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บทคัดย่อ

การตรวจเมทแอมเฟตามีนจากตัวอย่างชีววัตถุในห้องปฎิบัติการพิษวิทยาจะใช้กระบวนการตรวจสอบ 2 ข้ันตอน คือ การ

ตรวจเบื้องต้น เช่น วิธีทางภูมิคุ้มกันวิทยา เมื่อตัวอย่างได้ผลบวกสารกลุ่มแอมเฟตามีนจะถูกตรวจในระดับยืนยันด้วยวิธี

ลิควิดโครมาโตรกราฟฟี (LC-MS/MS) ซ่ึงเป็นวิธีท่ีนิยมมากท่ีสุดเนื่องจากมีความไวและความจ�ำเพาะในการตรวจยืนยัน

ยาและสารเสพติดได้หลายชนิด และสามารถตรวจแบบปริมาณวิเคราะห์ได้ดี แต่ใช้เวลาในการวิเคราะห์ต่อตัวอย่างนาน 

ส�ำหรับเพเพอร์สเปรย์แมสสเปคโตเทตรี ชนิดออบิแทรพ (Paper Spray Mass Spectrometry--PS-MS, orbitrap) เป็น

วธิกีารใหม่ในการตรวจยาและสารต่าง ๆ  การศึกษานีม้วีตัถุประสงค์เพือ่ศกึษาความเป็นไปได้ในการตรวจเมทแอมเฟตามนีจาก

ตัวอย่างปัสสาวะ น�้ำดีและอาหารในกระเพาะโดยไม่สกัดด้วยวิธี PS-MS (orbitrap) เพื่อเป็นแนวทางในการพิจารณาเลือก

ใช้วิธีตรวจพิสูจน์ที่เหมาะสม ผลการศึกษาพบว่า ปัสสาวะเหมาะกับการตรวจเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณด้วยวิธี PS-MS 

(orbitrap) เน่ืองจากให้ค่า limit of detection และ limit of detection confirmed ต�่ำ คือ 1 และ 250 นาโนกรัม

ต่อมิลลิลิตรตามล�ำดับ ส่วนการตรวจชีววัตถุประเภทน�้ำดีและอาหารในกระเพาะในเชิงคุณภาพพบว่ายังไม่เหมาะสม และ

ให้ค่าผลลบลวงสูง โดย %true positive rate 3 พารามิเตอร์เท่ากับ 58.82 และ 52.94 ตามล�ำดับ ซ่ึง อาจแก้ไขได้โดย

ปรับเปลี่ยนสูตรสารละลายเพเพอร์สเปรย์ (paper spray solvent) ท่ีสามารถสกัดเมทแอมเฟตามีนออกจากตัวอย่าง

น�้ำดีและอาหารในกระเพาะได้ดีกว่านี้

ค�ำส�ำคัญ: เพเพอร์ สเปรย์ แมส สเปคโตเมตรี ออบิแทรพ เมทแอมเฟตามีน ปัสสาวะ น�้ำดี อาหารในกระเพาะ

การตรวจเมทแอมเฟตามีนจากตัวอย่างปัสสาวะ น�้ำดี และอาหารในกระเพาะ

โดยไม่สกัดด้วยวิธีเพเพอร์สเปรย์แมส สเปคโตรเมตรี
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Abstract

Forensic toxicology laboratories typically use a two-step process to detect methamphetamine in 

specimen, the first step is screening such as Immunoassays method. Positive identifications during 

the initial amphetamines screening step are confirmed by Liquid Chromatography Mass Spectrometry 

--LC–MS/MS method that is the most widely used method for drug confirmation and quantitation due 

to its excellent sensitivity and selectivity but take a lot of time to analysis per sample. Paper Spray 

Mass Spectrometry (orbitrap)--PS-MS (orbitrap) is a novel method for identify drugs and substances. 

The aim of this study was to study the possibility of detecting methamphetamines from urine, bile 

and gastric contents (non-extract) using PS-MS (orbitrap) method, as a guideline for the selection 

of the appropriate method for identification and determination of methamphetamine. The results 

indicated that urine specimens are suitable for qualitative and quantitative tests due to low limit 

of detection and limit of detection confirmed, 1 and 250 nanograms per milliliter, respectively. This 

qualitative methamphetamine test in bile and gastric content samples is not suitable and has a high 

false negative, percent true positive rate with 3 passed parameters equal to 58.82 and 52.94, respectively. 

This could be solved by searching for a paper spray solvent formula that can better extract 

methamphetamine from the sample.
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บทน�ำ

	 การตรวจทางนิติพิษวิทยาในห้องปฏิบัติการนั้น

ส่วนใหญ่ส่ิงส่งตรวจหรือชีววัตถุที่น�ำส่งโดยปกติ คือ เลือด

และปัสสาวะ ซึ่งจะต้องมีการเก็บตามปริมาณที่เพียงพอต่อ

การตรวจพิสูจน์ โดยเฉพาะการตรวจพิสูจน์ยาเสพติดใน

ร่างกายมนุษย์จากปัสสาวะก็มีการก�ำหนดปริมาณขั้นต�ำ่ไว้

ด้วย เช่น อย่างน้อย 30 มิลลิลิตร (Cabinet and Royal 

Gazette Publishing Office, 2017) แต่พบว่า มีบางกรณี

ที่ไม่สามารถเก็บตัวอย่างเลือดหรือปัสสาวะในปริมาณและ

คุณภาพที่เพียงพอต่อการตรวจพิสูจน์เนื่องจากหลักฐานมี

ปรมิาณจ�ำกัด หรอืกรณีผูเ้สยีชวีติทีถ่กูส่งมาชนัสูตรเสยีชวีติ

จากการตายผิดธรรมชาติตามมาตรา 148 ตามประมวล

กฎหมายวิธีพิจารณาความอาญา (Office of the Council 

of State, 1934) อาจเก็บตัวอย่างเลือดหรือปัสสาวะไม่ได้

เช่น ผู้เสียชีวิตเสียเลือดมากจนไม่สามารถเก็บเลือดได้ หรือ

ตัวอย่างเลือดเสียสภาพจากการเน่า หรือปนเปื้อนจนน�ำไป

ตรวจพิสูจน์ไม่ได้ หรือตัวอย่างปัสสาวะที่มีเลือดปะปนอยู่

จากการฉีกขาดของหลอดเลือดในกระเพาะปัสสาวะจาก

การกระทบกระแทกก่อนเสียชีวิต เป็นต้น ซ่ึงกรณีเหล่านี้

ถือเป็นปัจจัยท่ีควบคุมไม่ได้เนื่องจากข้ึนกับสภาพของศพ

ผู้เสียชีวิตท่ีส่งมาตรวจพิสูจน์

	 เมือ่ไม่มตีวัอย่างเลอืดหรอืปัสสาวะในปริมาณและ

คุณภาพที่เพียงพอ การเลือกชีววัตถุอื่นมาตรวจทดแทนจึง

เป็นสิ่งท่ีจ�ำเป็น ชีววัตถุหน่ึงท่ีสามารถน�ำมาตรวจทดแทน

ได้ คือ น�้ำดี (Bévalot, Cartiser, Bottinelli, Guitton 

& Fanton, 2016) น�้ำดีเป็นของเหลวในร่างกาย (body 

fluid) ที่สร้างจากตับ มีบทบาทเกี่ยวข้องกับการย่อยไขมัน

โดยสะสมอยู ่ในถุงน�้ำดีและถูกหลั่งออกท่ีล�ำไส้เล็กส่วน

ดูโอดีนั่ม (Duodenum) น�้ำดีมีลักษณะมันหนืดข้น มีเม็ด

สีเหลืองเขียว (yellow-greenish pigment) เป็นส่วน

ประกอบ มีค่า pH เป็นด่างเล็กน้อย (Rhoades & Tanner, 

1995) เหตุผลท่ีน�้ำดีเป็นชีววัตถุที่เหมาะสมในการน�ำมา
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ตรวจทดแทน คือ (1) สามารถเก็บตัวอย่างได้ง่าย (ในศพ

ผู้เสียชวีติ) โดยใช้เขม็ฉดียากระบอกใหญ่ดดูออกจากถงุน�ำ้ดี

โดยตรง น�้ำดีในถุงน�้ำดีมีปริมาณมากเพียงพอประมาณ 

50 มิลลิลิตร ซึ่งเพียงพอที่จะน�ำไปวิเคราะห์ (2) สามารถ

น�ำมาตรวจยาและเมแทบอไลต์ได้ ค่าความเข้มข้นของ

เมทแอมเฟตามีน หรือยาที่ตรวจจากน�้ำดีมีความสัมพันธ์

กับค่าความเข้มข้นในเลือด (Bierly & Labay, 2018; 

Ferner & Aronson, 2018) (3) เมทแอมเฟตามีนท่ีสะสม

อยู่ในน�้ำดีมีปริมาณสูงและคงอยู่ในน�้ำดีได้นาน เนื่องจาก 

เมทแอมเฟตามีนและสารเมแทบอไลต์ เมื่อดูดซึมเข้าตับ

จะถูกขจัดออกจากตับส่วนหนึ่งผสมกับน�้ำดีและถูกเก็บไว้

ในถุงน�้ำดี จากนั้นจะเข้าสู่กระบวนการ enterohepatic 

circulation คือ เมทแอมเฟตามีนและเมแทบอไลต์ที่อยู่

ในน�ำ้ดจีะไหลเข้าสู่ล�ำไส้เลก็ เมือ่อยูใ่นล�ำไส้เลก็เมทแอมเฟตามนี

จะถูกดูดซึมกลับผ่านทางเส้นเลือดด�ำเลี้ยงตับ (hepatic 

vein) และบางส่วนก็ไหลลงสู่น�้ำดีอีกครั้ง และท�ำให้ความ

เข้มข้นของเมทแอมเฟตามนีในน�ำ้ดีเพิม่ขึน้ รวมถงึเพิม่ระยะ

เวลาการคงอยูข่องเมทแอมเฟตามนีในน�ำ้ดีให้นานข้ึน ท�ำให้

ระยะเวลาทีต่รวจพบในน�ำ้ดีเพ่ิมขึน้ (Roberts, Magnusson, 

Burczynski & Weiss, 2002) (4) ไม่จ�ำเป็นต้องหมักน�้ำดี

ด้วยเอนไซม์เบตากลูคูโรนิเดส (Beta-Glucoronidase 

enzyme) เพื่อท�ำลายพันธะของสารที่จับกับกลูคูโรไนด์ใน

ขั้นตอน phase II metabolism ในขั้นตอนการสกัดหรือ

เตรียมตวัอย่าง (sample preparation) เนือ่งจากเมทแอมเฟตามนี

นัน้ไม่มกีารจับกบัน�ำ้ตาลกลคููโรไนด์ในขั้นตอนการขจัดออก

จากร่างกาย (5) นอกจากเมทแอมเฟตามีนแล้ว ยาเสพติด

รวมถึงยานอนหลับหลายชนิดสามารถตรวจจากน�้ำดีได้ 

เช่น โคคาอีน เฮโรอีน เฟนตานิล จีเอชบี คีตามีน เอ็กซ์ตาซี

เบนโซไดอะซีปีนส์และโซลพิเดม (Zolpidem) เป็นต้น 

(Agarwal & Lemos, 1996; Bévalot et al., 2016; 

Roberts et al., 2002)

	 วธิกีารสกดัเมทแอมเฟตามนีหรือยาเสพตดิจากน�ำ้ดี

มทีัง้วธิสีกดัแบบลคิวดิลคิวดิ (Liquid-Liquid Extraction--

LLE) และการสกัดแบบ Solid-Phase Extraction--SPE 

(Amplatz et al., 2017) การตรวจยืนยัน (confirmation) 

อาจท�ำในเชิงคุณภาพวิเคราะห์ (qualitative analysis) คือ 

ทดสอบว่าใช่เมทแอมเฟตามีนหรือไม่ หรือในเชิงปริมาณ 

(quantitative analysis) น้ันขึ้นกับวัตถุประสงค์ในการ

ตรวจโดยวิธท่ีีนยิมใช้ในการตรวจ คอื วธิลีคิวดิโครมาโตกราฟฟี

แมสสเปคโตเมตรี (Liquid Chromatography Mass 

Spectrometry--LC-MS) หรือกรณีที่ตัวตรวจวัดเป็น

ชนิดแตกมวลสองครั้งจะเรียกว่า LC-MS/MS การตรวจ

เมทแอมเฟตามีนจากน�้ำดีจะต้องเตรียมตัวอย่างโดยการ

สกัดและตรวจด้วยวิธีโครมาโตกราฟฟีซึ่งมีกระบวนการ

แยกสารผ่านคอลัมน์ (Column) ซ่ึงเป็นส่วนแยกสาร ขั้น

ตอนทั้งหมดใช้เวลาประมาณ 30 นาทีต่อตัวอย่างหรือ

มากกว่านั้น หากมีการตรวจตัวอย่างน�้ำดีเป็นจ�ำนวนมาก

ก็จะต้องใช้เวลานานในการตรวจและอาจเกิดปัญหางาน

ล้นจนเคร่ืองมือรองรับงานไม่ทัน

	 อาหารในกระเพาะ (gastric contents or 

stomach contents) เป็นส่ิงส่งตรวจอีกชนิดหนึ่งที่นิยม

ตรวจหาสารพิษและยาเสพติด ผู้เสพเมทแอมเฟตามีนโดย

วิธีรับประทานจะตรวจพบเมทแอมเฟตามีนในอาหารใน

กระเพาะด้วย หรือกรณีผู ้ท่ีลักลอบกลืนยาเสพติดหรือ

เมทแอมเฟตามีน เพื่อน�ำเข้าหรือส่งออก เมื่อบรรจุภัณฑ์

ท่ีหุ้มยาเสพติดแตก หรือร่ัวจะท�ำให้ผู้กลืนเสียชีวิตได้เรียก

ว่า body packer syndrome กรณีนี้สามารถตรวจพบยา

เสพติดหรือเมทแอมเฟตามีนได้ง่ายกว่ากรณีการเสพโดย

การกลืนปกติ เนื่องจากเมทแอมเฟตามีนท่ีรั่วไหลออกมา

มีปริมาณมากกว่าหลายเท่า (Takekawa, Ohmori, Kido 

& Oya, 2007)

	 วธิเีพเพอร์สเปรย์ แมสสเปคโตเมตร ี(Paper Spray 

Mass Spectrometry--PS-MS) เป็นวธิหีนึง่ทีส่ามารถใช้ใน

การพิสูจน์เอกลักษณ์สารได้อย่างรวดเร็ว โดยวิเคราะห์สาร

ในครั้งเดียวได้สูงถึง 90 ตัวอย่างและใช้เวลา 2 นาที เป็นวิธี

ตรวจสารจากชีววัตถุโดยไม่จ�ำเป็นต้องเตรียมตัวอย่างก่อน 

หลักการ คือ หยดตัวอย่างของเหลวหรือก่ึงเหลว เช่น เลือด 

ปัสสาวะ ลงบนกระดาษกรองปลายแหลม (paper) ซึ่งอยู่

บนภาชนะรองรับที่เรียกรวมว่า paper cartridge จากนั้น

ใช้สารละลายชะ/สกัดสารร่วมกับการให้ประจุไฟฟ้าผลักให้

สารทีต้่องการตรวจ เช่น ยาเสพตดิเมทแอมเฟตามนีถูกผลัก

จากศักย์ไฟฟ้าไปยังปลายแหลมสุดของแผ่นกระดาษและ

ถูกดดูจากแรงดดูสญูญากาศจากเครือ่งแมสสเปคโตรมเิตอร์

(MS) ผ่านเข้าสู่ตัวแยกและวัดมวลต่อประจุ (m/z) ของสาร

เพื่อพิสูจน์เอกลักษณ์ของสารนั้น ๆ (Chiang, Zhang & 

Ouyang, 2018) โดยประสิทธิภาพในการพิสูจน์เอกลักษณ์
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ขึน้กบัคณุภาพของ MS ทีใ่ช้เป็นหน่วยตรวจวดั (detection 

unit) ดังนั้นเครื่อง PS-MS จึงจ�ำเป็นต้องต่อเชื่อมกับเคร่ือง 

MS ระดบั High Resolution Mass Spectrometry--HRMS 

เช่น orbitrap จึงจะสามารถลดข้อจ�ำกัดจากการปราศจาก

ส่วนแยกสารโครมาโตกราฟฟีลง

	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความเป็น

ไปได้ในการตรวจเมทแอมเฟตามีนจากตัวอย่างปัสสาวะ 

น�้ำดีและอาหารในกระเพาะโดยไม่สกัดด้วยวิธี PS-MS 

(orbitrap) ซึ่งหากให้ผลถูกต้องสูงก็จะเป็นทางเลือกหนึ่ง

ในการลดเวลาการตรวจเมทแอมเฟตามนีจากปัสสาวะ น�ำ้ดี

และอาหารในกระเพาะ

วัตถุประสงค์การวิจัย

	 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาความเป็น

ไปได้ในการตรวจเมทแอมเฟตามีนจากตัวอย่างปัสสาวะ 

น�้ำดี และอาหารในกระเพาะโดยไม่สกัดด้วยวิธี PS-MS 

(orbitrap) เพื่อเป็นแนวทางในการพิจารณาเลือกใช้วิธี

ตรวจพิสูจน์ที่เหมาะสม

แนวคิด ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง

	 มีการศึกษาเกี่ยวกับการใช้เพเพอร์สเปรย์ใน

ลักษณะต่าง ๆ และเพเพอร์สเปรย์ที่เชื่อมต่อกับ MS ที่

แตกต่างกันโดยตรวจจากตัวอย่างเลือดหรือปัสสาวะท่ีเติม

สารที่ต้องการตรวจลงไป ซึ่งสามารถสรุปได้ ดังนี้

	 Liu et al. (2010) ท�ำการศึกษาเรื่อง การพัฒนา 

เอกลักษณ์และการประยุกต์ใช้ Paper spray Ionization 

โดยทดลองใช้กระดาษ Whatman 6 ชนิดที่มีขนาดรูพรุน

และเนื้อกระดาษต่างกัน ทดสอบกับเฮโรอีนและโคเคน

ที่ผสม (spiked) ในเลือดวัว (bovine whole blood) 

โดยใช้น�้ำยาสูตร Methanol/water (1:1, v/v) ส�ำหรับ

การวิเคราะห์แบบ positive mode ใช้ voltage 4.5 kV 

และ -3 kV ส�ำหรับการวิเคราะห์แบบ negative mode. 

ผลการศึกษาสรุปได้ว่า กระดาษแบบ glass fiber paper 

ไม่เหมาะสมกับการตรวจด้วย Paper spray-MS และ

พบว่า เทคนิค PS-MS สามารถตรวจเฮโรอีนและโคเคนได้

	 Espy et al. (2014) ท�ำการศึกษาการใช้เพเพอร์สเปรย์

แมสสเปคโตรเมตรีเป็นเครื่องมือส�ำหรับการวิเคราะห์วัตถุ

เสพตดิ 8 ชนดิในครัง้เดยีวจากตวัอย่างเลอืด วตัถุเสพตดิ ทัง้ 

8 ได้แก่ แอมเฟตามีน (Amphetamine) เมทแอมเฟตามีน

(Methamphetamine) โคเคน (Cocaine) ยาเลิฟ 

(3,4-methylenedioxyamphetamine--MDA) เอก็ซ์ตาซี่

(3,4-methylenedioxy-N-methyl amphetamine--MDMA), 

ยาอี (3,4-methylene-dioxy-N-ethylamphetamine-

-MDEA), มอร์ฟีน (Morphine) และเดลตา 9-เตตระไฮโดร-

แคนนาบินอยด์จากกัญชา (Δ9-tetrahydrocannabinol--

THC) โดยการท�ำ spiked blood ตามวิธีของ Espy RD 

คือ เตรียม working drug solutions ตามความเข้มข้นที่

ต้องการแล้ว spiked ในเลือดในอัตราส่วน 1:20 (10 μL 

into 190 μL blood) และปั่น 3,000 รอบต่อนาที เป็น

เวลา 15 วินาที ผลการศึกษาพบว่า เครื่อง Paper spray-

MS สามารถตรวจสารทั้ง 8 ชนิดนี้ได้จากตัวอย่างเลือด

เพียง 10 ไมโครลิตรท่ี spiked สารมาตรฐานวัตถุเสพติด

ท้ัง 8 ลงไป ภายในเวลาเพียง 2 นาที นักวิจัยกลุ่มนี้สรุปว่า 

วิธีการตรวจด้วยเพเพอร์สเปรย์ แมสสเปคโตรเมตรีใช้เวลา

น้อยมากในการวิเคราะห์ (rapid and high-throughput 

assays) ซึง่มคีวามเป็นไปได้หากต้องการน�ำไปใช้ตรวจแบบ 

on-site multi-compound quantitative screening 

of illicit drugs 

	 Manicke and Belford (2015) ท�ำการศกึษาเรือ่ง 

การใช้เพเพอร์สเปรย์ แมสสเปคโตรเมตรีแบบ High-Field 

Asymmetric Waveform Ion Mobility Spectrometry--

FAIMS ในการแยกไอโซ-เมอร์ของโอปิเอทต์ 3 ชนิด คือ

มอร์ฟีน (Morphine), ไฮโดรมอร์โฟน (Hydromorphone) 

และนอร์โคเดอีน (Norcodeine) ผลการศึกษาสรุปได้ว่า

เพเพอร์สเปรย์ แมสสเปคโตรเมตรีสามารถใช้วิเคราะห์

ได้จริง 

	 Zhang, Ju, Huang and Wysocki (2014) ศกึษา

เรือ่ง Paper Spray Ionization of Noncovalent Protein 

Complexes ได้ข้อสรปุว่าเพเพอร์สเปรย์ แมสสเปคโตรเมตรี

สามารถใช้ตรวจฮีโมโกลบินเตตระเมอร์ (Hemoglobin 

Tetramer) ซึ่งเป็น nonconvalent protein complexes 

ท่ีมีความยุ่งยากในการตรวจได้
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	 Yang et al. (2012) ท�ำการศึกษาการใช้ Paper 

spray ionization devices ในงาน biomedical analysis 

ผลการศึกษาพบว่า การหยดตัวอย่างลงบนกระดาษควร

ท�ำให้สมดุล สมมาตร และปลายกระดาษยิ่งแหลมยิ่งดี 

ท�ำให้เก็บประจุได้มาก

	 McKenna, Jett, Shanks and Manicke (2018) 

ท�ำการศึกษาการใช้ PS-MS (orbitrap) ในการทดสอบการ

ตรวจยาและสารเสพติดจากเลือด 130 ชนิด โดยมีเกณฑ์

ก�ำหนดค่า Limit of Detection --LOD คือ ค่าความเข้มข้น

ของสารทีต้่องการทดสอบต�ำ่สดุทีเ่ครือ่ง PS-MS (orbitrap) 

สามารถตรวจพบ โดยพิจารณาจากค่าความเข้มข้นของสาร

ทดสอบที่ตรวจพบ Chronogram สมบูรณ์ (Parameter I. 

Chronogram Mass error: NMT ±5 ppm) ส่วนเกณฑ์

ก�ำหนดค่า Limit of Detection Confirmed--LODc ซ่ึง

เป็นค่าความเข้มข้นของสารทดสอบต�่ำสุดที่เครื่อง PS-MS 

(orbitrap) สามารถตรวจในระดับยืนยันได้ว่ามีสารนั้น ๆ 

อยู่จริง โดยพิจารณาจากเกณฑ์ความเข้มข้นที่ตรวจพบ 

Chronogram สมบูรณ์ และตรวจพบพารามิเตอร์อย่าง

ใดอย่างหนึ่งต่อไปนี้เพิ่มอีก 1 พารามิเตอร์ ได้แก่ ตรวจ

พบ Fragment ions (Parameter II. fragment ions 

matching mass error: NMT ±5 ppm, minimum of 

fragments needed: ≥ 2) หรอื ตรวจพบ Isotopic pattern 

(Parameter III. isotopic pattern comparison mass 

error: NMT ±5 ppm, matching score: > 80%)

วิธีด�ำเนินการวิจัย

	 เกบ็ตวัอย่างปัสสาวะ น�ำ้ดี และอาหารในกระเพาะ

ที่ตรวจพบเมทแอมเฟตามีนจากผู้เสียชีวิตในช่วงปี 2562 

(ม.ค.-ธ.ค.) ที่ผ่านการตรวจพิสูจน์เชิงคุณภาพด้วยวิธี LC-

MS/MS และรายงานผลคดีเรยีบร้อยแล้ว อย่างน้อยชนดิละ 

16 ตวัอย่าง โดยค�ำนวณขนาดตวัอย่างส�ำหรบัการวเิคราะห์

เปรียบเทียบค่าเฉลี่ยเชิงปริมาณด้วยสถิติ paired t test 

(Rosner, 1995) ได้ขนาดตัวอย่างเท่ากับ 16 ตัวอย่าง โดย

ใช้เกณฑ์ α type I error=0.05 β type II error=0.50 

Effect size=0.50 s(Δ)=1.010 rwithin=0.950 โดยสุ่ม

ตัวอย่างแบบง่าย (simple random sampling) เกณฑ์

คัดออก (exclusion criteria) คือ ปริมาณตัวอย่างที่มีน้อย

กว่า 10 มิลลิลิตร จะถูกคัดออกเนื่องจากเป็นปริมาณขั้น

ต�่ำท่ีต้องเก็บไว้เป็นหลักฐานส�ำรองส�ำหรับการวิเคราะห์ใน

อนาคต ท�ำการศึกษา ณ ห้องปฏิบัติการกลุ่มงานพิษวิทยา 

สถาบันนิติเวชวิทยา โรงพยาบาลต�ำรวจ น�ำมาศึกษาเชิง

คุณภาพและ/หรือเชิงปริมาณด้วยวิธี PS-MS (orbitrap) 

โดยใช้เครื่อง PS รุ่น Prosolia Velox 360 และ MS รุ่น 

Orbitrap Q Exactive Focus ผลิตภัณฑ์ของ Thermo 

Fisher Scientific CA USA เปรียบเทียบกับวิธี LC-MS/

MS โดยใช้ LC รุ่น Ultimate3000 และ MS/MS รุ่น TSQ 

Quantiva ผลิตภัณฑ์ของ Thermo Fisher Scientific CA 

USA. โดยติดตั้งคอลัมน์ชนิด Hypersil Gold PFP 1.9 

µm 2.1x100 mm ตั้งอุณหภูมิทดสอบท่ี 55 oC Injection 

volume=20 µL Runtime 11 นาที

	 ท�ำการศึกษา LOD และ LODc จากสารละลาย

มาตรฐานเมทแอมเฟตามีนใน blank urine รวม 14 ความ

เข้มข้น คือ 1 5 10 25, 50 100 250 500 750 1000 

1250 1500 1750 และ 2000 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (นก./

มล.) โดยก�ำหนดให้ Sample volume=10 µL ก�ำหนดค่า 

Methamphetamine Precursor m/z=150.15 Targeted 

m/z=91.11 Confirming m/z=119.11 ก�ำหนดค่า Full 

MS Resolution (FWHM)=70,000 Scan range=50 to 

500 m/z ทดสอบเชงิคณุภาพและปรมิาณของเมทแอมเฟตามนี

ในตัวอยา่งปัสสาวะและทดสอบเชิงคณุภาพในตวัอย่างน�้ำดี

และอาหารในกระเพาะ

ผลการวิจัย

	 1. การศึกษา LOD LODc

1.1 ผลการศึกษาความเข ้มข ้นต�่ ำ สุดของ  

เมทแอมเฟตามีนในปัสสาวะที่สามารถตรวจพบได้ด้วยวิธี 

PS-MS (orbitrap) หรอืค่า LOD ตามวธิขีอง McKenna et al.,

2018 คือ ตรวจพบพารามิเตอร์ท่ี 1 เท่ากับ 1 นก./มล.

1.2 ผลการศกึษาค่าความเข้มข้นต�ำ่สดุทีส่ามารถ

ยืนยันว่าพบเมทแอมเฟตามีนในปัสสาวะด้วยวิธี PS-MS 

(orbitrap) หรือค่า LODc ตามวิธีของ McKenna et al., 

2018 คือ โดยตรวจพบพารามิเตอร์ท่ี 1 และ 2 หรือ 1 

และ 3 พบว่า ค่า LODc เท่ากับ 250 นก./มล. 
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1.3 ผลการศกึษาค่าความเข้มข้นต�ำ่สดุทีส่ามารถ

ยืนยัน (เข้มงวด) ว่าพบเมทแอมเฟตามีนในปัสสาวะด้วย

วิธี PS-MS (orbitrap) ซึ่งผู้วิจัยให้ชื่อว่า LODexactly 

confirmed; LODexact_c โดยตรวจพบพารามิเตอร์ครบ

ทั้ง 3 พารามิเตอร์ เท่ากับ 500 นก./มล.

	 2. ผลการศึกษาเชิงปริมาณความเข้มข้นเมท-

แอมเฟตามนีในปัสสาวะ โดยวิธี PS-MS (orbitrap) เปรียบ

เทียบกับวิธี LC-MS/MS (ตาราง 1)

	 ผลการเปรียบเทียบความเขม้ขน้เมทแอมเฟตามนี

ในปัสสาวะทั้งสองวิธี โดยใช้สถิติ paired t test แสดงใน

ตาราง 1 พบว่า ความเข้มข้นเมทแอมเฟตามีนเฉล่ียเมื่อ

ตรวจด้วยวิธี PS-MS (orbitrap) มีค่าสูงกว่าที่ตรวจพบ

ด้วยวิธี LC-MS/MS อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ 

	 3. ผลการศึกษาเชิงคุณภาพ ในการตรวจเมท-

แอมเฟตามีนจากปัสสาวะ น�้ำดีและอาหารในกระเพาะ 

โดยวิธี PS-MS (orbitrap) (ตาราง 2)

	 ผลการศึกษาเชิงคุณภาพเมื่อทดลองตรวจเมท-

แอมเฟตามีนในชีววัตถุที่เป็นปัสสาวะ 21 ตัวอย่าง น�้ำดี 

17 ตัวอย่าง และอาหารในกระเพาะ 17 ตัวอย่าง ซ่ึงเป็น

ตัวอย่างท่ีไม่ผ่านกระบวนการสกัดมา 

	 ก่อน โดยตัวอย่างเหล่านี้ผ่านการตรวจพิสูจน์เชิง

คณุภาพด้วยวธิ ีLC-MS/MS แล้วว่าตรวจพบเมทแอมเฟตามนี

และรายงานผลคดีเรียบร้อยแล้ว พบว่าตัวอย่างชีววัตถุ

ประเภทปัสสาวะเหมาะกบัการตรวจด้วย PS-MS (orbitrap) 

มากทีส่ดุ ส่วนชวีวตัถทุีเ่ป็นน�ำ้ดใีห้ผลถกูต้องในระดบัยนืยนั 

58.82-82.35% และอาหารในกระเพาะให้ผลทดสอบถูก

ต้องในระดับยืนยัน 52.94-76.47%

ตาราง 1 

ความแตกต่างของค่าเฉลี่ยความเข้มข้นเมทแอมเฟตามีนในปัสสาวะ จ�ำนวน 21 ตัวอย่างเมื่อทดสอบการวัดด้วยวิธี 

PS-MS (orbitrap) เปรียบเทียบกับวิธี LC-MS/MS 

วิธี จ�ำนวน
(n)

ค่าเฉลี่ย 
(นก./มล.)

ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน

ค่าแตกต่างรายคู่ t P-value

ค่าเฉลี่ย ค่าเบี่ยงเบน
มาตรฐาน

PS-MS 
(orbitrap)

21 30517.60 23571.09
17685.39 16363.59 4.953 .000

LC-MS/MS 21 12832.22 7844.23

Pearson Correlation (r2)=0.994, p=.000

ตาราง 2 

ข้อมูลผลการตรวจเชิงคุณภาพ เมทแอมเฟตามีนในชีววัตถุ

ชีววัตถุ จ�ำนวน
(n)

ผลตรวจ
ด้วยวิธี 

LC-MS/MS

พารามิเตอร์ท่ีตรวจพบโดยวิธีตรวจ 
PS-MS (orbitrap)

% true positive rate

1 1,2 or 1,3 1, 2, 3 1,2 or 1,3 
or 1,2,3

1, 2, 3

ปัสสาวะ 21 ตรวจพบ - - 21 - 100.00

น�้ำดี 17 ตรวจพบ 3 4 10 82.35 58.82

อาหารใน
กระเพาะ

17 ตรวจพบ 4 4 9 76.47 52.94
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การอภิปรายผล

	 จากผลศึกษาตอนที่ 1 ความไวในการตรวจเมท

แอมเฟตามีนจากปัสสาวะด้วยวิธี PS-MS (orbitrap) พบ

ว่า ได้ค่า LOD เท่ากับ 1 นก./มล. ซึ่งเป็นค่าที่ต�่ำมาก แต่

ยังเป็นระดับที่ยังไม่สามารถยืนยันได้ และค่าความเข้มข้น

ต�่ำสุดท่ีสามารถวัดได้ในระดับยืนยัน (LODc) ตามวิธีของ 

McKenna et al., 2018 เท่ากับ 250 นก./มล. ส่วนค่า 

LODexact_c เท่ากับ 500 นก./มล. จะเห็นได้ว่าค่า LODc 

และ LODexact_c ล้วนเป็นค่าทีต่�ำ่กว่าเกณฑ์ cut-off ตาม

วิธีการตรวจเบ้ืองต้นเมทแอมเฟตามีนในร่างกายมนุษย์ที่

กฎหมายก�ำหนดไว้ที่ 1,000 นก./มล.ในปัสสาวะ (Cabinet 

and Royal Gazette Publishing Office, 2017) ดังนั้น

วิธี PS-MS (orbitrap) มีความไวสูงในระดับที่สามารถน�ำ

มาใช้ตรวจ screening เมทแอมเฟตามีนในปัสสาวะใน

ระดับยืนยันได้ 

	 เม่ือเปรียบเทียบเชิงปริมาณพบว่าความเข้มข้น

เมทแอมเฟตามีนที่ตรวจโดยวิธี PS-MS (orbitrap) สูง

กว่าวิธี LC-MS/MS อย่างมีนัยส�ำคัญ (ตาราง 1) กรณีนี้

อาจอธิบายได้ว่าการตรวจด้วยวิธี PS-MS (orbitrap) ซ่ึง

ไม่มีการเตรียมและสกัดตัวอย่าง แต่ใช้ประสิทธิภาพของ 

paper spray solvent ในการชะสารออกจากกระดาษท่ี

หยดปัสสาวะลงไป แสดงว่า paper spray solvent สตูรท่ีใช้

ในการศกึษานีค้อื สตูร Acetonitrile: water: 10 M Acetic 

acid อัตราส่วน 90:10:0.01 สามารถชะเมทแอมเฟตามีน

ออกจาก paper cartridge ได้ดี หรือนัยกลับกัน วิธีการ

สกัดเมทแอมเฟตามีนก่อนการวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS 

ท�ำให้สูญเสยี yield ของเมทแอมเฟตา-มนีจากกระบวนการ

สกัดไปจึงท�ำให้ yield รวมของเมทแอมเฟตามีนลดลง 

	 ผลการตรวจเชิงคุณภาพในตัวอย่างชีววัตถุจริง

ที่ผ่านการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพด้วยวิธี LC-MS/MS 

มาแล้วว่าพบเมทแอมเฟตามีน (ตาราง 2) พบว่า ชีววัตถุ

ที่เป็นปัสสาวะให้ค่า true positive rate เท่ากับ 100% 

แสดงให้เห็นว่าปัสสาวะเป็นชีว-วัตถุที่เหมาะสมท่ีจะน�ำมา

ตรวจด้วยวิธี PS-MS (orbitrap) ในเชิงคุณภาพ 

	 ส่วนผลตรวจเมทแอมเฟตามีนเชิงคุณภาพจาก

ชีววัตถุประเภทน�้ำดีและอาหารในกระเพาะพบว่า ได้ค่าให้

ค่า true positive rate ตามวธิขีอง McKenna et al., 2018 

เท่ากับ 82.35% และ 76.47% ตามล�ำดับ ซ่ึงพิจารณาแล้ว

อยู่ในเกณฑ์ค่อนข้างสูง แต่ให้ประโยชน์น้อยส�ำหรับการ

ตรวจเชิงคุณภาพในระดับยืนยันเพราะเมื่อค�ำนวณกลับจะ

ได้ค่าผลลบลวง (false negative) จากการตรวจตัวอย่าง

น�้ำดีเท่ากับ 17.65% และผลลบลวงจากการตรวจตัวอย่าง

อาหารในกระเพาะเท่ากับ 23.53% 

	 และเมื่อใช้เกณฑ์เข้มงวด โดยต้องตรวจพบทั้ง

สามพารามิเตอร์ พบว่า ค่า true positive rate เมื่อตรวจ

ตัวอย่างน�้ำดีและอาหารในกระเพาะลดลงเท่ากับ 58.82% 

และ 52.94% ตามล�ำดับ หรือแปลผลกลับได้ว่าการตรวจ

เมทแอมเฟตามีนในตัวอย่างน�้ำดีให้ผลลบลวงเท่ากับ 

41.18 % และการตรวจในตัวอย่างอาหารในกระเพาะให้

ผลลบลวงเท่ากับ 47.06% แสดงให้เห็นว่าน�้ำดีแบบไม่สกัด

ไม่เหมาะท่ีจะน�ำมาตรวจด้วย PS-MS (orbitrap) 

	 เหตุที่น�้ำดีไม่เหมาะสมที่จะน�ำมาตรวจโดยไม่สกัด

ด้วยวิธี PS-MS (orbitrap) ในการศึกษานี้ น่าจะมีสาเหตุ

จากลักษณะทางกายภาพของน�้ำดีที่มีเป็นของเหลวหนืดสูง

และมีสัดส่วนของไขมันสูง เมื่อเคลือบติดบนกระดาษกรอง

ของ paper cartridge แล้ว สารละลาย paper spray 

solvent ชะเมทแอมเฟตามีนออกจากพื้นผิวกระดาษได้

ยากเมื่อเทียบกับชีววัตถุท่ีเป็นปัสสาวะหรือเลือด แนวทาง

แก้ไข คือ ควรต้องปรับเปลี่ยนสูตรน�้ำยา paper spray 

solvent ให้เหมาะสมกับชีววัตถุประเภทน�้ำดีท่ีมีไขมันสูง 

โดยปรับเพิ่มตัวท�ำละลายที่ไม่มีข้ัวในอัตราส่วนที่สูงกว่า

สูตรท่ีใช้ในการศึกษานี้

	 สาเหตุที่อาหารในกระเพาะไม่เหมาะสมที่จะน�ำ

มาตรวจโดยไม่สกัดด้วยวิธี PS-MS (orbitrap) ในการ

ศึกษานี้สามารถอธิบายได้ว่าเกิดจากความหลากหลายของ

เนื้อ (matrix) อาหารในกระเพาะในแต่ละตัวอย่าง ซึ่งมี

คุณสมบัติทางกายภาพแตกต่างกัน ท�ำให้ยากท่ีจะหาสูตร 

paper spray solvent ท่ีเหมาะสม ดังนั้นหากต้องการ

ตรวจตวัอย่างอาหารในกระเพาะด้วยวธิ ีPS-MS (orbitrap) 

ควรต้องมีการเตรียมตัวอย่าง (specimen preparation) 

เช่น การสกดัหรอืเตรยีมให้อยูใ่นรปูแบบอืน่ที ่paper spray 

solvent สามารถชะเมทแอมเฟตามีนออกจากตัวอย่างได้

ดีกว่านี้
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สรุป

	 การตรวจเมทแอมเฟตามีนในตัวอย่างชีววัตถุด้วย

วิธี PS-MS (orbitrap) พบว่า ตัวอย่างชีววัตถุประเภท

ปัสสาวะเหมาะกับการตรวจเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ

เนื่องจากให้ค่า LOD และ LODc ต�่ำ ส่วนการตรวจชีววัตถุ

ประเภทน�้ำดีและอาหารในกระเพาะในเชิงคุณภาพพบว่า

ยังไม่เหมาะสม และให้ค่าผลลบลวงสูง ซึ่งอาจแก้ไขได้โดย

การปรับเปลี่ยนสูตร paper spray solvent ให้มี polarity 

ลดลง หรือควรต้องมีการสกัดหรือเตรียมให้อยู่ในรูปแบบ

อื่นที่ paper spray solvent สามารถชะเมทแอมเฟตามีน

ออกจากตัวอย่างได้ดีกว่านี้

ข้อเสนอแนะ

	 เน่ืองจากการศึกษาวจัิยนีเ้ป็นการศึกษาเชงิทดลอง

ซ่ึงต้องใช้เครื่องมือวิทยาศาสตร์เทคโนโลยีใหม่ คือ PS-MS 

(orbitrap) ซึ่งมีการศึกษาน้อยมาก รวมถึงมีต้นทุนค่าใช้

จ่ายและค่าบ�ำรุงรักษาในการวิเคราะห์สูง ดังนั้นจึงต้อง

วางแผนการใช้ทรัพยากรการวจัิยให้ประหยดัและเหมาะสม

ในการศึกษาครั้งต่อไปผู้วิจัยอาจท�ำการวิเคราะห์สารใน

จ�ำนวนทีม่ากขึน้ต่อการวเิคราะห์ 1 ครัง้ ซึง่จะช่วยลดต้นทนุ

การวิจัย รวมถึงอาจท�ำวิจัยการตรวจสารกลุ่มใหม่ ๆ เช่น 

New Psychoactive Substances--NPS ซ่ึงก�ำลังเป็นที่

สนใจในแวดวงนิติวิทยาศาสตร์สากลในขณะนี้ เนื่องจากมี

แนวโน้มการน�ำมาใช้ในทางท่ีผดิเพิม่มากข้ึน และยงัมกีารน�ำ

เทคนิค PS-MS (orbitrap) มาประยุกต์ใช้เพื่อตรวจสาร

กลุ่มดังกล่าวน้อยมาก ดังนั้นหากมีการท�ำวิจัยการตรวจ

สารกลุ่มนี้จะเป็นประโยชน์อย่างยิ่งในอนาคต
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