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การประเมนิผลเอนไซม ์Bilirubin oxidase ชนดิแหง้ใชง้านในการตรวจหาปรมิาณ
บลิิรูบนิรวมในซรัีมโดยวธีิ  Kinetic
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ภูมิหลงั :  เอนไซม์บิลิรูบินออกซเิดส (Bilirubin oxidase, EC 1.3.3.5 ; BOX)  ผลิตไดโ้ดยเชือ้   Myrothecium verrucaria
(Mv) หลายสายพันธ์ุ    เอนไซม์สามารถใช้บิลิรูบินเป็นสับสเตรทให้ผลเป็นบิลิเวอร์ดิน (biliverdin)  ซ่ึงตรวจพบปฏิกิริยาการ
ดูดกลนืแสงทีล่ดลงไดท่ี้ 450 nm.
วัตถุประสงค์ : เพื่อทำให้เอนไซม์ในน้ำเลี้ยงเชื้อที่ผลิตจากเชื้อ Mv สายพันธุ์ TISTR 3112 เข้มข้นโดยการระเหิดแห้ง
แล้วนำมา ประเมินผลการใชง้านในการตรวจหาปรมิาณบลิิรูบินในซรัีม
วัสดุและวิธีการทดลอง : นำเอนไซม์  BOX  ท่ีมีในน้ำเล้ียงเช้ือของ Mv TISTR 3112 มาทำให้เข้มข้นโดยระเหิดแห้ง ในเคร่ือง
Lyophilizer  แล้วนำมาประเมนิผลใชง้านในการตรวจหาปรมิาณบลิิรูบินในซรัีมโดยผสม เอนไซมแ์ห้งกบั  0.1 mol/L Tris
–SDS buffer, pH 8 จากนั้นนำมาทำปฏิกิริยากับบิลิรูบินที่ใช้เป็นสับสเตรท โดยอ่านปฏิกริยาแบบ kinetic ที่อุณหภูมิ
37OC และอ่านคา่ดดูกลนืแสงทีล่ดลงทีค่วามยาวคลืน่ 450 nm. ในเครือ่ง Shimudzu UV-2450 UV-Visible Spectropho-
tometer
ผลการทดลอง : เอนไซมแ์ห้ง 0.075 unit ผสมกบั 5 ml ของ 0.1 mol/L Tris SDS-buffer, pH 8.0 จะให้ความเขม้ข้น
สุดท้ายเป็น 15 U/L ของบัฟเฟอร์ซึ่งนำมาใช้ตรวจหาปริมาณบิลิรูบินรวมในซีรัม ความเป็นเส้นตรงของวิธีวิเคราะห์
มีอยู่ระหว่าง 0- 15 mg% ความแมน่ยำทีดี่ท่ีสุด (with-in run variation) และความแมน่ยำระหว่างการวเิคราะห ์(between-
run variation) สำหรบัวิธีตรวจหาบลิิรูบินรวม มี  %CV  เทา่กบั  8.05 (X = 3.34  mg%) และ 7.02 (X  = 3.10 mg%)
ตามลำดบั ความถกูตอ้งของวธีิการวเิคราะหต์รวจดจูากคา่เฉลีย่ของ % Recovery มีคา่เทา่กบั 95.6 % วิธีเอนไซมซ่ึ์ง
พัฒนาขึน้มาตรวจบลิิรูบินรวมในซรัีมดว้ยปฏิ กริิยาแบบ kinetic น้ีมีความสมัพันธ์อย่างมนัียสำคญั กับวิธี  Diazo reagent
ของ Jendrassik&Grof  ซ่ึงใช้เป็นวิธีอ้างองิ โดยมคีา่สมัประสทิธส์หสมัพันธ์ (r)  เทา่กบั   0.972 (p < 0.001)  และมี
สมการถดถอย  y  =  0.8078x  +  0.6944  และ สัมพันธ์กับวิธีวิเคราะหท่ี์ใช้เอนไซม์  BOX  ผลิตจาก  Mv  สายพนัธ์ุ   MT-
1   ท่ีผลิตจำหน่ายโดยบรษัิท  Sigma Chemical (USA) อย่างมีนัยสำคญั   โดยมค่ีาสมัประสทิธ์สหสมัพันธ์เท่ากบั  0.9920
(p<0.001)  และ สมการถดถอย  y = 0.8873x + 0.2567  ตามลำดบั
วิจารณ ์  :  เอนไซม์ทำปฏกิิริยากบับิลิรูบินเร็วมาก  ดังน้ันการวดัผลแบบ  kinetic  ควรนำไปใชต้รวจในเครือ่งวิเคราะห์
อัตโนมัติจะให้ความแม่นยำดีกว่า เนื ่องจากนำเอนไซม์แห้งมาคืนสภาพและสามารถนำมาใช้งานในการตรวจหา
บิลิรูบินรวมในซีรัมได้  ดังน้ันในการศึกษาต่อไปควรนำเอนไซม์มาทดลองใช้ตรวจวัดปริมาณบิลิรูบินรูปแบบอ่ืนในซีรัม  เช่น
direct  และ conjugated bilirubin ด้วย   วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2549, 39: 15-24.
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Abstract : Evaluation  of  Lyophilized  Bilirubin Oxidase for Use in  Determina-
tion of  Total  Bilirubin  in Serum by Kinetic Method

Toungporn  Boonchawalit1, Khajornsak  Tragoolpua2 ,  Sithipon Saisawadi1 Rujapa Nimsung1*

Abstract
Backgroud : Bilirubin oxidase (EC 1.3.3.3 ; BOX) was shown to produced by different strains of Myrothecium
verrucaria (Mv). Enzyme is able to use bilirubin substrate to give biliverdin product in which the decrease in
absorbance of  kinetic rate of reaction can be measured at 450 nm.
Purpose : To concentrate  the BOX enzyme in culture media of Mv TISTR 3112 by lyophilization  and  evaluate
for using  in determination of bilirubin in serum.
Materials and Method : The BOX enzyme in culture media of Mv TISTR 3112 was concentrated by lyophilization.
The dry enzyme was evaluated for reliability  for using in determination of bilirubin in serum by  mixing with 5 ml
of  0.1  mol/L Tris-SDS  buffer, pH8.0  before reacting with bilirubin substrate. The reaction of BOX  and bilirubin
was carried out at 37OC and the decrease in kinetic rate was measured at 450 nm  in Shimudzu UV-2450
UV-Visible Spectrophotometer.
Results : Fifteen unit/L of  enzyme-buffer  solution could  be obtained  by  mixing  0.075 Unit of dry enzyme with
5 ml of 0.1 mol/L Tris SDS-buffer, pH 8.0 which then use for  reacting with bilirubin in serum. Linearity of BOX
in using bilirubin substrate  was  in range of  0-15  mg%. The  with-in  and  between -run variation  expressed
as %CV  were  8.15 (X  = 3.34 mg%)  and 7.02 (X = 3.10 mg%) respectively. The accuracy of  method
calculated as mean of  % recovery  was shown  to  be  95.6%.  The enzymatic method  developed for
measuring  bilirubin in serum was correlated significantly with the diazo reagent method of  Jendrassik  and
Grof  which  used  as  reference  method at  r = 0.972 (p < 0.001),  giving  y = 0.8078x + 0.6944  and  also
correlated  significantly  with the enzymatic method  using  BOX  produced by  Mv- MT-1 from by Sigma
Chemical (USA) at  r=0.9920 (p<0.001)  and  y = 0.8873x +  0.2567 respectively.
Discussion :  Enzyme reacted quickly with bilirubin substrate, therefore in order to get  more precised results, this
kinetic measurement method was suggested to be performed  in Autoanalyser. From the study showed that the
rehydrated BOX could  be used successfully for total  bilirubin determination in serum, so far it can also be used
in determination of  other forms of bilirubin  such as direct bilirubin and conjugated bilirubin in serum.  Bull Chiang
Mai Assoc Med Sci 2006; 39: 15-24.
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บทนำ
เอนไซม ์Bilirubin oxidase (BOX, EC 1.3.3.5) )

เป็น metalloprotein มี copper 3 อะตอมอยู่ภายใน
โมเลกุล ในปี ค.ศ. 1981 Murao และ Tanaka1

ได้แยกเอนไซม์ชนิดนี้ออกมาเป็นครั้งแรก จากเชื้อรา
Myrothecium verrucaria (Mv)  สายพันธ ุ ์ MT-1
เชื้อราชนิดนี้ไม่ใช่เชื้อก่อโรค พบครั้งแรกในดินในทุ่งนา
ที่ประเทศญี่ปุ่น แต่เดิมใช้เอนไซม์นี้ฟอกสีวัตถุของเสีย
ในโรงงานอุตสาหกรรมก่อนทิ ้งเป็นของเสีย2 และ
ต่อมาพบวา่มปีระโยชนใ์นทางคลนิิก (3,4)

เอนไซม์ BOX ช่วยเร่งปฏิกิริยาการเตมิออกซิเจน
ให้แก่สับสเตรท คือ บิลิรูบิน ซึ่งมีสีเหลืองให้ผลเป็น
บิลิเวอดิน (Biliverdin) ซึ่งไม่มีสี การทดลองนำ BOX
มาใช้ในการตรวจหาปริมาณบิลิรูบินในซีรัมมีมาตั้งแต่
คศ  19822  จนถึงปัจจุบัน  ซ่ึงในปี  1987  Kosaka et al3

ได้ศึกษาเพื่อนำเอนไซม์นี้มาใช้ตรวจบิลิรูบิน ส่วนต่างๆ
ในซีรัม โดยพบว่า pH ที่เหมาะสมของเอนไซม์ในการ
ทำปฏกิรยิากบับิลิรูบินรวมในซรัีม คือ  ท่ี  pH 8.0 ใน 0.1
mol/L Tris-HCl–SDS buffer นอกจากนียั้งพบว่าเอนไซม์
สามารถทำปฏิกิริยากับบิลิรูบินส่วนอื่นในซีรัมได้แต่
ใช้บัฟเฟอร์ต่างชนดิทีมี่ pH ต่างกนั

สำหรับในประเทศไทยได้มีการเตรียมเอนไซม์นี้
จากเชื ้อราที ่ได้มาจาก Bangkok Mercen แต่เป็น
สายพันธ์ุท่ีแตกต่างกัน พบว่าเอนไซม์ได้จาก Mv สายพันธ์ุ
TISTR 3112 และ 3225  มีคุณสมบัติในการสรา้งเอนไซม์
cellulase เป็นส่วนใหญ่5  และสามารถสร้าง  bilirubin
oxidase6,7 ได้ในปริมาณที่น้อยกว่า นอกจากนี้ยังพบว่า
ยังมีสายพนัธ์ุอ่ืน คือ Mv BCC 112 และ Mv BCC 9162
ซึ่งได้จากศูนย์พันธุวิศวกรรมแห่งชาติ หรือ BIOTEC
(National Center for Genetic Engineering and Bio-
technology of Thailand) สามารถสร้าง BOX ได้
เช่นเดียวกัน8 แต่ปริมาณเอนไซม์ที่ผลิตได้มี activity
ค่อนข้างต่ำ จึงนำเอนไซม์ไปทำให้เข้มข้นโดยการนำ
น้ำเลี้ยงเชื้อที่มี BOX ไปทำให้แห้ง และนำไปผสมกับ
บัฟเฟอร์ใช้ในการตรวจหาปริมาณบิลิรูบินในซีรัมต่อไป

ในการศึกษาครั ้งนี ้ได้ทดลองนำเอนไซม์ที ่นำ
ไปทำแห้งมาคืนสภาพ และนำมาใช้ในการตรวจหา
ปริมาณบิลิรูบินในซีรัม โดยให้ทำปฏิกิริยากับ bilirubin

substrate ในสารละลายมาตรฐานและซรัีม และอ่านผลวิธี
kinetic  นอกจากน้ียังได้เปรียบเทียบผลการวิเคราะห์ท่ีได้
กับวิธี diazo reagent ซึ่งใช้เป็นวิธีอ้างอิง9 และวิธีที่ใช้
เอนไซม์ BOX ที่ผลิตจำหน่ายโดย Sigma Chemical
(USA)

วัสดแุละวธีิการทดลอง
วัสด ุ:

น้ำเลี้ยงเชื้อที่มีเอนไซม์ BOX ได้จากการเตรียม
ของนางสาวชีวพร เสนธรรม และคณะ8 ภาควิชาจุลชีว
วิทยาคลินิก คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัย
เชียงใหม่

Ativated charcoal ได้จาก Merck, Damstade,
Germany

ซีรัมเหลือใช้เก็บจากห้องปฏิบัติการเคมีคลินิก
หน่วยปฏิบัติการชันสูตร โรงพยาบาลมหาราชนคร-
เชียงใหม่

สารเคม ี:  สารมาตรฐาน unconjugated bilirubin
ได้จาก Sigma Chemicals, USA สารเคมีชนิดอื่นเป็น
ชนิด Analytical grade

เครือ่งมือวิเคราะห ์ :  Shimudzu UV-2450 UV-
Visible Spectrophotometer

สารละลายเคม ี:
1. สารละลายมาตรฐานบลิิรูบิน ความเข้มข้น  20

mg% ทำโดยใช ้bilirubin standard 20 mg ละลายใน 2.0
มล  ของ  0.1 mol/L  Na2CO3 และ 1.5 มล ของ 0.1 mol/
L NaOH เติม 4% BSA (Bovine serum albumin 4  กรัม
ละลายในน้ำกลั่น 100 มล) จนครบปริมาตร 100 มล.
ในขวดวดัปริมาตร แล้วเกบ็ในขวดปอ้งกันแสงทีอุ่ณหภูมิ
4 OC ในทีมื่ด (9)

2. 4% BSA ใช้งาน เตรียมโดยเตมิ  2.0 มล ของ
0.1 mol/L Na2CO3 และ 1.5 มล ของ 0.1 mol/L NaOH
ลงในขวดวดัปรมิาตร แล้วเติม 4 % BSA จนครบ 100
มลผสม แล้วเก็บไว้เจือจางสารละลายมาตรฐาน หรือ
เตมิลงเพือ่ปรับปรมิาตรตวัอย่างทีเ่ตรยีมขึน้เพือ่ตรวจหา
ความถูกต้อง

3. 0.1 mol/L Tris-SDS buffer
7
 ทำโดยชั ่ง

Trisma base 6.05 g และ Sodium dodecyl sulfate 0.72



g นำมาละลายด้วยน้ำกลั่นปริมาตรประมาณ 450 ml
แล้วปรับ pH ให้เป็น 8.0 ด้วย 1 N  NaOH หรือ 1 N  HCl
ปรับปริมาตรเป็น 500 ml ด้วยน้ำกลั่นเก็บที่อุณหภูมิ
4OC จนกวา่ใชง้าน

วิธีการทดลอง :
1. การเตรยีมเอนไซม ์ BOX ชนิดแหง้
นำน้ำเลี้ยงเชื้อที่มีเอนไซม์ BOX ไปบรรจุลงใน

lyophilized vial ขวดละ 5 มล. แล้วนำไประเหิดแห้ง
ในเครื่อง Lyoalpha-10 Lyophilizer (Telstar, Spain)
เอนไซมแ์ห้งนำมาเกบ็ไว้ที ่4OC จนกวา่ใช้งาน

2. การตรวจหาความเข้มข้นของ BOX แห้ง

คืนสภาพ
นำ  BOX แห้งมาคืนสภาพด้วยการเติม   0.1 mol/

L Tris –SDS buffer, pH 8.0  ลงไปผสม 1 ml จากนัน้
วิเคราะหห์าปรมิาณเอนไซม ์ทีค่นืสภาพแลว้ โดยเตมิ  1
ml  ของ 0.1 mol/L  Tris –SDS  buffer, pH 8.0  กับ 50
µL ของสารละลายมาตรฐานบลิิรูบินความเข้มข้น 1 mg%
ใน  cuvet  นำไปอุ่นที ่ 37OC  ในเครือ่ง  Shimudzu  UV
2450 Spectrophotometer เป็นเวลา 3 นาที แล้วเติม
สารละลายเอนไซม ์  50 µL ลงไปผสม จากนั้นติดตาม
อัตราเร็วของเอนไซม์เป็นเวลา 200 วินาที เครื่องจะ
คำนวณ อัตราเร็วเฉล่ียเป็น  ∆  A /min และคำนวณ  BOX
activity ออกมาเปน็ U /L ตามสตูร

U /L ของ  BOX  =         ∆A/min x ปริมาตรรวมของปฏกิริยา  x 106

ε x  ปริมาตรของตวัอย่าง

คำจำกัดความของเอนไซม์ คือ  1  Unit  ของ  BOX
คอื  ปริมาณของเอนไซม ์ BOX ทีใ่ช้ bilirubin substrate
ไป 1 µmol ให้ผลเป็น  biliverdin ในเวลา 1 นาที ที่
37 OC

3. วิธีการตรวจหาปริมาณบิลิรูบินโดย BOX  และ
อ่านผลแบบ  kinetic

ผสม  0.1 mol/L  Tris –SDS  buffer,  pH 8.0,
5 มล  ลงในเอนไซม์แห้ง 1 ขวด ทำทัง้หมด 5 ขวด  นำมา
รวมและผสมให้เป็นเน้ือเดียวกัน  เอนไซม์ผสมบัฟเฟอร์น้ี
สามารถวิเคราะห์หาปริมาณบิลิรูบินในซีรัมได้ไม่ต่ำกว่า
20 ตัวอย่าง ซึ่งในการวิเคราะห์ทำโดยนำ เอนไซม์-
บัฟเฟอร์ใส่ลงใน cuvet 1050 µL นำไปอุ่นที่ 37OC

เม่ือ   ∆A/min   =  ค่าดดูกลนืแสงทีเ่ปล่ียนแปลงไปตอ่นาที
ปริมาตรรวมของปฏกิริยา    =     1.1  ml
10 6 = เปล่ียนหน่วย  mole ให้เป็น   µmole
e = molar absorptivity ของบิลิรูบินใน  0.1 mole/L Tris –SDS buffer, pH 8.0

= 48,575   L -1 mol  -1 cm  (7)
ปริมาตรของตวัอย่าง   =   50  µL

ในเครื ่อง Shimudzu U 2450 Spectrophotometer
เป็นเวลา 3 นาท ีแล้วเติมซีรัม (หรือสารละลายมาตรฐาน)
ลงไป 50 µL ผสม แล้ว ติดตามอัตราเร็วของปฏิกริยา
เป็นเวลา 200 วินาที เคร่ืองจะคำนวณ อัตราเร็วเฉล่ียเป็น
∆  A /min  ส่วนการคำนวณคา่ออกมาเปน็ปริมาณ  mg%
ของบิลิรูบิน ทำได้โดยเทียบกับกราฟมาตรฐานที่ทำการ
วิเคราะห์วิธีเดียวกัน

4. วิธีการประเมินผลการนำ เอนไซม์ BOX
มาใช้งานในการตรวจหาปริมาณบิลิรูบินรวมในซีรัม

การประเมินความเป็นเส้นตรง ทำโดยวิเคราะห์
สารมาตรฐานทีค่วามเขม้ข้น 0-20 mg%  ด้วยวิธีเอนไซม์
ที่นำมาใช้แล้วตรวจดูความเป็นเส้นตรงโดย plot ค่าที่



วิเคราะหไ์ด ้ เทยีบกบัความเขม้ข้นต่างๆ ของสารละลาย
มาตรฐานที่เตรียมขึ้น

การตรวจหาความแม่นยำที่ดีที่สุด (with-in run
variation) ของวิธีการวิเคราะหบิ์ลิรูบินรวม  โดยวิเคราะห์
หาบลิิรูบินในซรัีมควบคมุคณุภาพ ทำซำ้กนั 20 ครัง้ และ
วิเคราะห์หาความแม่นยำระหว่างการวิเคราะห์ (between-
run variation) โดยใช้ซีรัมควบคุมคุณภาพชุดเดียวกัน

คำนวณหา  % Coefficient of  Variation (% CV) (10)
การประเมินความถูกต้องของวิธีทำโดยตรวจหา

% recovery ซึ่งทำโดยการเติมสารละลายมาตรฐาน
ลงในซรัีมทีมี่บิลิรูบินอยู่เดมิ  แล้วคำนวณหาปรมิาณสาร
มาตรฐานที่ได้กลับคืนมา โดยการวิเคราะห์เทียบกับ
ซีรัมเดียวกันที่ไม่เติมสารมาตรฐาน

10
 ทำการเตรียม

ตัวอย่างตามตารางที ่1

ตารางที ่ 1   แสดงวธีิการเตรยีมตัวอย่างสำหรบัใช้ตรวจหา ความถกูตอ้งในรปู %Recovery

การคำนวณหาความถกูตอ้งเป็น % Recovery   ใช้สตูร (10)
% Recovery  =     Standard  recovered  x 100

Standard added

การประเมินผลความสมัพันธ์กับวิธีอ้างอิง ทำโดย
นำตัวอย่างซีรัม  37 ราย มาวิเคราะห์โดยวิธีเอนไซม์  BOX
จาก  Mv  TISTR 3112  เทยีบกบัค่าวเิคราะหท่ี์ตรวจโดย
วิธี  diazo reagent  (9)   ซ่ึงใช้เป็นวิธีอ้างอิง และเทียบกับ
ค่าวิเคราะห์ที่ได้จากการใช้  BOX ที่ได้จากการผลิต
จำหน่าย (Sigma Chemical,USA)โดยใช้เอนไซม์ผสม
ความเข้มข้นเดียวกับที่ใช้กับ BOX ที่เตรียมเอง แล้ว
ตรวจหาสมัประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (Correlation coefficient,
r) และแสดงผลความสัมพันธ์โดยสมการถดถอย และ
regression line

5. การวเิคราะหท์างสถติิ
ใช้โปรแกรม  Microsolf Excel  ท่ีติดตัง้บน  Win-

dow 2003 ของ Personal computer เพื่อการแปลผล
ทางสถิติ

ผลการทดลอง :
ผลการตรวจหาความเข้มข้นของเอนไซม์ท่ีคืนสภาพ

และการเตรียมสารละลายเอนไซม์ในบัฟเฟอร์
เอนไซม์  BOX  คืนสภาพโดยเติม 0.1 mol/L Tris-

SDS buffer, pH 8.0  ลงไป 0.5 ml นำไปตรวจหา  total



activity ใน 0.1 mol/L Tris-SDS buffer, pH 8.0 ตามวธีิ
การวิเคราะห์หา BOX  activity  ซ่ึงแสดงในวธีิการทดลอง
ได้ค่า BOX activity เท่ากับ 6.956 U/L หรือมี BOX
เท่ากับ 0.0765 U/vial ดังนั้นการใช้งานเอนไซม์จึงเติม
บัฟเฟอร์ลงไป  5  mL/vial   ทำให้ความเข้มข้นสุดท้ายของ
BOX  ใน  0.1 mol/L  Tris-SDS buffer, pH 8.0  เป็น 15
U/L ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่เหมาะสม11,12 สำหรับการ
นำไปใช้งานในการตรวจหาปริมาณบิลิรูบินในซีรัมต่อไป

ผลการทำกราฟมาตรฐาน
รูปท่ี  1  แสดงกราฟมาตรฐานของการวเิคราะห์หา

ปริมาณบิลิรูบินในสารละลายมาตรฐานบิลิรูบินต้ังแต่ความ
เข้มข้น 0-20 % จากรูปพบว่ากราฟให้ค่า ∆A/min
เป็นเส้นตรงตั้งแต่ สารละลายมาตรฐานบิลิรูบินในหลอด
ทดลองมค่ีาต้ังแต่ 0-15 mg%

 รูปท่ี   1 กราฟมาตรฐานของการวเิคราะห์หาบิลิรูบินรวมด้วยวิธีเอนไซม์ BOX  ได้จาก  Mv TISTR 3112   อ่านผลด้วยวิธี
Kinetic ใน หลอดทดลอง

ผลการตรวจหาความแม่นยำของวิธีวิเคราะห ์
ตารางท่ี 2 แสดงความแม่นยำของวิธีการวิเคราะห์

บิลิรูบินโดยวิธีเอนไซม์  พบว่า %CV  ของการวิเคราะห์ท่ีดี
ที่สุดมีค่า 8.05 โดยมีค่าเฉลี่ย (X) ของ with-in run

ไม่ต่างจาก between-run precision (unpaired t-test)  แต่
%CV ของ between-run น้อยกวา่ %CV ของ with-in run
เล็กนอ้ย

ตารางที ่  2    ความแมน่ยำของวธีิการวเิคราะหบิ์ลิรูบินรวม ดว้ยวิธีเอนไซม์  BOX (Mv  TISTR 3112)



ผลการตรวจหาความถูกต้อง
ความถกูตอ้งของวิธีการวเิคราะห ์แสดงในตาราง

ที่ 3 พบว่าสารมาตรฐานที่เติมลงไปสามารถวิเคราะห์
กลบัคนืมาได ้ โดยม ี  %  recovery เฉล่ียเทา่กบั 95.9 %

ตารางที ่3    ความถกูตอ้งของวธีิการวเิคราะหห์าบลิิรูบินรวมในซรัีมโดยวธีิเอนไซม ์BOX (Mv TISTR 3112)

รูปท่ี 2 ความสัมพันธ์ของการวิเคราะห์หาปริมาณบิลิรูบินในซีรัมด้วยวิธี  BOX (Mv TISTR 3112) กับ วิธี Diazo
reagent  ของ   Jendrassik & Grof  method  ( N = 37 )

ความสัมพันธ์กับวิธีอ้างอิง
รูปท่ี   2   แสดงความสัมพันธ์ของวิธีเอนไซม์กับวิธี

diazo reagent ซ่ึงเป็นวิธีอ้างองิ พบว่าวธีิเอนไซมซ่ึ์งใช้
BOX แห้งมาละลายในบัฟเฟอร์ และทำปฏิกิริยากับ
บิลิรูบินในตัวอย่างซีรัม 37 รายให้ผลสัมพันธ์กับวิธี  Diazo
reagent ซึ ่งวิเคราะห์ในซีรัมชุดเดียวกัน โดยมีค่า

สัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์  ( r )  เท่ากับ  0.9719 ( p< 0.001)
และมีสมการ ถดถอย คือ y = 0.8078x + 0.6944 ส่วนรูปท่ี
3 แสดงความสัมพันธ์กับผลการวิเคราะห์ที่ใช้เอนไซม์
BOX ท่ีได้จาก Sigma Chemical, USA โดยไดค่้า  r =
0.9920   และสมการถดถอย  y = 0.8873x +  0.2567
ตามลำดบั แสดงวา่วธัิมีความสมัพันธ์กับวิธีอ้างองิดี



วิจารณ ์:
การตรวจวิเคราะห์บิลิรูบินรวมในซีรัมด้วยวิธีเอนไซม์

BOX โดยอา่นปฏกิิริยาแบบ kinetic เกิดปฏิกิริยาเรว็มาก
จึงควรเลือกอ่านปฏิกิริยาที่เวลาในช่วงต้น และเนื่องใน
การวิจัยนี้ใช้วิธีการวิเคราะห์ อ่านผลแบบ manual จึง
ทำให้มีความล่าช้าในขั ้นตอนการอ่านได้ ดังจะเห็น
ได้จากการตรวจหาความแม่นยำ เมื่อเปรียบเทียบค่า
%CV ท่ีได้ กับท่ีมีผู้ทดลองมาก่อนน้ี โดยเคร่ือง Beckman
CX-57  ซ่ึงไดค่้า %CV  ของ with-in run  เท่ากบั 5.18
ซ่ึงต่ำกว่าในการวจัิยน้ี (%CV เท่ากบั 8.05) โดยใชเ้ช้ือรา
สายพนัธ์ุเดยีวกนัในการผลติเอนไซมแ์ละการทีไ่ด ้ %CV
ของ between-run น้อยกว่า with-in run เนื่องจาก
จำนวนทีวิ่เคราะหมี์เพียง  5 ครัง้เทา่นัน้

เน่ืองจากการผลิตเอนไซม์จากเช้ือรา Mv สายพันธ์ุ
TISTR 3112 น้ี ใช้การเลีย้งเช้ือในอาหารเลีย้งเช้ือรา และ
นำน้ำเล้ียงเช้ือรามาทดสอบหาเอนไซม ์BOX ซ่ึงผลผลติ
ท่ีได้เม่ือเทียบกับเอนไซม์จากสายพันธ์ MT-1 ของ  Muruo
และ คณะ2 แล้ว ยังพบว่าผลผลิตต่ำกว่า มากจึงต้อง
นำเอนไซม์มาทำให้เข ้มข้นโดยการทำให้แห้ง แต่
เน่ืองจากวิธีการวิเคราะห์ด้วยเอนไซม์น้ีสามารถนำมาใช้ได้
จึงควรหาวิธีการผลิตเอนไซม์ท่ีสามารถให้ผลผลิตได้มากข้ึน

เช่น การเตรียมเอนไซม์โดยเทคนิค recombinant pro-
tein13  หรือ การ clone gene ออกมา14  ซ่ึงจะไดเ้อนไซม์
ในปริมาณมากและเมือ่ทำให้บริสุทธ์ิจะให้  yield มากกวา่
ด้วย   สำหรับการใช้วิธีเล้ียงเช้ือน้ียังมีข้อเสียตรงท่ีต้องทำ
การ subculture ต่อ ซึ่งจะทำให้เกิดการกลายพันธุ์ของ
เชื้อราได้ซึ่งเป็นผลให้ผลผลิตแต่ละครั้งจะลดลงเรื่อยๆ
ทำให้ไม่สามารถควบคุม activity ของเอนไซม์ที่เตรียม
แต่ละชุดให้เท่ากันได้ และหากสามารถผลิตเอนไซม์
ได้ในปริมาณมากแล้วควรนำมาศึกษาต่อเพื่อใช้ตรวจหา
บิลิรูบินในรูปแบบอ่ืนเช่น  การตรวจหา  direct bilirubin
ซ่ึงทำปฏกิิริยาใน 0.1 mol/L Glycine- NaOH buffer, pH
10 และ conjugated bilirubin  โดยให้เอนไซม์ทำปฏิกิริยา
ใน 0.1 mol/L Lactic acid –sodium citrate, pH 3.7
ต่อไปได้3  สำหรบัการทำใหเ้อนไซม์อยู่ในรูปแบบแห้งน้ี
นับว่าสะดวกในการใชม้ากกว่า สะดวกในการผลติเป็นชุด
ทดสอบสำเรจ็รูป อีกทัง้ยังคงตวัไดม้ากกวา่ชนดินำ้

ความน่าเชื่อถือของวิธีการวิเคราะห์หาปริมาณ
บิลิรูบินโดยเอนไซม์ที่เตรียมเอง นำมาทำให้แห้งเพื่อทำ
ให้เข้มข้นข้ึนก่อนละลายมาใชง้านสามารถยอมรบัได้  แต่
%CV มีค่าค่อนข้างมากทั้งนี้เนื่องจาก อัตราเร็วของ
ปฏิกิริยาเร็วมาก ดังนั้นการวัดอัตราเร็วของปฏิกิริยา

รูปท่ี  3 ความสัมพันธ์ของวิธีการตรวจวิเคราะห์บิลิรูบินในซีรัมโดย เอนไซม์ BOX  (Mv  TISTR 3112)  และ วิธี เอนไซม์ใช้
BOX จาก  Sigma Chemical (USA) ผสมกับบัฟเฟอร์ในความเข้มข้น 15 U/L เช่นเดียวกันใช้เป็น
วิธีเอนไซม์อ้างองิ ( N= 37)
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แบบน้ีจึงเหมาะสมท่ีจะนำไปใช้ในเคร่ืองวิเคราะห์อัตโนมัติ
มากกว่า    ค่าความเป็นเส้นตรงของวิธีเท่ากับ 0- 15 mg%
ซึ่งน้อยกว่าวิธี Diazo reagent9 อย่างไรก็ตามสามารถ
เพ่ิมความเข้มข้นของเอนไซม์ให้มากกว่า 15 U/L ได้  เช่น
ละลายเอนไซมแ์ห้ง 5  ขวด ด้วย 19  มล. ของ 0.1 mol/
L Tris-SDS buffer, pH 8.0 จะได้ความเข้มข้นของ
เอนไซม์ในบัฟเฟอร์เท่ากับ 20 U/L เป็นต้นแต่การ
วิเคราะห์ต้องทำสารละลายมาตรฐานควบคู่ไปกับการ
ตรวจตัวอย่างส่งตรวจ การวัดความถูกต้องได้ %
Recovey เป็นทีย่อมรับได ้และพบวา่วธีิมีความสมัพันธ์ดี
กับวิธี Diazo reagent ของ Jendrassik and Grof9

และสัมพันธ์กับวิธีเอนไซม์  BOX ท่ีได้จาก Sigma Chemi-
cal อย่างมีนัยสำคัญที่ p<0.001 (ใช้ความเข้มข้นของ
เอนไซม์เท่ากัน) ดังนั้นจึงมีความเหมาะสมที่จะนำมา
ใช้งานได้

การตรวจหาปริมาณบิลิรูบินรวมในซีรัมซึ ่งใช้
วิธีเอนไซม์ซึ่งนำเสนอโดยงานวิจัยนี้ สามารถประหยัด
เอนไซม์อย่างน้อย 35 เท่า เมื่อเทียบกับวิธีที่ใช้การ
อ่านผลแบบ end point ซ่ึงรายงานโดย Kasaka และ คณะ
ซ่ึงใช้เอนไซม์ถึง 880  U/L3 หรือ ของ  Perry et al.15 ซ่ึง
พบว่าใชเ้อนไซม ์ เข้มข้นถึง 514 U/L ของปรมิาตรของ
ส่วนผสมสุดท้ายของปฏิกิริยา ซึ่งวิธีของผู้วิจัยดังกล่าว
ทำใหมี้ข้อจำกดัในการนำวธีิการตรวจโดยเอนไซม ์BOX
มาใช้งาน เพราะราคาต่อ 1 การวิเคราะห์จะสูงกว่าวิธี
Diazo reagent มาก

สรุปผลการวิจัย คือ สามารถนำเอนไซม์ BOX
ชนิดแห้งมาทำเปน็น้ำยาสำหรบัตรวจวัด ปริมาณบิลิรูบิน
ในซีรัมโดยใช้การอ่านผลเป็นแบบ kinetic แต่เนื่องจาก
การเตรียมเอนไซม์โดยวิธีแยกสกัดและเล้ียงในน้ำเล้ียงเช้ือ
ให้ผลผลิตต่ำ จึงควรทำเอนไซมใ์ห้เข้มข้นก่อนนำมาผสม
กับบัฟเฟอร์แล้วจึงให้ทำปฏิกิริยากับบิลิรูบินซึ่งใช้เป็น
substrate ต่อไป
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