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การประยุกตวิธีตรวจฟอสฟอรัสโดยไมตกตะกอนโปรตีนเพื่ อใชในการเรียนการสอน
Application for phosphorus determination without protein precipitation  

for use in laboratory teaching

เรียน บรรณาธิการวารสารเทคนิคการแพทยและกายภาพบําบัด

 การตรวจวัดฟอสฟอรัสในพลาสมาเปนการตรวจฟอสฟอรัสที่อยูในรูปสารอนินทรีย (inorganic phosphorus; Pi) 

สามารถตรวจไดหลายวธิ ีแตทีน่ยิม คือ การตรวจวัดฟอสฟอรสัในพลาสมาทีก่าํจัดการรบกวนจากโปรตีนโดยไมตกตะกอนและ

ไมอาศัยการเกิดปฏิกิริยารีดักช่ัน แตวัดการดูดกลืนแสงของสารประกอบฟอสฟอโมลิบเดต (phosphomolybdate) ที่เกิดจาก

การทําปฏิกิริยาระหวางฟอสฟอรัสและโมลิบเดตในภาวะกรดท่ีความยาวคลื่ น 340 นาโนเมตร (1,2) ซ่ึงมีใช ในเครื่ องวิเคราะห

อัตโนมัติทั่วไป(3)   ในการเรียนการสอนของกลุมวิชาเคมีคลินิก คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน นักศึกษาตรวจ

วัดฟอสฟอรัสดวยวิธี manual ที่กําจัดโปรตีนดวยการตกตะกอนและวัดความเขมของสีที่เกิดจากปฏิกิริยารีดักช่ัน จึงใชเวลา

นานเพราะมีหลายขั้นตอน  ผูวิจัยจึงมีความสนใจท่ีจะเตรียมนํ้ายาตรวจวัดฟอสฟอรัสที่ใชกับเครื่ องวิเคราะหขึ้นมาใชเองและ

ประยุกตการตรวจวัดดวยเครื่ องวิเคราะหเปนการตรวจวัดดวยวิธี manual 
 จากการศึกษาพบปญหาการเตรียมนํ้ายาใชเอง คือ สารกําจัดการรบกวนจากโปรตีนซ่ึงบริษัทผูผลิตไมแสดงใหเห็นใน
สวนประกอบนํ้ายา แตจากการศึกษาวา 0.5 % Triton X-100 สามารถกําจัดโปรตีนได สวนนํ้ายาสําหรับตรวจฟอสฟอรัส

ประกอบดวยนํ้ายาสองชนิด  (R1 และ R2)  ที่มีความเขมขนสุดทายประกอบดวย 0.291 mol/L H
2
SO

4
, 0.839 mmol/L 

Ammonium molybdate, 36 mmol/L Sodium chloride, 0.5 % (v/v) Triton X-100  และวิธีการตรวจวัดดวยวิธี manual 
แสดงใน ตารางที่ 1  ในขั้นตอนการตรวจวัด ไดกําจัดการรบกวนจากน้ํายาโดยตรวจวัด reagent blank (A

RB
 ) และนําคาการ

ดูดกลืนแสงไปหักจากคาการดูดกลืนแสงในหลอดตัวอยาง (A
s
) และหลอดสารมาตรฐาน (A

std
 )  แตเนื่ องจากการตรวจวัด

ดวยวิธีนี้ใชตัวอยางปริมาณมากจึงกําจัดสารรบกวนโดยทํา serum blank (A
SB
 ) เมื่ อตรวจวัดตัวอยาง ดังน้ันคาการดูดกลืน

แสงหลอดตัวอยางจึงเทากับ A
s
 – A

SB
 – A

RB
 สวนคาดูดกลืนแสงของสารมาตรฐาน คือ A

std
 –  A

RB
 

1 นักศึกษาคณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน, 2กลุมวิชาเคมีคลินิก, คณะเทคนิคการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน, 
3 ศูนยวิจัยและพัฒนาการตรวจวินิจฉัยทางหองปฏิบัติการทางการแพทย มหาวิทยาลัยขอนแกน
1 4th year student, Faculty of Associated Medical Sciences, 2Department of Clinical Chemistry, Faculty of Associated 
Medical Sciences, Khon Kaen University, 3Centre for Research and Development in Medical Diagnostic Laboratories, 
Khon Kaen University
* ผูรับผิดชอบบทความ
* Corresponding author: (e-mail: lpromdee@yahoo.com)

Received: March 13, 2013
Accepted: March 15, 2013



106 วารสารเทคนิคการแพทยและกายภาพบําบัด • ปที่ 25 ฉบับท่ี 1 • มกราคม-เมษายน 2556

 ผลการศึกษาพบวาสารประกอบ phosphomolybdate มีคาการดูดกลืนสูงสุดท่ีความยาวคลื่ น 300 นาโนเมตร (รูป
ที่ 1ก) ซ่ึงไมเหมาะที่จะนํามาใชเนื่ องจากเปนความยาวคลื่ นที่ไมมีใช ในเครื่ องวิเคราะหแบบ photometer ผูวิจัยจึงวัดคาการ
ดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่ น 340 นาโนเมตร และพบวาท่ีความยาวคลื่ นนี้ใหคาการดูดกลืนแสงตางกันเมื่ อฟอสฟอรัสตางกัน
สามระดับ และสารประกอบที่เกิดข้ึนมีความคงตัวอยางนอย 120 นาที โดยท่ีคาการดูดกลืนไมเปลี่ยนแปลงต้ังแตนาทีแรกถึง
นาทีที่ 120  (ไมไดแสดงขอมูล) การตรวจวัดดวยวิธีนี้มีความเปนเสนตรง (linearity) ถึง 40 มก./ดล. (รูปที่ 1 ข) และพบ
วาความเขมขนต้ังแต 50 มก./ดล. คาการดูดกลืนแสงสูงข้ึนประมาณ 4 O.D.ซ่ึงไมอยูบนเสนตรงและคาไมเปลี่ยนแปลงจน
กระทั่งถึง 100 มก./ดล. (รูปที่ 1ข)   และกราฟมาตรฐานฟอสฟอรัสความเขมขน 0- 10 มก./ดล. มีความสัมพันธกันดีกับคา
การดูดกลืนแสง (r2 = 0.99)  (รูปที่ 1ค)  ผลประเมินความถูกตองและความแมนยําพบวา การตรวจวัดสารควบคุมสองระดับ
อยูในชวงคาเปาหมาย  โดยชวงคาต่ําไดคา 3.6 มก./ดล. (คาเปาหมาย 3.2 – 3.9 มก./ดล.)  ชวงคาสูงไดคา 6.9 มก./ดล. 
(คาเปาหมาย 3.2 – 3.9 มก./ดล.)   % bias เทากับ 2.86 และ 1.47 ตามลําดับ ผลการหา imprecision พบวามีคา % 
CV แบบ within-run และ between-run เทากับ 2.2 และ 3.6 ตามลําดับ ซ่ึงเปนคาท่ียอมรับไดตามขอกําหนดของ CLIA(4) 
 เมื่ อนําวิธกีารตรวจวดัท่ีได ไปเทยีบกบัผลตรวจในตวัอยางผูปวย 155 ราย ที่ไดจากโรงพยาบาลศรนีครนิทร มหาวทิยาลยั
ขอนแกน ทีต่รวจวัดดวยนํา้ยาสําเรจ็รปูหลกัการเดียวกันแตวเิคราะหดวยเครื่ อง Cobas 501 พบวาการตรวจวัดท้ังสองวิธมีคีวาม
สัมพันธกันอยางมีนัยสําคัญ (r2 = 0.968; P <  0.001)  คา mean (SD) ของวิธี manual และเครื่ องวิเคราะหมีคา 4.0 (1.5) 
และ 3.9 (1.4) ตามลําดับ และมีคาไมแตกตางกัน (P = 0.105)  (รูปที่ 1ง)  เมื่ อนําวิธีดังกลาวไปตรวจหาระดับฟอสฟอรัส

ในคนปกติ 94 ราย พบวา mean + 2SD เทากับ 2.1 – 4.0 มก./ดล. ผลการศึกษาแสดงวาน้ํายาเตรียมเองและตรวจวัดดวย

วิธี manual มีความนาเชื่ อถือและใหผลการตรวจวัดไมแตกตางจากเครื่ องวิเคราะหอัตโนมัติสามารถนํามาใช ในการเรียนการ

สอนตอไปได 

ขอแสดงความนับถือ
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ตารางที่ 1  นํ้ายาตรวจวิเคราะหฟอสฟอรัสโดยไมตกตะกอนโปรตีนและวิธีการตรวจแบบ manual

นํ้ายาชนิดท่ี 1 (R1)

นํ้ายาชนิดท่ี 2 (R2)

0.36 M H
2
SO

4 
, 0.62 % (v/v) Triton X-100

3.5 mmol/l Ammonium molybdate, 150 mmol/l Sodium chloride in R1

ขั้นตอนการตรวจวัด 1) เติมนํ้ายา R1 ปริมาตร 1,800 ไมโครลิตร และเติมนํ้าปราศจากไอออนปริมาตร 560 
ไมโครลิตร ทุกหลอด

2) เติมสารมาตรฐานหรือตัวอยางซีรัมปริมาตร 50 ไมโครลิตร ถาเปนซีรัมตัวอยางใหเพิ่ม
หลอด sample blank ดวย  สวนหลอดที่เปน reagent blank ใหเติมนํ้ากลั่นแทน

3) เติมนํ้ายา R2 ปริมาตร 760 ไมโครลิตร ทุกหลอด (ยกเวนหลอด sample blank ใหเตมิ
นํ้ายา R1 แทน) ผสมใหเขากันและวางไวที่อุณหภูมิหอง 10 นาที

4) วัดคาการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่ น 340 nm โดยใชนํ้ากลั่นปรับศูนย

(ก) (ข)

(ค) (ง)

รูปที่ 1 ผลการตรวจวัดฟอสฟอรัสดวยวิธีไมตกตะกอนและตรวจวัดดวยวิธี manual (ก) การดูดกลืนแสงของ phosphomo-
lybdate ที่ความยาวคลื่ น 240-400 นาโนเมตร (ข) ความเปนเสนตรงถึง 40 มก./ดล. (ค) กราฟมาตรฐานฟอสฟอรัส

ความเขมขนถึง 10 มก./ดล. และ (ง) ความสัมพันธการตรวจดวยวิธี manual และเครื่ อง Cobas c 501 ในตัวอยาง
ผูปวย 155 ราย


