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งานวิจัยนี ้ได้ท าการศึกษาวิธีการแบบใหม่ในการท าความสะอาดพืน้ผิวทองบนแผ่น SPR

ส าหรับเทคนิคเชิงแสงคล่ืนผิวพลาสมอนแบบภาพ  แผ่น SPR ท่ีถูกใช้ในการตรวจจ าแนกหมู่เลือดใน
ระบบ ABO จะถูกท าความสะอาดด้วยยูวี -โอโซน เ พ่ือชะล้างชัน้พืน้ผิวคาร์บอกซิ เมทิลเลท                 
เดกทรานซ์ (CMD) และชัน้สารชีวภาพ (ตัวอย่างเลือดและแอนติบอดี) ออกจากแผ่น SPR เพ่ือน า
กลบัมาใช้ใหม่ หลงัจากการท าความสะอาดแผ่น SPR แล้ว พืน้ผิวจะถกูวิเคราะห์โดย การวดัเส้นโค้ง 
SPR การบนัทึกภาพ SPR การวดัมุมสมัผัส การวดัสมบตัิเชิงแสงโดยอิลิปโซเมทรี และการวดัสภาพ
พืน้ผิวโดยกล้องจุลทรรศน์แบบแรงอะตอม ในส่วนของการน ากลับมาใช้ใหม่ของแผ่น SPR ท่ีถูกท า
ความสะอาดจะทดสอบด้วยวิธีการตรวจจ าแนกหมู่เลือด เพ่ือท าการเปรียบเทียบสญัญาณ SPR กับ
แผ่น SPR ใหม่ ก่อนการตรวจจ าแนกหมู่เลือด anti-A และ anti-B จะถกูตรึงบนพืน้ผิว CMD ของแผ่น 
SPR ท่ีต้องการน ากลบัมาใช้ใหม่ หลงัจากนัน้ตวัอย่างเลือดหมู่ เอ บี เอบีและโอ จะถูกผ่านบนพืน้ผิว
เพ่ือท าการวิเคราะห์หมู่เลือด จากผลการทดลองพบว่าสญัญาณ SPR มีค่าเพิ่มขึน้เม่ือแอนติเจนบน
เม็ดเลือดจบักบัแอนติบอดีบนพืน้ผิวอย่างเฉพาะเจาะจง และมีคา่ใกล้เคียงกบัสญัญาณ SPR ของแผ่น 
SPR ใหม่ ประกอบด้วยผลการวิเคราะห์ความสะอาดของพืน้ผิวเปรียบเทียบระหว่างแผน่ SPR ใหม่กบั
แผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาดมีค่าใกล้เคียงกัน ดงันัน้วิธียูวี-โอโซน จึงเป็นวิธีท าความสะอาดแผ่น 
SPR เพ่ือน ากลบัมาใช้ใหมไ่ด้เป็นอยา่งดี 
  

 
 
 
 
 
 
 

 



 
  

REUSE OF SENSOR CHIP BY UV-OZONE METHOD FOR SURFACE PLASMON 
RESONANCE BIOSENSOR 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

AN   ABSTRACT 
BY 

NOTT SANTIKETA 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Presented in Partial Fulfillment of the Requirements for the 
Master of Science Degree in Physics 

at Srinakharinwirot University 
December 2016 



 
  

Nott Santiketa. (2016). Reuse of Sensor chip by UV/ozone Method for Surface Plasmon 
Resonance Biosensor. Master thesis, M.Sc. (Physics).Bangkok: Graduate School, 
Srinakharinwirot University. Advisor: Dr. Chokchai Puttharugsa.      

  
This work presents a novel method to reuse the gold (Au) sensor chip for surface 

plasmon resonance (SPR) spectroscopy. The SPR chip, used in ABO blood group typing, 
was regenerated with a functional layer and biomolecule layer on the SPR surface by the  
UV/ozone method. The layer of used SPR consisted of a functional layer of carboxyl methylate 
dextran (CMD) and a layer of biomolecules (antibody and red blood cell (RBC)). After 
regeneration, the reused SPR chip was monitored by the SPR imager, including SPR image 
and SPR curve. The ability of the reused SPR chip was again tested in ABO blood typing and 
compared to that of the new SPR chip.  For the construction of the blood group typing 
biosensor, the anti-A and anti-B were covalently immobilized on the CMD surface of the 
reused or new SPR chip. The RBCs-RBC A, RBC B, RBC AB, and RBC O were passed over 
the immobilized surface of the antibodies for analyzing blood types. The result of the SPR 
curve shifted left and equaled to that of the new SPR chip, and the obtained SPR images from 
the used/new SPR chip were similar. The SPR signal obtained from the reused SPR chip for 
blood typing was correctly grouped in the same way with the new SPR chip. Thus, this method 
is feasible to regenerate the surface of the SPR chip for its prolonged reuse. 
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บทที่ 1 
บทน ำ 

 
ที่มำและควำมส ำคัญ 
 การตรวจวัดสารชีวภาพด้วยเทคนิคคล่ืนผิวพลาสมอน เรโชแนนซ์ (surface plasmon 
resonance, SPR) เป็นเทคนิคท่ีมีประสิทธิภาพ และถูกใช้อย่างกว้างขวางส าหรับการวิเ คราะห์
สารชีวภาพซึ่งมีการแสดงผลตามเวลาจริง (real-time monitoring) ยกตวัอย่างเช่น การตรวจวดัโรค, 
การวิเคราะห์ทางคลินิก, ความปลอดภัยด้านอาหาร และสิ่งแวดล้อม เป็นต้น (Reddy; et al. 2012: 
47-72); (Li; Liu; & Lin.  2012: 1549-1554); (Myszka; & Rich. 2000: 310-317); (Li. et al. 2015: 
570-576) เทคนิค SPR เป็นเทคนิคเชิงแสงท่ีมีความไวต่อการเปล่ียนแปลงของค่าดัชนีหักเห ซึ่ง
สามารถน ามาประยุกต์ใช้ในการตรวจวัดการเข้าคู่กันของสารชีวภาพได้ หรือน ามาประยุกต์ใช้เป็น
ไบโอเซนเซอร์เชิงแสง 
 ส่วนประกอบส าคญัในการตรวจวดัสารชีวภาพด้วยเทคนิค SPR คือแผ่น SPR (SPR chip)  
ท่ีประกอบด้วยชัน้ผิวทองหนาประมาณ 50 นาโนเมตรถูกเคลือบบนกระจก BK7 โดยแผ่น SPR              
จะถูกปรับปรุงสภาพพืน้ผิวเพ่ือเพิ่มประสิทธิภาพในการจับกับสารชีวภาพด้วยสารประกอบ
ไฮโดรคาร์บอน เช่น self-assembled monolayer (SAM) หรือ คาร์บอกซิเมทิลเลท เดกซ์ทราน (CMD) 
(Sara; et al. 2016: 510-516); (Azzam; et al.  2009:387–391) ก่อนท่ีพืน้ผิวทองจะถูกน าไปตรึงด้วย
สารชีวภาพ ตัวอย่างเช่น การตรึงแอนติบอดีเพ่ือใช้ตรวจวัดแอนติเจน หลังจากท าการตรวจวัด              
พืน้ผิว SPR สามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ได้โดยการชะล้างแอนติเจนออกจากพืน้ผิวเพ่ือท าการตรวจวดั
แอนติเจนอ่ืนๆ ได้โดยการใช้กรดอ่อน เบสอ่อน หรือสารอลัคาไลน์ เน่ืองจากพนัธะระหว่างแอนติเจน
กับแอนติบอดีจับกันด้วยพันธะไฮโดรเจน แรงวันเดอร์วาลส์ และแรงไฟฟ้าสถิต ซึ่งไม่เหนียวแน่น
เท่ากบัพนัธะแบบโควาเลนต์จึงสามารถชะล้างแอนติเจนออกได้  อย่างไรก็ตามการชะล้างพืน้ผิวด้วย
ลกัษณะนีมี้ผลท าให้ประสิทธิภาพในการจบักนัของสารชีวภาพลดลง และสามารถท าการตรวจวดัซ า้
ได้จ ากดั นัน่คือสามารถท าการตรวจวดัสารตวัอย่างได้เฉพาะสารตวัอย่างประเภทเดิมเท่านัน้  ดงันัน้ 
วิธีการท าความสะอาดแผน่ SPR โดยการชะล้างชัน้สารชีวภาพและของชัน้สารประกอบไฮโดรคาร์บอน              
ออกจากพืน้ผิวจึงได้ถูกพฒันาขึน้ เพ่ือน าแผ่น SPR กลบัมาใช้ใหม่ ยืดอายุการใช้งาน และเป็นการ           
ลดต้นทนุในการวิจยั 
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 งานวิจยัก่อนหน้านี ้ได้น าเสนอวิธีในการชะล้างแผ่น SPR เพ่ือน ากลบัมาใช้ใหม่ (Sandeep. 
2012: 23-25) โดยใ ช้สา รละลาย  piranha (concentrated H2SO4 และ  30% H2O2 = 3:1 v/v)                     
เ พ่ือชะล้างพื น้ผิว  3-aminopropyl triethoxysilane (APTES) การใ ช้ เทคนิค UV-Photooxidation                  
เพ่ือชะล้างพืน้ผิว SAM (6-mercapto-1-hexanol) (Blake; & Raj. 2012: 1335–1341) อีกทัง้การใช้
สารละลายไฮโดรคลอริกร่วมกบัออกซิเจนพลาสมา เพ่ือชะล้างพืน้ผิว APTES (Bolon; & Kunz. 1972: 
109-111) เพ่ือใช้ในการตรวจวดั Human Fetuin A อย่างไรก็ตามงานวิจยัก่อนหน้านีส้่วนใหญ่ จะท า
การพฒันาวิธีการชะล้างแผ่น SPR ท่ีเป็นพืน้ผิว SAM และพืน้ผิว  APTES แต่ยังไม่มีการน าเสนอใน
การชะล้างพืน้ผิว CMD   
 ดงันัน้ งานวิจัยนีจ้ึงมุ่งเน้นเพ่ือพัฒนาวิธีการชะล้างแผ่น SPR ท่ีเป็นพืน้ผิว CMD ท่ีถูกใช้              
ในการตรวจจ าแนกหมู่เลือด โดยแผ่น SPR ท่ีใช้งานแล้วจะถูกท าความสะอาดด้วยยูวี -โอโซน                
เ พ่ือชะล้างชัน้  CMD แอนติบอดีและตัวอย่างเลือดออกจากแผ่น SPR และท าการวิ เคราะห์                       
ความสะอาดของพืน้ผิวด้วยการวัดเส้นโค้ง SPR การบันทึกภาพ SPR การวัดมุมสัมผัส การวัด                 
สมบัติเชิงแสงโดยอิลิปโซเมทรี และการวัดสภาพพืน้ผิวโดยกล้องจุลทรรศน์แบบแรงอะตอม                   
หลังจากนัน้แผ่น SPR จะถูกน ากลับไปเตรียมพืน้ผิว CMD อีกครัง้ และท าการทดสอบการใช้งาน               
โดยการตรวจจ าแนกหมูเ่ลือด 
  
ควำมมุ่งหมำยของกำรวิจัย 
 1. พัฒนาวิธีการชะล้างพืน้ผิว CMD โดยใช้วิธีท าความสะอาดแบบยูวี -โอโซน เพ่ือน า                
แผน่ SPR กลบัมาใช้ใหม ่
 2. เพ่ือท าการวิเคราะห์ความสะอาดพืน้ผิวของแผ่น SPR โดยเทคนิคการวัดเส้นโค้ง SPR
การบนึทึกภาพ SPR การวดัมมุสมัผสั การวดัสมบตัิเชิงแสงโดยอิลิปโซเมทรี และการวดัสภาพพืน้ผิว
โดยกล้องจลุทรรศน์แบบแรงอะตอม 
 3. เพ่ือศกึษาการน าแผน่ SPR กลบัมาใช้ใหม ่ด้วยการตรวจจ าแนกหมูเ่ลือด  
 
ควำมส ำคัญของงำนวิจัย 

เน่ืองจากแผ่น SPR ท่ีใช้ในการตรวจวัดสารชีวภาพมีราคาสูง ดังนัน้การพัฒนาวิธีการ                
ชะล้างพืน้ผิว CMD ด้วยยูวี-โอโซนจะท าให้ประหยัดค่าใช้จ่ายในการทดลองอย่างมาก และเป็น            
การพัฒนาวิธีชะล้างพืน้ผิว ซึ่งจากเดิมชะล้างได้เฉพาะสารตัวอย่างท่ีสร้างพันธะกับสารชีวภาพ                  
บนพืน้ผิว แต่ในงานวิจัยนีส้ามารถท่ีจะชะล้างได้ทัง้พืน้ผิวท่ีประกอบด้วยพืน้ผิว CMD แอนติบอดี             
และตวัอยา่งเลือด เพ่ือน าแผน่ SPR กลบัมาใช้ใหมไ่ด้อยา่งคุ้มคา่ 
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ขอบเขตของกำรวิจัย 
1. ท าความสะอาดแผน่ SPR ท่ีถกูใช้งานแล้วด้วยยวีู-โอโซน 
2. วิเคราะห์ความสะอาดพืน้ผิวแผน่ SPR หลงัจากท าความสะอาดด้วย การวดัเส้นโค้ง SPR  

การบนัทึกภาพ SPR การวดัมุมสมัผสั การวดัสมบตัิเชิงแสงโดยอิลิปโซเมทรี และการวดัสภาพพืน้ผิว
โดยกล้องจลุทรรศน์แบบแรงอะตอม 

3. ศกึษาการน าแผน่ SPR กลบัมาใช้ใหม ่ด้วยการตรวจวดัจ าแนกหมูเ่ลือด 
 
ประโยชน์ที่คำดว่ำจะได้รับจำกงำนวิจัย 
 ท าให้ได้พฒันาวิธีในการท าความสะอาดแผ่น SPR ท่ีถูกปรับปรุงพืน้ผิวด้วย CMD เพ่ือน า
แผ่น SPR กลับมาใช้ใหม่  และสามารถประยุกต์ใช้ได้กับการท าความสะอาดพืน้ผิวประเภทอ่ืนๆ                
อีกทัง้จะชว่ยลดต้นทนุในงานวิจยัได้เป็นอยา่งมาก    
 
 
 
 
 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



      บทที่ 2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
การท าความสะอาดพืน้ผิวด้วยยูวี-โอโซน 
 รั ง สี ยู วี  (Ultraviolet radiation, UV) ห รือ เ รี ยกว่ า รั ง สี เ ห นือม่ ว ง  เ ป็นช่ ว งหนึ่ ง ของ                               
คล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าท่ีมีความยาวคล่ืนสัน้กว่าแสงท่ีมองเห็น แต่ยาวกว่า รังสีเอกซ์มีความยาวคล่ืน
ในช่วง 100-400 นาโนเมตรและมีความถ่ีอยู่ในช่วง 1015-1017เฮิรตซ์ จ าแนกเป็น 3 ประเภท ได้แก่                  
1. UVA ห รื อ  Black light อ ยู่ ใ น ช่ ว ง ค ว า ม ย า ว ค ล่ื น  315-400 น า โ น เ ม ต ร  2. UVB ห รื อ                                
Sunburn radiation อยูใ่นชว่งความยาว 280-315 นาโนเมตร และ 3. UVC หรือ Germicidal radiation 
อยู่ในช่วงความยาว100-280 นาโนเมตร รังสียูวีถูกน ามาใช้ส าหรับการน ามาท าความสะอาด               
พืน้ผิวงาน เพ่ือก าจดัสิ่งปนเปือ้นออกจากพืน้ผิวงาน ก่อนน าไปใช้ประโยชน์ด้านตา่งๆ ในปี ค.ศ. 1972                     
Bolon, D.A.  และ Kunz, C.O. (Bolon; & Kunz.1972: 109-111) ได้น าเสนอการใช้รังสี    ยูวีส าหรับ
สลายพนัธะของพอลิเมอร์บนพืน้ผิวควอตซ์ด้วยกระบวนการโฟโตไลซิส (photolysis) ต่อมา Vig J.R.
ได้ใช้ยูวี-โอโซนในการท าความสะอาดพืน้ผิว (Vig. 1984: 1027-1034) สิ่งท่ีน่าสนใจส าหรับงานของ 
Vig J.R. คือ การเปรียบเทียบประสิทธิภาพของการก าจดัสิ่งปนเปือ้นบนพืน้ผิวโดยใช้แสงยวีูเพียงอยา่ง
เดียวกบัการใช้ทัง้แสงยวีูกบัโอโซน ดงัตารางท่ี 1 เห็นได้ว่าการใช้แสงยวีูท่ีประกอบด้วยความยาวคล่ืน 
253.7 และ 184.9 นาโนเมตรร่วมกบัเรดิคลัของออกซิเจนในกระบวนการเกิดโอโซนได้ผลดีท่ีสดุในการ
ชะล้างสิ่งปนเปือ้นออกจากพืน้ผิว  
 กระบวนการท าความสะอาดพืน้ผิวด้วยเทคนิคยูวี-โอโซน ประกอบด้วยขัน้ตอนท่ีส าคัญ               
คือ 1. สลายพันธะของสารอินทรีย์ซึ่งปนเปื้อนอยู่บนพืน้ผิวโดยตรงด้วยแสงยูวี เน่ืองจากแสงยูวี                 
มีความยาวคล่ืนสัน้ ความถ่ีสงูจึงท าให้มีพลงังานสงูถึง 3-12 อิเล็กตรอนโวลต์ ซึ่งสามารถสลายพนัธะ    
ของสิ่งปนเปือ้นได้ และ 2. การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั (oxidation reaction) โดยเรดิคลัของออกซิเจน     
จะท าปฏิกิริยากับสิ่งปนเปื้อนบนพืน้ผิว เกิดเป็นสารประกอบประเภท volatile ดงัภาพประกอบ 1     
แสงยวีูจะถูกปล่อยจากหลอดปรอทความดนัต ่า ท่ีมีความยาวคล่ืนเป็น 187.9 นาโนเมตร และ 253.7 
นาโนเมตร โดยมีผลตอ่กระบวนการท าความสะอาดพืน้ผิว ดงัตารางท่ี 2 
 
 
 
 
 

https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B8%B7%E0%B9%88%E0%B8%99%E0%B9%81%E0%B8%A1%E0%B9%88%E0%B9%80%E0%B8%AB%E0%B8%A5%E0%B9%87%E0%B8%81%E0%B9%84%E0%B8%9F%E0%B8%9F%E0%B9%89%E0%B8%B2
https://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%A3%E0%B8%B1%E0%B8%87%E0%B8%AA%E0%B8%B5%E0%B9%80%E0%B8%AD%E0%B8%81%E0%B8%8B%E0%B9%8C
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ตาราง 1 ผลการทดลองของ J.R. VIG แสดงประสิทธิภาพ ในการท าความสะอาดพืน้ผิวท่ีเง่ือนไขตา่งๆ 

 
 ท่ีมา: Vig, J.R. (1992, October). Ultraviolet-Ozone Cleaning of Semiconductor 
Surfaces. Research and Development Technical Report. p.5. 
.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 1 กระบวนการการท าความสะอาดพืน้ผิวโดยแสงยูวี และเรดิคัลของออกซิเจนใน

กระบวนการเกิดโอโซน 
 

 ท่ีมา: https://chem.uiowa.edu/sites/chem.uiowa.edu/files/people/shaw/ScarlettHow%  

20to%20UV-OZONE%20Sep_15th.pdf. 

Exposure type         Time to reach clean  
Black ligth No cleaning 
Ozone (no UV) 10 h 
253.7 nm (no Ozone) 1 h 
253.7 nm + Ozone 90 s 
253.7 nm + 184.9 nm +Ozone 20 s 

Contaminant 

Low pressure mercury Lamp 

Oxygen molecule 

184.7 nm 
253.7 nm 

Radical of Oxygen 
Ozone molecule 

CO
2 
+H

2
O+etc volatile

                            
 

 

https://chem.uiowa.edu/sites/chem.uiowa.edu/files/people/shaw/ScarlettHow%25
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ตาราง 2 แสดงผลของความยาวคล่ืนหลักของแสงอัลตราไวโอเลตท่ีมีผลต่อกระบวนการ                       
ท าความสะอาดพืน้ผิว  

  
 ท่ีมา :  Vig, J.R. (1992, October). Ultraviolet-Ozone Cleaning of Semiconductor 
Surfaces. Research and Development Technical Report. p.6. 
 
 
 ภาพประกอบ 2 ความยาวคล่ืนท่ี 184.9 นาโนเมตร มีพลังงานสูงจึงสามารถเข้าไปท าลาย
พนัธะของโมเลกุลออกซิเจนให้แยกออกจากกัน เป็น เรดิคัลของออกซิเจน  2 อะตอม ดัง
สมการท่ี 1 
 

          
                 (1)  

                                                    
เ ม่ือ  คือพลังงานของคล่ืนท่ีมีความคล่ืน 184.9 นาโนเมตร และเรดิคัลของออกซิเจน
อะตอมหนึง่จะรวมกบัโมเลกลุของออกซิเจนเกิดเป็นโอโซน (O3) ดงัสมการท่ี 2 

        
(2) 

ความยาวคล่ืน (นาโนเมตร) ผลของความยาวคล่ืน 

184.9 • ถกูดดูซบัโดยโมเลกลุของออกซิเจนและสารอินทรีย์ 

• ท าให้เกิดอะตอมของออกซิเจนและโอโซน 

• สลายพนัธะโมเลกลุของสิ่งปนเปือ้น 

253.7 • ถกูดดูซบัโดยโมเลกลุของสารอินทรีย์และโอโซนแตไ่ม่
ถกูดดูซบัโดยโมเลกลุของออกซิเจน 

• สลายพนัธะของโอโซน 

• สลายพนัธะโมเลกลุของสิ่งปนเปือ้น 

 (  O )

184.9
+ O O O2

 
h

184.9
h

O + O O2 3



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จากนัน้โมเลกุลของโอโซนจะดดูซบัแสงยูวีท่ีความยาวคล่ืน  253.7 นาโนเมตร เกิดเป็นอะตอมเรดิคลั
ของออกซิเจนอีกครัง้และท าปฏิกิริยาออกซิเดชนักบัสิ่งปนเปือ้นบนพืน้ผิว ดงัสมการท่ี 3 

       
(3) 

 
เม่ือ  คือพลงังานของคล่ืนท่ีมีความคล่ืน 253.7 นาโนเมตร 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 2 วงจรการเกิดโอโซนและเรดคิลัของออกซิเจนในการท าความสะอาดพืน้ผิว 
 
 
 พลังงานจากแสงยูวีของความยาวคล่ืนท่ี  184.9 และ 253.7 นาโนเมตรมีพลังงานเป็น             
647 และ 470 กิโลจูลต่อโมลตามล าดับ (Hazama; & Hachioji. 1987: 3) ซึ่งมีพลังงานมากกว่า
พลังงานยึดเหน่ียวพนัธะของสิ่งปนเปื้อนท่ีเป็นสารประกอบประเภทสารอินทรีย์ ดงัตาราง 3 ดงันัน้
พลงังานจากแสงยวีูจึงสามารถท าลายพนัธะของสิ่งปนเปื้อนบนพืน้ผิวได้ หลงัจากนัน้สิ่งปนเปือ้นท่ีถกู
สมัผัสด้วยูวี-โอโซน จะรวมกับเรดิคลัของออกซิเจนกลายเป็นสารละเหยประเภท CO2, H2O, N, O2 
และอ่ืนๆ ดงัภาพประกอบ 3  

       

253.7O + O + O3 2


h

253.7
h
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ตาราง 3   พลงังานพนัธะเคมีของโมเลกลุตา่งๆ  
 

Bond Bond energy (KJ/mol) Bond Bond energy 
(KJ/mol) 

O – O 138.9 C = C 607.0 
O = O 490.4 C  C 828.0 
O – H 462.8 C = O 724.0 
C – C 347.7 C – CI 328.4 
C – H 413.4 H – F 563.2 
C – N 291.6 C – F 441.0 

C  N 791.0 H – CI 431.8 
C - O 351.5 N - H 309.8 

 
 ท่ีมา: Hazama, C.; & Hachioji, S. (1987). Ultraviolet-Ozone Surface Treatment. 
Threebond Technical News. 17: 1-10. 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 3 กระบวนการท าความสะอาดพืน้ผิวด้วยยูวี -โอโซน ( 1  คือความยาวคล่ืน                         

253.7 นาโนเมตร และ 2  คือความยาวคล่ืน 184.9 นาโนเมตร)   
 
 ท่ีมา:  Vig, J.R. (1992, October). Ultraviolet-Ozone Cleaning of Semiconductor 
Surfaces. Research and Development Technical Report. p.14. 
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ไบโอเซนเซอร์ (Biosensor)  
 ไบโอเซนเซอร์เป็นเคร่ืองมือหรืออุปกรณ์ตรวจวัดทางชีวภาพ ท่ีสามารถตรวจวิเคราะห์        
สารตัวอย่างได้อย่างจ าเพาะเจาะจงต่อสารท่ีต้องการตรวจวัด  และสามารถท าการตรวจวัด                      
ไ ด้หลากหลายชนิด เช่น  ฮอร์โมน แบคทีเ รีย เอนไซม์  แอนติบอดี  กรดนิวคลี อิก ดี เ อ็นเอ                         
เป็นต้น  ไบโอเซนเซอร์ประกอบด้วยสองส่วนท่ีส าคญัคือ สว่นของสารชีวภาพ (biological substance) 
และทรานสดิวเซอร์ (transducer) หรือตัวแปลงสัญญาณ (Nakamura; & Karubi. 2003: 446-468); 
(Paddle. 1996: 1079-1113) โดยสารชีวภาพ  ต้องมีความสามารถในการท าปฏิกิริยาได้อย่าง
เฉพาะเจาะจงกบัสารตวัอย่างท่ีต้องการน ามาวิเคราะห์ (Specificity)  เม่ือสารชีวภาพ ท าปฏิกิริยาต่อ
สารท่ีต้องการตรวจวดัจะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงทางกายภาพหรือทางเคมี เช่น เกิดอิเล็กตรอน เกิด
การเปล่ียนแปลงทางความต้านทานไฟฟ้าหรือสมบตัิเชิงแสง ตวัแปลงสญัญาณจะท าหน้าท่ีตรวจวดั
ความเปล่ียนแปลงดงักล่าวเป็นสญัญาณท่ีสามารถตรวจวดัได้ เช่น แปลงเป็นสัญญาณไฟฟ้า แสง 
ความถ่ีหรือความร้อน ดังภาพประกอบ 4 ตัวอย่างของทรานสดิวเซอร์ ได้แก่ 1. โพเทนชิโอเมตริก 
ทรานสดิวเซอร์ (potentiometric transducer) ท าหน้าท่ีวดัความหนาแน่นของประจท่ีุใช้เป็นสญัญาณ
ชีน้ าท่ีสะสมบนผิวหน้าอิเล็กโทรดท่ีมีกระบวนการคดัเลือกไอออน หรือก๊าซท่ีต้องการวัด ตวัอย่าง  
ทรานสดิวเซอร์ประเภทนี ้เช่น พีเอชอิเล็กโทรดท่ีมีชิน้เย่ือท่ีเป็นแก้ว (glass membrane) คัดเลือก
เฉพาะโปรตอนท่ีมีผลต่อการเปล่ียนแปลงศักย์ไฟฟ้า ท่ีเกิดขึน้ท่ีอิเล็กโทรดใช้งานเม่ือเทียบกับ
อิเล็กโทรดอ้างอิง โดยท่ีศกัย์ไฟฟ้าสมัพนัธ์กับความเข้มข้น ของไอออนในสภาวะสมดลุ 2. แอมเพอโร
เมตริก  ทรานสดิวเซอร์ (amperometric transducer) อาศยักระแสอิเล็กโทรดท่ีเกิดขึน้เป็นสญัญาณ
ชีน้ าโดยการวัดในรูปของกระแสไฟฟ้า โดยแหล่งท่ีมาของกระแสไฟฟ้าเป็นผล มาจากการถ่ายทอด
อิเล็กตรอนจากสารตวัอย่างเข้าสู่อิเล็กโทรด เชน่ ปฏิกิริยาออกซิเดชนั-รีดกัชนั โดยการเร่งปฏิกิริยาของ
เอนไซม์ ขนาดของกระแสไฟฟ้าท่ีเกิดขึน้สัมพันธ์กับปริมาณของสารตัวอย่าง  3. ออปติคอล 
ทรานสดิวเซอร์ (Optical transducer) ท างานโดยอาศยัสมบตัิของแสง คือ การดดูกลืนแสง หรือการ
สะท้อนของแสง เป็นต้น 4. เ พียโซอิเล็กทริก คริสตัล ทรานสดิวเซอร์  (peizoelectric crystal 
transducer) อาศยัสมบตัิท่ีเป็นเพียโซอิเล็กทริกซิตี (peizoelectricity) ของผลึก กล่าวคือ เม่ือมีแรงกล
มากระท าตอ่ผลึก ท าให้เกิดอิเล็กทริกไดโพล (electric dipole) เป็นผลท าให้เกิดความตา่งศกัย์หรือได
โพลโมเมนต์ (dipole moment) ในทางกลบักนัเม่ือให้พลงังานไฟฟ้าแก่วสัดท่ีุมีสมบตัเิป็นเพียโซอิเล็กท
ริก วสัดนุัน้ก็สามารถเปล่ียนพลงังานไฟฟ้าเป็นพลงังานกลได้เช่นกัน ตวัอย่างของผลึกท่ีเป็นเพียโซอิ
เล็กทริก เชน่ เซรามิกพอลิเมอร์บางชนิด และควอทซ์ เป็นต้น เม่ือน าสารชีวภาพท่ีมีความเฉพาะเจาะจง
กบัสารตวัอยา่งท่ีต้องการวิเคราะห์มาเคลือบบนผิวหน้าของเพียโซอิเล็กทริก คริสตลั ปฏิกริยาระหว่าง
สารชีวภาพกบั   สารตวัอย่าง ท่ีเกิดขึน้จะท าให้เกิดการเปล่ียนแปลงมวลท าให้ความถ่ีเปล่ียนแปลงไป 
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จากหลกัการนีจ้ึงน าเอาเพียโซอิเล็กทริก คริสตลั มาสร้างเป็นไบโอเซนเซอร์ส าหรับวิเคราะห์ปริมาณ
สารได้  
 
 

 
ภาพประกอบ 4 แผนภาพแสดงหลกัการท างานของไบโอเซนเซอร์ท่ีประกอบด้วยส่วนของสารชีวภาพ 

และตวัแปลงสญัญาณ (ดดัแปลงจาก Nakamura; & Karubi.  2003: 446-468) 
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SPR ไบโอเซนเซอร์ (SPR Biosensor)  
 เ ทคนิ คค ล่ื นผิ วพลาสมอน เ ร โ ซ แนน ซ์  (surface plasmon resonance, SPR) เ ป็ น
ไบโอเซนเซอร์เชิงแสง (optical biosensor) ท่ีมีความไวต่อการเปล่ียนแปลงคา่ดชันีหกัเห (refractive- 
index) บนพืน้ผิวโลหะ (Puttharugsa, C. 2014: 168-186) ซึ่งมีการน าไปประยุกต์ใช้กับการตรวจวัด
สารชีวภาพต่างๆ โดยมีข้อได้เปรียบคือเป็นเทคโนโลยีท่ีไม่ต้องการโมเลกุลติดฉลาก  (label-free)                       
และสามารถติดตามการตรวจวัดได้ตลอดเวลา (real-time monitoring) เทคนิค SPR จะอาศัย                   
คล่ืนผิวพลาสมอน (surface plasmon) ในการตรวจวดัการเปล่ียนแปลงคา่ดชันีหกัเหของสารตวักลาง
บนพืน้ผิวเซนเซอร์ ซึ่งน ามาสู่การประยุกต์ใช้ส าหรับการตรวจวัดการเข้าคู่กันของสารชีวภาพ                   
คล่ืนผิวพลาสมอนเป็นคล่ืนท่ีสั่นอย่างพร้อมเพรียงของประจุท่ีบริเวณพืน้ผิวโลหะ ลักษณะเฉพาะ               
ของคล่ืนผิวพลาสมอน คือ แอมพลิจูดของสนามไฟฟ้ามีค่าสูงสุดท่ีชัน้รอยต่อระหว่างผิวโลหะ                  
และชัน้ไดอิเล็กทริก (dielectric layer) และมีค่าลดลงอย่างรวดเร็วแบบเอกซ์โพเนนเชียลเม่ืออยู่                 
ห่างจากผิวโลหะ โดยมีระยะยงัผล (penetration depth) ประมาณ  200-300 นาโนเมตร ซึ่งจะเรียก
สนามไฟฟ้านีว้่า evanescent field นอกจากนีค้ล่ืนผิวพลาสมอนสามารถเคล่ือนท่ีไปตามผิวรอยต่อ
ระหว่างชัน้ไดอิเล็กทริก และชัน้โลหะ (propagation length) (Ho; Lam; & Wu. 2002:3534-3540)     
ดงัภาพประกอบ 5 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพประกอบ 5 ลกัษณะของคล่ืนผิวพลาสมอนและ evanescent field 

 
 ท่ีมา:  http://www.millersville.edu/physics/experiments/087/index.php. 
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 การกระตุ้นคล่ืนผิวพลาสมอนสามารถท าได้โดยการใช้แสงในการกระตุ้น ซึ่งมีวิธีการจดัแสง
แบบ  “Kretchmann configuration”  (Kretschmann. 1971: 313-324) ดัง ภาพประกอบ  6 (ก )                
โดยให้แสงจากแหล่งก าเนิดแสง (light source) ยิงผ่านปริซึม และตกกระทบกับฟิล์มบางของโลหะ            
ซึ่งเคลือบอยู่บนปริซึม และแสงจะสะท้อนเข้าสู่ตวัตรวจวัดแสง (detector) โดยฟิล์มบางของโลหะ                 
ท่ีสามารถเกิดปรากฏการณ์ SPR ได้คือ ทอง เงิน และโครเมียม แต่ท่ีนิยมใช้กันทั่วไป คือ ทอง 
เน่ืองจากมีความเสถียรสงู และเกิดปฏิกิริยาออกไซด์ได้ยาก โดยท่ีความหนาของชัน้ฟิล์มบางของทอง
โดยทัว่ไปจะมีคา่ประมาณ 50 นาโนเมตร เง่ือนไขการเกิดปรากฏการณ์ SPR คือ ค่าเวฟเวกเตอร์ของ
แสง               ตกกระทบในแนวขนานกบัพืน้ผิวโลหะ ( )xk  ดงัสมการท่ี 4 ต้องมีขนาดเท่ากบัเวฟเวก
เตอร์ของคล่ืนผิวพลาสมอน ( )spk  ดงัสมาการท่ี 5 
 

      2
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เม่ือเกิดปรากฏการณ์ SPR นัน่คือ จะได้    
   

                        0
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เม่ือ M  และ D  คือค่า dielectric permittivity ของชัน้โลหะและชัน้สารไดอิเล็กทริก ตามล าดับ        
  คือความยาวคล่ืนของแสงตกกระทบ 

pn  คือค่าดชันีหกัเหของปริซึม   เป็นมุมตกกระทบของแสง 

0k  คือ free space wave vector เน่ืองจากคล่ืนผิวพลาสมอนมีทิศทางขนานกับระนาบการเคล่ือนท่ี
ของคล่ืน และมีทิศทางสนามไฟฟ้าในแนวตัง้ฉากกับระนาบตกกระทบ ซึ่งมีทิศทางโพลาไรเซชัน 
(polarization) เป็นแบบ “P” ดงันัน้แสงตกกระทบท่ีมีทิศทางโพลาไรเซชันแบบ “P” หรือ transverse 
magnetic wave  ซึ่งมีทิศทางของสนามไฟฟ้าท่ีตัง้ฉากกับพืน้ผิวท่ีสามารถกระตุ้นคล่ืนผิวพลาสมอน
ได้       
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ภาพประกอบ 6 (ก) องค์ประกอบของ SPR ไบโอเซนเซอร์โดยใช้การจัดแสงแบบ  Kretchman 
configuration (ข) ต าแหนง่มมุ SPR 

 
 
 จากสมการท่ี 6 เม่ือเกิดปรากฏการณ์ SPR ค่าเวฟเวกเตอร์ทัง้สองมีค่าเท่ากัน ส่งผลให้มี   
การสูญเสียพลังงานหรือโมเมนตมัของแสงตกกระทบ และท าให้ความเข้มของแสงสะท้อนจะมีค่า
ลดลงอย่างรวดเร็ว ณ ต าแหน่งมมุท่ีให้ความเข้มของแสงสะท้อนต ่าสุดจะเรียกว่า “มมุ SPR  SPR ”   
ภาพประกอบ 6 (ข)  
 

                         0

2
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
  
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          (7) 

 
 จากสมการท่ี 7 เม่ือค่าความยาวคล่ืน ดชันีหกัเหของปริซึม และค่า dielectric permittivity 
ของโลหะ เป็นค่าคงตวั และ 2 n   เม่ือ n  คือค่าดชันีหักเหเชิงซ้อน จะได้  SPR n   เม่ือพิจารณา
ผลต่างของมุม SPR จะได้  SPR n    แสดงให้เห็นว่ามุม SPR แปรผันตรงกับค่าดัชนีหักเหของ              
สารตวัอย่างท่ีอยู่บนพืน้ผิวทอง ในกรณีท่ีน าเทคนิค SPR มาใช้ตรวจวดัคู่สารชีวภาพ ยกตวัอย่างเช่น                            
ระบบแอนติ เจนแอนติบอดี  ดังภาพประกอบ 7 โดยท าการตรึงแอนติบอดีบนพืน้ผิวทอง                 
(immobilized antibody) และเม่ือมีการเข้าคู่กันระหว่างแอนติเจนแอนติบอดี (antibody antigen 
complex) ส่งผลให้มุม SPR เพิ่มขึน้ (กราฟ SPR เล่ือนไปทางขวา) เน่ืองจากมีการเปล่ียนแปลงค่า
ดชันีหกัเหบนพืน้ผิวเซนเซอร์ โดยทัว่ไปมมุ SPR จะแปรผนัตามปริมาณของสารชีวภาพท่ีอยู่บนพืน้ผิว

ก ข 
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เซนเซอร์หรือตามความเข้มข้นของสารท่ีต้องการตรวจวดั ส่วนผลตา่งของมมุ SPR  SPR  บง่บอก
ถึงปริมาณของสารท่ีต้องการตรวจวดัท่ีสามารถตรวจวดัได้  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 7 กราฟ SPR ท่ีวดัความเข้มแสงสะท้อนเทียบกบัมมุตกกระทบ โดยท่ีกราฟวงกลมแทน
เส้นโค้ง SPR หลังจากตรึงแอนติบอดีลงบนพืน้ผิว และกราฟสามเหล่ียมแทนเส้นโค้ง SPR 
หลงัจากแอนตบิอดีจบักนัอย่างเฉพาะเจาะจงกบัแอนตเิจน 
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SPR แบบภาพ (SPR Image)  
 เทคนิค SPR แบบภาพจะใช้พืน้ฐานของเทคนิค SPR โดยท่ีเทคนิคนีจ้ะวดัค่าความเข้มแสง
สะท้อนโดยใช้กล้อง CCD (Huang; & Chen. 2006: 664-648) เ ม่ือท าการตัง้ค่ามุมตกกระทบ                     
และความยาวคล่ืนท่ีค่าๆ หนึ่ง ข้อดีของเทคนิค SPR แบบภาพคือ มีความไวสูง สามารถเห็นพืน้ผิว
เซนเซอร์ได้ตลอดเวลา และสามารถวัดปรากฏการณ์ SPR ได้พร้อมกันหลายต าแหน่งบนพืน้ผิว
เซนเซอร์ในเวลาเดียวกนั แตมี่ข้อจ ากดัเร่ืองช่วงของการวดั (dynamic range) 
 

 
ภาพประกอบ 8 (ก) การตัง้คา่มมุตกกระทบให้คงท่ี และวดัคา่ความเข้มแสงท่ีเปล่ียนแปลง เม่ือ 
          n =1.330 และ n = 1.333 (ข) แสดงผลต่างของกราฟ SPR ท่ี มีค่าดัชนีหักเห  n = 1.330             

และ n = 1.333 โดยท่ีมุม 69.08 องศา จะให้ค่าผลตา่งของความเข้มของแสงสะท้อน ( %R)
มากท่ีสดุ (ดดัแปลงจาก: Smith; & Corn. 2003: 320A-332A) 

 
 
 จากภาพประกอบ 8 (ก) แสดงกราฟ SPR ท่ีมีค่าดชันีหกัเหบนพืน้ผิวเซนเซอร์ท่ีต่างกัน คือ                         
n = 1.330 และ n = 1.333 เม่ือตัง้คา่มมุตกกระทบของแสงความยาวคล่ืน 670 นาโนเมตร ท่ีมมุ 69.08 
องศา เม่ือค่าดัชนีหักเหบนพืน้ผิวเซนเซอร์เป็น n = 1.330 ดังภาพประกอบ 8 (ก) (กราฟวงกลม)          
ค่าความเข้มแสง (%R) ท่ีวัดได้เป็น 20.95 %R เม่ือดัชนีหักเหเปล่ียนแปลงไปเป็น n = 1.333 
ภาพประกอบ 8 (ก) (กราฟสามเหล่ียม) กราฟ SPR เล่ือนมาทางขวามือ และคา่ความเข้มแสงเพิ่มขึน้
เป็น 39.11 %R เม่ือค านวณผลต่างของความเข้มของแสงสะท้อน ( %R)  มีค่าประมาณ 18 %R            
จะเห็นวา่การเปล่ียนแปลงคา่ดชันีหกัเหเพียงเล็กน้อยบนพืน้ผิวเซนเซอร์สามารถตรวจวดัได้จากผลตา่ง
ของความเข้มของแสงสะท้อน การหาค่ามุมท่ีให้ผลต่างของความเข้มแสงมากท่ีสุดหาได้จาก                  

(ก) (ข) 
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การน ากราฟ SPR ท่ีมีค่าดชันีหกัเหท่ีตา่งกนัน ามาลบกนั ดงัภาพประกอบ 8 (ข) ซึ่งมมุท่ีให้คา่ผลตา่ง
มากท่ีสุดจะอยู่ทางซ้ายมือของกราฟ SPR เน่ืองจากลักษณะอสมมาตรของ กราฟ SPR นั่นเอง                      
จะเห็นว่าท่ีต าแหน่งมุมอ่ืนๆ จะให้ผลต่างของความเข้มแสงสะท้อนท่ีลดต ่าลงส่งผลให้ความไวต่อ              
การเปล่ียนแปลงคา่ดชันีหกัเหน้อยลง ดงันัน้การตัง้คา่มมุตกกระทบของแสงจึงมีความส าคญัส าหรับ
เทคนิค SPR แบบภาพ 
 ข้อจ ากดัของ SPR แบบภาพคือช่วงการวดัท่ีมีจ ากัด ดงัภาพประกอบ 9 (ก) จะเห็นว่าท่ีมุม          
ท่ีให้ค่าผลต่างของความเข้มของแสงสะท้อนมากสุดหรือมุมท่ีมีความไวต่อการเปล่ียนแปลงค่าดชันี               
หักเหมากสุดจะมีช่วงการวัด %R ประมาณ 30% ถ้าค่าดัชนีหักเหมีการเปล่ียนแปลงมากๆ                      
การเปล่ียนแปลงของ %R  จะเปล่ียนแปลงไม่เป็นเชิงเส้น และถ้าตัง้มุมท่ีต าแหน่งอ่ืนๆ จะท าให้
ความไวของการตรวจวัดต ่าลง และช่วงการวัดต ่าลงตามไปด้วย ภาพประกอบ 9 (ข) แสดง
องค์ประกอบของ SPR แบบภาพ และข้อดีของเทคนิคนีคื้อสามารถตรวจวัดสารท่ีสนใจได้หลายตวั
พร้อมๆ กัน โดยมีรายงานส าหรับการใช้ SPR แบบภาพในการตรวจวัดสารชีวภาพต่างๆ มากกว่า 
1,000 จดุ พร้อมกนับนพืน้ผิวเซนเซอร์ (Campbell; & Kim. 2007: 2380-2392) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 9 (ก) การตัง้ค่ามุมท่ีต าแหน่งต่างๆ และวัดค่าผลต่างของความเข้มของแสงสะท้อน            

ท่ีคา่ดชันีหกัเหตา่งๆ กนั (ข) องค์ประกอบของ SPR แบบภาพท่ีมี CCD เป็นตวัตรวจวดัความเข้ม
แสงของต าแหน่งท่ีสนใจ (region of interest, ROI) (ดัดแปลงจาก Scarno; et al. 2010: 957-
966) 

 

(ก) (ข) 
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 สญัญาณ SPR สามารถติดตามการตรวจวดัได้ตลอดเวลา ซึ่งเป็นการวดัต าแหน่งมุม SPR 
เทียบกบัเวลา (ในกรณีของ SPR แบบภาพ จะวดั %R เทียบกบัเวลา) ซึ่งกราฟลกัษณะนีจ้ะเรียกว่า 
“SPR sensorgram” ดังภาพประกอบ 10 โดยใช้คู่สารชีวภาพท่ีมีความจ าเพาะเป็นระบบทดสอบ 
แอนติบอดี (รูปตวัห้าเหล่ียม) ถูกตรึงอยู่บนพืน้ผิวเซนเซอร์ เม่ือระบบมีแอนติเจน (รูปวงกลมเสีย้ว)  
ผ่านมายังพืน้ผิวเซนเซอร์ ท าให้ค่าดัชนีหักเหของระบบเพิ่มขึน้ และท าให้สัญญาณ SPR เพิ่มขึน้       
ช่วงนีเ้รียกว่า association ซึ่งเป็นช่วงท่ีคู่แอนติเจนและแอนติบอดีเข้ามาใกล้กันและจับกันแบบ
จ าเพาะ ลักษณะความชันของกราฟช่วงนีจ้ะแสดงถึงความเร็วของการจับกันของคู่สารชีวภาพ 
จนกระทัง่ถึงจดุสมดลุ หลงัจากนัน้ แอนติเจนท่ีไม่ได้จบักบัแอนติบอดีหรือจบักนัไม่แรงพอจะไหลออก
จากระบบ ท าให้ค่าดัชนีหักเหบนพืน้ผิวลดลงและท าให้สัญญาณ SPR ลดลง ช่วงนีเ้ รียกว่า 
dissociation ข้อมูลในช่วง association และ dissociation สามารถน ามาค านวณหาค่า affinity              
ท่ีแสดงถึงความแรงของการจบักนัของแอนติเจนและแอนติบอดี ปริมาณแอนติเจนท่ีจบักบัแอนติบอดี
วดัจากต าแหน่งของช่วง dissociation ถึง baseline นอกจากนีย้ังสามารถชะล้างแอนติเจนท่ีจับกับ
แอนติบอดีบนพืน้ผิวเซนเซอร์ โดยใช้สารละลายท่ีเหมาะสมเพ่ือท าการตรวจวัดแอนติเจนชนิดอ่ืนๆ  
ช่วงนีเ้รียกว่า regeneration และท าให้สัญญาณ SPR กลับมาเท่าท่ีต าแหน่ง baseline ตอนเร่ิมต้น   
ซึง่เป็นข้อได้เปรียบของเทคนิค SPR ท่ีสามารถน าพืน้ผิวเซนเซอร์กลบัมาใช้ใหมไ่ด้ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 10 SPR sensorgram ส าหรับการตรวจวดัคูส่ารชีวภาพ ด้วยเทคนิค SPR 
 

 ท่ีมา:  http://pubs.acs.org/subscribe/archive/mdd/v04/i02/figures/arbery-fig2.gif 

http://pubs.acs.org/subscribe/archive/mdd/v04/i02/figures/arbery-fig2.gif
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รูปแบบการตรวจวัด (detection platform) (Homola. 2006: 184-186) 
 การเลือกรูปแบบการตรวจวัดต่างๆ ให้เหมาะสมส าหรับการตรวจวัดสารชีวภาพโดยใช้
เทคนิค SPR จะต้องค านึงถึงขนาดหรือมวลโมเลกุลของสารตัวอย่าง ความไวของเคร่ืองมือ                    
และการน าไปประยุกต์ใช้กับสารชีวภาพแบบต่างๆ ภาพประกอบ 11 แสดงสารชีวภาพในระบบของ
แอนติบอดีและแอนติเจน ซึ่งเป็นสารชีวภาพตวัอย่างส าหรับรูปแบบในการตรวจวดัสารชีวภาพโดยใช้
เทคนิค SPR  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ภาพประกอบ 11 แสดงสญัลกัษณ์แทนสารชีวภาพตา่งๆ 
  
 
 โดยทั่วไปแล้วรูปแบบการตรวจวัดสารชีวภาพด้วยเทคนิค SPR สามารถจ าแนกได้             
เป็น 4 รูปแบบดงันี ้คือ 
 การตรวจวัดโดยตรง (direct detection)  
  การสร้างพืน้ผิวเซนเซอร์ส าหรับการตรวจวดัโดยตรง ท าโดยการตรึงแอนติบอดีบนพืน้ผิว
เซนเซอร์และตรวจวัดแอนติเจน ดังภาพประกอบ 12 ในกรณีนีส้ัญญาณ SPR จะแปรผันตาม           
ความเข้มข้นของแอนติเจนในสารตัวอย่างรูปแบบการตรวจวัดแบบนีเ้หมาะส าหรับการตรวจวัด
สารชีวภาพท่ีมีขนาดโมเลกุลใหญ่หรือขนาดกลาง เพราะว่าสารชีวโมเลกุลขนาดเล็กมีผลต่อ                      
การเปล่ียนแปลงคา่ดชันีหกัเหบนพืน้ผิวเซนเซอร์ได้น้อย หรือไมมี่การเปล่ียนแปลง 
 

primary antibody 

secondary antibody 

 antigen 

 conjugated antigen 
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ภาพประกอบ 12 แสดงการตรวจวดัโดยตรง 
 
 

 Sandwich assay  
  รูปแบบการตรวจวดั sandwich assay จะประกอบด้วยสองขัน้ตอน ดงัภาพประกอบ 13 
โดยขัน้ตอนแรก แอนติบอดี (primary antibody) จะถูกตรึงบนพืน้ผิวเซนเซอร์ เพ่ือตรวจวดัแอนติเจน
ซึ่งเป็นรูปแบบการตรวจวดัโดยตรงนัน้เอง ขัน้ตอนท่ี 2 ท าการผ่านแอนติบอดีตวัท่ีสอง (secondary 
antibody, ส่วนใหญ่จะเลือกใช้เป็นโพลีโคลนอลแอนติบอดี) และแอนติบอดีตัวท่ีสองจะจับกับ
แอนติเจนท่ีอยู่บนพืน้ผิวเซนเซอร์ ซึ่ง รูปแบบการตรวจวัดนีจ้ะเป็นการเพิ่มความไว (sensitivity)                  
ของสญัญาณ SPR โดยสญัญาณ SPR จะแปรผนัตามปริมาณของแอนติเจนท่ีอยู่บนพืน้ผิวเซนเซอร์ 
และความเข้มข้นของแอนติบอดีตัวท่ีสอง นอกจากนีย้ังเป็นการเพิ่มความจ าเพาะ (selectivity)                 
ของระบบการตรวจวดั เน่ืองจากแอนตบิอดีตวัท่ีสองจะต้องมีความจ าเพาะกบัแอนตเิจนเท่านัน้ 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 13 แสดงขัน้ตอนการตรวจวดัแบบ sandwich assay 
 
 
 

v 
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 Competitive assay  
  การตรวจวัดในรูปแบบ competitive assay จะใช้ส าหรับการตรวจวัดสารชีวภาพท่ีมี           
มวลโมเลกุลขนาดเล็กท่ีไม่สามารถตรวจวัดได้โดยใช้รูปแบบการตรวจวัดโดยตรง หรือการตรวจวัด
แบบ sandwich assay ในรูปแบบการตรวจวัดนีจ้ะใช้หลักการแย่งกันจับของแอนติเจนท่ีติดฉลาก 
(conjugated antigen) และแอนติเจนอิสระ (free antigen) กับแอนติบอดี บนพืน้ผิวเซนเซอร์             
โดยแอนติเจนจะถูกติดฉลากกับสารชีวภาพท่ีมีขนาดใหญ่กว่า เช่น bovine serum albumin (BSA) 
หรือโปรตีนเคซีน (casein) ในขัน้ตอนการตรวจวดัแอนติเจนอิสระและแอนติเจนท่ีติดฉลากจะผสมกัน
ก่อน โดยใช้แอนติเจนท่ีติดฉลากด้วยความเข้มข้นคงท่ี เม่ือผ่านแอนติเจนทัง้สองแบบไปบนพืน้ผิว
เซนเซอร์ แอนติเจนทัง้สองจะแย่งกันจบักับแอนติบอดี ดงัภาพประกอบ 14 และสญัญาณ SPR ท่ีได้         
จะแปรผนัแบบผกผนักบัความเข้มข้นของแอนติเจนอิสระ นัน่คือ ถ้ามีปริมาณของแอนตเิจนอิสระมาก 
(มีมวลโมเลกลุขนาดเล็ก) ในสารตวัอย่างจะท าให้แอนติเจนอิสระจบักบัแอนติบอดีบนพืน้ผิวเซนเซอร์
ได้มากกว่าแอนติเจนท่ีติดฉลากจึงส่งผลให้ได้สญัญาณ SPR น้อยลง ในทางตรงกันข้ามถ้าปริมาณ
ของแอนติเจนอิสระน้อย จะท าให้แอนติเจนท่ีติดฉลากจบักบัแอนติบอดีบนพืน้ผิวเซนเซอร์ได้มากกว่า             
และท าให้ได้สญัญาณ SPR มากกวา่ (ความเข้มข้นของแอนตเิจนท่ีตดิฉลากคงท่ี) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 14 แสดงรูปแบบการตรวจวดัแบบแยง่จบั 
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 Inhibition assay   
  การตรวจวัดแบบ Inhibition assay ดังภาพประกอบ 15 โดยสารชีวภาพท่ีต้องการ           
ตรวจวิเคราะห์ (แอนติเจน) จะถกูผสมก่อนกบัแอนติบอดีซึ่งจะจบักับแอนติเจนเป้าหมาย ตอ่จากนัน้
ท าการผ่านสารชีวภาพท่ีผสมไปบนพืน้ผิวเซนเซอร์ท่ีมีแอนติเจนถูกตรึงอยู่บนพืน้ผิวเซนเซอร์                    
และแอนติบอดี ท่ีไม่ได้ท าอันตรกิริยากับแอนติเจนจะจับกับแอนติเจนท่ีถูกตรึงบนพืน้ผิวเซนเซอร์                
ส่วนแอนติบอดีท่ีจับกับแอนติเจนตอนต้นไม่สามารถจับกับแอนติเจนท่ีถูกตรึงบนพืน้ผิวเซนเซอร์ได้ 
ส่งผลให้สัญญาณ SPR ท่ีได้แปรผันแบบผกผันกับปริมาณของสารชีวภาพท่ีต้องการวิเคราะห์ 
เชน่เดียวกบัการตรวจวดัแบบ competitive assay 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 15 แสดงรูปแบบการตรวจวดัแบบ inhibition assay 
 
 
การวัดมุมสัมผัส (contact angle measurement) 
 การวดัมุมสมัผสัของพืน้ผิวสามารถท าได้โดยการหยดของเหลวบนพืน้ผิวท่ีต้องการตรวจวดั    
ซึง่ของเหลวจะท ามมุกบัพืน้ผิว เรียกว่า มมุสมัผสั (contact angle) คา่มมุสมัผสัจะบอกถึงการกระจาย
ตวัของของเหลวบนพืน้ผิว คือความสามารถของของเหลวในการรักษาหน้าสมัผสักบัพืน้ผิว มมุสมัผสัท่ี
น้อยกวา่ 90 องศา โดยทัว่ไปจะหมายถึง ภาวะการกระจายตวัของของเหลวบนพืน้ผิวอยูใ่นระดบัดีมาก                      
และของเหลวจะกระจายออกไปเป็นบริเวณกว้าง มมุสมัผสัท่ีมากกว่า 90 องศา โดยทัว่ไปจะหมายถึง 
ภาวะการกระจายตวัของของเหลวบนพืน้ผิวอยูใ่นระดบัไมดี่ และของเหลวจะสมัผสักบัพืน้ผิวของเหลว
เพียงเล็กน้อย และจะก่อตวัเป็นทรงหยดน า้ค้าง 
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 ส าหรับกรณีถ้าของเหลวนัน้เป็นน า้ พืน้ผิวท่ีมีการกระจายตวัได้ดีจะถูก เรียกว่า ไฮโดรฟิลิก
(Hydrophilic) ดังภาพประกอบ 16 (ก) และพืน้ผิวท่ีมีการกระจายตัวไม่ดีจะถูกเรียกว่า ไฮโดร-               
โฟบิก  (Hydrophobic) ดังภาพประกอบ16 (ข ) พื น้ผิ ว ท่ี มี การกระจายตัว ไม่ ดีอย่า งยิ่ ง ยวด 
(Superhydrophobic) จะให้มุมสมัผสัท่ีมากกว่า 150 องศา ท าให้มีหน้าสมัผัสระหว่างของเหลวและ
ของแข็งน้อยมากๆ ซึ่งกรณีนีบ้างครั ง้ถูกเ รียกว่า "Lotus effect" หรือ "ปรากฏการณ์ใบบัว  "                            
ดงัภาพประกอบ 16 (ค) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 16 ลักษณะมุมสัมผัสของหยดน า้ (ก) พืน้ผิวมีความชอบน า้ (ข) พืน้ผิวมีความชอบ      

น า้น้อย (ค) พืน้ผิวมีความไมช่อบน า้ (ดดัแปลงจาก: Yuehua Y; & Randall Lee T. 2013: p.4) 
 
 
 ลักษณะมุมสัมผัสของหยดน า้ท่ีแตกต่างกันเป็นผลมาจาก แรงตึงผิว (surface tension)                 
คือ แรงยึดเหน่ียวท่ีเกิดขึน้ระหว่างโมเลกุลของแข็งกับของเหลว ของเหลวกับอากาศ และของแข็ง          
กับอากาศ ดงัภาพประกอบ 17 เม่ือพิจารณาแรงท่ีเกิดขึน้ภายในของเหลว ในแต่ละโมเลกุลจะเกิด              
แรงท่ีดึงกันในทุกทิศทางกับโมเลกุลใกล้เคียง ส่งผลให้ผลลพัธ์ของแรงเป็นศนูย์อยู่ในสภาวะสมดุล                
แต่เม่ือพิจารณาท่ีผิวรอยต่อระหว่างของเหลวและของแข็งจะเกิดความไม่สมดลุของแรง คือการเกิด
พลังงานอิสระท่ีผิวของของเหลว เรียกว่าพลังงานอิสระพืน้ผิว (surface free energy) ซึ่งสามารถ
ค านวณได้จากสมการของยงั  (Young’s equation) (Young. 1805: 65) ดงัสมการท่ี 8 
     

       cosSV SL SL                 (8) 
 

90o  90o  150o 

ก ข ค 

https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Hydrophilic&action=edit&redlink=1
https://th.wikipedia.org/wiki/Hydrophobic
https://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Lotus_effect&action=edit&redlink=1
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เ ม่ือ  SV , LV   และ SL   คือ พลังงานอิสระท่ีผิวรอยต่อของ ของแข็ง /ไอ, ของเหลว/ไอ และ       
ของแข็ง/ของเหลว 
 Complete wetting เกิดขึน้เม่ือ θ 0 โดยปกติของเหลว ใดๆ จะแพร่กระจายได้บนพืน้ผิวได้                       
เม่ือค่า surface energy ของตัวของเหลวนัน้มีค่าต ่ากว่า solid surface energy และ spontaneous       
wetting เกิดเพ่ือของเหลวนัน้มีค่า surface tension ท่ีมากกว่าค่าวิกฤต ส าหรับค่าความตึงผิวนัน้                
หาได้มาจากสมการของ Owens-Wendt ดงัสมการท่ี 9 
 

         1 cos 2 d d p p

l s l s                  (9) 

 
โดยท่ี l   คือ surface tension ของ liquid  
d และ p   คือ  dispersion และ polar component คา่ท่ีต้องการทราบ   คือ d

l  และ p

l  
 
 ในกรณีท่ีมีการหยดของเหลวลงบนพืน้ผิวนัน้จะมีสองแรงหลักท่ีมีผลต่อการหยดของ
ของเหลว คือ แรงระหว่างพืน้ผิวท่ีมีต่อหยดของเหลว ( SL ) ซึ่งจะเป็นตวับ่งบอกถึงความสามารถ       
ในการกระจายตวัออก (spreading) ของของเหลวบนพืน้ผิว และการกระจายตวัของหยดของเหลวบน
พืน้ผิวนัน้ก็เป็นการเพิ่มพืน้ท่ีผิวสัมผัสระหว่างหยดของของเหลว และไอ  LV  ท่ีมีผลท าให้ค่าของ 
surface energy ระหวา่งของเหลวและไอมีคา่เพิ่มขึน้ 
       
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 17 แรงตงึผิวท่ีรอยตอ่ระหวา่งของแข็งกบัของเหลว ของเหลวกบัอากาศ                      

และของแข็งกบัอากาศ 
   
 
 
 


lv

sl

sv
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กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic Force Microscope, AFM)  
 กล้องจลุทรรศน์แรงอะตอม (จตพุร วฒุิกนกกาญจน์; ม.ป.ป. 1-9) เป็นเทคนิคท่ีสามารถใช้ใน          
การพิจารณาสภาพพืน้ผิวของวัสดุประเภทต่างๆ ได้ โดยมีหลักการพืน้ฐาน คือ การใช้เข็มตรวจวัด                 
ขนาดเล็ก (probe tip) ท่ีท ามาจากวัสดุ silicon nitride ( 3 4Si N ) เคล่ือนท่ีสแกน (Scanning) ไปทั่ว
บริเวณต่างๆ ของผิววัสดุ โดยการควบคุมของตัว Piezoelectric Scanner ซึ่งสภาพผิวของวัสดุ              
ท่ีแตกต่างกันไป จะก่อให้เกิดการเปล่ียนแปลงกับเข็มตรวจวัด (Probe Tip) แตกต่างกันไป (ตวัคาน                
ท่ี เข็มเกาะติดอยู่จะโค้งงอ (Bending) เ กิดขึ น้  ซึ่ งสามารถถูกตรวจวัดได้โดย photodetector                          
ดงัภาพประกอบ 18  จงึท าให้ได้ภาพท่ีออกมาสอดคล้องตามสภาพพืน้ผิวในแตล่ะบริเวณ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
ภาพประกอบ 18 องค์ประกอบหลกัของกล้องจลุทรรศน์แบบแรงอะตอม (AFM) 

 
 
 สิ่งท่ีท าให้คานท่ีมีเข็มเกาะอยู่เกิดการโค้งงอขึน้ก็คือ แรงกระท าระหว่างอะตอม ซึ่งอาจจะ
เป็นแรงดงึดดู หรือแรงผลกัก็ได้ขึน้อยู่กับระยะห่างระหว่างเข็มปลายแหลม (Tip) ดงันัน้ เทคนิค AFM            
จงึสามารถท่ีจะใช้ท าการศกึษาได้หลายวิธี อย่างไรก็ตามไม่ว่าจะเป็นการใช้ AFM ในวิธีใด แรงกระท า
ท่ีเกิดขึน้ ก็จะมีการเปล่ียนแปลงไปตามสภาพพืน้ผิวชิน้งาน และท าให้ได้ภาพท่ีสอดคล้องกบัสภาพผิว
ของวสัดเุชน่กนั โดยท่ี AFM มี 3 รูปแบบ (Mode) ท่ีส าคญั คือ 



25 
  

 1. Contact mode เป็นการวดัสภาพพืน้ผิวชิน้งาน โดยการขยบัให้เข็มไถล (Slide) ไปบนผิว
งานซึ่งจะท าให้มีแรงผลักเกิดขึน้ เน่ืองจากว่าเข็มกับผิวงานจะอยู่ใกล้กันมาก (ประมาณ 1-2 
Angstrom) ซึ่งแรงผลักดังกล่าวนี ้จะเปล่ียนแปลงไปตามรูปทรงผิวงาน ซึ่งจะท าให้มีการโค้งงอ            
ของคาน (Cantilever) ท่ีมีเข็มยึดเกาะอยู่ท่ีปลาย โดยมีขนาดของการเปล่ียนแปลงสอดคล้องเป็นไป
ตามลกัษณะรูปทรงของผิวงาน 
 อย่างไรก็ตาม เทคนิคแบบ Contact Mode นีจ้ะมีข้อเสีย คือ ในการท่ีจะลากให้เข็มตรวจวดั
เคล่ือนท่ีไถลข้ามไปยงับริเวณตา่งๆ บนผิวงาน อาจจะท าให้เกิดต าหนิ หรือสภาพพืน้ผิววสัดท่ีุตา่งไป
จากสภาพเดิมท่ีแท้จริง (Artifact) และความเสียหายเกิดขึน้แก่ผิวงานได้ ยกตัวอย่างเช่น ภายใต้
สภาวะบรรยากาศปกติ ท่ีซึง่มีอากาศและความชืน้ในอากาศ จะเกิดหยดน า้หรือสิ่งสกปรกติดอยูบ่นผิว
งาน  ซึ่งเม่ือเกิดการเคล่ือนท่ีสแกนของเข็มวัดไปสัมผสักับผิวท่ีมีชัน้บางๆ ของหยดน า้ท่ีมีสิ่งสกปรก
ดงักล่าวเกาะอยู่จะท าให้มีแรงดึง (แรงไฟฟ้าสถิต และแรงตึงผิว) ดึงให้ตวัคานท่ีมีเข็มยึดอยู่ท่ีปลาย
เคล่ือนท่ี             ลงมาสมัผสักบัชัน้ดงักล่าว ท าให้ผลตอ่คา่แรงระหว่างเข็มกบัผิวงานท่ีเกิดขึน้โดยรวม
เปล่ียนแปลงไป นอกจากนีย้งัท าให้ผิวงานถกูท าลาย เชน่ การฉีกขาดจากการลากเข็มไปบนผิวงาน 
 2. Non-Contact mode เทคนิคแบบ Non-Contact mode ถูกพัฒนาขึน้มาเพ่ือหลีกเล่ียง
ปัญหาการท าลายผิวงาน โดยในท่ีนีต้ัวเข็มปลายแหลมจะถูกยกขึน้มาให้มีระยะห่างเหนือผิวงาน             
สูงมากขึน้  คือประมาณ 10-100 Angstrom จึงไม่มีปัญหาเ ร่ืองการท าลายโครงสร้างผิ วงาน                   
โดยในกรณีนี ้แรงกระท าระหว่างตวัคานท่ีมีเข็มปลายแหลมยึดเกาะอยู่กับผิวงานจะเป็นลกัษณะแรง
ดงึดดู ซึง่จะเปล่ียนแปลงไปตามรูปทรงของสภาพผิวงานเชน่เดียวกนั 
 อย่างไรก็ตาม วิธีนีจ้ะมีข้อจ ากดัท่ีเก่ียวกบัความละเอียดของภาพท่ีเกิดขึน้ นัน่คือ แรงดงึดดู
ประ เภท Van der Waals ท่ี เ กิดขึ น้ ระหว่า ง  tip กับ  พื น้ผิ ว  ในกรณี นี จ้ะ เ ป็นแรง ท่ีอ่อนกว่ า                             
เม่ือเทียบกับแรงผลักท่ีเกิดขึน้ในกรณีของ Contact Mode (ปกติอยู่ท่ีประมาณ 1210 N  ) ดังนัน้ 
สัญญาณการเปล่ียนแปลงจึงอาจจะไว (Sensitive) ต่อสิ่งแปลกปลอมท่ีอยู่บนผิวงาน อย่างเช่น                  
หยดน า้ท่ีเกาะอยูบ่นผิว  
 3. Tapping Mode เป็นเทคนิคท่ีรวมเอาลักษณะของการวดัทัง้ในแบบของ Contact mode 
และ Non-Contact mode เข้าด้วยกนั กล่าวคือ ยังคงให้มีการสมัผสักนัระหว่างเข็มกบัผิวงานในระยะ
ท่ีใกล้กันมาก เหมือนกับกรณีของ Contact Mode เพ่ือให้เกิดภาพท่ีชัดเจน ในขณะเดียวกัน ก็ยังมี             
การสัน่หรือขยบัเข็มปลายแหลมให้เคล่ือนท่ีขึน้ลงไปพร้อมๆ กบัการเคล่ือนท่ีสแกนไปยงับริเวณตา่งๆ 
บนผิวงาน ดงันัน้ จึงเป็นการหลีกเล่ียงปัญหาการลากไถลเข็มปลายแหลม ซึ่งจะท าให้เกิดการท าลาย
สภาพผิวงานได้ ดงัท่ีเคยเป็นปัญหาใน Contact Mode 
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สเปคโตรสโคปิค อีลิปโซเมทรี (Spectroscopic Ellipsometry) 
 สเปคโตร สโคปิคอีลิปโซเมทรี  (โรสลีนา ยูโชะ . 2554: 17-18) เป็นเคร่ืองมือท่ีใช้วัด                       
การเปล่ียนแปลงโพลาไรซ์เซชันของแสงสะท้อนออกจากผิววัสดุ  โดยผลการวัดจะอยู่ในรูปของ                    
การเปล่ียนแปลงเฟสของแสงตกกระทบกับแสงสะท้อน ซึ่งมีการเปล่ียนแปลงเฟสของคล่ืนในแนว                 
p และ s โดยนิยามการเปล่ียนแปลงเฟสของคล่ืนก่อนและหลงัการสะท้อนของคล่ืนในแนว p และ s  
วา่ delta ( ) ดงัสมการท่ี 10 

        
        i r                 (10) 
 
เม่ือ i คือเฟสของคล่ืนในแนว p และ s ก่อนการสะท้อนท่ีผิวรอยตอ่ของตวักลาง 
r คือเฟสของคล่ืนในแนว p และ s หลงัการสะท้อนท่ีผิวรอยตอ่ของตวักลาง 

โดย มีคา่อยูใ่นชว่ง -180o ถึง +180o หรือ 0o ถึง 360o 

 
 
 
        
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 19 แสดงระนาบตกกระทบซึ่งประกอบไปด้วยแอมปลิจูดของสนามไฟฟ้าท่ีเคล่ือนท่ี      

เ ข้าและตัง้ฉากกับพืน้ผิวตัวอย่าง โดยมีแอมพลิจูดของสนามไฟฟ้าในแนวขนาน (EP)                          
และสนามไฟฟ้าในแนวตัง้ฉาก (ES) กบัระนาบตกกระทบ 

 
 ท่ีมา:  http://www.kristoflodewijks.be/?page_id=262 
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 เม่ือพิจารณาสมัประสิทธ์ิแอมพลิจดูการสะท้อนของคล่ืนจากสมการเฟรสเนล ดงัสมการท่ี 11 
และสมการท่ี 12 

 

        
rp

p

ip

E
r

E
          (11) 

 

         rs
s
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E
r

E
          (12) 

 
 
เม่ือ 

pr คือสมัประสิทธ์ิการสะท้อนในแนวขนานกบัระนาบตกกระทบ 

sr คือสมัประสิทธ์ิการสะท้อนในแนวตัง้ฉากกบัระนาบตกกระทบ 
 
 โดยสัมประสิทธ์ิการสะท้อนทัง้หมดของคล่ืนในแนว p และ s สามารถอธิบายในรูป                
ของอตัราส่วนแอมพลิจูดของแสงท่ีสะท้อนในแนวขนานกับระนาบตกกระทบต่อแอมพลิจูดของแสง                
ท่ีสะท้อนในแนวตัง้ฉากกบัระนาบตกกระทบวา่เป็นปริมาณ psi ดงัสมการท่ี 13 

     

        tan 
p

s

r

r
          (13) 

 
โดย   อยูใ่นรูปของมมุ tan ซึง่มีคา่อยูใ่นชว่ง 0o ถึง 90o    
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เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
ปี พ.ศ. 2535 (ค.ศ.1992) Vig, J.R. (Vig. 1992: 1-39) ได้ท าการทดสอบประสิทธิภาพของ 

การท าความสะอาดพืน้ผิวด้วยยูวี-โอโซน โดยศกึษาตวัแปรท่ีมีผลตอ่การท าความสะอาดสิ่งปนเปือ้น
บนพืน้ผิว  คือ ความยาวคล่ืนจากหลอดยูวี ท่ี มีความยาวคล่ืน 184.9 และ 253.7 นาโนเมตร                         
และปฏิกิริยาออกซิเดชันของเรดิคัลของอะตอมออกซิเจน  Vig, J.R. ได้ออกแบบการทดลอง                  
โดยมีตวัอย่างท่ีมีพอลิเมอร์เคลือบอยู่  2 ตวัอย่าง แยกกันอยู่ 2 กล่อง โดยท่ีกล่องท่ี 1  สิ่งปนเปื้อน              
บนพืน้ผิวจะถูกท าความสะอาดด้วยพลังงานจากความยาวคล่ืนท่ี 184.9 และ 253.7 นาโนเมตร                
และถูกออกซิเดชนัโดยเรดิคลัของอะตอมออกซิเจนพร้อมกัน และกล่องท่ี 2 เป็นการศึกษาตวัแปรท่ีมี
ผลต่อการท าความสะอาดสิ่งปนเปือ้นบนพืน้ผิว ดงันี ้คือ 1. ผลของปฏิกิริยาออกซิเดชนัจากอะตอม
ของออกซิเจนท่ีมีผลต่อการท าความสะอาดพืน้ผิวเพียงอย่างเดียว  2. ผลของความยาวคล่ืนท่ี 253.7 
นาโนเมตร ท่ีมีผลตอ่การท าความสะอาดพืน้ผิวเพียงอย่างเดียว และ 3. ผลของความยาวคล่ืนท่ี 253.7 
นาโนเมตร และการถกูออกซิเดชนัโดยเรดิคลัของอะตอมออกซิเจน ผลการทดลองปรากฏว่า ตวัอย่าง       
ท่ีถูกท าความสะอาดด้วยแสงยูวีท่ีมีความยาวคล่ืน ทัง้ 253.7 และ 184.9 นาโนเมตรถูกท าความ
สะอาดได้ดีท่ีสดุ 

 ปี พ.ศ. 2555 (ค.ศ. 2012) Vashist, S.K. (Vashit.  2012: 23-25) ได้ท าการชะล้างพืน้ผิว 
SPR ท่ีถูกปรับปรุงสภาพพืน้ผิวด้วย (3-Aminopropyl)-triethoxysilane (APTES) โดยใช้สารละลาย    
piranha ซึ่ ง เต รียมไ ด้จากสารละลายกรดซัล ฟิ ว ริกกับสารละลายไฮ โดร เปอ ร์ออกไซ ด์  
(H2SO4/30%H2O2 = 3:1, v/v) ในการท าความสะอาดพืน้ผิวเป็นเวลา15 นาที หลงัจากท าความสะอาด
พืน้ผิว SPR จะถูกน ามาปรับปรุงสภาพพืน้ผิวด้วย APTES อีกครัง้ก่อนท่ีจะถูกทดสอบการใช้งาน                 
ด้วยการตรึง Human Fetuin A (HFA) จากผลการทดลอง พืน้ผิวท่ีผ่านการท าความสะอาดถกูวิเคราะห์
เทียบกับพืน้ผิวใหม่โดยวิธี Rutherford back scattering (RBS) พบว่า จ านวนโมเลกุลต่อตาราง
เซนติเมตรของ APTES มีค่าใกล้เคียงกันมาก และพืน้ผิวท่ีถูกท าความสะอาดสามารถจะน ามาตรึง 
HFA ได้มากถึง  30 รอบ 
 ปี  พ .ศ . 2555 (ค .ศ . 2012) Blake N Johnson and Raj Mutharasan (Johnson;                        
& Mutharasan. 2012: 1335-1341) ได้ใช้การท าความสะอาดพืน้ผิวแบบ liquid-UVPO ในการชะล้าง                          
SAM Formation ท่ีถกูใช้ในการปรับปรุงสภาพพืน้ผิวทอง ดงัภาพประกอบ 20 (ก) แผน่ทองท่ีถกูเคลือบ
ด้วยชัน้ SAM ดงัสมการท่ี 14 จะถูกแช่อยู่ในสารสะลายไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ และน าเข้าเคร่ือง                
ท าความสะอาดพืน้ผิวด้วยแสงยูวี  แสงยูวีจะท าลายพันธะของไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์กลายเป็น               
เรดิคลัของไฮดรอกซิล ( *(OH )  ดงัภาพประกอบ 20 (ข) ดงัสมการท่ี 15 เรดิคลัของไฮดรอกซิลจะเข้า  
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ท าปฏิกิริยากับพนัธะ RS-Au ดงัภาพประกอบ 20 (ค) ดงัสมการท่ี 16 ท าให้ชัน้ SAM หลุดออกจาก
พืน้ผิวทอง ดงัภาพประกอบ 20 (ง)  
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ภาพประกอบ 20 กระบวนการท าความสะอาดพืน้ผิวโดยวิธี Liquid-UVPO (ก) หมู่ไทออลของ                  

SAM ถูกตรึงบนพืน้ผิวทอง (ข) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์แตกตัวเป็นเรดิคัลของไฮดรอกซิล                       
2 อะตอม เม่ือสัมผัสแสงยูวี (ค) ไฮดรอกซิลเรดิคัลท าปฏิกิริยากับไทออล ท าให้ไทออล                  
ถกูออกซิไดซ์เป็นซลัเฟอร์ออกไซด์ (ง) พืน้ผิวทองเปลา่หลงัถกูท าความสะอาด 

 
 

 
 
 

ก ข ค ง 

 



      บทที่ 3 
วธีิด ำเนินงำนวจิัย 

 
 งานวิจัยนีไ้ด้แบ่งการทดลองออกเป็น  4 ส่วน ได้แก่  การปรับปรุงสภาพพืน้ผิวแผ่น SPR   
การตรึงแอนติบอดีและตรวจจ าแนกหมู่เลือด การท าความสะอาดพืน้ผิวด้วยยูวี -โอโซน และ                       
การวิเคราะห์พืน้ผิวแผน่ SPR ด้วยเทคนิคตา่งๆ  
 
วัสดุและอุปกรณ์ที่ใช้ในงำนวิจัย 
 สำรเคมีและวัสดุอุปกรณ์ 
  1. Sodium Dodecyl Sulfate (SDS, 3 2 11 4( )CH CH SO Na ) ของบริษัท BIO basic Inc. 
  2. Absolute ethanol 99.9 % ( 3 2CH CH OH )) ของบริษัท RCL Labscan Limited 
  3. น า้ปราศจากไอออน  ( deionized water, maximum resistivity of 18.2 M /cm                      
ท่ี 25C) จากหน่วยเคร่ืองมือกลาง คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล (Central Instrument 
Facility; CIF) 
  4. Sulfuric acid ( 2 4H SO ) ของบริษัท RCL Labscan Limited  
  5. Hydrogen peroxide ( 2 2H O )ของบริษัท RCL Labscan Limited  
  6. ก๊าซไนโตรเจน (Nitrogen gas) 
  7. 11-Mercapto-1-undecanol 97 % (11-MUD; 11 24C H OS ) ของบริษัท Sigma-Aldrich 
Co.,St. Louis, MO, USA 
  8. Sodium hydroxide (NaOH ) ของบริษัท Ajax finechem , Australia 
  9 . Diethylene glycol dimethyl ether; 3 2 2 2)(CH OCH CH O  ของบริษัท  Sigma-Aldrich 
Co., St. Louis, MO, USA  
  10. Epichlorohydrin 99%;  3 5C H CIO  ของบริษัท Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 
USA 
  11. Carboxymethylate Dextran T500; 6 10 5 n(C H O )  ของบริษัท Pharmacosmos A/S, 
Denmark 
  12. Bromoacetic acid; 2 3 2C H BrO  ของบ ริษัท  Sigma-Aldrich Co., St. Louis, MO, 
USA 
  13. N-Hydroxysuccinimide, NHS Research Organics, Ohio, USA 
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  14. N-ethyl-N-(3-diethyl-aminopropy) carbodiimide, EDC Research Organics, 
Ohio, USA 
  15. Ethanolamine pH 5.0 ของบริษัท Research Organics, Ohio, USA 
  16. Index matching gel, refractive index 1.72 ของบ ริษั ท  Cargille Labs, West 
Chester USA 
  17. Flow Cell 7 Channel 
   17.1 Polydimethylsiloxane (PDMS)  
   17.2 Silicone elastomer curing agent ของบ ริษัท  Dow Coming Corporation,  
Midland, USA 
   17.3 Mold For Flow Cell 
  18. Phosphate-buffered saline (PBS) pH 7.4  
   18.1 Sodium chloride (NaCl) 
   18.2 Sodium phosphate diabasic ( 2 4Na HPO ) 
   18.3 Potassium dihydrogen phosphate ( 2 4NH PO ) 
   18.4 Potassium chloride (KCl) 
  19. Sodium acetate ( 3 2CH COONa 3H O ) pH 5.0 ข อ ง บ ริ ษั ท  Ajax Finechem, 
Australia. 
  20.  anti- A และ anti-B จาก สภากาชาดไทย (National Blood Centre Thai Red Cross  
Society). 
  21.  Blood sample จาก ธนาคารเลือด โรงพยาบาลรามาธิบดี (The blood bank at 
Ramathibody Hosppital), Thailand. 
  22.  SPR chip ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 1 นิว้ (ชัน้ทองเคลือบบนกระจก BK7 หนา 50 
นาโนเมตร) ของบริษัท Ssens, Netherlands 
  23.  Plasma cleaner PDC-32 G ของบริษัท National direct network Co.,Ltd. 
  24.  Centrifuge TGW 16 ของบริษัท Yingtai Instrument.  
  25. UVO cleaner ของบริษัท Jelight company Inc., USA. 
  26. เคร่ือง Surface Plasmon Resonance Imaging (iSPR) ผลิตโดย NECTEC ติดตัง้ 
ณ ศนูย์นาโนเทคโนโลยี มหาวิทยาลยัมหิดล 
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  27.  เค ร่ือง  Spectroscopic Ellipsometry (SE) ของบริษัท  J. A. Woollam ติดตัง้  ณ             
ห้องปฏิบัติการฟิลม์บาง หน่วยงานวิจัยอิเล็กโตรออปติกส์  ศูนย์เทคโนโลยีอิเล็ กทรอนิกส์                            
และคอมพิวเตอร์แหง่ชาต ิ(NECTEC) 
  28.  กล้องจุลทรรศ์แบบแรงอะตอม (Atomic Force Microscopy, AFM) ของบริษัท 
Nanomizer รุ่น  SPA400 SII ประเทศญ่ีปุ่ น  ติดตัง้  ณ  ห้องปฏิบัติการ  ศูนย์นาโนเทคโนโลยี  
มหาวิทยาลยัมหิดล (Nanotechnology Center, Mahidol University) 
  
สถำนที่ในกำรด ำเนินงำนวิจัย 
 1. ห้อง 1604 ภาควิชาฟิสิกส์ คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลยัศรีนครินทรวิโรฒ 
 2. ศูน ย์นา โน เทคโนโล ยี  มหาวิทยาลัยมหิดล  ( Nanotechnology Center, Mahidol 
University) 
 3. ห้องปฏิบตัิการฟิลม์บาง หน่วยงานวิจยัอิเล็กโตรออปติกส์ ศนูย์เทคโนโลยีอิเล็กทรอนิกส์
และคอมพิวเตอร์แหง่ชาต ิ(NECTEC) 
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ขัน้ตอนกำรด ำเนินงำนวิจัย 
 1. กำรปรับปรุงพืน้ผิวแผ่น SPR ด้วยคำร์บอกซิเมทลิเลท เดกซ์ทรำน  
  การเตรียมพืน้ผิวด้วยคาร์บอกซิเมทิลเลท เดกซ์ทราน (Carboxymethylate Dextran, 
CMD) สามารถ เต รียมไ ด้ตามงานก่อนหน้า นี  ้ (Lofas.1995: 829-834) แผ่น  SPR จะถูกท า                        
ความสะอาดโดยแช่ในสารละลาย piranha (, H2SO4/H2O2, 70:30) เป็นเวลา 10  นาที หลังจากนัน้
ล้างด้วยน า้ปราศจากไอออน และเอทานอลเพ่ือชะล้างสารละลายท่ีตกค้างออกจากพืน้ผิว เป่าด้วย                    
ก๊าซไนโตรเจนให้แห้ง และน าเข้าเคร่ืองยูวี-โอโซนเป็นเวลา 20 นาที หลงัจากนัน้น าแผ่น SPR ไปแช่           
ในสารละลาย  11-MUD ความเข้มข้น 5 mM. (11-MUD 5 mM ละลายในสารละลายเอทานอล : น า้
ปราศจากไอออน, 80:20 โดยปริมาตร) เป็นเวลา 18 ชัว่โมง เสร็จแล้วล้างด้วยเอทานอลเพ่ือชะล้าง                      
แอลเคนไทออล (alkanethiol) ท่ีไมจ่บักบัพืน้ผิวออกจากแผน่ SPR จากขัน้ตอนนีแ้ผน่ SPR จะประกอบ
ไปด้วยหมู่ฟังก์ชันไฮดรอกซิล (hydroxyl functional group) ซึ่งจะถูกเปล่ียนเป็นหมู่ฟังก์ชันอีพ็อกซี 
(Epoxy functional group ) โดยแช่แผ่น SPR ในสารละลายอิพิคลอโรไฮดริน (สารละลายอิพิคลอโร-
ไฮดริน 0.6 M: โซเดียมไฮดรอกไซด์  0.4 M) บนเคร่ืองเขย่าสาร (shaker) เป็นเวลา 4 ชั่วโมงท่ี                  
ความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที เสร็จแล้วแผ่น SPR ถูกชะล้างสารละลายส่วนเกินด้วยเอทานอล และ                          
น า้ปราศจากไอออน จากนัน้น าแผ่น SPR ไปแช่ในสารละลายเดกซ์ทราน (เดกซ์ทราน 0.3 g/mL                  
ในสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซด์ 0.1 M) บนเคร่ืองเขย่าสารเป็นเวลา 20 ชัว่โมงท่ีความเร็วรอบ 130 
รอบต่อนาที ล้างด้วยน า้ปราศจากไอออนท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส สุดท้ายเดกซ์ทรานบนพืน้ผิว  
จะถูกเปล่ียนเป็นคาร์บอกซิเมทิเลท เดกซ์ทราน โดยแช่แผ่น SPR ในสารละลาย กรดโบรโมแอซิติก                
0.1 M (Bromoacetic acid) กับ โซเดียมไฮดรอกไซด์ 2.0 M บนเคร่ืองเขย่าสารเป็นเวลา 16 ชั่วโมง      
ท่ีความเร็วรอบ 100 รอบต่อนาที หลังจากนัน้ล้างด้วยน า้ปราศจากไอออน ดังภาพประกอบ 21                   
แสดงขัน้ตอนการปรับปรุงสภาพพืน้ผิวด้วย CMD 
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ภาพประกอบ 21 การเตรียมผืน้ผิว CMD  

 
 ท่ีมา :  Lofas, S. (1995). Dextran modified self-assembled monolayer surface for use 
in biointeraction analysis with surface Plasmon resonance. Pure & Appi.Chem. 67: p.831 

 
 
 2. กำรตรึง anti-A และ anti-B และกำรตรวจจ ำแนกหมู่เลือด   
  ก่อนท าการตรึง anti-A และ anti-B พืน้ผิวจะถูกกระตุ้นด้วยสารละลาย EDC 0.4 M / 
NHS 0.1 M  ผ่านพืน้ผิวด้วยอัตราการไหล 100 ไมโครลิตรต่อนาที เพ่ือเร่งปฏิกิริยาในการจับกัน
ระหว่างพืน้ผิว CMD กบัแอนตบิอดี โดยสารละลาย EDC/NHS จะไปเปล่ียนหมูค่าร์บอกซิลิกบนพืน้ผิว
ให้เป็นหมู่เอสเทอร์  ขัน้ตอนตอ่มาเตรียม anti-A และ anti-B ในสารละลาย sodium acetate  pH 5.0   
ให้มีความเข้มข้นท่ี 5 % (Cid; et al. 2006: 131-136) ในอัตราส่วน 1:20 จะถูกไหลผ่านพืน้ผิวด้วย
อตัราการไหล 10 ไมโครลิตรต่อนาที แอนติบอดีกับพืน้ผิวจะจบักันแบบพนัธะโควาเลนต์ระหว่างหมู่
เอสเทอร์กบัหมู่เอมีน บริเวณท่ีแอนติบอดีไม่จบักบัพืน้ผิวจะถกูปิดกัน้ด้วย Ethanolamine pH 8.5 ด้วย
อัตราการไหล 100 ไมโครลิตรต่อนาที สุดท้ายแอนติบอดีท่ีไม่จับกับพืน้ผิวจะถูกชะล้างออกด้วย
โซเดียมไฮดรอกไซด์ ความเข้มข้น 5 mM ด้วยอัตราการไหล 100 ไมโครลิตรต่อนาที ดังภาพ        
ประกอบ 22  แสดงการตรึงแอนตบิอดีบนพืน้ผิว CMD 
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ภาพประกอบ 22 การตรึงแอนตบิอดีบนพืน้ผิว CMD 

 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 23 พืน้ผิว CMD หลังจากการตรึงแอนติบอดี (ก) พันธะระหว่างแอนติบอดีกับ                          

พืน้ผิว CMD (Amine-coupling) (ข) Schematic ของแอตบิอดีพืน้ผิว CMD 
 
 

Caboxylic 

group 

N-ester group 

anti-A, anti-B Amine coupling 

(ก) (ข) 
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  หลังจากตรึง anti-A, anti-B บนพืน้ผิวเพ่ือเตรียมทดสอบการตรวจจ าแนกหมู่เลือด 
ตวัอย่างเลือดหมู ่เอ บี เอบี และโอ เตรียมได้จากการเจือจางความเข้มข้นด้วยสารละลาย PBS pH 7.4 
ให้มีความเข้มข้นท่ี 5% ผ่านบนพืน้ผิวด้วยอัตราการไหล 10 ไมโครลิตรต่อนาที ประมาณ 15 นาที           
โดยตวัอย่างเลือดจะจับกับแอนติบอดีอย่างเฉพาะเจาะจง (Specific binding) เช่น ตัวอย่างเลือด            
หมู่ เอ จะจับเฉพาะกับ anti-A เม่ือสัญญาณ SPR คงท่ี และแอนติเจนกับแอนติบอดีจับกันจนถึง                 
จุดอ่ิมตวัแล้ว จะท าการผ่านโซเดียมไฮดรอกไซด์ 5 mM ด้วยอัตราการไหล 100 ไมโครลิตรต่อนาที  
เพ่ือชะล้างพนัธะระหว่างแอนติเจนกบัแอนติบอดี หลงัจากนัน้ท าการผ่านตวัอย่างเลือดต่อไปจนครบ
ทัง้ 4 ตัวอย่างในลักษณะเดียวกัน โดยเลือดหมู่เอบีจะถูกผ่านเป็นล าดับสุดท้ายและท าการวัด                     
เส้นโค้ง SPR เน่ืองจากต้องการความต่างท่ีเห็นได้ชดัเจนของความยาวคล่ืนท่ีให้คา่แสงสะท้อนต ่าสุด
ระหว่างพืน้ผิว  SPR ใหม่กับพืน้ผิว ท่ีถูกใช้งานแล้ว ภาพประกอบ 24 แสดงการจับกันแบบ
เฉพาะเจาะจงระหวา่งแอนตเิจน (RBCs) กบัแอนตบิอดี 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ภาพประกอบ 24 Schematic ของการตรวจวดัจ าแนกหมูเ่ลือด (ก) พืน้ผิว CMD หลงัจาก                
ตรึงด้วยแอนติบอดี (ข) ตวัอยา่งเลือด (RBCs) จบักบัแอนตบิอดี 

 
 
 3. กำรท ำควำมสะอำดพืน้ผิวด้วยยูวี-โอโซน 
  พืน้ผิว SPR ท่ีถูกใช้งานแล้ว จะถูกน าไปล้างด้วยเอทานอลและน า้ปราศจากไอออน         
4-5 ครัง้ และน าไปแชใ่นสารละลาย SDS 10% ซึง่เป็นสารลดแรงตงึผิวเพ่ือง่ายตอ่การท าความสะอาด
ด้วยยูวี-โอโซน ประมาณ 24 ชั่วโมง หลังจากนัน้น าแผ่น SPR เข้าเคร่ือง ยูวี-โอโซน โดยใช้เวลานาน 
ครัง้ละ 10 นาทีและท าการวัดเส้นโค้ง SPR โดยการหยดน า้ปราศจากไอออนขนาดประมาณ                        
10 ไมโครลิตร บนพืน้ผิวแผ่น SPR เม่ือท าการวัดเส้นโค้ง  SPR แล้วให้น าแผ่น  SPR เข้าเคร่ือง                

(ก) (ข) 
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ยวีู-โอโซน อีกครัง้ เป็นเวลา อีก 10 นาที และท าตามขัน้ตอนเดิมจนแผ่น SPR ถกูท าความสะอาดเป็น
เวลารวม 50 นาที ภาพประกอบท่ี 25 แสดง (ก) สภาพพืน้ผิวแผ่น SPR ท่ีประกอบด้วยชัน้ CMD 
แอนติบอดี และตัวอย่างเลือด ก่อนการท าความสะอาดด้วยยูวี -โอโซน (ข) สภาพพืน้ผิวแผ่น SPR 
หลงัจากท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน ซึ่งชัน้ CMD แอนติบอดี และตวัอย่างเลือดถกูชะล้างออกจาก
พืน้ผิว 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
ภาพประกอบ 25 การท าความสะอาดพืน้ผิว CMD แอนติบอดีและตัวอย่างเลือดด้วยยูวี -โอโซน          

(ก) พืน้ผิวแผน่ SPR หลงัจากตรวจจ าแนกหมู่เลือดซึง่ตวัอยา่งเลือดถกูตรึงอยูบ่นพืน้ผิว (ข) พืน้ผิว
แผ่น SPR หลงัจากท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน ซึ่งพืน้ผิว CMD แอนติบอดี และตวัอย่างเลือด
ถกูชะล้างออกจากพืน้ผิว 

 
 
 4. กำรวิเครำะห์ควำมสะอำดของพืน้ผิว 
  หลงัจากแผน่ SPR ถูกท าความสะอาดด้วยยูวี -โอโซน น าแผ่น SPR มาวิ เคราะห์                 
ความสะอาดด้วยเทคนิคตา่งๆ คือ 1. การวดัเส้นโค้ง SPR โดยหยดน า้ปราศจากไอออนขนาดประมาณ       
10 ไมโครลิตรบนแผ่น SPR จากนัน้เลือกบริเวณท่ีต้องการท าการตรวจวัด (region of interest, ROI) 
ประมาณ 9-15 ROI ดงัภาพประกอบ 26 เลือกต าแหน่งมุมท่ีมีความไวต่อการเปล่ียนแปลงค่าดชันี     
หกัเหมากท่ีสดุ (ปกติจะอยู่ท่ี 30 %R ) เพ่ือเปรียบเทียบค่าดชันีหกัเหระหว่างแผ่น SPR ใหม่กับแผ่น 
SPR ท่ีถกูท าความสะอาด 2. การบนัทึกภาพ SPR เพ่ือเปรียบเทียบคา่ความเข้มแสงระหวา่งแผน่ SPR 
ใหม่กับแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด 3. การวัดมุมสัมผัส โดยหยดน า้ปราศจากไอออนขนาด
ประมาณ 3 ไมโครลิตร บนแผ่น SPR ใหม่และแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด ท าการวัดประมาณ             
5 หยดของทุกแผ่น เพ่ือเปรียบเทียบมุมสัมผัสของหยดน า้ 4. การวดัสมบตัิเชิงแสงด้วยอีลิปโซเมทรี  

UV/ozone cleaning 

(ก) (ข) 
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เพ่ือเปรียบเทียบการเปล่ียนแปลงแอมพลิจูดและเฟสของแสงระหว่างแผ่น SPR  ใหม่ กับแผ่น SPR               
ท่ีถูกท าความสะอาด และ 5. การวิเคราะห์พืน้ผิวด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม เพ่ือเปรียบเทียบ
สภาพพืน้ผิว ระหวา่งแผน่ SPR ใหม ่กบัแผน่ SPR ท่ีถกูท าความสะอาด  
 
 
 
 
   
   
   
   
 
 

ภาพประกอบ 26 บริเวณท่ีต้องการท าการตรวจวดั (ROI) บนพืน้ผิวแผน่ SPR 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 



      บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภปิรายผลการทดลอง  

 

การวิเคราะห์พืน้ผิวแผ่น SPR ที่ถูกท าความสะอาดด้วยเทคนิค SPR  
 แผ่น SPR ท่ีใช้งานแล้วจะถูกท าความสะอาดด้วยยูวี-โอโซน และน ามาวิเคราะห์ลักษณะ
พืน้ผิวโดยเทคนิคต่างๆ ได้แก่ การวดัเส้นโค้ง SPR  (SPR curve) การบนัทึกภาพ SPR  (SPR image)  
การวัดมุมสัมผัส  (contact angle measurement) กา รวัดสมบัติ เ ชิ ง แสง ด้ วย อีลิป โซ เมท รี  
(Ellipsometry) และการวิเคราะห์ลกัษณะพืน้ผิวด้วยกล้องจลุทรรศน์แรงอะตอม ภาพประกอบ 27 (ก) 
แสดงตัวอย่างของลักษณะเส้นโค้ง SPR ของแผ่น SPR บนพืน้ผิวต่างๆ  ได้แก่ แผ่น SPR ใหม่,                   
แผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด และแผ่น SPR ท่ีใช้งานแล้ว จากผลการทดลองพบว่าเส้นโค้ง SPR   
ของแผ่น SPR ท่ีใช้งานแล้วจะเล่ือนไปทางขวา หรือมีความยาวคล่ืน SPR (ต าแหน่งความยาวคล่ืน               
ท่ีให้คา่แสงสะท้อนต ่าสดุ) ประมาณ 810 นาโนเมตร เน่ืองจากมีชัน้ของ CMD แอนติบอดีและตวัอย่าง
เลือดอยูบ่นพืน้ผิวแผน่ SPR ดงัภาพประกอบ 27 (ข)  เม่ือแผน่ SPR ถกูท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน 
พบว่าเส้นโค้งเล่ือนกลับมาทางซ้ายมือ เน่ืองจากชัน้ CMD แอนติบอดี และตัวอย่างเลือดได้หลุด             
หรือมีการชะล้างออกจากพืน้ผิว เน่ืองจากยวีู-โอโซน ประกอบด้วยความยาวคล่ืนท่ีมีพลงังานสงูได้แก่ 
184.9 และ 253.7 นาโนเมตร ซึ่งมีพลังงาน 647 กิโลจูลต่อโมล และ 472 กิโลจูลต่อโมล และ                      
การเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชนั จากเรดิคลัออกซิเจนกับสารชีวภาพ และชัน้ CMD ในกระบวนการ เกิด
โอโซน ซึ่งสามารถท าลายพนัธะของสารประกอบไฮโดรคาร์บอนและสารชีวภาพบนแผน่ SPR ได้  และ
เม่ือเปรียบเทียบกบัเส้นโค้ง SPR กบัแผน่ SPR ใหม่ จะมีลกัษณะ ท่ีเหมือนกนั และมีคา่ความยาวคล่ืน 
SPR ใกล้เคียงกนั ซึง่มีคา่เท่ากบั 750.25 ± 0.5 นาโนเมตร และ 750.75 ± 2.0 นาโนเมตร ส าหรับแผ่น 
SPR ใหม่ และแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาดตามล าดบั จากผลการทดลองชีใ้ห้เห็นว่าการท าความ
สะอาดด้วยยวีู-โอโซนสามารถท าความสะอาดพืน้ผิวของแผ่น SPR ท่ีใช้งานแล้วได้เป็นอย่างดี อยา่งไร
ก็ตามงานวิจยันีไ้ด้ท าการวิเคราะห์พืน้ผิวด้วยเทคนิคอ่ืนๆ เพ่ือเป็นการยืนยนัว่าพืน้ผิวของแผ่น SPR              
ท่ีถกูท าความสะอาดมีคณุลกัษณะท่ีเหมือนกนักับพืน้ผิว ของแผน่ SPR ใหม ่
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ภาพประกอบ 27 (ก) การเปรียบเทียบลักษณะเส้นโค้ง SPR ของแผ่น SPR ใหม่ (กราฟส่ีเหล่ียม)      

แผ่น SPR ท่ีใช้งานแล้ว (กราฟสามเหล่ียม) และแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด (กราฟวงกลม) 
โดยการท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน (ข) ชัน้ CMD แอนติบอดี และตวัอย่างเลือดบนแผ่น SPR 
ท่ีใช้งานแล้วในการตรวจจ าแนกหมูเ่ลือด               

 
 
  ค่าเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการท าความสะอาดด้วยยูวี-โอโซน 
  การวิเคราะห์หาค่าเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการท าความสะอาดด้วยยูวี -โอโซน โดยน า
แผ่น SPR ท่ีใช้งานแล้ว น าไปแช่ในสารละลาย SDS 10% ประมาณ 24 ชัว่โมง เน่ืองจากสารละลาย 
SDS สามารถท าให้โปรตีนบางส่วนหลุดออกจากพืน้ผิวได้ (Kratz; et al. 2015: 28-35) ท าให้การท า
ความสะอาดด้วยยวีู-โอโซนสามารถท าได้ง่ายขึน้ จากนัน้น าแผ่น SPR ท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน      
นานครัง้ละ 10 นาที เป็นเวลารวม 50 นาที ในแต่ละครัง้หลังจากการท าความสะอาดแผ่น SPR           
จะถกูน าไปล้างด้วยน า้ปราศจากไอออนและเอทานอล จากนัน้น าไปวดัเส้นโค้ง SPR  ภาพประกอบ 28 
แสดงความยาวคล่ืน SPR (ต าแหน่งความยาวคล่ืนท่ีให้ค่าแสงสะท้อนต ่าสุด ) เทียบกับเวลา                        
ในการท าความสะอาดแผ่น SPR ด้วยยูวี-โอโซน ภาพด้านบนรูปส่ีเหล่ียมแสดง ROI หรือต าแหน่ง           
ท่ีท าการตรวจวดัเส้นโค้ง SPR จากผลการทดลองพบว่า คา่ความยาวคล่ืน SPR จะลดลงเม่ือเวลาท่ีใช้
ท าความสะอาดนานขึน้และจะมีคา่คงท่ี ตัง้แตท่ี่เวลาประมาณ 20 นาที โดยก่อนการท าความสะอาด
แผ่น SPR ค่าความยาวคล่ืน SPR มีค่าประมาณ 808.25 ± 6.34 นาโนเมตร หลังจากน าแผ่น SPR              
มาท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซนเป็นเวลา 20 นาที คา่ความยาวคล่ืน SPR ลดลงเป็น 750.25 ± 0.46         
นาโนเมตร เม่ือท าการเปรียบเทียบกับความยาวคล่ืน SPR ของแผ่น SPR ใหม่ ซึ่งมีค่าเป็น 750.75             
± 1.92 นาโนเมตร พบว่ามีค่าใกล้เคียงกัน แสดงว่าชัน้ CMD แอนติบอดีและตัวอย่างเลือดบน                   
แผ่น SPR ถูกชะล้างออกจากพืน้ผิวท าให้ค่าดัชนีหักเหบนพืน้ผิวมีค่าลดลงและมีค่าใกล้เคียงกับ                 

ก ข 
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ค่าดชันีของแผ่น SPR ใหม่ และหลังจากท าความสะอาดแผ่น SPR ด้วยยูวี-โอโซนต่ออีกเป็นเวลา             
30, 40 และ 50 นาที ความยาวคล่ืน SPR ยังคงมีค่าใกล้เคียงกับแผ่น SPR ใหม่และไม่เล่ือนต ่ากว่า
ความยาวคล่ืนท่ีให้คา่แสงสะท้อนต ่าสดุของแผน่ SPR ใหม ่แสดงวา่ไมมี่การหลดุออกของชัน้ทอง 
  เม่ือท าการบนัทึกภาพ SPR พบว่าบนพืน้ผิวของแผ่น SPR ท่ีใช้งานแล้ว จะสังเกตเห็น
แถบของการตรึงแอนติบอดีและตวัอย่างเลือดอย่างชดัเจน แต่หลงัจากน าแผ่น SPR ท าความสะอาด             
ด้วยยูวี-โอโซน รอยการตรึงแอนติบอดีและเม็ดเลือดแดงบนพืน้ผิวได้หายไป  ซึ่งสอดคล้องกับ                  
การวิเคราะห์ด้วยเส้นโค้ง SPR 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 28 ความสัมพันธ์ระหว่างเส้นโค้ง SPR ท่ีต าแหน่งความยาวคล่ืนท่ีให้ค่าแสงสะท้อน

ต ่ าสุด เ ทียบกับเวลาในการท าความสะอาดแผ่น SPR ด้วยยู วี -โอโซน และภาพ SPR                         
ท าการ เป รียบเ ทียบความ เ ข้มของแสง บนพื น้ผิ วแผ่น  SPR ท่ี ใ ช้ ง านแ ล้ว  แผ่น  SPR                               
ท่ีถกูท าความสะอาด และแผน่ SPR ใหม ่

 
 
 
 

0 min 20 min New SPR chip 
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 การวิเคราะห์ลักษณะเส้นโค้ง SPR ระหว่างแผ่น SPR ใหม่กับแผ่น SPR ท่ีถูก            
ท าความสะอาดด้วยการทดสอบโครโมโกรอฟ-สเมอร์นอฟ 
  ภาพประกอบ 29 แสดงการเปรียบเทียบเส้นโค้ง SPR ของแผ่น SPR ใหม่ และแผ่น SPR 
ท่ีถูกท าความสะอาดท่ีเวลา 20 นาที ด้วยยูวี-โอโซน และท าการวัดเส้นโค้ง SPR ในแต่ละ ROI              
เพ่ือน ามาหาค่าเฉล่ียและพลอตเป็นเส้นโค้ง SPR พบว่าลกัษณะเส้นโค้ง SPR  มีลกัษณะท่ีคล้ายกัน
และซ้อนทบักนัท่ีความยาวคล่ืน 700-825 นาโนเมตร มีคา่ความคลาดเคล่ือนท่ีมีคา่น้อย เน่ืองจากบน
พืน้ผิวของแผ่น SPR ท่ีถกูท าความสะอาดมีคา่ดชันีหกัเหท่ีสม ่าเสมอกนั ส าหรับท่ีความยาวคล่ืนตัง้แต ่
825-1000 นาโนเมตร ส่วนของเส้นโค้ง SPR เร่ิมไม่ทับกัน และมีค่าความคลาดเคล่ือนท่ีมากขึน้ 
เน่ืองจากเป็นลักษณะเฉพาะของเทคนิค SPR  นอกจากนีย้งัท าการวิเคราะห์ด้วยความต่างกันของ
ลกัษณะเส้นโค้ง SPR ด้วยวิธีทางสถิติ คือ การทดสอบโครโมโกรอฟ-สเมอร์นอฟ  พบว่า กราฟ SPR 
ของทัง้ 2 แผ่น ไม่มีความต่างกันทางสถิติท่ีค่า P มากกว่า 99.9% จึงสรุปได้ว่าลกัษณะเส้นโค้งของ
แผ่น SPR ใหม่กับแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาดด้วยยูวี-โอโซนไม่มีความต่างกันอย่างมีนยัส าคญั
ทางสถิต ิ
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 29 เส้นโค้ง SPR บนพืน้ผิวแผน่ SPR ใหมก่บัแผน่ SPR ท่ีถกูท าความสะอาด            

ด้วยยวีู-โอโซน 

Reused SPR chip 

New SPR chip 
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 การวิ เคราะห์พื ้น ผิวแผ่น SPR ด้วยเทคนิคการ วัดมุมสัมผัส (contact angle 
measurement) 
  แผ่น SPR จะถกูน ามาวิเคราะห์พืน้ผิวโดยเทคนิคการวดัมมุสมัผสั โดยหยดน า้ปราศจาก
ไอออนขนาดประมาณ 3 ไมโครลิตร บนพืน้ผิวแผ่น SPR และท าการวัดมุมสัมผัสระหว่างหยดน า้              
กบัพืน้ผิวแผ่น SPR  ภาพประกอบ  30 แสดงขนาดมมุของหยดน า้ปราศจากไอออนบนแผน่ SPR ใหม่ 
และแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด พบว่ามีขนาดของมุมสัมผัสเป็น 86.68±0.5 และ 85.53±0.4 
องศา ซึ่งมีขนาดใกล้เคียงกัน  และมีลกัษณะเป็นพืน้ผิวท่ีไม่ชอบน า้ (Hydrophobic) เน่ืองจากพืน้ผิว
ทองประกอบด้วยอะตอมของธาตทุอง (Au) เพียงชนิดเดียว พนัธะระหวา่งอะตอมจึงเป็นพนัธะไม่มีขัว้ 
(Non-polar bonds) เพราะอะตอมทองมีความสามารถในการดึงดูดเวเลนซ์อิเล็กตรอน (Valence 
Electron) เทา่กนั หรือมีคา่อิเล็กโทรเนกาตวิิตี (Electronegativity) เท่ากนั แตห่ยดน า้ปราศจากไอออน
มีสมบตัิความมีขัว้ เน่ืองจากอะตอมของไฮโดรเจนและออกซิเจนมีความสามารถดึงดดูอิเล็กตรอน                
ไม่เท่ากัน ดงันัน้โมเลกุลของทองและโมเลกุลของหยดน า้จึงออกแรงผลักกันท าให้ขนาดมุมสัมผัส              
มีค่าสูง และในกรณีของแผ่น SPR ท่ีปรับปรุงพืน้ผิวด้วย CMD  พบว่ามีขนาดของมุมสัมผัสเป็น 
40.90±1.0 องศา (แผ่น SPR ใหม่)  และ 40.15±1.4 องศา (แผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด)                 
ซึ่ง มีขนาดใกล้เคียงกัน  เช่นเดียวกันกับมุมสัมผัสบนพืน้ผิว SAM ซึ่ง เป็นลักษณะของพืน้ผิว                        
ท่ี มีความชอบน า้  (Hydrophilic) เ น่ืองจากพืน้ผิวCMD ประกอบด้วยหมู่ ฟัง ก์ชันคาร์บอกซิลิก 
(Carboxylic group) ซึง่เป็นโมเลกลุมีขัว้ ดงันัน้อนัตรกิริยาระหว่างพืน้ผิว CMD กบัหยดน า้จึงออกแรง
ดดูกนัท าให้ได้คา่มมุสมัผสัท่ีมีคา่น้อย 

จากผลการวัดมุมสัมผัส เป รียบเ ทียบระหว่ างแผ่น  SPR ใหม่และแผ่น  SPR ท่ีถูก                                     
ท าความสะอาด แสดงว่ายูวี-โอโซนสามารถชะล้างชัน้ CMD แอนติบอดีและตวัอย่างเลือดออกจาก
พืน้ผิวแผน่ SPR ได้ และสามารถน ามาปรับปรุงพืน้ผิวด้วย CMD ได้ 
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ภาพประกอบ 30 ขนาดมุมสมัผสัของหยดน า้บนพืน้ผิวแผ่น SPR  (ก) แผ่น SPR ใหม่  (ข) แผ่น SPR              
ท่ีถูกท าความสะอาด (ค) แผ่น SPR ใหม่ ท่ีถูกปรับปรุงด้วย 11 MUD  (ง) แผ่น SPR ท่ีถูก                     
ท าความสะอาด ท่ีถูกท าความสะอาด ท่ีถูกปรับปรุงด้วย 11 MUD (จ) แผ่น SPR ใหม่ ท่ีถูก
ปรับปรุงด้วย CMD  และ (ฉ) แผน่ SPR ท่ีถกูท าความสะอาด  ท่ีถกูปรับปรุงด้วย CMD  
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การวิเคราะห์พืน้ผิวแผ่น SPR ด้วยเทคนิคอีลิปโซเมทรี (Ellipsometry) 
 หลังจากแผ่น SPR ถูกท าความสะอาด แผ่น SPR จะถูกน ามาวิเคราะห์ความสะอาด                 
ของพืน้ผิวโดยการวดัสมบตัิเชิงแสงด้วยอีลิปโซเมทรี ซึ่งเป็นการวดัการเปล่ียนแปลงโพลาไรซ์ของแสง  
ท่ีสะท้อนออกจากพืน้ผิว ผลการวดัจะอยู่ในรูปของอตัราการเปล่ียนแปลงแอมพลิจูดของแสงสะท้อน                  
ในแนวขนานกับระนาบตกกระทบ (rp) ต่อแอมพลิจูดของแสงในแนวตัง้ฉากกับระนาบตกกระทบ (rs) 
ถกูเรียกวา่คา่ไซน์ ( ) และการเปล่ียนแปลงเฟสของแสงตกกระทบกบัแสงสะท้อน เรียกวา่เดลต้า ( ) 
 จากภาพประกอบ 31 แสดงกราฟอิลิปโซเมทรีของแผ่น SPR ใหม่ (กราฟรูปส่ีเหล่ียม) และ
แผน่ SPR ท่ีถกูท าความสะอาดทัง้ 2 แผ่น (กราฟรูปวงกลม, กราฟรูปสามเหล่ียมชีล้ง) พบวา่มีลกัษณะ
ใกล้เคียงกัน (ทัง้ค่าเดลและไซน์) และแตกต่างจากกราฟอิลิปโซเมทรีของแผ่น SPR ท่ีเคลือบ                 
CMD อยา่งชดัเจน (กราฟสามเหล่ียมชีข้ึน้) 
 
 
 
   
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 31 การวดัสมบตัิเชิงแสงด้วยอิลิปโซเมทรี แผ่น SPR ใหม่ (กราฟรูปส่ีเหล่ียม) แผ่น SPR 

ท่ีถูกท าความสะอาดแผ่นท่ี 1 และแผ่นท่ี 2 (กราฟรูปวงกลม, กราฟรูปสามเหล่ียมชีล้ง )                      
และแผน่  SPR ท่ีถกูปรับปรุงสภาพพืน้ผิว CMD (กราฟรูปสามเหล่ียมชีข้ึน้) 
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การวิเคราะห์พืน้ผิวแผ่น SPR ด้วยเคร่ืองจุลทรรศน์แบบแรงอะตอม (AFM) 
 ภาพประกอบ 32 แสดงภาพ AFM บนพืน้ผิวแผ่น SPR ขนาดภาพ 1×1 µm2 โดยแสดง
ลักษณะสัณฐานวิทยาเป็นแบบ 2 มิติ (ก)-(ง)  แบบ line profile (จ)-(ซ) และแบบ 3 มิติ (ฌ)-(ฏ)        
เพ่ือท าการเปรียบเทียบกัน ภาพประกอบ 32 (ก) และ (ง) จะเห็นลักษณะ grain ของทอง (Shapter. 
2013: 6); (Bonyár. 2016: 2) ได้อย่างชัดเจนบนพืน้ผิวแผ่น SPR ใหม่ และบนพืน้ผิวแผ่น SPR ท่ีถูก 
ท าความสะอาดตามล าดบัซึง่มีลกัษณะคล้ายกนั เชน่เดียวกนักบัความหยาบบนพืน้ผิว โดย grain size 
ของทองมีขนาดอยู่ในช่วง 40-70 นาโนเมตรโดยประมาณ และ line profile มีค่าอยู่ท่ี 0.39 และ 0.38 
นาโนเมตร ในกรณีของพืน้ผิวแผ่น SPR ท่ีปรับปรุงด้วย CMD  จะเห็นได้ว่าไม่ปรากฏลักษณะ grain 
ของทอง ภาพประกอบ 32 (ข) เน่ืองจากพืน้ผิวแผ่น SPR  ถกูเคลือบด้วยชัน้ CMD และมีความหยาบ
บนพืน้ผิวน้อยกว่าพืน้ผิวประเภทอ่ืนๆ เน่ืองจากคาร์บอกซิเมทิลเลท เดกซ์ทราน แพร่กระจายไปทั่ว
พืน้ผิว และมีคา่ line profile อยู่ท่ี 0.16 นาโนเมตร ส าหรับแผ่น SPR ท่ีถกูใช้งานแล้ว ภาพประกอบ 32 
(ค) มีความหยาบน้อยกว่าแผ่น SPR ใหม่ และแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด เน่ืองจากมีชัน้
แอนติบอดีและสารชีวภาพบนพืน้ผิว และมีคา่ line profile อยู่ท่ี 0.23 นาโนเมตร จากผลการวิเคราะห์
พืน้ผิวด้วยเทคนิค AFM สรุปได้ว่า ชัน้ของ CMD แอนติบอดี และสารชีวภาพได้ถูกชะล้างออกจาก
พืน้ผิวแผ่น SPR เน่ืองจากลกัษณะ grain ของทองบนพืน้ผิวแผ่น SPR ท่ีถกูท าความสะอาด แสดงว่า
การท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน ไมไ่ด้ท าลายชัน้ทองบนแผน่ SPR 
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ภาพประกอบ 32 ภาพ AFM แบบ 2 มิติ  line profile และแบบ 3 มิติบนพืน้ผิวแผ่น SPR โดยมี       

ขนาดภาพ 1×1 µm2 (ก), (จ) และ (ฌ) แผ่น SPR ใหม่ (ข), (ฉ) และ (ญ) แผ่น SPRท่ีถกูปรับปรุง
พืน้ผิวด้วย CMD (ค), (ช) และ (ฎ) แผ่น SPR ท่ีถกูใช้งานแล้ว (ง), (ซ) และ (ฏ) แผน่ SPR ท่ีถกูท า
ความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน  

 
 
การทดสอบการใช้งานโดยการตรวจจ าแนกหมู่เลือด (Blood typing detection) 
 1. การตรึง anti-A และ anti-B บนพืน้ผิว CMD  
  แผ่น SPR ท่ีผ่านการท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน จะถกูน ากลบัมาเตรียมพืน้ผิว CMD 
และน าไปทดสอบการใช้งานด้วยการตรวจจ าแนกหมู่เลือด ภาพประกอบ 33 แสดง Sensogram              
ของสัญญาณ SPR ส าหรับการตรึง anti-A และ anti-B ลงบนพืน้ผิว CMD ด้วยวิธีการใช้พันธะ              
โควาเลนต์ โดยแบ่งออกเป็น 4 ขัน้ตอนคือ 1. ขัน้ตอนการกระตุ้ นพืน้ผิว (activation) ขัน้ตอนนี ้               
จะท าการผ่านสารละลาย EDC/NHS ไปบนพืน้ผิวเซนเซอร์ จะสงัเกตได้ว่าสญัญาณ SPR เพิ่มสูงขึน้     
ในขณะท่ีสารไหลผ่านพืน้ผิว CMD เน่ืองจากมีการเปล่ียนแปลงสารละลาย PBS 7.4 เป็น EDC/NHS 
ท าให้ค่าดัชนีหักเหของสารมีการเปล่ียนแปลง และสัญญาณ SPR จะลดลงจนกลับมาท่ี baseline  
สารละลาย EDC/NHS จะท าการเปล่ียนหมู่คาร์บอกซิล  (Carboxyl group) บนพืน้ผิว CMD  ให้เป็น

ก ข ค ง 

จ ซ ช ฉ 

ฌ ฏ ฎ ญ 
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หมู่ N-ester เพ่ือสร้างพันธะโควาเลนต์กับแอนติบอดี ขัน้ตอนท่ี 2. การตรึงแอนติบอดี ขัน้ตอนนี ้             
จะท าการผ่านสาร anti-A และ anti-B บนพืน้ผิว ขณะท่ีสารแอนติบอดีผ่านพืน้ผิว สัญญาณ SPR                
จะลดลงเน่ืองจากมีการเปล่ียนแปลงสารละลาย และสัญญาณ SPR ค่อยๆ เพิ่มขึน้เน่ืองจาก                
มีแอนติบอดีไปสร้างพันธะโควาเลนต์กับพืน้ผิวท าให้ดัชนีหักเหมีค่าเพิ่มขึน้ หลังจากสารละลาย              
เปล่ียนกลบัมาเป็น PBS แล้ว เส้น baseline จะคงท่ี ปริมาณของแอนติบอดีท่ีตรึงบนพืน้ผิววดัได้จาก
ความต่างของเส้น baseline หลังและก่อนท าการผ่านสารแอนติบอดี ขัน้ตอนท่ี 3. การปิดพืน้ผิว 
(Blocking surface) หรือ de-activated ขัน้ตอนนีจ้ะท าการปิดพืน้ผิว CMD ท่ีถูกกระตุ้ น แต่ไม่มี             
การจับกับแอนติบอดี โดยสารละลาย Ethanolamine เพ่ือป้องกันสัญญาณท่ีเกิดจากการจับกัน                 
แบบไม่เฉพาะเจาะจง (Non-specific binding) ขัน้ตอนท่ี 4. จะท าการผ่านสารละลายโซเดียม-                
ไฮดรอกไซด์บนพืน้ผิวเซนเซอร์ เพ่ือชะล้างแอนตบิอดีท่ีไมไ่ด้สร้างพนัธะโควาเลนต์ออกจากพืน้ผิว  
  ภาพประกอบ 34 แสดงสญัญาณ SPR จากการตรึง anti-A และ anti-B บนพืน้ผิว CMD 
ของแผ่น SPR ใหม่ และแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด พบว่าสัญญาณ SPR จากการตรึง anti-A             
ของแผน่ SPR ใหมมี่คา่ประมาณ 1400-1600 µRIU และแผน่ SPR ท่ีถกูท าความสะอาด มีคา่ประมาณ 
1400-2000 µRIU ซึ่ งค่า ท่ี ไ ด้ มีค่ า ใก ล้ เ คี ยงกันส าห รับสัญญาณ SPR จากการต รึ ง  anti-B                                 
ของแผ่น SPR ใหม่ทัง้ 2 แผ่น มีค่าประมาณ  700-1500 µRIU และแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด         
ทัง้ 4 แผ่น มีคา่ประมาณ 500-1700 µRIU จากผลการทดลองแสดงวา่ แผ่น SPR ท่ีถกูท าความสะอาด 
ยังสามารถใช้ตรึงแอนติบอดีได้ดี แต่มีความแตกต่างในเร่ืองปริมาณในการตรึง โดยเฉพาะ                          
anti-B อาจเน่ืองมาจากความต่างของค่า pH ของสารละลายโซเดียมอะซิเตท ท่ีใช้ในการลด           
ความเข้มข้น ของแอนตบิอดีท่ีมีผลตอ่ประจบุวก เพ่ือจบักบัพืน้ผิว CMD ซึง่เป็นประจลุบ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



49 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 33 Sensogram SPR ของการตรึง anti-A และ anti-B บนพืน้ผิว CMD ของ แผ่น SPR     

ท่ีถูกท าความสะอาด  มีขัน้ตอนคือ (1) การกระตุ้นพืน้ผิว (2) การตรึงแอนติบอดี (3) การปิดกัน้
พืน้ผิว และ (4) การชะล้างแอนตบิอดีสว่นเกินบนพืน้ผิวโดยโซเดียมไฮดรอกไซด์ 

 
 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 
 
ภาพประกอบ 34 สญัญาณ SPR จากการตรึง anti-A และ anti-B เปรียบเทียบระหว่าง แผน่ SPR ใหม่ 

กบัแผน่ SPR ท่ีถกูท าความสะอาด 

3 4 2 1 
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 2. การตรวจวัดจ าแนกหมู่เลือด (Blood typing Detection) 
  หลังจากพืน้ผิว CMD ถูกตรึงด้วย anti-A และ anti-B ขัน้ตอนต่อมาคือ การน ามาใช้         
ตรวจจ าแนกหมู่เลือด เพ่ือทดสอบการใช้งานของแผ่น SPR ท่ีถูกท าความสะอาด เปรียบเทียบ                 
กับแผ่น SPR ใหม่ ซึ่ ง เป็นแผ่น SPR  แผ่นเดียวกัน ตัวอย่างเลือดท่ีใช้ในการทดลองนี ไ้ด้แก่                       
ตวัอย่างเลือดหมู่ เอ บี เอบี และโอ ( A-RBC, B-RBC, AB-RBC และ O-RBC) โดยตวัอย่างเลือดหมู่ 
เอ             จะจบักบั anti-A และไมจ่บักบั anti-B, ตวัอย่างเลือดบี จะไมจ่บักบั anti-A แตจ่บักบั anti-B                    
ตัวอย่างเลือดหมู่ เอบี จะจับกับทัง้ anti-A และ anti-B และตัวอย่างหมู่โอ จะไม่จับกับทัง้ anti-A                 
และ anti-B ภาพประกอบ 35 แสดง Sensogram สญัญาณ SPR โดยจะท าการผ่านสารตวัอย่างเลือด
หมู่ต่างๆ บนพืน้ผิวแผ่น SPR และท าการวัดสัญญาณ SPR ท่ีต าแหน่งเวลาประมาณ 15-20 นาที  
ภาพประกอบ 35 (ก) เป็นสญัญาณ SPR ท่ีได้จากการผ่านตวัอย่างเลือดหมู่ เอ บนพืน้ผิวแผ่น SPR 
พบว่าจะมีสัญญาณ SPR เพิ่มขึน้เฉพาะ ROI ท่ีมีการตรึง anti-A ไว้เท่านัน้ (อยู่ในช่วงประมาณ             
3,000-6,000 µRIU) และสัญญาณ SPR เน่ืองจากการจับกันแบบไม่จ าเพาะจากพืน้ผิวท่ีมีการตรึง 
anti-B  และเซนเซอร์ควบคมุ (Control sensor) ซึ่งเป็นพืน้ผิวแผ่น SPR ท่ีไม่มีแอนติบอดีใดๆ อยู่บน
พืน้ผิว โดยสัญญาณจากการจับกันแบบไม่จ าเพาะ และสัญญาณควบคุมมีค่าน้อยมากส าหรับ             
การตรวจวดัหมู่เลือดอ่ืนๆ คือ ตวัอย่างเลือดหมู่บี หมู่โอ และหมู่ เอบี ให้ผลการทดลองตามท่ีคาดไว้ 
จากผลการทดลองทัง้หมดพบวา่ แผน่ SPR ท่ีถกูท าความสะอาดสามารถตรวจจ าแนกหมูเ่ลือดได้ดี  
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ภาพประกอบ 35  Sensogram SPR จากการตรวจจ าแนกหมู่เลือด (RBCs) เปรียบเทียบระหว่าง               

แผ่น SPR ใหม่ กบัแผ่น SPR ท่ีถกูท าความสะอาด (ก) ตวัอยา่งเลือดหมู ่เอ (ข) ตวัอยา่งเลือดหมู่ 
บี  (ค) ตวัอยา่งเลือดหมู ่โอ  และ (ง) ตวัอยา่งเลือดหมู ่เอบี 

 
 
  ..... จากภาพประกอบ 36 แสดงสญัญาณ SPR ท่ีได้จากการจ าแนกหมู่เลือดเปรียบเทียบกนั
ระหว่างแผน่ SPR ใหม ่(จ านวน 2 แผน่) กบัแผน่ SPR ท่ีน ากลบัมาใช้ใหม่ (จ านวน 4 แผ่น) โดยท าการ
เตรียมพืน้ผิว CMD ในรอบเดียวกัน ซึ่งให้ผลการทดลองตามท่ีคาดไว้ สัญญาณ SPR จะเพิ่มขึน้
เฉพาะท่ีแอนบอดีจบักบัแอนตเิจนอย่างเฉพาะเจาะจง แตส่ญัญาณ SPR ท่ีมีความแตกตา่งกนัอยู่บ้าง 
เน่ืองจาก 1. ปริมาณของแอนติบอดีท่ีตรึงบนพืน้ผิวท่ีไม่เท่ากันในทุกแผ่น  2. ความแตกต่างของ             
ความหนาแน่นของแอนติเจน เอ หรือ บี  บนเย่ือหุ้ มของเซลล์เม็ดเลือดแดงในแต่ละตัวอย่าง 
(Pipatpanukul. 2016: 60-69)  
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ภาพประกอบ 36 สญัญาณ SPR จากการตรวจจ าแนกหมู่เลือดเปรียบเทียบระหว่าง แผ่น SPR ใหม่ 

กบัแผ่น SPR ท่ีถกูท าความสะอาด (ก) ตวัอย่างเลือดหมู ่เอ (ข) ตวัอยา่งเลือดหมู ่บี  (ค) ตวัอย่าง
เลือดหมู ่โอ  และ (ง) ตวัอยา่งเลือดหมู ่เอบี 

 
 
 3. การทดสอบจ านวนครัง้การน ากลับมาใช้ใหม่ของแผ่น SPR โดยการตรวจจ าแนก
หมู่เลือด 

  ภาพประกอบ 37 แสดงการตรึง  anti-A และ anti-B บนแผ่น SPR  แผ่นเดียวกัน                      
เพ่ือต้องการตรวจสอบจ านวนครัง้ในการน ากลบัมาใช้ใหม่ จากผลการทดลองพบว่า การใช้ซ า้ตัง้แต่
ครัง้ท่ี 2-4 ยังสามารถตรึงแอนติบอดีบนพืน้ผิว CMD ได้และมี sensogram เป็นลักษณะตามปกติ               
ของการตรึงแอนติบอดีด้วยเทคนิค SPR แต่สัญญาณ SPR ท่ีมีความแตกต่างกันจากการตรวจวัด               
ครั ง้แรกอาจเน่ืองมาจาก 1. การเตรียมพืน้ผิว CMD คนละรอบกัน 2. ความแตกต่างค่า pH                            
ของโซเดียมอะซิเตทท่ีใช้ละลายความเข้มข้นของแอนติบอดี หรือ 3. การใช้แอนตบิอดีคนละชดุกนั 
 
 
 

ก ข 

ค ง 



53 
  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  
ภาพประกอบ 37 เปรียบเทียบสญัญาณ SPR จากการตรึง anti-A และ anti-B โดยการใช้แผน่ SPR ซ า้

จ านวน 4 รอบ 
 
 
  ..... ภาพประกอบ 38 (ก)-(ง) แสดงการน าแผ่น SPR กลับมาใช้ใหม่ทัง้หมดจ านวน 3 ครัง้              
ในการตรวจจ าแนกหมู่เลือด เอ บี เอบี และโอ พบว่า เม่ือท าการตรวจจ าแนกตวัอย่างเลือดหมู่ เอ 
ภาพประกอบ 38 (ก) สัญญาณ SPR มีค่าเพิ่มขึน้อย่างเห็นได้ชัดในช่องท่ีตรึง เฉพาะ anti-A                           
และสัญญาณ SPR เพิ่มขึ น้ น้อยมากในช่อง ท่ีต รึง  anti-B  และช่อง ท่ี เ ป็นสัญญาณควบคุม                              
ในการทดลองตรวจจ าแนกตวัอย่างเลือดหมู่อ่ืนๆ คือ ตวัอย่างเลือด บี เอบี และโอ ก็ให้ผลในลกัษณะ
เดียวกัน คือสญัญาณ SPR จะเพิ่มขึน้ในเฉพาะช่องท่ีมีการจบักันแบบเฉพาะเจาะจง ความต่างของ
สญัญาณ SPR ท่ีเกิดขึน้อาจเน่ืองมาจากสญัญาณรบกวนของระบบ เช่น อณุหภูมิท่ีมีผลตอ่ความเข้ม
ของแหล่งก าเนิดแสง ปริมาณของแอนติบอดีท่ีถูกตรึงบนพืน้ผิว และการเปล่ียนตวัอย่างเลือดส่งผล            
ท าให้ความเข้มข้นของแอนติเจนบนเม็ดเลือดมีความแตกต่างกัน เน่ืองจากระยะเวลาในการทดลอง            
น าแผ่น SPR กลบัมาใช้ใหม่ ในแต่ครัง้มีการเตรียมพืน้ผิวเวลานาน ท าให้เม็ดเลือดแดงของตวัอย่าง
เลือดมีการแตกตวัจึงไม่สามารถใช้ตวัอย่างเลือดเดิมได้ จากการทดลองน าแผ่น SPR กลบัมาใช้ใหม่
เพ่ือหาจ านวนครัง้สูงสุด พบว่า สามารถน ากลับมาใช้ใหม่ได้มากกว่า 3 ครัง้ตราบเท่าท่ีชัน้ผิวทอง             
ยงัไมห่ลดุออกจากแผน่ SPR 
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ภาพประกอบ 38 สญัญาณ SPR จากการตรวจจ าแนกหมู่เลือดเปรียบเทียบระหว่าง การน าแผ่น SPR 

กลบัมาใช้ใหม่ในแต่ละครัง้ (ก) ตวัอย่างเลือดหมู่ เอ (ข) ตวัอย่างเลือดหมู่ บี  (ค) ตวัอย่างเลือด 
หมู ่โอ  และ (ง) ตวัอยา่งเลือดหมู ่เอบี 
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      บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 งานวิจยันีน้ าเสนอวิธีท าความสะอาดแผ่น SPR ท่ีใช้ส าหรับตรวจวดัสารชีวภาพด้วยเทคนิค
คล่ืนผิวพลาสมอนเพ่ือน าแผ่น SPR กลับมาใช้ใหม่ โดยใช้วิ ธีท าความสะอาดด้วยยูวี -โอโซน                    
แบ่งการทดลองเป็น 2 ส่วน คือ การวิเคราะห์พืน้ผิวและการทดสอบน าแผ่น SPR กลบัมาใช้ใหม่ด้วย
การตรวจวดัจ าแนกหมู่เลือด แผ่น SPR ใหม่หลงัจากใช้งานแล้วจะถกูท าความสะอาดด้วยยวีู-โอโซน                
ท่ีเวลารวม 50 นาที หลังจากนัน้แผ่น SPR จะถูกน ามาวิเคราะห์ความสะอาดของพืน้ผิวด้วยการวัด   
เส้นโค้งSPR การบันทึกภาพ SPR การวัดมุมสัมผัส การวัดสมบัติเชิงแสงด้วยอิลิปโซเมทรีและ                  
การวิเคราะห์พืน้ผิวด้วยกล้องจลุทรรศน์แรงอะตอม ขัน้ตอนสดุท้ายแผน่ SPR จะถกูน ามาเตรียมพืน้ผิว 
CMD ใหมเ่พ่ือทดสอบการใช้งานด้วยการตรวจจ าแนกหมูเ่ลือดอีกครัง้หนึง่ 
 จากผลการทดลอง พบว่า วิธีการท าความสะอาดด้วยยูวี -โอโซน สามารถน ามาใช้ในการ      
ชะล้างชัน้ CMD แอนติบอดี และตวัอย่างเลือดออกจากพืน้ผิวแผ่น SPR โดยใช้เวลาในการท าความ
สะอาดประมาณ 50 นาที หรือน้อยกว่า (แบง่ช่วงการท าความสะอาดครัง้ละ 10 นาที และท าการล้าง
สิ่งตกค้างบนพืน้ผิวด้วยเอทานอล และน า้ปราศจากไอออน) จากผลการวิเคราะห์พืน้ผิวด้วยการวดัเส้น
โค้ง SPR การบันทึกภาพ SPR การวัดมุมสัมผัส การวัดสมบัติเชิงแสงด้วยอิลิปโซเมทรี และการ
วิเคราะห์พืน้ผิวด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม พบว่า ชัน้ CMD แอนติบอดี และตวัอย่างเลือดได้ถูก
ชะล้างออกจากพืน้ผิวแผน่ SPR และลกัษณะพืน้ผิวแผ่น SPR ท่ีถกูท าความสะอาดมีลกัษณะใกล้เคียง
กบัแผ่น SPR ใหม่ นอกจากนีย้งัท าการการทดสอบการน ากลบัมาใช้ใหม่ของแผ่น SPR ท่ีถกูท าความ
สะอาด พบวา่ สามารถน ากลบัมาใช้ใหม่ได้ดี เน่ืองจากสามารถน ามาตรึงแอนติบอดีและตรวจจ าแนก
หมู่เลือดได้ถกูต้อง ดงันัน้ การท าความสะอาดพืน้ผิวแผ่น SPR ด้วยยวีู-โอโซน จึงประสบความส าเร็จ
ในการชะล้างชัน้ CMD แอนติบอดี และตวัอย่างเลือดออกจากพืน้ผิว เพ่ือน ากลับมาใช้ใหม่ได้เป็น
อย่างดี อีกทัง้ยงัสามารถยืดอายุการใช้งานของแผ่น SPR ได้อย่างคุ้มค่าและลดต้นทุนในงานวิจยัได้
เป็นอยา่งมาก 
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