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บทคัอยอ 
 

ไดมีรายงานวาการติดเชื้ออักเสบและพยาธิสภาพของมะเร็งบางชนิดมีความสัมพันธแบบมีนัยสําคัญกับการเพ่ิมปริมาณ

ความเขมขนของไกลโคโปรตีน YKL-40 ในซีรั่ม งานวิจัยนี้รายงานเก่ียวกับการสรางและการศึกษาคุณลักษณะเฉพาะ

ของ capacitive immunosensing setup ที่จําเพาะตอโปรตีน YKL-40 โดยทําการตรึง anti-YKL-40 polyclonal 

antibodies ที่ผลิตในหองปฏิบัติการนี้บนผิวหนาของอิเลคโทรดทองคํา โดยทําการตรวจวัดดวยอิมมูโนเซนเซอรท่ี

เตรยีมไดโดยตอเขากับระบบ flow injection ท่ีทําการตรวจวัดการเปลี่ยนแปลงของคา capacitance ที่เกิดขึ้นจาก

การจับอยางจําเพาะระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี โดยเทคนิคท่ีไดพัฒนาขึ้นให linear range ในชวงกวางคือ 0.1 

µg/L to 1 mg/L โดยใหคา correlation coefficients (R2) มากกวา 0.99 และใหความไวในการวัดสูงคือ 

(12.28±0.27 nF/cm2/decade ของความความเขมขนที่เปลี่ยนแปลง) นอกจากนี้คา limit of detection 

limit ท่ีไดมีคาต่าํกวาคาที่วัดไดจากวิธ ี ELISA assay ดังนั้นเทคนิค immunosensing ที่พัฒนาข้ึนนาจะมี

ความเหมาะสมในการตรวจหาปริมาณโปรตีน YKL-40 จากตัวอยางคลินิคจริง 
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ABSTRACT 

 

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

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

research reports the construction and characterization of capacitive immunosensing setup 

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

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

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

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

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

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

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

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

detection from real clinical samples. 
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บทที่  1 

บทนํา 
1.1. ความสําคัญและที่มาของปญหาการวิจัย 

 

โปรตนี YKL-40 (HCgp-39 หรือ chitinase 3-like protein 1) เปนไกลโคโปรตนีที่พบในซีรมัของสัตวเลี้ยงลูก

ดวยนม โปรตีนนี้ประกอบดวยสายโพลีเพปไทดสายเดียวมีจาํนวนกรดอะมิโนทัง้หมด 383 ตัว มีคุณสมบัติเปนเล

คตินสามารถจับกับน้ําตาลไคโตแซคคารไรด โดยชื่อโปรตีน YKL-40 มีที่มาจากลําดบัของกรดอะมิโนทีป่ลายดาน

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

1993; Johansen et a., 1992) รายงานการศกึษาครั้งแรกพบโปรตนีนี้ในน้าํนมของวัวเพศเมียที่ไมไดตั้งครรภ 

(Rejman and Hurley, 1988; Hakala et al., 1993) และตอมาพบโปรตีนนี้ถูกสรางในเซลลมนุษยหลายชนิด 

ไดแก synovial cells (Nyirkos & Golds, 1990) ใน osteosarcoma cell line (Johansen et a., 1992) ใน 

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

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

พบวายนี YKL-40 สังเคราะหโปรตีนที่มีโครงสรางคลายกับโปรตีน chitotriosidase (Fusetti et al., 2002) 

และโปรตนีอ่ืน ๆ ในกลุมของ chitinase-like proteins เชน YKL-39 (Hu et al, 1996) โปรตีน Ym1 (Chang 

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

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

protein (Kzhyshkowska et al., 2006) โปรตนีทั้งหมดทีก่ลาวมานี้จัดอยูในแฟมิล ี 18 ไกลโคซิลไฮโดรเลส 

เชนเดยีวกับโปรตีนไคติเนสที่พบแบคทีเรียและพชืบางชนิด ตอมาไดมีการศกึษาโครงสรางสามมิติของโปรตนี 

YKL-40 เปนครั้งแรกโดย Daan van Aalten และคณะ โครงสรางของ YKL-40 ประกอบดวยโดเมนเดียวที่

เรยีกวา (α/β)8 TIM  barrel มีลักษณะเหมือนกับโดเมนเรงปฏิกิริยาของโปรตีนแฟมิลี-18ไคติเนสหลาย ๆ ชนิด 

(Fusetti et al., 2002) โปรตนีไคติเนสเรงปฏิกิริยาการสลายพันธะ บีตา-1,4-ไกลโคซิดิก ที่เชื่อมหนวยน้ําตาล 

N-acetylglucosamine ของสายไคตนิและไคโตโอลโิกแซคคารไรดเขาดวยกัน โดเมนเรงปฏกิิรยิาของโปรตีนไค

ติเนสมีกรดอะมิโนวงแหวนหลายตัวที่ทําหนาที่จบักับสบัสเตรท และมีสวนที่ conserve มีลําดับกรดอะมิโนเปน 

DXXDXDXE ที่ปลายสายบีตาที่ 4 ของ TIM barrel และกรดอะมิโน glutamic acid ตัวสุดทายของ motif นี้ทํา

หนาที่เปนหมูใหโปรตอนและเปนกรดอะมิโนเรงปฏิกิริยาตัดพนัธะไกลโคซิดิกของสายสบัเสตรท สวนโปรตีน 

YKL-40 ไมมีคุณสมบัติเปนโปรตีน ถึงแมวาโปรตีน YKL-40 จะมีกรดอะมิโนวงแหวนภายในรองที่คลายบริเวณเรง

ที่ใชจับสายไคโตโอลโิกแซคคารไรดไดแตเกิดการเรงปฏิกิริยาตดัพันธะไกลโคซิดิกไมไดเนื่องจากกรดอะมิโนเรง

ปฏิกิริยา Glu315 และกรดอะมิโน Asp313 ที่ทําหนาที่ยึด transition state  ที่พบในโครงสรางของโปรตนีไค

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

แทนที่ดวย Leu140 และ Ala138 ในโครงสรางของ YKL-140 ดังแสดงในรูปที่ 1.1  
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รูปที่ 1.1 โครงสราง cartoon ของโปรตนี YKL-40 ที่ประกอบดวย TIM barrel  

ตําแหนง Ala138 และ Leu140แทนที่กรดอะมิโน Glu และ Asp ที่สําคัญในการเรงปฏิกิริยาของโปรตนีไคติเนส 

(โปรแกรมแสดงภาพ Pymol โครงสรางที่ใชแสดงโปรตีน YKL-40 จาก pdb code: 1HJV) 

 

แมวายังไมมีการศึกษาบทบาทของโปรตีน YKL-40 ภายในเซลลอยางแนชัดแตไดมีผลการวิจัยอยางนอย 100 ชิ้น 

ที่บงชีว้าโปรตีน YKL-40 มีความสัมพันธโดยตรงกับพยาธิสภาพของโรคที่เก่ียวของกับการอักเสบโดยการทํางาน

ของโปรตนีนาจะเกิดผานการกระตุนภูมิคุมกันของรางกายในลักษณะ T-cell mediated autoimmune 

response โรคที่เก่ียวของไดแก rheumatoid arthritis โรค liver fibrosis และ ashtma 

 

งานวิจยัในชวงหลัง ๆ พบวาระดับของโปรตีน YKL-40 มีสวนบงชี้พยาธิสภาพของโรคมะเรง็ชนิด solid tumors 

ของอวัยวะตาง ๆ โดยเฉพาะมะเร็งสมองชนิด glioblastoma มะเร็งเตานม มะเร็งปอด มะเรง็ตับ มะเร็งตอม

ลูกหมาก มะเรง็ลําใสใหญ มะเรง็รงัไข มะเร็งมด มะเร็งไต และมะเร็งผิวหนัง ผลการวิจัยที่ตีพิมพในวารสาร

นานาชาติหลายชิน้ระบุวาผูปวยมะเร็งชนิดดังกลาวจะผลติโปรตนี YKL-40 ออกมาในกระแสเลือดใสปริมาณมาก

ผิดปกติเม่ือเทียบกับคนปกติ ในระดับสูงกวา 60 ng/mL  และระดับของโปรตีนจะสูงสุดในผูปวยมะเรง็ที่อยูใน

ระยะลุกลาม หรือในผูปวยที่มี prognosis ต่ํา (Johansen et al., 2008) ตัวอยางรายงานของ Qin et al ใน

วารสาร Int J Cancer ป พ.ศ. 2007 ระบวุาการคัดกรองมะเร็งเตานมของผูหญิงจํานวน 118 คน ที่มีอายุตั้งแต 

17-95 ป พบจํานวน 61 คน ใหผลปกติ จาํนวน 10 ใหผล precancer และอีก 47 คน ใหผล cancer ผลการ

ตรวจพบระดับโปรตนี YKL-40 ในสวนของ nipple aspirate fluid ของกลุม precancer และ cancer สูงกวา

กลุมปกติเกือบทั้งหมด (Qin et al., 2007) 
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งานวิจยัอีกชิ้นหนึ่งของ Bergmann และคณะ (Bergmann et al., 2005) พบวาโปรตนี YKL-40 นาจะทําหนาที่

เปน growth factor หรือ differentiation factor ที่กระตุนการเจริญเติบโตและการเพ่ิมจํานวนของเซลล หรือ

เปน anti-apoptotic factor ที่ยับย้ังเซลลไมใหเขาสูสภาวะ apoptosis จากผลการวัดระดับโปรตนี YKL-40 ใน

ซีรัมโดยวิธี ELISA ในผูปวยมะเรง็เม็ดเลือดขาวชนิด acute myeloid leukemia (AML) จํานวน 77 ราย พบวา

ผูปวย 55% มีระดับของ YKL-40 สูงผิดปกติ ผลการติดตามการรกัษาพบวาผูปวยกลุมที่มีระดับโปรตนีสูงมีอัตรา

การตายหลังการรักษาครั้งแรกในระยะ 12 เดือน (12 months survival) สูงกวาผูปวยที่มีระดับ YKL-40 ต่ํา 

นอกจากนี้ยังพบวาผูปวยที่มีระดับโปรตนี YKL-40 สูงมีโอกาสการติดเชื้ออักเสบที่ปอดสูงอีกดวย ในการศึกษา

ผูปวยมะเรง็ชนิดอื่น ๆ ใหผลสอดคลองกัน ผลการศึกษาทาง immunohistochemistry ในผูปวย high-grade 

neck cancer (Roslind et al., 2008) และมะเรง็รงัไข (Yang et al., 2009) พบผลการยอมติดสีโปรตนี YKL-

40 ในเซลลมะเรง็ดังแสดงในรปูที่ 1.2  

 
 

รูปที่ 1.2 การวิเคราะหทาง immunohistochemistry ของเนื้อเย่ือที่ทํา paraffin section  

เซลลที่ยอมติดสีน้าํตาลแสดงผลบวกของแอนติบอดีกับโปรตีน YKL-40: A. มะเร็งคอ; B. มะเร็งรังไข 

 

ผลการศึกษาอื่น ๆ เชนในมะเร็งมดลูกชนิด endometrial cancer ใหผลเหมือนกับการศึกษาอื่น ๆ โดยพบ

ระดับของโปรตนี YKL-40 สูงกวา 61 ng/mL เทียบกับคนปกติ และระดับของโปรตีนมีความสัมพนัธอยางมี

นัยสําคัญกับระดับของโปรตีนบงชี้ CA-125 ดังแสดงในรปูที่ 1.3 (Diefenbach et al., 2007)  
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รูปที่ 1.3 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางระดับโปรตนี YKL-40 และระดบัโปรตีนบงชี้ CA-125 ในผูปวยมะเรง็

ชนิด endometrial cancer (Diefenbach et al., 2007) 

 

จากการรวบรวมขอมูลจากผลการวิจัยหลาย ๆ ชิน้พบวา ระดับของโปรตนี YKL-40 ในผูปวยมะเร็งมี

ความสัมพันธโดยตรงกับระยะการดําเนินของโรค โดยระดบัของโปรตนีจะสงูสุดในมะเรง็ระยะลุกลามและในกลุม

ของผูปวยที่มี poor prognosis ซึ่งบงบอกถึงอัตราการรอดชีวิตต่ํา และไดมีการนาํเสนอวาอาจใช โปรตนี YKL-

40 เปนโปรตีนบงชี้ภาวะ prognosis ของมะเร็งในกลุม solid tumor โดยเฉพาะมะเร็งรังไข (Yang et al., 

2009) 

 

งานวิจยัที่ผานมาไดทําการตรวจหาระดับของโปรตนีในซีรัมของผูปวยโดยใชเทคนิคทาง enzyme-linked 

immunosorbent assay บางรายงานแสดงการตรวจหาการแสดงออกของ mRNA ของ YKL-40 ของเนื้อเยื่อ

โดยวิธ ี In Situ Hybridization และ Polymerase Chain Reaction หรือการทํา immunohistochemistry 

แตเทคนิคดังกลาวมีความยุงยาก ตองอาศัยความเชี่ยวชาญ อาศัยเวลาเปนอาทิตยหรือเปนเดอืนในการทราบผล

เนื่องจากตองทําในหองปฏบิัติการและอุปกรณมีราคาแพงจึงเสยีคาใชจายสูง ในงานวิจัยนีน้ําเสนอการพฒันา

เทคนิค immuno based sensor เพื่อตรวจวัดปริมาณโปรตีนบงชี้ YKL-40  เพื่อชวยในการตรวจวิฉัยมะเรง็และ

ภาวะ prognosis ของผูปวย โดยหลักการแลวเทคนิคการตรวจวัดโดย immunosensor ไดมีการพัฒนาให

เหมาะสมกับการตรวจวัดปริมาณโปรตีนบงชี้โรคมะเร็งหรือ cancer marker เพ่ือคัดกรองหามะเรง็ระยะเร่ิมแรก

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

40 โดยแอนติบอดีจะถูกตรึงอยูบนผิวของ working electrode ที่เชื่อมอยูกับ counter electrode และเมื่อ

แอนติบอดีจับกับแอนติเจนคือ YKL-40 จะทําใหการเปลี่ยนแปลงความเขมขนของตัว free analyte ที่สามารถ

ตรวจวัดไดภายใตสนามความตางศกัยไฟฟาที่คาใด ๆ (Daniels & Pourmand, 2007) 
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รูปที่ 1.4 หลักการตรวจวัดหาปริมาณโปรตนี YKL-40 โดยเทคนิค immunosensor 

 

ขอดีของการตรวจวัดทาง immnosensor คือเปนเทคนิคที่มีความไวและแมนยําในการตรวจวดัหาปริมาณสารใน

ชวงกวางตั้งแตความเขมขนนอยมาก ๆ ระดับ nanomolar ถึงระดับสูงมาก ๆ  millimolar ซึ่งเปนชวงความ

เขมขนที่ตองการตรวจวัดสารในซรีมั เทคนิคมีมีความจําเพาะสูงเนื่องจากใชหลักการตรวจจับแบบจําเพาะ

ระหวาง specific antibody และสามารถพัฒนาใหผูปวยตรวจวัดเองไดในทุกสถานที่ ทุกเวลา โดยไมตองอาศัย

ความเชี่ยวชาญใด ๆ เสียคาใชจายนอย สามารถตรวจวัดและทราบผลทันทีโดยไมตองคอยผลจากหองปฏิบัติการ 

(Limbut et al., 2006; Hedstroem et al., 2005; Hu et al., 2000) เนื่องจากมะเรง็เปนโรครายที่การดําเนนิ

ของโรคที่เร็ว ประชากรเสียชีวิตสูงสวนหนึ่งมาจากจากการตรวจวินิจฉัยและการวางแผนรักษาที่ลาชา ดังนั้น 

immunosensor จึงเปนวิธีที่เหมาะสมอยางมากในการพัฒนาเปนเคร่ืองมือตัววัดโปรตนีบงชี้ระยะและการ

กลับมาของโรคมะเร็งที่ตองการทราบผลทันที ทําใหการตรวจวินิจฉัยและการรักษาทําไดรวดเร็ว ทําใหลดอัตรา

การเสียชีวิตจากโรคมะเร็งของผูปวยได 

 

1.2.วัตถุประสงคของการวิจัย 

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

2. เพื่อทําบริสุทธ์ิและการเตรียม antibody ที่จําเพาะกับโปรตนี YKL-40 

3. เพื่อพัฒนาอุปกรณ immunosensor ที่จําเพาะและไวตอการตรวจวัดปริมาณโปรตนีบงชี้โรคมะเร็ง 

YKL-40 
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1.3.ขอบเขตของการวิจัย 

งานวิจยันี้มีขอบเขตเริ่มที่การออกแบบไพรเมอรที่จําเพาะตอยนี human YKL-40 ขั้นตอนนี้ทําโดยอาศัยขอมูล

จาก human genome project ที่มีอยูในฐานขอมูลของ NCBI หลังจากนั้นจะทาํการสังเคราะหยีนและโคลนยีน

โดยเทคนิคทาง PCR ตอจากนัน้ทําการวิเคราะหนิวคลีไทดเพ่ือตรวจสอบความสมบูรณของยีนที่ได การทดลองใน

ขั้นตอนตอมาคือการโคลนยีนและการศกึษาการแสดงออกของยีน YKL-40 ใน E. coli และใน cancer cell line 

ชนิดตาง ๆ ตอจากนั้นทาํการผลิตรคีอมบิแนนทโปรตนีและการทําบรสุิทธ์ิโดยวิธีทางโครมาโตรกราฟฟแบบตาง 

ๆ หลังจากนัน้ทําการเตรยีม monoclonal antibody ที่จําเพาะตอโปรตีน YKL-40 ขั้นตอนตอมาทาํการ

ตรวจหาระดับการแสดงออกของโปรตีนรวมกบัโปรตนีชนิดอ่ืน ๆ ใน cancer cell lines ตาง ๆ โดยวิธีทาง 

immunoprecipitation และ immunocytochemistry และขั้นตอนสุดทายนาํ polyclonal antibody ที่

จําเพาะตอโปรตีน YKL-40 มาใชในการเตรียมอุปกรณตรวจวดั immuno sensor แลวตรวจสอบระดับความ

แมนยําและความจําเพาะตอโปรตีน YKL-40 ของอุปกรณที่พัฒนาขึ้นโดยใชหลักการจับแบบจาํเพาะ  

 

1.4.ประโยชนที่ไดรับจากการวจิัย 

 

งานวิจยันี้ตองการพฒันาเทคนิค immunosensor เพ่ือตรวจวัดระดับของโปรตนีบงชี้มะเรง็ระยะลุกลามและ

ทํานายสภาวะ prognosis และการกลับมาของมะเร็งหลังการรักษามะเรง็ งานวิจัยนี้ยังไมมผูีใดดําเนินการมา

กอน ดังนั้นผลงานวิจัยทีไ่ดถือเปนองคความรูใหม เทคนิคที่ตองการพัฒนามีเปาหมายชัดเจนและใหผลกระทบตอ

วงการแพทยและคุณภาพของประชากรไทยสูง โดยผลสําเร็จทีค่าดวาจะไดรับหลงัจากเสร็จสิน้โครงการคือ 

1. การตพีิมพในวารสารนานาชาตทิีมี impact factor สูง (ตั้งแต 2.0-10.0) อยางนอย 1 เรื่อง 

2. การนําเสนอผลงานวิจัยในที่ประชุมระดบัชาติหรือระดับนานาชาติ 2 ครั้ง 

3. การผลิตนักวิจัยรุนเยาวที่มีความเชี่ยวชาญเฉพาะทาง 1 คน 

4. การทดลองในระดบัปฏิบติัการเทคนิค immune sensor เพื่อการพัฒนาในเชิงพาณชิยในอนาคตตอไป 

 

หนวยงานที่จะนําผลการวิจัยไปใชประโยชนคือ 

1. มหาวิทยาลยัเทคโนโลยีสุรนาร ี

2. สถาบนัวิจัยทางการแพทยทั้งในและตางประเทศ 

3. สถาบนัมะเรง็แหงชาตทิั้งในและตางประเทศ 
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บทที่  2 

วิธีดําเนินการวิจัย 
2.1. การโคลนยีน human CHI3L1 ที่ผลิต YKL-40 

1. ทําการโคลนยีน CHI3L1 gene ที่ผลิตโปรตีน human YKL-40 โดยการคนหาลําดบัของยีนจากฐานขอมลู 

GenBank database (Genbank accession number NM_001276.2)  

2. ทําการออกแบบไพรเมอรที่มีลําดับนิวคลโีอไทดที่มี SacI restriction site ที่ forward primer และ XhoI 

restriction site ที่ reverse primer ดังขางลาง  

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

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

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

Corporation, USA) เปน DNA ตนแบบ โดยใช PCR condition ดังขางลาง 

Denaturation at 97ºC, 30 sec 

Annealing at 60ºC, 1 min 

Extension at 72ºC, 1 min 

Final extension cycle, 4 min 

โดยกําหนดคา cycle ที่ใชในการเพ่ิมจํานวน PCR product คือ 35 cycles 

4. ทําการตรวจสอบ PCR product ดวยการแยกดีเอ็นเอบน 1% agarose gel ดวยกระแสไฟฟา แลวตัดชิน้ 

PCR product ขนาด 1.1. kb เพื่อนําทําบริสุทธิด์วย   QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN) 

5. ทําการโคลนชิ้นดีเอ็นเอที่ทําบรสุิทธ์ิเขาสู pGEM-T Easy vector (Promega, Madison, USA) โดยเรียก 

construct ที่ไดวา p-GEM-T/CHI3L1 

6. ทําการยอย p-GEM-T/CHI3L1 ดวย restriction enzyme สองตัวคือ SacI และ XhoI เพ่ือสสราง sticky 

end ที่ปลายทัง้สองดานของ CHI3L1 DNA 

7. ทําการ ligate ชิ้น CHI3L1 DNA เขาสู pQE-TriSystem expression vector ดวยปฏิกิริยา ligation ของ

โปรตนี T4 DNA ligase ที่ 4°C เปนเวลา 16 h  

8. ทําการ transform รีคอมบิแนนทพลาสมิด pQE-Tri/CHI3L1 เขาสูแบคทีเรยี E. coli สายพนัธุ DH5α ที่

เลี้ยงในอาหารแข็ง Luria-Bertani (LB) agar ที่มี 100 μg/mL ของampicillin อยูดวยทําการบมเชื้อที่ 

37ºC เปนเวลา 16 ชั่วโมงในตูบม 

9. เลือกโคโลโนเดี่ยว ๆ ที่ไดหลังจากการทํา transformation มาตรวจสอบการมียีน CHI3L1 ดวยเทคนิค 

colony PCR โดยใชไพรเมอรที่จําเพาะกับยีน CHI3L1    
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10. เลือกโคโลนีที่ใหผลบวกกับการทดสอบ colony PCR มาสกัดพลาสมิดโดยใชชุดสกัดพลาสมิด High-

Speed Plasmid Mini Kit from Geneid (Taipei, Taiwan) 

11. ทําการยืนยันความถูกตองของลาํดับนิวคลีโอไทดของ CHI3L1 ใน pQE-Tri/CHI3L1 construct ดวย

วิธีการหาลําดบันิวคลีโอไทดดวย automated DNA sequencing (First Base Laboratories, Selangor, 

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

construct ที่มียีน CHI3L1 ที่ถูกตองนี้วา pQE-Tri/CHI3L1 construct 

2.2. การผลิตและการทําบริสุทธิ์รีคอมบิแนนท YKL-40 ในระบบ E. coli 

ทําการศึกษาการแสดงออกของ  recombinant YKL-40 ในแบคทีเรยี E. coli สายพนัธุ M15 ดวยการเลี้ยง

เซลลที่มีรคีอมบิแนนทพลาสมิดในอาหารเหลว LB/100 µg/ml ampicillin ที่ 30oC จนได OD600 ประมาณ 0.6 

ทําการ induce เซลลดวย 0.5 mM isopropyl thio-β-D-galactoside (IPTG) ที่ 20oC เปนเวลา 18 ชั่วโมง  

หลังจากนั้นปนเก็บเซลลดวยความเร็ว 4,500 g เปนเวลา 30 นาที ที่ 4oC ทําการละลายเซลลดวย 40 ml ของ 

lysis buffer ที่ประกอบดวย 20 mM Tris-HCl buffer, pH 8.0, 150 mM NaCl, 1 mM 

phenylmethylsulphonyl fluoride (PMSF) และ 1.0 mg/ml lysozyme ตอจากนั้นทําการสลายเซลลดวย

เทคนิค ultrasonication แลวปนแยกเอาเศษเซลลออกดวยความเรว็ 12,000 g เปนเวลา 1 ชั่วโมง นําสวนใสที่

ไดหลังการปนตกตะกอนดวยวิธีโครมาโตรกราฟฟแบบจับจําเพาะโดยใช Ni-NTA agarose เปนตัวจับ หลงัจาก

ลางคอลัมนดวย 5 mM imidazole ตามดวย 10 mM imidazole  ทําการชะเอาโปรตีนที่จบัอยูกับ Ni2+ ดวย 

250 mM imidazole นํา fraction ที่ไดมาวิเคราะหหาความบริสุทธ์ิดวย 12% SDS-PAGE ตามวิธีของ 

Laemmli [18] ทําการรวม fraction ที่มีแถบโปรตีนไคติเนสทีต่าํแหนง 63 kDa เขาดวยกันแลวนํามาผาน 

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

imidazole และทาํใหโปรตีนเขมขนข้ึน  ทําการวัดความเขมขนของโปรตีนดวยวิธี  Bradford’s  [19] แลวนาํ

โปรตนีมาศึกษาหนาที่ โครงสราง หรือเก็บที่ -30oC ใน 15% (w/v) กลีเซอรอล จนกวาจะนํามาใชงานตอไป 

2.3. การผลิตโพลโีคลนอลแอนติบอดีที่จําเพาะตอโปรตีนไคติเนสในคน (human YKL-40) 

1. เก็บเลือดกระตายจากเสนเลือดดําบริเวณใบหู เพ่ือแยกเก็บซีรั่มกอนการฉีดกระตุนสัตวทดลอง (pre-

immune serum) สําหรับใชเปรียบเทียบระดับแอนตบิอดทีี่ไดหลังการฉีดกระตุนดวย recombinant 

YKL-40 antigen ที่ผลิตจาก E. coli 

2. ฉีดกระตุนกระตาย New Zealand White ดวยโปรตีน  human YKL-40 ที่ผลติโดยแบคทีเรยี 

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

adjuvant ดวยอัตราสวน 1:1 รวมปรมิาตร 1.0 มิลลิลิตร ผสมใหเขากัน 

3. ฉีด YKL-40 antigen เขาสูชั้นใตผิวหนังบริเวณหลังคอ ทาํการฉีดซ้ําอีก 2 ครั้งทุก 2 อาทิตยโดยใชปริมาณ

ของโปรตนีเทากันแตเปลี่ยนเปนผสมกับ Freund’s incomplete adjuvant ดวยอัตราสวนเทาเดิม 

4. เก็บเลือดจากใบหูของกระตายทุก 1 อาทิตยหลังการฉีดกระตุนแตละครั้ง 
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5. แยกแอนติซีรั่มโดยการตั้งไวขามคืนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ปนแยกซีรั่มที่ความเร็ว 4,500 rpm เปน

เวลา 20 นาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส แยกซีรั่มและเก็บไวที่ -40 องศาเซลเซียสกอนใชงาน 

2.4. การทําบริสุทฺธแอนติบอดี anti-YKL-40 polyclonal antibodies 

1. ทําการเจือจาง anti-YKL-40 antiserum ดวย binding/wash Buffer ที่ประกอบดวย 0.15 M NaCl, 20 

mM Na2HPO4, pH 8.0) ดวยอัตราสวน 1:1 

2.  ทําการใสตัวอยางลงคอลัมน protein A ที่ทําการ pre-equilibrate ไวแลวที่ 4 ºC เปนเวลา 5 นาที 

3. ลางคอลัมนดวย 60 ml ของ binding/wash buffer จนไมมโีปรตีนอยูใน wash fraction แลว 

4. ทําการชะคอลัมนดวย 3x5 ml ดวย elution buffer (0.1M glycine, pH 2.5) แลวเติม neutralization 

buffer ปริมาตร 1:10 ของปริมาตรของ eluted fractions เพื่อทําการปรับ pH ขึ้นไปที่คา 7.4 

5. กําจัดเกลือและเปลี่ยนบัพเฟอรใหเปน PBS ออกจากตัวอยางดวย  Hiprep 26/10 desalting column  

6. เก็บ purified antibody โดยทําเปน aliquots ที่ปริมาตรนอย ๆ ไวที่ -80 ºC จนกวาจะนาํมาใชงาน 

2.5. การทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนเพื่อแสดงการจับกันระหวาง anti-YKL-40 กับ recombinant YKL-40 

2.3.1. การทดสอบโดยวิธี western blotting 

1. ผสมโปรตีน human YKL-40 ที่ใชฉีดสัตวทดลอง หรือโปรตีนที่ใชเปนตัวควบคุม ผสมกับ non-

reducing buffer หรือ reducing buffer กอนนําไปตมเปนเวลา 5 นาที 

2. แยกโปรตีนโดย 10% SDS-PAGE และถายโปรตีนที่แยกไดลงบนแผน nitrocellulose membrane 

โดยวิธ ีsemi-dry electroblotting ทําการ block nitrocellulose membrane ดวย 5% skim milk 

ในสารละลาย PBS 

3. นํา membrane ที่ผานการ block แลวมายอมดวยซีรั่มกระตายที่เจือจางดวย 2% skim milk แลวที่

ความเขมขนตางๆ เปนเวลา 1 ชั่วโมง เทียบกับ Pre-immune serum  

4. ลางแอนตบิอดีที่ไมจบัและโปรตนีอื่นในซีรั่มออกดวย 0.1% Tween 20 ในสารละลาย PBS กอนที่จะ

ยอมดวยแอนติบอดีลําดบัทีส่อง คอื Horse Radish Peroxidase (HRP)-conjugated anti-mouse 

immunoglobulins antibody เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมหิอง  

5. ลาง membrane 5 ครั้งดวยสารละลาย phosphate buffer saline (PBS) pH 7.2 กอนทําการ

วิเคราะหหาปฏิกิริยาการจับกันของแอนติบอดีและโปรตนีที่สนใจบนแผน membrane โดยวิธี 

chemiluminescence detection system  

6. เปรียบเทียบขนาดของแถบโปรตีนจําเพาะบนแผนฟลมเทียบกับโปรตนีมาตรฐานทีท่ําควบคูไปดวย 

2.3.2. การทดสอบโดยวิธี Indirect ELISA  

1. เตรียมโปรตีน YKL-40 ที่ผลิตจากแบคทีเรีย ความเขมขน 20 ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร ในcoating 

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

ตอหลุม ปดฝาและตั้งไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง  บลอ็คที่วางในหลุมดวยสารละลาย PBS ที่มี 

2% (w/v) skimmed milk อยู เปนเวลา 1 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอง  
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2. ลาง plate ดวย washing buffer (0.05% Tween20 in PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุม

ละ 3 ครั้ง เติมแอนติซีรั่มจากหนูที่มีการฉีดกระตุนการสรางแอนติบอดีตอโปรตนี YKL-40 ปรมิาตร 50 

ไมโครลิตรตอหลุม ปดฝาและตัง้ไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 1 ชั่วโมง ลาง plate ดวยwashing buffer 

(0.05% Tween-20 ใน PBS) ปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม หลุมละ 3 ครั้ง 

3. เติม HRP conjugated rabbit anti-mouse Igs ที่เจือจางใน blocking buffer ดวยอัตราสวน 

1:5,000 โดยเติม 50 ไมโครลิตรตอหลุม ตั้งไวที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง กอนลางดวย washing buffer 

3 ดวยปริมาตร 200 ไมโครลิตรตอหลุม 

4. เติม TMB substrate 50 ไมโครลิตรตอหลุมตั้งไวใหโปรตีน horseradish peroxidase ทํางานโดยเก็บ 

ELISA plate ไวในที่มืดจนเกิดสี (ประมาณ 3-5 นาที)  

5. หยุดปฏิกิริยาโดยการเตมิ 1N HCl ปริมาตร 100 ไมโครลิตรตอหลุม วัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาว

คลื่น 450 นาโนเมตรดวยเครื่อง microplate reader 

2.6. การเตรียม immunosensor ที่จําเพาะตอ YKL-40 antigen 

1. ขัดผิวอิเลคโทรดทองคําที่มีความบรสิุทธ์ิ 99% เสนผาศูนยกลาง 3 มม ดวยผงอลูมินัมขนาด 5 

ไมครอน และขัดซ้ําดวยผงอะลมินัมละเอียดขนาด 1 ไมครอน ตอจากนั้นลางอิเลคโทรดดวยน้าํกลั่น

จนสะอาด 

2. ทําการเตรยีมอิเลคโทรดกอนการใชงาน (pre-treat) ดวยวิธี electrochemical etching ดวย 0.5 

M H2SO4 โดยการหา cyclic potential ในชวง 0 to +1500 mV และใช Ag/AgCl reference 

electrode 

3. จุมอิเลคโทรดที่สะอาดใน 250 mM thiourea ที่เตรียมในน้ํา แลวปรบั pH ของสารละลายยูเรียใหมี

คาเทากับ 1 ดวย HCl ทิ้งอิเลคโทรดไวที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 24 ชั่วโมง  

4. ลางอิเลคโทรดดวยน้ํากลั่นหลาย ๆ ครั้งจนสะอาดแลวทาํใหแหงดวยการเปาดวยกาซไนโตรเจน  

5. เคลือบอิเลคโทรดดวย 5% (v/v) glutaraldehyde ที่เตรยีมใน 10 mM sodium phosphate 

buffer, pH 7.0 ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 20 นาทีเพื่อ activate หมูคารบอกซิล 

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

ผิวหนาของอิเลคโทรดแลวทิ้งไวคางคืนที่อุณหภูมิ 4 ºC 

7. ทําการหยุดปฏิกิริบาดวยการหยด 10 mM 1-dodecanethiol ที่เตรยีมใน ethanolic solution ทิ้ง

หนาอิเลคโทรดใหแหงเปนเวลา 20 นาที 

8. ตรวจสอบคุณสมบัติอิเลคโทรดที่เตรียมดวยการ run cyclic voltammograms ดวยสารละลาย 

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

reference electrode เปนตัวเทยีบและ คาความตางศกัยที่ใชทดสอบอยูในชวง −0.2 to 0.7 volts 

 2.7. การวัดกระแสดวยวิธี Capacitive measurement 
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1. ทําการวัดการระดับชอง YKL-40 antigen ในสารละลายบัพเฟอรดวยระบบ flow injection 

system ที่เชื่อมตอกับอิเลคโทรดสามชนิดคือ 1) Ag/AgCl reference electrode, 2) counter 

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

แสดงในรูปที2่. 1 

 

 
 

รูปที่ 2.1 องคประกอบของ flow injection system ของ YKL-40 capacitive immunosensor  

 

1.2. คํานวณหาคา capacitance จากกระแสที่คาความตางศักยที่ 50 mV โดยสารละลายตัวอยางมปีริมาตร 

200 µl ใน 10 mM phosphate buffer pH7.0 buffer คา flow rate ที่ใชที่ 100 µl/min และใช 

regeneration solution คือ 25 mM HCl pH 2.5 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



12 
 

 

 

บทที่  3 

ผลการวิจัยและขอวิจารณ 

 
3.1. การโคลนและการผลิตรีคอมบิแนนท human YKL-40 

ผูวิจัยไดทําการตรวจหายีน human YKL-40 ใน human genome ใน Genbank Database พบยนีเปาหมายที่

มี Genbank accession number เปน NM_001276.2 จึงไดทาํการเพิ่มจํานวนยีน YKL-40 ไดสาํเร็จโดยใช 

human placenta cDNA เปนตนแบบในการทํา PCR ผลการทํา PCR amplification ได PCR product ขนาด 

1.1 kb ดังแสดงในรูปที่ 3.1. 

 
 

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

ทําการแยกแถบดีเอ็นเอบนแผเจล agarose 1% (w/v) ในสนามไฟฟาแลวยอมสีดีเอ็นเอที่แยกไดดวย  

Sybergreen DNA stain 

ชอง M: 1-kb DNA marker 

ชองที ่1: negative control (ปฏิกิริยาที่ไมใส DNA template ใน PCR reaction 

ชองที ่2: PCR product ของ YKL-40  

 

หลังจากนั้นทําการยอย PCR product ดวยเอนไซมตัดจาํเพาะดวย SacI และ XhoI แลวทําการเชื่อมตอดีเอ็นเอ

กับพลาสมิด pQE tri system ทําการทดสอบไดสราง pQE-Tri/YKL-40 construct สําเร็จดวยการทํา DNA 

sequencing พบวายนีที่โคลนไดมีลําดบันิวคลโีอไทดเหมือนกับยีนตั้นตน 100% แสดงวาไมมกีารเกิดการกลาย

พันธุในระหวางปฏิกิริยา PCR   
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เมื่อนํารีคอมบิแนนทพลาสมดิเขาสูเซลลแบคทีเรียเจาบาน M15 (pREP) แลวเหนี่ยวนําการแสดงออกของยีน 

YKL-40 ดวย 0.5 mM IPTG ที่อุณหภูมิ 25 °C เปนเวลา 16 ชั่วโมง พบวาเซลลสามารถผลิตรีคอมบิแนนท

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

ที่ 3.2 จากการวิเคราะหการแยกแถบโปรตีนในเซลลพบโปรตนี YKL-40 ในสวนของตะกอนของ cell lysate 

(Lane 2) แสดงใหเห็นวาโปรตนี YKL-40 ถูกสรางออกมาในรูป inclusion bodies 

 

 
 

รูปที่ 3.2 แสดงการวิเคราะหโปรตีน YKL-40 ดวยเทคนิค SDS-PAGE  

หลังจากเหนี่ยวนาํการสรางโปรตีนดวย 0.5 mM IPTG แลวนําเซลลมาทําใหแตก แลวแยกโปรตีนในสนามไฟฟา

โดยใช 10% (w/v) SDS-PAGE gel 

ชอง M: protein molecular weight marker 

ชองที ่1: สวน cell lysate ของแบคทีเรีย BL21 (DE3) ที่มีพลาสมิด pQE-Tri/YKL-40 กอนปนตกตะกอน  

ชองที ่2: สวนตะกอนของ cell lysate หลังปนตกตะกอน 

ชองที่ 3: สวนใสของ cell lysate 

 

3.2. การทําบริสุทธิโ์ปรตีน การผลิตและการทดสอบคุณสมบัติเบื้องตนของ anti-YKL-40 polyclonal 

antibodies 

ทําการละลายตะกอนโปรตีนดวย 8M urea แลวทําบริสุทธิ์โปรตีน YKL-40 แลวทําบริสุทธ์ิโปรตนีโดยวิธี affinity 

chromatography โดยผานสารละลายโปรตนีลงไปใน Ni-NTA agarose column (Qiagen, USA) แลวชะ

โปรตนีออกดวย 250 mM imidazole เมื่อทําการวิเคราะหความบรสิุทธิ์ของโปรตนีทีไ่ดดวยวิธี SDS-PAGE 

พบวาโปรตีน YKL-40 มีความบริสุทธิ์ประมาณ 90% และปริมาณโปรตนีที่ไดหลงัทําบริสุทธ์ิอยูที่ 3 mg ของ

โปรตนีบริสุทธิ์ตอการเลี้ยงเซลล 1 ลิตร ตอจากนัน้ตัดแถบโปรตนีบนแผน SDS-PAGE gel แลวใช YKL-40 ที่ได

เปนแอนติเจนในการผลิต anti-YKL 40 polyclonal antibodies จากกระตาย ทาํการเก็บเลอืดกระตายแลวหา
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ระดับ (titre) ของแอนติบอดีทีไ่ดดวยวิธี Western blotting ผลการทดสอบการทาํปฏิกิริยาระหวาง YKL-40 

antigen ที ่2 µg และ anti-YKL-40 antiserum ที่ระดับความเจือจางตาง ๆ พบวามีการจบักนัโดยเห็นเปนแถบ

สัญญาณดาํเขมบนแผน X-ray ที่ความเจือจางของแอนติบอดีเปน 1:5000 และความเขมของแถบสัญญาณลดลง

เรื่อย ๆ ที่ความเจือจางเทากบั 1:10,000 1:20,000, และ 1:40,000 ตามลาํดับ และไมเห็นแถบสัญญาณที่ระดับ

ความเจือจางเทากับ 1:16,0000 (รูปที่ 3.3A) สวนการทดสอบกับ pre-immune serum ที่ความเจือจางระดับ

เดียวกันใหผลลบทัง้หมด (Fig. 3.3B) ผลการทดลองที่ไดแสดงใหเห็นวา anti-YKL-40 antiserum ที่ผลติได

สามารถจับกบัแอนติเจนไดโดยใหความไวในการจับแอนติเจนสงูถึงระดับความเจือจางเทากับ  1:40,000 

 

 
 

รูปที่ 3.3 การหาระดับความไวในการจับกันระหวาง YKL-40 antigen กับ anti-YKL-40 antibody ที่ผลิตใหม 

A) SDS-PAGE แสดงการแยกโปรตีน YKL-40 บริสุทธิบ์นแผน gel โดยใชโปรตีน 2 µg 

B) Western blotting แสดงแถบการจับกันระหวาง YKL-40 antigen กับ anti YKL-40 antibody (ซายมือ) 

สวน pre-immune serum ใหการทดสอบเปนลบ (ขวามือ) 

ชอง M: Protein molecular weight standard (lane M);  

ชองที ่ 1-6: โปรตนี YKL-40 บริสุทธิ ์ 2 µg กับแอนติบอดีทีร่ะดับการเจือจาง 1:5000, 1:10000, 1:20000, 

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

 

การทดลองตอมาคือการทดสอบความจําเพาะของแอนติบอดีทีผ่ลิตใหมโดยวิธี Western blotting เมื่อทํา

ปฏิกิริยาระหวางโปรตีนในกลุมแฟมิลี 18 ไกลโคซิล ไฮโดรเลส ชนิดตาง ๆ ไดแก human YKL-40 acidic 

mammalian chitinase (AMCase) human YKL-39 และ bacterial chitinase A ผลการทดสอบพบวา anti-

YKL-40 antiserum จับอยางจําเพาะกับ human YKL-40 เพียงชนิดเดยีวโดยไมทํา cross reaction กับโปรตนี

ชนิดอ่ืน ๆ ดังแสดงในรูปทที่ 3.4A และ B ผลการทดลองแสดงใหเห็นวา anti-YKL-40 antiserum ที่ผลิตใน

หองปฏิบัติการมีความจําเพาะสงูกับ human YKL-40 และมีความเหมาะสมที่จะนําไปพัฒนาอุปกรณ 

immunosensor ในการตรวจหาระดับของ serum YKL-40 ในตัวอยางจริงได 

 



15 
 

 

รูปที่ 3.4 การตรวจหาความจําเพาะของ anti YKL-40 antiserum ที่ผลิตใหม  

A) การแยกโปรตีนบน 12% polyacrylamide-SDS gel และยอมดวย Coomassie blue stain  

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

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

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

 

3.3. การทําบริสุทธิ์แอนติบอดีและการทดสอบคุณสมบัติของแอนติบอดีบริสุทธิ์ 

เนื่องจาก antiserum ที่เตรียมที่ยังไมบริสุทธ์ิมีโปรตีนอ่ืน ๆ ปนเปอนอยูมากโดยเฉพาะ serum albumin จึงยัง

ไมเหมาะสมที่จะนําไปใช เตรียม immunosensor ผู วิจัยจึงทําการทําบริสุท ธ์ิแอนติบอดีที่ เตรียมไดใน

หองปฏิบัติการดวยวิธีทางโครมาโตกราฟฟแบบจําเพาะ  ในการทดลองไดผาน immunized serum เขาสู

คอลัมน  protein A ตามดวย  Hiprep 26/10 desalting column ผลการวิเคราะหความบริสุทธิ์ของ

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

แอนติบอดีหลังการทําบรสิุทธิ์ 

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

B) SDS-PAGE แสดงการเคลื่อนที่ของ anti YKL-40 ที่บริสุทธ์ิในสภาวะรีดิวซ (ชองที่ 1) เทียบกับสภาวะนอน

รีดิวซ (ชองที่ 2) เทียบกับตําแหนงของโปรตีนมาตรฐาน (ชอง M) 

C) Immunoblot ของที่เกิดจากปฏิกิริยาการจับระหวาง anti YKL-40 antiserum ที่บริสุทธ์ิกับ human YKL-

40 antigen ที่ผลิตจาก E. coli  

ชองที่ 1-6 ความเจือจางของแอนติบอดีที่ใช 1:5000, 1:10,000, 1:20000, 1:40000, 1:80000, และ 1:160000 

ตามลําดับ 

 

ผลการทําบริสุทธ์ิ anti YKL-40 antiserum peak ที่ถูกชะออกมาจาก protein A column แลวนํามาผาน 

desalting column เพื่อทําการแลกเปลี่ยนบัพเฟอรและปรับ pH  (รูปที่ 3.A) เมื่อนํา fraction ที่ไดมารวมกัน

แลวแยกผานสนามไฟฟาแบบ SDS-PAGE พบการเคลื่อนที่ของโปรตีนในสภาวะรีดิวซที่ 25 kDa  ซึ่งตรงกับ

ขนาดของหนวยยอย light chain ของอิมมูโนกลอบูลิน สวนแถบโปรตีนที่ตําแหนง 55 kDa ตรงกับขนาดของ

หนวยยอย heavy chain ของอิมมูโนกลอบูลิน (รูปที่ 3.5B ชองที่ 1)  เมื่อทําการวิเคราะหการเคลื่อนที่ของ

แอนติบอดีในสภาวะนอนรีดิวซพบแถบโปรตีนขนาดมากกวา 130 kD (รูปที่ 3.5B ชองที่ 2) เนื่องจากแอนติบอดี

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

นาจะมี isotype เปน IgG โดยไมมี IgM ปนเปอนมาดวย เมื่อนําแอนติบอดีที่ทําบริสุทธิ์ไปทดสอบความสามารถ

ในการจับกับ YKL-40 antigen โดยใชระดับความเจือจางของแอตติบอดีตั้งแต 1:5,000 ถึง 1: 120,000 พบวา

แถบสัญญาณการทําปฏิกิริยาเขมที่สุดที่ความเจือจาง 1:50000 และคอย ๆ ลดลงและความเจือจางสุดทายที่ยัง

สังเกตุเห็นแถบสัญญาณอยูที่ 1:40000 ผลการทดสอบแสดงวาแอนติบอดีไมสูญเสียคุณสมบัติในการจับ

แอนติเจนหลังการทําบรสิุทธิ์แลว 

 

การทดสอบตอมาคือการหา cross reactivity ของแอนติบอดีบริสุทธ์ิกับแอนติเจนตาง ๆ โดยแอนติเจนที่ใช

ทดสอบไดแก humam YKL-40, human YKL-39, human acidic mammalian (AMCase) และ bacterial 
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chitinase โดยทํา titration curve จาก Indirect ELISA assay โดยใชปริมาณของแอนติบอดีคงที่ทําปฏิกิริยา

การจับกับปริมาณแอนติเจนตาง ๆ  ผลของการทํา titration แสดงในรูปที่ 3.6 

 

 
 

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

A) กราฟการจับระหวางแอนติเจนตาง ๆ กับ anti YKL-40 antiserum  

B) กราฟแสดง relative binding ของ anti-YKL-40 กับแอนติเจนตาง ๆ 

 

จากรูปที่ 3.6A พบวาการลักษณะกราฟการจับระหวาง anti YKL-40 กับ human YKL-40  โดยการจับเปน

ลักษณะเพิ่มข้ึนแบบเปนเสนตรงแปรผันตามความเขมขนของแอนติเจนในชวงความเขมขนของแอนติเจนต่ํา ๆ 

คือ 0 - 50 µg/L หลังจากนั้นกราฟเขาสูจุดอิ่มตัวที่ความเขมขนของแอนติเจนสูง ๆ มีลักษณะเปนการจับแบบ

จําเพาะที่เปนไปตามทฤษฎีจลนพลศาสตรแบบ Michalis Menten kinetics สวนกราฟการจับของแอนติบอดี

กับแอนติอ่ืน ๆ เกิดขึ้นนอยมาก จากรูปที่ 3.6B แสดงเปอรเซนตการจับของ human YKL-39 ประมาณ 9% 

สวน human AMCase ใหคาการจับเปน 8% สวน bacterial chitinase ไมเห็นคาการจับอยางมีนัยสําคัญเมื่อ

เทียบกับการจับระหวาง human YKL-40 กับ anti YKL-40 antibody ที่คิดคาการจับเปน 100% การทดลอง

ดังกลาวใหขอสรุปวา anti YKL-40 antibody ที่เตรียมบริสุทธิ์มี cross reactivity ตอโปรตีนอื่น ๆ ที่ใกลเคียง

กันต่ํามากหรือไมมีเลย และแอนติบอดีมีความจําเพาะสูงตอ human YKL-40 

 

3.4. การพัฒนาอุปกรณตรวจวัดอิมมูโนเซนเซอรที่จําเพาะตอ human YKL-40 

การศึกษาขั้นตอนตอไปคือการนําแอนติบอดีบริสุทธิ์มาเตรียม immunosensor ที่จําเพาะตอ human YKL-40 

antigen เทคนิคที่ใชศกึษาเปนวิธีทางเคมไีฟฟาที่เรียกวา capacitive immunosensor ซึ่งเตรียมไดจากการตรึง 

anti YKL—40 antiserum บนผิวหนาของอิเลคโทรดทองคําขนาดเสนผาศูนยกลาง 3 มม ดวยการเชื่อมหมู 

thiol ของสาร thiourea กับธาตุทองคํา (Au) หลังจากนั้นปฏิกิริยาพันธะโควาเลนทระหวางหมูคารบอกซิลของ

กรดอะมิโนบนผิวของแอนติบอดีซึ่งมีคุณสมบัติเปนโปรตีนกับหมู thiol โดยใชสาร glutaraldehyde เปนตัวชวย 
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อิเลคโทรดที่เตรียมไดเปน working electrode ตอจากนั้นทําการเคลือบผิวหนาอิเลคโทรดที่มีแอนติบอดีติดอยู

อีกครั้งดวยสาร 1-dodecanethiol เพื่อสราง capacitor configuration ที่เปนคุณสมบัติที่สําคัญในการ

ตรวจวัดสัญญาณทาง immunosensor หลังจากนั้นทําการตรวจสอบความสมบูรณของอิเลคโทรดที่เตรียมได

ดวยการหากระแสที่เกิดขึ้นโดยการทํา cyclic voltammogram (CVs) โดยตรวจหาการเปลี่ยนแปลงของกระแส

ที่แสดง oxidation/reduction peak ของสาร ferrocyanide ดังแสดงในรูปที่ 3.7 

 

 
 

รูปที่ 3.7 กราฟ cyclic voltammogram แสดงการเปลี่ยนแปลงของกระแสที่เกิดจากปฏิกิริยา 

oxidation/reduction ของสาร ferrocyanide  

ในการวัด cyclic voltammogram กระแสที่เกิดขึ้นจากปฏิกิริยาบนผิวของ working electrode เทียบกับ

Ag/AgCl reference electrode    

กราฟ a สีแดง: unmodified gold electrode 

กราฟ b สีเขียว: thiourea-modified gold electrode 

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

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

 

จากรูปที่ 3.7 จะเห็นวาคา faradic current แสดงปฏิกิริยา oxidation ของ ferrocyanide ที่ความตางศักย

เทากับ +0.4V และปฏิกิริยา reduction ที่คาความตางศักย +0.2 V โดย redox peak ที่เห็นมี amplitude 

ลดลงเร่ือย ๆ เมื่อชั้นของอิเลคโทรดถูกเคลือบดวยสาร thiourea ตามดวย glutaraldehyde และ anti YKL-40 

antiserum ตามลําดับ เมื่อเคลือบผิวอิเลคโทรดครั้งสุดทายดวย 1-dodecanethiol จะเห็นวาคา faradic 

current เขาใกลศูนยแสดงวาผิวหนาอิเลคโทรดมีคุณสมบัติเปนฉนวนซึ่งแสดงถึงการเคลือบอิเลคโทรดมีความ

สมบูรณพรอมที่จะนํามาทําการทดสอบกับตัวอยางแอนติเจน  
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ในการตรวจหาปรมิาณแอนติเจนกับวิธีทาง immusensor ที่เตรียมอิเลคโทรดที่จําเพาะตอแอนติเจน YKL-40 ได

โดยสภาวะทดสอบที่เหมาะสมคือสารละลายแอนติเจนที่เตรียมใน 10 mM phosphate buffer pH 7.0 คา 

flow-rate เทากับ 0.1 mL/min ในระบบ flow injection คาความตางศักยที่ scan คือ 50 mV ทุก ๆ 6.375 

ms กราฟที่ 3.8 แสดงการตอบสนองของกระแส i(t) ที่ไดจากการวัดเม่ือมีการผานของสารละลายแอนติเจนเขาสู

ระบบที่ทําการวัดเปนระยะเวลา 8 ms โดยสัญญาณที่ไดจากกราฟแสดงถึงการทําปฏิกิริยาระหวางแอนติเจน

และแอนติบอดีแบบจําเพาะ 

 

 
 

รูปที่ 3.8 กราฟแสดงความสัมพันธการเปลี่ยนของกระแสในหนวย µA ตอเวลา 

ในการวัดหาปริมาณแอนติเจน YKL-40 ใชอิเลคโทรดที่เตรียมดวยการตรึง anti YKL-40 antibody บนผิวอิเลค

โทรดทองคํา 

  

สัญญาณที่แสดงการลดลงของกระแสที่แสดงในรูปที่ 3.8 มีการเปลี่ยนแปลงของกระแสในลักษณะ exponential 

decay ดังสมการที่แสดงขางลาง 

ln i�t� � ln
ΔE
Rs

�  �
1

R � C
�  t  

โดยที่คา i(t) คือ กระแสที่วัดไดใน cell circuit ที่เวลา t 

      คา ∆E คือคา amplitude ของ potential pulse ที่ใชในการวัด 

 คา R คือคาความตานทาน (dynamic resistance) ที่เกิดขึ้นบนผิวอิเลคโทรดบนชั้น thiol/antibody 

recognition layer 

คา C คือคาความสามารถในการประจุกระแสไฟฟาทั้งหมดที่เกิดขึ้นจากพื้นที่ผิวของอิเลคโทรดเทากับ 7.07 × 

10−4 cm2 
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จากกราฟคา capacitance (C) ที่ตองการหาไดจากความชันของกราฟในชวงที่คา ln i แปรผันโดยตรงกับเวลา t 

ในชวงเวลานอย ๆ ระหวาง 0.2 ถึง 0.4 ms แลวนําคา C ที่หาไดจากการฉีดแอนติเจนปริมาณเทา ๆ กันหลาย ๆ 

ครั้งและสรางกราฟระหวางคา C ในหนวย nF/cm2ตอเวลา (t) ในหนวย ms จะไดกราฟที่แสดงในรูปที่ 3.9 

 
 

รูปที่ 3.9 กราฟแสดงคาการลดลงของ capacitance เมื่อทําการเติมแอนติเจนคือโปรตีน YKL-40 ในระบบ flow 

injection แสดงถึงปฏิกิกิริยาการจับกันระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดีที่บริเวณผิวอิเลคโทรดทองคํา   

 

ทําการฉีด YKL-40 antigen เขาระบบ flow injection จากรปูที ่3.9 จะเห็นวาการฉีดแอนติเจนแตละครั้ง 

(ลูกศรสีแดงเทียบกับลูกศรสีเขียว) จะใหคา capacitance ลดลงมาอยูที่ 7480 nF/cm2  ซึ่งแสดงถึงปฏิกิริยา

การจับระหวางแอนติเจนกับแอนติบอดี ทุกครั้งหลังฉีดแอนติเจนจะทาํการ regenerate ตัวเซนเซอรดวย

สารละลาย 3 mM HCl เพื่อใหคา baseline กลับคืนสูคา capacitance เดิมคือที ่7544 nF/cm2   

 

3.5. การตรวจหาตัวแปรที่เหมาะสมในการจับระหวาง YKL-40 antigen กับ YKL-40 immunosensor   

ตัวแปรตาง ๆ ที่ทําการตรวจวัดไดแก i) ชนิด ความเขมขน และคา pH ของ running buffer; ii) ชนิดและความ

เขมขนของ regeneration buffer; iii) ปริมาตรของ sample volume และ iv) คา flow rate ในระบบ flow 

injection โดยทําการทดลองซ้ํา 3 ครั้งเปนอยางนอย ผลการทดสอบคาตัวแปรตาง ๆ สรุปไดในตารางที่ 3.1 

และตารางที่ 3. 2  
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ตารางที ่3.1 สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการ regenerate YKL-40 immunosensor หลังการฉีดตัวอยาง

แอนติเจน 

 

Regeneration solution 
Percentage (%) 

average residual activity  

Low pH 

  50 mM glycine/HCI pH = 2.5 59.1 ± 1.4 

  100 mM HCI (pH = 1.0) 67.5 ± 0.2 

  31.6 mM HCI (pH = 1.5) 80.6 ± 2.0 

  10 mM HCI (pH = 2.0) 86.0 ± 0.7 

  3.2 mM HCI (pH = 2.5) 99.4 ± 0.5 

  1 mM HCI (pH = 3.0) 80.1 ± 1.0 

High pH 

  5 mM NaOH (pH = 11.7) 30.3 ± 0.6 

  50 mM NaOH (pH = 12.7) 40.7 ± 0.1 

High ionic strength 

  1 M NaCI 12.4 ± 1.3 

  1 M KCI 24.5 ± 2.1 

 

จากตารางที่ 3.1 เมื่อเปรียบผลการทดสอบที่ความเขมขนของ regeneration buffer ความเขมขนตาง ๆ ที่คา 

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

regeneration solution คือ 3.2 mM HCl, pH, 2.5 โดยสภาวะนี้ใหคา %residual activity ของ 

immobilized anti YKL-40 antibody บนผิวอิเลคโทรดสูงที่สุดคือ 99.4±0.5%  

 

สวนตารางที่ 3.2 แสดงตัวแปรอ่ืนที่เหมาะสมสาํหรับการตรวจหา YKL-40 antigen ดวยวิธี flow injection-

based capacitive YKL-40 immunosensing ผลการทดสอบพบวาชนิดและความเขมขนของสารละลาย

บัพเฟอรที่เหมาะสมที่ใหคา ∆C สูงที่สุดไดแก 10 mM phosphate buffer, pH 7.0 คาปริมาตรที่ฉีดไดแก 200 

µL และ flow rate ที่เหมาะสมไดแก 100 µL/min 
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ตารางที ่3.2 สภาวะที่เหมาะสมสําหรับการตรวจหา YKL-40 แอนติเจนดวยวิธี flow injection-based 

capacitive YKL-40 immunosensing 

 

Parameter Property range 
YKL-40 test 

concentration (g/L) 
คาที่เหมาะสม 

Buffer solution 
   

  Type Phosphate buffer 

HEPES buffer 

Tris–HCI buffer 

10− 7 to 10− 3 Phosphate buffer 

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

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

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

  Flow rate 50, 100, 200, 300, 

400 µL /min 
10− 5 100 µL/min 

 

3.6. การตรวจหาความจําเพาะในการตรวจวัดของ YKL-40 immunosensor 

ทําการตรวจหาความจําเพาะในการจับระหวางแอนติเจนตาง ๆ กับ YKL-40 ที่ถูกตรึงอยูบนผิวอิเลคโทรด โดย

แอนติเจนที่ทดสอบเปนโปรตีนในกลุมไกลโคซิลไฮโดรเลส แฟมิลี 18 ไดแก human YKL-39 human YKL-40 

และ human AMCase รูปที่ 3.10 แสดงกราฟการเปลี่ยนแปลงคา capacitance (∆C) ที่เกิดจากการทํา

ปฏิกิริยาการจับระหวางแอนติเจนที่ความเขมเขนตาง ๆ ในชวง 10−08 ถึง 10−02 g/L จากกราฟแสดงใหเห็นวาไม

มีการเปลี่ยนคา ∆C ในชวงความเขมขนของโปรตีนที่ใชในปฏิกิริยาของ human YKL-39 และ human 

AMCase สวนคา ∆C ของ human YKL-40 เพ่ิมgสูงขึ้นอยางชัดเจนโดยมีกราฟการเพิ่มคา ∆C เปนเสนตรง

ในชวง 0.02 ถึง 0.08 µF/cm2 ซึ่งเปนลักษณะการจับแบบจําเพาะระหวาง YKL-40 antigen กับ anti YKL-40 

antibody หลังจากนั้นคาการเปลี่ยนแปลงของ ∆C ลดลงกราฟในชวงหลังนี้แสดงการอิ่มตัวของการจับ การ

ทดลองนี้แสดงใหเห็นวาอิเลคโทรดที่ตรึงดวย anti YKL-40 antibody มีความจําเพาะตอ YKL-40 antigen 

เพียงอยางเดียว 
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รูปที่ 3.10 กราฟแสดงคาการเปลี่ยนแปลงคา capacitance ที่ความเขมขนของโปรตนีไกลโคซลิ ไฮโดรเลส  

แฟมิลี 18 

3.7. การสรางกราฟมาตรฐานของ capacitive YKL-40 immunosensing  

การทดลองตอมาทําการวัดหาคา ∆C ที่ความเขมขนของ YKL-40 antigen ในชวงตั้งแต 0.01 µg/L ถึง 10 

mg/L แลวสรางกราฟมาตราฐานของแอนติเจนดังแสดงในรูปที่ 3.11A จากกราฟจะเห็นวาชวงของความเขมขน

ของ YKL-40 antigen ที่ใหความสัมพันธระหวางคา ∆C เพิ่มขึ้นและขึ้นโดยตรงตอความเขมขนคอืชวง log (c) = 

10-7 ถึง 10-3 g/L หรือ ชวง c = 0.1 µg/L ถึง 1 mg/L และคาความชันกราฟซึ่งแสดงถึงความไว (sensitivity 

of detection) ในการวัด เทากับ 12.28 ± 0.27 nF/cm2ตอชวงการเปลี่ยนแปลงความเขมขนใน logarithmic 

scale  และคาการจับเขาสูจุดอ่ิมตัวที่ความเขมขนของ YKL-40 antigen เทากับ 1 mg/L YKL-40 หมายถึงทุก

โมเลกุลของแอนติบอดีที่อยูบนผิวอิเลคโทรดจับกับแอนติเจนหมด สวนคาความเขมขนต่ําสุดที่สามารถวัดไดไดแก 

0.07 ± 0.01 µg/L สวนรูปที่ 3.11 แสดงตัวอยางขคา capacitance ที่วัดไดหลังจากการฉีด YKL-40 antigen 

ปริมาตร 200 µL ความเขมขน 0.1 µg/L เขาสูระบบ flow injection 
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รูปที่ 3.11 แสดงการตรวจหาโปรตีน YKL-40 ที่วัดจาก capacitive YKL-40 immunosensor 

A) กราฟมาตรฐานที่สรางจากความเขมขนของ YKL-40 antigen ที่ความเขมขนในชวง 10-7 ถึง 10-2 g/L โดยใช 

running buffer คือ 10 mM phosphate pH, 7.0 คา flow rate เทากับ 100 µL/min ใช regeneration 

solution คือ 3 mM HCl โดยทําการวัดที่อุณหภูมิ 25 C 

B) ตัวอยางการตอบสนองตอ capacitive YKL-40 immunosensor ที่เตรียมไดกับตัวอยางแอนติเจนที่ความ

เขมขน 0.1 µg/L 

 

3.8. การทดสอบความสามารถในการตรวจหา YKL-40 กับตัวอยางจริง   

การทดสอบในขั้นตอนสุดทายคอืการตรวจหา YKL-40 ที่มีอยูในตัวอยางจริง ในการทดลองนี้ผูวิจัยไดใชตัวอยาง

ซีรัมที่ทราบคาความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ที่วัดไดจากวิธี indirect sandwich ELISA assay เปนวิธีอางอิง 

โดยทําการ spike ตัวอยางซีรัม 4 ครั้ง ที่ความเขมขนของ YKL-40 เทากับ 25, 50, 80 and 100 µg/L 0.5–

100 µg/ผลการทดลองดังกลาวสรุปไวในตารางที่ 3.3  
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ตารางที่ 3.3 ตารางเปรียบเทียบคาการตรวจหาโปรตีน YKL-40 จากการ spike ตัวอยางจริง 

คาที่ไดจากการวัดไดโดยวิธี capacitive immunosensor นํามาเปรียบเทียบกับคาทีไ่ดโดยวิธีอางอิง Indirect 

ELISA assay 

 

Added/μg/L 

Immunosensor 

 

ELISA 

 

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

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

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

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

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

 

ผลการทดลองพบวาคา %recovery ในการตรวจวัดความเขมขนของโปรตีน YKL-40 ในตัวอยางซีรั่มอยูในชวง 

99.2 -106.7 ซึ่งคาในชวงที่ประมาณไดสอดคลองกับผลการวดัจากวิธีอางอิง (Indirect ELISA assay) ที่ใหคา 

%recovery เทากับ 99.4 -101.5 แสดงวาการตรวจวัดหาโปรตนีในซีรัมมีความนาเชื่อถอืได และเทคนิค 

capacitive YKL-40 immusensing ที่พัฒนาไดในงานวิจัยนี้มีความเหมาะสมในการตรวจหาโปรตีน YKL-40 

จากตัวอยางจริง 
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บทที่  4 

สรุปผลการทดลอง 
 

ในงานวิจัยนีผู้วิจัยไดพัฒนาอุปกรณตรวจวัดโปรตีน YKL-40 ซึ่งจัดเปน prognosis biomarker เนื่องจากพบวามีการ

แสดงออกของโปรตีนนี้สงูผิดปกติในผูปวยมะเร็งระยะลุกลามหลายชนิด ผลการทดสอบประสิทธิภาพของ capacitive 

immunosensor ที่ไดจากการตรงึผิวหนาของอิเลคโทรดทองคําดวย anti-YKL 40 antiserum บริสุทธ์ิทีผู่วิจัยไดเตรียม

ขึ้นในหองปฏิบัติการชวีเคมี-เคมีไฟฟา มหาวิทยาลัยเทคโนโลยีสรุนารี พบวาอิเลคโทรดที่เตรียมไดมีความจาํเพาะในการวัด

หาโปรตีน YKl-40 เพียงอยางเดยีว หลังจากไดทาํการทดสอบสภาวะตาง ๆ ในการวัดไดสภาวะที่เหมาะสมที่สามารถวัดหา

โปรตนี YKL-40 ในชวงทีไ่ดกราฟความสัมพนัธระหวางการเปลี่ยนแปลงคา capacitance (∆C) กับความเขมขนของ

โปรตนี YKL-40 เปนเสนตรงในชวงกวางตั้งแต 10 µg/L to 10 mg/L คา limit of detection เทากับ 0.07±0.01 µg/L 

ซึ่งคานี้ต่าํกวาคาที่วัดดวย Indirect ELISA assay ถึง 300 เทา แสดงใหเห็นวาอุปกรณนี้มีความเหมาะสมในการตรวจหา

ระดับของโปรตนีต่ํามาก ๆ หรือเหมาะสําหรับการทํา early screening เพ่ือหาการดําเนินไปของโรคที่เก่ียวของกับระดับ

ของโปรตนี YKL-40 ในชวงตน ๆ ได   
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