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บทคัดย่อ  
คีตามีนเป็นยาที่ถูกคิดค้นขึ้นใช้ในทางการแพทย์เพื่อเป็นยากล่อมประสาทหรือยาสลบ เป็นสารออกฤทธิ์ต่อจิตประสาท
ที่อาจมีความเกี่ยวข้องกับพฤติการณ์การตาย สารคีตามีนจะถูกเปลี่ยนแปลงเป็นเมแทบอไลต์นอร์คีตามีนที่ตรวจพบได้
ในปัสสาวะของผู้ที่ใช้ยา โดยงานวิจัยนี้เป็นงานวิจัยเชิงทดลองมีจุดประสงค์เพื่อประยุกต์ใช้วิธีการตรวจวิเคราะห์หา
ปริมาณคีตามีน และนอร์คีตามีน ในเลือดและปัสสาวะโดยเทคนิค Online SPE LC-MS/MS (Triple Quadrupole) โดย
ตัวอย่างเลือด และปัสสาวะในงานวิจัยนี้ได้จากกลุ่มงานพิษวิทยา สถาบันนิติเวชวิทยา ผลการวิจัยพบว่าเทคนิค Online 
SPE LC-MS/MS มีความแม่นย�ำ และความเที่ยงตรงอยู่ในช่วงท่ียอมรับได้ คือ มีค่า %RSD น้อยกว่า 15% และมีค่าการ
กลับคืนอยู่ในช่วง 80%-120% วิธีการเตรียมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ง่าย ใช้ระยะเวลาในการวิเคราะห์สั้นเพียง 11 
นาทีต่อ 1 ตัวอย่าง ส�ำหรับผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในตัวอย่างปัสสาวะและตัวอย่างเลือดของ
ผู้ต้องสงสัย พบว่า ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในปัสสาวะของตัวอย่างท้ังหมด 31 รายมีจ�ำนวนตัวอย่าง 19 รายที่มีผล
รวมของสารคีตามีนและนอร์คีตามีนในปัสสาวะมากกว่าค่า Cut-off ส่วนปริมาณในเลือดแต่ละรายมีปริมาณคีตามีนและ
นอร์คีตามีนค่อนข้างต�่ำ มีเพียง 8 รายที่มีค่าความเข้มข้นของคีตามีนและนอร์คีตามีนสูงถึงระดับที่ท�ำให้เกิดผลกระทบ
ต่อจิตประสาท ส่วนผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของผู้เสียชีวิตพบว่า 
ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในเลือดของทั้ง 9 รายมี 3 รายท่ีสรุปได้ว่าเสียชีวิตจากพิษของสารคีตามีนเกินขนาด โดย
สรุปเทคนิค Online SPE LC-MS/MS (Triple Quadrupole) มีความไว รวดเร็ว และถูกต้องน่าเช่ือถือ สามารถน�ำไป
ประยุกต์ใช้ในงานตรวจวิเคราะห์สิ่งส่งตรวจในงานประจ�ำวันต่อไป 
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Abstract 

Ketamine is a drug that was developed medically as a sedative or anesthetic. Ketamine could be a 

psychoactive substance and is associated with the manner of death. Ketamine is converted into the 

metabolite norketamine, which can be detected in the urine of people taking the drug. This research is 

an experimental study aiming to develop the analytical method and apply it for the determination of 

ketamine and norketamine levels in blood and urine using the Online SPE LC-MS/MS (Triple Quadrupole). 

The blood and urine samples were collected from the Subdivision of Toxicology, Institute of Forensic 

Medicine. The results showed that the online SPE LC-MS/MS method’s precision and accuracy were 

within an acceptable range of %RSD less than 15% and %recovery range of 80%-120%. The sample 

preparation process is simple and rapid, taking 11 minutes per sample. Ketamine and norketamine 

levels were detected at levels higher than the cutoff level in 19 of the 31 suspected people’s urine 

samples, but only 8 blood samples reached the psychedelic stage. The results of three of the nine 

deceased blood and urine samples indicated death from ketamine and norketamine overdose. In 

conclusion, online SPE LC-MS/MS is one of the robust, rapid, accurate, and reliable techniques that 

are advantageously used in forensic examination.
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บทน�ำ 

	 Ketamine (คีตามีน) เป็นยาที่ถูกคิดค้นขึ้นใช้
ในทางการแพทย์เพื่อเป็นยากล่อมประสาทหรือยาสลบ
ที่สามารถออกฤทธิ์ได้อย่างรวดเร็วและยาวนานในผู้ป่วย 
(Sałat et al., 2015) คีตามีน ถูกจัดเป็นวัตถุออกฤทธิ์ต่อ
จิตและประสาทในประเภท 2 ล�ำดับที่ 16 ตามประกาศ
กระทรวงสาธารณสุข เรื่องระบุชื่อวัตถุออกฤทธิ์ พ.ศ. 2561 
และเน่ืองด้วยฤทธิ์และผลข้างเคียงของคีตามีน ที่ส่งผลต่อ
ระบบประสาทโดยตรงท�ำให้เกิดอาการประสาทหลอนอย่าง
แรง (psychedelic) เคลิบเคลิ้ม (euphoria) คิดว่าตนเอง
มีอ�ำนาจพิเศษ (mystical) ความคิดสับสน การรับรู้ และ
ตอบสนองต่อสิง่แวดล้อมทัง้ภาพ แสง สี เสยีงจะเปลีย่นแปลง
ไป (Gahlinger, 2004) จึงถูกน�ำไปใช้ในทางที่ผิดเพื่อ
วัตถุประสงค์ให้เกิดความสนุกสนาน เคลิบเคลิ้ม รื่นเริง

	 คีตามีนจัดเป็นยาที่รู้จักกันในกลุ่ม Club drugs 
หมายถึงสารเสพติดที่ใช้ในเวลากลางคืนตามไนท์คลับ 
สถานบันเทิง เมื่อคีตามีน เข้าสู่ร่างกายจะถูกเมตาบอไลต์
ที่ตับโดยการท�ำงานของ enzyme Cytochrome P450 
3A4 (CYP3A4) และ Cytochrome P2B6 (CYP2B6) ได้

เป็นนอร์คีตามีน (Norketamine) ประมาณร้อยละ 80 ซึ่ง
เป็นเมตาบอไลต์หลักของคีตามีน (Zanos et al., 2018)
การเสพคีตามีน ปริมาณมากหรือการเสพร่วมกับยาหรือ
สารเสพติดอื่น ๆ หรือผสมกับเครื่องด่ืมแอลกอฮอล์เพิ่ม
ความเสี่ยงท่ีอาจท�ำให้เกิดผลรุนแรงถึงชีวิตได้ ในกรณีที่
ปริมาณของคีตามีนในเลือดสูงถึงระดับท่ีท�ำให้เกิดอันตราย
ได้ (lethal dose) หรือในกรณีท่ีเสพ คีตามีนร่วมการดื่ม
แอลกอฮอล์ ยาหรือสารเสพติดชนิดอื่นเกิดการเสริมฤทธิ์ 
และเพิม่โอกาสทีจ่ะท�ำให้เสยีชวีติได้ (Krystal et al., 1998)
การตรวจวิเคราะห์คีตามีน และนอร์คีตามีน จึงมีความ
ส�ำคญัในการพสิจูน์ว่าผูต้้องสงสยัได้รบัหรอืสมัผสักบัคตีามนี
หรือไม่ นอกจากน้ีคีตามีน และนอร์คีตามีน ถูกขับออก
มาทางปัสสาวะปริมาณมากถึงร้อยละ90 ของปริมาณที่ได้
รับ (Moffat, Osselton, Widdop & Watts, 2004) และ
ยังมีช่วงเวลาท่ีสามารถตรวจพบ (detection window) 
ยาวนาน (Adamowicz & Kala, 2005) อีกท้ังปัสสาวะ
สามารถเก็บจากผู้ต้องสงสัย และผู้เสียชีวิตได้อย่างง่ายดาย
กว่าการเก็บชีววัตถุชนิดอื่น ๆ 
	 เทคนิคที่ได้รับความนิยมในการตรวจยืนยันคีตา
มีน และนอร์คีตามีน รวมถึงยาและสารเสพติดชนิดอืน่ ๆ 
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ทัง้ในเลือด ปัสสาวะ และชวีวตัถชุนดิอืน่ ๆ  ได้แก่เทคนคิ Gas 
Chromatography-Mass Spectrometry--GC-MS และ
เทคนิค Liquid Chromatography-Mass Spectrometry-
-LC-MS แต่ทั้ง 2 เทคนิคที่กล่าวมาข้างต้นยังมีข้อจ�ำกัด 
เนื่องจากต้องใช้ตัวอย่างปริมาณมาก มีกระบวนการสกัด
สารส่งตรวจ (sample extraction) และกระบวนการ
เตรียมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ที่ซับซ้อน ต้องสัมผัสกับ
สารท�ำละลายอินทรีย์ มีโอกาสเกิดความผิดพลาดจาก
ผู้ปฏิบัติงานสูง (human errors) และใช้เวลานานในการ
ตรวจวิเคราะห์ต่อหนึ่งตัวอย่าง (Wang et al., 2020) 
	 จากปัญหาข้างต้น จึงเป็นท่ีมาของงานวิจัยนี้ โดย
พฒันาวธิกีารตรวจวเิคราะห์หาปรมิาณคตีามนีและนอร์เคตามนี
ในเลือดและปัสสาวะโดยเทคนิค Online SPE LC-MS/MS 
ซึ่งเป็นเทคนิควิธีการวิเคราะห์ที่น�ำเอากระบวนการสกัดมา
ควบรวมกับวิธีวิเคราะห์ นั่นคือ น�ำเอาการสกัดแบบ Solid 
Phase Extraction--SPE เข้ามาต่อพ่วงกับระบบปั๊มของ
เครื่อง Liquid chromatography กล่าวคือ ปั๊มจะท�ำการ
ดูดตัวอย่างปริมาณเพียง 20 µl แล้วน�ำไปสกัดในส่วนของ 
SPE Column โดยอัตโนมัติ สามารถลดการสัมผัสสารเคมี 
และลดเวลาในการตรวจวิเคราะห์ลงได้ นอกจากนี้ยังลด
โอกาสเกิดความผิดพลาดจากผู้ปฏิบัติงานเนื่องจากทุก ๆ 
ตัวอย่างจะถูกก�ำหนดให้อยู่ในสภาวะเงื่อนไขเดียวกันทั้ง 
อุณหภูมิ ความดัน และ Flow rate จากนั้นสารที่ต้องการ
วิเคราะห์จะถูก Mobile phase น�ำพาไปสู่ Analytical 
Column เพ่ือท�ำการแยกสาร และสารที่ถูกแยกจะถูกส่ง
ไปยังส่วน Mass spectrometry เพื่อท�ำการวิเคราะห์มวล
โมเลกุลของสารต่อไป

วัตถุประสงค์การวิจัย 
	 1. เพ่ือทดสอบหาสภาวะ (condition) ทีเ่หมาะสม
ส�ำหรบัการตรวจวเิคราะห์หาปรมิาณคตีามนีและนอร์คีตามนี
ในเลือดและปัสสาวะโดยเทคนิค Online SPE LC-MS/MS 
(triple quadrupole)
	 2. ตรวจวิเคราะห์หาปรมิาณคตีามนีและนอร์คีตามีน
ในตวัอย่างเลือดและปัสสาวะของผูเ้สยีชวีติ และผูต้้องสงสยั
โดยเทคนิค Online SPE LC-MS/MS (triple quadrupole)

แนวคิดทฤษฎีท่ีเกี่ยวข้อง 
	 1) คีตามีน (Ketamine) 
	 คตีามนีหรอืยาเคถกูน�ำมาใช้ครัง้แรกปี พ.ศ. 2505 

โดยกองทัพทหารอเมริกันในสงครามเวียดนาม ต่อมาใน ปี 
พ.ศ. 2513 จึงมีการน�ำมาใช้กับพลเรือน คีตามีนเป็นสาร
อนุพันธ์ของ phencyclidine ออกฤทธิ์ ท่ี N-Methyl-D-
Aspartate receptor--NMDA receptor ยับยั้งการส่ง
กระแสประสาทระหว่าง thalamus และ limbic system 
ยาละลายในไขมันได้ดี สามารถผ่าน blood brain barrier 
อย่างรวดเร็ว (Lertkovit, Noitasaeng, Kimura & 
Vichitvejpaisal, 2021)

	 ความเข้มข้นของคีตามีน ในเลือดจะสามารถบ่ง
บอกถึงพฤติกรรมหรือจุดประสงค์ในการใช้งานและผลข้าง
เคียง (Zanos et al., 2018) หรืออาจบอกถึงสาเหตุการ
ตายในกรณีที่ตรวจพบความเข้มข้นของคีตามีนในระดับ
ท่ีท�ำให้เกิดอันตรายได้ หรือในกรณีท่ีตรวจพบร่วมกับยา
หรือสารเสพติดชนิดอื่น ๆ ท�ำให้เกิดการเสริมฤทธิ์และ
ท�ำให้เกิดพิษรุนแรงข้ึน (Niquet et al., 2017) 

	 คีตามีนเมื่อเข้าสู่ร่างกายจะถูกเมตาบอไลต์ท่ีตับ
โดยการท�ำงานของ Enzyme Cytochrome P450 และ 
Cytochrome P2B6--CYP2B6 ได้เป็นนอร์คตีามนีซ่ึงเป็นตวั 
Metabolite หลักของคีตามีนจากนั้นจะถูกเปลี่ยนต่อโดย
การท�ำงานของ Enzyme CYP2B6 ได้เป็นไฮดรอกซนีอร์คตีามนี
(Hydroxynorketamine) และดีไฮโดรนอร์คีตามีน 
(Dehydronorketamine) (Zanos et al., 2018)

	 2) การตรวจวิเคราะห์ระดับ Ketamine และ
นอร์ Noretamine ในเลือดและปัสสาวะ

	 Legrand et al. (2008) ได้ใช้เทคนิค micro-
liquid chromatography/mass spectrometry ใน
การทดลองทางคลินิกเพื่อใช้ในการตรวจวิเคราะห์คีตามีน 
และนอร์ตามีนในพลาสมา โดยใช้วิธีการสกัดด้วยตัวดูดซับ
ของแข็ง (solid-phase extraction) ในการสกัดพลาสมา 
ส�ำหรับเครื่องมือวิเคราะห์ใช้ C18 micro-column และ 
Mobile phase ใช้ 0.1% formic acid ต่อ Acetonitrile 
(90/10 v/v) จากการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
ภายใต้สภาวะเหล่านี้พบว่า ไม่มีการสูญเสียไอออนของ
สารท่ีต้องการวิเคราะห์ จากการวิเคราะห์ matrix effect 
สามารถวิเคราะห์ภายในเวลา 10 นาที การทดสอบความ
เป็นเส้นตรงของ calibration curves ที่ช่วงความเข้ม
ข้นตั้งแต่ 5 ng/ml ถึง 500 ng/ml ได้ค่า correlation 
coefficients มากกว่า 0.999 ค่า recovery เฉลี่ยอยู่ใน
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ช่วงระหว่าง 98.1 ถงึ 101.7 % และค่า R.S.D. ที ่1.9 % 
ค่า LOD ที ่ 4 ng/ml เมื่อน�ำเทคนิคดังกล่าวมาใช้ในการ
วิเคราะห์ปริมาณคีตามีน และนอร์คีตามีนในพลาสมา
จ�ำนวนทัง้สิน้ 177 ราย พบว่า ความเข้มข้นของคตีามนี และ
นอร์คตีามนีอยู่ในช่วง 8 ถึงมากกว่า 5,000 ng/ml และ 5 
ถึง 350 ng/ml ตามล�ำดับ
	 Kim, Lee, Choi, Lim and Chung (2008) ได้
ใช้เทคนิค Positive ion Chemical Ionization–Gas 
Chromatography–Mass Spectrometry--PCI–GC–MS 
ในการวิเคราะห์หาปริมาณคีตามีน และนอร์คีตามีนใน
ปัสสาวะ เทคนิคดังกล่าวมีความเป็นเส้นตรงของ cali-
bration curves ที่ช่วงความเข้มข้นตั้งแต่ 50 ng/ml ถึง 
1,000 ng/ml มีค่า correlation coefficients มากกว่า 
0.99 ค่า LOD และ LOQ มีค่าเท่ากับ 25 และ 50 ng/ml 
ตามล�ำดับ ค่า recovery ของคีตามีน และนอร์คีตามีนของ
ทั้ง 3 ความเข้มข้น (86 430 and 860 ng/ml) อยู่ท่ี 53.1 
ถึง 79.7% ส�ำหรับคีตามีน และ 45.7 ถึง 83.0% ส�ำหรับ
นอร์คีตามีน ค่า precisions (CV) ต�่ำกว่า 15.0% และค่า 
accuracies (bias) 15% เช่นกนั จากการน�ำเทคนคิดงักล่าว
มาประยุกต์ใช้เพื่อวิเคราะห์ปัสสาวะของผู้ต้องสงสัยที่ใช้
คีตามีนจ�ำนวน 6 ราย พบว่า ความเข้มข้นของคีตามีน และ
นอร์คีตามีนของผู้ต้องสงสัยทั้ง 6 รายอยู่ในช่วง 0.03 ถึง 
56.16 ug/ml ส�ำหรับคีตามีน และ 0.42 ถึง 29.31 ug/ml 
ส�ำหรับนอร์คีตามีน อัตราส่วนของคีตามีนต่อนอร์คีตามีน
อยู่ในช่วง 0.28 ถึง 2.04

วิธีด�ำเนินการวิจัย 

	 1) แบบแผนการวิจัย

	 การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการศกึษาแบบ Experimental 
study โดยท�ำการพัฒนาวิธีวิเคราะห์การตรวจหาสารคีตา
มีนและนอร์คีตามีน และประยุกต์ใช้ในตัวอย่างเลือดและ
ปัสสาวะได้จากของผู้เสียชีวิต และผู้ต้องสงสัย

	 2) ตัวอย่างเลือดปัสสาวะและสารมาตรฐาน

1. สารมาตรฐานคีตามีนและนอร์คีตามีนความ
เข้มข้น 1 mg/ml ท่ีใช้ในการวิจัยจากบริษัท Cerilliant 
Corporation (Texas USA) และสารมาตรฐาน Trimipramime 
(10mg) เป็น Internal Standard--IS จากบริษัท LGC 
Company (Teddington UK) 

2. Blank blood และ Blank urine ในการ
พฒันาวธิวีเิคราะห์ได้จากการน�ำตวัอย่างเลอืดและปัสสาวะ
ปกตท่ีิเหลอืจากงานตรวจวเิคราะห์ในงานประจ�ำของกลุ่มงาน
พิษวิทยา สถาบันนิติเวชวิทยา ท่ีผ่านการตรวจยืนยันแล้ว
ว่า ไม่พบคีตามีนและนอร์คีตามีนหรือสารอื่น ๆ ได้แก่ 
Methamphetamine Mitragynine Opiates THC 
Cocaine โดยวิธี LC-MS/MS น�ำมาผสมกัน 

กรอบแนวคิดการวิจัย

ภาพ 1 กรอบแนวคิดการวิจัย
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	 3) การเตรียมตัวอย่างเลือด และปัสสาวะ

1. เตรียมตัวอย่างเลือดโดยปิเปตตัวอย่างเลือด 

300 µl ลงใน microcentrifuge tube ขนาด 2 ml จากนัน้
ปิเปต Trimipramine 5 µg/ml 20 µl ลงในตัวอย่าง

เลือดเพื่อเป็น internal standard และ Vortex ให้เข้ากัน 

ปิเปต Acetonitrile 600 µl ลงในตัวอย่างเลือดเพื่อตก

ตะกอนโปรตีน Vortex ให้เข้ากันอีกรอบหนึ่ง จากนั้นน�ำ

ไป Centrifuge ที่ 13,000 รอบต่อนาที (rpm/min) นาน 

5 นาที ดูดส่วน Supernatant ลงใน Vial ขนาด 1.5 ml

2. เตรียมตัวอย่างปัสสาวะโดยปิเปตตัวอย่าง

ปัสสาวะ 1,000 µl ลงใน Vial ขนาด 1.5 ml จากนั้นปิเปต 

Trimipramine 5 µg/ml 20 µl ลงในตัวอย่างปัสสาวะ

เพื่อเป็น internal standard และผสมให้เข้ากัน

	 4) การหาสภาวะที่เหมาะสมของเครื่อง Mass 

spectrometry

	 เตรียม Working standard solution (คีตามีน

และนอร์คีตามีน 500 ng/ml) ปริมาตร 1 ml ในเมทานอล 

จากน้ันน�ำ Working standard solution ฉีดเข้าเครื่อง 

Mass spectrometer TSQ Quantitative โดยตรง (ไม่

ผ่านเครื่อง Liquid chromatography) เปิดการท�ำงาน

เครื่อง Mass spectrometry โดยตั้งค่าเป็นโหมด Full 

scan เพ่ือหา Precursor ion ที่ m/z 238 และ 224 ซ่ึง

เป็น m/z ของสารคีตามนีและนอร์คีตามนีตามล�ำดับ ท�ำการ 

Optimization เพือ่หา Product ion ทีไ่ด้จาก Precursor ion 

m/z 238 224 และศึกษาพลังงานที่ใช้ในการแตกไอออน 

(collision energy) รวมถึงค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ที่มีความ

ส�ำคญัในการตรวจวเิคราะห์ด้วยเครือ่ง Mass spectrometry 

จากน้ันท�ำการปรับตั้งค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ เพ่ือให้ได้ค่า 

Response ของทั้ง Precursor ion และ Product ion 

ของสารคีตามีนและนอร์คีตามีนที่ดีที่สุด

	 5) การหาสภาวะท่ีเหมาะสมของเครือ่ง Online 

SPE-liquid chromatography

	 เตรียมตัวอย่างเลือดและปัสสาวะ โดยการ Spike 

standard (คีตามีนและนอร์คีตามีน 500 ng/ml) ปริมาตร 

1 ml จากน้ันน�ำไปเตรียมตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ตาม

วิธีการในข้อ 3 ท�ำการฉีดตัวอย่างเข้าเครื่อง Online SPE 

LC-MS/MS จากนั้นท�ำการปรับตั้งค่าพารามิเตอร์ท่ีมีความ

ส�ำคัญในการตรวจวิเคราะห์ เช่น Injection volume 

Run time Flow rate ชนิดของ Mobile phase รวมถึง

สัดส่วนและ Gradient ของ Mobile phase อุณหภูมิของ 

Analytical column เพื่อหาค่าพารามิเตอร์ และสภาวะท่ี

เหมาะสมในการตรวจวิเคราะห์เพื่อให้ได้ Chromatogram 

ของสารตัวอย่างเลือดและปัสสาวะท่ีดีท่ีสุด และให้ค่าพ้ืนที่

ใต้กราฟ (Area Under Curve--AUC) สูงท่ีสุดโดยใช้ระยะ

เวลาในการวิเคราะห์น้อยท่ีสุด

	 6) การทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 

(Method validation) 

1.ความเป็นเส้นตรง (linearity) 

เติมสารมาตรฐานลงใน matrix blank เลือด

และปัสสาวะท่ีระดับความเข้มข้น 25 50 250 500 1,000 

และ 1,500 ng/ml ส�ำหรับตัวอย่างปัสสาวะ และท่ีระดับ

ความเข้มข้น 4 10 50 150 250 และ 500 ng/ml ส�ำหรับ

ตัวอย่างเลือด เพื่อสร้างกราฟมาตรฐาน (calibration 

curve) และพิจารณาความเป็นเส้นตรงจากค่า R-squared 

(R2) ต้องไม่น้อยกว่า 0.995

2. ความเท่ียงตรง (precision)

เตรยีมสารมาตรฐานตวัอย่างเลอืดและปัสสาวะ 

3 ระดับความเข้มข้นได้แก่ Low Quality Control--LQC 

Medium Quality Control--MQC และ High Quality 

Control--HQC ลงใน matrix blank วิเคราะห์ระดับละ 

5 ซ�้ำท�ำการทดสอบ 3 วัน ค่าความเท่ียงตรงพิจารณาจา

การค�ำนวณค่า %RSD ไม่เกินร้อยละ 15  

3. ความแม่นย�ำ (accuracy) 

เตรยีมสารมาตรฐานตวัอย่างเลอืดและปัสสาวะ 

3 ระดับความเข้มข้นลงใน matrix blank วิเคราะห์ระดับ

ละ 5 ซ�้ำท�ำการทดสอบ 3 วัน ค่าความแม่นย�ำแสดงด้วย

ค่า %recovery อยู่ในช่วง 80%-120%

4. ขดีจ�ำกดัของการตรวจพบ (detection limit)

เปรียบเทียบ signal ที่วัดได้จากตัวอย่างท่ี

รู ้ความเข้มข้นต�่ำของสารท่ีวิเคราะห์ กับตัวอย่างท่ีเป็น 

blank เรียกว่า signal-to-noise ratio โดยท่ัวไปส�ำหรับ 

LOD ค่าท่ียอมรับ คือ 3 ต่อ 1
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5. ขดีจ�ำกดัของการหาเชงิปรมิาณ (quantitation 

limit) 

เปรียบเทียบ signal ที่วัดได้จากตัวอย่างที่รู ้

ความเข้มข้นต�ำ่ของสารทีว่เิคราะห์กบัตวัอย่างทีเ่ป็น blank 

เรียกว่า signal-to-noise ratio โดยท่ัวไปส�ำหรับ LOQ 

ค่าที่ยอมรับคือ 10 ต่อ

6. ความจ�ำเพาะ (specificity)

วิเคราะห์ตัวอย่าง Spiked sample ท่ีเติม

สารมาตรฐานรวม (mixed standard) และพิจารณาค่า 

response ทีต่�ำแหน่ง retention time เดยีวกนักับ คตีามนี

และนอร์คีตามีนต้องไม่มี response ของสารอื่นเกิดข้ึน

7. ผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix effect) 

ท�ำการทดสอบ Ionization Suppression/ 

Enhancement โดยเตรียมตัวอย่าง 2 ชุดได้แก่ ชุด A 

คือ ตัวอย่างปัสสาวะ และตัวอย่างเลือดจากแหล่งท่ีต่าง

กันจ�ำนวน 6 แหล่งน�ำมาผ่านกระบวนการเตรียมตัวอย่าง

ก่อนการวิเคราะห์ แล้วจึงเติมสารมาตรฐาน คีตามีนและ

นอร์คีตามีน ความเข้มข้น 40 และ 900 ng/ml ส�ำหรับ

ตัวอย่างปัสสาวะ และความเข้มข้น 30 และ 300 ng/ml 

ส�ำหรับตัวอย่างเลือด ชุด B คือ สารมาตรฐานที่ถูกเตรียม

ให้มีความเข้มข้น 40 และ 900 ng/ml ปริมาตร 1 ml 

ใน Deionized water ส�ำหรับใช้เปรียบเทียบกับ ชุด A 

ที่เป็นตัวอย่างปัสสาวะ และความเข้มข้น 30 และ 300 

ng/ml ส�ำหรับใช้เปรียบเทียบกับ ชุด A ที่เป็นตัวอย่าง

เลือด จากนั้นค�ำนวนหาค่า % Ionization suppression 

/enhancement

        (1)

	 โดย ถ้ามีค่าบวก หมายถึง เกิด ionization 

enhancement แต่ถ้ามีค่าลบ หมายถึง เกิด ionization 

suppression และเกณฑ์การยอมรับ คือ %Ionization 

suppression/enhancement ต้องน้อยกว่า±25% และ

ค่าที่ได้จากตัวอย่างปัสสาวะ และตัวอย่างเลือดจากแหล่ง

ที่ต่างกันจ�ำนวน 6 แหล่งจะต้องมีค่า % RSD±15%

8. Carry over effect 

วิเคราะห์ matrix blank ก่อนและหลังการฉีด 

HQC โดยพิจารณาค่า response ท่ีต�ำแหน่ง retention 

time เดียวกันกับคีตามีนและนอร์คีตามีนต้องไม่มากกว่า

ร้อยละ 20 ของresponse ท่ีระดับ LOQ

	 7) วิเคราะห์ตัวอย่างเลือดและปัสสาวะของ

ผู ้เสียชีวิต และผู้ต้องสงสัย  

	 รวบรวมตวัอย่างเลอืด และปัสสาวะของผูเ้สยีชวีติ

รวมถึงตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของผู้ต้องสงสัยทั้งหมด

ท�ำการเตรยีมตวัอย่างตามวธิกีารตามขัน้ตอนในข้อที ่3 จาก

นั้นน�ำตัวอย่างฉีดเข้าเครื่อง Online SPE LC-MS/MS และ

ท�ำการวิเคราะห์ประเมินผลการตรวจวิเคราะห์ และสรุป

ผลการทดลองต่อไป

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

	 ตัวอย่างเลือดและปัสสาวะได้จากของผู้เสียชีวิต 

และผูต้้องสงสัยท่ีถูกส่งมาตรวจยงักลุม่งานพษิวิทยา สถาบนั

นิติเวชวิทยา ต้ังแต่วันท่ี 1 พฤษภาคม พ.ศ.2564 ถึง วันท่ี 

31 พฤษภาคม พ.ศ. 2565 โดยมีเกณฑ์การคัดเลือก คือ 

ต้องเป็นตัวอย่างเลือดและปัสสาวะรายเดียวกัน พร้อมทั้ง

ตรวจยืนยันแล้วว่าพบคีตามีนและนอร์คีตามีนจริงด้วยวิธี 

LC-MS/MS

เครื่องมือที่ใช้ในการวิจัย 

	 1. เครื่อง Ultra-High Performance Liquid 

Chromatography--UHPLC รุ่น Ultimate 3000 จาก

บริษัท Thermo Fisher Scientific (Massachusetts 

USA)

	 2. เครื่อง Mass spectrometry ชนิด Triple 

Quadrupole รุ่น TSQ Quantiva จากบริษัท Thermo 

Fisher Scientific (Massachusetts USA)

	 3. ระบบ Automated SPE column จากบริษัท 

Thermo Fisher Scientific (Massachusetts USA) 
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การเก็บรวบรวมข้อมูล 
	 การเก็บรวบรวมข้อมูลในงานวิจัยนี้ได้มาจากการ

วิเคราะห์หาปริมาณ Ketamine และ Norketamine ใน

ตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของผู้ต้องสงสัย รวมถึงผู้เสีย

ชีวิตโดยใช้เครื่องมือวิเคราะห์ Online SPE LC-MS/MS 

(triple quadrupole) 

สถิติท่ีใช้ในการวิเคราะห์ข้อมูล 
	 วิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 

for Windows version 18 ข้อมูลทั่วไปวิเคราะห์โดยใช้

สถิติเชิงพรรณนาได้แก่ ร้อยละ ค่าเฉลี่ย และค่าส่วนเบ่ียง

เบนมาตรฐาน

ผลการวิจัย 
	 1) ผลการศึกษาการหาสภาวะท่ีเหมาะสมใน

การตรวจ

	 สภาวะที่เหมาะสมส�ำหรับการตรวจวิเคราะห์หา

ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในเลือดและปัสสาวะโดย

เทคนิค Online SPE LC-MS/MS โดย Injection volume 

เท่ากับ 20 ul และ Run time 11 นาที คอลัมน์ที่ใช้ คือ 

Hypersil GOLD aQ ความยาวคอลัมน์ 20x2.1 mm 

อุณหภูมิคอลัมน์ 55 °C ร่วมกับ Online SPE system (SPE 

column HyperSep Retain PEP) โดย Mobile phase 

A ใช้ 0.5% Formic acid ใน Deionized water และ 

Mobile phase B ใช้ 0.5% Formic acid ใน Acetonitrile
ส�ำหรับ Left pump และ Mobile phase CC ใช้ 2 

nM Ammonium acetate ใน Deionized water และ 

Methanol อัตราส่วน 85 ต่อ 15 ส�ำหรับ Right pump 

อัตราส่วนการไหลใช้ระบบ Gradient ดังแสดงในตาราง 

1 และ 2 และสภาวะที่เหมาะสมในส่วนของ Dynamic 

MRM Parameter ดังแสดงในตาราง 3

	 2) ผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์
1. ความเป็นเส้นตรง (linearity) จากการทดสอบ

ความเป็นเส้นตรง (linearity) ของพบว่า ค่า Correlation 

Coefficient (R2) ของสาร Ketamine และ Norketamine 

ทั้งในตัวอย่างปัสสาวะ และเลือดมีค่ามากกว่า 0.995 ดัง

แสดงในภาพ 3 และ 4 

2. ความเท่ียงตรง (precision) และความ

แม่นย�ำ (accuracy)
จากการทดลองพบว่า มค่ีา %RSD น้อยกว่า 15 %

และมีค่า %recovery อยู ่ในช่วง 80%-120% ซึ่งอยู ่

ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้ (Scientific Working Group for 

Forensic Toxicology, 2013) ของท้ังสาร คีตามีนและ

นอร์คีตามีนท้ังในตัวอย่างปัสสาวะ และตัวอย่างเลือด ดัง

แสดงในตาราง 5 ส�ำหรับตัวอย่างปัสสาวะ และตาราง 6 

ส�ำหรับตัวอย่างเลือด
3. ขดีจ�ำกดัของการตรวจพบ (detection limit) 

ขีดจ�ำกัดของการหาเชิงปริมาณ (quantitation limit)
ค่า LOD ของสารคีตามีนและนอร์คีตามีน

เท่ากับ 1.00 และ 2.00 ng/ml และมีค่า LOQ ของสาร 

คีตามีนและนอร์คีตามีน เท่ากับ 4.00 และ 10.00 ng/

ml ตามล�ำดับ และในตัวอย่างเลือดมีค่า LOD ของสารคี

ตามีนและนอร์คีตามีนเท่ากับ 1.5 ng/ml และมีค่า LOQ 

ของสารคีตามีนและนอร์คีตามีนเท่ากับ 4.00 ng/ml ดัง

แสดงในตาราง 4
4. ความจ�ำเพาะ (specificity)	

วิเคราะห์ตัวอย่าง Spiked sample ท่ีเติม

สารมาตรฐานรวม (mixed standard) ทีอ่ยูน่อกขอบข่ายใน

งานวิจยัชิน้นี ้แต่เป็นยาเสพตดิทีพ่บได้บ่อยได้แก่ Morphine 

Codeine Amphetamine MDA, Methamphetamine 

MDMA และ Benzoylecgonine เมือ่พจิารณาค่า response 

ท่ีต�ำแหน่ง Retention time ของคตีามนีและนอร์คตีามนี คือ 

2.69 และ 2.60 นาที ตามลพ�ำดับ พบว่า ไม่มี response 

ของสารอื่นเกิดข้ึน ดังแสดงในภาพ 2

ตาราง 1 
แสดง Gradient ของ Left pump

No. Run 
Time

Flow rate 
(ml/min)

Mobile 
phase A

Mobile 
phase B

1 0.00 0.90 90.0 10.0

2 1.30 0.90 90.0 10.0

3 3.10 0.90 0.0 100.0

4 5.50 0.90 0.0 100.0

5 5.60 0.90 90.0 10.0

6 11.00 0.90 90.0 10.0
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ตาราง 2 
แสดง Gradient ของ Right pump

No. Run Time Flow rate (ml/min) Mobile phase BB Mobile phase CC

1 0.00 3.00 0.0 100.0

2 1.50 3.00 0.0 100.0

3 2.50 0.30 0.0 100.0

4 5.00 0.30 0.0 100.0

5 6.00 3.00 0.0 100.0

6 11.00 3.00 0.0 100.0

ตาราง 3 
Dynamic MRM Parameter

Compound Precursor (m/z) Produce (m/z) Collision energy 
(V)

Ret Time Polarity

Ketamine 237.912   125.125 27.03 2.69 Positive

179.125 17.97

220.125 14.73

Norketamine 224.00 125.196 24.80 2.60 Positive

179.125 15.91

207.054 11.02

Trimipramine (IS) 295.28 58.17 30.68 3.44 Positive

100.17 18.34

ภาพ 2 โครมาโตแกรมของ Spiked sample ที่เติมสารมาตรฐาน แสดงตามระยะเวลาท่ีพบสารในการวิเคราะห์
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ตาราง 4  
ผลการวิเคราะห์ขีดจ�ำกัดของการตรวจพบ (detection limit) และขีดจ�ำกัดของการหาเชิงปริมาณ (quantitation limit)

Compound Urine sample Blood sample

LOD
(ng/mL)

S/N LOQ
(ng/mL)

S/N LOD
(ng/mL)

S/N LOQ
(ng/mL)

S/N

Ketamine 1.00 4.32 4.00 11.25 1.50 5.62 4.00 11.25

1.00 4.99 4.00 12.94 1.50 4.87 4.00 12.94

1.00 3.82 4.00 10.55 1.50 5.80 4.00 10.55

1.00 4.16 4.00 11.27 1.50 5.22 4.00 11.27

1.00 3.23 4.00 12.92 1.50 5.41 4.00 12.92

Norketamine 2.00 3.17 10.00 11.53 1.50 4.89 4.00 15.21

2.00 3.16 10.00 11.59 1.50 4.32 4.00 15.29

2.00 3.56 10.00 11.12 1.50 5.21 4.00 14.22

2.00 3.62 10.00 11.87 1.50 4.22 4.00 15.81

2.00 3.03 10.00 12.29 1.50 4.96 4.00 14.30

ภาพ 3 กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของสาร Ketamine และ Norketamine ในตัวอย่างปัสสาวะ

ภาพ 4 กราฟมาตรฐาน (calibration curve) ของสาร Ketamine และ Norketamine ในตัวอย่างเลือด
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ตาราง 5
ผลการทดสอบ ความเที่ยงตรง (precision) และ ความแม่นย�ำ (accuracy) ในตัวอย่างปัสสาวะ

Compound Spike 
concentration

(ng/mL)

Intra-day Inter-day

Mean±SD Recovery 
(%)

R.S.D. 
(%)

Mean±SD Recovery 
(%)

R.S.D. 
(%)

Ketamine 40 39.03±2.66 97.57 6.81 37.96±4.28 94.91 7.49

300 293.14±24.23 97.71 8.27 311.25±16.97 103.75 5.48

900 854.03±28.34 94.89 3.32 870.16±26.86 94.87 3.14

Norketamine 40 40.07±1.86 100.18 4.65 40.26±2.49 4.89 4.00

300 290.65±11.26 96.88 3.87 297.21±8.69 4.32 4.00

900 870.27±31.54 96.7 3.62 873.18±26.86 5.21 4.00

*n = 5 replicates × 3 days

ตาราง 6 
ผลการทดสอบความเท่ียงตรง (precision) และ ความแม่นย�ำ (accuracy) ในตัวอย่างเลือด

Compound Spike 
concentration

(ng/mL)

Intra-day Inter-day

Mean±SD Recovery 
(%)

R.S.D. 
(%)

Mean±SD Recovery 
(%)

R.S.D. 
(%)

Ketamine 30 32.73±0.38 109.09 1.16 31.80±1.55 106.00 4.87

100 107.07±1.17 107.07 1.09 104.09±3.74 104.09 3.59

300 313.51±7.46 104.50 2.38 305.97±10.20 101.99 3.34

Norketamine 30 33.05±0.81 110.16 2.45 32.11±1.47 106.00 4.59

100 103.92±4.08 103.92 3.93 108.95±2.78 104.09 2.55

300 313.50±8.50 104.50 2.71 309.71±7.20 101.99 2.32

*n = 5 replicates × 3 days

5. ผลกระทบจากเมทริกซ์ (matrix Effect)

จากการทดสอบ % Ionization suppression/ 

enhancement โดยเปรียบเทียบค่าเฉลี่ยพื้นท่ีใต้กราฟ

ของ 2 ชุดได้แก่ ชุด A และชุด B และน�ำมาค�ำนวนหาค่า 

% Ionization suppression/enhancement พบว่า ใน

ตัวอย่างปัสสาวะ และตัวอย่างเลือดมีค่าไม่เกินช่วง±25 % 

และค่าจากตัวอย่างปัสสาวะ และตัวอย่างเลือดจากแหล่ง

ที่ต่างกันจ�ำนวน 6 แหล่งมีค่า % RSD ไม่เกิน±15 % อยู่

ในเกณฑ์มาตรฐานที่ยอมรับได้

6. Carry over effect

จากการวิเคราะห์ matrix blank หลังการ

วิเคราะห์ HQC โดยพิจารณาค่า response ท่ีต�ำแหน่ง 

retention time เดยีวกันกบัคีตามนีและนอร์คีตามนีของทัง้

ตัวอย่างปัสสาวะ และตัวอย่างเลือด พบว่า ค่า response 

ของ matrix blank หลังฉีด HQC น้อยกว่า 20 % ของ 

response ท่ีระดับ LOQ แสดงให้เห็นว่าไม่มีการตกค้าง

ในระบบหลังจากการวิเคราะห์ตัวอย่างท่ีมีสารคีตามีนและ

นอร์คีตามีนความเข้มข้นสูง
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	 3) ผลการวิเคราะห์ตัวอย่างเลือดและปัสสาวะ 

3.1) ผลการวิเคราะห์ปริมาณ Ketamine 

และ Norketamine ในตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของ

ผู้ต้องสงสัย

การวเิคราะห์หาปริมาณคีตามนีและนอร์คตีามนี

ของผู้ต้องสงสัยนั้นจะมุ่งเน้นไปที่การหาปริมาณคีตามีน

และนอร์คีตามีนในตัวอย่างปัสสาวะ เนื่องจากจุดประสงค์

ในการตรวจพิสูจน์ในกรณีดังกล่าว คือ ต้องการทราบว่า 

บุคคลดังกล่าวได้มีการรับสารหรือมีการใช้สารคีตามีน
หรือไม่ เพื่อเป็นหลักฐานในการด�ำเนินคดีหรือพิสูจน์ความ

บริสุทธิ์ของบุคคลดังกล่าวได้โดยอิงจากค่า Cut-off ที่ 

1,000 ng/ml หรือเกณฑ์การตัดสินว่าเป็นผู้มีสารเสพติด

อยู่ในร่างกายหรือไม ่

จากผลการวเิคราะห์ปรมิาณคตีามีนและนอร์คตีามนี
ในตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของผู้ต้องสงสัย ดังแสดงใน

ตาราง 7 พบว่า ตัวอย่างปัสสาวะมีปริมาณ Ketamine อยู่

ในช่วงระหว่าง 26.00 ถึง 15,592.35 ng/ml และมีปริมาณ 

Norketamine อยู่ในช่วงระหว่าง 31.87 ถึง 14,599.35 

ng/ml ในส่วนของตัวอย่างเลือดมีปริมาณ Ketamine อยู่

ในช่วงระหว่าง 4.04 ถึง 637.16 ng/ml และมีปริมาณ 

Norketamine อยู่ในช่วงระหว่าง 4.14 ถึง 361.05 ng/ml 

จากการพิจารณาผลการวิเคราะห์ปริมาณ 

Ketamine และ Norketamine ในตัวอย่างปัสสาวะพบว่า 

ปริมาณในปัสสาวะของผู้ต้องสงสัย ซึ่งทั้งหมดจัดเป็นผู้เสพ
หรือผู้ที่ใช้สารคีตามีน เพื่อสันทนาการ พบว่าจากจ�ำนวน

ตวัอย่างทัง้ส้ิน 31 ราย ม ี19 รายทีม่ผีลรวมของสาร Ketamine 

และ Norketamine ในปัสสาวะมากกว่า 1,000 ng/ml 

ซึ่งเกิน Cut-off ตามเกณฑ์การตัดสินผลการตรวจพิสูจน์ว่า 

เป็นผู้มสีารเสพตดิอยูใ่นร่างกาย คอื มคีตีามนีเมือ่ตรวจพบว่า 

มีสารและเมตาบอไลต์ของคีตามีนรวมกัน อยู่ในปัสสาวะ

ตั้งแต่ 1,000 ng/ml ขึ้นไป แต่อย่างไรก็ตามยังมีตัวอย่างถึง 

12 ราย ทีย่งัมผีลรวมของสาร Ketamine และ Norketamine 

ในปัสสาวะต�่ำกว่าค่า Cut-off ที่ 1,000 ng/ml 

ในส่วนของผลการวเิคราะห์ปรมิาณคตีามีนและ

นอร์คตีามนีในตวัอย่างเลอืดพบว่า ปรมิาณคตีามนีและนอร์

คีตามีน ในเลือดของผู้ต้องสงสัย 23 ราย จากทั้งสิ้น 31 ราย

มีปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีน ค่อนข้างต�่ำ ซึ่งคีตามีน

และนอร์คีตามีนนั้นมีผลในการระงับปวดโดยไม่ท�ำให้เกิด

ความบกพร่องทางสติปัญญาท่ีความเข้มข้นของคีตามีน

และนอร์คีตามีน 100 ng/ml และ 50 ng/ml ตามล�ำดับ 

และมี 8 ราย คือ รายท่ี 1 19 20 21 23 25 26 และราย

ที่ 27 ที่มีค่าความเข้มข้นของคีตามีนและนอร์คีตามีนสูง

ท�ำให้เกิดผลกระทบต่อจิตประสาท และความบกพร่อง

ทางสติปัญญา ความจ�ำเสื่อม ความเร็วในการตอบสนอง

ลดลง ความเข้าใจต่าง ๆ ลดลง (Olofsen et al., 2012) 

แต่อย่างไรก็ตามปริมาณ คีตามีนและนอร์คีตามีน ของทั้ง 

8 ราย ก็ยังไม่สูงท่ีจะแสดงอาการทางคลินิก พอท่ีจะท�ำให้

ท้ัง 8 ราย มีอาการสลบ โคม่า หรือเสียชีวิตได้

3.2) ผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามีนและนอร์

คีตามีนในตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของผู้เสียชีวิต

การวเิคราะห์หาปรมิาณคีตามนีและนอร์คตีามนี

ของผู้เสียชีวิตจะมุ่งเน้นไปที่การตรวจหาปริมาณคีตามีน

และนอร์คีตามีนในตัวอย่างเลือด เนื่องจากมีจุดประสงค์

เพื่อทราบถึงเหตุแห่งการเสียชีวิตว่ามีความเกี่ยวข้องกับ

สารคีตามีนหรือไม่ หากมีปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีน

ปรมิาณมากในกระแสเลอืด หรอืมกีารใช้รวมกบัยาหรอืสาร

เสพตดิชนดิอืน่ ๆ  รวมถึงการตรวจพบแอลกอฮอล์ในกระแส

เลือดจะสามารถบอกถึงเหตุแห่งการเสียชีวิตได้ 

จากผลการวเิคราะห์ปรมิาณคตีามีนและนอร์คตีามนี
ในตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของผู้เสียชีวิต ดังแสดงใน

ตาราง 8 พบว่า ตัวอย่างปัสสาวะมีปริมาณคีตามีนอยู่ใน

ช่วงระหว่าง 131.35 ถึง 7,099.85 ng/ml ซ่ึงมีค่าเฉล่ีย

คือ 2,945.95 ng/ml และมีปริมาณนอร์คีตามีนอยู่ในช่วง

ระหว่าง 187.35 ถึง 6,618.45 ng/ml ซ่ึงมีค่าเฉลี่ย คือ 

2,772.02 ng/ml ในส่วนของตวัอย่างเลอืดมปีรมิาณคตีามนี
อยู่ในช่วงระหว่าง 4.07 ถึง 2,913.40 ng/ml ซึ่งมีค่าเฉลี่ย
คือ 681.88 ng/ml และมีปริมาณนอร์คีตามีนอยู่ในช่วง

ระหว่าง 4.71 ถึง 1,649.45 ng/ml ซึ่งมีค่าเฉลี่ย คือ 

384.86 ng/ml
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ตาราง 7 
จากผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของผู้ต้องสงสัย

Sample No. Urine Concentration of
Ketamine (K) Norketamine (NK)

ผลรวม
Ketamine และ
Norketamine

Urine Concentration of
Ketamine(K) Norketamine (NK)

ผลรวม
Ketamine และ
NorketamineK(ng/ml) NK(ng/ml) K(ng/ml) NK(ng/ml)

1 3,798.45 3,448.90 7,247.35 148.03 201.64 349.67

2 263.95 733.45 997.40 16.44 50.48 66.92

3 81.61 112.23 193.84 4.04 9.22 13.26

4 26.00 45.19 71.19 4.11 4.14 8.25

5 136.55 244.85 381.40 10.22 30.61 40.83

6 77.73 353.25 430.98 5.83 54.10 59.93

7 312.15 1,329.55 1,641.70 12.93 51.22 64.15

8 130.60 298.05 428.65 9.51 32.86 42.37

9 115.92 297.55 413.47 7.93 44.66 52.59

10 395.55 1,391.45 1,787.00 4.65 11.92 16.57

11 490.00 574.15 1,064.15 12.46 30.97 43.43

12 82.08 152.95 235.03 4.85 11.52 16.37

13 236.25 387.50 623.75 6.89 26.69 33.58

14 14.59 31.87 46.46 6.59 19.00 25.59

15 566.15 854.05 1,420.20 49.67 119.35 169.02

16 53.75 111.47 165.22 4.85 6.27 11.12

17 2,129.35 3,217.00 5,346.35 9.09 20.47 29.56

18 835.95 3,786.15 4,622.10 55.18 133.97 189.15

19 3,945.00 6,412.05 10,357.05 137.58 274.56 412.14

20 15,592.35 6,444.45 22,036.80 637.16 182.13 819.29

21 3,093.35 2,149.00 5,242.35 167.67 125.06 292.73

22 87.22 156.20 243.42 4.06 18.25 22.31

23 1,935.90 14,599.35 16,535.25 234.46 361.05 595.51

24 1,343.05 4,808.10 6,151.15 43.10 168.47 211.57

25 1,417.15 3,132.25 4,549.40 262.58 374.46 637.04

26 2,774.90 3,418.90 6,193.80 147.41 195.10 342.51

27 975.80 684.75 1,660.55 106.84 111.51 218.35

28 229.04 436.95 665.99 26.27 42.82 69.09

29 304.05 835.05 1,139.10 19.52 94.92 114.44

30 465.50 596.70 1,062.20 38.11 53.27 91.38

31 566.10 895.20 1,461.30 29.64 57.40 87.04

*n = 2 replicates
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จากผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในตัวอย่างเลือด และปัสสาวะของผู้เสียชีวิต

Sample 
No.

Urine Concentration of
Ketamine (K) 

Norketamine (NK)

ผลรวม
Ketamine 

และ
Norketamine

Urine Concentration of
Ketamine(K) 

Norketamine (NK)

ผลรวม
Ketamine 

และ
Norketamine

เหตุตาย

K(ng/ml) NK(ng/ml) K(ng/ml) NK(ng/ml)

1 2,862.05 3,289.75 6,151.80 559.63 536.12 1,095.75 อุบัติเหตุ

2 150.55 423.30 573.85 14.43 7.02 21.45 ตกที่สูง

3 357.05 952.95 1,310.00 447.84 195.59 643.43 ถูกยิง

4 744.35 1,034.65 1,779.00 26.24 48.67 74.91 ***

5 131.35 187.35 318.70 4.71 16.40 21.11 ผูกคอ

6 4,896.85 1,491.60 6,388.45 198.44 52.76 251.20 ถูกยิง

7 4,085.00 5,056.10 9,141.10 1,527.85 301.26 1,829.11 ***

8 7,099.85 5,894.05 12,993.90 2,913.40 1,649.45 4,562.85 ***

9 6,186.50 6,618.45 12,804.95 444.37 656.43 1,100.80 ***

*** คือ เสียชีวิตจากระบบไหลเวียนโลหิตและระบบหายใจล้มเหลว / *n = 2 replicates

การอภิปรายผล 

	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามนีและนอร์คีตามนีใน

ตัวอย่างปัสสาวะและตัวอย่างเลือดของผู้ต้องสงสัยพบว่า 

ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในปัสสาวะของตัวอย่าง

ทั้งหมด 31 ราย มีจ�ำนวนตัวอย่าง 19 ราย ท่ีมีผลรวมของ

สารคตีามีนและนอร์คตีามนีในปัสสาวะมากกว่าค่า Cut-off 

และม ี12 รายทีม่ปีรมิาณคีตามนีและนอร์คีตามนีในปัสสาวะ

ต�ำ่กว่า Cut-off ในส่วนของปรมิาณ คตีามนีและนอร์คตีามนี ใน

เลือดของแต่ละรายค่อนข้างต�่ำ มีเพียง 8 ราย ที่มีค่าความ

เข้มข้นของ คีตามีนและนอร์คีตามีน สูงถึงระดับที่ท�ำให้เกิด

ผลกระทบต่อจิตประสาท แต่ยังไม่สูงพอที่จะท�ำให้สลบ

หรือเสียชีวิตได้ เนื่องจากปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีน

ยังต�่ำกว่า 1,800 ng/ml ซึ่งเป็นปริมาณที่ท�ำให้เกิดพิษจน

เป็นเหตุแห่งการตายท่ีเคยมีการรายงานว่า ผู้เสียชีวิต เสีย

ชีวิตจากพิษของคีตามีนเกินขนาด (Lalonde & Wallage, 

2004) และยังต�่ำกว่า 1,000 ng/ml ซึ่งเป็นบริมาณท่ี

ท�ำให้สลบ (Kintz, 2014) และผลตรวจอื่น ๆ ของท้ัง 

8 ราย ไม่พบว่า มีแอลกอฮอล์ในกระแสเลือด รวมถึงยา

หรือสารเสพติดอื่น ๆ

	 จากการพิจารณาผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามีน
และนอร์คีตามีนในตัวอย่างปัสสาวะพบว่า ปริมาณคีตามีน
และนอร์คีตามีนในปัสสาวะของผู้เสียชีวิตทั้ง 9 ราย พบว่า
ผู้เสยีชีวิต 7 ราย มีปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนสูงกว่า 

Cut-off ที่ 1,000 ng/ml และมีเพียง 2 ราย คือ รายที่ 2
และรายที ่5 ทีม่ปีรมิาณคตีามนีและนอร์คตีามนีในปัสสาวะ

ต�่ำกว่า Cut-off แต่ตัวอย่างปัสสาวะก็ยังมีความจ�ำเป็น

ในการใช้เพื่อตรวจการใช้สาร Ketamine เบ้ืองต้นโดยวิธี 

Immunoassay Strip Test ท่ีมี Cut-off ของวิธีวิเคราะห์

ท่ี 1,000 ng/ml และน�ำไปสู้การตรวจยืนยัน และการ

วเิคราะห์หาปริมาณคตีามนีและนอร์คตีามนีในกระแสเลอืด

เพื่อหาสาเหตุแห่งการเสียชีวิตต่อไป
	 ผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีน

ในตัวอย่างเลือดของผู้เสียชีวิตพบว่า ปริมาณคีตามีนและ

นอร์คีตามีนในเลือดของท้ัง 9 ราย มี 3 ราย ท่ีสรุปได้ว่า

เสียชีวิตจากพิษของสารคีตามีนเกินขนาด โดยมีปริมาณ

มากกว่า 1,000 ng/ml ในกระแสเลือดซ่ึงเป็นปริมาณที่

ท�ำให้สลบได้ และในบางรายมปีรมิาณมากกว่า 1,800 ng/ml 

ซึ่งเป็นปริมาณที่ท�ำให้เกิดพิษจนเป็นเหตุแห่งการเสียชีวิต 

ประกอบกับการตรวจพบยานอนหลับ Diazepam ในเลือด
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ของทั้ง 3 ราย ซึ่งจะท�ำงานเสริมฤทธิ์กับสารคีตามีนมีผล

ท�ำให้เพ่ิมการกดการหายใจ เป็นเหตุให้เกิดการเสียชีวิตได้ 

แต่ในผู้เสียชีวิตรายอื่น ๆ  นั้น ไม่สามารถสรุปได้ว่าเสียชีวิต

จากสารคีตามีน เน่ืองจากมีปริมาณคีตามีนและนอร์คีตา

มีนในเลือดต�่ำ และบางรายสาเหตุแห่งการเสียชีวิตเป็นที่

ทราบชัดเจนว่าเสียชีวิตจากเหตุอื่น ๆ คือ ตกจากท่ีสูง ผูก

คอ และถกูยงิ ในส่วนของผลการวเิคราะห์ปรมิาณ คีตามนีและ

นอร์คีตามีน

	 จากการพิจารณาผลการวิเคราะห์ปริมาณคีตามีน

และนอร์คีตามีนในตัวอย่างเลือดพบว่า ปริมาณคีตามีน

และนอร์คีตามีนในเลือดของผู้เสียชีวิตท้ัง 9 ราย มี 3 ราย

ทีเ่สียชวีติโดยมสีาร Ketamine เป็นสาเหตแุห่งการเสยีชวีติ

ได้แก่รายที่ 7 8 และรายที่ 9 โดยผู้เสียชีวิตทั้ง 3 ราย ถูก

ชันสูตรพลิกศพโดยแพทย์นิติเวชผู้เชียวชาญ และลงความ

เห็นสาเหตุการเสียชีวิตว่า ระบบไหลเวียนโลหิตและระบบ

หายใจล้มเหลว ซึง่เมือ่ดูผลการวเิคราะห์ปรมิาณคีตามนีและ

นอร์คีตามีนในเลือดมีปริมาณสูงมากกว่า 1,000 ng/ml ซ่ึง

เป็นปริมาณทีม่ากพอจะท�ำให้สลบได้ ประกอบกบัการตรวจ

พบยานอนหลับ Diazepam ซึ่งเป็นยานอนหลับในกลุ่ม 

Benzodiazepines โดยสาร Ketamine และยานอนหลับ 

Diazepam น้ันจะท�ำงานเสริมฤทธิ์กัน (synergies) มีผล

ท�ำให้เพิ่มการกดการหายใจ หลอดลมขยายตัวจากการหลั่ง

สาร Catecholamines อาจท�ำให้กล้ามเนื้อหัวใจขาดเลือด 

ความดันโลหิตเพิ่มขึ้น รวมถึงอาจท�ำให้เกิดภาวะความดัน

ในกะโหลกศีรษะสูง (Saiphoklang, 2021) ซึ่งเป็นสาเหตุ

ท�ำให้เกิดการเสียชีวิตได้ และผู้เสียชีวิตรายที่ 1 นั้นไม่ได้

เสียชีวิตจากสาร Ketamine โดยตรงเนื่องจากผู้เสียชีวิต

รายน้ีเสียชีวิตจากอุบัติเหตุจราจร แต่อย่างไรก็ตามผู้เสีย

ชีวิตรายน้ีก็มีปริมาณคีตามีนและนอร์คีตามีนในตัวอย่าง

เลือดค่อนข้างสูงในระดับท่ีสามารถท�ำให้สลบได้ ประกอบ

กับการตรวจพบสาร MDMA หรือท่ีรู้จักกันใชช่ือ Ecstasy 

หรือยาอี ซ่ึงสารท้ังสองชนิดน้ีส่งผลต่อระบบประสาท การ

รับรู้ท�ำให้ประสิทธิภาพในการขับขี่ยานพาหนะลดลงอย่าง

มาก อันเป็นสาเหตุให้เกิดอุบัติเหตุจราจรได้

	 ในส่วนของผู้เสียชีวิตรายอื่น ๆ นั้น ไม่สามารถ

สรุปได้ว่าเสียชีวิตจากสาร Ketamine เนื่องจากปริมาณ

คีตามีนและนอร์คีตามีนในเลือดมีปริมาณต�่ำ และบางราย

สาเหตุแห่งการเสียชีวิตเป็นที่ทราบชัดเจนว่าเสียชีวิตจาก

เหตุอ่ืน ๆ คือ ตกจากท่ีสูง ผูกคอ และถูกยิง 

ข้อเสนอแนะ	

	 1. เนื่องจากเทคนิค Online SPE LC-MS/MS มี

คุณสมบัติต่าง ๆ  ท่ีดีไม่ว่าจะเป็นความถูกต้อง แม่นย�ำ น่า

เช่ือถือ ใช้เวลาในการวิเคราะห์สัน้เพยีง 11 นาที วธิกีารเตรยีม

ตัวอย่างก่อนการวิเคราะห์ง่าย และรวดเร็ว ซ่ึงเมื่อเปรียบ

เทียบกับเทคนิค GC-MS หรือ LC-MS/MS จะใช้เวลาใน

การวิเคราะห์โดยไม่รวมเวลาในการสกัดตัวอย่างประมาณ 

15-30 นาที จึงควรท่ีจะน�ำเทคนิค Online SPE LC-MS/

MS และสภาวะ (condition) ต่าง ๆ ในงานวิจัยชิ้นนี้ไป

ประยุกต์ใช้ในการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณสารอื่น ๆ  ไม่ว่า

จะเป็นยา หรือยาเสพติดชนิดต่าง ๆ  รวมถึงน�ำไปประยุกต์

เพื่อวิเคราะห์ในตัวอย่างอื่น ๆ  นอกเหนือจากตัวอย่างเลือด 

และปัสสาวะ เช่น เส้นผม น�้ำในลูกตา และน�้ำจากเยื่อหุ้ม

หัวใจ เป็นต้น

	 2. เนื่องจากในงานวิจัยชิ้นนี้มีจ�ำนวนตัวอย่างจาก

ผู้เสียชีวิตค่อนข้างน้อยเพียง 9 ราย ควรเพ่ิมจ�ำนวนกลุ่ม

ตัวอย่างของผู้เสียชีวิตให้มากข้ึนส�ำหรับงานวิจัยในอนาคต
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