Sviridov และคณะ ที่ไดทําการแยกโปรตนีจากปสสาวะ โดยใชเทคนิค sixe-exclution HPLC และใช
คอลัมน Zorbax Bio Series GF-250 พบวาพีคของอัลบูมินที่แยกได เม่ือนําไปวิเคราะหดวยเทคนิค 
Mass spectrometry ผลการทดลองพบวา มีโปรตนีหลายชนิด เชน transferrin, α1-proteinase 
inhibitor, α1-acid glycoprotein และ α2-HS glycoprotein ไดถูกชะออกจากคอลัมนพรอมกับอัลบู
มิน จึงทําใหเขาใจผิดวาตรวจวัดอัลบูมินไดปริมาณมากกวาวธิีอิมมูโนแอสเซย 
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ตารางที่ 2   เปรียบเทียบวธิีตางๆ สําหรบัการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะ 
 

Method Detection range 
(mg/L) 

LOD 
(mg/L) Refs 

Immunoassay  
Resonance scattering 0.03–0.96  0.02  (56) 
immunonanogold resonance scattering-
quenching probe 4×10-3 – 1.28×10-1 3.2 ×10-3 (57) 

Particle-enhanced immunoturbidity 103 - 3×104 1.9 ×102 (58) 
ELISA 0.01 - 1 0.01 (59) 
radioimmunoassay 4 - 6×103 1.6×10-5 (60) 
immunonephelometry nd nd (61) 
quartz crystal microbalance 0.01–60  0.008 (62) 
Non-immunoassay  
HPLC 3.4 4-240 (63) 
Size-Exclusion Chromatography and LC-MS 9-300 10 (64) 
FIA resonance light scattering detection 0.005-18  nd (65) 

Rayleigh light scattering on 
dibromomethylchlorophosphonazo 

6.5×10-2–
4.005×101 

0.03 
 

(66) 
 

resonance light scattering decrease 
(dibromo-o-nitrophenylfluorone (DBONPF)-
sodium lauroyl glutamate (SLG) with proteins) 

7.5×10-3 - 5×10-1 1.7×10-3 (67) 

Spectrophotometric method 
o-sulfophenylfluorone-metal complex 1-15 nd (68) 

Bromocresolgreen dye binding 2.5×102 - 2×104 nd (69) 
Bromphenol blue 6×102 - 12×103 nd (70) 
AB580 automate fluorescent 2–200  1.4  (71) 
 1–50   0.4   
AB 580 spectrofluorometer nd 0.4  (50) 
Capillary electrophoresis nd 11 nM (20) 
OLED microchip 10 - 100  nd (72) 
Laser-Induced Fluorescence 1 - 100  nd (73) 
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4. ระบบซีเควนเชียลอนิเจคชันอะนาลิซิส (Sequential injection analysis system) 
Sequential injection analysis (SIA)  เปนเทคนคิที่พัฒนามาจากหลักการพื้นฐานของ

ระบบโฟลอินเจคชันอะนาลซิิส (Flow  Injection  Analysis, FIA) ซ่ึงระบบ FIA จะวิเคราะหสารโดยฉีด
สารละลาย (standard/sample หรือ reagent สําหรับ normal FIA หรือ reverse FIA ตามลําดับ) เขา
ไปในกระแสตวัพา (carrier stream)  ที่ไหลดวยอัตราคงที่ในทอขนาดเล็ก การเปลี่ยนแปลงทีเ่กิดขึ้น
ขณะที่ผานทอขด (mixing coil) และถูกตรวจวัดอยางตอเน่ืองที่เครือ่งตรวจวัด (detector) ที่ตอเขากับ
เครื่องบันทึกสัญญาณ (recorder) สัญญาณที่ไดจะสัมพันธกับปริมาณสารที่ตองการวิเคราะห 
(analyte) 

สําหรับระบบ SIA สารละลายไมไดไหลอยางตอเน่ืองตลอดเวลารีเอเจนและสิ่งตวัอยาง จะ
ถูกดูดผาน multiport valve เขามาใน holding coil ตามลําดับ จากนั้น pump จะขับเคลื่อนในทิศ
ทางตรงขามผลักใหสารละลายที่อยูใน holding coil ไหลผานไปยังเครื่องตรวจวัด (detector) ซ่ึง
ระหวางนั้นอาจมีการเกิดปฏิกิริยาหรือเกิดการเปลี่ยนแปลงขึ้น สามารถบันทึกไดเชนเดียวกบัในระบบ 
FIA แตในระบบ SIA สภาวะที่เหมาะสมในการวิเคราะห (เชน ปริมาตรสาร อัตราการไหล ทิศทางการ
ไหล และลําดับในการฉีดสาร) สามารถควบคุมและเปลี่ยนแปลงผานคอมพิวเตอรโดยไมจําเปนตอง
เปลี่ยนแปลงระบบทางกายภาพ  

ประโยชนของการตรวจวัดสารเคมีดวยระบบ SIA มีหลายประการ  คือระบบ SIA  ใหผล
การตรวจทีถ่กูตอง แมนยํา ทํางานไดสะดวก รวดเร็ว การเตรยีมตัวอยางงาย  ตัวระบบสามารถ
เชื่อมตอกับการเกิดปฏิกิริยากับเอนไซมหรือปฏิกิริยาทางอิมมูโนแอสเซยได นอกจากนี้ยังสามารถทํา
การตรวจสิ่งตวัอยางไดครั้งละมากๆ  และใชปริมาณน้ํายานอย ทําใหประหยัดคาใชจายและชวยลด
ตนทุนในการตรวจวัด รวมทั้งของเสียที่ออกจากระบบก็มีปริมาณนอยดวย  

การนําระบบ SIA มาประยกุตใชตรวจวัดสารเคมีและสารชีวภาพในงานดานตางๆ สามารถ
สรุปไดดัง ตารางที่ 3 
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ตารางที่ 3   แสดงสารเคมีและสารชวีภาพตางๆ ที่นํามาตรวจวัดดวยระบบ SIA 
 
สารที่ตรวจวัด หลักการและวิธีการตรวจวัด Ref. 

งานทางดานการแพทย 
โปรตีนและกลูโคส
ในปสสาวะ 

โดยใชหลักการ spectrophotometric วัดโปรตีนที่ความยาวคลื่น 607 nm และวัด
กลูโคสที่ความยาวคลื่น 520 nm  

(15) 

ครีแอทินิน และ ครี
แอทินินในซีรัม 

ใช multi- enzyme ของ creatininase (CA), และ/หรือ creatinase (CI) และ sarcosine 
oxidase (SO) แลววัด H2O2ดวยวิธีทางเคมีไฟฟา 

(74) 

ไนไตรทและไนเต
รท ในซีรัม  

ไนเตรทจะถูกเปล่ียนเปน ไนไตรทหลังจากถูกรีดิวซดวยเอนไซม nitrate reductase 
และตรวจวัดดวยวิธี spectrophotometric 

(16) 

งานทางดาน Bioprecessing 
กลูโคส ตรวจวัด H2O2 ที่เกิดขึ้น ดวยปฏิกิริยา chemiluminescence  (75) 
แอมโมเนีย และ 
แอมโมเนียม
ไนโตรเจน 

แอมโมเนีย ที่แพรผาน hydrophobic membrane ผสมกับ bromothymol blue 
indicator และตรวจวัดดวยวิธี spectrophotometric ที่ความยาวคลื่น 580 nm 

(76) 

Biomass ตรวจวัดดวยหลักการการวัดความขุน  (Turbidimetry) (77) 
งานทางดานสิ่งแวดลอม 

แคลเซียม ตรวจวัด Ca2+ o-cresolphthaleine complex จากสมการ 
Ca 2+ + o-cresolphthalein complexone           Ca2+ o-cresolphthaleine complex.   
ดวยวิธี spectrophotometric ที่ความยาวคลื่น 620 nm. 

(78) 

ไนไตรท , ไนเตรท  ไนเตรท ถูก รีดิวซ  โดย hydrazine ในสภาวะดาง  
 เปน ไนไตรท   ไนไตรท ที่ไดทําปฏิกิริยากับ sulphanilamide และ 
naphthylethylenediamine ได coloured complex ตรวจวัดสีที่เกิดขึ้นดวยวิธี 
spectrophotometric ที่ความยาวคลื่น 540 nm 

(79) 

ฟอสเฟต ตรวจวัด Mo(V) ที่ไดจากสมการดวยวิธี spectrophotometric 
H3PO4 + 12 H2Mo12O4         H3P(Mo12O40) + 12 H2O.  
Mo(VI)             Mo(V)  

(80) 

งานทางดานอุตสาหกรรม 
Lead, nickel, 
vanadium 

ตรวจวัดดวยหลักการ  ICP-MS. (81) 

90Sr 90Sr แยกไดจาก other radionuclides ดวยการ extraction ภายในคอลัมน และตรวจวัด
ดวย flow-through liquid scintillation counter. 

(82) 

งานทางดานเภสัชวิทยา 
มอรฟน ตรวจวัด Acidic potassium permanganate โดยใชหลักการ chemiluminescence (83) 
พาราเซตามอล อาศัยหลักการของปฎิกิริยาไนโตรเซชัน  โดยพาราเซตามอลทําปฎิกิริยากับสารละลาย

โซเดียมไนไตรท ในสภาวะกรด ไดสารประกอบที่ไมเสถียร เมื่อเติมโซเดียมไฮดรอก
ไซด จะไดสารประกอบที่มีความเสถียรเพ่ิมขึ้น ซึ่งสารประกอบที่ไดมีสีเหลืองในสภาวะ
เบสและสามารถตรวจวัดการดูดกลืนแสงที่ 430 nm 

(84) 
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 วิธีการดําเนินการวิจัย 
สารเคมีและน้ํายา 

1. Reagent A (Albumin blue 580 potassium salt solution (AB 580) เปนสินคาจากบริษัท 
Fluka Chemica AG (Buchs, Switzerland) Product No. 05497 

2. Reagent B ในงานวิจัยน้ีใชเปน Carrier buffer ประกอบดวย MOPS free acid 11.1g , NaCl 
12.0 g , EDTA disodium salt 1.0 g , และ 100 ml of 2-propanol ปรับ pH ใหได 7.4 ± 0.2  
ดวย NaOH และปริมาตรสดุทายใหได 1000 ml ดวยน้ํา MilliQ จากนั้นกรองดวย 0.45 µm 
โดยใชกระดาษกรองชนิด Cellulose acetate เก็บบัฟเฟอรที่ 4 °C จนกวานํามาใชงาน 

3.  Calibrator  diluent ใชสําหรับเตรียมสารละลายอลับูมินมาตรฐาน Calibrator  diluent 
ปริมาตร 500 ml ประกอบดวย KH2PO4  2.7 g,  K2HPO4.3H2O 1.18 g, NaCl 4.5 g, EDTA 
disodium salt 0.5 และ human IgG 50 mg สารละลายที่เตรียมได pH ควรอยูในชวง 6.0 ± 
0.5 

4. Microalbumin assay kit สําหรับวิเคราะหอัลบูมินในปสสาวะเปรยีบเทียบกับวธิีที่พัฒนาได 
เปนชุดตรวจสอบสําเร็จรูปจากบริษัท Randox Laboratories (United Kingdom) 

 

เคร่ืองมือและอุปกรณ 
1. เครื่อง Sequential injection analysis (SIA)   ประกอบดวยไซรนิจปม (syringe pump) (Cavro 

XL 3000, Cavro Scientific Instruments Inc., USA) โดยใชไซรินจปริมาตร 2.5 mL และมี port 
ทั้งหมด 6 port (Cavro Smart Valve, Cavro Scientific Instruments Inc., USA) ดังแสดงในรูป
ที่ 2 

2. เครื่อง Fluorescence detector (RF-10AX Shimadzu, Japan) 
3. เครื่องมืออ่ืนๆ เชน เครื่องชัง่สาร, pH meter,  magnetic stirrer, centrifuge, vortex mixture และ 

เครื่อง ultrasonic cleaner 
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สิ่งตัวอยางและการเตรียม 

ใชปสสาวะ (fresh urine) ซ่ึงเก็บจากผูปวยเบาหวาน จากโรงพยาบาลจุฬาลงกรณและ
โรงพยาบาลราชวิถี จํานวน 72 คน (n = 72) กรณีไมทําการตรวจวัดทันที นําปสสาวะมาเตมิดวย 
Sodium azide ในอัตราสวน 1 mL : 2 µL  เพ่ือรักษาสภาพปสสาวะ 

กอนทําการตรวจวัด นําปสสาวะมาปนเหวี่ยงที่ความเร็ว 3,500 rpm เปนเวลา 5 นาที 
จากนั้นแยกสวนใสมาตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมิน 
 

รูปที่ 2   เครือ่ง Sequential injection analysis 

6-port selection valve

2.5 ml syringe pump 
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ขั้นตอนการดําเนินงาน 
1. การติดตั้งระบบ SIA สําหรับตรวจวดัระดับไมโครอัลบูมิน  

สวนประกอบของระบบ SIA แสดงในรูปที่ 3 ประกอบดวย 2.5 ml syringe pump สําหรับนํา 
carrier buffer เขาสูระบบ สําหรับ 6-port selection valve น้ัน port ที่ 1 สั่งใหมีการดูดน้ํายา AB 580 
working solution สําหรับ port ที่ 2 สําหรับดูดสิ่งตัวอยางหรืออัลบูมินมาตรฐาน สําหรับ port ที่ 3 ดูด 
reagent B ใชในกรณีตรวจวัด sample blank (ตัวอยางปสสาวะผสมกับ reagent B และวัดการเรือง
แสงฟลูออเรสเซนท) port ที่ 5 เชื่อมตอกับฟลอูอเรสเซนตดีเทคเตอร และ port ที่ 6 สําหรับปลอย
ของเสียทิ้ง   

กอนทําการทดลองนําน้ํายา A (Reagent A) และ นํ้ายา B (Reagent B) ออกจากตูย็น รอให
อุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง และกําจัดฟองอากาศ Reagent B โดยเครื่อง Ultrasonic จากนั้นเตรียม 
AB 580 working solution ถาไมไดกลาวเปนอยางอ่ืน ใชสัดสวน Reagent A ตอ Reagen B ที่ 1:25 
เสมอ 

สารละลายอลับูมินมาตรฐาน เตรียมโดยละลาย Human serum albumin Calibrator diluent ให
มีความเขมขนชวง 0-200 mg/L โดยเตรียมจาก stock albumin standard ความเขมขน 2000 mg/L 
และอัลบูมินมาตรฐาน จะเตรียมใหมทุกวนั 

ถาไมไดกลาวเปนอยางอ่ืนลําดับการดูดสารเขาระบบ ปริมาตรการดูด และอัตราการไหลที่ใช ดัง
แสดงใน ตารางที่ 4 
 
 

 
รูปที่ 3   แสดงสวนประกอบของระบบ SIA ซ่ึงประกอบดวย 2.5 ml syringe pump สําหรับนํา 
carrier buffer เขาสูระบบ, 6-port selection valve โดย port ที ่ 1 ดูดน้ํายา AB 580 working 
solution, port ที่ 2 ดูดสิ่งตัวอยางหรืออัลบูมินมาตรฐาน, port ที่ 3 ดูด reagent B, port ที่ 5 เชื่อมตอ
กับฟลูออเรสเซนตดีเทคเตอร และ port ที่ 6 สําหรับปลอยของเสียทิง้                                                                            
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ตารางที่ 4  แสดงลําดับการตรวจวิเคราะหดวยระบบ SIA  
 

Step Operation Valve of 
pump 

Port of 
selection 

valve 

Volume 
(µL/s) 

Flow rate 
(µL/s) 

1 Aspirate carrier buffer to 
syringe pump In - 1200 200 

2 Aspirate AB 580 working 
solution 

Out 1 100 100 

3 Aspirate standard/sample to 
holding coil Out 2 100 100 

4 Aspirate AB 580 working 
solution Out 1 50 50 

5 Dispense mixture to 
fluorescent detector Out 5 950 25 

 
 
2. Optimization 

2.1 ทดสอบอัตราสวนการเตรียมน้ํายา AB 580 working solution ที่เหมาะสม  
จากงานวิจัยของ Kessler อัตราสวนระหวาง Reagent A กับ Reagent B คือ 1:50 แต

อยางไรก็ตามในงานวิจัยน้ี พบวาธรรมชาติของระบบ SIA มีความแตกตางจากการตรวจวัดในระบบ 
Batch ที่มีการใชควิเวตต เน่ืองจากระบบของไหลมีการแพรของสารภายในทอขณะมีการตรวจวัด 
ดังน้ันในงานวิจัยน้ีจึงไดตรวจสอบ อัตราสวนที่เหมาะสมสําหรับการเตรียมน้ํายา AB 580 working 
solution โดยทดลองน้ํายา AB 580 (Reagent A) ตอ carrier buffer (Reagent B) ในอัตราสวน 
1:10, 1:25 และ 1:50 และในการทดลองใหมีลําดับการดูด AB 580 working solution : Sample (µL) 
เปน 75 :25 µL และความเขมขนอัลบูมินที่ใชในการทดลองคือ 50 mg/L 

 
2.2 ทดสอบปริมาตรในการดูดนํ้ายา AB 580 working solution ที่เหมาะสม  

การทดลองนี้สัดสวนของ AB 580 working solution ที่เหมาะสมและใชในการทดลองคือ 1 
:25 โดยใหปริมาตรของ sample คงที่ที่ 100 µL และความเขมขนอัลบูมินที่ใชในการทดลองคือ 25 
mg/L ปริมาตรของน้ํายาที่ใชตอปริมาตรของสิ่งตัวอยาง ดังน้ี 25 : 100, 50 : 100, 75 :100, 100 : 
100, 125 : 100, 150 : 100 µL  
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2.3 ทดสอบปริมาตรในการดูดสิ่งตวัอยาง (sample) ที่เหมาะสม  
โดยทดลองดูดสิ่งตัวอยาง ในปริมาตรทีต่างกัน ดังน้ี 25, 50, 75, 100, 125 และ 150 µL 

โดยใชปริมาตรของน้ํายา AB 580 working solution คงที่ที ่ 50 µL และความเขมขนอัลบูมินที่ใชใน
การทดลองคือ 25 mg/L 
 

2.4 ทดสอบลําดับของการฉีดสารเขาไปในระบบ  
 ในการวิจัยครั้งน้ีไดมีการตรวจสอบวาลําดับการฉีดสารรูปแบบใด ทําใหปฏิกิริยาเกิดขึ้นเร็ว 

โดยใหความไวของการตรวจวัดสูงสุด รูปแบบของลําดบัการฉีดสารที่ไดทดสอบดังน้ี 
- ดูด AB 580 working solution กอน แลวจึงดูด sample 
- ดูด AB 580 working solution กอน แลวจึงดูด sample และ AB 580 working solution 
ตามลําดับ   

โดยในการทดลองกําหนดใหดูดปริมาตรของสิ่งตัวอยางคงที่ที่ 100 µL 
 

2.5 ทดสอบหาปริมาตรของ carrier buffer ที่เหมาะสม  
     ปริมาตรของ carrier buffer ที่ใชในการทดลองมีผลตอ baseline ของ fluorescent peaks 

ซ่ึงถาปริมาตรน้ํายาไมเพียงพอ จะทําใหฐานของพีคไมเรียบ ในงานวจัิยจึงทดลองใช carrier buffer 
ปริมาตรตางๆ ดังน้ี 600, 700, 800, 900, 1000, 1100,1200, 1300 และ 1400 µL 

   
2.6 ทดสอบอัตราการไหล (Flow rate) ที่เหมาะสม  

เพ่ือดูอัตราการไหลที่เหมาะสมของน้ํายาที่ใชในปฏิกิริยา โดยทดลองใชอัตราการไหลของน้ํายา
ที่ความเรว็ตางๆ ดังน้ี 10, 15, 20, 25, 30 µL/s   

 

3. Characterization 
3.1 ศึกษาชวงที่วิธทีี่พัฒนาไดสามารถตรวจวัดได (Assay range) และหาคาต่ําสดุที่ตรวจวัดได 

(Limit of detection) 
3.2 ความแมนยํา (precision) และ reproducibility 
3.3 ทดสอบหาสารรบกวน (Interferences) ตางๆ ไดแก โปรตีน (transferrin, IgG, pepsin), 

drugs (acetylsalicylic acid, indomethacin, aminocetaphen, ibuprofen), 2-ketobutyric acid, 
แอสคอรบิก แอซิด (ascorbic acid), โซเดียมคลอไรด (Nacl), กลูโคส (glucose), ฮีโมโกลบนิ 
(hemoglobin) และ บิลิรูบิน (billirubin) 

3.4 Method validation  
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เพ่ือศึกษาวาวธิีที่พัฒนาไดสามารถตรวจวดัระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะไดสอดคลองกับ
วิธีทีใ่ชในหองปฏิบัติการทั่วไปหรือไม ในการวิจัยครั้งน้ีไดเปรียบเทยีบผลการทดลองที่ไดกับวิธอีางอิง 
(วิธ ี immunoturbidimetry) โดยใช microalbumin kit จาก บริษัท Randox Laboratories และวัดคา
การดูดกลืนแสงที่ 340 nm ดวยเครื่อง UV-VIS spectrophotometer (Evolution 600, Thermo 
Scientific, USA)  

วิธีการทดลอง ปเปตต reagent buffer ปริมาตร 0.5 ml และ sample/standard ปริมาตร 
0.05 ml  ผสมใหเขากัน แลวนําไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ 340 nm (A1) จากนั้นเติม antibody 
solution ปริมาตร 0.05 ml  ผสมใหเขากัน นําไปอุนที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 30 นาที แลวนําไปวัด
คาการดูดกลืนแสงอีกครั้ง (A2) ทําการสรางกราฟมาตรฐานชนดิ semi-log ระหวางความเขมขน
ของอัลบูมินกับผลตางของคาการดูดกลืนแสง (A2-A1) เพ่ือนําไปหาคาความเขมขนของอัลบมิูนจาก
สิ่งตัวอยาง ในการทดลองมีการควบคุมคุณภาพโดยทําการตรวจวดั control ทั้งสองระดับที่มาพรอม
กับชุดทดสอบ 
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 ผลการทดลองและการอภปิรายผลการทดลอง 
 

1. อัตราสวนน้ํายา AB 580 working solution ที่เหมาะสม ในระบบ SIA 
นํ้ายา AB 580 working solution  ที่ใชในการทดลองประกอบไปดวย  AB 580 dye 

potassium salt solution (Reagent A) และ Carrier Buffer (Reagent B)  โดยอัตราสวนทีเ่หมาะสม
ระหวาง Reagent A ตอ Reagent B ตองเปนอัตราสวนที่เม่ือทําปฏิกิริยากับสิง่ตัวอยางแลวใหความ
ไวของสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตสูงสุด ในขณะเดียวกันควรใชปริมาณ นํ้ายา Albumin blue 580 
(AB 580)  นอยๆ เพ่ือเปนการประหยัด  ในการวิจัยครั้งน้ีไดทําการศึกษาโดยใชอัตราสวน Reagent 
A ตอ Reagent B คือ 1 : 10 , 1 : 25 และ  1 : 50 สําหรับเตรียมน้ํายา AB 580 working solution  
ความเขมขนของอัลบูมิน (Sample) ที่ใชทดสอบคือ 25 mg/L ปริมาตรของ Sample และปริมาตรของ
นํ้ายา Albumin blue 580 (AB 580)  คือ 25 µl และ 75 µl ตามลําดับ   ผลการทดลองพบวาที่
อัตราสวน 1 : 10 ใหความไวของสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตสูงสุด ในขณะทีถ่าใชอัตราสวน 1 : 25 
และ  1 : 50  สัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตจะลดลงประมาณ 10%   ถึงแมวาที่อัตราสวน 1 : 10 จะให
ความไวของสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตสูงสุด  ผูวิจัยไมไดเลือกใชอัตราสวนนี้เน่ืองจากที่อัตราสวนนี้
จะใชปริมาณ นํ้ายา Albumin blue 580 (AB 580)  คอนขางมากซึ่งจะเปนการสิ้นเปลือง   ในการ
ตรวจวัดปริมาณความเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะดวยน้ํายา Albumin blue 580 (AB 580) โดยใช
วิธีควิเวตต (Cuvette-based method) ใชอัตราสวน 1 : 50 ในการเตรียมน้ํายา AB 580 working 
solution  (10) แตเน่ืองจากธรรมชาตขิองระบบของไหล (flow based method) จะมีการแพรของสารที่
ตองการวิเคราะหไปถึงเครือ่งตรวจวัดสญัญาณแสงฟลูออเรสเซนตแตกตางจากการตรวจวัดโดยใชวธิี
คิวเวตต (Cuvette-based method) ทําใหตองมีการหาอัตราสวน Reagent A ตอ Reagent B ที่
เหมาะสมใหม    ในการที่จะเลือกวาจะใชอัตราสวน 1 : 25 และ  1 : 50  น้ัน  ผูวิจัยไดทดสอบโดย
เปรียบเทียบกราฟมาตรฐานอัลบูมินความเขมขน 0-200 mg/L จากผลการทดลองพบกวาอัตราสวน 1 
: 50  ซ่ึงมีความเจือจางมากกวา กราฟมาตรฐานที่ไดมีชวงแคบกวาการใชอัตราสวน 1:25  
นอกจากนั้นอัตราสวน Reagent A ตอ Reagent B ยังมีผลตอความไวของสญัญาณแสงฟลูออเรส
เซนตโดยเฉพาะเมื่อใชตรวจวัดอัลบูมินความเขมขนสูง ดังรูปที่ 4 ตัวอยาง เชนระหวางอัตราสวน  
1 : 25 และ  1 : 50    เม่ือใชอัตราสวน 1 : 50 ในการวัดความเขมขนของอัลบูมิน 200 mg/L   ความ
ไวของสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตจะลดลงประมาณ 50%  เม่ือเทียบกับการใชอัตราสวน 1:25 
ในขณะทีใ่ชอัตราสวน 1:50 ในการวัดความเขมขนของอัลบูมินต่ํากวา 10 mg/L พบวาความไวของ
สัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตไมแตกตางจากอัตราสวนที่ 1:25   จากเหตุผลดังกลาว ผูวิจัยจึงเลือก
อัตราสวน Reagent A ตอ Reagent B ที่ 1 : 25 ในการเตรียมน้ํายา AB 580 working solution 
สําหรับทําการทดลองทุกการทดลอง    

ในการใชอัตราสวน Reagent A ตอ Reagent B ที่ 1 : 25  น้ันพบวามีความคงตวัของน้ํายา
นานอยางนอย 8 ชั่วโมง  ทดสอบโดยใชความเขมขนของอัลบูมิน 100  mg/L     ทําการตรวจวัดทุกๆ 
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2 ชั่วโมงเปนเวลา 10 ชั่วโมง  พบวาสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตหลังผานไป 8 ชั่วโมง   คิดเปน 
92.36% และ 86.32% เม่ือใชอัตราสวน1 : 25 และ  1 : 50  ตามลําดับ  ผลการทดลองดังแสดงใน
ตารางที่ 5   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 4   แสดงกราฟมาตรฐานระหวางการใชอัตราสวนระหวาง Reagent A ตอ Reagent B  ที่
ความเขมขน 1:25 ( ) และ 1: 50  ( )   

 

ตารางที่ 5   ผลการทดสอบความคงตัวของน้ํายา AB 580 working solution  

 

Remained signals Time after preparation (h) 
1:25 1:50 

0 100 % 100 % 
2 111.87 % 93.19 % 
4 98.20 % 90.74 % 
6 102.49 % 90.30% 
8 92.36% 86.32% 
10 83.74 % 74.75% 
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2. ปริมาตรสิ่งตัวอยาง (Sample) ที่เหมาะสมในระบบ SIA  
การศึกษาหาปริมาตรสิ่งตวัอยาง (Sample) ที่เหมาะสมในงานวิจัยครั้งน้ี กําหนดใหระบบ

ดูดน้ํายา AB 580 working solution ปริมาตรคงทีท่ี่ 50 µL  และดูดสิ่งสงตวัอยางปริมาตรตางๆ 
ในชวง 25 – 150 µL โดยเวนชวงละ 25 µL ผลการทดลองแสดงในรูปที่ 5    แสดงความสัมพันธ
ระหวางความสูงของพีคกับปริมาตรสิ่งตวัอยางความเขมขนอัลบูมิน  10  mg/L สัญญาณแสงฟลูออเรส
เซนตที่เพ่ิมขึน้เปนสัดสวนโดยตรงกับปรมิาตรสิ่งสงตรวจที่เพ่ิมขึ้น   อยางไรก็ตาม การเพิ่มปริมาตร
สิ่งสงตรวจเกนิ 100  µL พบวาไมมีผลตอสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตทีว่ัดได และการเพิ่มปรมิาตรสิ่ง
สงตรวจเกิน 100  µL อาจทําใหมากเกินพอสําหรับการทําปฏิกิริยากับนํ้ายา AB 580 working 
solution  ดังน้ันในงานวิจัยครั้งน้ีจึงเลือกใชปริมาตรสิง่สงตรวจ 100  µL 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
รูปที่ 5   แสดงความสัมพันธระหวางความไวของการตรวจวัดกับปรมิาตรสิ่งตัวอยางที่ใชใน
ระบบ SIA 
  
 

3. ปริมาตรของน้ํายา AB 580 working solution ที่เหมาะสม ในระบบ SIA 
จากผลการทดลองเบื้องตนพบวา ปริมาตรของน้ํายา AB 580 working solution และ

ปริมาตรสิ่งสงตรวจทีเ่หมาะสมคือ 50 µL และ 100 µL ตามลําดับ และเพื่อเปนการศึกษาวาสดัสวน
ของน้ํายา AB 580 working solution ที่ใชน้ันเพียงพอที่จะใหสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตสูงสุด
หรือไม จึงไดทําการทดลองใหมีการดูดน้ํายา AB 580 working solution ปริมาตรตางๆ ในชวง 25 – 
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350 µL ความเขมขนของอัลบูมินที่ใชทดสอบ คือ 25 mg/L การทดลองในชวงแรกใชลําดับสารในการ
ทําปฏิกิริยา ดังรูปที่ 6 (แบบ A) คือดูดน้ํายา AB 580 working solution กอนแลวดูดสิ่งสงตรวจ
ตามมาทีตามลําดับ ผลการทดลอง แสดงในรูปที่ 7 (เม่ือใชลําดับ A) (เสนทึบ)    พบวาการเพิ่ม
ปริมาตรของน้ํายา AB 580 working solution  ทําใหความไวของสัญญาณฟลูออเรสเซนตเพ่ิมมากขึ้น  
สัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตจะเร่ิมคงที่เม่ือปริมาตรของน้ํายา AB 580 working solution  ตอ 
ปริมาตรสิ่งตวัอยาง เปน 100 : 100 µL   ซ่ึงที่อัตราสวนนี้สามารถเพิ่มสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต
ขึ้นประมาณ 20%  เม่ือเทียบกับการใชอัตราสวน 50 : 100 µL   

นอกจากนั้นผูวิจัยยังทําการศึกษาตอวาถาหากเพิ่มปริมาตรน้ํายา AB 580 working 
solution หลงัจากการดูดสิ่งสงตรวจ (รูปที่ 6 แบบ B) จะมีผลทําใหความไวของสัญญาณฟลูออเรส
เซนตเพ่ิมมากขึ้นหรือไม   ผลการทดลอง แสดงในรูปที่ 7 (เม่ือใชลาํดับ B) (เสนประ) พบวาการเพิ่ม
ปริมาตรน้ํายา AB 580 working solution  อีก 50 µL ซ่ึงทําใหปริมาตรรวมของน้ํายา AB 580 
working solution  ในระบบเปน 150 µL จะมีผลทําใหความไวของสัญญาณฟลูออเรสเซนตเพ่ิมมาก
ขึ้นจากเดิมประมาณ 50% เม่ือเทียบกับลําดับสารแบบ A การเพิ่มปริมาตรน้ํายา AB 580 working 
solution  ในครั้งหลังน้ีพบวาหากเพิ่มเกนิกวา 50 µL จะ ไมมีผลตอความไวของสัญญาณฟลูออเรส
เซนต  ดังน้ันลําดับสารแบบดูดน้ํายา AB 580 working solution (100  µL)    ตามดวยดูดสิง่สงตรวจ 
(100  µL)   และ ดูดน้ํายา AB 580 working solution  (50 µL) อีกครั้ง ตามลําดับ จึงเหมาะสมสาํหรบั
การตรวจวัดในระบบ SIA โดยใหสัญญาณการตรวจวดัสูงสุด 

อยางไรก็ตามเนื่องจากผลการทดลองที่ไดทําการทดสอบกับอัลบูมินความเขมขน 25 mg/L 
ซ่ึงเปนความเขมขนต่ํา ในการวิจัยครั้งน้ีจึงไดทําการทดลองโดยใชอัลบูมินความเขมขนในชวงสูงดวย 
โดยเลือกความเขมขน 100 mg/L และผลการทดลองดังแสดงในรูปที่ 8 ซ่ึงแตกตางจากการใชอัลบูมิ
นความเขมขน 25 mg/L เล็กนอย ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาการเพิ่มนํ้ายา AB 580 working 
solution ทําใหความไวการตรวจวัดเพิ่มขึน้ และเริ่มคงที่เม่ือเพ่ิมปริมาตรน้ํายาถึง 200 µL แตอยางไร
ก็ตาม พบวาเม่ือใหระบบดูดน้ํายาปริมาตรรวมทั้งหมด 200 µL ความไวของการตรวจวัดเพิ่มขึ้นเพียง 
20% เม่ือเปรียบเทียบกับการใชปริมาตรน้ํายาทั้งหมด 150 µL ดังน้ันในการวิจัยครั้งน้ี ลําดับการดูด
สารที่เลือกใชตลอดการทดลองคือ AB 580 working solution (100 µL), สิ่งตัวอยาง (100 µL), และ 
AB 580 working solution (50 µL) ตามลําดับ โดยพิจารณาจากความเหมาะสมระหวางความ
สิ้นเปลืองของน้ํายา  AB 580 working solution และความไวของสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนท   
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AB 580 working solution 
100  µL 

Sample   
100  µL 

AB 580 working solution (µL)
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รูปที่ 6   แสดงลําดับการดูดสารในระบบ SIA แบบ A คือลําดับการดูดสารแบบดูดน้ํายาAB 580   

working solution กอนแลวดูดสิ่งสงตรวจตามมา แลวสงไปยังเครื่องวัดสัญญาณแสงฟลูออเรส    
เซนต  แบบ B คือ ลําดับการดูดสารแบบดูดน้ํายาAB 580 working solution กอนแลวดูดสิ่ง 
สงตรวจตามมาแลวนํ้ายาAB 580 working solution อีกครั้ง แลวจึงสงไปยังเครื่องวัดสัญญาณ 
แสงฟลูออเรสเซนต 

 

 
 
 

AB 580 working solution 
100  µL 

Sample 
100  µL 

AB 580 working 
solution (50  µL)  

แบบ A 

แบบ B 

รูปที่ 7   แสดงผลการศึกษาเมื่อใชลําดับการดูดสารแบบ A (เสนทึบ) และ แบบ B (เสนประ) โดย
ใชอัลบูมินความเขมขน 25 mg/L 
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4. ปริมาตร Carrier  buffer และ อัตราเร็วที่เหมาะสม 

ในงานวิจัยครัง้น้ีทําการศึกษาปริมาตร Carrier  buffer ในชวง 600-1400 µL  ผูวิจัยพบวา
ปริมาตร Carrier  buffer นอยกวา 1200 µL   ไมเพียงพอสําหรับการผลักสารผสมไปที่เครื่องวัด
สัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต และทําให baseline ไมน่ิง อีกทั้งยังไดรูปรางของพีคที่ไมสมมาตร ดัง
แสดงในรูปที่ 9   อีกหนึ่งปจจัยที่มีผลตอรูปรางของพีค คือ อัตราเร็วที่ฉีดสารเขาสูเครื่องวัดสญัญาณ
แสงฟลูออเรสเซนต  ในการศึกษาผูวิจัยใชอัตราเร็วที่ฉีดสารเขาสูเครื่องวัดสญัญาณแสงฟลูออเรส
เซนต  ในชวง 10 – 25  µL/s แลวสังเกตรูปราง และความกวางของพีค  พบวาอัตราเร็วที่ฉีดสารเขาสู
เครื่องวัดสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต ที่เหมาะสม คือ  25  µL/s  เน่ืองจากไดพีคที่แหลมและใชเวลา
ตอการวิเคราะหหน่ึงตัวอยางสั้น อัตราเร็วที่มากกวานีอ้าจทําให fluorescent flow-cell รับแรงดันไมได 
จึงไมไดทําการทดลอง ดังน้ันผูวิจัยจึงไดเลือกใชปริมาตร Carrier  buffer 1200 µL และอัตราเร็วที่ฉีด
สารเขาสูเครื่องวัดสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนต   25  µL/s ตลอดการทดลองและพบวาที่สภาวะนี้
ระบบ SIA สามารถตรวจวัดสิ่งตัวอยางได 37 ตัวอยางภายใน 1 ชั่วโมง ดังรูปที่ 10 ซ่ึงนับวาวิธกีารที่

รูปที่ 8   แสดงผลการศึกษาเมื่อใชลําดับการดูดสารแบบ A (เสนทึบ) และ แบบ B (เสนประ) โดย
ใชอัลบูมินความเขมขน 100 mg/L 
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พัฒนาขึ้นเปนวิธีการที่ high-throughput สามารถตรวจวัดสิ่งตวัอยางไดเร็วและจํานวนมาก เม่ือเทียบ
กับงานวิจัยของกาญจนาและคณะ ระบบ (15) ที่ไดพัฒนาระบบ SIA สําหรับตรวจวัดโปรตีนใน
ปสสาวะ แตระบบสามารถตรวจวัดไดเพียง 6 ตัวอยางตอ 1 ชั่วโมง แตอยางไรก็ตามระบบของ
คณะผูวิจัยดังกลาวมีขอดีและแตกตางจากงานวิจัยครั้งน้ี คือสามารถตรวจปริมาณโปรตีนและกลูโคส
ในปสสาวะพรอมกัน จึงเปนสาเหตุใหการวิเคราะหตอหน่ึงตัวอยางใชเวลานาน 
 
 

  
 
 
 

    
 
 
 
 
               

รูปที่ 9   แสดงรูปรางและลกัษณะพีคจากการใช Carrier buffer ปริมาตรตางๆ 

 

 

 
 

 
 
 
 

 
 
 
 

 
 

Carrier Buffer 
1200 µL 

Carrier Buffer
1000 µL 

Carrier Buffer
800 µL 

Carrier Buffer 
600 µL 

Carrier Buffer
1400 µL 

รูปที่ 10  แสดงจํานวนสิ่งตัวอยางทีต่รวจไดภายใน 1 ชั่วโมง โดยระบบ SIA  
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5. กราฟมาตรฐาน (Calibration curve) และปริมาณสารตัวอยางนอยที่สุดที่
สามารถตรวจวัดได (limit of detection) 
 

การสรางกราฟมาตรฐานทาํโดยใชความเขมขนของอัลบูมิน (Standard) ในชวง 1 - 200 
mg/L พบวามีชวงความเปนเสนตรงของการวิเคราะหอัลบูมินในชวงระดับความเขมขนต่ําๆ คือ 
1-25 mg/L (r2 = 0.998)  ในงานวิจัยน้ีชวงของการวิเคราะหคือ  1 - 200 mg/L รูปที่ 11 สมการที่ได
จากกราฟมาตรฐาน คือ y = y0 + ax / (1+bx) โดย y คือ สัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตทีว่ัดได  และ  
X คือ ปริมาณความเขนขนของอัลบูมิน (mg/L)  สวน y0 , a และ b เปนคาคงที่ที่ไดจากกราฟ
มาตรฐาน   ลักษณะของ non-linear calibration curve ที่ไดเปนลักษณะเฉพาะของหลักการการใช 
fluorescent dye-binding และเปนลักษณะเดียวกบัรายงานวิจัยกอนหนานี้ (10, 11) ความเขมขน
ต่ําสุดของอัลบูมินที่ตรวจวดัได (limit of detection) คํานวณมาจากการทําการทดลองโดยวัด blank 
ซ่ึงในการทดลองนี้ใช calibrator diluent ทั้งหมด 10 ครั้ง คํานวณหาคา mean, SD  อางอิงจาก S/N 
= 3  ความเขมขนต่ําสุดของอัลบูมินที่ตรวจวัดได คือ 0.3 mg/L ซ่ึงเปนปริมาณนอยมาก และมีความ
ไวใกลเคียงกบัวธิีของ Kessler และคณะ (11) ซ่ึงมีความเขมขนต่ําสุดของอัลบูมินทีต่รวจวัดได คือ 
0.4 mg/L สําหรับการตรวจวิเคราะหภาวะไมโครอัลบมิูนในปสสาวะ กลาววาเบือ้งตนนั้นควรตรวจได
ถึง 1 mg/L ดังน้ันระบบ SIA ในงานวจัิยครั้งน้ี จึงมีความเหมาะสมและมีประสทิธิภาพในการตรวจวัด
ความเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะ โดยเฉพาะการตรวจในระยะแรกๆ ของความผิดปกติทางไต  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

y = 1.5802 x / [1+(0.0111)x] 

รูปที่ 11   แสดงกราฟมาตรฐานที่ไดจากการตรวจวัดระดับอัลบูมินความเขมขนในชวง 1 - 200 mg/L 
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6. Precision และ  Reproducibility 
การคํานวณ Reproducibility ทําไดโดยคํานวณจากกราฟมาตรฐาน 4 ครั้งที่ทําตางวันกัน 

เปนจํานวน 4 วันติดตอกัน  ผลการทดลองพบวาการตรวจวัดดวยระบบ SIA ไดคาที่มี reproducibility 
ที่ดี โดยมีคา within-run CVs เทากับ 2.3-3.3% และ between-run CVs เทากับ 3.8%   และเม่ือ
ทดลองทําการวัดความเขมขนของอัลบูมินที่ 15 mg/L และ  100 mg/L โดยทําซ้ํา 15 ครั้ง (n =15) 
พบวามีความแมนยําสูงโดยมีคา R.S.D.s เทากับ 0.9 % และ 1.1 % ตามลําดับ 

 

7. ผลการทดสอบสารรบกวน (Interferences) สําหรับการตรวจวัดดวยระบบ  SIA 
จากการศึกษาของ Kessler และคณะ  ซ่ึงไดศึกษาเกี่ยวกับผลของสารรบกวน

(Interferences) เชน ยา, วติามิน, โปรตนีและ metabolites ตางๆ ในปสสาวะ พบวา สารดังกลาวไม
รบกวนการตรวจวัดอยางมีนัยสําคัญ (11)  ดังน้ันสําหรับการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะ
ดวยระบบ SIA  สารดังกลาวจึงไมนาจะมีผลรบกวนการตรวจวัดดวยวิธีน้ีเชนกัน แตอยางไรก็ตาม ใน
งานวิจัยไดมีการทดสอบสารรบกวนบางชนิดดวย เพ่ือยืนยันผลการทดลอง ดังแสดงในตารางที่ 6  ใน
งานวิวัยครั้งน้ีไดทดสอบสารรบกวนการตรวจวัดอัลบมิูนในปสสาวะ ไดแก โปรตีนตางๆ เชน 
transferrin, IgG, pepsin, ยาบางชนิด เชน acetylsalicylic acid, indomethacin, aminocetaphen 
เปนตน รวมถึงทดสอบวากลูโคสมีผลตอการตรวจวัดหรือไม  ผลการทดลองพบวา การทดสอบสาร
รบกวนมี % recovery ที่ยอมรับไดอยูในชวง 97.3-102.7% สําหรับฮีโมโกลบิน (ความเขมขน 200 
mg/L) รบกวนการตรวจวัดเล็กนอย มีคา recovery 91.8% สวนบลิิรูบินไดนํามาทดสอบเพิ่มเติมดวย
เน่ืองจากบิลิรูบินชนิดมีการควบจบั (conjugated bilirubin) อาจพบในปสสาวะของผูปวยได จาก
การศึกษาบิลรูิบินความเขมขน 80 mg/L พบวารบกวนปฏิกิริยาการตรวจวัดอยางเห็นไดชัด โดยมี % 
recovery เทากับ 84.9% เหตุผลทีบ่ิลรูิบินสามารถยับยั้งสัญญาณการตรวจวดัได เน่ืองจากบิลิรูบิน
สามารถแยงอัลบูมินในการจับกับส ี  แตอยางไรก็ตาม เน่ืองจากในสภาวะปกติ ไมพบบลิิรูบินใน
ปสสาวะ หรือพบปริมาณต่าํๆ ดังน้ันการรบกวนดวยบลิิรูบินจึงไมนํามาประเด็นพิจารณา  
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ตารางที่ 6   แสดงผลการทดสอบสารรบกวน (Interferences) การตรวจวัดระดับอัลบูมินในปสสาวะ
ดวยระบบ  SIA 

 

Added interferences Added concentration (mg/L) % Recovery 
None - 100.0 
Transferrin 100 97.3 
2-ketobutyric acid 1 97.0 
IgG 1000 102.7 
Acetylsalicylic acid 100 100.0 
Ibuprofen 1000 94.7 
Indomethacin 10 102.7 
Aminocetaphen 0.59 97.3 
Pepsin 590 97.3 
Glucose 20000 100.0 

200 91.8 Hemoglobin 
10 96.4 
80 84.9 Bilirubin 
10 92.4 

Ascorbic acid 100 95.8 
NaCl 10000 96.6 

 

8. การเปรียบกับวิธีอางอิง (immunoturbidimetric method) 
ผูวิจัยไดทําการเปรียบเทียบผลการทดลองที่ไดจากระบบ SIA  กับ ผลการทดลองที่ไดจาก

การตรวจวัดโดยใชหลักการ immunoturbidimetric เพ่ือเปนการประเมินวาระบบSIA มีความเหมาะสม
หรือไมในการนํามาใชตรวจวัดวามเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะของผูปวยเบาหวาน  งานวิจัยครั้งน้ี
ไดใชระบบ SIA ในการตรวจวัดวามเขมขนของอัลบูมินในปสสาวะของผูปวยเบาหวานจํานวน 72 ราย 
โดยคาความเขมขนของอัลบูมินที่ได  คํานวณมาจากสมการที่ไดจากการทํากราฟมาตรฐาน แลวนําผล
มาเปรียบเทียบกับวธิีอางอิงคือวิธ ี immunoturbidimetric method  ซ่ึงเปนวิธทีี่นิยมใชใน
หองปฎิบัติการทั่วไป  ผลการเปรียบเทยีบพบวา คาที่ไดจากระบบ SIA ใหผลที่สอดคลองกับวธิีที่ได
จากวิธี immunoturbidimetric (r2 =0.965)  สมการความถดถอย คือ y = 1.037 (± 0.039) X + 4.34 
(± 0.324)   หากทั้งสองวิธีมีความสัมพันธกันแบบสมบูรณ  จุดตัดแกน y และ ความชันของกราฟ ควร
จะมีคาเทากับ 0 และ 1 ตามลําดับ อยางไรก็ตามในการทดลองของทั้งสองวิธีน้ี ใช Standard และ 
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Calibrator แตกตางกัน โดยวิธ ี immunoturbidimetric จะใช Calibrator ที่มากับชุดน้ํายา แตวธิีที่ใช
ระบบ SIA การตรวจวัดจะใช Standard ที่เตรียมขึน้เองในหองปฏิบัติการ โดยเตรียมจาก human 
serum albumin ที่บริสทุธิ์ ดังน้ันจุดตัดแกน y และความชัน จึงเปน 4.34 และ 1.037 ตามลําดบั 

  เม่ือใชสถิตคิํานวณที่คา degree of freedom 70  ที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% (alpha = 
.05)  คาวิกฤต (Critical  t-value (t 0.025,70)) คือ ± 1.994   คา t-value ของทั้งสองวิธีเทากับ 43.705  
ซ่ึงตกอยูในชวงวิกฤต ดังน้ันจึงปฏิเสธสมมติฐาน (H0) จึงสรุปไดวาวิธีทีใ่ชระบบ SIA ในการตรวจวัด
ระดับอัลบูมินในปสสาวะและวิธี  immunoturbidimetric มีความสัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติ ที่
ระดับความเชือ่ม่ัน 95%  (p-value < 0.05 ) กราฟแสดงดังรูปที่ 12 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 12   เปรียบเทียบผลการตรวจวัดระดับอัลบูมินในปสสาวะในปสสาวะของผูปวยเบาหวานดวย
ระบบ SIA ในงานวิจัยน้ี กับผลการทดลองที่ไดจากการตรวจวัดโดยใชหลักการ immunoturbidimetric  
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สรุปผลการทดลอง 
 

จากผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสม (optimization) สําหรับการตรวจวดัระดับไม
โครอัลบูมินในปสสาวะ ดวยระบบ Sequential Injection Analysis (SIA) โดยใชสารเรืองแสง Albumin 
Blue 580 ซ่ึงจะทําปฏิกิริยาอยางจําเพาะกับอัลบูมินในปสสาวะแลววัดสัญญาณแสงฟลูออเรสเซนตที่
เกิดขึ้นโดยใช  Excitation wavelength และ Emission wavelength ที่ 590 นาโนเมตร และ 610 นา
โนเมตร ตามลําดับ สามารถสรุปไดดังน้ี 

1. อัตราสวนทีเ่หมาะสมสําหรับการเตรียมน้าํยา AB 580 working solution คือ Reagent A (AB 
580) : Reagent B (Carrier buffer) คือ 1 : 25 และพบวา AB 580 working solution 
ดังกลาวมีความคงตัวของน้าํยานานอยางนอย 8 ชั่วโมง ซ่ึงเหมาะสมสําหรับการนําไป
ประยุกตใชตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะ สําหรับงานประจํา ซ่ึงมีชวงการทํางาน
อยางนอย 8 ชั่วโมง 

2. ลําดับและปรมิาตรในการดูดน้ํายาที่เหมาะสมในระบบ SIA คือ AB 580 working solution : 
Sample : AB 580 working solution ที่ 100 µL: 100 µL: 50 µL ซ่ึงเปนสัดสวนที่ใหความไว
สัญญาณฟลูออเรสเซนทที่ดี และประหยัดการใชนํ้ายา 

3. ปริมาตรในการดูดสิ่งตัวอยาง ที่เหมาะสม คือ 100 µL 
4. ปริมาตรของ Carrier buffer ที่เหมาะสม คือ 1200 µL  
5. อัตราการไหล (Flow rate) ผานเครื่องตรวจวัดสัญญาณฟลูออเรสเซนทคือที่ 25 µL/s  
 

การตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะดวยระบบ Sequential injection analysis (SIA)  
เปนวธิีที่มีประสิทธิภาพ งาย รวดเร็ว มีความไวและความจําเพาะสูง มีความแมนยํา และ
ความสามารถในการทําซ้ํา (Reproducibility) ที่ดีเน่ืองจากเปนระบบการทํางานอัตโนมัติ  หลักการที่
ใชไมจําเปนตองใชแอนติบอดีในปฏิกิริยาการตรวจวัด และใชนํ้ายาปริมาณนอย จึงทําใหตนทนุในการ
ตรวจวัดลดลงอยางมาก ซ่ึงเหมาะสําหรับการนําไปประยุกตใชตรวจวดัระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะ
ของผูปวยโรคเบาหวาน ซ่ึงมีจํานวนมาก จากการตรวจวัดดวยระบบนี้พบวา คาปริมาณอัลบูมินต่ําสุด
ที่ระบบสามารถตรวจไดคือ 0.3 mg/L และจํานวนตัวอยางที่สามารถตรวจไดดวยระบบ SIA ภายใน 1 
ชั่วโมง คือ 37 ตัวอยาง ดวยระบบดังกลาว ชวงการตรวจวัดทีไ่ดคือ 1-200 mg/L ซ่ึงเปนชวงที่
ครอบคลุมทั้งคาปกติของอัลบูมินและภาวะไมโครอัลบมิูนในปสสาวะ ระบบดงักลาวไดถูกนําไป
วิเคราะหปริมาณอัลบูมินในตัวอยางปสสาวะของผูปวยเบาหวานจํานวน 72 ราย (n = 72)    พบวา
ใหผลการตรวจวัดที่สอดคลองกับวิธี immunoturbidimetric (r2=0.965) ซ่ึงเปนวิธทีี่ใชทัว่ไปใน
หองปฏิบัติการทางการแพทย และจากการทดสอบสารรบกวนการตรวจวัด เชน โปรตีนตางๆ ยา หรือ
สารอื่นๆ ทีอ่าจพบไดในปสสาวะนั้น ไมรบกวนการตรวจวัดดวยวธิีน้ีอยางมีนัยสําคัญ โดยมีคา 
%recovery  ในชวง 92-97%  ในอนาคตระบบ SIA Albumin blue 580 จึงมีความเปนไปไดที่จะถูก
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นํามาใชทดแทนการตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะดวยวธิอิีมมูโนแอสเซย สําหรับการ
ตรวจวัดระดับไมโครอัลบูมินในปสสาวะ สําหรับใชตรวจภาวะแทรกซอนทางไตในผูปวยเบาหวาน 
(Diabetic nephropathy) ไดตั้งแตในระยะเร่ิมตน 
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Abstract 

A simple, specific and sensitive sequential injection analysis (SIA) system based on 

non-immunoassay fluorescent detection has been developed for the determination of 

urinary albumin.  The specific binding of the dye Albumin Blue 580 (AB 580) to albumin 

in urine generated high emission fluorescent signals.  The excitation and emission 

wavelengths were set at 590 and 610 nm, respectively.  The calibration range was obtained 

from 1-200 mg L-1, with a limit of detection of 0.3 mg L-1 (S/N = 3).  The SIA system gave 

high precision with relative standard deviations (RSDs) of 0.9% and 1.4% when evaluated 

with 15 mg L-1 and 100 mg L-1 albumin (n = 15), respectively.  The method exhibited good 

reproducibility, as assessed by performing four calibration curves on different days, and 

intra-run CVs (2.3-3.3%) and inter-run CVs (3.8%) were obtained.  Rapid operation was 

achieved with a sample throughput of 37 h-1.  This method was successfully applied to the 

determination of urinary albumin, and the method was highly correlated with the 

immunoturbidimetric method (r2 = 0.965; n=72).  

 

Keywords: Sequential injection analysis, urinary albumin, Albumin blue 580, fluorescent 

detection 

 

1. Introduction 

Microalbuminuria is defined as the detection of an albumin concentration of 30-

300 mg from a 24 h urine collection.  Early detection of microalbuminuria is a sensitive 

forecast of the outcome of nephropathy complications in diabetic patients [1].  Early 

detection and instant treatment can prevent the progression of persistent albuminuria.  The 

importance of microalbumin detection has been realized by the American Diabetes 

Association, who issues guidance for the annual detection of microalbuminuria in every 

diabetes patient [2].  Additionally, it is a powerful predictor of non-diabetic coronary artery 

disease patients [3-5].   

Unlike in blood plasma, albumin concentrations in urine are usually low, and 

therefore require a sensitive and selective method for an accurate assay.  Numerous 

methods have been described in the literature for the determination of urinary albumin. 

Among those methods, the most routinely used methods are based on immunoassays, 

including radioimmunoassay [6], immunoturbidimetry [7], immunonephelometry [8, 9], 

enzyme-linked immunosorbant assay (ELISA) [10], fluorescence immunoassay [11], and 

immunoresonance scattering spectral assay [12].  However, most of the existing methods 
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have significant drawbacks. The radioimmunoassay is notorious for its health hazards, and 

thus is not widely used, although it is claimed to be a gold standard method [13].  ELISA is 

known as the most sophisticated immunoassay because of its numerous time-consuming 

and tedious washing steps.  However, immunological methods are accepted for use in most 

laboratories on the basis of high sensitivity and selectivity.  On the other hand, it is 

commonly known that most of the immunoassay-based methods consume large amounts of 

expensive reagents, especially the antibody specific for albumin, which relies on the 

immunization of animals for production.  This leads to increased cost to patients for the 

clinical diagnostics and assessment of the diabetic nephropathy.  Therefore, non-

immunoassay methods that offer satisfactory sensitivity and selectivity are of great interest 

for low cost determination of microalbuminuria.   

Recently, Kessler and co-workers [14] proposed a simpler dye binding assay that 

utilizes the fluorescent dye Albumin Blue 580 (AB 580).  The dye can specifically bind to 

human albumin, and the protein-dye complex can generate dramatic emission fluorescent 

signals at 610 nm [14].  Upon binding to albumin, the fluorescence quantum efficiency of 

the dye AB 580 increases by two orders of magnitude [15].  Several papers have 

demonstrated that the AB 580 fluorescent dye is able to quantify low levels of urinary 

albumin with appreciable characteristics.  The results based on AB 580 dye-binding were 

in good agreement with the results acquired by immunonephelometry methods [16] or 

radioimmunoassays [13].  In addition, no interferences from globulin and other 

contaminating substances were found.  Therefore, methods based on the AB 580 dye-

binding can be considered good substitute methods for immunoassays for the quantitation 

of urinary albumin [16].  Although the AB 580 was first evaluated by Kessler et al. for the 

determination of urinary albumin in a conventional spectrofluorometer, several different 

assay formats based on AB 580 were later established, such as automated fluorescence 

assays [16], capillary electrophoresis [17] and lab-on-a-chip (LOC) [15].  However, none 

of these methods could perform rapid analysis.  In the capillary electrophoresis platform, 

the assay time required is at least 4 min for one sample [17].  In the LOC format, the 

microchannel must be flushed with water for 10 min for de-adsorption of the albumin [15]. 

The sequential injection analysis (SIA) technique has the potential to be a fully 

automatic operation, with computer control for the aspiration or dispensation of samples 

and reagents [18].  The SIA system is the second generation of the flow injection (FI)-

based systems, and the SIA method provides several advantages over the first generation 

system, which utilizes continuous pumping of carrier and reagent solutions.  The SIA can 
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substantially reduce reagent consumption and waste generation [19].  The well-known 

advantageous characteristics of the SIA system have been widely reviewed, e.g., the 

simplicity of fundamental principles, inexpensive instrumentation, automated sampling and 

analytical procedures, limited sample consumption, short analysis time, and on-line 

performance of difficult operations [20].  

Recently, there has been growing interest in the development of a fast and 

automatic analytical method.  The purpose of this work is to establish a SIA system by 

exploiting the AB 580 dye for the sensitive and selective determination of 

microalbuminuria.  Combining the SIA system and utilization of AB 580 for the chemical 

reaction, we obtained a low cost, simple and rapid operation method for the microalbumin 

assay.  In this work, we successfully configured the AB 580 SIA system for the 

determination of urinary albumin, covering both the normal and clinical levels of 

microalbuminuria.  The effects of various parameters affecting the fluorescence signals 

were studied and optimized.  The applicability of the system for real sample analysis was 

also evaluated. 
 

2. Experimental  

2.1 Chemicals and Reagents 

All chemicals used were of analytical reagent grade.  Albumin Blue 580 

potassium salt solution (AB 580) was purchased from Fluka (Buchs, Switzerland).  N-

morpholinopropanesulfonic acid (MOPS free acid), EDTA disodium salt, human IgG, 

human serum albumin, and 2-propanol were obtained from Sigma (St. Louis, USA).  The 

microalbumin assay kit used for method validation was supplied by Randox Laboratories 

(United Kingdom). 

All solutions were prepared in Milli-Q water, except the albumin standards, which 

were prepared daily in the calibrator diluent.  As previously described,  the calibrator 

diluent (500 mL, pH 6.0) was composed of 2.7 g KH2PO4, 1.18 g K2HPO4.3H2O, 4.5 g 

NaCl, 0.5 g EDTA disodium salt, and 50 mg human IgG [14]. 

The carrier buffer (pH 7.4 ± 0.20) used in the SIA system was prepared from the 

previous method with a slight modification [14].  Briefly, 1-L of the buffer solution was 

prepared by dissolving 11.1 g MOPS free acid, 12.0 g NaCl, 1.0 g EDTA disodium salt, 

and 100 mL of 2-propanol in Milli–Q water, and the pH was adjusted to 7.4 ± 0.20 with 1 

M NaOH.  The buffer solution was filtered with a 0.45 micron cellulose acetate membrane 
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(Sartorius, Germany) and kept at 4°C with tight sealing to prevent 2-propanol evaporation. 

The carrier buffer was degassed for 5 min to remove air bubbles before use. 

Unless otherwise stated, the AB 580 working solution for the SIA system was 

prepared by mixing the purchased AB 580 solution with the carrier buffer in a 1:25 ratio.  

The AB 580 working solution was stored in an amber bottle for light protection throughout 

the experiments. 

 

2.2 Apparatus  

The SIA system consisted of a syringe pump (Cavro XL 3000, Cavro Scientific 

Instruments Inc., USA) equipped with a 2.5 mL syringe, a six port selection valve (Cavro 

Smart Valve, Cavro Scientific Instruments Inc., USA), and a fluorescence detector (RF-

10AX Shimadzu, Japan).  The system components were arranged as shown schematically 

in Figure 1.  Fluorescent peak heights were recorded and quantified using Class-LC 10 

software from Shimadzu.  All tubing used to connect the different components of the flow 

system was PTFE with 0.8 mm i.d. (Cole-Parmer Instrument Company, USA). 

A UV-VIS spectrophotometer (Evolution 600, Thermo Scientific, USA) was used 

for the immunoturbidimetric method. 

 

2.3 Sequential injection procedure 

The operating sequence of the SIA system for the analysis of albumin is listed in 

Table 1.  The analytical cycle started with the aspiration of carrier buffer into the syringe.  

Next, the AB 580 working solution and the standard/sample solution were aspirated into 

the holding coil in which the fluorescent product was generated.  The flow was then 

reversed, and the mixture was propelled through the fluorescent detector.  Each point of the 

analytical plot represents the average peak height for four successive injections. 

 

2.4 Sample preparation and analysis 

Unidentified urine samples were collected from diabetes patients at the King 

Chulalongkorn Memorial Hospital.  The samples were centrifuged at 3,000 rpm for 10 min, 

and the supernatant was then analyzed with the SIA system.  The supernatant urine samples 

were aspirated to the SIA system for analysis of the albumin content.  Four consecutive 

runs were carried out on each sample, and the results are expressed in mg L-1 ± SD.  The 

analytical results were compared with those obtained by the immunoturbidimetric method.  
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Since urine samples can generate fluorescent signals by themselves, the sample blank peak 

height was also quantified.  The fluorescent signals of the urine sample was measured and 

subtracted from those of the urine-dye mixture.  

 

2.5 Immunoturbidimetric method 

The proposed method was validated for accuracy by comparison to the 

immunoturbidimetric method using the commercial microalbumin kit from Randox 

Laboratories.  A UV-VIS spectrophotometer set at 340 nm was used according to the 

manufacturer’s instructions with slight modification.  First, 0.5 mL of reagent buffer was 

mixed well with 0.05 mL of the sample/standard, and the initial absorbance (A1) was 

measured against water.  Subsequently, 0.05 mL of the antibody solution was added.  After 

mixing well, the solution was incubated at room temperature for 30 minutes.  The solution 

was mixed again, and then the final absorbance (A2) of each solution was measured.  The 

unknown concentrations of the samples were interpreted from the semi-log standard curve, 

which was plotted between the albumin concentrations and the change in absorbance (A2-

A1) using the microalbumin calibration series supplied with the kit.  The quality control of 

the assay was performed using the two levels of control samples provided with the kit.  

Agreement between the results obtained by the SIA and immunoturbidimetric method was 

evaluated by Pearson analysis using the SPSS 11.5 program, in which the p values < 0.05 

were considered significant. 

 

3. Results and discussion 

3.1 Optimum ratio for preparation of AB 580 working solution 

The optimum ratio between the purchased AB 580 solution (here, reagent A) and 

the carrier buffer (here, reagent B) for preparation of the AB 580 working solution was 

investigated at the ratios of 1:10, 1:25, and 1:50.  The aspiration volumes were 25 µL and 

75 µL for the 25 mg L-1 albumin and AB 580 working solution, respectively, in the SIA 

system.  It was observed that the ratio of 1:10 gave the highest sensitivity, whereas the 

signals were decreased about 10% for the ratios of 1:25 and 1:50 (data not shown).  This 

result is different from that obtained by the previous cuvette-based method, in which the 

ratio of 1:50 was used for the preparation of the working solution [14].  The cause of this 

differing result can be explained by the diffusion of analytes and reagents that occurs 

during flow to the detector, due to the nature of the flow-based method, which is different 
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from the batch-based system.  Although the ratio of 1:10 gave the highest signal, it was 

disregarded because of the relatively large amount of AB 580 dye that was consumed at 

this ratio.  To clarify the optimum ratio between 1:25 and 1:50, the calibration curves 

obtained from both ratios were compared as shown in Figure 2.  These calibration curves 

indicated that using a more diluted dye reagent yielded a narrower calibration range.  In 

addition, the dilution of the AB 580 working solution affected the sensitivity of the assay, 

especially in cases of a high albumin concentration.  For example, the sensitivity at both 

ratios were similar for albumin concentrations less than 10 mg L-1, but the sensitivity for 

the 1:50 ratio was lower than that of the 1:25 ratio for 200 mg L-1 albumin.  Therefore, the 

ratio of 1:25 was selected as a compromise between sensitivity and the cost of AB 580 for 

preparation of the working dye solution for all subsequent experiments. 

For the AB 580 working solution at a 1:25 ratio, excellent signal stability for at 

least 8 h was obtained.  The remaining fluorescent signal for 100 mg L-1 albumin was 

obtained at 102.5% and 92.4% after 6 h and 8 h, respectively (data not shown).  

 

3.2 Influence of sample volume 

The influence of sample volume for the 25 mg L-1 albumin in the SIA operating 

sequence was studied over the range 25–150 µL.  The volume for the AB 580 working 

solution was set at 50 µL.  The relationship between the fluorescent peak height and the 

sample volume is shown in Figure 3.  It was observed that the fluorescent signals increased 

with increasing sample volume.  However, increasing the sample volume above 100 µL did 

not significantly affect the emission intensity.  This result indicated that the albumin 

content was in excess to the AB dye at the sample volumes higher than 100 µL.  Therefore, 

the sample volume of 100 µL was chosen for further experiments. 

 

3.3 Influence of AB 580 working solution volume 

To investigate whether the volume of the AB 580 working solution at 50 µL was 

sufficient to react with a fixed sample volume of 100 µL, the influence of the working dye 

solution volume on the fluorescent signals was studied over the range 25-350 µL.  In the 

preliminary experiment, the simple operation sequence (Figure 4A, top) was performed by 

aspirating the working dye solution and the sample sequentially, before dispensing the 

mixture through the fluorescent detector.  Two levels of albumin standards were 

investigated, 25 and 100 mg L-1. 
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The results shown in Figure 4B (solid line) demonstrated that increasing the 

volume of the dye reagent could improve the sensitivity of the assay.  Clearly, a plateau 

signal was observed when the dye and 25 mg L-1 albumin were injected in a proportion 

volume of 100:100 µL.  This ratio enhanced the fluorescent signal approximately 22% 

when compared to those obtained from a ratio of 50:100 µL.  A similar curve pattern was 

observed for the injection of 100 mg L-1 albumin (Figure 4C, solid line).  

Furthermore, we also investigated whether the additional volume of the AB 580 

working solution could improve the sensitivity of the current procedure.  Using the 

operation sequence shown in Figure 4A (bottom), we found that an additional step of 

aspirating an extra 50 µL volume of the AB 580 working solution, in which the total 

volume of the AB 580 working solution was 150 µL, could raise the sensitivity 

considerably (Figure 4B, dashed line).  The sensitivity was increased approximately 43% 

when compared to the original sequence.  An additional volume of the AB 580 working 

solution higher than 50 µL was unable to improve the sensitivity of the assay.   

However, the results were different from that obtained by aspirating 100 mg L-1 

albumin.  As shown in Figure 4C (dash line), the results implied that the injection of a 

higher dye reagent volume lead to better sensitivity of the assay, and the plateau curve was 

found at 200 µL of the working dye reagent.  However, we noticed that using the working 

dye reagent for total volume of 200 µL, the sensitivity was increased only 20% when 

compare to that of 150 µL.  

Therefore, the operation sequence of aspirating the AB 580 working solution (100 

µL), sample (100 µL), and AB 580 working solution (50 µL) was selected as a compromise 

between sensitivity and consumption of the AB 580 working solution.  This formula was 

used for all subsequent experiments. 

 

3.4 Carrier buffer and flow rate optimization 

Several volumes of carrier buffer were studied over the range 600-1400 µL at 

intervals of 200 µL.  The carrier buffer volumes less than 1200 µL were not sufficient to 

propel all of the chemical reaction mixture to the detector, and the baseline shift was 

clearly observed.  Another factor affecting the peak shape was the dispensing flow rate to 

the detector. When a slower flow rate was used, broader peaks were obtained.  In this 

study, the optimum carrier buffer volume was found to be 1200 µL with a dispensing flow 

rate at 25 µL/s.  Under these conditions, the sampling frequency was 37 h-1 (data not 
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shown).  Recently, Kanchana et al. [21] proposed a spectrophotometric SIA system for the 

determination of urinary protein. Similar to our method, the main purpose of their system 

was for screening in diabetic patients.  However, because their system was designed for the 

detection of both glucose and urinary protein, this led to a sample frequency of the 

spectrophotometric SIA system that was only 6 h-1, which was significantly less than our 

SIA system. 

 

3.5 Calibration curve and limit of detection 

The fluorescent peak height of the albumin standards and a typical calibration 

curve are shown in Figure 5.  The calibration curve obeyed the mass action law, in which 

the linear range was obtained only at the low concentration from 1-25 mg L-1 (r2= 0.998).  

It should be noted that this linear range was sufficiently below the range for the cut-off 

limit of microalbuminuria at 15–40 mg L-1 albumin [22].  In this study, the assay range was 

well displayed in the range of 1 to 200 mg L-1 (Fig. 6).  The equation derived from the 

calibration curve was y = ax/(1+bx), where y represented the relative fluorescence signals 

and x represented the concentration of albumin (mg L-1), while a and b were obtained from 

fit parameters of the standard curve.  The detection limit (LOD) was calculated from ten 

replicate assays of the blank sample.  In this work, we used the calibrator diluent as the 

blank sample.  Based on the S/N = 3, the detection limit obtained for albumin was 0.3 mg 

L-1.  For the early detection of microalbuminuria, a detection limit of 1 mg L-1 is desirable.  

Therefore, our SIA system is very promising for microalbumin assays, especially in the 

early stages.  Our SIA system was slightly more sensitive than the method described 

previously that was based on a centrifugal automatic analyzer using a AB 580 fluorescence 

assay, in which the detection limit was 0.4 mg L-1 [16].  

 

3.6 Precision and reproducibility 

The statistical analysis of the reproducibility study was calculated from the 

calibration curves performed on four different days.  The method exhibited a good 

reproducibility, as assessed by intra-run CVs (2.3-3.3%) and inter-run CVs (3.8%).  For the 

measurement of albumin with low (15 mg L-1) and high concentrations (100 mg L-1), 

excellent precision was observed with relative standard deviations of 0.9% and 1.1%, 

respectively (n=15). 
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3.7 Interferences 

In the paper of Kessler, various substances that normally coexist in urine samples 

were investigated for their interferences, including common drugs, vitamins, proteins and 

urine metabolites.  The results revealed that none of the tested substances significantly 

interfered [16].  Therefore, we believe that the AB 580 SIA systems, based on the same 

dye-binding principle as in the previous report, have a high selectivity to albumin.  

However, a few substances were tested to assure the specificity.  As shown in Table 2, the 

results demonstrated that the interferences from proteins (transferrin, IgG, pepsin), drugs 

(acetylsalicylic acid, indomethacin, aminocetaphen), and glucose were acceptable with 

recoveries between 97.3-102.7%.  Hemoglobin concentrations of 200 mg L-1 slightly 

decreased the fluorescent signals with a recovery of 91.8%. However, the hemoglobin 

concentration at 10 mg L-1 did not interact substantially with AB 580, which is in good 

agreement with the previous report [16].  Bilirubin was also tested because the bilirubin 

conjugated form may be found in pathogenic urine samples.  Cleary, bilirubin 

concentrations at 80 mg L-1 or 10 mg L-1 were found to inhibit the assay signal, for which 

the recovery signals were 84.9% and 92.4%, respectively.  This could be explained by the 

possible competitive binding between the bilirubin and albumin to the dye [23].  However, 

since bilirubin is usually absent in normal urine, this interference could be disregarded [24]. 

 

3.8 Method comparison 

To evaluate the applicability of the proposed method for real sample analysis, 72 

urine samples from diabetic patients were subjected to the SIA system along with albumin 

standards.  The albumin concentrations were calculated from the calibration equations.  

The analytical results were compared with those obtained from different techniques, such 

as the immunological method.  We compared the SIA system results to the 

immunoturbidimetric method, which is widely used in most laboratories.  The results 

demonstrated that our proposed AB 580 SIA system is highly correlated with the 

immunoturbidimetric method (r2= 0.965, n = 72).  The equation for the regression analysis 

was y = 1.037 (±0.039)x + 4.34 (±0.324).  For two methods with the ideal high correlation, 

the y-intercept and the slope should be close to 0 and 1.0, respectively.  However, in this 

work, different standards/calibrators were used in the two methods, i.e., the 

immunoturbidimetric method used the calibrators from the kit supplied.  However, our SIA 

system used the standards prepared in our laboratory from the commercial human serum 

albumin.  Therefore, the y-intercept was significantly different from 0 at 4.34, and the slope 
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obtained was 1.037, which was slightly different from 1.0.  For 70 degrees of freedom at 

the 95% confidence interval (alpha = 0.05), the critical t-value (t0.025, 70) was ±1.994.  The 

statistical analysis revealed that the t-value of both methods was 43.705, which was 

significantly higher than the 95% confidence interval.  Therefore, it could be summarized 

that the AB 580 SIA system and the immunoturbidimetric method were well correlated (p-

value <0.05).  The scatter-plot of the results obtained by both methods is shown in Figure 

7.  

 

4. Conclusion 

The proposed SIA system was very efficient for the simple and rapid analysis of 

microalbuminuria.  Utilizing the SIA system combination with the AB 580 fluorescent dye-

binding technique, the method displayed good reproducibility and high sensitivity and 

specificity.  Since no antibodies were required and less reagent was consumed, the cost of 

the assay was much lower, which is in high demand for the routine analysis of 

microalbuminuria in diabetic patients.  The calibration range obtained from this work, 1-

200 mg L-1 albumin, covered the entire range of both normal urine and microalbuminuria.  

This system has been applied for the determination of microalbuminuria in real samples 

with satisfactory results.  The AB 580 SIA is very promising for use instead of an 

immunoassay, or it can be an alternative method for the assessment of early diabetic 

nephropathy.  Furthermore, the SIA system has the potential to be equipped with a small 

detector based on the fiber optic fluorometer, which would be fully portable and very 

beneficial for in-field analysis. 
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Table legends 

Table 1. Operation sequence of the SIA system for the determination of urinary albumin. 

 

Table 2. Effects of the tested interferences on the urinary albumin assay using the AB 580 

SIA system. 

 

Figure legends 

Figure 1. Configuration of the AB 580 SIA system. The syringe pump was used for 

delivering the carrier buffer; 6-SV (six-port selection valve); position 1 on the 6-SV was 

connected to the AB 580 working solution, position 2 was connected to samples/standards, 

position 3 to reagent B, 5 to the fluorescent detector, and 6 to the waste. 

 

Figure 2. The effect of the ratio of reagent A and reagent B for the preparation of the AB 

580 working solution on the sensitivity and calibration range. Reagent A and reagent B 

ratios of 1:25 ( ) and 1:50 ( ). 

 

Figure 3. The relationship between the average fluorescent peak height and the sample 

volume aspirated to the SIA system. 

 

Figure 4. (A) Aspiration sequences of the AB 580 working solution and sample. The 

influence of the AB 580 working solution volume aspirated to the system and reacted with 

25 mg L-1 albumin (B) or 100 mg L-1 albumin (C).  The aspiration sequence for figure 4A 

top (solid line) and figure 4A bottom (dashed line). 

 

Figure 5.  Typical fluorescent signals for the microalbumin assay using the AB 580 SIA 

system. The fluorescent peak height is shown for four injections for each concentration.   

 

Figure 6.  Non-linear calibration curve for the determination of microalbuminuria 

measured by the AB 580 SIA system. The equation derived from the calibration curve was 

y =  1.5802(x) / [1+ (0.0111)x]. 

 

Figure 7. The AB 580 SIA system and the immunoturbidimetric method were compared 

for the determination of albumin in urine.  The regression analysis gives y = 1.037 

(±0.039)x + 4.34 (±0.324) ; n = 72, r2 = 0.965. 
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Table 1. 

 

Step Operation 
Valve of 

pump 

Port of selection 

valve 

Volume 

(µL) 

Flow rate 

(µL/s) 

1 

 

Aspirate carrier buffer to 

syringe pump 
in - 1200 200 

2 
Aspirate AB 580 working 

solution to holding coil 
out 1 100 100 

3 
Aspirate standard/sample to 

holding coil 
out 2 100 100 

4 
Aspirate AB 580 working 

solution to holding coil 
out 1 50 50 

5 
Dispense mixture to 

fluorescent detector 
out 5 1450 25 

 

Table 2. 

 

 

 

 

 

 

 

Added interferences Added concentration 
(mg L-1) % Recovery 

None - 100 

Transferrin 100 97.3 
2-ketobutyric acid 1 97 
IgG 1000 102.7 
Acetylsalicylic acid 100 100.0 
Ibuprofen 1000 94.7 
Indomethacin 100 102.7 
Acetaminophen 0.59 97.3 
Pepsin 590 97.3 
Glucose 20000 100.0 
Hemoglobin 200 91.8 
 10 96.4 
Bilirubin 80 84.9 
 10 92.4 
Ascorbic acid 100 95.8 
NaCl 10000 96.6 
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Figure 1. 

 
Figure 2. 
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Figure 3. 

 

 
 

Figure 4A. 
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Figure 4B. 

 

 
Figure 4C. 
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Figure 5. 

 

 
Figure 6. 
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Figure 7. 

 

 
 

 

 

 


