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ABSTARCT 

 

A simple flow injection (FI)-bead injection (BI) system was developed for 

bone alkaline phosphatase (bone ALP) assay. Bone ALP as a biomarker has been used 

for monitoring the patients with metabolic bone diseases such as osteoporosis. Wheat 

germ can bind specifically to bone ALP and has very low cross binding to other iso-

enzymes such as liver ALP. Wheat germ coated micro-beads were used with a simple 

FI-BI system to trap bone ALP from serum. Bone ALP on beads was detected using 

substrate p-nitrophenyl phosphate. Precision within- and between-run were found to 

be 6% and 5% RSD, respectively. The lowest detectable activity using this simple FI-

BI system of bone ALP was found to be 6.3 U/L at 95% confidence level. By average 

cross reactivity with liver ALP was 6%. Comparison of the FI-BI assay with 

commercially ELISA kit gave regression equation of y = 1.76x – 3.83 with a 

correlation coefficient (r) of 0.74 at the significance level 0.001 (p = 0.001, 99.9% 

confidence level), where y = the FI-BI system and x = the commercially ELISA kit.  

Advantages of a simple FI-BI system over the conventional methods such as 

agglutination and ELISA include the ease of operation because of more automated 

system, good precision, short analysis time and lower cost. Each analysis can be 
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completed in only 25 min at the estimated cost of 400 baht/run as compared to 550 

baht/run of commercial ELISA kit. The application of this FI-BI system was 

demonstrated by analyzing bone ALP in 2 groups of serum sample: normal and 

abnormal (osteoporosis samples). Average level of bone ALP found in osteoporosis 

serum samples was significantly higher than that in normal serum at the significance 

level of 0.0001 (p = 0.0001, 99.99% confidence level), which indicates that the 

proposed system can differentiate bone disorders from normal persons. This 

developed method has high potential to be used for screening and monitoring of bone 

disorders. 
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บทคัดยอ 
 

ไดพัฒนาระบบโฟลอินเจคชัน-บีดอินเจคชนัอยางงายสําหรับการหาปรมิาณอัลคาไลนฟอส
ฟาเทสจากกระดูก อัลคาไลนฟอสฟาเทสจากกระดูกนีเ้ปนสารบงชี้ทางชีวภาพในการตรวจติดตาม
ผูปวยทางโรคกระดูก เชน โรคกระดูกพรุน สารแลคตินที่ไดจากจมูกขาวมีความสามารถในการจับที่
จําเพาะตออัลคาไลนฟอสฟาเทสจากกระดูก และมกีารรบกวนต่ําจากไอโซ-เอนไซมอ่ืน เชน          
อัลคาไลนฟอสฟาเทสจากตบั จึงไดนําไมโครบีดที่เคลือบดวยสารแลคตินที่ไดจากจมูกขาวรวมกบั
ระบบโฟลอินเจคชัน-บีดอินเจคชันอยางงายเพื่อใชจับอัลคาไลนฟอสฟาเทสจากกระดูกที่พบในซีรัม 
อัลคาไลนฟอสฟาเทสจากกระดูกที่อยูบนผิวบีดถูกตรวจวัดโดยใชสารพารา-ไนโตรฟนิลฟอสเฟต 
ความแมนยําภายในการทดลองและระหวางการทดลอง ใหคารอยละความเบีย่งเบนมาตรฐาน
สัมพัทธเทากับ 6 เปอรเซ็นตและ 5 เปอรเซ็นต ตามลําดบั แอคติวติีต่ําสุดของอัลคาไลนฟอสฟาเทส
จากกระดูกที่สามารถตรวจวิเคราะหได ณ ระดับความเชือ่มั่น 95 เปอรเซ็นต มีคาเทากับ 6.3 ยูนิตตอ
ลิตร การรบกวนจากแอคตวิติีของอัลคาไลนฟอสฟาเทสจากตับเทากับ 6 เปอรเซ็นตโดยเฉลี่ย เมือ่
เปรียบเทียบระหวางการตรวจดวยโฟลอินเจคชัน-บีดอนิเจคชันกับชดุทดสอบเอนไซมอิมมูโนแอส
เสยทางการคา พบวา ที่ระดับนัยสําคัญ 0.001 (p = 0.001, ระดบัความเชื่อมั่น 99.9%)  มี
ความสัมพันธกันดังสมการ y = 1.76x – 3.83 คาสัมประสิทธิ์ความสัมพันธเทากับ 0.74 โดยที่ y คือ
โฟลอินเจคชัน-บีดอินเจคชนั และ x คือชุดทดสอบเอนไซมอิมมูโนแอสเสยทางการคา ขอดีของ
ระบบโฟลอินเจคชัน-บีดอินเจคชันอยางงายเทียบกับระบบการตรวจวดัแบบเดิม เชน การจับเพื่อให
ตกตะกอนและ เอนไซมอิมมูโนแอสเสย คือ ความงายในการทําการวิเคราะหและความเปน
อัตโนมัติมากขึ้น มีความแมนยํา ใชเวลาในการวิเคราะหส้ันและ มีราคาถูกกวา ในแตละการ
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วิเคราะหจะใชเวลา 25 นาท ีคาใชจายในการวิเคราะหประมาณ 400 บาทตอการวิเคราะห เทยีบกับ 
550 บาทตอการวิเคราะหดวยชุดทดสอบเอนไซมอิมมูโนแอสเสยทางการคา ไดนําวิธีวิเคราะหนีไ้ป
ประยุกตใชในการตรวจสอบตัวอยางซีรัม 2 กลุมตัวอยาง คือ กลุมตัวอยางปกติและ กลุมตัวอยางไม
ปกติ (ผูปวยโรคกระดูกพรุน) พบวา ทีร่ะดับนยัสําคัญ 0.0001 หรือระดับความเชื่อมั่น 99.99 
เปอรเซ็นต ปริมาณเฉลี่ยของอัลคาไลนฟอสฟาเทสจากกระดูกในกลุมตวัอยางโรคกระดูกพรุนมี
ความแตกตางอยางมีนัยสําคญัสูงกวากลุมตัวอยางปกต ิ แสดงวาวิธีวิเคราะหที่เสนอนี้สามารถบงชี้
ความแตกตางของผูปวยโรคกระดูกจากคนปกติ ดังนั้น วิธีที่พัฒนาขึ้นนี้มีศักยภาพสงูที่จะนําไปใช
สําหรับการตรวจคัดกรองและ ตรวจตดิตามผูปวยทางโรคกระดูก 
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