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ABSTRACT

PSA ELISA kit was developed and compared to a commercial PSA ELISA kit (Cobas® 
Core PSA EIA, Roche Swizerland) with a correlation of 98.9% ( r = 0.989, p < 0.05). The precision of 
the assay kit evaluated by intermal quality control studies shown that the coefficient of variation of 
high, medium and low control were 4.4, 3.6 and 4.7% respectively. The sentuvity of detection was 
0.25 ng/ml.

This PSA ELISA kit has been used for detection of PSA in serum of 571 patients ages 
between 25-93 years old with satisfactory results. The normal range of PSA is 0 - 3.46 ng/ml 
( X =  2SD, ท = 384). The mean value of PSA in Prostate carcinoma before treatment and after 
successful treatment are 77.30 ng/ml (ท = 53) and 1.64 ng/ml (ท = 25) and increase to 53.71 ng/ml 
(ท = 8) in metastasis. In Benign Prostate Hyperplasia (BPH) the range of PSA is 0 - 27.52 ng/ml (ท = 
74). Phi ((j)) coefficient analysis shown that the correlation of PSA and Prostate carcinoma is 63.8% 
with a sensitivity and specificity of 100% and 86.9% respectively.



มะเร็งต่อมลูกหมากเป็นโรคมะเร็งที่พบมากที่ชุดในเพศชายโดยประมาณถึงทุก 1 ใน 11 คน'0 
จากการค้นพบ Prostate Specific Antigen (PSA) ในปี 1979® ซึ่งเป็นโปรตีนท่ีมีน้ําหนักโมเลกุล 34.000 
พบได้เฉพาะใน Prostate tissue® ทำให้มีการสืกษาอย่างกว้างขวาง ต่อมาจนเป็นท่ียอมรับว่าระดับของ 
PSA เป็น tumor marker ที่สำคัญของมะเร็งต่อมลูกหมาก4'13 การผลิตชุดนายาตรวจ PSA ในนาเหลือง 
ของผู้ป่วยจึงมีความสำคัญต่อการๆ}วยวินิจฉัย และติดตามผลการรักษา ผู้ป่วยที่มารับการรักษา จากโรง 
พยาบาลพระมงกุฎเกค้า ทำให้การสืกษาวิจัยเกี่ยวมะเร็งต่อมลูกหมากสามารถทำไค้อย่างกว้างขวางใน 
ราคาประหยัด

วัสดุแ ละ วิธีการ

การสกัด PSA ฉากต่อมสูกหมาก

ต ่อ ม ล ูก ห ม าก ไ ด ้จ าก ห ้อ ง ผ ่าต ัด  ก อ งศ ัล ย ก รร ม ใน โ ร งพ ย าบ าล พ ร ะ ม งก ุฎ เก ล ้าโ ด ย เก ็บ แ ช ่แ ข ็ง  

ท ัน ท ีห ล ังผ ่าต ัด ไว ้ท ี่ - 7 0 ° c  รวม ไว ้จน ได ้ป ร ิม าณ พ อค วรจ ึงท ำก ารส ก ัด  PS A  โดยว ิธ ีของ W ang(2) โดยไค ้ 
ด ัด แ ป ล งเล ็ก น ้อ ย เพ ื่อ ให ้เห ม าะส ม ก ับ เค ร ื่อ งท ี่ม ีอ ย ู่ ต าม ว ิธ ีก ารย ่อ ท ี่ส ร ุป ไว ้ใน ร ูป ท ี่ 1

COMMERCIAL PSA-ELISA KIT
เป ็น ผ ล ิต ภ ัณ ฑ ข อ งบ ร ิษ ัท  R oche D iagnostic System s, Sw itzerland

ตัวอย่างที่ตรวจ
น ำเห ล ือ งจาก ผ ู้ป ่วยม ะ เร ็งต ่อ ม ล ูก ห ม าก  113 ราย B enign Prostate H yperp lasia  (B O H ) 74 ราย, 

ชายไท ยป ก ต ิ 384 ราย

การเตรียมชุด'นายา PSA
PS A  E L ISA  K IT  ท ี่เต ร ียม ข ึ้น ป ระก อ บ ด ้วย
1. M icroplate M axisorp  F-16 (N une) จำนวน 96 W ells ซ ึ่ง coat ผ น ังค ้าน ใน ข องห ล ุม ด ้วย  

R abbit an ti-P SA  d ilu tion  1 ะ 1000 ใน 0.05 M  C arbonate buffer pH  9.6
2. M onoclonal an ti-P SA /H R P (H orse R adish Peroxidase) ใน d iluen t buffer 20 ml.

3. S tandard  PS A  ความ เข ้ม ข ้น  0, 5, 30และ 120ng/ml.



4. Diluent buffer ใช้ 0.01 M phosphate buffer saline pH 7.4 ซ่ึงมี 0.1% Bovine Serum 
Albumin (BSA) และ 0.11% Sodium azide จำนวน 50 ml.

5. Washing buffer ประกอบด้วย Normal saline + Tween-20 0.05% จำนวน 250 ml.
6. Substrate solution ประกอบด้วย O-phenylene diamine (OPD) 2 mg 2 เม็ด 0.1 m citrate 0.2 

M disodium phosphate buffer PH 5.0 20 ml และ urea hydrogen peroxide (1.75 mg H20 2)
1 เม็ด

7. 2.5 N Sulfuric acid 5 ml 

วิธีตรวจ PSA
1. เติม standard หรือนํ้าเหลืองท่ีต้องการตรวจ 200 น1 ลงในหลุมใน microplate จำนวน

2 หลุมต่อ 1 ตัวอย่าง นำไปเก็บไว้ในภาชนะชื้นมีฝาปิดเปีนเวลา 60 นาที
2. ล้างด้วย Washing buffer 3 ครัง แล้วเติม monoclonal anti-PSAHRP ลง 200 น1 นำไปเก็บไว้ 

ในภาชนะชื้นมีฝาปิด เปีนเวลา 90 นาที
3. ล้างด้วย Washing buffer 3 คร้ัง แล้วเติม Substrate solution ที่ผสมใหม่ๆลงไป 200 น1 

นำไปเก็บไว้ในภาชนะชื้นมีฝาปิดเปีนเวลา 30 นาที
4. หยุดปฎิกรยาของ enzyme-substrate ด้วย 2.5 N H2S04 50 ul
5. นำไปอ่าน Optical density ของสีท่ีเกิด'ข้ึนท่ี 492 mm ด้วย Titertek Multiskan MCC 340
6. นำค่าทอ่านได้จาก standard มา plot standard curve ในกระดาษ log-log 2x3 cycles แล้วอ่าน 

ค่า PSA จากกราฟนี้

กไ'*เปรียบเทียบ In-house PSA-ELISA kit กับ Commercial kit
ได้ทำการเปรียบเทียบผลการตรวจ PSA ในนํ้าเหลืองโดยใช้ In-house PSA-ELISA kit และ 

Roche Diagnostic System kit ในผู้ป่วย จำนวน 34 ราย แล้วนำค่าท่ีตรวจได้จากทัง 2 kit มาคำนวณหาค่า 
สหสัมพันธทางสถิติ (Regression analysis)

ผ ล จ าก ก าร ส ิก ษ าว ิจ ัย

การสกัด PSA จากต่อมลูกหมากพบว่า สามารถสกัด PSA ออกมาใน fraction ท่ี 66 - 84 และได้ 
รวม PSA fraction ท่ี 70 - 80 ซ่ึงมี PSA ในปริมาณสูงดังแสดงไว้ในรูปท่ี 2 นำ PSA นี้ไปทำให้แห้งโดย 
วิธี Lyophilization ได้ PSA สำหรับใช้เตรียม standard ประมาณ 1.5 mg. นำ PSA นี้ มาเตรียม standard 
ให้มีความเข้มข้น 0, 5, 30 และ 120 ng/ml จากการเปรียบเทียบ In-house PSA ELISA kit กับ Cobas® 
Core PSA EIA (Roche) ในการตรวจวิเคราะห์ PSA พบว่ามีค่าส้มประสิทธของสหสัมพันธ์



( r ) = 0.989 รูปท่ี 3 เกณฑ์ตํ่าท่ีชุด PSA ELISA kit นี้ตรวจวัดได้ คือ 0.25 ng/ml ( X  + 3 SD ของ 
Zero standard) การตรวจความแม่นยำ (Precision) ของนายาตรวจน ควยการทา internal quality control 
พบว่า มความแม่น ยำดมาก รูปท 4 ม coefficient of variation ของ high medium และ low control เท่ากับ 
4.4%, 3.6% และ 4.7% ตามลำดับ

จากการใช้ PMK-PSA ELISA kit น้ีในการตรวจ PSA ของผู้ป่วยที่มารับการตรวจและรักษา 
หรือเฝืาระวังติดตามการกระจายของโรค ในผู้ป่วยจำนวนท้ังส้ิน 571 ราย พบว่า ค่าเฉล่ียของ PSA ในผู้ 
ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากก่อนการรักษา (ท = 53) ระหว่างรักษา (ท = 19) และหลังการรักษา (ท = 25) เท่า 
กับ 77.30 ± 46.28, 22.33 ±  19.86 และ 1.64 ±  1.31 ng/ml ตามลำดับ ผู้ป่วยท่ีมีการกระจายของมะเร็ง 
ต่อมลูกหมาก (ท = 8) ค่าเฉล่ียของ PSA เท่ากับ 53.71 ±  38.0 ng/ml ผู้ป่วยท่ีต่อมลูกหมากโต (ท = 74) 
ค่าเฉล่ียของ PSA เท่ากับ9.42 ±  9.05 ng/ml ในขณะท่ีคนปกติ ( ท = 384) มีค่าเฉล่ียเท่ากับ 1.38 ±  1.04 
ng/ml รูปท่ี 5 เม่ือแบ่งผู้ป่วยมะเร็งต่อมลูกหมากเป็นแบบ localized (ท = 7) และ metastasis (ท = 8) ก่อน 
การรักษา พบว่ามีค่าเฉล่ียของ PSA เท่ากับ 19.93 ±  11.25 และ 109.30 ±  37.10 รูปท่ี 6

ความสัมพันธ์ของ PSA กับโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก พบว่ามีความสัมพันธ์กัน 63.8% โดยมี 
ความไวและความจำเพาะ เท่ากับ 100% และ 86.9% ตามลำดับ รูปท่ี 7

วิจารณ์และสรุป

จากการสืกษาวิจัยนี้ พบว่าชุดนํ้ายาตรวจ PSA ที่ผลิตในโรงพยาบาลพระมงกุฎเกล้านี้มี 
ประสิทธิภาพดี มีความแม่นยำสูง เทียบเท่ากับชุดนํ้ายาที่ชื้อจากต่างประเทศ ทำให้สามารถให้บริการ 
ตรวจ PSA ได้ในราคาถูก ทำให้การสืกษาวิจัยเกี่ยวกับโรคมะเร็งของต่อมลูกหมากเป็นไปได้อย่างกว้าง 
ขวาง จากการใช้ชุดนี้ายาตรวจนี้ ในชายไทยอายูระหว่าง 25-93 ปี จำนวนท้ังส้ิน 384 คน มีความปกติ 
ของ PSA อยู่ในช่วง 0 - 3.46 ng/ml ( X = 2 SD) ในผู้ป่วยที่มีอาการต่อมลูกหมากโต (BPH) ระดับของ 
PSA จะอยู่ในช่วงปกติ หรือมากกว่าปกติถึง 10 เท่า เพราะฉะน้ันจึงไม,สามารถใช้ PSA เพียงอย่างเคียว 
ในการวินิจฉัยโรคมะเร็งต่อมลูกหมากได้ นอกจากนี้ในผู้ป่วย Prostatitis ก็อาจพบว่ามี PSA สูงกว่าปกติ 
ได้ อย่างไรกีดีในผู้ป่วยโรคมะเร็งต่อมลูกหมากที่ยังไม่ได้รับการรักษา ระดับของ PSA จะสูงกว่าปกติ 
มากดังท่ีได้ แสดงไว้ในรูปท่ี 5 เมื่อได้รับการผ่าดัดแล้วระดับของ PSA จะลดลงจนเท่ากับคนปกติภาย 
ในเวลา 3 - 4 สัปดาห์ เม่ือจำแนกผู้ป่วยตาม ลักษณะของโรคแบบ localized และ metastasis พบว่า 
ระดับของ PSA จะสูงข้ึนตามอาการท่ีเป็นมากข้ึน นอกจากนียังขึ้นกับปริมาตรของต่อมลูกหมากที่เป็น 
มะเร็งด้วย



PSA เปีน turmor marker ที่ดีมากในการเฝ็าระวังการกระจายของโรคมะเร็งต่อมลูกหมาก กล่าว 
คือ สัาการผ่าตัดต่อมถูกหมาก ยังมีบางส่วนท่ีเหลืออยู่หรือมีการกระจายระดับของ PSA จะไม่ลงสู่ระดับ 
ปกติภายใน3 - 4 สัปดาห์ ซึ่งแพทย์จะต้องวินิจฉัยให้การรักษาเพิ่มเติมเป็นรายๆ ไป

ในการติดตามผู้ป่วย หลังการรักษาโรคมะเร็งต่อมถูกหมากที่โรงพยาบาลพระมงกุฎเกสืา 
จำนวน 12 ราย พบว่าเมื่อมีการกระจายของโรคมะเร็งต่อลูกหมากไปที่ตับและกระดูก ระดับของ PSA 
จะสูงขึ้นมาก และระยะเวลาที่ใช้ในการกระจายของโรคจะแตกต่างกันไปในผู้ป่วยแต่ละราย ฉะน้ัน 
PSA จะมีประโยชน์อย่างยิ่งในการการติดตามผลการรักษา และเฝ็าระวังการกระจายของโรคมะเร็งต่อม 
ลูกหมาก เพราะมีความไว 100% ในการตรวจจับการกระจายของโรค ในทางการปฏิบัติพบว่า ผู้ป่วยภาย 
หลังการผ่าตัดควรส่งตรวจ PSA หลังจากน้ัน 3 - 4 สัปดาห์ และทุก 3 เดือน ในปีแรกหลังการรักษา 
ทุก 4 เดือน ในปีที่สอง และทุก 6 เดือน หลังจากน้ัน
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3 ป ท ี่ 1 แ ผ น ผ ัง ว ิธ ีก า ร ส ก ัด  P R O T A T E  S P E C I F I C  A N T I G E N  ( P S A )  จ า ก ต ่อ ม ล ูก ห ม า ก

PROSTATE GLAND

H o m o g i n i z e d  w i t h  E D T A  P h o s p h a t e  b u f f e r  p H  6 .8  

C e n t r i f u g e d  4 0 ,0 0 0  x g  6 0  m i n .

S u p e r n a t a n t  p p t

*  *
d i s c a r d

p p t .  w i t h  5 5 %  s a t d_  A m m o n i u m  s u l f a t e  

i n  c o o l  r o o m ,  s t i r r e d  f o r  3 0  m i n  

*
W a s h e d  p p t .  w i t h  5 5 %  A m m o n i u m  s u l f a t e  

*
c e n t r i f u g e d ,  p p t .  r e s u s p e n d e d  i n

0 . 1 M  T r i s - H C l  b u f f e r  p H  8 .0  

*
P S A  c r u d e  e x t r a c t  

S e p h a d e x  G - 1 0 0  c o l u m n  2 . 5  X 8 0  c m .  

C o l l e c t e d  4 0  d r / f r a c t i o n  

R e a d  O . D  2 8 0  n m .



PSA
-BA

รูปที่ 2  การสกัด PSA ให้บริสุทธิโดยวิธีแยกลำดับส่วนผสม Sephadex G-100 

PURIFICATION OF PSA EXTRACT ON SEPHADEX G-lOO

0 l o a o i c - t t W t f J T O s o t t J i a o
FRACTION NO.

รปุที่ 3 สหสัมพันธ์ของ PMK.-PSA ELISA kit และ Commercial kit

00 200 430 E00 eoo 100 0 120 0 1 JO c 160 0 I

PS4-ELIZA (nfl/mll



Q u a l i t y  C o n t r o l M e a n  i  S D %  c o e f f i c i e n t  V a r i a t i o n

H i g h  C o n t r o l 4 2 .5  ±  1 .8 7 4 . 4

M e d i u m  C o n t r o l 1 0 .3  ± 0 . 3 7 3 .6

L o w  C o n t r o l 2 .2  ±  1 .1 0 4 .7

3 ป ท ี่ 5  ร ะ ด ับ ข อ ง  P S A  ใ น โ ร ค ม ะ เ ร ็ง ต ่อ ม ล ูก ห ม า ก ,  ต ่อ ม ล ูก ห ม า ก โ ต  แ ล ะ ค น ป ก ต ิ

P a t i e n t s P S A  n g / m l

ท X S .D .

P r o s t a t e  c a r c i n o m a  b e f o r e  t r e a t m e n t 5 3 7 7 .3 0 ± 4 6 . 2 8

P r o s t a t e  c a r c i n o m a  d u r i n g  t r e a t m e n t 1 9 2 2 .3 3 ±  1 9 .8 6

P r o s t a t e  c a r c i n o m a  a f t e r  t r e a t m e n t 2 5 1 .6 4 ±  1 .3 1

P r o s t a t e  c a r c i n o m a  m e t a s t a s i s 8 5 3 .7 1 ±  3 8 .0 5
P r o s t a t e  h y p e r p l a s i s 7 4 9 .4 2 ± 9 . 0 5
N o r m a l  c o n t r o l 3 8 4 1 .3 8 ±  1 .0 4

3 ป ท ี่ 6  ร ะ ด ับ ข อ ง  P S A  ใ น โ ร ค ม ะ เ ร ็ง ต ่อ ม ล ูก ห ม า ก ก ่อ น ก า ร ร ัก ษ า  จ ำ แ น ก ต า ม ล ัก ษ ณ ะ ข อ ง โ ร ค

P r o s t a t e  c a r c i n o m a P S A  n g / m l

ท X S .D .

L o c a l i z e d 7 1 9 .9 3 ± 1 1 . 2 5

M e t a s t a t i c 8 1 0 9 .3 0 ± 3 7 . 1



3ปท่ี 7 ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ข อ ง  P S A  แ ล ะ โ ร ค ม ะ เ ร ็ง ต ่อ ม ล ูก ห ม า ก  

จ า ก ก า ร ค ำ น ว ณ ท า ง ส ถ ิต ิค ่า ข อ ง ส ัม ป ร ะ ส ิท ธ ิ^ P h i  ((j))

« 1 »  =  0 . 6 3 6 4

ค ว า ม ไ ว  ( S e n s i t i v i t y )  =  1 0 0 %

ค ว า ม จ ำ เ พ า ะ  ( S p e c i f i c i t y )  =  8 6 .9 %


