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ABSTRACT 
In the first part, surface plasmon resonance (SPR) technique was applied to 

measure the microalbumin in urine. Various combinations of capture antibody and signal 
enhanced antibody on the mixed self assembly monolayer (mSAM) and carboxymethyldextran 
(CMD) surface were compared. The most suitable combination was a monoclonal anti-human 
serum albumin (anti-HSA) as the capture antibody immobilized on CMD surface, providing 
the specificity of the surface toward HSA binding, and polyclonal anti-HSA as the signal 
enhanced molecule with the detection limit of  0.001 µg/mL. The amount of the HSA presence 
in the urine was quantified by using the four parameters fitting (4PL). The detection was in the 
range of 0.02 to 2.5 µg/mL of HSA in urine sample. The result from the SPR technique was 
quantitatively consistent with a standard turbidimetric method with coefficient of 
determination (R2) 0.94.  

In the second part, the application of SPR in ABO blood-typing was investigated. 
Anti-A, anti-B and anti-AB antibodies were immobilized on CMD surface. A red blood cells 
(RBCs) sample flowed through the surface using a cross-flow immobilization technique and 
blood group was determined via the immunological interaction between immobilized antibody 
and antigens on the RBCs surface.  The surfaces were regenerated using 5.0 mM NaOH and 
can be used a minimum of 20 times.  The results from blood-typings were consistent with the 
results obtained from standard agglutination tests.  

In the third part, SPR was applied for Rh (D) blood typing. Monoclonal anti-D 
antibody (mixed of IgG and IgM type) was covalently immobilized on CMD surface. RBCs 
samples flowed over the surface and the Rh blood type were determined based on the presence 
or absence of D antigen on RBCs surface. The optimum flow rate for D antigen detection was 
10 µL/min, providing signal of Rh positive RBCs that clearly separate from Rh negative 
RBCs. All 44 samples of Rh blood typed by SPR were in good agreement with standard 
agglutination tests.  

In the last part, SPR was applied for ABO-Rh blood typing in one sensor chip. 
The suitable condition for serum grouping using immobilized synthetic blood group A and B 
antigen on CMD surface was studied. All ligands were immobilized on CMD as integrated 
platform for cell grouping, serum grouping and Rh (D) typing. The method for ABO-Rh blood 
typing using a single injection of 1:5 dilution of whole blood in PBST buffer was 
demonstrated. ABO and Rh blood were typed at the same time in 20 minutes. This technique 
allows the easy and convenient method for ABO-Rh blood typing with saving time and cost 
by the surface can be regenerated with 20 mM NaOH.  The surface can be used up to 10 times. 
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บทคดัยอ่ 

ในส่วนท่ี 1 เทคนิคเอสพีอาร์ถูกประยกุตใ์ชใ้นการตรวจวดัปริมาณไมโครอลับูมินในปัสสาวะ (microalbuminuria)  

โดยการเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการวดัปริมาณอลับูมิน (HSA) โดยการตรึงแอนติบอดิและการขยายสญัญาณดว้ยแอนติบอดิ

แบบต่างๆ บนพ้ืนผิว mixed self assemble monolayer (mSAM) และ carboxymethyl dextran (CMD) พบว่าพ้ืนผิวท่ีเหมาะสมท่ีสุดคือ 

พ้ืนผิว CMD ท่ีตรึงดว้ยแอนติบอดิ anti-HSA ชนิดโมโนโคลนอล ซ่ึงมีความจาํเพาะเจาะจงต่อการตรวจวดั HSA และการขยาย

สญัญาณดว้ยแอนติบอดิ  anti-HSA ชนิดโพลิโคลนอล โดยมีค่าการตรวจวดัตํ่าท่ีสุดอยูท่ี่ 0.001 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ปริมาณของ 

HSA ในปัสสาวะถูกคาํนวณโดยใช ้4PL fitting  ซ่ึงมีความสามารถในการตรวจวดัอยูใ่นช่วง 0.02-2.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ความ

เขม้ขน้ของ HSA ในปัสสาวะท่ีวดัไดจ้ากเทคนิคเอสพีอาร์สอดคลอ้งกบัวิธีมาตรฐานเดิม (การวดัความขุ่น) โดยมีค่าสมัประสิทธ์ิการ

ตดัสินใจ (R2) 0.94 
ในส่วนท่ี 2 เก่ียวขอ้งกบัการใชเ้ทคนิคเอสพีอาร์ในการจาํแนกหมู่เลือดชนิดเอบีโอทาํโดยตรึง anti-A, anti-B และ 

anti-AB แอนติบอดิลงบนพิน้ผิว CMD เลือดตวัอยา่งถูกไหลผา่นพ้ืนผิวในลกัษณะอาร์เรย ์ซ่ึงหมู่เลือดถูกจาํแนกจากสญัญาณจาํเพาะท่ี

เกิดข้ึนระหวา่งคู่แอนติบอดิท่ีถูกตรึงและแอนติเจนบนผิวเมด็เลือดแดง พ้ืนผิวสามารถลา้งและใชซ้ํ้าไดอ้ยา่งน้อย 20 รอบ ดว้ย 5 มิลลิ

โมลาร์ โซเดียมไฮดรอกไซด ์เทคนิคเอสพีอาร์ให้ค่าความถูกตอ้งเหมือนเทคนิคมาตรฐานเดิม  

ในส่วนท่ี 3  เป็นการประยกุตใ์ชเ้ทคนิคเอสพีอาร์สาํหรับการตรวจวดัหมู่เลือด Rh (D) โดยการตรึงแอนติบอดิ anti-

D ชนิดโมโนโคลนอล ผสมระหวา่ง IgG และ IgM ลงบนพ้ืนผิว CMD จากนั้นเลือดตวัอยา่งถูกไหลผา่นพ้ืนผิวและหมู่เลือด Rh ถูก

จาํแนกตามการปรากฏของแอนติเจนดีบนพ้ืนผิวเมด็เลือดแดง พบว่าอตัราการไหลของเมด็เลือดแดงท่ีเหมาะสมอยูท่ี่ 10 ไมโครลิตร

ต่อนาที ซ่ึงให้ค่าสญัญาณการวดัหมู่เลือด Rh บวก แตกต่างจากหมู่เลือด Rh ลบ อยา่งชดัเจน เลือดตวัอยา่งทั้งหมด 44 ตวัอยา่งถูกนาํมา

ทดสอบดว้ยเทคนิคเอสพีอาร์ พบวา่ให้ค่าท่ีสอดคลอ้งกนักบัเทคนิคมาตรฐานเดิม 

ส่วนสุดทา้ยรวมการตรวจวดัหมู่เลือดชนิดเอบีโอและอาร์เอช บนเซนเซอร์แผน่เดียวดว้ยเทคนิคเอสพีอาร์ รวมถึง

ศึกษาเพ่ิมเติมในส่วนการตรวจหาแอนติบอดิ anti-A และ anti-B ในพลาสมา (serum grouping) ดว้ยการตรึงแอนติเจนเอและบี

สงัเคราะห์บนพ้ืนผิวเดกทรานซ์ จากนั้นแอนติบอดิและแอนติเจนสาํหรับใชจ้าํแนกหมู่เลือดชนิดเอบีโอและอาร์เอช ถูกตรึงบนพ้ืนผิว 

CMD ดว้ยสภาวะท่ีเหมาะสม การจาํแนกหมู่เลือดระบบเอบีโอและอาร์เอชในคร้ังเดียวโดยการฉีดเลือดตวัอยา่งท่ีไม่ไดป่ั้นแยกท่ีเจือ

จาง 1:5 เท่าใน PBST บฟัเฟอร์ หมู่เลือดเอบีโอและอาร์เอช ถูกจาํแนกในคราวเดียวกนัภายใน 20 นาที เทคนิคน้ีให้วิธีท่ีง่ายและสะดวก

สาํหรับจาํแนกหมู่เลือดระบบเอบีโอและอาร์เอช พร้อมทั้งประหยดัเวลาและค่าใชจ่้ายเน่ืองจากสามารถลา้งพ้ืนผิวและใชซ้ํ้าไดด้ว้ย 20 

มิลลิโมลาร์โซเดียมไฮดรอกไซด์  พ้ืนผิวสามารถใชซ้ํ้าไดอ้ยา่งนอ้ยถึง  10 คร้ัง 
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