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 ภาพโดย ผศ. ศกัดิช์ยั เดชตรยัรตัน์

รองศาสตราจารย ์ดร. ปรียานาถ วงศจ์นัทร์
บรรณาธกิารวารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

 สวสัดทีกุทา่นอกีครัง้ พบกนัในฉบบัพฤษภาคม 2558 เดอืนทีร่อ้นอบอา้วมากในทกุภาคของประเทศไทย แมจ้ะ

มพีายใุนหลายจงัหวดั แต่กไ็มไ่ดช้ว่ยบรรเทาความรอ้นไดเ้ลย หลายทา่นมโีอกาสไดพ้กัผอ่น พาลกูหลานและครอบครวั

ไปเทีย่วต่างประเทศ เทีย่วทะเล เพือ่ผอ่นคลาย นบัเป็นสิง่ดคีะ่ นอกจากพกัผอ่นแลว้ยงัเป็นการเสรมิความรกัความผกูพนั

ในครอบครวัดว้ย

 เหตุการณ์แผน่ดนิไหวอยา่งรนุแรงในเมอืงกาฐมาณฑ ุประเทศเนปาล สรา้งความตระหนกแก่ทกุประเทศทัว่โลก 

นอกจากความเสยีหายในชวีติและทรพัยส์นิของประชาชนแลว้ สิง่ทีส่�าคญัและน่าเสยีดายทีสุ่ดคอืสถาปตัยกรรมเก่าแก่ 

และทรงคณุคา่ทางประวตัศิาสตรข์องโลกตอ้งสญูเสยีไปดว้ย ปรากฎการณ์และภยัธรรมชาตทิีเ่กดิขึน้และสรา้งความเสยีหาย 

แก่พืน้ทีต่่างๆ เป็นระยะๆ เป็นเครือ่งเตอืนเรามาโดยตลอดวา่ธรรมชาตยิิง่ใหญ่และไมส่ามารถฝืนไดเ้ลย เราควรจะบอก 

และเตอืนตนเองวา่ใหป้รบัวถิกีารใชช้วีติของเราอยา่งสมดลุกบัธรรมชาต ิ อยูใ่หไ้ดโ้ดยไมร่ดิรอนและท�าลาย เพือ่คงแผน่ดนิ 

อุดมสมบรูณ์ใหล้กูหลานในวนัขา้งหน้า

 ฉบับน้ียงัคงมีเรื่องที่น่าสนใจมากทัง้ด้านเทคนิคการแพทย์และกายภาพบ�าบัด การวิจยัจากงานประจ�า 

ที่ช่วยพฒันาวธิกีารและช่วยแกไ้ขปญัหาจากงานประจ�าวนั เรยีนเชญิทุกท่านนะคะ สามารถสรา้งงานวจิยัจากงานปฏบิตัิ

ประจ�าวนัและสง่บทความเพือ่เผยแพรใ่นวารสารไดใ้นช่องทางออนไลน์ที ่www.ams.cmu.ac.th/journal  บทความจะได้

รบัการพจิารณาและประเมนิจากผูท้รงคณุวฒุใินสาขาตามนโยบายดา้นวชิาการของวารสาร ทัง้น้ี กองบรรณาธกิารพรอ้ม

ใหค้�าแนะน�าและชว่ยเหลอื สามารถตดิต่อสอบถามบรรณาธกิารไดท้างอเีมลทีป่รากฎในเวบ็ไซต์

 พบกนัฉบบัหน้าเดอืนกนัยายน 2558 คะ่

บทบรรณาธิการ



Abstract

ยนีฮโีมโกบนิอ ีมคีวามสมัพนัธอ์ยา่งใกลช้ดิกบัปจัจยัภายในกลุม่

ของยนีโกลบนิทีเ่กีย่วขอ้งกบัระดบัฮโีมโกลบนิเอฟสงู:      

กรณศีกึษาในครอบครวั HbE/β-thalassemia ชาวไทย
Closed relationship of βE-allele and high HbF associated cis-loci : Case studies   

in Thai HbE/ β-thalassemia families
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Abstract

Introduction:  Previous statistical analyses have demonstrated linkage disequilibrium of βE-allele and surrounding 

in-cis sequences. 

Objective: To confirm the linkage disequilibrium of βE-allele and surrounding in-cis sequences.
 

Materials and Methods: Associations of the βE-allele with the β-globin haplotype, (AT)
x
N

z
(AT)

y
 motif of βLCR-HS2, 

XmnI-G  polymorphism, pre-G  framework, (TG)n motif in IVSII of  A -globin gene and HBBP1 : rs2071348 polymorphism 

were analyzed in three Thai HbE/βO-thalassemia families.
 

Results: The βE-allele was always in-cis with the β-globin haplotype III, pre G -framework 2, XmnI+, (TG)
13
 motif 

within IVSII of  A - globin gene and “C” at HBBP1 : rs2071348 locus, all previously shown to be associated with high 

HbF expression. Combination of the (AT)
9
N

12
(AT)

10
 motif of βLCR-HS2 and these cis-acting factors seemed to be 

required for maximum HbF-expression.
 

Conclusion: This family study substantially confirmed the linkage between the βE allele and cis-acting loci associated 

with high HbF phenotype. This study also highlighted the closed relationship between HbE and HbF as well as the 

need of combination of the analyzed cis-acting sequences in activating HbF expression in human.
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Abstract

Introduction:  Previous statistical analyses have demonstrated linkage disequilibrium of βE-allele and surrounding 

in-cis sequences. 

Objective: To confirm the linkage disequilibrium of βE-allele and surrounding in-cis sequences.
 

Materials and Methods: Associations of the βE-allele with the β-globin haplotype, (AT)
x
N

z
(AT)

y
 motif of βLCR-HS2, 

XmnI-G  polymorphism, pre-G  framework, (TG)n motif in IVSII of  A -globin gene and HBBP1 : rs2071348 polymorphism 

were analyzed in three Thai HbE/βO-thalassemia families.
 

Results: The βE-allele was always in-cis with the β-globin haplotype III, pre G -framework 2, XmnI+, (TG)
13
 motif 

within IVSII of  A - globin gene and “C” at HBBP1 : rs2071348 locus, all previously shown to be associated with high 

HbF expression. Combination of the (AT)
9
N

12
(AT)

10
 motif of βLCR-HS2 and these cis-acting factors seemed to be 

required for maximum HbF-expression.
 

Conclusion: This family study substantially confirmed the linkage between the βE allele and cis-acting loci associated 

with high HbF phenotype. This study also highlighted the closed relationship between HbE and HbF as well as the 

need of combination of the analyzed cis-acting sequences in activating HbF expression in human.
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บทคดัย่อ

บทน�ำ:  การวเิคราะหท์างสถติกิ่อนหน้าน้ีพบความเกีย่วพนัของ βE-allele กบัดเีอน็เอบรเิวณรอบๆ
  

วตัถปุระสงค:์ เพือ่แสดงหลกัฐานเชงิประจกัษ์ยนืยนัความเกีย่วพนัของ βE-allele กบัดเีอน็เอบรเิวณรอบๆ
 

วสัดุและวิธีกำร:  ท�าการศกึษาความเกี่ยวพนัของ βE-allele และ β-globin cluster haplotype, (AT)
x
N

z
(AT)

y
 motif บน  

βLCR-HS2, XmnI-G  polymorphism, pre-G  framework, (TG)n motif ใน IVSII บน  A -globin gene และ HBBP1 : rs2071348 

polymorphism ในครอบครวัผูป้ว่ยชาวไทยโรค HbE/βO-thalassemia จ�านวน 3 ครอบครวั 

ผลกำรศึกษำ:  βE-allele มกัอยูบ่นโครโมโซมขา้งเดยีวกบัการเปลีย่นแปลงของล�าดบัดเีอน็เอทีเ่กีย่วพนักบัระดบัฮโีมโกลบนิเอฟ 

ทีส่งูขึน้ซึง่ประกอบดว้ย β-globin haplotype III, pre G -framework 2, XmnI บวก, (TG)
13
 motif ใน IVSII บน A - globin  

gene และเบส “C” ต�าแหน่ง rs2071348 บนยนี HBBP1 และพบว่าการอยู่ร่วมกนัของ (AT)
9
N

12
(AT)

10
 motif บน  

βLCR-HS2 และ cis-acting factors ทีก่ลา่วขา้งตน้พบมคีวามจ�าเป็นในการสรา้งฮโีมโกลบนิเอฟใหส้งูขึน้
 

สรปุผลกำรศึกษำ: การศกึษาครัง้น้ีสามารถยนืยนัอยา่งเป็นรปูธรรมความเกีย่วพนัของ βE allele และดเีอน็เอบรเิวณรอบๆ  

ทีเ่กีย่วขอ้งกบัปรมิาณฮโีมโกลบนิเอฟทีเ่พิม่มากขึน้ และนอกจากนัน้การศกึษาน้ียงัแสดงใหเ้หน็ถงึความสมัพนัธท์ีใ่กลช้ดิ

ของ HbE และ HbF อกีทัง้ยงัแสดงใหเ้หน็ถงึความส�าคญัของดเีอน็เอบรเิวณรอบๆ เหลา่น้ีต่อการกระตุน้การแสดงออกของ 

HbF ในมนุษย ์

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2558; 48(2): 88-99 

ค�ำส�ำคญั: HbE/βO-thalassemia, HbF, β-globin haplotype, β-globin mutations, cis-acting loci

 HbE (α
2
βE

2
) is abnormal hemoglobin arising from 

an assembly of mutated βE (A-G at codon 26 altering  

glutamic to lysine) and normal α-globin chains. This  

hemoglobin variant is common in Southeast Asia,  

attaining a frequency of about 60% among the population 

of Thailand, Laos and Cambodia.1,2 The βE-mRNA was  

shown to be ineffectively synthesized owing to competitive 

utilization of an alternative splice site at codon 253  and 

the silencing effect of the (AT)
9
T

5
 motif in the β-globin 

promoter.4  The reduction of βE-mRNA leads to a reduced 

βE-globin chain, which results in the β+-thalassemia  

phenotype. Thus, compound heterozygote of the βE-globin 

and β-thalassemia alleles leads to a syndrome referred to 

as HbE/β-thalassemia.1

 Phenotypically, HbE/β-thalassemia presents in 

a broad range of clinical symptoms, ranging from trans-

fusion-dependent β-thalassemia major to a mild form of 

β-thalassemia intermedia requiring only occasional blood 

transfusion.2,5  Several factors have been shown to be 

responsible for this clinical heterogeniety, including

Introduction
types of the counterpart β-thalassemia alleles,  

co-existence of α-thalassemia and co-inheritance of 

high HbF genetic variants.5  The XmnI-G  site, a “T” 

substitution for “C” at nucleotide -158 in G  promoter, 

was shown to be a major cis-acting genetic factor 

associated with increased HbF.6-9  Recent statistical 

analyses in Thai HbE carriers, HbE homozygotes  

and HbE/β-thalassemia revealed association of the  

XmnI-G  site and other surrounding cis-acting loci with  

βE-allele.8,10,11

 In this study, we attempted to confirm these 

previous findings by conducting family studies to  

determine associations of βE-allele and cis sequence 

variations, including the XmnI-G  polymorphism, β-globin 

haplotypes, (AT)
x
N

z
(AT)

y
 motif of βLCR-HS2, pre-G  

framework (PG F), (TG)n motif in IVSII of  A -globin  

gene and  HBBP1 : rs2071348 single nucleotide  

polymorphism. The information obtained from this study 

should confirm the previous linkage disequilibrium  

analyses and provide evidence of the close relationship 

between HbE and HbF.
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Subjects 

 This study was approved by the research ethics 

board of Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang 

Mai University (Approval notice 205/2012). Three northern  

Thai families, each having one HbE/βO-thalassemia  

member, were recruited. EDTA blood samples were collected. 

Hb typing was performed by cation exchange HPLC (The 

Primus Variant System 99, Kansas City, MO, USA). The 

β-thalassemia mutations in the first and second families 

were identified by multiplex allele-specific PCR12 and that 

in the third family by automated fluorescent nucleotide  

sequencing.13  Based on the results of Hb typing and 

β-globin genotyping, all volunteers were diagnosed. The 

first family had four members: HbE/ β41/42(-TTCT) -thalassemia  

proband, HbE-heterozygous father, β-thalassemia  

heterozygous mother and HbE-heterozygous brother. The  

second family had four members: HbE/ β 17(A-T) -thalassemia 

proband, HbE-heterozygous mother, HbE-heterozygous 

brother and β-thalassemia heterozygous father. The third 

family had four members: HbE/β IVS1-nt1 (G-T) -thalassemia  

proband, HbE/β IVS1-nt1 (G-T) -thalassemia sister, HbE  

heterozygous father and  β-thalassemia  heterozygous  mother.  

Molecular analysis

 Genomic DNA was prepared from leukocytes 

by the direct Chelex extraction method.14  The XmnI-G  
polymorphism was determined by XmnI digestion of 

PCR products covering the position -158 on G -promoter,  

following the procedure described previously.15  Determi-

nation of A/C polymorphism of HBBP1 : rs2071348 was 

performed by the tetra-primer ARMS-PCR, established 

previously in our laboratory.15  The RFLP haplotypes 

(HindII- , HindIII-G , HindII-A , HindII-5’ β, HindII-3’  β, 

AvaII-β and HinfI-β) were generated following the procedure  

described previously.16,17 Sanger’s direct nucleotide  

sequencing was employed to genotype the (AT)
x
N

z
(AT)

y 

motif of βLCR-HS2, PG F, (TG)n motif in IVSII of  A -globin 

gene.18-20 

Materials and methods

Association of βE-allele and sequence variations on 

β-globin gene cluster

 Five β-globin haplotypes (HindII- , HindIII-G

, HindII-A , HindII-5’ β, HindII-3’ β, AvaII-β and HinfI-β) 

were observed in these three families, including haplo-

types I (+ - - - -++), III (- + - + + + -), V (+ - - - - + -),  

VI (- + + - - - +) and VII (+ - - - - - +) (Table 1). βE-allele 

was in-cis with only haplotype III.

 Five (AT)xNz(AT)y motifs of βLCR-HS2 were 

found. These included (AT)
9
N

12
(AT)

10
, (AT)

10
N

12
(AT)

10
, 

(AT)
11

N
12

(AT)
10

, (AT)
8
N

12
(AT)

11
 and (AT)

9
N

12
(AT)

11
  

(Figure 1 and Table 1). The βE allele was predominately 

in-cis with the (AT)
9
N

12
(AT)

10
 motif.

 According to Pissard & Beuzard, the combination 

of SNPs at positions -1450, -1280 and -1225 related to  
G -globin gene cap site formed three pre-G  frameworks 

(PG F).(21) These included PG F1 (TGA), PG F2 (TAG) 

and PG F4 (TGG). Interestingly, combinations of SNPs at 

positions -1067, -807, -369 and -309 formed two sub-PG Fs 

(TCCA and AACA) and were shown to be PG F-specific. 

The “TCCA” was specific to PG F 2, whereas the “AACA” 

was always in-cis to the PG Fs 1, 4. The βE-allele was 

in-cis with only PG F2 (Table 1).

 The XmnI+ and XmnI- sites were equally  

distributed in these three families. The β17(A-T), β41/42(-TTCT) 

and βIVS1-nt1(G-T) were in-cis with the XmnI- site. The βA-allele 

was in-cis with both the XmnI+ and XmnI- sites. However, 

the βE-allele was in-cis with only the XmnI+ site (Table 1). 

 Two (TG)n motifs within IVS2 of A -globin gene 

were observed, including (TG)
13
 and (TG)

9
(CG)

5
(TG)

8  

motifs (Figure 2). Combination of single nucleotide  

polymorphisms (SNPs) loci rs 2187608, rs 28379094, rs 

28440105 and rs 3841756 formed three sub-haplotypes 

within this region, including “GGGA”, “CAGA” and “CAG 

delA”. The (TG)
13
 motif was in-cis with only the “GGGA” 

sub-haplotype. The (TG)
9
(CG)

5
(TG)

8
 motif was in-cis with 

either the “CAGA” or “CAG delA” sub-haplotypes. The 

βE-allele was in-cis with only the (TG)
13
 motif within this 

region (Figure 2 and Table 1).
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Subjects 

 This study was approved by the research ethics 

board of Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang 

Mai University (Approval notice 205/2012). Three northern  

Thai families, each having one HbE/βO-thalassemia  

member, were recruited. EDTA blood samples were collected. 

Hb typing was performed by cation exchange HPLC (The 

Primus Variant System 99, Kansas City, MO, USA). The 

β-thalassemia mutations in the first and second families 

were identified by multiplex allele-specific PCR12 and that 

in the third family by automated fluorescent nucleotide  

sequencing.13  Based on the results of Hb typing and 

β-globin genotyping, all volunteers were diagnosed. The 

first family had four members: HbE/ β41/42(-TTCT) -thalassemia  

proband, HbE-heterozygous father, β-thalassemia  

heterozygous mother and HbE-heterozygous brother. The  

second family had four members: HbE/ β 17(A-T) -thalassemia 

proband, HbE-heterozygous mother, HbE-heterozygous 

brother and β-thalassemia heterozygous father. The third 

family had four members: HbE/β IVS1-nt1 (G-T) -thalassemia  

proband, HbE/β IVS1-nt1 (G-T) -thalassemia sister, HbE  

heterozygous father and  β-thalassemia  heterozygous  mother.  

Molecular analysis

 Genomic DNA was prepared from leukocytes 

by the direct Chelex extraction method.14  The XmnI-G  
polymorphism was determined by XmnI digestion of 

PCR products covering the position -158 on G -promoter,  

following the procedure described previously.15  Determi-

nation of A/C polymorphism of HBBP1 : rs2071348 was 

performed by the tetra-primer ARMS-PCR, established 

previously in our laboratory.15  The RFLP haplotypes 

(HindII- , HindIII-G , HindII-A , HindII-5’ β, HindII-3’  β, 

AvaII-β and HinfI-β) were generated following the procedure  

described previously.16,17 Sanger’s direct nucleotide  

sequencing was employed to genotype the (AT)
x
N

z
(AT)

y 

motif of βLCR-HS2, PG F, (TG)n motif in IVSII of  A -globin 

gene.18-20 

Materials and methods

Association of βE-allele and sequence variations on 

β-globin gene cluster

 Five β-globin haplotypes (HindII- , HindIII-G

, HindII-A , HindII-5’ β, HindII-3’ β, AvaII-β and HinfI-β) 

were observed in these three families, including haplo-

types I (+ - - - -++), III (- + - + + + -), V (+ - - - - + -),  

VI (- + + - - - +) and VII (+ - - - - - +) (Table 1). βE-allele 

was in-cis with only haplotype III.

 Five (AT)xNz(AT)y motifs of βLCR-HS2 were 

found. These included (AT)
9
N

12
(AT)

10
, (AT)

10
N

12
(AT)

10
, 

(AT)
11

N
12

(AT)
10

, (AT)
8
N

12
(AT)

11
 and (AT)

9
N

12
(AT)

11
  

(Figure 1 and Table 1). The βE allele was predominately 

in-cis with the (AT)
9
N

12
(AT)

10
 motif.

 According to Pissard & Beuzard, the combination 

of SNPs at positions -1450, -1280 and -1225 related to  
G -globin gene cap site formed three pre-G  frameworks 

(PG F).(21) These included PG F1 (TGA), PG F2 (TAG) 

and PG F4 (TGG). Interestingly, combinations of SNPs at 

positions -1067, -807, -369 and -309 formed two sub-PG Fs 

(TCCA and AACA) and were shown to be PG F-specific. 

The “TCCA” was specific to PG F 2, whereas the “AACA” 

was always in-cis to the PG Fs 1, 4. The βE-allele was 

in-cis with only PG F2 (Table 1).

 The XmnI+ and XmnI- sites were equally  

distributed in these three families. The β17(A-T), β41/42(-TTCT) 

and βIVS1-nt1(G-T) were in-cis with the XmnI- site. The βA-allele 

was in-cis with both the XmnI+ and XmnI- sites. However, 

the βE-allele was in-cis with only the XmnI+ site (Table 1). 

 Two (TG)n motifs within IVS2 of A -globin gene 

were observed, including (TG)
13
 and (TG)

9
(CG)

5
(TG)

8  

motifs (Figure 2). Combination of single nucleotide  

polymorphisms (SNPs) loci rs 2187608, rs 28379094, rs 

28440105 and rs 3841756 formed three sub-haplotypes 

within this region, including “GGGA”, “CAGA” and “CAG 

delA”. The (TG)
13
 motif was in-cis with only the “GGGA” 

sub-haplotype. The (TG)
9
(CG)

5
(TG)

8
 motif was in-cis with 

either the “CAGA” or “CAG delA” sub-haplotypes. The 

βE-allele was in-cis with only the (TG)
13
 motif within this 

region (Figure 2 and Table 1).
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 In cases of A-C polymorphism of the HBBP1: rs 2071348 

locus, the polymorphic “C” allele was less frequent

Figure 1 Electropherograms of the (AT)xNz(AT)y motif of βLCR-HS2. Boundery of (AT)x, Nz and (AT)y repeats are shown as the lines above 

peaks within each electropherogram. 

Vol. 48 No. 2 May 2015     91Bull Chiang Mai Assoc Med Sci

than wild type “A” allele. However, the βE-allele was in-cis 

with only the polymorphic “C” allele (Table 1).



Figure 1 Electropherograms of the (AT)xNz(AT)y motif of βLCR-HS2. Boundery of (AT)x, Nz and (AT)y repeats are shown as the lines above 

peaks within each electropherogram. (continued)
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Figure 1 Electropherograms of the (AT)xNz(AT)y motif of βLCR-HS2. Boundery of (AT)x, Nz and (AT)y repeats are shown as the lines above 

peaks within each electropherogram. (continued)
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     Figure 2 (TG)n motif within IVS2 of A -globin gene. A, B are the (TG)
13

/(TG)
13

 and (TG)
9
(CG)

5
(TG)

8
/(TG)

9
(CG)

5
(TG)

8
, respectively.

Table 1. β-globin haplotypes and sequence variations of β-globin cluster in three Thai HbE/β0-thalassemia families.  
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(AT)xNz(AT)y is the repeat motif of βLCR-HS2. β-haplotypes are the RFLP-haplotypes of β-thalassemia chromosome. PG F stands for G  

framework. rs2071348 is the SNP (C/A) in HBBP1 locus.  Numbers preceded by the minus symbol indicate locations of SNPs in promoter 

region of G -globin gene.  “-158” is the XmnI-G  site.  “ + ” indicates presence of cutting sites and “ - ” indicates absence of cutting sites for  

the restriction enzymes.



Table 1. β-globin haplotypes and sequence variations of β-globin cluster in three Thai HbE/β0-thalassemia families. 

            (continued)
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(AT)xNz(AT)y is the repeat motif of βLCR-HS2. β-haplotypes are the RFLP-haplotypes of β-thalassemia chromosome. PG F stands for G  

framework. rs2071348 is the SNP (C/A) in HBBP1 locus.  Numbers preceded by the minus symbol indicate locations of SNPs in promoter 

region of G -globin gene.  “-158” is the XmnI-G  site.  “ + ” indicates presence of cutting sites and “ - ” indicates absence of cutting sites for 

the restriction enzymes. 



Table 1. β-globin haplotypes and sequence variations of β-globin cluster in three Thai HbE/β0-thalassemia families. 

            (continued)
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(AT)xNz(AT)y is the repeat motif of βLCR-HS2. β-haplotypes are the RFLP-haplotypes of β-thalassemia chromosome. PG F stands for G  

framework. rs2071348 is the SNP (C/A) in HBBP1 locus.  Numbers preceded by the minus symbol indicate locations of SNPs in promoter 

region of G -globin gene.  “-158” is the XmnI-G  site.  “ + ” indicates presence of cutting sites and “ - ” indicates absence of cutting sites for 

the restriction enzymes. 

Extended β-globin haplotypes and HbF synthesis in 

Thai HbE/βO-thalassemia 

 Extended haplotypes of the β-globin gene cluster  

in three HbE/β-thalassemia; two with Hbs EF and another  

with Hb EE, were analyzed and compared. The first  

patient (II-I in family I, as shown in Table 1 and A in  

Figure 3), with 66.6% HbE and 20.9% HbF, was compound  

heterozygous for βE and β41/42(-TTCT) alleles. The second 

patient (II-II in family II, as shown in Table 1 and B in 

Figure 3), with 61.3% HbE, 22.1% HbF, was compound 

heterozygote for βE and β17(A-T). The third patient (II-II in

family III, as shown in Table 1 and C in Figure 3), with 

1.7% HbF and 89.4% HbE, was heterozygous for βE and 

βIVS1-nt1 (G-T) (Figure 3). As shown in Figure 3, the βE-allele 

in the two patients (“A” and “B”) with high HbF levels 

was in-cis with the (AT)
9
N

12
(AT)

10
, haplotype III, PG F2, 

(TG)
13
 and “C” at the HBBP1: rs 2071348 locus. In  

contrast, the βE-allele in the patient (“C”) with a lower HbF 

level than patients “A”, “B” was also in-cis with haplo-

type III, PG F2, (TG)
13
 and “C” at the HBBP1: rs 2071348  

locus. However, the (AT)xNz(AT)y motif of the βLCR-HS2 

in patient “C” was (AT)
8
N

12
(AT)

11
.

Figure 3  Hb typing by HPLC (top panel) and cis-acting sequence variations (lower panel) in HbE/βO-thalassemia patients “A”, “B” and “C” 

as mentioned in the text. β17 represents  β17(A-T), β41/42 represents β41/42(-TTCT), βIVS1nt represents βIVS1-nt1(G-T), β-haplo represents β-haplotypes and  

PG F represents pre-G  framework.
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 The βE-allele mutates from the normal βA-allele 

by missense mutation of codon 26 of the β-globin gene, 

altering the codon for glutamic acid to that for lysine.1  

This mutation is common in Southeast Asia.22,23  This high  

incidence was shown to be due to natural selection 

against malaria, particularly Plasmodium falciparum.24-26

 Recent pairwise LD analyses in Thai HbE/

βO-thalassemia by Ma et al8  and in Thai homozygous 

HbE (EE), heterozygous HbE (AE) and normal (A
2
A)  

individuals by Ohashi et al10 indicated significant linkage  

disequilibrium of the βE-allele and surrounding in-cis  

sequence variations. These studies assumed that malarial  

selection was involved. The family studies undertaken in 

this study found that the βE-allele was always in-cis with 

the (AT)
9
N

12
(AT)

10
 motif, β-globin haplotype III, PG F 2, 

 (TG)
13
 motif within IVS2 of A -globin gene, XmnI+ and “C” 

allele of HBBP1 : rs2071348, confirming those previous 

statistical assumptions. Interestingly, all of these in-cis  

sequence variations have been shown to be associated  

with increased HbF expression.15,21,27-35 Hence, closed  

relation between HbE and cis-acting genetic factors  

associated with increased HbF expression observed in this 

study was most likely a result of positive selection against 

malaria, which is endemic in Thailand. Red blood cells  

containing Hbs E and F retarded the growth of  

P. falciparum, probably due to increased oxidative  

stress.36,37  Thus, individuals inheriting both HbE and 

HbF-activating loci are likely to survive malarial infection.

 Analysis in 3 HbE/β-thalassemia patients having 

typical EF (“A”, “B” in Figure 3) and atypical EE (“C” in  

Figure 3) phenotypes highlighted the importance of  

combination of the (AT)
9
N

12
(AT)

10
 motif, β-globin haplotype  

III, PG F 2, (TG)
13
 motif within IVS2 of A -globin gene, 

XmnI+ and “C” allele of HBBP1 : rs2071348 in activating 

HbF production. The β17(A-T), β41/42 (-TTCT) and βIVS1-nt1(G-T)- 

alleles in these three patients were in-cis to the β-globin 

haplotype I & VII, PG F I, (TG)
9
(CG)

5
(TG)

8
 motif within 

IVS2 of A -globin gene, XmnI- and “A” allele of HBBP1 : 

rs2071348 previously shown to be involved with low HbF 

expression.15,33,34  Thus, HbF expression in these three

Discussion
patients was likely the result of icreased expression of 

the -globin gene on the βE-chromosome. However, 

in patient “C” (Figure 3),  the (AT)
x
N

z
(AT)

y
 motif in the  

βE-chromosome was (AT)
8
N

12
(AT)

11
, which has been  

previously shown to be involved in normal HbF  

expression33 and should be responsible for the atypically  

low HbF in patient “C”. The (AT)
x
N

z
(AT)

y
 moti f of  

βLCR-HS2 has been shown to be a classical enhancer 

for G -globin gene expression via opening chromosomal  

domain, thus increasing accessibility of RNA polymerase.38  

The (AT)
8
N

12
(AT)

11
 motif might have less impact on the chro-

mosome opening activity at -globin promoter, resulting  

in minimal -globin gene expression. This study was,  

however, the first to describe this unusual phenomenon.

 In conclusion, this family study confirmed the 

linkage of the βE allele and cis-acting loci associated with 

high HbF phenotype. The close relationship between HbE  

and HbF as well as the need of combination of the  

analyzed cis-acting sequences in activating HbF  

expression was highlighted. 
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Fast preparative separation of human hemoglobins A, A

2
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Abstract
 

Background  Preparative separation of hemoglobins is useful for preparing purified hemoglobins used as 

standard and control materials, as antigen for immunization or for immunological tests for hemoglobins. 

Objectives: This study was aimed to develop the fast procedures for preparative separation of hemoglobins in 

hemolysate. 

Methods: For fast preparative separation of Hbs A, A
2
, E (with A

2
) and F, three stepwise pH gradient liquid  

chromatography was developed namely Protocol A, Protocol A
2
/E and Protocol F using the medium pressure liquid 

chromatography (MPLC) system and Tris-HCl-KCN (THK) buffer. The techniques of CAE with band elution was also 

developed to quickly separate and purify Hb Bart’s and Hb Portland I.

Results: Compared to the conventional continuous pH gradient anion-exchange liquid chromatography run on the 

MPLC system which lasted 240-340 minutes, this newly established protocols took considerably short separating 

time. The Protocol A, Protocol A
2
/E and the Protocol F required only 50, 50 and 70 minutes, respectively, to complete 

run. The outcomes of separation of conventional and the new methods were comparable. Hbs Bart’s and Portland 

were successfully separated within 15 minutes in CAE, followed by band elution. 

Conclusion:  The new stepwise pH gradient anion-exchange liquid chromatography protocols run in the MPLC 

system and CAE with band elution techniques were successfully developed for fast preparative separation of  

hemoglobins. These protocols should be useful in preparation of purified hemoglobins that might be used as  

antigen, standard and control materials for hemoglobin study after specific types and separating patterns of purified 

hemoglobins were correctly confirmed by other standard techniques. 
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2015; 48(2): 100-106

Keywords: Hemoglobin, medium pressure liquid chromatography, cellulose acetate electrophoresis, continuous pH 

gradient liquid chromatography, stepwise pH gradient liquid chromatography 
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developed to quickly separate and purify Hb Bart’s and Hb Portland I.

Results: Compared to the conventional continuous pH gradient anion-exchange liquid chromatography run on the 

MPLC system which lasted 240-340 minutes, this newly established protocols took considerably short separating 

time. The Protocol A, Protocol A
2
/E and the Protocol F required only 50, 50 and 70 minutes, respectively, to complete 

run. The outcomes of separation of conventional and the new methods were comparable. Hbs Bart’s and Portland 

were successfully separated within 15 minutes in CAE, followed by band elution. 

Conclusion:  The new stepwise pH gradient anion-exchange liquid chromatography protocols run in the MPLC 

system and CAE with band elution techniques were successfully developed for fast preparative separation of  

hemoglobins. These protocols should be useful in preparation of purified hemoglobins that might be used as  

antigen, standard and control materials for hemoglobin study after specific types and separating patterns of purified 

hemoglobins were correctly confirmed by other standard techniques. 
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2015; 48(2): 100-106

Keywords: Hemoglobin, medium pressure liquid chromatography, cellulose acetate electrophoresis, continuous pH 

gradient liquid chromatography, stepwise pH gradient liquid chromatography 
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บทคดัย่อ

พืน้ฐาน การแยกน�้าละลายฮโีมโกลบนิใหไ้ดเ้ป็นฮโีมโกลบนิบรสิทุธิม์คีวามส�าคญัและสามารถน�าไปใชป้ระโยชน์ไดใ้นหลายทาง  

เช่น ใช้เป็นสารมาตรฐาน สารควบคุมคุณภาพการตรวจชนิดและปรมิาณฮโีมโกลบนิ ใช้เป็นแอนติเจนในการผลติ

แอนตบิอด ีหรอืใชเ้ป็นสารทดสอบทางภมูคิุม้กนัวทิยา

วตัถปุระสงค ์ เพือ่พฒันาวธิกีารแบบเรว็เพือ่เตรยีมฮโีมโกลบนิบรสิทุธิป์รมิาณมาก

วิธีการ   ส�าหรบัการเตรยีมฮโีมโกลบนิ  A, A
2
, E (with A

2
) และ F บรสิทุธิป์รมิาณมากโดยเรว็ ไดท้�าการพฒันาเทคนิค stepwise  

pH gradient liquid chromatography ภายใตห้ลกัการ medium pressure liquid chromatography (MPLC) รว่มกบัใช้

บฟัเฟอร์ชนิด Tris-HCl-KCN (THK) โดยระบบที่พฒันาขึน้ตัง้ชื่อว่า Protocal A, Protocal A
2
/E, และ Protocol F  ส่วน 

การเตรียมฮีโมโกลบิน Bart’s และ Portland 1 บริสุทธิแ์ละปริมาณมากได้ท�าการพฒันาเทคนิค Cellulose acetate  

electrophoresis (CAE) ตามดว้ยการชะแถบฮโีมโกลบนิ

ผลการวิจยั เมื่อเปรยีบเทยีบกบัวธิกีารเตรยีมฮโีมโกลบนิบรสิุทธิใ์นวธิดี ัง้เดมิ (conventional continuous pH gradient  

liquid chromatography) ซึ่งใช้เวลาในแต่ละครัง้ประมาณ 240-340 นาท ี แต่วธิทีี่พฒันาขึ้นมาใหม่น้ีสามารถแยกชนิด 

ฮโีมโกลบนิทีต่อ้งการไดอ้ยา่งรวดเรว็คอื Protocal A, Protocal A
2
/E, และ Protocol F ใชเ้วลาเพยีงแค ่50 นาท,ี 50 นาทแีละ 

70 นาทตีามล�าดบั ปรมิาณฮโีมโกลบนิบรสิทุธิท์ีเ่ตรยีมไดจ้ากทัง้สองวธิมีคีา่ใกลเ้คยีงกนั เทคนิค CAE ตามดว้ยการชะแถบ 

ฮโีมโกลบนิสามารถเตรยีมฮโีมโกลบนิ Bart’s และ Portland I บรสิทุธิป์รมิาณมากในเวลา 15 นาท ี

สรปุผลการทดลอง การศกึษาน้ีประสบผลส�าเรจ็ในการพฒันาวธิกีารเตรยีมฮโีมโกลบนิบรสิทุธิป์รมิาณมากโดยวธิ ี stepwise 

pH gradient anion-exchange liquid chromatography protocols ภายระบบ MPLC และวธิ ี CAE ตามด้วยการ 

ชะแถบฮโีมโกลบนิ วธิกีารทีพ่ฒันาขึน้น้ีสามารถน�าไปใชป้ระโยชน์ในการเตรยีมฮโีมโกลบนิบรสิุทธิท์ีอ่าจใชเ้ป็นแอนตเิจน

สารควบคุมคุณภาพ และสารมาตรฐานที่ใช้ในการศกึษาฮโีมโกลบนิหลงัจากท�าการยนืยนัชนิดและรูปแบบการแยกของ 

ฮโีมโกลบนิดว้ยวธิมีาตรฐานอืน่

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2558; 48(2): 100-106

ค�าส�าคญั Hemoglobin, medium pressure liquid chromatography, cellulose acetate electrophoresis, continuous pH 

gradient liquid chromatography, stepwise pH gradient liquid chromatography 

 Hemoglobin (Hb) is the principal protein in red 

blood cells (RBCs). Its main task is to transport O
2
/CO

2
 

and stabilize pH in the erythrocytes. More than one type 

of hemoglobins are synthesized at each developmental  

stage of human. In embryo, Hb Gower 1 (
2 2

) ,  

Gower 2 (α
2 2

) and Portland I (
2 2

) are predominantly 

produced. In fetus, HbF (α
2 2

) predominates, following 

by HbA (α
2
β

2
). In adult life, HbA is the major hemoglobin, 

followed respectively by HbA
2
 (α

2 2
) and HbF.1 Types 

and quantities these hemoglobins thus determine status  

of hemoglobin production in human at each developmental 

stage, change of which indicates the syndrome of  

thalassemia and hemoglobinopathies. 

Introduction  Separation and quantification of hemoglobins 

in blood may be performed to make the diagnosis of  

thalassemia and hemoglobinopathies. To date, several 

techniques have been developed for this task, including  

cation-exchange HPLC, cation-exchange LPLC, isoelectric 

focusing (IEF) and capillary electrophoresis (CE).2,3

 Another objective of hemoglobin separation 

is to prepare the purified hemoglobin for further use as 

antigen, standard and control materials for hemoglobin 

studies. To obtain the large quantity of the hemoglobin,  

the so-called preparative separation is performed.  

Conventionally, the preparative separation of hemoglobin 

is performed by continuous gradient ion exchange column  

liquid chromatography.4  However, this technique is laborious
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and time-consuming taking almost 5 hours. Some  

unstable hemoglobins might not remain intact at the end 

of the chromatography. Thus, this study was aimed to 

develop the fast and effective protocols for preparative 

separation of Hbs A, A
2,
 E, F, Bart’s and Portland I. This 

new protocol was anticipated to be useful for those working 

in immunologic production of antibody to hemoglobins as 

well as those involved in diagnosis of thalassemia by the 

hemoglobin analysis techniques.

Preparation of hemolysate 

 Hemolysate was prepared from cord blood 

(for Hbs F, Portland I and Bart’s) and peripheral blood 

(for Hbs A, A
2
, E) by the standard carbon tetrachloride 

(CCl4) extraction.5 Briefly, 3.0 mL of  EDTA blood was 

washed for 3 times with normal saline solution (NSS) to 

yield packed red cell (PRC). Two volume of distilled water 

was then mixed with the PRC to lyse the red blood cells. 

The red cell debris was thereafter removed by extracting 

against one volume of carbon tetrachloride (CCl
4
). Finally, 

the clear hemolysate at the top layer was collected which 

contians approximately 8-10 g/dL hemoglobin. The thesis 

was ethnically approved by the Research Ethic Commit-

tee, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai 

University (Approved notice number 103/2556)  
   

Conventional preparative separation of Hbs A, A
2
, E, F  

by continuous gradient medium pressure liquid  

chromatography (MPLC)

 Separation of Hbs A, F, A
2
, E (with A

2
) was 

performed in MPLC Fraction Collector (EKTA™ Prime, 

GE Healthcare Bioscience, Upsala, Sweden) using  

DEAE-Sepharose beads packed in C10/10 column 

(GE Healthcare Bioscience, Upsala, Sweden). 0.5 mL  

hemolysate mixed with 3 mL Tris-HCl-KCN (THK) buffer pH 

9.0 was loaded into the column. Separation of hemoglobins 

was performed by the continuous pH gradient of  

Tris-HCl-KCN (THK) buffer from 9.0  to 6.5. In case of 

separating HbA from HbF, proportion of THK buffer pH 

6.5 was increased from 25% to 100% at the increasing 

rate of 1% /6 min. In case of separating HbA from HbA
2 

or HbA from HbE (with HbA
2
), the proportion of the THK 

buffer pH 6.5 was increased form 15% to 100% at the  

Materials and Methods

rate of 1%/5 min. Flow rate was set at 1 mL/min for both 

protocols.

Fast preparative separation of Hbs A, A
2
, E, F by stepwise 

gradient medium pressure liquid chromatography 

(MPLC)

 Separation of Hbs A, F, A
2
, E (with A

2
) was  

performed in MPLC Fraction Collector (EKTA™ Prime, 

GE Healthcare Bioscience, Upsala, Sweden) using  

DEAE-Sepharose beads packed in C10/10 column 

(GE Healthcare Bioscience, Upsala, Sweden).  0.5 mL 

hemolysate mixed with 3 mL Tris-HCl-KCN (THK) buffer 

pH 9.0 was applied into the column. Elution of hemoglobin  

fractions was accomplished under the stepwise pH  

gradient of Tris-HCl-KCN (THK) buffer from 9.0 to 6.5. 

Three stepwise pH gradient protocols so-called Protocol A,  

Protocol A
2
/E and Protocol F were developed to specifically  

and quickly separate HbA, HbA
2
/E and HbF, respectively. In 

the Protocol A, a separating process comprised initial  

increase of THK buffer pH 6.5, at 2-mL/min flow rate, form 

0% to 40% in 6 min and held at 40%  for 15 min before 

increasing to 60% in 5 min and held at this proportion for 

20 min to completely elute the  HbA. At the end, proportion 

of THK buffer pH 6.5 was immediately increased to 100%  

and stayed at this proportion for 20 min to elute the  

remaining Hbs. In the Protocol A
2
/E, the process consisted 

of initial increase of THK buffer pH 6.5 from 0%-40% in 6 

min at the rate of 1 mL/min. This proportion was held for 

25 min to completely elute HbA
2
/E before increasing to 

100% in 5 min to completely elute the remaining Hbs in 

25 min. In the Protocol F, the process was composed of 

an initial increase of THK buffer pH 6.5 from 0% to 50% 

in 6 min at 1 mL/min flow rate and held at this proportion 

for 5 min before increasing to 65% and stayed at this 

proportion for 40 min to completely elute HbF (Figure 1C).

Preparative separation of Hbs Bart’s and Portland I 

by cellulose acetate electrophoresis (CAE) with band  

elution

 Purification of Hbs Portland I and Bart’s was  

performed using cellulose acetate electrophoresis (CAE) 

at alkaline condition followed by band elution as described 

previously.6  Briefly, the hemolysate was prepared from  

cord blood of Hb Bart’s hydrops fetalis babies and  

subjected to CAE. After Hb Bart’s and Hb Portland were
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and time-consuming taking almost 5 hours. Some  

unstable hemoglobins might not remain intact at the end 

of the chromatography. Thus, this study was aimed to 

develop the fast and effective protocols for preparative 

separation of Hbs A, A
2,
 E, F, Bart’s and Portland I. This 

new protocol was anticipated to be useful for those working 

in immunologic production of antibody to hemoglobins as 

well as those involved in diagnosis of thalassemia by the 

hemoglobin analysis techniques.

Preparation of hemolysate 

 Hemolysate was prepared from cord blood 

(for Hbs F, Portland I and Bart’s) and peripheral blood 

(for Hbs A, A
2
, E) by the standard carbon tetrachloride 

(CCl4) extraction.5 Briefly, 3.0 mL of  EDTA blood was 

washed for 3 times with normal saline solution (NSS) to 

yield packed red cell (PRC). Two volume of distilled water 

was then mixed with the PRC to lyse the red blood cells. 

The red cell debris was thereafter removed by extracting 

against one volume of carbon tetrachloride (CCl
4
). Finally, 

the clear hemolysate at the top layer was collected which 

contians approximately 8-10 g/dL hemoglobin. The thesis 

was ethnically approved by the Research Ethic Commit-

tee, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai 

University (Approved notice number 103/2556)  
   

Conventional preparative separation of Hbs A, A
2
, E, F  

by continuous gradient medium pressure liquid  

chromatography (MPLC)

 Separation of Hbs A, F, A
2
, E (with A

2
) was 

performed in MPLC Fraction Collector (EKTA™ Prime, 

GE Healthcare Bioscience, Upsala, Sweden) using  

DEAE-Sepharose beads packed in C10/10 column 

(GE Healthcare Bioscience, Upsala, Sweden). 0.5 mL  

hemolysate mixed with 3 mL Tris-HCl-KCN (THK) buffer pH 

9.0 was loaded into the column. Separation of hemoglobins 

was performed by the continuous pH gradient of  

Tris-HCl-KCN (THK) buffer from 9.0  to 6.5. In case of 

separating HbA from HbF, proportion of THK buffer pH 

6.5 was increased from 25% to 100% at the increasing 

rate of 1% /6 min. In case of separating HbA from HbA
2 

or HbA from HbE (with HbA
2
), the proportion of the THK 

buffer pH 6.5 was increased form 15% to 100% at the  

Materials and Methods

rate of 1%/5 min. Flow rate was set at 1 mL/min for both 

protocols.

Fast preparative separation of Hbs A, A
2
, E, F by stepwise 

gradient medium pressure liquid chromatography 

(MPLC)

 Separation of Hbs A, F, A
2
, E (with A

2
) was  

performed in MPLC Fraction Collector (EKTA™ Prime, 

GE Healthcare Bioscience, Upsala, Sweden) using  

DEAE-Sepharose beads packed in C10/10 column 

(GE Healthcare Bioscience, Upsala, Sweden).  0.5 mL 

hemolysate mixed with 3 mL Tris-HCl-KCN (THK) buffer 

pH 9.0 was applied into the column. Elution of hemoglobin  

fractions was accomplished under the stepwise pH  

gradient of Tris-HCl-KCN (THK) buffer from 9.0 to 6.5. 

Three stepwise pH gradient protocols so-called Protocol A,  

Protocol A
2
/E and Protocol F were developed to specifically  

and quickly separate HbA, HbA
2
/E and HbF, respectively. In 

the Protocol A, a separating process comprised initial  

increase of THK buffer pH 6.5, at 2-mL/min flow rate, form 

0% to 40% in 6 min and held at 40%  for 15 min before 

increasing to 60% in 5 min and held at this proportion for 

20 min to completely elute the  HbA. At the end, proportion 

of THK buffer pH 6.5 was immediately increased to 100%  

and stayed at this proportion for 20 min to elute the  

remaining Hbs. In the Protocol A
2
/E, the process consisted 

of initial increase of THK buffer pH 6.5 from 0%-40% in 6 

min at the rate of 1 mL/min. This proportion was held for 

25 min to completely elute HbA
2
/E before increasing to 

100% in 5 min to completely elute the remaining Hbs in 

25 min. In the Protocol F, the process was composed of 

an initial increase of THK buffer pH 6.5 from 0% to 50% 

in 6 min at 1 mL/min flow rate and held at this proportion 

for 5 min before increasing to 65% and stayed at this 

proportion for 40 min to completely elute HbF (Figure 1C).

Preparative separation of Hbs Bart’s and Portland I 

by cellulose acetate electrophoresis (CAE) with band  

elution

 Purification of Hbs Portland I and Bart’s was  

performed using cellulose acetate electrophoresis (CAE) 

at alkaline condition followed by band elution as described 

previously.6  Briefly, the hemolysate was prepared from  

cord blood of Hb Bart’s hydrops fetalis babies and  

subjected to CAE. After Hb Bart’s and Hb Portland were
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clearly separated in CAE, the bands of these two  

hemoglobins were manually cut apart by using a clean 

scissors,  soaked overnight at 4oC in  5 mL of phosphate 

buffered saline (PBS) pH 7.2 to elute Hb Bart’s and Hb 

Portland form the cellulose acetate plate.

Concentrating and quantifying the purified hemoglobins

 The pooled fractions of purified hemoglobins from 

MPLC and pooled bands of purified Hb from CAE were  

concentrated by using ultrafiltration (VIVASpin™, Sartorius 

AG, Goettingen, Germany). The concentration of the purified  

hemoglobins was finally measured by the modified  

cyanmethemoglobin method.7  Practically, 20 µL of  

hemolysate was mixed with 4 mL of VKZ-Drabkin’s solution  

(0.61 mM K
3
FeCN

6
, 0.77 mM KCN, 1.03 mM KH

2
PO

4
, 

0.05% (v/v) sterox SE in DW) and incubated at RT for 10 

minutes. After measuring the optical density at 540-nm 

wavelength, the concentration of hemoglobin in g/L was  

directly calculated from the equation : [Hb in g/dL = (OD540 

x 64458 x 201)/( 44  x d x 1000)], where “d” was the light 

path in centrimeter.

The new stepwise MPLC separation of hemoglobins A, 

A
2
/E and F

 Three stepwise MPLC protocols arbitrarily named 

Protocol A, Protocol A
2
/E and Protocol F were successfully 

established (Figures 1A, 1B, 1C).  As compared to the  

conventional continuous pH gradient which lasted  

approximately 240 min for A
2
/E and A (Figure 2A) and  

approximately 340 min for F (Figure 2B), this newly  

established protocols drastically reduced the separation 

duration. The Protocol A and the Protocol A
2
/E required 

only  50-minutes to prepare 31.6 mg HbA, 3.0 HbA
2
, 

15.4 HbE (with A
2
), whereas  the Protocol F took only 

70 minutes to prepare 33.8 mg HbF from 0.5 mL loaded  

hemolysate. These amount of hemoglobins were  

comparable to those obtained from the conventional  

anion-exchange continuous gradient liquid chromatography 

(54.3 mg HbA, 2.6 mg HbA
2
, 17.1 mg HbE (with A

2
) 

and 23.6 mg HbF).  The separated hemoglobin peaks 

obtained from each new protocol were correctly confirmed 

by the CAE as shown in Figure 1D.

Results

Figure 1 Stepwise MPLC hemoglobin chromatograms of Protocols A (A), Protocols A
2
/E (B) and Protocols F (C). (D) CAE patterns of  

hemoglobins obtained from Protocol A (Lanes A, A
2
 or E) , Protocol A

2
/E (Lanes A, A

2
 or E) and Protocol F (Lanes A, F). Note that HbA

2
 and 

HbE have the same retention times.
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Figure 2 Hemoglobin chromatograms generated by continuous pH gradient of anion-exchange (DEAE-Sepharose) MPLC (EKTA Prime™). (A) 

Hb chromatogram of A
2
A under an increase proportion of THK buffer pH 6.5 from 15-100% in 425 min at 1% per 5 min increasing rate. (B) Hb 

chromatogram of AF under an increase proportion of THK buffer pH 6.5 from 25-100% in 450 min at 1% per 6 min increasing rate.

Purification of hemoglobin Bart’s and Portland I

 After CAE for 15 minutes, Hb Bart’s and Hb  

Portland I were clearly separated as shown in Figure 3A 

and 6.0 mg as well as 2 mg Hb Bart’s and Hb Portand, 

respectively, were yielded. The purified Hbs Bart’s and 

Portalnd I were correctly confirmed by the CAE as shown 

in Figure 3B.

Figure 3  Separation of Hb Bart’s and Hb Portalnd I (Hb Portland in picture) by cellulose acetate electrophoresis (CAE) at alkaline condition.  

(A) Hb separating pattern after 15-20 min electrophoresis (B) Checking the purity of Hb Bart’s and Hb Portand I by the CAE at alkaline  

condition. Note that single Hb Bart’s and Hb Portland I bands are seen indicating the high purity of these hemoglobins.
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Figure 2 Hemoglobin chromatograms generated by continuous pH gradient of anion-exchange (DEAE-Sepharose) MPLC (EKTA Prime™). (A) 

Hb chromatogram of A
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A under an increase proportion of THK buffer pH 6.5 from 15-100% in 425 min at 1% per 5 min increasing rate. (B) Hb 

chromatogram of AF under an increase proportion of THK buffer pH 6.5 from 25-100% in 450 min at 1% per 6 min increasing rate.

Purification of hemoglobin Bart’s and Portland I

 After CAE for 15 minutes, Hb Bart’s and Hb  

Portland I were clearly separated as shown in Figure 3A 

and 6.0 mg as well as 2 mg Hb Bart’s and Hb Portand, 

respectively, were yielded. The purified Hbs Bart’s and 

Portalnd I were correctly confirmed by the CAE as shown 

in Figure 3B.

Figure 3  Separation of Hb Bart’s and Hb Portalnd I (Hb Portland in picture) by cellulose acetate electrophoresis (CAE) at alkaline condition.  

(A) Hb separating pattern after 15-20 min electrophoresis (B) Checking the purity of Hb Bart’s and Hb Portand I by the CAE at alkaline  

condition. Note that single Hb Bart’s and Hb Portland I bands are seen indicating the high purity of these hemoglobins.
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 Purified hemoglobins are useful in immunological 

and hematological studies of hemoglobins. Preparation 

of purified hemoglobins relies on the amphoteric property 

of hemoglobin in that its molecular net charge changes 

when pH of the medium changes, i.e. net charge becomes 

negative in the medium having pH greater than pI of the 

hemoglobins.8  Based on this fact, anion-exchange liquid 

chromatography was established to prepare the purified 

hemoglobins from human blood.9  Conventionally,  continuous 

pH or salt  gradient  is performed to separate hemoglobins 

in blood lysate. Under this platform, pH gradually drops or 

salt concentration gradually raises leading to separation of 

hemoglobins  along the length of column. However, this 

technique require a long separation time and degradation 

of unstable hemoglobins such as HbH and HbE is likely  

to occur. Moreover, as Hb Bart’s (
4
) and Hb Portand I  

(
2 2

) have very low pI (6.63 and 6.37, respectively)  

compare to HbA (α
2
β

2
)  (pI  6.98) ,  these two  

hemoglobins take very time to be eluted out of the  

column.10   Hb Portland I constitutes smaller amount than 

Hb Bart’s (22.5% vs 77.5%) in blood of Hb Bart’s hydrops 

fetalis which is usually used as a source of these two  

hemoglobins.11  Thus, clear separation of Hb Bart’s 

and Hb Portland I by the continuous gradient liquid  

chromatography is difficult to achieve.

 The protocols for preparative separation of  

hemoglobins developed in this study were shown to be  

effective, less time consuming in preparation of purified  

Hbs A, A
2
, E (with A

2
), F, Bart’s and Portland I. In the  

step-wise gradient liquid chromatography, change in 

proportion of mobile phases was set in order to obtain 

pH specifically to elute required hemoglobin. After the  

required hemoglobin was eluted, the proportion of mobile  

phases was suddenly changed in a way that the remaining  

hemoglobins were washed out of the column. By doing 

this, the hemoglobin of interest was obtained in a short 

separating time compared to the continuous gradient style 

as demonstrated in this study. However, we could not  

established the optimal stepwise gradient protocol for 

clearly separating Hb Bart’s and Hb Portland I. This might 

be due to the low pI that requires more acidic medium to 

be eluted. The acidic medium might cause degradation

Discussion of these hemoglobin and, hence, resulting in poor  

separation.

 Cellulose acetate electrophoresis (CAE) at  

alkaline condition has been in routinely employed for  

hemoglobin separation.12  This technique requires less 

than 20 minutes to completely separate all types of  

hemoglobin in blood. Although this technique is designed 

for the diagnostic purpose, not for preparative goal, we 

successfully modified the CAE for preparative separation 

of Hb Bart’s and Hb Portland I by applying  hemolysate 

of Hb Bart’s hydrops fetalis in all 8 lanes, followed by  

eluting the cut bands of Hb Bart’s and Hb Portland I in PBS.  

This techniques was proven to be effective and obviously 

less time consuming.

 Although the concentrated fractions were shown, 

by the CAE, to move at the same speed as the known  

hemoglobins, confirmation, e.g. by amino acid sequencing, 

was still required to ascertain if these fractions were of 

the corresponding hemoglobin types. In addition, for Hbs 

A, A
2
, F, these purified hemoglobins should be used as  

antigen in immunological studies such as for immunization 

or as the standard for the immunological tests. However, 

care must be taken when HbE is utilized since the HbE 

fraction contains HbA
2
. Thus, the HbE fractions obtained 

from this reported protocol should not be used for immu-

nological methodologies, but could rather be utilized as 

the standard or control material for HbE study.

 As these hemoglobin fractions were found to 

move at the same bands as the known hemoglobins, we 

thus postulated their uses as the standards and control  

materials for hemoglobins studies. However, several  

advanced hemoglobin analysis methodologies are  

performed presently such as the weak-cation exchange  

HPLC, the weak-cation exchange LPLC and the capillary  

zone electrophoresis (CZE). Thus, these purified  

hemoglobin fractions should be tested against these  

advanced techniques prior to making their uses in this 

particular application.

 In conclusion, we successfully developed the 

new fast stepwise pH gradient anion exchange liquid 

chromatography protocol run in the MPLC system for  

preparative separation of Hbs A, A
2
, E (with A

2
), F. We 

also successfully established the quick and easy cellulose
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acetate electrophoresis for preparing a large quantities 

of Hb Bart’s and Hb Portland I. These two techniques 

could be useful for those working in immunological and  

hematological studies of hemoglobins.
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Reliability study of outcome measures in subjects with knee osteoarthritis
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Abstract

Objective: The purpose of this study was to examine the reliability of the Western Ontario and McMaster 

Universities Osteoarthritis (WOMAC), visual analog scale (VAS), pressure pain threshold (PPT), Timed Up 

and Go test (TUG) and Quadriceps & Hamstrings strength in patients with knee osteoarthritis.

Materials and Methods: Test-retest reliability of measurements with 1 day interval between session was 

determined by an Intraclass-correlation coefficient (ICC), Standard error of measurements (SEMs) and  

Coefficient of variation (CV) in 20 patients with knee osteoarthritis (age 63.5±9.9 years, weight 62.2±10.11 kg., 

height 156.6±8.58 cm.)

Results: Intra tester reliability of outcome measures were good to excellent with intraclass correlation coefficient 

(ICC) of greater than 0.86, Standard error of measurements (SEMs) of less than 0.61% and Coefficient of 

variation (CV) of less than 9.38%, except the WOMAC (subpart: function) that exceeded 15%.
 

Conclusion: These measurement outcomes were reliability and could be useful for detecting changes in 

management of knee osteoarthritis (OA). However, the WOMAC (sub part: function) seemed to be less reliable 

due to its variation. Therefore, other potential functional outcome measures should be considered to add in 

for detecting change in the part of function outcome.

Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2015; 48(2): 107-114

Keywords: Reliability, knee joint, osteoarthritis, outcome measurement
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บทคดัย่อ

วตัถปุระสงค:์ เพือ่ศกึษาความน่าเชือ่ถอื ความคลาดเคลือ่น และความแปรปรวนของการวดั ในตวัแปรทีส่�าคญัและจ�าเป็นต่อ

การตรวจประเมนิพยาธสิภาพและการตอบสนองต่อการดแูลรกัษาภาวะขอ้เขา่เสือ่ม อนัไดแ้ก่ แบบประเมนิความเจบ็ปวด

ขอ้เขา่ (Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis: WOMAC) ระดบัความรูส้กึความเจบ็ปวด (visual 

analog scale: VAS) ระดบัขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดด้วยแรงกด (pressure pain threshold: PPT) ความแขง็แรงของ 

กลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ (quadriceps & hamstrings strength) และการทดสอบชว่งเวลาในการลุกเดนิ (Timed 

Up and Go test: TUG) ส�าหรบัการน�าไปใชใ้นทางคลนิิกและในงานวจิยั

วิธีการศึกษา: ศกึษาในอาสาสมคัรทัง้หมด 20 คน เพศชาย 4 คน เพศหญงิ 16 คน (อายุเฉลีย่ 63.5±9.9 ปี น�้าหนัก 

62.2±10.11 กโิลกรมั สว่นสงู 156.6±8.58 เซนตเิมตร) ท�าการวดัซ�้าโดยผูว้ดัเพยีงคนเดยีว (intra-rater reliability) โดยเวน้

ระยะวดัซ�้าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง วเิคราะหข์อ้มลูโดยใช ้intraclass-correlation coefficient (ICC), coefficient of variation (CV) 

และ standard error of measurements (SEMs)

ผลการศึกษา: ความน่าเชื่อถอืของการวดัซ�้าโดยผูว้ดัคนเดยีว อยู่ในเกณฑด์ถีงึดเียีย่ม โดยค่า intraclass–correlation  

coefficient ทีไ่ดม้คีา่มากกวา่ 0.86 สว่นคา่ standard error of measurements มคีา่น้อยกวา่ 0.61% และคา่ coefficient of 

variation ทกุตวัมคีา่น้อยกวา่ 9.38% ยกเวน้ คา่ coefficient of variation ของแบบประเมนิความเจบ็ปวดขอ้เขา่ (WOMAC) 

ในสว่นของความสามารถในการท�างาน (function) ซึง่มคีา่เกนิ 15%

สรปุผลการศึกษา: ผลการศกึษาวจิยัในครัง้น้ีสามารถสรปุไดว้า่ ความน่าเชือ่ถอืของการวดัตวัแปรส�าคญัส�าหรบัภาวะขอ้เขา่เสือ่ม 

อยู่ในเกณฑท์ีย่อมรบัได ้แต่มเีพยีงค่า coefficient of  variation ในส่วนของดา้นความสามารถในการท�างานของร่างกาย 

(physical function) ทีม่คีวามแปรปรวนสงู ซึง่อาจจ�าเป็นตอ้งมกีารเพิม่เตมิตวัวดัประเมนิความสามารถในการท�างานอืน่ๆ 

เขา้มาประกอบ

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2558; 48(2): 107-114

ค�ารหสั: ความน่าเชือ่ถอื ขอ้เขา่ ขอ้เสือ่ม ตวัแปรส�าคญั 

	 ปจัจบุนัผูส้งูอายมุจี�านวนเพิม่มากขึน้	 โดยธรรมชาติ

จากสภาวะความเสื่อมลงของระบบอวัยวะต่างๆ	 ภายใน

รา่งกายท�าใหเ้กดิพยาธสิภาพต่างๆ	มากมาย	 เชน่	 มแีนวโน้ม

ในการเป็นโรคขอ้ต่างๆ	เพิม่ขึน้	ขอ้เสือ่มเป็นภาวะความผดิปกติ

ทางระบบกลา้มเน้ือและโครงร่างทีพ่บไดใ้นทุกเชือ้ชาต	ิ โดย

เฉพาะอยา่งยิง่บรเิวณขอ้ต่อทีม่แีรงกดมากระท�าหรอืท�าหน้าที่

รบัน�้าหนกั	เชน่	ขอ้เขา่	ปญัหาดงักลา่วพบไดบ้อ่ยเมือ่อายเุพิม่ 

มากขึ้น1,2		จากการศึกษาเกี่ยวกับอุบัติการณ์การเกิดโรค 

ขอ้เขา่เสือ่มในอเมรกิา	 ปี	2000	พบวา่มผีูท้ ีเ่ป็นภาวะขอ้เขา่เสือ่ม 

สงูถงึ	43	ลา้นราย	คดิเป็น	15.28%	และคาดวา่	ในปี	2020	อาจ

มผีูท้ีม่ภีาวะขอ้เขา่เสือ่มสงูถงึ	 54	 ลา้นคน	 คดิเป็น	 16.36%3 

และผูท้ีม่อีาย	ุ 65	 ปีขึน้ไปในสหราชอาณาจกัร	ประมาณ	40%	 

มกัไดร้บัการผา่ตดัเปลีย่นขอ้เทยีม4	 	 	และจากสถติผิูป้ว่ยโรคกระดกู 

และขอ้ในประเทศไทยพบวา่	 ปจัจบุนัมผีูป้ว่ยโรคขอ้เสือ่มกวา่	

6		ลา้นคน		โดยพบมากในกลุม่ผูส้งูอาย	ุทีม่อีายมุากกวา่		65	ปีขึน้ไป

บทน�า มากถงึรอ้ยละ	50	ซึง่พบขอ้เขา่เสือ่มในหญงิอายมุากกวา่	50	 ปี	

ถงึรอ้ยละ	 40	 และมแีนวโน้มเพิม่ขึน้ทกุๆ	 ปี5	 ขอ้เขา่เสือ่มมกัม ี

อาการต่างๆ 	ไดแ้ก่	ปวดขอ้	ปวดตงึกลา้มเน้ือรอบๆ 	ขอ้	มเีสยีงลัน่ 

ขยบัขอ้ล�าบาก	 ช่วงการเคลื่อนไหวของขอ้ต่อลดลง	 หรือม ี

การผดิรูปของขอ้ต่อ	 ภาวะเหล่าน้ีเป็นสาเหตุหลกัในการจ�ากดั

การท�างานและคกุคามคณุภาพชวีติของผูส้งูอายุ6	ภาวะขอ้เขา่เสือ่ม 

มผีลต่อความแขง็แรงของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ

ในการควบคุมการท�างานของขอ้เข่า	 ท�าใหค้วามสามารถใน 

การทรงตวัลดลงและเพิม่ความเสีย่งในการลม้7-9 	กลา้มเน้ือทีอ่อ่นแรง 

มกัมคีวามสมัพนัธ์กบัอาการปวดและความสามารถการท�างาน 

ที่ลดลง10,11	 ดังนัน้การตรวจเพื่อประเมิน 	 ตลอดจนวิธ ี

การบ�าบดัรกัษาและฟ้ืนฟู	 จงึมคีวามจ�าเป็นในการป้องกนัไมใ่ห้

เกดิความรุนแรงของพยาธสิภาพทีส่่งผลต่อคณุภาพชวีติและ 

การด�ารงชวีติ	ตวัแปรทีนิ่ยมใชใ้นการตรวจประเมนิภาวะขอ้เขา่เสือ่ม 

ไดแ้ก่	 แบบประเมนิความเจบ็ปวดขอ้เขา่	 (Western	 Ontario	

and McMaster Universities Osteoarthritis: WOMAC)
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บทคดัย่อ

วตัถปุระสงค:์ เพือ่ศกึษาความน่าเชือ่ถอื ความคลาดเคลือ่น และความแปรปรวนของการวดั ในตวัแปรทีส่�าคญัและจ�าเป็นต่อ

การตรวจประเมนิพยาธสิภาพและการตอบสนองต่อการดแูลรกัษาภาวะขอ้เขา่เสือ่ม อนัไดแ้ก่ แบบประเมนิความเจบ็ปวด

ขอ้เขา่ (Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis: WOMAC) ระดบัความรูส้กึความเจบ็ปวด (visual 

analog scale: VAS) ระดบัขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดด้วยแรงกด (pressure pain threshold: PPT) ความแขง็แรงของ 

กลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ (quadriceps & hamstrings strength) และการทดสอบชว่งเวลาในการลุกเดนิ (Timed 

Up and Go test: TUG) ส�าหรบัการน�าไปใชใ้นทางคลนิิกและในงานวจิยั

วิธีการศึกษา: ศกึษาในอาสาสมคัรทัง้หมด 20 คน เพศชาย 4 คน เพศหญงิ 16 คน (อายุเฉลีย่ 63.5±9.9 ปี น�้าหนัก 

62.2±10.11 กโิลกรมั สว่นสงู 156.6±8.58 เซนตเิมตร) ท�าการวดัซ�้าโดยผูว้ดัเพยีงคนเดยีว (intra-rater reliability) โดยเวน้

ระยะวดัซ�้าเป็นเวลา 24 ชัว่โมง วเิคราะหข์อ้มลูโดยใช ้intraclass-correlation coefficient (ICC), coefficient of variation (CV) 

และ standard error of measurements (SEMs)

ผลการศึกษา: ความน่าเชื่อถอืของการวดัซ�้าโดยผูว้ดัคนเดยีว อยู่ในเกณฑด์ถีงึดเียีย่ม โดยค่า intraclass–correlation  

coefficient ทีไ่ดม้คีา่มากกวา่ 0.86 สว่นคา่ standard error of measurements มคีา่น้อยกวา่ 0.61% และคา่ coefficient of 

variation ทกุตวัมคีา่น้อยกวา่ 9.38% ยกเวน้ คา่ coefficient of variation ของแบบประเมนิความเจบ็ปวดขอ้เขา่ (WOMAC) 

ในสว่นของความสามารถในการท�างาน (function) ซึง่มคีา่เกนิ 15%

สรปุผลการศึกษา: ผลการศกึษาวจิยัในครัง้น้ีสามารถสรปุไดว้า่ ความน่าเชือ่ถอืของการวดัตวัแปรส�าคญัส�าหรบัภาวะขอ้เขา่เสือ่ม 

อยู่ในเกณฑท์ีย่อมรบัได ้แต่มเีพยีงค่า coefficient of  variation ในส่วนของดา้นความสามารถในการท�างานของร่างกาย 

(physical function) ทีม่คีวามแปรปรวนสงู ซึง่อาจจ�าเป็นตอ้งมกีารเพิม่เตมิตวัวดัประเมนิความสามารถในการท�างานอืน่ๆ 

เขา้มาประกอบ

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2558; 48(2): 107-114

ค�ารหสั: ความน่าเชือ่ถอื ขอ้เขา่ ขอ้เสือ่ม ตวัแปรส�าคญั 

	 ปจัจบุนัผูส้งูอายมุจี�านวนเพิม่มากขึน้	 โดยธรรมชาติ

จากสภาวะความเสื่อมลงของระบบอวัยวะต่างๆ	 ภายใน

รา่งกายท�าใหเ้กดิพยาธสิภาพต่างๆ	มากมาย	 เชน่	 มแีนวโน้ม

ในการเป็นโรคขอ้ต่างๆ	เพิม่ขึน้	ขอ้เสือ่มเป็นภาวะความผดิปกติ

ทางระบบกลา้มเน้ือและโครงร่างทีพ่บไดใ้นทุกเชือ้ชาต	ิ โดย

เฉพาะอยา่งยิง่บรเิวณขอ้ต่อทีม่แีรงกดมากระท�าหรอืท�าหน้าที่

รบัน�้าหนกั	เชน่	ขอ้เขา่	ปญัหาดงักลา่วพบไดบ้อ่ยเมือ่อายเุพิม่ 

มากขึ้น1,2		จากการศึกษาเกี่ยวกับอุบัติการณ์การเกิดโรค 

ขอ้เขา่เสือ่มในอเมรกิา	 ปี	2000	พบวา่มผีูท้ ีเ่ป็นภาวะขอ้เขา่เสือ่ม 

สงูถงึ	43	ลา้นราย	คดิเป็น	15.28%	และคาดวา่	ในปี	2020	อาจ

มผีูท้ีม่ภีาวะขอ้เขา่เสือ่มสงูถงึ	 54	 ลา้นคน	 คดิเป็น	 16.36%3 

และผูท้ีม่อีาย	ุ 65	 ปีขึน้ไปในสหราชอาณาจกัร	ประมาณ	40%	 

มกัไดร้บัการผา่ตดัเปลีย่นขอ้เทยีม4	 	 	และจากสถติผิูป้ว่ยโรคกระดกู 

และขอ้ในประเทศไทยพบวา่	 ปจัจบุนัมผีูป้ว่ยโรคขอ้เสือ่มกวา่	

6		ลา้นคน		โดยพบมากในกลุม่ผูส้งูอาย	ุทีม่อีายมุากกวา่		65	ปีขึน้ไป

บทน�า มากถงึรอ้ยละ	50	ซึง่พบขอ้เขา่เสือ่มในหญงิอายมุากกวา่	50	 ปี	

ถงึรอ้ยละ	 40	 และมแีนวโน้มเพิม่ขึน้ทกุๆ	 ปี5	 ขอ้เขา่เสือ่มมกัม ี

อาการต่างๆ 	ไดแ้ก่	ปวดขอ้	ปวดตงึกลา้มเน้ือรอบๆ 	ขอ้	มเีสยีงลัน่ 

ขยบัขอ้ล�าบาก	 ช่วงการเคลื่อนไหวของขอ้ต่อลดลง	 หรือม ี

การผดิรูปของขอ้ต่อ	 ภาวะเหล่าน้ีเป็นสาเหตุหลกัในการจ�ากดั

การท�างานและคกุคามคณุภาพชวีติของผูส้งูอายุ6	ภาวะขอ้เขา่เสือ่ม 

มผีลต่อความแขง็แรงของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ

ในการควบคุมการท�างานของขอ้เข่า	 ท�าใหค้วามสามารถใน 

การทรงตวัลดลงและเพิม่ความเสีย่งในการลม้7-9 	กลา้มเน้ือทีอ่อ่นแรง 

มกัมคีวามสมัพนัธ์กบัอาการปวดและความสามารถการท�างาน 

ที่ลดลง10,11	 ดังนัน้การตรวจเพื่อประเมิน 	 ตลอดจนวิธ ี

การบ�าบดัรกัษาและฟ้ืนฟู	 จงึมคีวามจ�าเป็นในการป้องกนัไมใ่ห้

เกดิความรุนแรงของพยาธสิภาพทีส่่งผลต่อคณุภาพชวีติและ 

การด�ารงชวีติ	ตวัแปรทีนิ่ยมใชใ้นการตรวจประเมนิภาวะขอ้เขา่เสือ่ม 

ไดแ้ก่	 แบบประเมนิความเจบ็ปวดขอ้เขา่	 (Western	 Ontario	

and McMaster Universities Osteoarthritis: WOMAC)
ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558108     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

และระดบัความรูส้กึความเจบ็ปวด		(visual	analog	scale:	VAS)	 

ตวัแปรดงักลา่วถอืเป็นขอ้มลูเชงิอตัวสิยั		(subjective		outcomes)	 

ทัง้น้ีการใชต้วัแปรเชงิประจกัษ์	 (objective	 outcomes)	 ร่วม

ประกอบการประเมนิการเปลีย่นแปลงพยาธสิภาพของขอ้เขา่ 

จึงมีความส�าคญัทัง้ในทางคลินิกและการศึกษาวิจัย	 จาก 

การทบทวนวรรณกรรม	 ผูว้จิยัคดิเหน็ว่าตวัแปร	 เช่น	 ระดบั

ขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดดว้ยแรงกด	 (pressure	pain	 threshold: 

PPT)	 ความแขง็แรงของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ 

(quadriceps	 &	 hamstrings	 strength)	 และการทดสอบชว่ง

เวลาในการลุกเดนิ	 (Timed	Up	and	Go	 test,	 TUG)	 น่าจะมี

ความส�าคญัต่อการตรวจประเมนิการเปลีย่นแปลงพยาธสิภาพ

และการตอบสนองต่อการบ�าบดัรกัษาของภาวะขอ้เข่าเสื่อม	

จากการศึกษาที่ผ่านมายงัมขี้อจ�ากดัในการศึกษาความน่า 

เชื่อถอืของวธิกีารวดัตวัแปรดงักล่าวขา้งตน้	 กล่าวคอืยงัไม่มี

การศกึษาใดทีย่นืยนัความน่าเชือ่ถอืของตวัแปรต่างๆ	 ทัง้เชงิ

อตัวิสยัและเชิงประจกัษ์ในกลุ่มอาสาสมคัรที่มภีาวะข้อเข่า

เสือ่มในการศกึษาเดยีวกนั	 ซึง่มคีวามจ�าเป็นในการเทยีบเคยีง

ความน่าเชือ่ถอืระหวา่งตวัแปร	 นอกจากน้ีการศกึษาสว่นใหญ่ 

ค�านึงถงึเฉพาะความน่าเชือ่ถอืแต่ไมไ่ดค้�านึงถงึความคลาดเคลือ่น 

และความแปรปรวนของการวดั	 อนัเป็นปจัจยัส�าคญัที่ควร

ตระหนักถงึ	 ประเดน็ความน่าเชื่อถอืของการวดั	 (reliability	

study)	มคีวามส�าคญัต่อการศกึษาวจิยั	(research	study)	และ 

การตดิตามการเปลี่ยนแปลงเชงิคลนิิก	 (clinical	 change)	 

การศกึษาในครัง้น้ีจงึท�าการวเิคราะห์ขอ้มูลความน่าเชื่อถือ

ของการวดัทัง้ในเชิงอัตวิสยัและเชิงประจกัษ์ส�าหรบัภาวะ 

ขอ้เขา่เสือ่มเพื่อใหก้ารพจิารณาความน่าเชื่อถอืของการวดัใน

การเปลีย่นแปลงของตวัแปรต่างๆ	มคีวามสมบรูณ์ยิง่ขึน้

	 การศกึษาน้ีมวีตัถุประสงคเ์พือ่ศกึษาความน่าเชื่อถอื	

ความคลาดเคลื่อน	 และความแปรปรวนของวธิีการวดั	 ใน 

ตัวแปรที่ส�าคัญและจ�า เ ป็นต่อการตรวจประเมินระดับ 

ความรุนแรงของพยาธสิภาพและการตอบสนองต่อการดูแล

รกัษาภาวะขอ้เขา่เสือ่ม	ไดแ้ก่	แบบประเมนิความเจบ็ปวดขอ้เขา่	 

(Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis: 

WOMAC)	ระดบัความรู้สกึความเจ็บปวด	 (visual	 analog	

scale:	 VAS)	 ระดับขีดกัน้ความรู้สึกเจ็บปวดด้วยแรงกด	 

(pressure	 pain	 threshold:	 PPT)	 ความแข็งแรงของ 

กลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ	(quadriceps	&	hamstrings	

strength)	 และการทดสอบชว่งเวลาในการลุกเดนิ	 (Timed	Up	

and Go test, TUG)

วตัถปุระสงค์

อาสาสมคัร

	 ผู้เข้าร่วมการศึกษาประกอบด้วยอาสาสมัครทัง้ 

เพศชายและเพศหญงิรวมจ�านวน	 20	 คน	 ประกอบดว้ยเพศชาย 

4	คน	เพศหญิง	16	คน	(อายุเฉลี่ย	63.5±9.9	ปี	น�้ าหนัก	

62.2±10.11	 กโิลกรมั	 สว่นสงู	 156.6±8.58	 เซนตเิมตร)	 ซึง่มี

ภาวะขอ้เขา่เสือ่มเรือ้รงั	 (เป็นมานานกวา่	 3	 เดอืน)	อยา่งน้อย	

1	 ขา้ง	 และมรีะดบัอาการปวดขอ้เขา่ขณะพกั	 (resting	 pain)	

ตัง้แต่ระดบั	 2	 ขึน้ไปโดยใชก้ารวดัระดบัความรูส้กึความเจบ็

ปวด	(10	cm.	Visual	analog	scale)

การทดสอบ

	 การศกึษาความน่าเชื่อถอืประกอบไปดว้ยเครื่องมอื

ดงัน้ี	 แบบประเมนิความเจบ็ปวดขอ้เขา่	 (Western	 Ontario	

and	McMaster	Universities	Osteoarthritis:	WOMAC)	ระดบั

ความรูส้กึความเจบ็ปวด	 (visual	 analog	 scale:	 VAS)	 ระดบั

ขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดดว้ยแรงกด	 (pressure	 pain	 threshold:	

PPT)	 การทดสอบช่วงเวลาในการลุกเดนิ	 (Timed	 Up	 and	

Go	test,	TUG)	และความแขง็แรงของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ต์

และแฮมสตรงิ	 (quadriceps	 &	 hamstrings	 strength)	 โดย

ท�าการวดัคา่ตวัแปรต่างๆ	ในระยะเวลาหา่งกนั	24	ชัว่โมง	ซึง่

เป็นชว่งเดยีวกนัของวนั	 ท�าการศกึษาในหอ้งปฏบิตักิารวจิยัที่

ควบคมุอุณหภมูไิวท้ี	่25±1	องศาเซลเซยีส	ทัง้น้ีผูว้ดัเป็นบุคคล

เดยีวกนัตลอดการศกึษา	 (intra-rater	 reliability)	 ตามตวัแปร

ต่างๆ	ดงัน้ี

การประเมินความเจบ็ปวดข้อเข่า (Western Ontario and 

McMaster Universities Osteoarthritis: WOMAC)

	 การประเมินความเจ็บปวดข้อเข่า	 (WOMAC)	

ฉบบัภาษาไทยมจี�านวน	 24	 ขอ้12	 ประกอบดว้ย	 3	 ดา้น	 คอื	 

ความเจ็บปวด	 (pain)	 ภาวะข้อติดขัด	 (stiffness)	 และ 

ความสามารถในการท�างานของรา่งกาย	 (physical	 function)	

โดยดา้นที	่ 1	คอืระดบัความเจบ็ปวด	แบง่ออกเป็น	5	ขอ้หลกั	 

ในแต่ละข้อมรีะดบัคะแนน	 ตัง้แต่	 0	 หมายถึงไม่ปวดเลย	 

ถงึ	10	หมายถงึ	ปวดจนทนไมไ่ด	้ดา้นที	่2	คอืระดบัอาการฝืด 

หรอืขอ้ยดึ	 แบ่งเป็น	 2	 ขอ้หลกั	 ในแต่ละขอ้มรีะดบัคะแนน	

ตัง้แต่	0	หมายถงึไมฝื่ดเลย	ถงึ	10	หมายถงึมอีาการฝืดมากทีส่ดุ 

และดา้นที	่3	คอืระดบัความสามารถในการท�างานของรา่งกาย 

แบง่เป็น	15	ขอ้หลกั	ในแต่ละขอ้มรีะดบัคะแนนตัง้แต่	0	หมายถงึ 

ท�าได้ดมีากไม่มอีาการฝืดเลย	ถงึ	10	หมายถงึ	ไม่สามารถ 

ท�ากจิกรรมนัน้ๆ	ได	้ โดยผูป้ระเมนิเป็นผูส้มัภาษณ์ดว้ยตนเอง

รายบุคคล	

วสัดแุละวิธีการ
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ระดบัความรูสึ้กความเจบ็ปวด (Visual analog scale: VAS)

	 ระดบัความรูส้กึความเจบ็ปวด	 ท�าการประเมนิโดย

ใชม้าตราวดัระดบัความรูส้กึเจบ็ปวด	(VAS)	โดยลกัษณะของ

แบบประเมนิเป็นเสน้ตรงตามแนวนอนขนาด	 10	 เซนตเิมตร	

(cm)	 แบ่งระดบัความรุนแรงออกเป็น	 0	 ถงึ	 10	 โดยระดบั 

0		อยูท่างดา้นฝ ัง่ซา้ยมอืหมายถงึการทีไ่มม่อีาการปวด	(no	pain) 

และระดบั	 10	 อยู่ทางด้านฝ ัง่ขวามอืหมายถงึการที่มอีาการ

ปวดมากที่สุด	 (the	 worst	 pain)13	 โดยให้อาสาสมัคร 

ท�าเครือ่งหมายขดีระดบัความรูส้กึเจบ็ปวดโดยเฉลีย่	 (average	 

pain)	 ในชว่งรอบหน่ึงวนัทีผ่า่นมาลงบนเสน้ตามแนวนอนของ 

VAS	scale	ทัง้น้ีท�าการประเมนิผลโดยวดัเป็นหน่วยเซนตเิมตร

ระดบัขีดกัน้ความรูสึ้กเจบ็ปวดด้วยแรงกด (pressure pain 

threshold: PPT) 

	 ระดบัขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดดว้ยแรงกด	 ใชเ้ครือ่ง	

pressure	algometer	(Algometer	รุน่	model	PTH-AF2,	New	

York,	 USA)	 ขนาดของหวัวดั	 1	 ตารางเซนตเิมตร	 (cm2)	 มี

หน่วยวดัเป็นกโิลกรมัต่อตารางเซนตเิมตร	 (Kg/cm2)	 เป็น 

เครือ่งมอืในการวดั	 โดยท�าการวดัทัง้หมด	 3	 ต�าแหน่ง	ประกอบดว้ย 

เอน็สะบา้	(patellar	tendon)	เสน้แนวขอ้ดา้นใน	(medial	joint	

line)	 และเอน็กล้ามเน้ือ	 (poplitius	 tendon)14,15	 ด้วยอตัรา

ความเรว็ของแรงกด	 40	 กโิลปาสคาลต่อวนิาท	ี (kPa/s)16	 วดั

ทัง้หมด	3	ครัง้	โดยมรีะยะหา่งของการวดัแต่ละครัง้	30	วนิาท	ี

ในการวเิคราะหผ์ลใชค้า่เฉลีย่ของทัง้สามครัง้

การทดสอบช่วงเวลาในการลกุเดิน (Timed Up and Go test: 

TUG)

	 การทดสอบช่วงเวลาในการลุกเดนิ17	 ประเมนิจาก

ช่วงเวลาในหน่วยเป็นวนิาทขีองการลุกขึ้นยนืจากเก้าอี้และ

เดนิในระยะทาง	3	เมตรดว้ยความเรว็ทีม่ากทีส่ดุจนกลบัมานัง่

ยงัเกา้อี	้ณ	จดุเริม่ตน้	ท�าการวดัจ�านวนสองครัง้	โดยมรีะยะพกั	

1	 นาท	ี การวดัในแต่ละครัง้อาสาสมคัรตอ้งใสร่องเทา้คูเ่ดมิใน

การทดสอบ	ในการวเิคราะหผ์ลใชค้า่ทีด่ทีีส่ดุ

ความแขง็แรงของกล้ามเน้ือ (muscular strength) 

	 ความแขง็แรงของกลา้มเน้ือ	 ใชก้ารวดัแบบ	 isometric	 

ของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ต์และกลา้มเน้ือแฮมสตรงิทีมุ่มเขา่	 

60°18	 ซึง่วดัโดยใช	้ dynamometer	 (รุน่	 H500	 Hand	 Kit	 

Dynamometer	 G200,	 Canada)	 ในหน่วยเป็นกโิลกรมั	 โดย 

การยดึ	dynamometer	กบั			N	-	K	table			วดัเป็นจ�านวน	3	ครัง้ 

แต่ละครัง้หา่งกนั	1	นาท	ีในการวเิคราะหผ์ลใชค้า่ทีด่ทีีส่ดุ

การวิเคราะหค์วามน่าเช่ือถือ

	 การวิเคราะห์ผลความน่าเชื่อถือของผู้ว ัด				(intra 

rater	 reliability)	 ใชค้่าสมัประสทิธิ	์ intra-class	 correlation	 

coefficients	(ICC)	คา่ความแปรปรวน	(coefficient	of	variation,	

CV)	และคา่ความคลาดเคลือ่นของการวดั	(standard	error	of	

measurements, SEMs)19,20

	 จากตารางที่	1	แสดงค่า	 intra-class	correlation	 

coefficients	(ICC)	ของแต่ละตวัแปรในการตรวจประเมนิภาวะ

ขอ้เขา่เสือ่ม	 จากการวเิคราะหค์วามน่าเชือ่ถอื	 ผลการศกึษา

พบวา่	ตวัแปร	VAS	มคีา่	ICC	เทา่กบั	0.99	ตวัแปรแบบประเมนิ	

WOMAC	ทัง้	3	ดา้น	มคีา่อยูร่ะหวา่ง	0.86-0.98	ตวัแปร	PPT	

ของทัง้	 3	 ต�าแหน่ง	 มคีา่อยูร่ะหวา่ง	 0.89-0.99	 ตวัแปรความ

แขง็แรงของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ	มคีา่เทา่กบั	

0.99	และตวัแปร	TUG	มคีา่เทา่กบั	0.99	ส�าหรบัการวเิคราะห์

คา่ความแปรปรวน	 (%CV)	 พบวา่	 ตวัแปร	 VAS	 มคีา่	 %CV	

เทา่กบั	1.86%	ตวัแปรแบบประเมนิ	WOMAC	ทัง้	3	ดา้น	มคีา่

อยูร่ะหวา่ง	2.02-20.2%	ตวัแปร	PPT	ของทัง้	3	ต�าแหน่ง	มคีา่

อยู่ระหว่าง	 3.38-7.65%	 ตวัแปรความแขง็แรงของกลา้มเน้ือ 

ควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ	มคีา่อยูร่ะหวา่ง	2.72-3.73%	และ

ตวัแปรของ	TUG	มคีา่เทา่กบั	1.65%	และส�าหรบัการวเิคราะห์

คา่ความคลาดเคลือ่นของการวดั	(SEMs)	พบวา่	ตวัแปร	VAS	

มคีา่	 SEMs	 เทา่กบั	 0.07	 เซนตเิมตร	 ตวัแปรแบบประเมนิ	

WOMAC	ทัง้	 3	 ดา้น	 มคีา่อยูร่ะหวา่ง	 0.81-7.03	 เซนตเิมตร	

ตวัแปร	PPT	ของทัง้	3	ต�าแหน่ง	มคีา่อยูร่ะหวา่ง	0.16	-	0.3	Kg/cm2 

ตวัแปรความแขง็แรงของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ	

มคีา่อยูร่ะหวา่ง	 0.23-0.61	 กโิลกรมั	 และตวัแปรของ	 TUG	มี

คา่เทา่กบั	0.17	วนิาท	ี

ผลการศึกษา

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558110     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่



ระดบัความรูสึ้กความเจบ็ปวด (Visual analog scale: VAS)

	 ระดบัความรูส้กึความเจบ็ปวด	 ท�าการประเมนิโดย

ใชม้าตราวดัระดบัความรูส้กึเจบ็ปวด	(VAS)	โดยลกัษณะของ

แบบประเมนิเป็นเสน้ตรงตามแนวนอนขนาด	 10	 เซนตเิมตร	

(cm)	 แบ่งระดบัความรุนแรงออกเป็น	 0	 ถงึ	 10	 โดยระดบั 

0		อยูท่างดา้นฝ ัง่ซา้ยมอืหมายถงึการทีไ่มม่อีาการปวด	(no	pain) 

และระดบั	 10	 อยู่ทางด้านฝ ัง่ขวามอืหมายถงึการที่มอีาการ

ปวดมากที่สุด	 (the	 worst	 pain)13	 โดยให้อาสาสมัคร 

ท�าเครือ่งหมายขดีระดบัความรูส้กึเจบ็ปวดโดยเฉลีย่	 (average	 

pain)	 ในชว่งรอบหน่ึงวนัทีผ่า่นมาลงบนเสน้ตามแนวนอนของ 

VAS	scale	ทัง้น้ีท�าการประเมนิผลโดยวดัเป็นหน่วยเซนตเิมตร

ระดบัขีดกัน้ความรูสึ้กเจบ็ปวดด้วยแรงกด (pressure pain 

threshold: PPT) 

	 ระดบัขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดดว้ยแรงกด	 ใชเ้ครือ่ง	

pressure	algometer	(Algometer	รุน่	model	PTH-AF2,	New	

York,	 USA)	 ขนาดของหวัวดั	 1	 ตารางเซนตเิมตร	 (cm2)	 มี

หน่วยวดัเป็นกโิลกรมัต่อตารางเซนตเิมตร	 (Kg/cm2)	 เป็น 

เครือ่งมอืในการวดั	 โดยท�าการวดัทัง้หมด	 3	 ต�าแหน่ง	ประกอบดว้ย 

เอน็สะบา้	(patellar	tendon)	เสน้แนวขอ้ดา้นใน	(medial	joint	

line)	 และเอน็กล้ามเน้ือ	 (poplitius	 tendon)14,15	 ด้วยอตัรา

ความเรว็ของแรงกด	 40	 กโิลปาสคาลต่อวนิาท	ี (kPa/s)16	 วดั

ทัง้หมด	3	ครัง้	โดยมรีะยะหา่งของการวดัแต่ละครัง้	30	วนิาท	ี

ในการวเิคราะหผ์ลใชค้า่เฉลีย่ของทัง้สามครัง้

การทดสอบช่วงเวลาในการลกุเดิน (Timed Up and Go test: 

TUG)

	 การทดสอบช่วงเวลาในการลุกเดนิ17	 ประเมนิจาก

ช่วงเวลาในหน่วยเป็นวนิาทขีองการลุกขึ้นยนืจากเก้าอี้และ

เดนิในระยะทาง	3	เมตรดว้ยความเรว็ทีม่ากทีส่ดุจนกลบัมานัง่

ยงัเกา้อี	้ณ	จดุเริม่ตน้	ท�าการวดัจ�านวนสองครัง้	โดยมรีะยะพกั	

1	 นาท	ี การวดัในแต่ละครัง้อาสาสมคัรตอ้งใสร่องเทา้คูเ่ดมิใน

การทดสอบ	ในการวเิคราะหผ์ลใชค้า่ทีด่ทีีส่ดุ

ความแขง็แรงของกล้ามเน้ือ (muscular strength) 

	 ความแขง็แรงของกลา้มเน้ือ	 ใชก้ารวดัแบบ	 isometric	 

ของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ต์และกลา้มเน้ือแฮมสตรงิทีมุ่มเขา่	 

60°18	 ซึง่วดัโดยใช	้ dynamometer	 (รุน่	 H500	 Hand	 Kit	 

Dynamometer	 G200,	 Canada)	 ในหน่วยเป็นกโิลกรมั	 โดย 

การยดึ	dynamometer	กบั			N	-	K	table			วดัเป็นจ�านวน	3	ครัง้ 

แต่ละครัง้หา่งกนั	1	นาท	ีในการวเิคราะหผ์ลใชค้า่ทีด่ทีีส่ดุ

การวิเคราะหค์วามน่าเช่ือถือ

	 การวิเคราะห์ผลความน่าเชื่อถือของผู้ว ัด				(intra 

rater	 reliability)	 ใชค้่าสมัประสทิธิ	์ intra-class	 correlation	 

coefficients	(ICC)	คา่ความแปรปรวน	(coefficient	of	variation,	

CV)	และคา่ความคลาดเคลือ่นของการวดั	(standard	error	of	

measurements, SEMs)19,20

	 จากตารางที่	1	แสดงค่า	 intra-class	correlation	 

coefficients	(ICC)	ของแต่ละตวัแปรในการตรวจประเมนิภาวะ

ขอ้เขา่เสือ่ม	 จากการวเิคราะหค์วามน่าเชือ่ถอื	 ผลการศกึษา

พบวา่	ตวัแปร	VAS	มคีา่	ICC	เทา่กบั	0.99	ตวัแปรแบบประเมนิ	

WOMAC	ทัง้	3	ดา้น	มคีา่อยูร่ะหวา่ง	0.86-0.98	ตวัแปร	PPT	

ของทัง้	 3	 ต�าแหน่ง	 มคีา่อยูร่ะหวา่ง	 0.89-0.99	 ตวัแปรความ

แขง็แรงของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ	มคีา่เทา่กบั	

0.99	และตวัแปร	TUG	มคีา่เทา่กบั	0.99	ส�าหรบัการวเิคราะห์

คา่ความแปรปรวน	 (%CV)	 พบวา่	 ตวัแปร	 VAS	 มคีา่	 %CV	

เทา่กบั	1.86%	ตวัแปรแบบประเมนิ	WOMAC	ทัง้	3	ดา้น	มคีา่

อยูร่ะหวา่ง	2.02-20.2%	ตวัแปร	PPT	ของทัง้	3	ต�าแหน่ง	มคีา่

อยู่ระหว่าง	 3.38-7.65%	 ตวัแปรความแขง็แรงของกลา้มเน้ือ 

ควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ	มคีา่อยูร่ะหวา่ง	2.72-3.73%	และ

ตวัแปรของ	TUG	มคีา่เทา่กบั	1.65%	และส�าหรบัการวเิคราะห์

คา่ความคลาดเคลือ่นของการวดั	(SEMs)	พบวา่	ตวัแปร	VAS	

มคีา่	 SEMs	 เทา่กบั	 0.07	 เซนตเิมตร	 ตวัแปรแบบประเมนิ	

WOMAC	ทัง้	 3	 ดา้น	 มคีา่อยูร่ะหวา่ง	 0.81-7.03	 เซนตเิมตร	

ตวัแปร	PPT	ของทัง้	3	ต�าแหน่ง	มคีา่อยูร่ะหวา่ง	0.16	-	0.3	Kg/cm2 

ตวัแปรความแขง็แรงของกลา้มเน้ือควอไดรเซป็ตแ์ละแฮมสตรงิ	

มคีา่อยูร่ะหวา่ง	 0.23-0.61	 กโิลกรมั	 และตวัแปรของ	 TUG	มี

คา่เทา่กบั	0.17	วนิาท	ี

ผลการศึกษา

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558110     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

Measurement ICC CV (%) SEMs

VAS (cm.) 0.99 1.86 0.07 (0.53%)

WOMAC-pain (cm.) 0.93 9.38 1.09 (0.11%)

WOMAC-stiffness (cm.) 0.86 2.02 0.81 (0.05%)

WOMAC-function (cm.) 0.98 20.2 7.03 (0.05%)

PPT-	patellar	tendon	(Kg/cm2) 0.95 5.73 0.36 (0.17%)

PPT-	medial	joint	line	(Kg/cm2) 0.89 7.65 0.3 (0.13%)

PPT-poplitius	tendon	(Kg/cm2) 0.99 3.38 0.16 (0.3%)

Strength-knee extension (kg.) 0.99 3.73 0.6 (0.27%)

Strength-knee flexion (kg.) 0.99 2.72 0.23 (0.37%)

TUG (s) 0.99 1.65 0.17 (0.61%)

ตารางท่ี 1 Intra-class correlation coefficients (ICC), coefficient of variation (CV) and standard error of measurements (SEMs)

VAS = Visual analog scale, WOMAC = Western Ontario and McMaster Universities Osteoarthritis, 

PPT = Pressure pain threshold, TUG = Timed up and go test, s = Second, Kg = kilogram, cm2 = Square centimeters, cm = centimeters 

	 ในการศกึษาน้ีใชค้า่สมัประสทิธิ	์ Intra-class	 correlation 

coefficients	(ICC)	คา่ความแปรปรวน	(coefficient	of	variation,	

CV)	และคา่ความคลาดเคลือ่นของการวดั	(standard	error	of	 

measurements,	SEMs)	ในการประเมนิหาความน่าเชื่อถอื 

ของอาสาสมคัรที่มภีาวะขอ้เข่าเสื่อม	 เพื่อดูความน่าเชื่อถอื 

ของการวดัและการตรวจประเมนิส�าหรบัการน�าไปใชท้ัง้ในทาง

คลนิิกและในงานวจิยั	 ผลแสดงใหเ้หน็ถงึความน่าเชือ่ถอืในทกุ

ตวัแปร	กลา่วคอื	คา่	ICC	ทีไ่ดม้คีา่มากกวา่	0.80	ซึง่ถอืวา่เป็น

คา่ความน่าเชือ่ถอืทีย่อมรบัได้20	 ประกอบกบัคา่	 SEMs	 ทีไ่ด้

จากการวเิคราะหเ์ป็นเปอรเ์ซน็ต	์พบวา่มคีา่ความคลาดเคลือ่น

น้อยกวา่	 5%	 ในทกุตวัแปร	 แสดงวา่มคีา่ความคลาดเคลือ่น

ของการวดัน้อย	 และคา่ความแปรปรวนของการวดั	 (%CV)	 มี

คา่น้อยกวา่	15%	ในทกุตวัแปร	(ยกเวน้การประเมนิความเจบ็

ปวดขอ้เข่า		(WOMAC)	ในด้านความสามารถในการท�างาน

ของร่างกาย	 (sub-part:	 physical	 function)	 ทีม่คี่าเท่ากบั	

20.2%)	ซึง่เป็นเพยีงตวัแปรเดยีวมคีวามแปรปรวนของการวดั

ทีส่งู	 จ�าเป็นตอ้งใหค้วามส�าคญัในการวดัตวัแปรน้ีเป็นพเิศษ	

และควรพจิารณาเพิม่ตวัแปรเชงิประจกัษ์ส�าหรบัการประเมนิ

ผลความสามารถดา้นการท�างาน	 (function)	 ของขอ้เขา่อืน่ๆ

เพิม่เตมิ	 อาทเิช่น	 การทดสอบลุก-ยนื	 (sit	 to	 stand)	 หรอื 

การทดสอบขึ้น-ลงบันได	(up-down	stairs)	เป็นต้น21

วิจารณ์ผลการศึกษา โดยตวัแปรแต่ละตวัมคีวามน่าเชื่อถอืสอดคลอ้งกบัการศกึษา

ทีผ่่านมา		กล่าวคอืตวัแปรแบบประเมนิความเจบ็ปวดขอ้เขา่	

(WOMAC)	 สอดคลอ้งกบัการศกึษาทีผ่า่นมาของ	 Thumboo	 J.	 

และคณะ22	 ซึง่พบวา่ความน่าเชือ่ถอืในทัง้สามดา้นของแบบประเมนิ 

อนัไดแ้ก่	ดา้นความเจบ็ปวด		(r	=	0.87)		ดา้นภาวะขอ้ต่อตดิขดั	 

(r	=	0.83)			และด้านความสามารถในการท�างานของร่างกาย 

(r	=	0.90)		ในกลุม่ผูใ้หญ่ตอนปลายทีม่ภีาวะขอ้เสือ่มของรยางคข์า 

ทัง้เพศหญงิและเพศชายชาวสงิคโปร	์ มคีวามน่าเชือ่ถอืสอดคลอ้ง 

กบังานวจิยัน้ีทีพ่บวา่มคีวามน่าเชือ่ถอื	ดา้นความเจบ็ปวด		(r	=	0.93) 

ด้านภาวะขอ้ต่อติดขดั		(r	=	0.86)		และด้านความสามารถใน 

การท�างานของร่างกาย			(r	=	0.98)			ที่ถือว่าอยู่ในเกณฑ์ที่ด	ี 

ทัง้น้ีอาจเน่ืองจากอาสาสมคัรในทัง้สองการศกึษามชีว่งอายอุยู่

ในช่วงอายุเดยีวกนัและมอีตัราเพศชายต่อเพศหญงิในสดัสว่น 

ทีใ่กลเ้คยีงกนั	อยา่งไรกต็าม	การทีก่ารศกึษาของ	Thumboo	J. 

มแีนวโน้มของคา่ความน่าเชือ่ถอืทีน้่อยกวา่การศกึษาในครัง้น้ี 

เลก็น้อยนัน้อาจเป็นเพราะ	 ระยะเวลาระหวา่งชว่งของการวดั 

ครัง้ที่	 1	 และครัง้ที่	 2	 มกีารเว้นระยะเวลาห่างกนันานถึง	 

1	 สปัดาหแ์ละใชก้ารท�าแบบสอบถามผ่านทางโทรศพัท์	 แต่

ในการศกึษาน้ีท�าการวดัหา่งกนัเพยีง	 24	ชัว่โมง	พยาธสิภาพ

และอาการจงึยงัคอ่นขา้งคงทีไ่มเ่ปลีย่นแปลงมาก	 รวมถงึการ

สอบถามโดยตรงด้วยตวับุคคลอาจท�าใหไ้ด้ค�าตอบที่ชดัเจน 

กวา่การสอบถามทางโทรศพัท	์	ส�าหรบัตวัแปรระดบัความรูส้กึเจบ็ปวด

Vol. 48 No. 2 May 2015     111Bull Chiang Mai Assoc Med Sci



(VAS)	 ซึ่งการศกึษาน้ีได้ค่าความน่าเชื่อถอืสูงถงึ	 0.99	 ซึ่ง

สอดคล้องกบัการศกึษาของ	 Hawker	 G.A.	 และคณะ23	 ที ่

หาความน่าเชือ่ถอืในอาสาสมคัรทีเ่ป็นผูป้ว่ยโรคขอ้อกัเสบรมูาตอยด ์

พบว่ามคีวามน่าเชื่อถอืใกล้เคยีงกนัคอื		ICC	=	0.94		ทัง้น้ีอาจ 

เป็นไดว้่าทัง้สองการศกึษามรีะยะเวลาในการวดัใกลเ้คยีงกนั 

และมีลักษณะของกลุ่มอาการที่คล้ายคลึงกันจึงท�าให้ค่า

คะแนนมคีวามน่าเชือ่ถอืสงูใกลเ้คยีงกนั	 ในสว่นตวัแปรการวดั 

ระดบัขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดต่อแรงกด	 (PPT)	 นัน้พบว่า 

การศกึษาของ	 Wylde	 V.	 และคณะ16	 ซึง่ศกึษาในอาสาสมคัร

ทีม่ภีาวะขอ้เขา่เสือ่ม	 จ�านวน	 50	 คน	 โดยวดับรเิวณต�าแหน่ง 

ที่มอีาการเจบ็	 และท�าการวดั	 2	 ครัง้	 ในระยะเวลาห่างกนั	 

1	 สปัดาห	์ ไดค้่าความน่าเชื่อถอือยู่ที	่ 0.83	 ซึง่สอดคลอ้งกบั 

การศกึษาในครัง้น้ี	ทีม่คีา่ความน่าเชื่อถอือยูใ่นช่วง					0.89	-	0.99 

แต่คา่ทีไ่ดจ้ากการศกึษาของ	 Wylde	 V.	 มแีนวโน้มน้อยกวา่

เล็กน้อย	 ทัง้น้ีอาจเน่ืองมาจากระยะเวลาที่ใช้วดัในครัง้ที ่

2	ห่างมากกว่า	 (1	 สปัดาห)์	 ส่วนในการศกึษาน้ีใชร้ะยะเวลา

ห่างกนัประมาณ	 24	 ชัว่โมง	 ซึง่เป็นระยะเวลาทีส่อดคลอ้ง

กับวิธีการบ�าบัดรักษาทางกายภาพบ�าบัดที่ม ักใช้เวลาใน 

การรกัษาประมาณ	 1	 ชัว่โมง	 นอกจากน้ีอาจเน่ืองจากกลุ่ม

อาสาสมคัรอยู่ในช่วงอายุทีแ่ตกต่างกนั	 โดยทีก่ารศกึษาของ	

Wylde	V.	มอีายอุยูใ่นชว่ง	 71±7.6	 ปี	สว่นการศกึษาในครัง้น้ี 

มอีายุเฉลีย่อยู่ที	่ 63.5±9.9	 ปี	 ซึง่อายุทีม่ากขึน้อาจมผีลต่อ

ความไวในการตอบสนองเชงิกลและแรงกด16	 ส�าหรบัตวัแปร 

การวดัความแขง็แรงของกลา้มเน้ือ	 ควอไดรเซป็ตแ์ละกลา้มเน้ือ 

แฮมสตรงินัน้พบวา่สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ	 Fransen	 M.	 

และคณะ24	ทีศ่กึษาความน่าเชือ่ถอืของความแขง็แรงในทา่เหยยีดเขา่ 

ของกล้ามเน้ือควอไดรเซ็ปต์และความแขง็แรงในท่างอเข่า 

ของกลา้มเน้ือแฮมสตรงิในอาสาสมคัรขอ้เขา่เสือ่ม	 โดยศกึษา

ในกลุม่อาสาสมคัรทีม่อีายใุนชว่ง	60-79	ปี	ผลการศกึษาพบวา่ 

คา่ความน่าเชือ่ถอืในทา่เหยยีดเขา่	 (knee	 extension)	 อยูใ่นชว่ง 

0.79-0.95	 ซึ่งใกล้เคยีงกบัการศกึษาน้ีที่พบว่ามคี่าเท่ากบั	

0.99	และในทา่งอเขา่	(knee	flexion)	มคีวามน่าเชือ่ถอืในชว่ง	

0.81-0.90	ซึง่มคีา่ใกลเ้คยีงกนักบัการศกึษาน้ีทีม่คีา่	0.99		ซึง่ 

ถอืวา่เป็นเกณฑท์ีย่อมรบัได	้ส�าหรบัตวัแปรการทดสอบชว่งเวลา 

ในการลุกเดนิ	 จากการศกึษาของ	Kennedy	D.M.	 และคณะ21 

ทีท่�าการศกึษาความน่าเชื่อถอื	 ในอาสาสมคัรทีผ่่าตดัขอ้เขา่

ทัง้เพศชายและเพศหญงิ	 (อายุเฉลีย่	 63.7±10.7	 ปี	 ส่วนสงู	 

1.69±0.09	เซนตเิมตร	น�า้หนกั	85.5±15.4	กโิลกรมั)	จ�านวน	81	คน 

พบวา่มคีา่ความน่าเชือ่ถอือยูท่ี	่0.75	ซึง่มคีา่ความน่าเชือ่ถอืน้อยกวา่ 

การศกึษาในครัง้น้ี	 ทัง้น้ีอาจมสีาเหตุจากระยะเวลาระหวา่งการวดัที ่

ทิง้หา่งนานกวา่	 3	 เดอืน	อาจสง่ผลใหค้า่ความเชือ่ถอืลดลงได	้ 

เน่ืองจากพยาธสิภาพอาจมกีารเปลีย่นแปลงไปและอกีสาเหตุ 

อาจเกิดจากกลุ่มอาสาสมัครมีน�้ าหนักและ	BMI	สูงกว่า

(BMI	=	30.0±4.9)					ท�าใหค้วามคล่องตวัในการเดนิน้อยกว่า 

ในการศกึษาน้ีทีม่นี�้าหนกัและ	BMI	น้อยกวา่	(BMI	=	25.3±2.2)	

จงึท�าใหค้วามคลอ่งตวัสงูกวา่	ผลของการศกึษาในครัง้น้ี	แสดง

ใหเ้หน็ถงึความน่าเชื่อถอืของวธิกีารวดั			โดยมคี่าอยู่ในเกณฑ์

มาตรฐานซึ่งเป็นที่ยอมรบัโดยทัว่ไป	 ดงันัน้ตวัแปรเหล่าน้ี 

สามารถน�าไปใช้ตรวจประเมนิพยาธสิภาพและประสทิธผิล

ในการบ�าบดัรกัษาภาวะข้อเข่าเสื่อมในเชิงคลินิกตลอดจน 

เชงิการศกึษาวจิยัได	้ อย่างไรกต็าม	 ค่าความแปรปรวนของ

การวดัแบบประเมนิความเจ็บปวดข้อเข่า	 (WOMAC)	 ใน 

ดา้นความสามารถในการท�างานของรา่งกาย	 (physical	 function) 

พบว่ามีความแปรปรวนของการวัดที่ค่อนข้างสูง	 ดังนัน้ 

การศกึษาในผูท้ีม่ภีาวะขอ้เข่าเสื่อมจงึควรวางแผนวธิกีารวดั

ตวัแปรดงักล่าวให้รดักุมและอาจพจิารณาการวดัในตวัแปร

ดา้นการท�างานของรา่งกาย	(physical	function)	เพิม่เตมิ	เพือ่

ใหไ้ดข้อ้มลูทีส่มบรูณ์ยิง่ขึน้	 นอกจากน้ีในการศกึษาในอนาคต 

อาจพจิารณาเพิม่เตมิตวัแปรในเชงิคณุภาพชวีติ	(quality	of	life) 

เข้ามาประกอบด้วยเพื่ อ ให้ครอบคลุมในทุกด้านของ 

การประเมนิภาวะขอ้เขา่เสือ่ม

	 ผลการศกึษาวจิยัในครัง้น้ี	สรปุไดว้า่	ความน่าเชือ่ถอื 

ความคลาดเคลือ่น	 และความแปรปรวนของการวดัในตวัแปร

ส�าหรับการตรวจประเมินภาวะข้อเข่าเสื่อมนัน้ส่วนใหญ่ 

มีค่าความน่าเชื่อถือค่อนข้างสูง	 (มากกว่า	 0.86)	 มีค่า 

ความแปรปรวนของการวดัน้อย	 (น้อยกว่า	9.38%)	และม ี

คา่ความคลาดเคลือ่นของการวดัต�่า	(น้อยกวา่	0.61%)	คา่ทีไ่ด ้

อยูใ่นชว่งเกณฑม์าตรฐาน	 แสดงใหเ้หน็วา่การวดัในตวัแปรต่างๆ 

ดงักลา่วสามารถน�าไปใชเ้พือ่ตรวจประเมนิทางคลนิิกตลอดจน

การศกึษาวจิยัได้

สรปุผลการศึกษา

	 การศึกษาวิจัยน้ีได้ร ับการสนับสนุนงบประมาณ

บางส่วนจากทุนบัณฑิตศึกษา	 คณะเทคนิคการแพทย	์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่	 และขอขอบคุณโรงพยาบาลสมเดจ็ 

พระสังฆราชญาณสังวรเพื่อผู้สูงอายุ 	 กรมการแพทย	์ 

กระทรวงสาธารณสขุ	 จงัหวดัชลบุร	ี ส�าหรบัการใหค้วามอนุเคราะห ์

ในการใช้สถานที่ด�าเนินโครงการวจิยั	 และขอขอบพระคุณ

อาสาสมคัรทุกท่านทีส่ละเวลาเขา้ร่วมโครงการวจิยัในครัง้น้ี

กติตกิรรมประกาศ

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558112     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่



(VAS)	 ซึ่งการศกึษาน้ีได้ค่าความน่าเชื่อถอืสูงถงึ	 0.99	 ซึ่ง

สอดคล้องกบัการศกึษาของ	 Hawker	 G.A.	 และคณะ23	 ที ่

หาความน่าเชือ่ถอืในอาสาสมคัรทีเ่ป็นผูป้ว่ยโรคขอ้อกัเสบรมูาตอยด ์

พบว่ามคีวามน่าเชื่อถอืใกล้เคยีงกนัคอื		ICC	=	0.94		ทัง้น้ีอาจ 

เป็นไดว้่าทัง้สองการศกึษามรีะยะเวลาในการวดัใกลเ้คยีงกนั 

และมีลักษณะของกลุ่มอาการที่คล้ายคลึงกันจึงท�าให้ค่า

คะแนนมคีวามน่าเชือ่ถอืสงูใกลเ้คยีงกนั	 ในสว่นตวัแปรการวดั 

ระดบัขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดต่อแรงกด	 (PPT)	 นัน้พบว่า 

การศกึษาของ	 Wylde	 V.	 และคณะ16	 ซึง่ศกึษาในอาสาสมคัร

ทีม่ภีาวะขอ้เขา่เสือ่ม	 จ�านวน	 50	 คน	 โดยวดับรเิวณต�าแหน่ง 

ที่มอีาการเจบ็	 และท�าการวดั	 2	 ครัง้	 ในระยะเวลาห่างกนั	 

1	 สปัดาห	์ ไดค้่าความน่าเชื่อถอือยู่ที	่ 0.83	 ซึง่สอดคลอ้งกบั 

การศกึษาในครัง้น้ี	ทีม่คีา่ความน่าเชื่อถอือยูใ่นช่วง					0.89	-	0.99 

แต่คา่ทีไ่ดจ้ากการศกึษาของ	 Wylde	 V.	 มแีนวโน้มน้อยกวา่

เล็กน้อย	 ทัง้น้ีอาจเน่ืองมาจากระยะเวลาที่ใช้วดัในครัง้ที ่

2	ห่างมากกว่า	 (1	 สปัดาห)์	 ส่วนในการศกึษาน้ีใชร้ะยะเวลา

ห่างกนัประมาณ	 24	 ชัว่โมง	 ซึง่เป็นระยะเวลาทีส่อดคลอ้ง

กับวิธีการบ�าบัดรักษาทางกายภาพบ�าบัดที่ม ักใช้เวลาใน 

การรกัษาประมาณ	 1	 ชัว่โมง	 นอกจากน้ีอาจเน่ืองจากกลุ่ม

อาสาสมคัรอยู่ในช่วงอายุทีแ่ตกต่างกนั	 โดยทีก่ารศกึษาของ	

Wylde	V.	มอีายอุยูใ่นชว่ง	 71±7.6	 ปี	สว่นการศกึษาในครัง้น้ี 

มอีายุเฉลีย่อยู่ที	่ 63.5±9.9	 ปี	 ซึง่อายุทีม่ากขึน้อาจมผีลต่อ

ความไวในการตอบสนองเชงิกลและแรงกด16	 ส�าหรบัตวัแปร 

การวดัความแขง็แรงของกลา้มเน้ือ	 ควอไดรเซป็ตแ์ละกลา้มเน้ือ 

แฮมสตรงินัน้พบวา่สอดคลอ้งกบังานวจิยัของ	 Fransen	 M.	 

และคณะ24	ทีศ่กึษาความน่าเชือ่ถอืของความแขง็แรงในทา่เหยยีดเขา่ 

ของกล้ามเน้ือควอไดรเซ็ปต์และความแขง็แรงในท่างอเข่า 

ของกลา้มเน้ือแฮมสตรงิในอาสาสมคัรขอ้เขา่เสือ่ม	 โดยศกึษา

ในกลุม่อาสาสมคัรทีม่อีายใุนชว่ง	60-79	ปี	ผลการศกึษาพบวา่ 

คา่ความน่าเชือ่ถอืในทา่เหยยีดเขา่	 (knee	 extension)	 อยูใ่นชว่ง 

0.79-0.95	 ซึ่งใกล้เคยีงกบัการศกึษาน้ีที่พบว่ามคี่าเท่ากบั	

0.99	และในทา่งอเขา่	(knee	flexion)	มคีวามน่าเชือ่ถอืในชว่ง	

0.81-0.90	ซึง่มคีา่ใกลเ้คยีงกนักบัการศกึษาน้ีทีม่คีา่	0.99		ซึง่ 

ถอืวา่เป็นเกณฑท์ีย่อมรบัได	้ส�าหรบัตวัแปรการทดสอบชว่งเวลา 

ในการลุกเดนิ	 จากการศกึษาของ	Kennedy	D.M.	 และคณะ21 

ทีท่�าการศกึษาความน่าเชื่อถอื	 ในอาสาสมคัรทีผ่่าตดัขอ้เขา่

ทัง้เพศชายและเพศหญงิ	 (อายุเฉลีย่	 63.7±10.7	 ปี	 ส่วนสงู	 

1.69±0.09	เซนตเิมตร	น�า้หนกั	85.5±15.4	กโิลกรมั)	จ�านวน	81	คน 

พบวา่มคีา่ความน่าเชือ่ถอือยูท่ี	่0.75	ซึง่มคีา่ความน่าเชือ่ถอืน้อยกวา่ 

การศกึษาในครัง้น้ี	 ทัง้น้ีอาจมสีาเหตุจากระยะเวลาระหวา่งการวดัที ่

ทิง้หา่งนานกวา่	 3	 เดอืน	อาจสง่ผลใหค้า่ความเชือ่ถอืลดลงได	้ 

เน่ืองจากพยาธสิภาพอาจมกีารเปลีย่นแปลงไปและอกีสาเหตุ 

อาจเกิดจากกลุ่มอาสาสมัครมีน�้ าหนักและ	BMI	สูงกว่า

(BMI	=	30.0±4.9)					ท�าใหค้วามคล่องตวัในการเดนิน้อยกว่า 

ในการศกึษาน้ีทีม่นี�้าหนกัและ	BMI	น้อยกวา่	(BMI	=	25.3±2.2)	

จงึท�าใหค้วามคลอ่งตวัสงูกวา่	ผลของการศกึษาในครัง้น้ี	แสดง

ใหเ้หน็ถงึความน่าเชื่อถอืของวธิกีารวดั			โดยมคี่าอยู่ในเกณฑ์

มาตรฐานซึ่งเป็นที่ยอมรบัโดยทัว่ไป	 ดงันัน้ตวัแปรเหล่าน้ี 

สามารถน�าไปใช้ตรวจประเมนิพยาธสิภาพและประสทิธผิล

ในการบ�าบดัรกัษาภาวะข้อเข่าเสื่อมในเชิงคลินิกตลอดจน 

เชงิการศกึษาวจิยัได	้ อย่างไรกต็าม	 ค่าความแปรปรวนของ

การวดัแบบประเมนิความเจ็บปวดข้อเข่า	 (WOMAC)	 ใน 

ดา้นความสามารถในการท�างานของรา่งกาย	 (physical	 function) 

พบว่ามีความแปรปรวนของการวัดที่ค่อนข้างสูง	 ดังนัน้ 

การศกึษาในผูท้ีม่ภีาวะขอ้เข่าเสื่อมจงึควรวางแผนวธิกีารวดั

ตวัแปรดงักล่าวให้รดักุมและอาจพจิารณาการวดัในตวัแปร

ดา้นการท�างานของรา่งกาย	(physical	function)	เพิม่เตมิ	เพือ่

ใหไ้ดข้อ้มลูทีส่มบรูณ์ยิง่ขึน้	 นอกจากน้ีในการศกึษาในอนาคต 

อาจพจิารณาเพิม่เตมิตวัแปรในเชงิคณุภาพชวีติ	(quality	of	life) 

เข้ามาประกอบด้วยเพื่ อ ให้ครอบคลุมในทุกด้านของ 

การประเมนิภาวะขอ้เขา่เสือ่ม

	 ผลการศกึษาวจิยัในครัง้น้ี	สรปุไดว้า่	ความน่าเชือ่ถอื 

ความคลาดเคลือ่น	 และความแปรปรวนของการวดัในตวัแปร

ส�าหรับการตรวจประเมินภาวะข้อเข่าเสื่อมนัน้ส่วนใหญ่ 

มีค่าความน่าเชื่อถือค่อนข้างสูง	 (มากกว่า	 0.86)	 มีค่า 

ความแปรปรวนของการวดัน้อย	 (น้อยกว่า	9.38%)	และม ี

คา่ความคลาดเคลือ่นของการวดัต�่า	(น้อยกวา่	0.61%)	คา่ทีไ่ด ้

อยูใ่นชว่งเกณฑม์าตรฐาน	 แสดงใหเ้หน็วา่การวดัในตวัแปรต่างๆ 

ดงักลา่วสามารถน�าไปใชเ้พือ่ตรวจประเมนิทางคลนิิกตลอดจน

การศกึษาวจิยัได้

สรปุผลการศึกษา
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ระดบั soluble tumor necrosis factor receptor type II (sTNFRII) สงู แต่ระดบั soluble 

 FasL (sFasL) ต�ำ่ ในผูป่้วยไข้หวดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ท่ีอำกำรรนุแรง

High plasma levels of soluble tumor necrosis factor receptor type II (sTNFRII)  

but low plasma levels of soluble FasL (sFasL) in patients with 

 severe pandemic H1N1 2009 influenza infection
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Abstract

Background: Inflammatory mediators play an important role in immune responses to viral infections. Data on the 

plasma levels of inflammatory mediators in pandemic H1N1 2009 influenza virus-infected Thai patients with severe 

diseases remain very limited.

Objective: To assess plasma levels of interleukin-1β (IL-1β), IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, 

IL-17, granulocyte-colony stimulating factor (G-CSF), granulocyte-macrophage colony-stimulating factor (GM-CSF), 

monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), macrophage inflammatory protein (MIP)-1β, interferon-gamma (IFN- ), 

tumor necrosis factor-α (TNF-α), sTNFRII, sFasL and soluble RAGE (sRAGE) in patients with pandemic H1N1 2009 

influenza infection. 

Methods: Forty-two patients with pandemic H1N1 2009 influenza infection characterized as mild disease (n=21) or 

severe disease (n=21) were enrolled in this study.  The study protocol was approved by the Ethical Committee of 

the Institute for the Development of Human Research Protection (IHRP), Ministry of Public Health.  The study was 

carried out in Nakhon Ratchasima province during August 2009 to November 2010.  Plasma levels of IL-1β, IL-2, 

IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, MIP-1β, IFN-  and TNF-α were 

measured using Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex Assay (Bio-Rad).  Plasma levels of sTNFRII, sFasL and 

sRAGE were determined by sandwiched enzyme-linked immunosorbent assay (R&D).
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Result: Plasma levels of sTNFRII in pandemic H1N1 2009 influenza-infected patients with severe diseases (median 

(IQR) (pg/mL); 7,525 (6,470-9,630); n=11) were significantly higher than those with mild diseases (median (IQR)  

(pg/mL); 3,692 (2,655-4,128); n=21) (p=0.004).  In addition, plasma levels of sFasL in pandemic H1N1 2009  

influenza virus-infected patients with severe disease (median (IQR) (pg/mL); 39 (10-78); n=21) were significantly 

lower than those with mild disease (median (IQR) (pg/mL); 10 (10-25); n=11) (p=0.003).  However, the plasma levels 

of IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, MIP-1β, IFN- , 

TNF-α, and sRAGE did not show any significant difference between the severe pandemic H1N1 2009 influenza 

virus infection and mild pandemic H1N1 2009 influenza virus infection.

Conclusion: The finding showed that higher plasma sTNFRII and lower plasma sFasL levels in patients with severe 

pandemic 2009 influenza virus infection might determine dysregulation of host immune response and could be used 

as prognostic markers of disease severity.

Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2015; 48(2): 115-126

Keywords: Severe pandemic H1N1 2009 influenza, cytokine, chemokine, sTNFRII, sFasL

บทคดัย่อ

บทน�ำ: สารสือ่กลางการอกัเสบมบีทบาทส�าคญัในการตอบสนองสนองทางภมูคิุม้กนัของการตดิเชือ้ไวรสั การศกึษาก่อนหน้าน้ี 

พบวา่ ผูป้ว่ยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ทีอ่าการรนุแรงมสีารสือ่กลางการอกัเสบในระดบัสงู แต่อยา่งไรกต็าม ยงัมี

ขอ้มลูคอ่นขา้งจ�ากดัในผูป้ว่ยไทยทีเ่ป็นไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ทีอ่าการรนุแรง

วตัถปุระสงค:์  เพือ่หาระดบั IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, 

MCP-1, MIP-1β, IFN- , TNF-α, sTNFRII, sFasL และ sRAGE ในพลาสมาของผูป้ว่ยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 
 

วสัดแุละวิธีกำรวิจยั: ท�าการศกึษาในผูป้่วยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ทีจ่งัหวดันครราชสมีาในเดอืน สงิหาคม 

2552-พฤศจกิายน 2553 จ�านวน 42 ราย ประกอบดว้ย ผูป้ว่ยทีอ่าการไมร่นุแรง 21 ราย ทีอ่าการรนุแรง 21 ราย  ด�าเนินการ

วเิคราะหร์ะดบั IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, MIP-1β, 

IFN- , TNF-α ในพลาสมา โดยใชว้ธิ ีBio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex Assay (Bio-Rad) และระดบั sTNFRII, 

sFasL, sRAGE ในพลาสมา โดยวธิ ีsandwiched enzyme-linked immunosorbent assay (R&D) 

ผลกำรศึกษำ:  ระดบั sTNFRII ในพลาสมาจากผูป้่วยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ทีอ่าการรุนแรง (median (IQR)  

(pg/mL); 7,525 (6,470-9,630); n = 11) มคีา่สงูกวา่ระดบั sTNFRII ในพลาสมาจากผูป้ว่ยทีอ่าการไมร่นุแรงอยา่งมนียัส�าคญั

ทางสถติ ิ(median (IQR) (pg/mL); 3,692 (2,655-4,128); n = 21) (p=0.0049)  นอกจากนัน้ระดบั sFasL ในพลาสมาจาก    

ผูป้ว่ยทีอ่าการรนุแรง (median (IQR) (pg/mL); 39 (10-78); n = 21) มคีา่ต�่ากวา่ระดบั sFasL จากผูป้ว่ยไขท้ีอ่าการไมร่นุแรง

อยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ ิ(median (IQR) (pg/mL); 10 (10-25); n = 11) (p=0.0035)  แต่อยา่งไรกต็าม ในการศกึษาน้ีไมพ่บ

ความแตกต่างของระดบั IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN- , 

MCP-1, MIP-1β, TNF-α และ sRAGE ในพลาสมาจากผูป้ว่ยทัง้สองกลุม่น้ี

สรปุผลการศกึษา: ระดบั sTNFRII ทีเ่พิม่สงูขึน้ และ/หรอื ระดบั sFasL ทีล่ดต�่าลงในพลาสมาผูป้ว่ยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ 
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Result: Plasma levels of sTNFRII in pandemic H1N1 2009 influenza-infected patients with severe diseases (median 

(IQR) (pg/mL); 7,525 (6,470-9,630); n=11) were significantly higher than those with mild diseases (median (IQR)  

(pg/mL); 3,692 (2,655-4,128); n=21) (p=0.004).  In addition, plasma levels of sFasL in pandemic H1N1 2009  

influenza virus-infected patients with severe disease (median (IQR) (pg/mL); 39 (10-78); n=21) were significantly 

lower than those with mild disease (median (IQR) (pg/mL); 10 (10-25); n=11) (p=0.003).  However, the plasma levels 

of IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, MIP-1β, IFN- , 

TNF-α, and sRAGE did not show any significant difference between the severe pandemic H1N1 2009 influenza 

virus infection and mild pandemic H1N1 2009 influenza virus infection.

Conclusion: The finding showed that higher plasma sTNFRII and lower plasma sFasL levels in patients with severe 

pandemic 2009 influenza virus infection might determine dysregulation of host immune response and could be used 

as prognostic markers of disease severity.
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บทคดัย่อ

บทน�ำ: สารสือ่กลางการอกัเสบมบีทบาทส�าคญัในการตอบสนองสนองทางภมูคิุม้กนัของการตดิเชือ้ไวรสั การศกึษาก่อนหน้าน้ี 

พบวา่ ผูป้ว่ยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ทีอ่าการรนุแรงมสีารสือ่กลางการอกัเสบในระดบัสงู แต่อยา่งไรกต็าม ยงัมี

ขอ้มลูคอ่นขา้งจ�ากดัในผูป้ว่ยไทยทีเ่ป็นไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ทีอ่าการรนุแรง

วตัถปุระสงค:์  เพือ่หาระดบั IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, 

MCP-1, MIP-1β, IFN- , TNF-α, sTNFRII, sFasL และ sRAGE ในพลาสมาของผูป้ว่ยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 
 

วสัดแุละวิธีกำรวิจยั: ท�าการศกึษาในผูป้่วยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ทีจ่งัหวดันครราชสมีาในเดอืน สงิหาคม 

2552-พฤศจกิายน 2553 จ�านวน 42 ราย ประกอบดว้ย ผูป้ว่ยทีอ่าการไมร่นุแรง 21 ราย ทีอ่าการรนุแรง 21 ราย  ด�าเนินการ

วเิคราะหร์ะดบั IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, MCP-1, MIP-1β, 

IFN- , TNF-α ในพลาสมา โดยใชว้ธิ ีBio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex Assay (Bio-Rad) และระดบั sTNFRII, 

sFasL, sRAGE ในพลาสมา โดยวธิ ีsandwiched enzyme-linked immunosorbent assay (R&D) 

ผลกำรศึกษำ:  ระดบั sTNFRII ในพลาสมาจากผูป้่วยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ (H1N1) 2009 ทีอ่าการรุนแรง (median (IQR)  

(pg/mL); 7,525 (6,470-9,630); n = 11) มคีา่สงูกวา่ระดบั sTNFRII ในพลาสมาจากผูป้ว่ยทีอ่าการไมร่นุแรงอยา่งมนียัส�าคญั

ทางสถติ ิ(median (IQR) (pg/mL); 3,692 (2,655-4,128); n = 21) (p=0.0049)  นอกจากนัน้ระดบั sFasL ในพลาสมาจาก    

ผูป้ว่ยทีอ่าการรนุแรง (median (IQR) (pg/mL); 39 (10-78); n = 21) มคีา่ต�่ากวา่ระดบั sFasL จากผูป้ว่ยไขท้ีอ่าการไมร่นุแรง

อยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ ิ(median (IQR) (pg/mL); 10 (10-25); n = 11) (p=0.0035)  แต่อยา่งไรกต็าม ในการศกึษาน้ีไมพ่บ

ความแตกต่างของระดบั IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN- , 

MCP-1, MIP-1β, TNF-α และ sRAGE ในพลาสมาจากผูป้ว่ยทัง้สองกลุม่น้ี

สรปุผลการศกึษา: ระดบั sTNFRII ทีเ่พิม่สงูขึน้ และ/หรอื ระดบั sFasL ทีล่ดต�่าลงในพลาสมาผูป้ว่ยไขห้วดัใหญ่ชนิดเอ 
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 The pandemic H1N1 2009 (pdmH1N1 2009)  

influenza A virus has emerged from North America since 

March 2009.  Subsequently, it has rapidly spread to over 

214 countries worldwide.  Globally over 414,000 cases of 

the pdmH1N1 2009 virus infections were confirmed in 2010 

resulting in at least 18,114 deaths.1  In Thailand during 

2009-2010, the pdmH1N1 2009 virus was responsible 

for 47,411 laboratory-confirmed cases and 347 deaths.2  

Most of pdmH1N1 2009 virus infections cause mild and 

self-limited diseases.  However, some patients with  

pdmH1N1 2009 virus infection may develop severe 

respiratory tract complications and deaths.  Previous 

pathogenesis studies on pdmH1N1 2009 virus infection3 

revealed that virological factors, cytokine storms, and 

pathological changes contributed to the pathogenesis of 

pdmH1N1 2009 virus infection.4

 Cytokines have been shown to play role in both 

immunoprotection and immunopathology in several viral  

infections including influenza A.5-19  Influenza A virus  

infection can induce robust cytokine production  

(hypercytokinemia or cytokine storm). This results in  

hyperactivation of innate immune responses during early  

stage of infection, and lung tissue damage. In vitro  

experiments demonstrated that influenza A infection  

excessively stimulated TLR/cytokine signaling, and 

up-regulated suppressor of cytokine signaling (SOCS)-1 

in BEAS-2B human pulmonary epithelial cells.5 Seasonal 

influenza A H1N1 (sH1N1) significantly increased gene  

expression of TLR3, TLR9, IL-6, TNF-α and IFN-β in  

human pharyngeal epithelial cell line (Hep-2).6  H5N1 virus  

induced the expression of CXCL10, IL-6, CCL2, and 

CCL5 in human lung A549 epithelial cells.7 Studies in 

mice models demonstrated pulmonary viral replication,  

pulmonary pathological lesion, and overwhelmed  

inflammatory innate immune responses in pdmH1N1 

2009 virus-infected susceptible mice.8-12 In human, Th1  

and Th17 hypercytokinemia during early stage of infection 

were associated with severe disease of influenza  

infection.13-17 The elevated plasma levels of IL-17 were 

observed in influenza A-infected patients with acute lung 

injury (ALI) and acute respiratory distress syndrome 

(ARDS)14 whereas the increased plasma levels of IL-1β, 

Introduction IL-6, IL-12 and IFN-  were observed in influenza A-infected 

patients with pneumonia.18,19  The plasma levels of IL-8, 

IL-9, IL-17, IL-6, TNF-α, IL-15 and IL-12p70 were also 

significantly increased in patients with severe pandemic 

influenza infection.13

 Recent studies demonstrated that TNF and  

TNF receptor family were not only involved in the  

immunopathogenesis but also in the control of influenza 

A infection. TNF had an effect on enhanced recruitment 

of inflammatory cells and induction of tissue damage in 

the lungs. These lead to severe respiratory complications 

such as pneumonia, acute lung injury and acute respiratory 

distress syndrome.  Administration of anti-TNF antibody in 

mice was shown to decrease pulmonary infiltration, and 

lung injury. It also prolonged survival of mice with lung 

disease caused by influenza virus.20-21 Mice genetically 

deficient in TNFR I with influenza A virus infection were 

demonstrated to have the reduction in pulmonary viral  

infiltration and disease mortality.22-23 Previous clinical 

studies showed the increased plasma levels of TNF-α 

and soluble TNFRI (sTNFRI) in patients with severe and 

fatal influenza A infection.13,24 However, little is known 

about the role of sTNFRII in clinical outcome of pdmH1N1 

2009 virus infections.

 Receptor for advanced glycation end-products 

(RAGE), a multi-ligand cell-surface protein and NF-kappa 

B activator, is involved in inflammatory responses of acute 

and chronic diseases. The engagement of RAGE with their 

ligands (such as advanced glycation end products (AGEs), 

toxic AGEs (TAGE), High-mobility group box-1 (HMGB1), 

damage-associated molecular patterns (DAMPs)) induces 

inflammatory responses, resulting in devastating of the  

diseases. Soluble RAGE (sRAGE) derived from receptor 

ectodomain shedding, and endogenous secretory (es) 

RAGE act as decoy receptors to counteract RAGE-mediated 

pathogenesis. Several studies demonstrated that the  

decreased level of sRAGE is related with hyperactivation  

of ligand-AGE axis. The increased HMGB1, and attenuated 

lung pathology from Staphylococcus aureus infection were 

demonstrated in mice genetically deficient in RAGE.25

Patients with lung infection had elevated levels of alveolar 

sRAGE. However, patients with severe lung dysfunction  

had elevated levels of both plasma and alveolar sRAGE.26
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The elevated levels of serum sRAGE were also observed 

in children with severe bronchiolitis.27 Patients with septic 

shock showed a positive statistically significant correlation  

between sRAGE with IL-1α, IL-6, IL-8, IL-10 and  

interferon-gamma-induced-protein 10 (IP-10), while patients 

with severe sepsis and septic shock showed positive  

correlation between plasma sRAGE with IFN- .28

 FasL, belongs to TNF and TNF receptor family, 

plays a crucial role in participating the Fas-mediated  

(extrinsic) apoptosis pathway of virus infected cells.29   

Soluble FasL (sFasL), which shed from the membrane-bound 

molecules by metalloproteinase, acts as a functional  

regulator of membrane-bound FasL.30 Evidence for the 

role of Fas-mediated apoptotic mechanisms in influenza A  

infection come from the cell culture experiments,31-32  animal 

models,33 and human studies.34 Influenza A-infected  

HeLa cells expressed both Fas and FasL on the cell  

surfaces and induced apoptosis.31 While A549-infected 

with pandemic influenza A (H1N1) virus upregulated FasL 

expression and modulate Fas signaling pathway, thereby 

enhancing viral replication.35  Mice infected with the 1918 

pandemic H1N1 influenza A virus revealed the expression 

of FasL/Fas associated genes in the lung is related with 

the mortality of the infected mammalian host.36 Inhibition 

of Fas and FasL signaling also decreased the mortality of 

mice lethally infected with influenza A virus.37

 Despite the 2009 H1N1 influenza outbreak in 

Thailand during 2009-2010 with high disease burden, 

less is known about the immunopathogenesis of severe  

pdmH1N1 2009 influenza diseases in this setting. In this 

study, we investigated the plasma levels of inflammatory  

markers in patients with pdmH1N1 2009 influenza infection.

Study site

 The study subjects were recruited from individuals 

infected with the pdmH1N1 2009 virus in Nakhon  

Ratchasima province during August 2009 to November 2010.

Study subjects

 Forty two patients diagnosed pdmH1N1 2009  

virus infection (age range 21-85 years) with mild (n=21)  

and severe disease (n=21) were enrolled in this study

Materials and Methods

during September 2010 to October 2010 from the outpatient  

department and critical care units, Maharaj Hospital,  

Nakhon Ratsima province, Thailand. Inclusion criteria for 

the severe influenza group were ≥ 18 years old, both 

genders, infected with pdmH1N1 2009 influenza virus 

confirmed by real-time RT-PCR and having  pneumonia 

or acute respiratory distress syndromes.  Inclusion criteria 

for the mild influenza group included ≥ 18 years old, both 

genders and infected with pdmH1N1 2009 influenza virus 

confirmed by real-time RT-PCR, having no respiratory  

insufficiency. Exclusion criteria were < 18 years old, not 

documented as pdmH1N1 2009 influenza virus infection 

by real-time RT-PCR, receiving immunosuppressive drugs 

and refusing to sign the informed consent or cooperate 

with the specimen collection.  The demographic data and 

clinical characteristics, including age, gender, underlying 

diseases, symptoms, days since onset, length of stay, 

death, were recorded.  The study protocol was approved  

by the Ethical Committee of the Institute for the  

Development of Human Research Protection (IHRP),  

Ministry of Public Health.

Specimen collection

 Throat swabs from patients with pdm H1N1 2009 

influenza were collected for diagnosis pdm H1N1 2009 

influenza virus infection at the day of enrollment. Blood 

samples were collected and sera/plasma samples were 

stored at -20 ºC until used.
 

Determination of cytokines

 Plasma levels of IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, 

IL-8, IL-10, IL-12(p70), IL-13, IL-17, MCP-1, MIP-1β, 

G-CSF, GM-CSF, IFN- , TNF-α were determined using 

the Bio-Plex Pro™ Human Cytokine 17-plex Assay  

(Bio-Rad) according to the manufacturer’s protocol. Plasma 

levels of sTNFRII, sFasL, sRAGE were determined by 

using sandwiched enzyme-linked immunosorbent assay 

(R&D).

Statistical analyses

 Statistical analyses were performed using GraphPad 

Prism v. 5.0 (GraphPad Softwre, Inc., Sandiego, CA).   

Differences among patient groups were tested by  

Chi-square test and/or Mann-Whitney U test.

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558118     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่



The elevated levels of serum sRAGE were also observed 

in children with severe bronchiolitis.27 Patients with septic 

shock showed a positive statistically significant correlation  

between sRAGE with IL-1α, IL-6, IL-8, IL-10 and  

interferon-gamma-induced-protein 10 (IP-10), while patients 

with severe sepsis and septic shock showed positive  

correlation between plasma sRAGE with IFN- .28

 FasL, belongs to TNF and TNF receptor family, 

plays a crucial role in participating the Fas-mediated  

(extrinsic) apoptosis pathway of virus infected cells.29   

Soluble FasL (sFasL), which shed from the membrane-bound 

molecules by metalloproteinase, acts as a functional  

regulator of membrane-bound FasL.30 Evidence for the 

role of Fas-mediated apoptotic mechanisms in influenza A  

infection come from the cell culture experiments,31-32  animal 

models,33 and human studies.34 Influenza A-infected  

HeLa cells expressed both Fas and FasL on the cell  

surfaces and induced apoptosis.31 While A549-infected 

with pandemic influenza A (H1N1) virus upregulated FasL 

expression and modulate Fas signaling pathway, thereby 

enhancing viral replication.35  Mice infected with the 1918 

pandemic H1N1 influenza A virus revealed the expression 

of FasL/Fas associated genes in the lung is related with 

the mortality of the infected mammalian host.36 Inhibition 

of Fas and FasL signaling also decreased the mortality of 

mice lethally infected with influenza A virus.37

 Despite the 2009 H1N1 influenza outbreak in 

Thailand during 2009-2010 with high disease burden, 

less is known about the immunopathogenesis of severe  

pdmH1N1 2009 influenza diseases in this setting. In this 

study, we investigated the plasma levels of inflammatory  

markers in patients with pdmH1N1 2009 influenza infection.

Study site

 The study subjects were recruited from individuals 

infected with the pdmH1N1 2009 virus in Nakhon  

Ratchasima province during August 2009 to November 2010.

Study subjects

 Forty two patients diagnosed pdmH1N1 2009  

virus infection (age range 21-85 years) with mild (n=21)  
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diseases, symptoms, days since onset, length of stay, 

death, were recorded.  The study protocol was approved  
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Development of Human Research Protection (IHRP),  

Ministry of Public Health.

Specimen collection

 Throat swabs from patients with pdm H1N1 2009 
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ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558118     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

The demographical and clinical characteristics of the 

study subjects

 The demographical and clinical characteristics 

of the patients are shown (Table 1).  Forty two patients  

with pdm H1N1 2009 influenza virus infection, who  

developed mild disease (n=21) or severe disease (n=21), 

were enrolled in this study.  The median ages were 33 (range 

20 to 85 years) for the mild disease group and 58 (range 

16 to 77 years) for the severe disease group. The most 

common underlying diseases and significantly increased in 

the severe disease group were type 2 diabetes(33.33%) and 

chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (23.81%). 

The most common manifestations in both groups were 

Results cough (95.24%), fever (57.14%), headache (57.14%),  

myalgia (54.76%), and sore throat (50%). The symptoms 

that were significantly present  in the severe group were 

dyspnea (66.67%). The most common complications  

seen in the severe influenza group included acute  

respiratory failure (76.19%), pneumonia (71.43%), acute 

respiratory distress syndrome (52.38%), acute renal  

failure (28.57%) and death (33.33%).  In the severe group, 

the median of duration of symptom onset and hospital  

admission were 6 (ranged 2 to 37 days) and the median 

of length of hospital stay of the severe influenza group 

were 10.5 days (ranged 4 to 106 days). In the severe 

group, mortality of 33.3% (7 deaths) was observed.

Table 1 Demographic and clinical characteristics of patients

Characteristics All patients with  

pdm H1N1 2009

influenza  infection 

(n=42)

Patients with pdm H1N1 2009 influenza  

infection

p-value

Mild Influenza

(n=21)

Severe influenza

(n=21)

Age (years) 40(16 - 85) 33 (20 - 85) 58 (16 - 77) 0.007

Gender ratio (M/F) 22/20 8/13 14/7 0.0638

Underlying diseases

COPD 5/42 0/21 5/21 0.0172

Type 2 Diabetes 8/42 1/21 7/21 0.0184

Hypertension 9/42 2/21 7/21 0.0601

Chronic lung disease 2/42 0/21 2/21 0.1473

Presenting symptoms

Fever > 38°C 24/42 10/21 16/21 0.0566

Rhinorrhea 22/42 17/21 5/21 0.0002

Sore throat 21/42 17/21 4/21 < 0.0001

Cough 40/42 21/21 19/21 0.1473

Dyspnea 17/42 3/21 14/21 0.0005

Myalgia 23/42 19/21 4/21 < 0.0001

Headache 24/42 19/21 5/21 < 0.0001

Statistical significance was determined by Chi-square test (p<0.05)
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of patients. (continued)

Characteristics All patients with  

pdm H1N1 2009

influenza  infection 

(n=42)

Patients with pdm H1N1 2009 influenza  

infection

p-value

Mild Influenza

(n=21)

Severe influenza

(n=21)

Complications

Bronchitis 3/42 3/21 0/21 0.0794

Acute respiratory failure 15/42 0/21 16/21 < 0.0001

Pneumonia 17/42 2/21 15/21 < 0.0001

ARDS 11/42 0/21 11/21 0.0001

Acute renal failure 6/42 0/21 6/21 0.0082

Days since onset (day); 

median (range)

2 (2-38) 4 (0-5) 6 (2-37) 0.0016

Length of stay (day); 

median (range)

7 (0-106) 0 (0-6) 10.5 (4-106) < 0.0001

Statistical significance was determined by Chi-square test (p<0.05)

Plasma cytokines/chemokines and inflammatory  

mediators in patients with pdm H1N1 2009 influenza 

virus infection

 In order to determine the plasma cytokines/

chemokines and inflammatory mediators in severe and 

mild patients with pdm H1N1 2009 influenza virus infection, 

plasma levels of sTNFRII in patients with severe  

pandemic H1N1 2009 influenza (median (IQR) (pg/mL); 

7,525 (6,470-9,630); n=11) were significantly higher than 

those with mild disease (median (IQR) (pg/mL); 3,692

(2,655-4,128); n=21) (p=0.0049) (Table 2, Figure 1). 

While, plasma levels of sFasL in patients with mild 

pdmH1N1 2009 influenza (median (IQR) (pg/mL); 

39(10-78); n=21) were significantly higher than those 

with severe disease (median (IQR) (pg/mL); 10(10-25); 

n=11) (p=0.0035) (Table 2, Figure 1). However, levels of 

IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), 

IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN- , MCP-1, MIP-1β, 

TNF-α and sRAGE did not show any significant difference 

among these patients.

Table 2.  Plasma levels of IFN- , TNF-α, IL-17, IL-6, sRAGE, sFasL and sTNFRII at the day of enrollment of patients with 

pandemic H1N1 2009 influenza

Cytokine Patients with pandemic 2009 H1N1 influenza p-value

Mild disease Severe disease

IFN-

Median (pg/mL) 369.5 350

(IQR) (175.1 - 561.4) (232 - 507.7) 0.8785

Sample size 21 7

Statistical significance was determined by The Mann-Whitney U test (p<0.05). IQR, interquartile range
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Table 1 Demographic and clinical characteristics of patients. (continued)

Characteristics All patients with  

pdm H1N1 2009

influenza  infection 

(n=42)

Patients with pdm H1N1 2009 influenza  

infection

p-value

Mild Influenza

(n=21)

Severe influenza

(n=21)

Complications

Bronchitis 3/42 3/21 0/21 0.0794

Acute respiratory failure 15/42 0/21 16/21 < 0.0001

Pneumonia 17/42 2/21 15/21 < 0.0001

ARDS 11/42 0/21 11/21 0.0001

Acute renal failure 6/42 0/21 6/21 0.0082

Days since onset (day); 

median (range)

2 (2-38) 4 (0-5) 6 (2-37) 0.0016

Length of stay (day); 

median (range)

7 (0-106) 0 (0-6) 10.5 (4-106) < 0.0001

Statistical significance was determined by Chi-square test (p<0.05)

Plasma cytokines/chemokines and inflammatory  

mediators in patients with pdm H1N1 2009 influenza 

virus infection

 In order to determine the plasma cytokines/

chemokines and inflammatory mediators in severe and 

mild patients with pdm H1N1 2009 influenza virus infection, 

plasma levels of sTNFRII in patients with severe  

pandemic H1N1 2009 influenza (median (IQR) (pg/mL); 

7,525 (6,470-9,630); n=11) were significantly higher than 

those with mild disease (median (IQR) (pg/mL); 3,692

(2,655-4,128); n=21) (p=0.0049) (Table 2, Figure 1). 

While, plasma levels of sFasL in patients with mild 

pdmH1N1 2009 influenza (median (IQR) (pg/mL); 

39(10-78); n=21) were significantly higher than those 

with severe disease (median (IQR) (pg/mL); 10(10-25); 

n=11) (p=0.0035) (Table 2, Figure 1). However, levels of 

IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), 

IL-13, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN- , MCP-1, MIP-1β, 

TNF-α and sRAGE did not show any significant difference 

among these patients.

Table 2.  Plasma levels of IFN- , TNF-α, IL-17, IL-6, sRAGE, sFasL and sTNFRII at the day of enrollment of patients with 

pandemic H1N1 2009 influenza

Cytokine Patients with pandemic 2009 H1N1 influenza p-value

Mild disease Severe disease

IFN-

Median (pg/mL) 369.5 350

(IQR) (175.1 - 561.4) (232 - 507.7) 0.8785

Sample size 21 7

Statistical significance was determined by The Mann-Whitney U test (p<0.05). IQR, interquartile range
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Table 2.  Plasma levels of IFN- , TNF-α, IL-17, IL-6, sRAGE, sFasL and sTNFRII at the day of enrollment of patients with 

pandemic H1N1 2009 influenza. (continued)

Cytokine Patients with pandemic 2009 H1N1 influenza p-value

Mild disease Severe disease

TNF-α

Median (pg/mL) 79.09 45.99

(IQR) (33.43 - 128.3) (30.51 - 67.97) 0.3359

Sample size 21 6

IL-17

Median (pg/mL) 23.72 21.19

(IQR) (9.69-50.54) (7.18-26.37) 0.4825

Sample size 20 6

IL-6

Median (pg/mL) 14.93 33.13

(IQR) (7.11-33.49) (9.24-14.3) 0.1392

Sample size 21 11

sRAGE

Median (pg/mL) 922 1,436

(IQR) (614.3-1406) (447-9,519) 0.4633

Sample size 21 11

sFasL

Median (pg/mL) 39 10

(IQR) (10-17) (10-25) 0.0035

Sample size 21 11

sTNFRII

Median (pg/mL) 3,692 7,525

(IQR) (2,655-4,128) (6,470-9,630) 0.0049

Sample size 21 11

Statistical significance was determined by The Mann-Whitney U test (p<0.05). IQR, interquartile range
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Figure 1  Plasma levels of IFN- , TNF-α, sTNFRII and sFasL at the day of enrollment in patients with mild and severe  pandemic H1N1 2009 

influenza.  The Mann-Whitney U test was used to compare the levels: (A) IFN- , (B) TNF-α, (C) sTNFRII, (D) sFasL.  Data presented as median, 

interquartile range (IQR).  Mild, Mild pandemic H1N1 2009 influenza; Severe, Severe pandemic H1N1 2009 influenza.
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influenza.  The Mann-Whitney U test was used to compare the levels: (A) IFN- , (B) TNF-α, (C) sTNFRII, (D) sFasL.  Data presented as median, 
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 In this study, we presented the cytokine, chemokine 

and plasma sTNFRII and sFasL responses of patients  

with pdmH1N1 2009 virus infection. The result demonstrated 

that significantly higher plasma levels of sTNFRII were 

found in patients with severe pdmH1N1 2009 influenza 

compared to those in patients with mild disease. The 

finding was consistent with the previous study showing  

that signaling via TNF receptor enhanced influenza  

disease severity23 and human studies in HIV,38 adenovirus,39 

RSV,39 coronavirus40 and dengue41 infections that  

demonstrated  elevated serum levels of sTNFRII were  

associated with severe clinical outcomes, supporting the 

important role of receptors and ligands of the TNF family in 

determining influenza disease severity.  In addition, in this 

study, significantly decreased in plasma levels of sFasL 

were observed in patients with severe disease compared 

to those of mild disease.  Comparable to previous in vitro  

study in the influenza-infected HeLa cells31 and  

influenza-infected human mononuclear cells42 that  

upregulation of Fas (CD95), FasL (CD95L) and apoptosis 

were observed during influenza infection. The mechanism 

underlying the contribution of elevated plasma sFasL in  

mild influenza clinical outcomes could be possibly involved 

with manipulation of Fas-mediated apoptosis signaling by 

high amount of plasma sFasL antagonizing the effect of 

membrane-bound Fas during acute influenza infection43-44 

and then protect the apoptosis. Moreover, in this study, 

there were high percentages of patients aged ≥50 years 

in the severe group. However, stratified analysis according 

to age group could not be performed due to the small 

sample size of patients aged ≥50 years. It is likely that  

elderly patients with severe influenza may have an  

increase in apoptosis and impair immune responses to 

influenza virus infection, leading to disease severity.45

 Soluble RAGE, a decoy receptor for several  

ligands including advanced glycation end products (AGEs), 

toxic AGEs (TAGE), High-mobility group box-1 (HMGB1), 

damage-associated molecular patterns (DAMPs), has 

been reported as a severity predictor of community  

acquired pneumonia46. In this study, there was no  

significant difference of sRAGE in patients with severe 

influenza compared to those of mild influenza. 

Discussion  Hypercytokinemia has been reported in immun-

phathogenesis of severe influenza. Previous studies  

reported an elevated T-helper 17 (IL-8, IL-9, IL-17, IL-6) 

and T-helper 1 (TNF-α, IL-15, IL-12p70)15 and immuno-

suppressory cytokines (IL-10 and IL-1ra)47 in adults with 

severe pdmH1N1 2009 influenza. Anotherr group in  

Taiwan demonstrated increased plasma levels of IL-1β, 

IL-6, IL-12, and IFN-  in pediatric patients with influenza 

A H1N1 virus infection with pulmonary complications.19 In 

this study, no significant differences of plasma levels of  

IL-1β, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-12(p70), IL-13, 

IL-17, G-CSF, GM-CSF, IFN- , TNF-α were observed  

between the mild and severe disease groups. The  

results were inconsistent with the previous studies in 

younger adults from Spain13 and in children from China14,16,  

Taiwan19, Japan48 that demonstrated Th1 and Th17  

hypercytokinemia in patients with severe influenza. A  

possible underlying cause of this controversy may be  

related to the age-related decrease in immune response 

following influenza infection.45 Other possibilities may 

be due to the transient, temporal and spatial nature of  

cytokine production and the short plasma half-life of the 

cytokine/chemokine. In addition, the difference of study 

design and study subjects, mixed phenotypes of severe 

influenza, patients with variable symptom onset, the small 

number of patients with severe disease, the course of 

disease at the sample collection and the pharmaceutical/

non-pharmaceutical interventions may be the limitation  

and confounding factors in this study. Further investigation 

in larger and well-defined cohort is recommended to  

explore the role of cytokine/chemokine, inflammatory 

mediators in influenza patients with severe respiratory 

complications.

Conclusion

 The present results revealed that increased  

plasma levels of sTNFRII and decreased sFasL in  

patients with severe 2009 pandemic influenza might  

determine dysregulation of immune responses, such as 

an excessive activation of the role receptors and ligands 

of the TNF family, modulation of Fas/FasL, and could  

predict the clinical outcomes and disease severity.   

Further studies in cellular, molecular and genetic basis 

Vol. 48 No. 2 May 2015     123Bull Chiang Mai Assoc Med Sci



underlying the dysregulation of cytokine pathway and  

related processes during influenza infection may provide  

insight into the development of novel therapeutics  

strategies against severe influenza.
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ผลการใช้ชดุกิจกรรมแนะแนวเพ่ือพฒันาทกัษะชีวิตด้านการจดัการอารมณ์ และ 

ความเครียดของเดก็ก�าพร้า มลูนิธิห่วงใยเดก็ก�าพร้า  จงัหวดัเชียงใหม่
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Abstract

Objective: The objectives of this research were (1) to compare life skills for coping with emotion and stress of the     

experimental group of orphans before and after using a guidance activities package; (2) to compare the post-outcomes 

between the experimental  and control group of orphans; and (3) to study the satisfaction of the experimental group 

of orphans after using  the guidance.
 

Materials and methods: The research samples consisted of 16 purposively selected orphans living in the Care  

Corner Orphanage Foundation, San Patong District, Chiang Mai Province. The experimental and the control group 

of orphans were randomly divided (eight orphans per group). The experimental group used a guidance activities 

package-life skills for coping with emotion and stress. Whereas the control group orphans received traditional  

guidance activities.  The experiment covered 10 sessions each of which lasted for 60 minutes.  A life skills assessment 

scale (emotional and stress coping) was  employed tested with reliability coefficient of 0.67. The other materials  

included  the  guidance activities package-life skills for coping with emotion and stress; the traditional guidance activities; 

and the satisfaction questionnaires for  the guidance activities package.  Statistical  analysis was conducted including 

percentage, mean, Wilcoxon Matched Pairs Signed Ranks Test, and Mann-Whitney U Test.

Results: The findings revealed that (1) The post-scores of the life skills for coping with emotion and stress significantly 

increased (p<0.05) in the experimental group; (2) The post- scores of life skills for coping with emotion and stress 

were higher in the experimental group than the others; and (3) The experimental group were satisfied with the 

guidance activities package.
  

Conclusions: This study demonstrated the benefit of using the guidance activities package to improve life skills for 

coping with emotion and stress in the orphans at The Care Corner Orphanage Foundation, Chiang Mai 
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บทคดัย่อ

วตัถปุระสงค:์  การวจิยัครัง้น้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อ (1) เปรยีบเทยีบทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีดของ 

เดก็ก�าพรา้กลุ่มทดลอง ก่อนและหลงัการใช้ชุดกจิกรรมแนะแนว (2) เปรยีบเทยีบทกัษะชวีติด้านการจดัการอารมณ์และ 

ความเครยีดของเด็กก�าพร้ากลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมหลงัการทดลอง และ (3) ศกึษาความพงึพอใจของเด็กก�าพร้า 

ต่อชดุกจิกรรมแนะแนวเพือ่พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด
 

วสัดแุละวิธีการ: กลุม่ตวัอยา่งทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้น้ี เป็นเดก็ก�าพรา้ทีอ่าศยัอยูใ่นมลูนิธหิว่งใยเดก็ก�าพรา้ อ�าเภอสนัปา่ตอง 

จงัหวดัเชยีงใหม ่จ�านวน 16 คน ไดม้าโดยการเลอืกแบบเจาะจง จากนัน้สุม่อยา่งงา่ยเพือ่แบง่เป็น 2 กลุม่คอืกลุม่ทดลองและ

กลุม่ควบคมุ กลุม่ละ 8 คน กลุม่ทดลองใชช้ดุกจิกรรมแนะแนวเพือ่พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด 

สว่นกลุม่ควบคมุไดร้บัการแนะแนวปกต ิ ด�าเนินการทดลองจ�านวน 10 ครัง้ ครัง้ละ 60 นาท ี เครือ่งมอืทีใ่ช ้ ไดแ้ก่ แบบวดั

ทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด ซึง่มคีา่ความเทีย่งเทา่กบั 0.67 ชดุกจิกรรมแนะแนวเพือ่พฒันาทกัษะชวีติ

ดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด การแนะแนวปกต ิ และแบบวดัความพงึพอใจต่อชุดกจิกรรมแนะแนวเพื่อพฒันา 

ทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด สถติทิีใ่ชใ้นการวเิคราะหข์อ้มลูคอื คา่รอ้ยละ คา่เฉลีย่ การทดสอบวลิคอกซนั 

และการทดสอบแมนวทินีย์

ผลการศึกษา:  ผลการวจิยัพบวา่ (1) เดก็ก�าพรา้กลุม่ทดลองมคีะแนนทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีดสงูขึน้ 

ภายหลงัการใชช้ดุกจิกรรมแนะแนวอยา่งมนียัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบั 0.05 (2) เดก็ก�าพรา้กลุม่ทดลองทีใ่ชช้ดุกจิกรรมแนะแนว 

มคีะแนนทกัษะชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดสูงขึ้นมากกว่าของกลุ่มควบคุม อย่างมนีัยส�าคญัทางสถิต ิ

ที่ระดับ p<0.05 และ (3) เด็กก�าพร้ากลุ่มทดลองมีความพึงพอใจต่อชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อพัฒนาทักษะชีวิต 

ด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีด

สรปุผลการศึกษา: การใช้ชุดกจิกรรมแนะแนว สามารถพฒันาทกัษะชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดของ 

เดก็ก�าพรา้มลูนิธหิว่งใยเดก็ก�าพรา้ จงัหวดัเชยีงใหมไ่ด ้          

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2558; 48(2): 127-135

ค�ารหสั: กจิกรรมแนะแนว  ทกัษะชวีติ  เดก็ก�าพรา้ 

	 เน่ืองจากสภาพการเปลี่ยนแปลงของสงัคมปัจจุบนั	

ซึ่งเป็นยุคของความเร็วและความล�้าสมัยของเทคโนโลย	ี 

การสื่อสาร	ซึ่งจากสภาพสงัคมที่เปลี่ยนแปลงอย่างมาก	 ได ้

ส่งผลกระทบต่อเด็กวยัเรยีน	 ทัง้การด�าเนินชวีติท่ามกลาง

กระแสเทคโนโลยทีีเ่ปลีย่นแปลง	 ตลอดจนการเผชญิสิง่ยัว่ย ุ

หรอืตวัแบบที่ไม่เหมาะสมต่างๆ	 ท�าใหเ้ดก็และเยาวชนเกดิ 

ปญัหาดา้นการปรบัตวั	ปญัหาดา้นอารมณ์และจติใจ	ปญัหาสขุภาพ	

ปัญหาความรุนแรง	 ปัญหาเด็กติดเกม	 ปัญหายาเสพติด	

ปัญหาทางเพศ	 เป็นต้น	 การปรบัตวัและปัญหาสุขภาพจิต

ด้านพฤติกรรมและอารมณ์ของวยัรุ่นท�าให้เกดิความเครยีด	

และน�าไปสูค่วามคดิฆา่ตวัตาย	 ความเครยีดท�าใหม้ผีลเสยีต่อ 

สขุภาพกายและจติใจและก่อใหเ้กดิความสญูเสยีทีร่นุแรงมากขึน้ 

ประเทศไทยในปี	พ.ศ.	2552	พบว่าวยัรุ่นช่วงอายุ	10-19	ปี	

รอ้ยละ	7.66	 เป็นโรคทางจติเวช	และกลุ่มทีพ่บมากทีสุ่ด	คอื 

กลุม่ทีเ่กีย่วกบัปญัหาดา้นพฤตกิรรมและอารมณ์		มรีอ้ยละ	17.921

บทน�า จากผลการวจิยัตดิตามสภาวการณ์เดก็และเยาวชนในรอบปี	

2555	 ดร.อมรวชิช์	 นาครทรรพ	 ที่ปรกึษาสถาบนัรามจติต ิ

ในโครงการพัฒนาเครือข่ายการจัดการเชิงพื้นที่ เพื่ อ 

การวเิคราะหส์ภาวการณ์และขบัเคลือ่นการพฒันาคณุภาพชวีติ 

เยาวชน	(ไชลด์วอทช)์	โดยการสนบัสนุนของส�านกังานกองทนุ

สนบัสนุนการสรา้งเสรมิสขุภาพ	(สสส.)	กลา่ววา่	 เดก็ไทยกวา่	

1	ใน	3	ที่ยงัขาดทกัษะชวีติ	ทัง้จากครอบครวั	โรงเรยีนและ

ชมุชน	อยากเหน็ทกุฝา่ยเขา้รว่มกนัผลกัดนัการสอนทกัษะชวีติ 

เพือ่สรา้งภมูคิุม้	กนัใหเ้ดก็ตัง้แต่เลก็อยา่งจรงิจงั2  

	 ในการจดัการเรยีนรู้ที่มปีระสทิธิภาพ	 ให้ผู้เรยีนมี

ทกัษะชวีติ	 เป็นเกราะป้องกนัในการทีจ่ะท�าใหเ้ดก็และเยาวชน						 

รอดพน้จากความคดิของสือ่เทคโนโลย	ี และตัง้รบัต่อการกา้วรกุ 

ทางสงัคมอยา่งรูเ้ทา่ทนั	 การพฒันาทกัษะชวีติในหลกัสตูรแกนกลาง 

การศกึษาขัน้พืน้ฐานพทุธศกัราช	2551	เป็นกระบวนการเรยีนรู ้

ทีมุ่่งใหผู้เ้รยีนพฒันาตนเอง	 ในดา้นความรูท้กัษะและเจตคติ

ในการเหน็คณุคา่ในตนเองและผูอ้ืน่	 การคดิวเิคราะหต์ดัสนิใจ 
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บทคดัย่อ

วตัถปุระสงค:์  การวจิยัครัง้น้ีมวีตัถุประสงคเ์พื่อ (1) เปรยีบเทยีบทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีดของ 

เดก็ก�าพรา้กลุ่มทดลอง ก่อนและหลงัการใช้ชุดกจิกรรมแนะแนว (2) เปรยีบเทยีบทกัษะชวีติด้านการจดัการอารมณ์และ 

ความเครยีดของเด็กก�าพร้ากลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุมหลงัการทดลอง และ (3) ศกึษาความพงึพอใจของเด็กก�าพร้า 

ต่อชดุกจิกรรมแนะแนวเพือ่พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด
 

วสัดแุละวิธีการ: กลุม่ตวัอยา่งทีใ่ชใ้นการศกึษาครัง้น้ี เป็นเดก็ก�าพรา้ทีอ่าศยัอยูใ่นมลูนิธหิว่งใยเดก็ก�าพรา้ อ�าเภอสนัปา่ตอง 

จงัหวดัเชยีงใหม ่จ�านวน 16 คน ไดม้าโดยการเลอืกแบบเจาะจง จากนัน้สุม่อยา่งงา่ยเพือ่แบง่เป็น 2 กลุม่คอืกลุม่ทดลองและ

กลุม่ควบคมุ กลุม่ละ 8 คน กลุม่ทดลองใชช้ดุกจิกรรมแนะแนวเพือ่พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด 

สว่นกลุม่ควบคมุไดร้บัการแนะแนวปกต ิ ด�าเนินการทดลองจ�านวน 10 ครัง้ ครัง้ละ 60 นาท ี เครือ่งมอืทีใ่ช ้ ไดแ้ก่ แบบวดั

ทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด ซึง่มคีา่ความเทีย่งเทา่กบั 0.67 ชดุกจิกรรมแนะแนวเพือ่พฒันาทกัษะชวีติ

ดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด การแนะแนวปกต ิ และแบบวดัความพงึพอใจต่อชุดกจิกรรมแนะแนวเพื่อพฒันา 

ทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด สถติทิีใ่ชใ้นการวเิคราะหข์อ้มลูคอื คา่รอ้ยละ คา่เฉลีย่ การทดสอบวลิคอกซนั 

และการทดสอบแมนวทินีย์

ผลการศึกษา:  ผลการวจิยัพบวา่ (1) เดก็ก�าพรา้กลุม่ทดลองมคีะแนนทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีดสงูขึน้ 

ภายหลงัการใชช้ดุกจิกรรมแนะแนวอยา่งมนียัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบั 0.05 (2) เดก็ก�าพรา้กลุม่ทดลองทีใ่ชช้ดุกจิกรรมแนะแนว 

มคีะแนนทกัษะชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดสูงขึ้นมากกว่าของกลุ่มควบคุม อย่างมนีัยส�าคญัทางสถิต ิ

ที่ระดับ p<0.05 และ (3) เด็กก�าพร้ากลุ่มทดลองมีความพึงพอใจต่อชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อพัฒนาทักษะชีวิต 

ด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีด

สรปุผลการศึกษา: การใช้ชุดกจิกรรมแนะแนว สามารถพฒันาทกัษะชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดของ 

เดก็ก�าพรา้มลูนิธหิว่งใยเดก็ก�าพรา้ จงัหวดัเชยีงใหมไ่ด ้          

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2558; 48(2): 127-135

ค�ารหสั: กจิกรรมแนะแนว  ทกัษะชวีติ  เดก็ก�าพรา้ 

	 เน่ืองจากสภาพการเปลี่ยนแปลงของสงัคมปัจจุบนั	

ซึ่งเป็นยุคของความเร็วและความล�้าสมัยของเทคโนโลย	ี 

การสื่อสาร	ซึ่งจากสภาพสงัคมที่เปลี่ยนแปลงอย่างมาก	 ได ้

ส่งผลกระทบต่อเด็กวยัเรยีน	 ทัง้การด�าเนินชวีติท่ามกลาง

กระแสเทคโนโลยทีีเ่ปลีย่นแปลง	 ตลอดจนการเผชญิสิง่ยัว่ย ุ

หรอืตวัแบบที่ไม่เหมาะสมต่างๆ	 ท�าใหเ้ดก็และเยาวชนเกดิ 

ปญัหาดา้นการปรบัตวั	ปญัหาดา้นอารมณ์และจติใจ	ปญัหาสขุภาพ	

ปัญหาความรุนแรง	 ปัญหาเด็กติดเกม	 ปัญหายาเสพติด	

ปัญหาทางเพศ	 เป็นต้น	 การปรบัตวัและปัญหาสุขภาพจิต

ด้านพฤติกรรมและอารมณ์ของวยัรุ่นท�าให้เกดิความเครยีด	

และน�าไปสูค่วามคดิฆา่ตวัตาย	 ความเครยีดท�าใหม้ผีลเสยีต่อ 

สขุภาพกายและจติใจและก่อใหเ้กดิความสญูเสยีทีร่นุแรงมากขึน้ 

ประเทศไทยในปี	พ.ศ.	2552	พบว่าวยัรุ่นช่วงอายุ	10-19	ปี	

รอ้ยละ	7.66	 เป็นโรคทางจติเวช	และกลุ่มทีพ่บมากทีสุ่ด	คอื 

กลุม่ทีเ่กีย่วกบัปญัหาดา้นพฤตกิรรมและอารมณ์		มรีอ้ยละ	17.921

บทน�า จากผลการวจิยัตดิตามสภาวการณ์เดก็และเยาวชนในรอบปี	

2555	 ดร.อมรวชิช์	 นาครทรรพ	 ที่ปรกึษาสถาบนัรามจติต ิ

ในโครงการพัฒนาเครือข่ายการจัดการเชิงพื้นที่ เพื่ อ 

การวเิคราะหส์ภาวการณ์และขบัเคลือ่นการพฒันาคณุภาพชวีติ 

เยาวชน	(ไชลด์วอทช)์	โดยการสนบัสนุนของส�านกังานกองทนุ

สนบัสนุนการสรา้งเสรมิสขุภาพ	(สสส.)	กลา่ววา่	 เดก็ไทยกวา่	

1	ใน	3	ที่ยงัขาดทกัษะชวีติ	ทัง้จากครอบครวั	โรงเรยีนและ

ชมุชน	อยากเหน็ทกุฝา่ยเขา้รว่มกนัผลกัดนัการสอนทกัษะชวีติ 

เพือ่สรา้งภมูคิุม้	กนัใหเ้ดก็ตัง้แต่เลก็อยา่งจรงิจงั2  

	 ในการจดัการเรยีนรู้ที่มปีระสทิธิภาพ	 ให้ผู้เรยีนมี

ทกัษะชวีติ	 เป็นเกราะป้องกนัในการทีจ่ะท�าใหเ้ดก็และเยาวชน						 

รอดพน้จากความคดิของสือ่เทคโนโลย	ี และตัง้รบัต่อการกา้วรกุ 

ทางสงัคมอยา่งรูเ้ทา่ทนั	 การพฒันาทกัษะชวีติในหลกัสตูรแกนกลาง 

การศกึษาขัน้พืน้ฐานพทุธศกัราช	2551	เป็นกระบวนการเรยีนรู ้

ทีมุ่่งใหผู้เ้รยีนพฒันาตนเอง	 ในดา้นความรูท้กัษะและเจตคติ

ในการเหน็คณุคา่ในตนเองและผูอ้ืน่	 การคดิวเิคราะหต์ดัสนิใจ 
ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558128     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

และแก้ไขปัญหา	 การจัดการกับอารมณ์และความเครียด	

และการสร้างสัมพันธภาพที่ดีกับผู้อื่น	 เพื่อการปรับตัว 

การป้องกนัตนเองในสถานการณ์ต่างๆ	จดัการกบัชวีติตนเองได ้

อย่างมปีระสทิธภิาพ	 สอดคล้องกบัเป้าหมายของหลกัสูตร

แกนกลางการศกึษาขัน้พืน้ฐาน	พทุธศกัราช	 2551	ทีก่�าหนด

ให้ทกัษะชีวิตเป็นสมรรถนะส�าคญัที่ผู้เรียนทุกคนพึงได้รบั

การพัฒนา	 โดยสถานศึกษาต้องจัดการศึกษาให้ผู้เรียน 

มคีณุภาพตามตวัชีว้ดัมาตรฐานการเรยีนรูท้ ัง้	8	สาระการเรยีนรู ้

และคุณลกัษณะอนัพงึประสงคต์ามเจตนารมณ์ของหลกัสตูร3 

การแนะแนวเป็นเรือ่งส�าคญัยิง่ในระบบการศกึษา	 เป็นเครือ่งมอื 

ทีจ่ะแก้ปัญหาของนักเรยีน	 โดยการช่วยใหน้ักเรยีนรูจ้กัและ 

เขา้ใจตนเอง	 รูจ้กัคดิตดัสนิใจดว้ยตนเอง	 มทีกัษะในการตดัสนิใจ 

ดงันัน้การพฒันาทกัษะชีวติให้เกิดขึ้นในตวัผู้เรยีน	 จึงควร

ค�านึงถงึผูเ้รยีนเป็นส�าคญัเพื่อใหผู้เ้รยีนเกดิการเรยีนรูท้ีด่	ี ซึง่ 

แนวทางหน่ึงทีอ่าจน�าไปใชเ้พือ่ใหบ้รรลเุป้าหมายดงักลา่วขา้งตน้ 

คอื	การใชก้จิกรรมแนะแนว	เน่ืองจากกจิกรรมแนะแนว	เป็น 

วธิทีีม่ปีระสทิธภิาพวธิหีน่ึง		ในการน�ามาใชเ้พือ่พฒันาทกัษะชวีติ 

ดา้นการตระหนักรูใ้นตนเอง	ความคดิวเิคราะห	์การตดัสนิใจ 

และการแกป้ญัหา	 การจดัการกบัอารมณ์และการสรา้งสมัพนัธภาพ 

ทีด่ตี่อผูอ้ืน่ของนกัเรยีน	 และเป็นการสง่เสรมิพฒันาผูเ้รยีน	 ให้

พฒันาตนเองอย่างเตม็ตามศกัยภาพ4

	 จากการทีผู่ว้จิยัไดส้มัภาษณ์เจา้หน้าทีผู่ดู้แล	 มลูนิธิ

ห่วงใยเดก็ก�าพรา้	อ�าเภอสนัป่าตอง	จงัหวดัเชยีงใหม่		พบว่า 

เดก็ทีอ่าศยัอยู่ทีมู่ลนิธฯิ	 เป็นเดก็ทีม่าจากหลายชนเผ่า	 เช่น	

เผา่มง้	 เผา่ลซีอ	 และเผา่	 อาขา่	 และอาศยัรวมกบัเดก็พืน้ราบ

ปะปนกนั	 และปัญหาทีเ่กดิกบัเดก็และวยัรุ่นส่วนใหญ่	 ไดแ้ก่	 

ปญัหาทางดา้นอารมณ์และพฤตกิรรม	การขาดความรกั	ความอบอุน่ 

ปัญหาความก้าวร้าว	 ปัญหาซึมเศร้า	 โดยเฉพาะในวยัรุ่น	

ซึ่งเกิดการเปลี่ยนแปลงทัง้พฒันาการทางด้านร่างกายและ 

จติใจท�าใหพ้บปัญหาในวยัน้ีมากทีสุ่ด	 และจากบทความเรื่อง

ทกัษะชวีติ	สิง่ส�าคญัทีว่ยัรุน่ตอ้งสรา้ง5	แพทยห์ญงิ	ปราณ	ีเมอืงน้อย 

กุมารแพทย-์จติแพทยเ์ดก็และวยัรุน่	 โรงพยาบาลเดก็	 กลา่ววา่

ส�าหรบัทกัษะชวีติของวยัรุน่ยคุน้ี	 สิง่ทีเ่ป็นปัญหามากทีส่ดุ	 เป็น 

เรือ่งทกัษะทีเ่กีย่วกบัสงัคม	เชน่	การสรา้งสมัพนัธภาพกบัคนอืน่ 

การจดัการกบัความโกรธซึ่งมคีวามส�าคญัมาก	 นอกจากน้ี 

กม็เีรือ่งทกัษะการตดัสนิใจ	 และการวางแผนชวีติ	 เรือ่งพวกน้ี 

มผีลต่อการปรบัตวัในสงัคม	และการใชช้วีติในอนาคต	ปัจจบุนั 

ขา่วปัญหาวยัรุน่ต่างๆ	 ทีเ่กดิขึน้นัน้	 สว่นมากมสีาเหตุมาจาก

การขาดทกัษะชวีติ	โดยเฉพาะเรือ่งการควบคมุอารมณ์	ทกัษะ

เรื่องการตดัสนิใจ	 การคดิ	 และการยบัยัง้ตวัเอง	 ทกัษะชวีติ

ทัง้หมดทีก่ลา่วมานัน้เป็นสิง่ทีต่อ้งฝึกฝน	 หากวยัรุน่ท�าไดพ้วก

เขากจ็ะมคีวามสขุกบัการใชช้วีติมากขึน้

	 จากปัญหาทีก่ลา่วมาขา้งตน้จะเหน็ไดว้า่	 เดก็ก�าพรา้ 

วยัรุน่	 ควรไดร้บัการสง่เสรมิและพฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการ 

อารมณ์และความเครยีด	 ซึง่เป็นทกัษะทีจ่ะชว่ยใหเ้ดก็ก�าพรา้	

มคีวามเข้าใจและรู้เท่าทนัภาวะอารมณ์ของบุคคล	 ทัง้ของ

ตนเองและผูอ้ื่น	 รูส้าเหตุของความเครยีด	 รูว้ธิกีารควบคุม 

อารมณ์และความเครียด	 รู้วิธีผ่อนคลาย	 หลีกเลี่ยงและ 

ปรบัเปลี่ยนพฤติกรรมที่ก่อให้เกิดอารมณ์ที่ไม่พึงประสงค ์

ไปในทางที่ดีได้	 และกิจกรรมแนะแนวเป็นเครื่องมือหน่ึง 

ที่จะช่วยพฒันาทักษะชีวิตด้านการจัดการกับอารมณ์และ

ความเครยีดของเด็กก�าพร้าได้	 ดงันัน้	 ผู้วจิยัจึงได้พฒันา

ชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อพฒันาทกัษะชีวิตด้านการจดัการ

อารมณ์และความเครยีด	 ใหก้บักลุ่มเดก็ก�าพรา้วยัรุ่นทีอ่าศยั

อยู่ในมูลนิธเิดก็ก�าพรา้	 อ�าเภอสนัป่าตอง	 จงัหวดัเชยีงใหม	่

เพื่อใหบ้งัเกดิผลตามสภาพทีพ่งึประสงค์	 โดยการวจิยัครัง้น้ี 

มวีตัถุประสงค์	 เพื่อเปรยีบเทยีบทกัษะชวีติด้านการจดัการ

อารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้กลุ่มทดลอง	 ก่อนและ

หลงัการใชชุ้ดกจิกรรมแนะแนว	 เพื่อเปรยีบเทยีบทกัษะชวีติ 

ด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้กลุ่ม

ทดลองและกลุ่มควบคุมหลงัการทดลองและเพื่อศกึษาความ

พงึพอใจของเด็กก�าพร้าต่อการใช้ชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อ

พฒันาทกัษะชีวิตด้านการจดัการอารมณ์และความเครียด	

โดยมสีมมตฐิานการวจิยั	 คอื	 เดก็ก�าพรา้ทีไ่ดร้บัชุดกจิกรรม

แนะแนวมีคะแนนทักษะชีวิตด้านการจัดการอารมณ์และ

ความเครยีดสงูขึน้กวา่ก่อนการทดลอง	เดก็ก�าพรา้กลุม่ทดลอง	

ทีไ่ดร้บักจิกรรมแนะแนวมคีะแนนทกัษะชวีติดา้นการจดัการ

อารมณ์และความเครยีดสูงกว่าเด็กก�าพร้ากลุ่มควบคุมที่ได ้

รบัการแนะแนวปกต	ิ และความพงึพอใจทีม่ต่ีอชดุกจิกรรมแนะแนว 

เพือ่พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด
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วสัดแุละวิธีการ

1. ประชากรและกลุ่มตวัอย่างท่ีใช้ในการศึกษา 

	 ประชากรทีใ่ชใ้นการวจิยั	 คอืเดก็ก�าพรา้ทีอ่าศยัอยูท่ี ่

มลูนิธหิ่วงใยเดก็ก�าพรา้	 อ�าเภอสนัป่าตอง	 จงัหวดัเชยีงใหม	่

จ�านวน	 35	 คน	 และกลุม่ตวัอยา่ง	 คอืเดก็ก�าพรา้ทีอ่าศยัอยูท่ี ่

มลูนิธหิว่งใยเดก็ก�าพรา้	 อ�าเภอสนัปา่ตอง	 จงัหวดัเชยีงใหมจ่�านวน	

16	คน	ทีไ่ดม้าจากการเลอืกแบบเจาะจง	จากนัน้จงึสุม่อยา่งงา่ย 

แบง่เป็น	2	กลุม่	คอืกลุม่ทดลองและกลุม่ควบคมุ	กลุม่ละ	8	คน

2. ตวัแปรท่ีใช้ในการศึกษา     

	 ตวัแปรอสิระ	คอื	วธิกีารใชชุ้ดกจิกรรมแนะแนวเพื่อ

พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด		

	 ตวัแปรตาม	คอื	ทกัษะชวีติด้านการจดัการอารมณ์

และความเครยีด



3. เครื่องมือท่ีใช้ในการวิจยั ได้แก่     

	 3.1	แบบวดัทกัษะชีวติด้านการจดัการกบัอารมณ์ 

และความเครยีด	ทีผู่ว้จิยัสรา้งขึน้	ตามองคป์ระกอบทกัษะชวีติ

ระดบัมธัยมศกึษา		ในองคป์ระกอบดา้นการจดัการกบัอารมณ์ 

และความเครยีด	 ของส�านกังานคณะกรรมการการศกึษาขัน้พืน้ฐาน 

กระทรวงศกึษาธกิาร	จ�านวน	24	ขอ้	แบง่ออกเป็น	4	ดา้นคอื 

	 ดา้นที	่1	ประเมนิและรูเ้ทา่ทนัสภาวะอารมณ์ทีเ่กดิขึน้ 

กบัตนเอง	จ�านวน	7	ขอ้		 	 	 	 	

	 ดา้นที	่	2	จดัการความขดัแยง้ต่างๆ	ไดด้ว้ยวธิทีีเ่หมาะสม	

จ�านวน	5	ขอ้		 	 	 	 	 	

	 ดา้นที	่	3	คลายเครยีดดว้ยวธิกีารทีส่รา้งสรรค	์จ�านวน		

4	ขอ้		 	 	 	 	 	 	

	 ด้านที่	4	รู้จ ักสร้างความสุขให้กับตนเองและผู้อื่น 

จ�านวน	8	ขอ้	

	 การตรวจสอบความตรงตามเน้ือหาโดยผูเ้ชีย่วชาญ	

จ�านวน	5	ท่าน	พบว่า	ค่าสมัประสทิธค์วามสอดคลอ้ง	(IOC	: 

Index	of	item	Objective	Congruence)	เท่ากบั	0.60-1.00	

ค่าอ�านาจจ�าแนก	 และความเชื่อมัน่ของเครื่องมือ	 โดยใช ้

สตูรสมัประสทิธิส์หสมัพนัธแ์อลฟาของ	ครอนบาค		(Cronbach,s 

Alpha	Coefficient)	ไดค้า่เทา่กบั	0.67

	 3.2	 กิจกรรมแนะแนวเพื่อพฒันาทักษะชีวิตด้าน 

การจดัการอารมณ์และความเครยีด	จ�านวน	10	กจิกรรม	ผูว้จิยั

ไดส้รา้งกจิกรรมขึน้	 โดยองิตามพฤตกิรรมทกัษะชวีติทีค่าดหวงั 

และตวัชี้วดั	 ตามองค์ประกอบทกัษะชวีติระดบัมธัยมศกึษา	

ในองค์ประกอบด้านการจดัการกบัอารมณ์และความเครยีด	

ของส�านักวิชาการและมาตรฐานการศึกษา	 ส�านักงาน 

คณะกรรมการการศกึษาขัน้พืน้ฐาน	 กระทรวงศกึษาธกิาร3	 และ 

ปรบักจิกรรมตามคูม่อืการจดักจิกรรมเพือ่สรา้งเสรมิทกัษะชวีติ 

ส�าหรับเด็ก	 ของกรมสุขภาพจิต	 กระทรวงสาธารณสุข6 

และคู่มอืการจดักจิกรรมเพื่อสอนทกัษะชวีติส�าหรบัเยาวชน	 

ของส�านกังานคณะกรรมการป้องกนัและปราบปรามยาเสพตดิ 

กระทรวงยุตธิรรม7	 การตรวจสอบความตรงตามเน้ือหาโดย 

ผูเ้ชีย่วชาญ	จ�านวน	5	ทา่น	พบวา่	คา่สมัประสทิธค์วามสอดคลอ้ง 

(IOC	:	Index	of	item	Objective	Congruence)	เทา่กบั	0.80-1.00 

	 3.3	 แบบวดัความพงึพอใจในกจิกรรมแนะแนวเพื่อ

เสรมิสรา้งทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด	

ซึ่งได้ปรบัปรุงมาจาก	แบบส�ารวจความคดิเหน็ของนักเรยีน

ทีใ่ชชุ้ดกจิกรรมแนะแนวโดยใชก้จิกรรมกลุ่ม	 เพื่อเสรมิสรา้ง 

วุฒภิาวะทางอาชพีของสพุตัรา	ถนอมรตัน์8		ในการศกึษาวจิยั 

ผลการพฒันาชุดกิจกรรมแนะแนวโดยใช้กิจกรรมกลุ่มเพื่อ 

เสรมิสรา้งวฒุภิาวะทางอาชพีของนกัเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที	่	3 

โรงเรียนเบญจมานุสรณ์	 จงัหวดัจนัทบุรี	 จ�านวน	 10	 ข้อ	 

การตรวจสอบความตรงตามเน้ือหาโดยผูเ้ชีย่วชาญ	จ�านวน	5	ทา่น 

พบว่า	 ค่าสมัประสทิธค์วามสอดคลอ้ง	 (IOC:	 Index	 of	 item	

Objective	Congruence)	เทา่กบั	0.60-1.00

4. การเกบ็รวมรวมข้อมูล	 ผูว้จิยัไดด้�าเนินการเป็นขัน้ตอน 

ตามล�าดบั	ดงัน้ี		 	 	 	 	 	

	 4.1							ประสานงานกบัเจา้หน้าทีม่ลูนิธหิว่งใยเดก็ก�าพรา้ 

เพือ่นดัหมาย	ก�าหนดชว่งระยะเวลา	วนัทีท่�าการเกบ็รวบรวมขอ้มลู		

	 4.2	 จดัเตรยีมแบบสอบถามวดัทกัษะชวีติด้านการ

จดัการอารมณ์และความเครยีด	ใหเ้พยีงพอกบัจ�านวนนกัเรยีน 

ทีเ่ป็นกลุม่ตวัอยา่ง	จากนัน้น�าแบบสอบถามไปเกบ็รวบรวมขอ้มลู 

ก่อนการทดลองกบัเดก็ก�าพรา้กลุม่ตวัอยา่งทัง้หมด	จ�านวน	18	คน	 

	 4.3	 จดักจิกรรมแนะแนวเพื่อเสรมิสรา้งทกัษะชวีติ

ดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีดใหก้บัเดก็ก�าพรา้กลุ่ม

ทดลอง	จ�านวน	9	คน	โดยการจดักจิกรรมแนะแนวทัง้หมด	

10	ครัง้	ดงัน้ี	 	 	 	 	 	

	 ครัง้ที่	1	ปฐมนิเทศ	 และให้กลุ่มตวัอย่างและกลุ่ม

ควบคุมท�าแบบวดัทกัษะชีวติด้านการจดัการอารมณ์	 และ

ความเครยีดก่อนจดักจิกรรมแนะแนว		 	 	

	 ครัง้ที	่2	 กจิกรรม	เรยีนรูอ้ารมณ์

	 ครัง้ที	่3	 กจิกรรม	อารมณ์จดัการได	้ 	 	

	 ครัง้ที	่4	 กจิกรรม	เรยีนรูค้วามขดัแยง้	 	

	 ครัง้ที	่5	 กจิกรรม	ความสนัต	ิ 	 	

	 ครัง้ที	่6	 กจิกรรม	เรยีนรูค้วามเครยีด		 	

	 ครัง้ที	่7	 กจิกรรม	คลายเครยีดกนัเถอะ	 	

	 ครัง้ที	่8	 กจิกรรม	สรา้งสขุไดด้ว้ยตวัเรา	 	

	 ครัง้ที	่9	 กจิกรรม	การคดิเชงิบวก

	 ครัง้ที	่10		ปจัฉิมนิเทศ	และให้กลุ่มตัวอย่างและ 

กลุ่มควบคุมท�าแบบวดัทักษะชีวิตด้านการจัดการอารมณ์

และความเครียดและท�าแบบวดัความพึงพอใจในกิจกรรม

แนะแนวเพื่อเสรมิสรา้งทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และ

ความเครยีดหลงัจดักจิกรรมแนะแนว

5. การวิเคราะหข้์อมลู     

	 ส่วนที่	1	การเปรยีบเทยีบคะแนน	ทกัษะชวีติด้าน

การจดัการกบัอารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้	ก่อน 

การทดลองและหลังการทดลอง	 และเปรียบเทียบคะแนน	

ทกัษะชีวิตด้านการจดัการกบัอารมณ์และความเครียดของ 

เด็กก�าพร้ากลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม	 สถิติที่ใช้ได้แก่ 

การทดสอบวลิคอกซนัและการทดสอบแมนวทินีย	์

 สว่นที ่2 การวดัความพงึพอใจในกจิกรรมแนะแนว

เพือ่พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด 

วเิคราะหข์อ้มลูโดยใช ้คา่เฉลีย่และ สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558130     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่



3. เครื่องมือท่ีใช้ในการวิจยั ได้แก่     

	 3.1	แบบวดัทกัษะชีวติด้านการจดัการกบัอารมณ์ 

และความเครยีด	ทีผู่ว้จิยัสรา้งขึน้	ตามองคป์ระกอบทกัษะชวีติ

ระดบัมธัยมศกึษา		ในองคป์ระกอบดา้นการจดัการกบัอารมณ์ 

และความเครยีด	 ของส�านกังานคณะกรรมการการศกึษาขัน้พืน้ฐาน 

กระทรวงศกึษาธกิาร	จ�านวน	24	ขอ้	แบง่ออกเป็น	4	ดา้นคอื 

	 ดา้นที	่1	ประเมนิและรูเ้ทา่ทนัสภาวะอารมณ์ทีเ่กดิขึน้ 

กบัตนเอง	จ�านวน	7	ขอ้		 	 	 	 	

	 ดา้นที	่	2	จดัการความขดัแยง้ต่างๆ	ไดด้ว้ยวธิทีีเ่หมาะสม	

จ�านวน	5	ขอ้		 	 	 	 	 	

	 ดา้นที	่	3	คลายเครยีดดว้ยวธิกีารทีส่รา้งสรรค	์จ�านวน		

4	ขอ้		 	 	 	 	 	 	

	 ด้านที่	4	รู้จ ักสร้างความสุขให้กับตนเองและผู้อื่น 

จ�านวน	8	ขอ้	

	 การตรวจสอบความตรงตามเน้ือหาโดยผูเ้ชีย่วชาญ	

จ�านวน	5	ท่าน	พบว่า	ค่าสมัประสทิธค์วามสอดคลอ้ง	(IOC	: 

Index	of	item	Objective	Congruence)	เท่ากบั	0.60-1.00	

ค่าอ�านาจจ�าแนก	 และความเชื่อมัน่ของเครื่องมือ	 โดยใช ้

สตูรสมัประสทิธิส์หสมัพนัธแ์อลฟาของ	ครอนบาค		(Cronbach,s 

Alpha	Coefficient)	ไดค้า่เทา่กบั	0.67

	 3.2	 กิจกรรมแนะแนวเพื่อพฒันาทักษะชีวิตด้าน 

การจดัการอารมณ์และความเครยีด	จ�านวน	10	กจิกรรม	ผูว้จิยั

ไดส้รา้งกจิกรรมขึน้	 โดยองิตามพฤตกิรรมทกัษะชวีติทีค่าดหวงั 

และตวัชี้วดั	 ตามองค์ประกอบทกัษะชวีติระดบัมธัยมศกึษา	

ในองค์ประกอบด้านการจดัการกบัอารมณ์และความเครยีด	

ของส�านักวิชาการและมาตรฐานการศึกษา	 ส�านักงาน 

คณะกรรมการการศกึษาขัน้พืน้ฐาน	 กระทรวงศกึษาธกิาร3	 และ 

ปรบักจิกรรมตามคูม่อืการจดักจิกรรมเพือ่สรา้งเสรมิทกัษะชวีติ 

ส�าหรับเด็ก	 ของกรมสุขภาพจิต	 กระทรวงสาธารณสุข6 

และคู่มอืการจดักจิกรรมเพื่อสอนทกัษะชวีติส�าหรบัเยาวชน	 

ของส�านกังานคณะกรรมการป้องกนัและปราบปรามยาเสพตดิ 

กระทรวงยุตธิรรม7	 การตรวจสอบความตรงตามเน้ือหาโดย 

ผูเ้ชีย่วชาญ	จ�านวน	5	ทา่น	พบวา่	คา่สมัประสทิธค์วามสอดคลอ้ง 

(IOC	:	Index	of	item	Objective	Congruence)	เทา่กบั	0.80-1.00 

	 3.3	 แบบวดัความพงึพอใจในกจิกรรมแนะแนวเพื่อ

เสรมิสรา้งทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด	

ซึ่งได้ปรบัปรุงมาจาก	แบบส�ารวจความคดิเหน็ของนักเรยีน

ทีใ่ชชุ้ดกจิกรรมแนะแนวโดยใชก้จิกรรมกลุ่ม	 เพื่อเสรมิสรา้ง 

วุฒภิาวะทางอาชพีของสพุตัรา	ถนอมรตัน์8		ในการศกึษาวจิยั 

ผลการพฒันาชุดกิจกรรมแนะแนวโดยใช้กิจกรรมกลุ่มเพื่อ 

เสรมิสรา้งวฒุภิาวะทางอาชพีของนกัเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที	่	3 

โรงเรียนเบญจมานุสรณ์	 จงัหวดัจนัทบุรี	 จ�านวน	 10	 ข้อ	 

การตรวจสอบความตรงตามเน้ือหาโดยผูเ้ชีย่วชาญ	จ�านวน	5	ทา่น 

พบว่า	 ค่าสมัประสทิธค์วามสอดคลอ้ง	 (IOC:	 Index	 of	 item	

Objective	Congruence)	เทา่กบั	0.60-1.00

4. การเกบ็รวมรวมข้อมูล	 ผูว้จิยัไดด้�าเนินการเป็นขัน้ตอน 

ตามล�าดบั	ดงัน้ี		 	 	 	 	 	

	 4.1							ประสานงานกบัเจา้หน้าทีม่ลูนิธหิว่งใยเดก็ก�าพรา้ 

เพือ่นดัหมาย	ก�าหนดชว่งระยะเวลา	วนัทีท่�าการเกบ็รวบรวมขอ้มลู		

	 4.2	 จดัเตรยีมแบบสอบถามวดัทกัษะชวีติด้านการ

จดัการอารมณ์และความเครยีด	ใหเ้พยีงพอกบัจ�านวนนกัเรยีน 

ทีเ่ป็นกลุม่ตวัอยา่ง	จากนัน้น�าแบบสอบถามไปเกบ็รวบรวมขอ้มลู 

ก่อนการทดลองกบัเดก็ก�าพรา้กลุม่ตวัอยา่งทัง้หมด	จ�านวน	18	คน	 

	 4.3	 จดักจิกรรมแนะแนวเพื่อเสรมิสรา้งทกัษะชวีติ

ดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีดใหก้บัเดก็ก�าพรา้กลุ่ม

ทดลอง	จ�านวน	9	คน	โดยการจดักจิกรรมแนะแนวทัง้หมด	

10	ครัง้	ดงัน้ี	 	 	 	 	 	

	 ครัง้ที่	1	ปฐมนิเทศ	 และให้กลุ่มตวัอย่างและกลุ่ม

ควบคุมท�าแบบวดัทกัษะชีวติด้านการจดัการอารมณ์	 และ

ความเครยีดก่อนจดักจิกรรมแนะแนว		 	 	

	 ครัง้ที	่2	 กจิกรรม	เรยีนรูอ้ารมณ์

	 ครัง้ที	่3	 กจิกรรม	อารมณ์จดัการได	้ 	 	

	 ครัง้ที	่4	 กจิกรรม	เรยีนรูค้วามขดัแยง้	 	

	 ครัง้ที	่5	 กจิกรรม	ความสนัต	ิ 	 	

	 ครัง้ที	่6	 กจิกรรม	เรยีนรูค้วามเครยีด		 	

	 ครัง้ที	่7	 กจิกรรม	คลายเครยีดกนัเถอะ	 	

	 ครัง้ที	่8	 กจิกรรม	สรา้งสขุไดด้ว้ยตวัเรา	 	

	 ครัง้ที	่9	 กจิกรรม	การคดิเชงิบวก

	 ครัง้ที	่10		ปจัฉิมนิเทศ	และให้กลุ่มตัวอย่างและ 

กลุ่มควบคุมท�าแบบวดัทักษะชีวิตด้านการจัดการอารมณ์

และความเครียดและท�าแบบวดัความพึงพอใจในกิจกรรม

แนะแนวเพื่อเสรมิสรา้งทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และ

ความเครยีดหลงัจดักจิกรรมแนะแนว

5. การวิเคราะหข้์อมลู     

	 ส่วนที่	1	การเปรยีบเทยีบคะแนน	ทกัษะชวีติด้าน

การจดัการกบัอารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้	ก่อน 

การทดลองและหลังการทดลอง	 และเปรียบเทียบคะแนน	

ทกัษะชีวิตด้านการจดัการกบัอารมณ์และความเครียดของ 

เด็กก�าพร้ากลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม	 สถิติที่ใช้ได้แก่ 

การทดสอบวลิคอกซนัและการทดสอบแมนวทินีย	์

 สว่นที ่2 การวดัความพงึพอใจในกจิกรรมแนะแนว

เพือ่พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด 

วเิคราะหข์อ้มลูโดยใช ้คา่เฉลีย่และ สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558130     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

	 1.	 การเปรยีบเทยีบความแตกต่างของคะแนนทกัษะ

ชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้

ก่อนการทดลอง	ระหว่างกลุ่มทดลองและกลุ่มควบคุม	พบว่า

ผลการศึกษา ก่อนการทดลอง	 เดก็ก�าพรา้ทัง้กลุม่ทดลองและกลุม่ควบคมุ	มี

คะแนนทกัษะชีวิตด้านการจดัการอารมณ์และความเครียด	

ไม่แตกต่างกนั	(ตารางที	่1)

ตารางท่ี 1  Comparison of the difference score for coping with emotions and stress among the experimental group orphans 

and control group orphans before using a guidance activities package.

Sample n Median Q.D. The Mann-Whitney  p-value

U Test

Experiment group 8 3.29 0.54 0.00 1.00

Control group 8 3.25 0.34

	 2.	การเปรยีบเทยีบความแตกต่างของคะแนน	ทกัษะ

ชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้	

ก่อนและหลงั	การใช้ชุดกิจกรรมแนะแนว	พบว่า	ภายหลงั

การใช้ชุดกิจกรรมแนะแนว	 เด็กก�าพร้ามคีะแนนจากแบบ 

วดัทกัษะชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดสูงขึน้	

อยา่งมนียัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบั	0.05	(ตารางที	่2)

ตารางท่ี 2  Comparison of the difference score for coping with emotions and stress of the experimental group orphans 

before and after using a guidance activities package.

Experiment group n Median Q.D. The Wilcoxon  matched p-value

Pairs signed ranks test

Before 8 3.29 0.54 -2.52 0.01*

After 8 3.77 0.71

	 3.	การเปรยีบเทยีบความแตกต่างของคะแนน	ทกัษะ

ชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้	

ภายหลงัการทดลอง	ระหวา่งกลุม่ทดลองและกลุม่ควบคมุ	พบวา่

ภายหลงัจากการใช้ชุดกจิกรรมแนะแนว	คะแนนทกัษะชวีติ

ด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้กลุ่ม

ทดลองสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมนีัยส�าคญัทางสถติทิี่ระดบั	

0.05		(ตารางที	่3)
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     *p< 0.05



ตารางท่ี 3  Comparison of the difference score for life skills for coping with emotion and stress among the experimental 

group orphans and the control group orphans after using a guidance activity package. 

Sample n Median Q.D. The Mann-Whitney  p-value

U Test

Experiment group 8 3.77 0.71 -2.32 0.02 *

Control group 8 3.21 0.21

     *p< 0.05

	 4.	 การศึกษาความพึงพอใจของเด็กก�าพร้าต่อ 

การใช้ชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อพัฒนาทักษะชีวิตด้าน 

การจดัการอารมณ์และความเครยีด	พบวา่	 ความพงึพอใจของ

เดก็ก�าพรา้ทีม่ต่ีอการใชชุ้ดกจิกรรมแนะแนวเพือ่พฒันาทกัษะ

ชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีด	 มคี่าเฉลี่ยอยู ่

ในระดบัมากทกุหวัขอ้	 โดยมคีา่เฉลีย่	 ( x )	 เทา่กบั	4.23	และ

สว่นเบีย่งเบนมาตรฐานเทา่กบั	0.71

	 2.1	 ผลการวเิคราะห์ขอ้มูลพบว่า	 ภายหลงัการใช ้

ชดุกจิกรรมแนะแนว	 เดก็ก�าพรา้มทีกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์ 

และความเครียดสูงขึ้นกว่าก่อนการจัดกิจกรรมแนะแนว	 

อยา่งมนียัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบั	0.05	ซึง่เป็นไปตามสมมตุฐิาน 

ขอ้ที	่ 1	ทัง้น้ีอาจเน่ืองมาจากชดุกจิกรรมแนะแนวเพือ่เสรมิสรา้ง 

ทกัษะชีวิตด้านการจดัการอารมณ์และความเครียดที่ผู้วิจยั

สรา้งขึน้	 ไดด้�าเนินการสรา้งอยา่งถูกตอ้งตามเป้าหมาย	 และ 

เป็นไปตามหลกัการพฒันากจิกรรมแนะแนว	ไดแ้ก่	การก�าหนด 

วตัถุประสงคก์ารจดักจิกรรมในแต่ละครัง้	จากนัน้	จงึก�าหนดเน้ือหา 

สาระการเรียนรู้ให้ตรงตามวตัถุประสงค์ในการจดักิจกรรม 

การก�าหนดขอบข่ายและขัน้ตอนของกิจกรรมประกอบด้วย 

ขัน้น�าเข้าสู่กิจกรรม	 ขัน้ด�าเนินกิจกรรม	 ขัน้สรุปกิจกรรม 

และขัน้ประเมนิผล	 โดยสอดคล้องกบัค�ากล่าวของคนันิงกสิ 

และเดอโบลท์9	 	กล่าววา่	ปัจจยัของการพฒันาการจดักจิกรรม 

ขึน้อยูก่บัหลายสว่น	 เชน่	 การสนบัสนุนจากหน่วยงานทีส่งักดั 

ความร่วมมอืขององค์กรต่างๆ	ที่เกี่ยวข้อง	แต่หวัใจส�าคญั 

อยูท่ีต่วัของผูจ้ดักจิกรรมเองทีจ่ะตอ้งศกึษา	 ท�าความเขา้ใจงาน 

ของตนใหก้ระจา่ง	วา่ตอ้งท�าอะไร	ท�าใหใ้คร	ท�าอยา่งไร	ท�าแลว้ไดอ้ะไร 

แลว้น�าความรู	้ ความเขา้ใจเหลา่นัน้มาเป็นแนวทางการพฒันากจิกรรม 

แนวทางในการจดักจิกรรมแนะแนวใหไ้ดป้ระสทิธภิาพเพิม่ขึน้

วิจารณ์ผลการศึกษา

	 ผู้วจิยัยงัได้เน้นการจดักิจกรรมที่มุ่งให้เด็กก�าพร้า	

สามารถน�าผลการเรยีนรู้จากกิจกรรมไปใช้ประโยชน์	 โดย

ใชแ้นวคดิการเรยีนรูแ้บบมสีว่นรว่ม	 (participatory	 learning)	

ที่เน้นการเรยีนรูเ้ชงิประสบการณ์	 (experientail	 learning)	 

และการเรยีนรูด้ว้ยกระบวนการกลุม่	 (group	 process	 learning) 

ตามวงจรการเรยีนรู	้ (four	 phases	 of	 the	 learning	 cycle) 

คอื	 “แลกเปลีย่นประสบการณ์	 สะทอ้นกลบัการรบัรู	้ สรปุสาระ

สู่ชีวิตและคิดและน�าไปปฏิบตัิ”9	 และได้เลือกใช้เครื่องมือ 

และสื่อประกอบกิจกรรมแนะแนว	ในการเร้าความสนใจ	

กระตุน้การมสีว่นรว่ม	 สง่เสรมิการคดิ	 สนบัสนุนการแกปั้ญหา	

สรา้งความประทบัใจ	ฯลฯ	ใหต้รงกบัวตัถุประสงคข์องกจิกรรม

แต่ละครัง้และตรงกบัวยัของผูร้่วมกจิกรรมที่เป็นวยัรุ่น	 และ

ประเมนิคุณภาพกิจกรรมแนะแนวแต่ละครัง้โดยการสงัเกต

และการสอบถามหลงัจากการท�ากจิกรรม	 เพือ่น�ามาปรบัปรุง

กจิกรรมในครัง้ถดัไป	จากกระบวนการเหลา่น้ีท�าใหเ้ดก็ก�าพรา้	

เกดิความรู	้ ความเขา้ใจ	 และสามารถพฒันาทกัษะชวีติดา้น 

การจดัการอารมณ์และความเครยีดใหเ้พิม่ขึน้ได	้ ซึง่ผลการวจิยั 

มคีวามสอดคลอ้งกบัการวจิยัของ	 สริวิรรณ	 มณีโชติ10	 เรื่อง	

การพฒันาชุดกจิกรรมแนะแนวเพื่อเสรมิสรา้งทกัษะชวีติของ

นักเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที	่ 3	 ผลการวจิยัพบว่า	 ทกัษะชวีติ

ของนักเรยีนหลงัการใช้ชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อเสรมิสร้าง 

ทกัษะชวีติของนักเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที	่ 3	 สงูกว่าก่อนใช้

ชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อเสรมิสร้างทกัษะชวีติของนักเรยีน

ชัน้มธัยมศกึษาปีที	่ 3	 อยา่งมนียัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบั	 0.01	

และยงัสอดคล้องกบังานวจิยัของ	 สนิิทธ์	 วงศ์ธิดา11	 เรื่อง	 

การพฒันาชุดกจิกรรมแนะแนวเพือ่เสรมิสรา้งความฉลาดทาง

อารมณ์ของนักเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที่	 2	 โรงเรยีนแม่สาย 

ประสิทธิศ์าสตร์	 จงัหวดัเชียงราย	 พบว่า	 หลงัจากการใช ้

ชดุกจิกรรมแนะแนว	นกัเรยีนมคีวามฉลาดทางอารมณ์เพิม่ขึน้

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558132     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่



ตารางท่ี 3  Comparison of the difference score for life skills for coping with emotion and stress among the experimental 

group orphans and the control group orphans after using a guidance activity package. 

Sample n Median Q.D. The Mann-Whitney  p-value

U Test

Experiment group 8 3.77 0.71 -2.32 0.02 *

Control group 8 3.21 0.21

     *p< 0.05

	 4.	 การศึกษาความพึงพอใจของเด็กก�าพร้าต่อ 

การใช้ชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อพัฒนาทักษะชีวิตด้าน 

การจดัการอารมณ์และความเครยีด	พบวา่	 ความพงึพอใจของ

เดก็ก�าพรา้ทีม่ต่ีอการใชชุ้ดกจิกรรมแนะแนวเพือ่พฒันาทกัษะ

ชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีด	 มคี่าเฉลี่ยอยู ่

ในระดบัมากทกุหวัขอ้	 โดยมคีา่เฉลีย่	 ( x )	 เทา่กบั	4.23	และ

สว่นเบีย่งเบนมาตรฐานเทา่กบั	0.71

	 2.1	 ผลการวเิคราะห์ขอ้มูลพบว่า	 ภายหลงัการใช ้

ชดุกจิกรรมแนะแนว	 เดก็ก�าพรา้มทีกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์ 

และความเครียดสูงขึ้นกว่าก่อนการจัดกิจกรรมแนะแนว	 

อยา่งมนียัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบั	0.05	ซึง่เป็นไปตามสมมตุฐิาน 

ขอ้ที	่ 1	ทัง้น้ีอาจเน่ืองมาจากชดุกจิกรรมแนะแนวเพือ่เสรมิสรา้ง 

ทกัษะชีวิตด้านการจดัการอารมณ์และความเครียดที่ผู้วิจยั

สรา้งขึน้	 ไดด้�าเนินการสรา้งอยา่งถูกตอ้งตามเป้าหมาย	 และ 

เป็นไปตามหลกัการพฒันากจิกรรมแนะแนว	ไดแ้ก่	การก�าหนด 

วตัถุประสงคก์ารจดักจิกรรมในแต่ละครัง้	จากนัน้	จงึก�าหนดเน้ือหา 

สาระการเรียนรู้ให้ตรงตามวตัถุประสงค์ในการจดักิจกรรม 

การก�าหนดขอบข่ายและขัน้ตอนของกิจกรรมประกอบด้วย 

ขัน้น�าเข้าสู่กิจกรรม	 ขัน้ด�าเนินกิจกรรม	 ขัน้สรุปกิจกรรม 

และขัน้ประเมนิผล	 โดยสอดคล้องกบัค�ากล่าวของคนันิงกสิ 

และเดอโบลท์9	 	กล่าววา่	ปัจจยัของการพฒันาการจดักจิกรรม 

ขึน้อยูก่บัหลายสว่น	 เชน่	 การสนบัสนุนจากหน่วยงานทีส่งักดั 

ความร่วมมอืขององค์กรต่างๆ	ที่เกี่ยวข้อง	แต่หวัใจส�าคญั 

อยูท่ีต่วัของผูจ้ดักจิกรรมเองทีจ่ะตอ้งศกึษา	 ท�าความเขา้ใจงาน 

ของตนใหก้ระจา่ง	วา่ตอ้งท�าอะไร	ท�าใหใ้คร	ท�าอยา่งไร	ท�าแลว้ไดอ้ะไร 

แลว้น�าความรู	้ ความเขา้ใจเหลา่นัน้มาเป็นแนวทางการพฒันากจิกรรม 

แนวทางในการจดักจิกรรมแนะแนวใหไ้ดป้ระสทิธภิาพเพิม่ขึน้

วิจารณ์ผลการศึกษา

	 ผู้วจิยัยงัได้เน้นการจดักิจกรรมที่มุ่งให้เด็กก�าพร้า	

สามารถน�าผลการเรยีนรู้จากกิจกรรมไปใช้ประโยชน์	 โดย

ใชแ้นวคดิการเรยีนรูแ้บบมสีว่นรว่ม	 (participatory	 learning)	

ที่เน้นการเรยีนรูเ้ชงิประสบการณ์	 (experientail	 learning)	 

และการเรยีนรูด้ว้ยกระบวนการกลุม่	 (group	 process	 learning) 

ตามวงจรการเรยีนรู	้ (four	 phases	 of	 the	 learning	 cycle) 

คอื	 “แลกเปลีย่นประสบการณ์	 สะทอ้นกลบัการรบัรู	้ สรปุสาระ

สู่ชีวิตและคิดและน�าไปปฏิบตัิ”9	 และได้เลือกใช้เครื่องมือ 

และสื่อประกอบกิจกรรมแนะแนว	ในการเร้าความสนใจ	

กระตุน้การมสีว่นรว่ม	 สง่เสรมิการคดิ	 สนบัสนุนการแกปั้ญหา	

สรา้งความประทบัใจ	ฯลฯ	ใหต้รงกบัวตัถุประสงคข์องกจิกรรม

แต่ละครัง้และตรงกบัวยัของผูร้่วมกจิกรรมที่เป็นวยัรุ่น	 และ

ประเมนิคุณภาพกิจกรรมแนะแนวแต่ละครัง้โดยการสงัเกต

และการสอบถามหลงัจากการท�ากจิกรรม	 เพือ่น�ามาปรบัปรุง

กจิกรรมในครัง้ถดัไป	จากกระบวนการเหลา่น้ีท�าใหเ้ดก็ก�าพรา้	

เกดิความรู	้ ความเขา้ใจ	 และสามารถพฒันาทกัษะชวีติดา้น 

การจดัการอารมณ์และความเครยีดใหเ้พิม่ขึน้ได	้ ซึง่ผลการวจิยั 

มคีวามสอดคลอ้งกบัการวจิยัของ	 สริวิรรณ	 มณีโชติ10	 เรื่อง	

การพฒันาชุดกจิกรรมแนะแนวเพื่อเสรมิสรา้งทกัษะชวีติของ

นักเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที	่ 3	 ผลการวจิยัพบว่า	 ทกัษะชวีติ

ของนักเรยีนหลงัการใช้ชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อเสรมิสร้าง 

ทกัษะชวีติของนักเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที	่ 3	 สงูกว่าก่อนใช้

ชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อเสรมิสร้างทกัษะชวีติของนักเรยีน

ชัน้มธัยมศกึษาปีที	่ 3	 อยา่งมนียัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบั	 0.01	

และยงัสอดคล้องกบังานวจิยัของ	 สนิิทธ์	 วงศ์ธิดา11	 เรื่อง	 

การพฒันาชุดกจิกรรมแนะแนวเพือ่เสรมิสรา้งความฉลาดทาง

อารมณ์ของนักเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที่	 2	 โรงเรยีนแม่สาย 

ประสิทธิศ์าสตร์	 จงัหวดัเชียงราย	 พบว่า	 หลงัจากการใช ้

ชดุกจิกรรมแนะแนว	นกัเรยีนมคีวามฉลาดทางอารมณ์เพิม่ขึน้
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อยา่งมนียัส�าคญัทีร่ะดบั	0.01	และงานวจิยัของ	กาญจนา	สพุรรณคง12 

ไดศ้กึษาผลของกจิกรรมแนะแนวเพือ่เสรมิสรา้งความฉลาดทาง 

อารมณ์ของนกัเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปีที	่3	โรงเรยีนอสัสมัชญัล�าปาง 

ผลการวจิยัพบวา่หลงัการท�ากจิกรรมแนะแนว	นกัเรยีนมรีะดบั 

ความฉลาดทางอารมณ์เพิม่ขึน้อยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ	ิ ในทัง้	

3	ดา้น	คอื	เก่ง	ด	ีและสขุ

	 2.2	 ผลการวิเคราะห์ข้อมูลพบว่า	 เด็กก�าพร้า 

กลุ่มทดลอง	 ทีไ่ดร้บัชุดกจิกรรมแนะแนวมคีะแนนทกัษะชวีติ

ดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีดสงูกวา่เดก็ก�าพรา้กลุม่

ควบคมุทีไ่ดร้บัการแนะแนวแบบปกต	ิ หลงัการทดลองอยา่งมี

นยัส�าคญัทางสถติทิีร่ะดบั	 0.05	 ซึง่เป็นไปตามสมมตุฐิานขอ้ที	่

2	 ทัง้น้ีอาจเน่ืองมาจาก	 การทีก่ลุม่ทดลองไดเ้ขา้รว่มกจิกรรม

เพือ่พฒันาทกัษะชวีติดา้นการจดัการอารมณ์และความเครยีด

ทัง้หมด	10	ครัง้	 เป็นเวลาตดิต่อกนั	 4	สปัดาห์	 และในการ 

เขา้รว่มกจิกรรม	 เดก็มคีวามเตม็ใจต่อการเขา้รว่มท�ากจิกรรม	

มโีอกาสท�ากจิกรรมทีห่ลากหลาย	 สมาชกิมปีฏสิมัพนัธร์ว่มกนั

อยา่งเตม็ที	่ และไดล้งมอืปฏบิตักิจิกรรมต่างๆ	 ดว้ยตนเอง	 ได้

รว่มกนัคดิ	 วเิคราะห	์ และอภปิรายแลกเปลีย่นประสบการณ์

และความคดิเห็นระหว่างสมาชิกภายในกลุ่ม	 เพื่อน�าไปสู ่

การสรุปทีส่อดคลอ้งกบัวตัถุประสงคข์องกจิกรรมในแต่ละครัง้	

จากที่กล่าวมาข้างต้นท�าให้กลุ่มทดลองได้รบัประสบการณ์	

ความรู	้ ความเขา้ใจ	 เกีย่วกบัตนเองและผูอ้ื่น	 มปีฏสิมัพนัธ์

ซึ่งกันและกัน	 ซึ่งจะน� าไปสู่การพัฒนาทักษะชีวิตด้าน 

การจัดการกับอารมณ์และความเครียดได้มากขึ้นโดย

สอดคล้องกบัค�ากล่าวของ	 สมร	 ทองด	ี และปราณี	 รามสูต9 

กล่าวว่า	 การจดักิจกรรมแนะแนวเป็นกลุ่ม	 ผู้แนะแนวควร

พจิารณาเลือกให้เหมาะสม	 และสอดคล้องกบัสถานการณ์	

ได้แก่ผูร้บับรกิาร	 เต็มใจหรอืไม่มปีญัหาใดจนเป็นอุปสรรค

ต่อการท�ากิจกรรมเป็นกลุ่มผู้ร ับบริการมีความพร้อมใน 

การแสดงตนหรอืในการท�ากจิกรรมรว่มกบัผูอ้ืน่	 และมแีนวโน้ม 

ปรบัตนไดด้	ี หรอืเรยีนรูก้ารปรบัตนไดใ้นการท�ากจิกรรมกลุม่ 

รว่มกบัผูอ้ืน่	 และมุง่เสรมิสรา้งพฒันาหรอืแกป้ญัหาเกีย่วกบัทกัษะสงัคม 

ไปพรอ้ม 	ๆ กบัเป้าหมายอืน่ของการจดักจิกรรมแนะแนวในครัง้นัน้ดว้ย 

เช่น	 ทกัษะการแสดงการยอมรบัความมวีนิัย	 ความมนี�้าใจ 

การสือ่สารเชงิบวก	ความสามคัค	ีความเป็นผูน้�า	ผูต้าม	การปรบัตน 

การตระหนกัในความแตกต่างระหวา่งบุคคล	เป็นตน้	และยงัสอดคลอ้ง 

กบัค�ากลา่วของ	พนม	ลิม้อารยี์13	ไดก้ลา่วถงึประโยชน์ของกจิกรรมกลุม่ 

มใีจความวา่	 กลุม่เป็นทีช่ว่ยฝึกทกัษะในการคดิพจิารณาและแกป้ญัหา 

ต่างๆ	โดยแลกเปลีย่นประสบการณ์	ทศันคต	ิความคดิเหน็	การ

ใหก้�าลงัใจซึง่กนัและกนั	 นอกจากน้ีเป็นการสะทอ้นใหส้มาชกิ 

ไดพ้จิารณาเหน็แนวทางแกไ้ข	ปรบัปรุงตนเอง	ซึง่ผลการวจิยั	 

มคีวามสอดคล้องกบัการวจิยัของ	ณัฐพงศ์	สงิห์สาทร	และ

จฬุาภรณ์	โสตะ14		ไดศ้กึษาผลของโปรแกรมสง่เสรมิสขุภาพจติ

โดยประยุกต์ทกัษะชวีติร่วมกบักระบวนการกลุ่มในนักเรยีน

ระดบัมธัยมศกึษา	ผลการศกึษาพบวา่	หลงัการทดลอง	คะแนน

ความรู้เกี่ยวกบัสุขภาพจติและการป้องกนัปัญหาสุขภาพจติ	 

คะแนนทักษะชีวิตทุกด้านและคะแนนการปฏิบัติตัว 

ในการป้องกันปัญหาสุขภาพจิตของกลุ่มที่ได้รบัโปรแกรม

ส่งเสรมิสุขภาพจติด้วยทกัษะชวีติร่วมกบักระบวนการกลุ่ม	 

สูงกว่ากลุ่มเปรียบเทียบอย่างมีนัยส�าคญัทางสถิติ	 และยงั 

สอดคล้องกับผลการวิจัยของ	 วรางคณา	 ชมพูพาน	 และ 

พรรณี	 บญัชรหตัถกจิ1	 ไดศ้กึษาผลของโปรแกรมการพฒันา

ทกัษะชวีติในการส่งเสรมิพฤตกิรรมการจดัการความเครยีด 

ของนกัศกึษาหลกัสตูรประกาศนียบตัรวชิาชพีชัน้สงูเวชกจิฉุกเฉนิ 

วทิยาลยัการสาธารณสขุสรินิธร	จงัหวดัขอนแก่น	ผลการศกึษา

พบว่าจากผลการศึกษาตวัแปร	8	ตวั	พบว่าความรู้ในการ 

จดัการความเครยีด	 ทกัษะชวีติด้านความคดิสรา้งสรรค์และ 

คดิอยา่งมวีจิารณญาณ	 ความตระหนกัรูใ้นตนเองและความเหน็ใจ 

ผู้อื่น	 ความภูมิใจในตนเองและความรับผิดชอบต่อสังคม	 

การสือ่สารและการสรา้งสมัพนัธภาพ	 การตดัสนิใจและแกป้ญัหา 

การจดัการกบัอารมณ์และความเครยีดและระดบัความเครยีด

ภายหลงัการทดลอง	พบว่า		กลุ่มทดลองมคีะแนนทกัษะชวีติ

ทัง้	 8	 ตวัแปร	 สูงกว่าก่อนทดลองอย่างมนีัยส�าคญัทางสถติ	ิ 

ขณะที่ของกลุ่มควบคุมไม่มีความแตกต่างทางสถิติ	 ส่วน 

การเปรยีบเทยีบระหว่างกลุ่ม	 พบว่า	 กลุ่มทดลองมคีะแนน 

ความสามารถดา้นทกัษะชวีติทกุตวัแปรสงูกวา่กลุม่เปรยีบเทยีบ 

และระดบัความเครยีดของกลุ่มทดลองลดลงอย่างมนีัยส�าคญั

ทางสถติ	ิและยงัสอดคลอ้งกบัผลการวจิยัของ	อรญัญา	วนักิง่15 

ได้ศึกษาผลของกิจกรรมกลุ่มเพื่อพฒันาความเฉลียวฉลาด

ทางอารมณ์ดา้นการจดัการอารมณ์ของตนเอง	ของนกัเรยีนชัน้ 

มธัยมศกึษาปีที	่ 2	 โรงเรยีนบุรรีมัยพ์ทิยาคม	 จงัหวดับุรรีมัย	์ 

ผลการวจิยัพบว่า	 นักเรยีนมคีวามเฉลยีวฉลาดทางอารมณ์ 

ดา้นการจดัการอารมณ์ของตนเอง	 หลงัจากทีไ่ดเ้ขา้รว่มกจิกรรมกลุม่ 

เพื่อพฒันาความเฉลียวฉลาดทางอารมณ์ด้านการจัดการ

อารมณ์ของตนเองอย่างมีนัยส�าคญัทางสถิติที่ระดบั	 0.05	 

และนกัเรยีนทีไ่ดเ้ขา้รว่มกจิกรรมกลุม่เพือ่พฒันาความเฉลยีวฉลาด 

ทางอารมณ์ดา้นการจดัการอารมณ์ของตนเองสงูกว่านกัเรยีน

ที่ไม่ได้เข้าร่วมกิจกรรมกลุ่มเพื่อพฒันาความเฉลียวฉลาด 

ทางอารมณ์	 ดา้นการจดัการอารมณ์ของตนเองอยา่งมนียัส�าคญั 

ทางสถติทิีร่ะดบั	0.05	

	 2.3	ผลการวเิคราะหข์อ้มลูพบวา่	เดก็ก�าพรา้มคีวาม

พงึพอใจต่อชุดกิจกรรมแนะแนวเพื่อพฒันาทกัษะชวีติด้าน 

การจดัการอารมณ์และความเครยีดอยูใ่นระดบัมาก	 ซึง่เป็นไปตาม 

สมมตฐิานขอ้ที	่3	ทัง้น้ี	อาจเน่ืองมาจากกลุม่ทดลองเป็นวยัรุน่ 
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ร่วมกบัผูอ้ื่น	 ตอ้งการการยอมรบั	 มพีลงัมากทัง้ดา้นร่างกาย 

ความคดิและปญัญา	สนใจความแปลกใหม่9	 และผูว้จิยัไดเ้น้น 

แนวทางการจดักจิกรรมแบบกลุม่	 เพือ่สง่เสรมิปฏสิมัพนัธต่์อกนั 

ทัง้กจิกรรมระหวา่งเพศเดยีวกนั	หรอืต่างเพศ	มุง่เน้นกจิกรรม

ทีม่กีารแลกเปลีย่นความคดิเหน็	 ท�าใหเ้กดิดา้นการยอมรบักนั

และส่งเสรมิกจิกรรมประเภททีไ่ดแ้สดงออกทีใ่หเ้ดก็ไดล้งมอื

ปฏบิตัใิหไ้ดม้ากทีส่ดุ	 และผูว้จิยัไดใ้ชส้ือ่เกม	 เพลง	 คลปิวดิโิอ 

กระบวนการกลุ่มฯลฯ	 เขา้ประกอบในการจดักจิกรรม	ท�าให ้

เดก็ก�าพรา้ไดป้ระสบการณ์และสามารถน�าผลการเรยีนรูจ้าก

กจิกรรมไปใชป้ระโยชน์ในชวีติประจ�าวนัได	้ ซึง่สอดคลอ้งกบั 

งานวจิยัของ	สุพตัรา	ถนอมรตัน์8	 ไดศ้กึษาความคดิเหน็ของ

นกัเรยีนชัน้มธัยมศกึษาปี	ที	่3	ทีม่ตี่อชดุกจิกรรมแนะแนวโดย

ใชก้จิกรรมกลุ่มเพื่อเสรมิสรา้งวุฒภิาวะทางอาชพี	 มคี่าเฉลีย่

อยูใ่นระดบัความเหมาะสมมากทีส่ดุ

	 การใช้ชุดกจิกรรมแนะแนว	 สามารถพฒันาทกัษะ

ชวีติด้านการจดัการอารมณ์และความเครยีดของเดก็ก�าพรา้		

มลูนิธหิว่งใยเดก็ก�าพรา้		จงัหวดัเชยีงใหมไ่ด้
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Abstract

Research problems: Serology method is the most commonly used for Duffy blood group phenotyping. This  

method is simple, convenient and inexpensive. However, mutation of FYx gene at position C265T can cause a weak 

expression of Fyb antigen and may not be detected by anti-Fyb which lead to false negative by serology testing.  

The objective of this study is to detect FY*A, FY*B and FY*X genotypes in Duffy blood group system by polymerase 

chain reaction-sequence specific primer (PCR-SSP).

Materials and methods: Ninety seven samples were tused for phenotyping of Fya and Fyb by serology method and 

the DNA was extracted for detect FY*A and FY*B genotype by PCR-SSP.
 

Results:  Phenotyping of 97 samples showed that 78 samples (80.41%) were Fy(a+b-) and 19 samples (19.59%) 

were Fy(a+b). Seventy-eight DNA samples of Fy(a+b-) were then detected for FY*X genotype at position C265T by 

PCR-SSP. The results showed no C265T mutation in all tested samples. The comparison results between serology 

and PCR-SSP methods were concordant.
 

Conclusions: PCR-SSP can be as alternative method to detect FY*A, FY*B and FY*X genotype in Duffy blood 

group system for selecting suitable blood to the patient who has anti-Fya and/or anti-Fyb in order to prevent adverse 

effects of transfusion reaction and investigate for the cause of hemolytic disease of the newborn.  
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Abstract

Research problems: Serology method is the most commonly used for Duffy blood group phenotyping. This  

method is simple, convenient and inexpensive. However, mutation of FYx gene at position C265T can cause a weak 

expression of Fyb antigen and may not be detected by anti-Fyb which lead to false negative by serology testing.  
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PCR-SSP. The results showed no C265T mutation in all tested samples. The comparison results between serology 
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บทคดัย่อ

ท่ีมาของปัญหาวิจยั: การตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb ในหมูเ่ลอืดระบบ Duffy นิยมใชว้ธิทีางซโีรโลย ี ขอ้ด ี คอื 

งา่ย สะดวก และประหยดั แต่หากจโีนทยัป์เป็น FY*X ซึง่เกดิจากกการกลายพนัธุข์องยนี Duffy ทีต่�าแหน่ง C265T ท�าใหม้ี

การแสดงออกอยา่งอ่อนของแอนตเิจน Fyb อาจตรวจไมพ่บโดยการใช ้ anti-Fyb การตรวจทางซโีรโลยอีาจพบความแรงของ

ปฏกิริยิาต�่าท�าใหอ้า่นเป็นผลลบได ้ งานวจิยัน้ีมวีตัถุประสงคเ์พือ่ตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ FY*X ในหมูเ่ลอืด

ระบบ Duffy ดว้ยวธิ ีpolymerase chain reaction-sequence specific primer (PCR-SSP)
 

วสัดุและวิธีการ: น�าตวัอย่างเลอืด จ�านวน 97 ราย มาตรวจหาฟีโนทยัป์ของแอนตเิจน Fya และ Fyb ด้วยวธิซีโีรโลย ี 

ตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ FY*X ในหมู่เลอืดระบบ Duffy ดว้ยวธิ ีpolymerase chain reaction-sequence  

specific primer (PCR-SSP)
 

ผลการศึกษา: พบ Fy(a+b-) จ�านวน 78 ราย (80.41%) และ Fy(a+b+) จ�านวน 19 ราย (19.59%) สกดั DNA จาก 

ตวัอยา่งเลอืด เพือ่น�าไปตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A และ FY*B ดว้ยวธิ ีPCR-SSP พบวา่การตรวจหาฟีโนทยัป์ของแอนตเิจน 

Fya และ Fyb ดว้ยวธิซีโีรโลยใีหผ้ลสอดคลอ้งกบัการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A และ FY*B น�า DNA ทีม่ฟีีโนทยัป์ Fy(a+b-) 

มาตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*X ไมพ่บการกลายพนัธุข์องจโีนทยัป์ทีต่�าแหน่งน้ี 

สรปุผลการศึกษา: ดงันัน้วธิ ีPCR-SSP สามารถใชเ้ป็นทางเลอืกหน่ึงในการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ FY*X  

ในหมูเ่ลอืดระบบ Duffy และมปีระโยชน์ในการชว่ยเลอืกเลอืดทีเ่หมาะสมใหก้บัผูป้ว่ยทีม่ ี anti-Fya และ/หรอื anti-Fyb เพือ่

ป้องกนัการเกดิปฏกิริยิาไมพ่งึประสงคห์ลงัจากไดร้บัเลอืด และชว่ยหาสาเหตุของภาวะเมด็เลอืดแดงแตกในเดก็แรกคลอดได้
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2558; 48(2): 136-143

ค�ารหสั: จโีนทยัป์, FY*A, FY*B, FY*X, Duffy, PCR-SSP

 

บทน�า

 แอนตเิจน Fya และ Fyb ของหมูเ่ลอืดระบบ Duffy มี

การถ่ายทอดทางพนัธุกรรมแบบ co-dominant สามารถ ตรวจ

พบ phenotypes ได ้4 แบบ คอื Fy(a-b+), Fy(a+b-), Fy(a-b-) 

และ Fy(a+b+) ความถี่ของ phenotype ในหมู่เลือดระบบ  

Duffy แตกต่างกนัไปในประชากรแต่ละประเทศ ในประชากรไทย 

พบ Fy(a+b-) มากทีส่ดุ รองลงมาพบ Fy(a+b+) สว่น Fy(a-b+) 

พบน้อย และ Fy(a-b-) พบน้อยมาก1-6  

 แอนตเิจนของหมูเ่ลอืดระบบ Duffy เป็น glycoprotein 

และท�าหน้าที่เป็นตวัรบั (receptor) ของเชื้อมาลาเรยี ชนิด  

Plasmodium vivax และ Plasmodium knowlesi โดยแอนตเิจน 

Duffy ท�าหน้าทีเ่ป็นตวัรบัโปรตนีทีย่ดึเกาะบนผวิเซลลข์องเชือ้

ในระยะทีอ่ยูใ่นเมด็เลอืดแดง คอื ระยะ merozoite โปรตนีทีใ่ช้

ในการยดึเกาะเรยีกว่า merozoite ligand บรเิวณส่วนปลาย 

ของเชือ้ เรยีกวา่ apical end ประกอบดว้ยสว่นทีส่�าคญั 2 สว่น  

คอื microneme และ rhoptry ทีม่คีวามจ�าเพาะต่อการเขา้จบักบั 

glycoprotein ชนิดต่างๆ7 ดงันัน้คนที่ม ี phenotype เป็น 

Fy(a-b-) ซึง่ไมม่แีอนตเิจน  Duffy  จงึไมพ่บการตดิเชือ้ ประชากร 

ในแอฟรกิาตะวนัตกสว่นใหญ่เป็น Fy(a-b-)8-10 หากน�าเมด็เลอืดแดงทีม่ ี

แอนติเจนของหมู่เลือด Duffy ไป treat ด้วย proteolytic  

enzyme พบว่า receptor ของ Fya และ Fyb จะถูกก�าจดั

ออกไปท�าใหไ้มส่ามารถท�าปฏกิริยิากบัแอนตบิอดไีด้1, 2

 ยีนที่ก� าหนดการสร้างแอนติเจนของหมู่ เลือด

ระบบ Duffy ม ี 4 alleles อยูบ่น exon ที ่ 2 ของโครโมโซม 

ที ่1 (1q22-q23) ยนี FY*A และ FY*B มนิีวคลโิอไทดแ์ตกต่างกนั 

ที่ต�าแหน่ง 125G>A และมีกรดอะมิโนแตกต่างกัน คือ 

Gly42Asp โดย FY*A ก�าหนดการสร้างแอนติเจน Fya 

(Fy(a+)) และ FY*B ก�าหนดการสรา้งแอนตเิจน Fyb (Fy(b+)) 

ส�าหรบั FY*FY มนิีวคลโิอไทดแ์ตกต่างกนัทีต่�าแหน่ง -33T>C 

ที ่GATA-1 binding motif ของ FY*A และ FY*B ผูม้ยีนีแบบ 

FY*FY ไมส่ามารถสรา้งแอนตเิจน Fya และ Fyb (Fy(a-b-)) 

สว่น FYx มกีารเปลีย่นแปลงนิวคลโิอไทดท์ีต่�าแหน่ง 265C>T 

และมกีารเปลีย่นแปลงของกรดอะมโินเป็น Arg89Cys ยนี FYx 

สรา้งแอนตเิจน Fyb ไดป้รมิาณน้อย เมื่อน�าเลอืดของคนทีม่ ี

จีโนทยัป์เป็น FYx มาท�าปฏิกิรยิากบั Anti-Fyb จะไม่พบ

ปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง1-2,11-12

 แอนติบอดีของหมู่เลือดระบบ Duffy เป็นชนิด  

immune type (IgG) สามารถท�าปฏกิริยิาไดท้ีอุ่ณหภมู ิ37 oC
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จากการถูกกระตุน้โดยเมด็เลอืดแดงจากการรบัเลอืดหรอืเคย

ตัง้ครรภ ์แมว้า่แอนตบิอดใีนระบบน้ีไมต่รงีคอมพลเีมนต ์แต่มี

ความส�าคญัทางคลนิิก เพราะสง่ผลใหเ้มด็เลอืดแดงถูกท�าลาย 

และมอีายสุ ัน้กวา่ปกตหิลงัจากไดร้บัเลอืด (hemolytic transfusion 

reaction, HTR) และ/หรอืเกดิภาวะเมด็เลอืดแดงแตกในเดก็

แรกคลอดได ้(hemolytic disease of the newborn, HDN) ดงันัน้ 

หากพบแอนตบิอดใีนซรีมัของผูป้ว่ยจ�าเป็นตอ้งน�าเลอืดทีไ่มม่ี

แอนตเิจนทีต่รงกบัแอนตบิอดทีีพ่บไปใหแ้ก่ผูป้ว่ย1-2 

 การตรวจหา Fya และ Fyb แอนตเิจน ใชว้ธิทีางซโีรโลย ี

โดยน�าเมด็เลอืดแดงมาท�าปฏกิิรยิากบัแอนติบอดทีี่จ�าเพาะ 

และอา่นผลปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง วธิน้ีีมขีอ้ด ี 

คอื เป็นวธิทีีง่า่ย สะดวก รวดเรว็ และเสยีคา่ใชจ้า่ยในการตรวจน้อย 

แต่มีข้อจ�ากัดคือ  แอนติบอดีที่ ใช้ต้องมีความจ�า เพาะ  

ความแรง และความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม 

จึงสามารถเหน็การจบักลุ่มของเมด็เลอืดแดงอย่างชดัเจนได้

ด้วยตาเปล่า ดงันัน้หากแอนติเจนของหมู่เลือดบนผิวของ 

เมด็เลอืดแดงมปีรมิาณน้อย อาจท�าใหต้รวจไม่พบปฏกิริยิา 

การจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงและเกิดความผิดพลาดใน 

การอ่านและแปลผลได้13 ปจัจุบนัมกีารศกึษาล�าดบัเบสของ 

ยนีหมูเ่ลอืดระบบ  Duffy1-2,14  และมกีารน�าเทคนิคทางอณูพนัธศุาสตร ์

มาตรวจหายนีของหมูเ่ลอืดระบบ Duffy ดว้ยวธิ ี polymerase  

chain reaction (PCR) ซึง่เป็นวธิทีีไ่ดร้บัความนิยมอยา่ง 

แพรห่ลาย15-19 และสามารถใชเ้ป็นทางเลอืกหน่ึงในการตรวจหายนี 

ของหมู่เลอืดระบบ Duffy10-25 เพื่อช่วยแก้ปญัหาในกรณีทีม่ ี

แอนติเจนปริมาณน้อยและไม่สามารถตรวจพบโดยวิธีทาง 

ซโีรโลยไีด ้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในผูท้ีม่จีโีนทยัป์ FYx ซึง่มกีาร

สรา้งแอนตเิจน Fyb ไดป้รมิาณน้อย เมือ่ปฏกิริยิากบั anti-Fyb  

อาจเกดิการผดิพลาดในการอา่นและแปลผลได้26-29 การศกึษาน้ี 

มวีตัถุประสงคเ์พื่อตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ 

FY*X ในหมู่เลอืดระบบ Duffy โดยวธิ ี polymerase chain  

reaction-sequence specific primers (PCR-SSP)

1. ตวัอย่างเลือด

         เกบ็ตวัอยา่งเลอืด ปรมิาตร 2.5 mL โดยใช ้EDTA 

เป็นสารกนัเลอืดแขง็จ�านวน 97 ราย จากนักศกึษาสาขาวชิา

เทคนิคการแพทย์ ชัน้ปีที่ 3 และ 4 คณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ระหวา่งเดอืนพฤศจกิายน พ.ศ. 2555 ถงึ 

เดอืนกุมภาพนัธ ์พ.ศ. 2556 งานวจิยัน้ีไดผ้า่นการพจิารณาจาก 

คณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในมนุษยข์องคณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ตามเอกสารเลขที ่078E/55

วสัดแุละวิธีการ

2. การตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb โดยใช้วิธีซีโรโลยี

 เตรยีมตวัอยา่งเลอืดเป็น 5% red cell suspension 

หยด anti-Fya และ anti-Fyb (Bio-Rad, Dreieich, Germany) 

อยา่งละ 1 หยด ลงในแต่ละหลอดทดลอง ขนาด 12x75 mm 

จากนัน้หยด 5% red cell suspension ของตวัอยา่งเลอืดลงใน

หลอด anti-Fya และ anti-Fyb หลอดละ 1 หยด เขยา่สว่นผสมของ

เซลลแ์ละซรีมัใหเ้ขา้กนัด ี ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งนาน 5 นาท ี

ปั่นอ่านผลและบนัทกึผล จากนัน้น�าไปอุ่นที่อุณหภูม ิ37 oC 

นาน 30 นาท ี ปั่นอา่นผลและบนัทกึผล ปั่นลา้งดว้ยน�้าเกลอื  

0.85 % จ�านวน 3 ครัง้ๆ ละ 45 วนิาท ีที ่3,500 rpm เทน�้าเกลอื 

ออกให้หมดแล้วเติมน�้ายา anti-human globulins 1 หยด  

(National Blood Centre, Thai Red Cross Society, Thailand) 

ปัน่อา่นผลทนัท ีหากไมม่ปีฏกิริยิาการจบักลุม่กนัของเมด็เลอืดแดง 

ใหย้นืยนัผลโดยดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ และบนัทกึผล หลอด

ทีอ่า่นผลปฏกิริยิาเป็นผลลบใหเ้ตมิ IgG-sensitized red cells 

1 หยด ผสมให้เข้ากนั แล้วน�าไปปั่นอ่านผลและบนัทึกผล

ปฏกิริยิาการจบักลุม่กนัของเมด็เลอืดแดง

3. การสกดั DNA จากตวัอย่างเลือด  

 น�าตวัอยา่งเลอืดไปป ัน่ที ่3,500 rpm นาน 5 นาท ีใช ้

transfer pipette ขนาด 1 mL ดูดเก็บส่วน buffy coat ใส่ใน 

หลอดทดลองขนาด 12×75 mm เตมิ  RBC-lysing reagent 

จ�านวน 3 mL ผสมใหเ้ขา้กนันาน 3 นาท ีแลว้ปั่น 3,500 rpm 

นาน 5 นาท ีเทสว่นใสทิง้จากนัน้ผสมโดยใช ้vortex mixer เพือ่

ให ้pellet กระจาย ท�าซ�้า อกี 2 ครัง้ จากนัน้เตมิ RBC-lysing 

reagent  จ�านวน 1 mL ผสมให้ pe l le t  กระจายแล้ว 

ดดูใส ่microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL น�าไปป ัน่ที ่5,000 rpm 

นาน 2 นาที จะได้ pellet ที่มขีนาดประมาณ 25 µL เติม  

proteinase K 12 µL, ddH
2
O 300 µL, 10% SDS 105 µL, 

เตมิ 7.5 M guanidine HCl 105 µL ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนั 

แลว้อุน่ใน dry block heater ทีอุ่ณหภมู ิ70 oC นาน 10 นาท ี

ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนัอย่าท�าใหเ้กดิฟอง น�าไปอุ่นอกีครัง้

อุณหภมู ิ 70 oC นาน 5 นาท ี น�าไปป ัน่ที ่ 10,000 rpm นาน 

10 นาท ีดดูสว่นน�้าใสจ�านวน 500  µL ใสห่ลอดทดลองขนาด 

12×75 mm เตมิ absolute ethanol จ�านวน 1 mL ดดูสว่นของ  

DNA มาใส ่microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mLจ�านวน 800 µL 

น�าไปป ัน่ที ่10,000 rpm นาน 5 นาท ีเทสว่นน�้าใสทิง้ เตมิ 80% 

ethanol จ�านวน 500 µL ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้ vortex mixer  

ตัง้ทิง้ไว ้ 1 นาท ี ป ัน่ที ่ 10,000 rpm นาน 5 นาท ี เทสว่นใส 

ทิ้ง จากนัน้เปิดฝา microcentrifuge tube แล้วน�าไปอุ่นที ่

อุณหภมู ิ 70 oC นาน 1 นาท ี ละลาย DNA ดว้ย ddH
2
O 

จ�านวน 100 µL incubate ทีอุ่ณหภมู ิ70 oC นาน 5 นาท ีผสม 

ใหเ้ขา้กนัแลว้น�า DNA ไปตรวจสอบคณุภาพ ดว้ย 1% agarose 

gel electrophoresis สุดทา้ยวดัและค�านวณความเขม้ขน้และ

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558138     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่



จากการถูกกระตุน้โดยเมด็เลอืดแดงจากการรบัเลอืดหรอืเคย

ตัง้ครรภ ์แมว้า่แอนตบิอดใีนระบบน้ีไมต่รงีคอมพลเีมนต ์แต่มี

ความส�าคญัทางคลนิิก เพราะสง่ผลใหเ้มด็เลอืดแดงถูกท�าลาย 

และมอีายสุ ัน้กวา่ปกตหิลงัจากไดร้บัเลอืด (hemolytic transfusion 

reaction, HTR) และ/หรอืเกดิภาวะเมด็เลอืดแดงแตกในเดก็

แรกคลอดได ้(hemolytic disease of the newborn, HDN) ดงันัน้ 

หากพบแอนตบิอดใีนซรีมัของผูป้ว่ยจ�าเป็นตอ้งน�าเลอืดทีไ่มม่ี

แอนตเิจนทีต่รงกบัแอนตบิอดทีีพ่บไปใหแ้ก่ผูป้ว่ย1-2 

 การตรวจหา Fya และ Fyb แอนตเิจน ใชว้ธิทีางซโีรโลย ี

โดยน�าเมด็เลอืดแดงมาท�าปฏกิิรยิากบัแอนติบอดทีี่จ�าเพาะ 

และอา่นผลปฏกิริยิาการจบักลุม่ของเมด็เลอืดแดง วธิน้ีีมขีอ้ด ี 

คอื เป็นวธิทีีง่า่ย สะดวก รวดเรว็ และเสยีคา่ใชจ้า่ยในการตรวจน้อย 

แต่มีข้อจ�ากัดคือ  แอนติบอดีที่ ใช้ต้องมีความจ�า เพาะ  

ความแรง และความเร็วในการเกิดปฏิกิริยาที่เหมาะสม 

จึงสามารถเหน็การจบักลุ่มของเมด็เลอืดแดงอย่างชดัเจนได้

ด้วยตาเปล่า ดงันัน้หากแอนติเจนของหมู่เลือดบนผิวของ 

เมด็เลอืดแดงมปีรมิาณน้อย อาจท�าใหต้รวจไม่พบปฏกิริยิา 

การจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงและเกิดความผิดพลาดใน 

การอ่านและแปลผลได้13 ปจัจุบนัมกีารศกึษาล�าดบัเบสของ 

ยนีหมูเ่ลอืดระบบ  Duffy1-2,14  และมกีารน�าเทคนิคทางอณูพนัธศุาสตร ์

มาตรวจหายนีของหมูเ่ลอืดระบบ Duffy ดว้ยวธิ ี polymerase  

chain reaction (PCR) ซึง่เป็นวธิทีีไ่ดร้บัความนิยมอยา่ง 

แพรห่ลาย15-19 และสามารถใชเ้ป็นทางเลอืกหน่ึงในการตรวจหายนี 

ของหมู่เลอืดระบบ Duffy10-25 เพื่อช่วยแก้ปญัหาในกรณีทีม่ ี

แอนติเจนปริมาณน้อยและไม่สามารถตรวจพบโดยวิธีทาง 

ซโีรโลยไีด ้ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ในผูท้ีม่จีโีนทยัป์ FYx ซึง่มกีาร

สรา้งแอนตเิจน Fyb ไดป้รมิาณน้อย เมือ่ปฏกิริยิากบั anti-Fyb  

อาจเกดิการผดิพลาดในการอา่นและแปลผลได้26-29 การศกึษาน้ี 

มวีตัถุประสงคเ์พื่อตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ 

FY*X ในหมู่เลอืดระบบ Duffy โดยวธิ ี polymerase chain  

reaction-sequence specific primers (PCR-SSP)

1. ตวัอย่างเลือด

         เกบ็ตวัอยา่งเลอืด ปรมิาตร 2.5 mL โดยใช ้EDTA 

เป็นสารกนัเลอืดแขง็จ�านวน 97 ราย จากนักศกึษาสาขาวชิา

เทคนิคการแพทย์ ชัน้ปีที่ 3 และ 4 คณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ระหวา่งเดอืนพฤศจกิายน พ.ศ. 2555 ถงึ 

เดอืนกุมภาพนัธ ์พ.ศ. 2556 งานวจิยัน้ีไดผ้า่นการพจิารณาจาก 

คณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยัในมนุษยข์องคณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวทิยาลยัเชยีงใหม ่ตามเอกสารเลขที ่078E/55

วสัดแุละวิธีการ

2. การตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb โดยใช้วิธีซีโรโลยี

 เตรยีมตวัอยา่งเลอืดเป็น 5% red cell suspension 

หยด anti-Fya และ anti-Fyb (Bio-Rad, Dreieich, Germany) 

อยา่งละ 1 หยด ลงในแต่ละหลอดทดลอง ขนาด 12x75 mm 

จากนัน้หยด 5% red cell suspension ของตวัอยา่งเลอืดลงใน

หลอด anti-Fya และ anti-Fyb หลอดละ 1 หยด เขยา่สว่นผสมของ

เซลลแ์ละซรีมัใหเ้ขา้กนัด ี ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งนาน 5 นาท ี

ปั่นอ่านผลและบนัทกึผล จากนัน้น�าไปอุ่นที่อุณหภูม ิ37 oC 

นาน 30 นาท ี ปั่นอา่นผลและบนัทกึผล ปั่นลา้งดว้ยน�้าเกลอื  

0.85 % จ�านวน 3 ครัง้ๆ ละ 45 วนิาท ีที ่3,500 rpm เทน�้าเกลอื 

ออกให้หมดแล้วเติมน�้ายา anti-human globulins 1 หยด  

(National Blood Centre, Thai Red Cross Society, Thailand) 

ปัน่อา่นผลทนัท ีหากไมม่ปีฏกิริยิาการจบักลุม่กนัของเมด็เลอืดแดง 

ใหย้นืยนัผลโดยดภูายใตก้ลอ้งจลุทรรศน์ และบนัทกึผล หลอด

ทีอ่า่นผลปฏกิริยิาเป็นผลลบใหเ้ตมิ IgG-sensitized red cells 

1 หยด ผสมให้เข้ากนั แล้วน�าไปปั่นอ่านผลและบนัทึกผล

ปฏกิริยิาการจบักลุม่กนัของเมด็เลอืดแดง

3. การสกดั DNA จากตวัอย่างเลือด  

 น�าตวัอยา่งเลอืดไปป ัน่ที ่3,500 rpm นาน 5 นาท ีใช ้

transfer pipette ขนาด 1 mL ดูดเก็บส่วน buffy coat ใส่ใน 

หลอดทดลองขนาด 12×75 mm เตมิ  RBC-lysing reagent 

จ�านวน 3 mL ผสมใหเ้ขา้กนันาน 3 นาท ีแลว้ปั่น 3,500 rpm 

นาน 5 นาท ีเทสว่นใสทิง้จากนัน้ผสมโดยใช ้vortex mixer เพือ่

ให ้pellet กระจาย ท�าซ�้า อกี 2 ครัง้ จากนัน้เตมิ RBC-lysing 

reagent  จ�านวน 1 mL ผสมให้ pe l le t  กระจายแล้ว 

ดดูใส ่microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mL น�าไปป ัน่ที ่5,000 rpm 

นาน 2 นาที จะได้ pellet ที่มขีนาดประมาณ 25 µL เติม  

proteinase K 12 µL, ddH
2
O 300 µL, 10% SDS 105 µL, 

เตมิ 7.5 M guanidine HCl 105 µL ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนั 

แลว้อุน่ใน dry block heater ทีอุ่ณหภมู ิ70 oC นาน 10 นาท ี

ผสมใหเ้ป็นเน้ือเดยีวกนัอย่าท�าใหเ้กดิฟอง น�าไปอุ่นอกีครัง้

อุณหภมู ิ 70 oC นาน 5 นาท ี น�าไปป ัน่ที ่ 10,000 rpm นาน 

10 นาท ีดดูสว่นน�้าใสจ�านวน 500  µL ใสห่ลอดทดลองขนาด 

12×75 mm เตมิ absolute ethanol จ�านวน 1 mL ดดูสว่นของ  

DNA มาใส ่microcentrifuge tube ขนาด 1.5 mLจ�านวน 800 µL 

น�าไปป ัน่ที ่10,000 rpm นาน 5 นาท ีเทสว่นน�้าใสทิง้ เตมิ 80% 

ethanol จ�านวน 500 µL ผสมใหเ้ขา้กนัโดยใช ้ vortex mixer  

ตัง้ทิง้ไว ้ 1 นาท ี ป ัน่ที ่ 10,000 rpm นาน 5 นาท ี เทสว่นใส 

ทิ้ง จากนัน้เปิดฝา microcentrifuge tube แล้วน�าไปอุ่นที ่

อุณหภมู ิ 70 oC นาน 1 นาท ี ละลาย DNA ดว้ย ddH
2
O 

จ�านวน 100 µL incubate ทีอุ่ณหภมู ิ70 oC นาน 5 นาท ีผสม 

ใหเ้ขา้กนัแลว้น�า DNA ไปตรวจสอบคณุภาพ ดว้ย 1% agarose 

gel electrophoresis สุดทา้ยวดัและค�านวณความเขม้ขน้และ
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ความบรสิทุธิข์อง DNA โดยเครือ่ง UV spectrophotometer 

เก็บรกัษา DNA ที่ได้เก็บไว้ที่ -20 oC เพื่อรอการทดสอบ 

ขัน้ตอนต่อไป

4. การตรวจหาจีโนทยัป์ของ FY*A, FY*B และ FY*X  ใน

หมู่เลือดระบบ Duffy โดยวิธี PCR-SSP

 น�า DNA จ�านวน 97 ตวัอยา่งมาตรวจหาจโีนทยัป์

ของ FY*A และ FY*B โดยท�า PCR 2 หลอดต่อ DNA 1 ราย 

หลอดที ่ 1 ใชไ้พรเ์มอร ์ FYA-FW และ FYAB-RV ทีจ่�าเพาะ

ต่อจโีนทยัป์ของ FY*A สว่นหลอดที ่ 2 ใชไ้พรเ์มอร ์FYB-FW 

และ FYAB-RV ทีจ่�าเพาะต่อจโีนทยัป์ของ FY*B แต่ละหลอด

ใส ่HGH5580F และ HGH5967R (human growth hormone 

gene) เป็น internal control primers และใช ้FY*A และ FY*B 

เป็น positive control และ negative control ตามล�าดบัควบคู่

ไปดว้ยทกุครัง้ 

 ส�าหรบัการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*X น�า DNA 

จ�านวน 78 ราย ทีส่กดัจากตวัยา่งเลอืดทีม่ฟีีโนทยัป์ Fy(a+b+) 

มาท�า PCR 1 หลอดต่อ DNA 1 ราย โดยใชไ้พรเ์มอร ์FYB-FW 

และ FYX-RV จ�าเพาะต่อจีโนทัยป์ของ FY*X โดยใช ้

HGH5580F และ HGH5967R เป็น internal control primers  

โดยม ีFY*X positive control และ negative control ควบคูไ่ปดว้ย 

 เตรยีมส่วนผสมของน�้ายาต่างๆ ในการท�า PCR 

ปรมิาตร 10 µL ประกอบดว้ย DNA template 200 ng, dNTPs 

0.2 mM (Invitrogen,  Brazil), MgCl
2
 1.5 mM (Invitrogen,  

Brazil), 1X buffer (Invitrogen,  Brazil), Taq polymerase 

0.25 U (Invitrogen,  Brazil), ไพรเมอรท์ีจ่�าเพาะต่อยนี FY*A,  

FY*B หรอื FY*X 25 ng  (Bio Basic Inc., Bangkok, Thailand) 

และ ไพรเมอรท์ีจ่�าเพาะต่อยนี human growth hormone 12.5 ng 

(Bio Basic Inc., Bangkok, Thailand) (ตารางที ่ 1) จากนัน้

ผสมใหเ้ขา้กนัและน�าไปใส่ในเครื่อง Thermal cycler (Gene 

Amp PCR System 9600, Roche Diagnostic systems,  

Connecticut, USA)

 สภาวะในการท�า PCR ของการตรวจหาจโีนทยัป์

ของ FY*A และ FY*B ประกอบดว้ย denature ทีอุ่ณหภมู ิ95 oC, 

1 นาท ีจ�านวน 1 รอบ denature ทีอุ่ณหภมู ิ95 oC, 30 วนิาท ี

annealing ที่อุณหภูม ิ 66.2 oC, 30 วนิาที extension ที่

อุณหภมู ิ72 oC, 45 วนิาท ีจ�านวน 30 รอบ และ extension 

ทีอุ่ณหภมู ิ 72 oC, 30 วนิาท ี จ�านวน 1 รอบ ส�าหรบัสภาวะ 

ในการท�า PCR ของการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*X ท�าเชน่เดยีวกนั 

ยกเวน้ ขัน้ตอน annealing ใชอุ้ณหภมู ิ67 oC จากนัน้น�า PCR  

product ไปตรวจสอบดว้ย 1.2%  agarose gel electrophoresis 

แยกผา่นดว้ยกระแสไฟฟ้าขนาด 100 volts นาน 40 นาท ีจากนัน้ 

ย้อมแผ่น gel ด้วย ethidium bromide นาน 5 นาที และ 

วเิคราะห ์PCR product ดว้ยเครือ่ง UV transluminator โดย

เปรยีบเทยีบ PCR product ทีไ่ดก้บั DNA marker ขนาด 100 bp 

DNA ladder (Fermentas, Utah, USA)

 1.  ผลการตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb ในหมู่เลือด 

ระบบ Duffy โดยวิธีซีโรโลยี 

 จากผลการตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb ใน 

หมู่เลอืดระบบ Duffy จ�านวน 97 ราย ตรวจพบ Fy(a+b-)  

จ�านวน 78 ราย (รอ้ยละ 80.41)  และ Fy(a+b+) จ�านวน 19 ราย 

(รอ้ยละ 19.59) 

2. ผลการตรวจหาจีโนทยัป์ของ FY*A และ FY*B ในหมู่

เลือดระบบ Duffy โดยวิธี PCR-SSP

 ในการตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*A และ FY*B ใน 

หมู่เลอืดระบบ Duffy ต้องม ี PCR product ของ internal 

control ขึน้ทีต่�าแหน่ง 434 bp ทกุราย จงึสามารถแปลผลได ้ 

นอกจากน้ี PCR product ของ หลอด FY*A และ FY*B positive 

control ตอ้งม ีspecific PCR product ขนาด 216 bp และ PCR 

product ของ หลอด FY*A และ FY*B negative control ตอ้ง 

ไมม่ ีspecific PCR product ขนาด 216 bp จงึสามารถแปลผล 

ของตวัอยา่ง DNA ทีใ่ชท้ดสอบได ้ดงัแสดงในรปูที ่ 1 จากผล 

การตรวจ DNA ของตวัอย่างเลือด จ�านวน 97 ราย พบ 

จโีนทยัป์ แบบ FY*A/FY*B จ�านวน 78 ราย (รอ้ยละ 18.41) 

และแบบ FY*A/FY*B จ�านวน 19 ราย (รอ้ยละ 19.59)

ผลการศึกษา

Table 1. Primers
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Primer name Primer sequence (5’   3’)

FYA-FW CCTTCCCAGATGGAGACTATGG

FYB-FW CCTTCCCAGATGGAGACTATGA

FYX-RV CAGGGCAGAGCTGCCAGCA

FYAB-RV TAGCTTCCCAACCATCTTA

HGH5580F TGCCTTCCCAACCATTCCCTTA

HGH5967R CCACTCACGGATTTCTGTTGTGTTTC
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Figure 1. Gel electrophoresis of FY*A and FY*B genotyping by PCR-SSP.

Lane M: 100 bp DNA ladder marker, Lane 1-2: FY*A/FY*B genotype, 

Lane 3-4: FY*A/FY*A genotype, Lane 5-6: FYB/FY*B genotype

3. ผลการเปรียบเทียบการตรวจหาฟีโนทยัป์ และจีโนทยัป์

ของระบบหมูเ่ลือด Duffy

 เมือ่เปรยีบเทยีบผลการตรวจฟีโนทยัป์ดว้ยวธิซีโีรโลย ี 

และผลการตรวจจโีนไทป์ดว้ยวธิ ี  PCR-SSP พบวา่ทัง้สองวธิี

ใหผ้ลสอดคลอ้งกนั ดงัแสดงในตารางที ่2 

Phenotypes Genotypes Number(%)

Fy (a+b-) FY*A/FY*A 78 (80.41)

Fy (a+b+) FY*A/FY*B 19 (19.59)

Total 97 (100)

Table 2. Comparison of the results for the detection of 

phenotype and genotype in Duffy blood group system

4. ผลการตรวจหาจีโนทยัป์ของ FY*X  ในหมู่เลือดระบบ 

Duffy โดยวิธี PCR-SSP

 การตรวจหาจโีนทยัป์ของ FY*X หมูเ่ลอืดระบบ Duffy 

จะแปลผลได ้ตอ้งม ีPCR product ของ internal control ขึน้ 

ที่ต�าแหน่ง 434 bp และ PCR product ของ หลอด FY*X  

positive control ตอ้งม ีspecific PCR product ขนาด 180 bp  

และตรวจไม่พบ PCR product ในหลอด FY*X negative  

control ดงัแสดงในรปูที ่2 จากผลการตรวจ DNA ของตวัอยา่ง

เลอืดทีม่ฟีีโนทยัป์ Fy(a+b-) จ�านวน 78 ราย ไมพ่บจโีนทยัป์

ของ FY*X 

Figure 2. Gel electrophoresis of FY*X genotyping at position C265T 

by PCR-SSP.

Lane M: 100 bp DNA ladder marker, Lane 1: None FY*X genotype, 

Lane 2: FY*X genotype

 การตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb ด้วยวธิี

ซโีรโลย ี พบ Fy(a+b-) และ Fy(a+b+) ประมาณ รอ้ยละ 80  

และร้อยละ 20 ตามล�าดับ ซึ่งมีความถี่ใกล้เคียงกับที่ม ี

การศกึษาในประชากรไทย ส�าหรบัประชากรในประเทศแถบเอเชยี 

เชน่ ญีปุ่น่ และจนี มคีวามถีข่อง Fy(a+b-) มาก รองลงมา คอื 

Fy(a+b+), Fy(a-b+) และ Fy(a-b-) ตามล�าดับ  แตกต่าง

กบัประชากรในประเทศทางแถบยโุรปมคีวามถีข่อง Fy(a+b+) 

มาก รองลงมา คอื Fy(a-b+), Fy(a+b-) และ Fy(a-b-) ตามล�าดบั 

สว่นประชากรในประเทศแอฟรกิามคีวามถีข่อง Fy(a-b-) มาก 

รองลงมา คอื Fy(a-b+), Fy(a+b-) และ Fy(a-b-) ตามล�าดบั1-6 

แอนตบิอดขีองระบบหมูเ่ลอืดน้ีเป็นชนิด IgG ไมต่รงีคอมพลเีมนต ์

และมีความส�าคัญทางคลินิก จากการรายงานชนิดของ 

แอนตบิอดต่ีอหมูเ่ลอืดผูป้ว่ยทีส่ง่ตรวจ ณ ศนูยบ์รกิารโลหติแหง่ชาต ิ

สภากาชาดไทย30 พบความถีข่องแอนตบิอดตี่อหมูเ่ลอืดระบบ 

Duffy รอ้ยละ 2.7 และพบ anti-Fyb มากกวา่ anti-Fya หากพบ

แอนตบิอดชีนิดใดในซรีมัของผูป้่วยจ�าเป็นต้องจดัหาเลอืดที่

ไมม่แีอนตเิจนทีต่รงกบัแอนตบิอดทีีพ่บไปใหแ้ก่ผูป้ว่ย1-2

 เมือ่น�าผลการตรวจหาฟีโนทยัป์ของ Fya และ Fyb 

ด้วยวธิซีโีรโลยมีาเปรยีบเทยีบกบัการตรวจหาจโีนทยัป์ของ  

FY*A, FY*B และ FY*X ในหมูเ่ลอืดระบบ Duffy ดว้ยวธิ ีPCR-SSP 

พบวา่ใหผ้ลสอดคลอ้งกนั  ดงันัน้การตรวจจโีนทยัป์ของ FY*A, 

FY*B และ FY*X ในหมูเ่ลอืด Duffy ดว้ยวธิ ี PCR-SSP จงึ

สามารถใชเ้ป็นทางเลอืกหน่ึงในการตรวจหาจโีนทยัป์ได้5, 14-22
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Figure 1. Gel electrophoresis of FY*A and FY*B genotyping by PCR-SSP.

Lane M: 100 bp DNA ladder marker, Lane 1-2: FY*A/FY*B genotype, 

Lane 3-4: FY*A/FY*A genotype, Lane 5-6: FYB/FY*B genotype
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นอกจากวธิ ี PCR-SSP แลว้ยงัมงีานวจิยัอืน่ๆ ทีไ่ดร้บัการตพีมิพ ์

โดยใช้วิธีทางอณูพันธุศาสตร์มาใช้ในการตรวจหายีนใน 

หมูเ่ลอืดน้ีเชน่กนั เชน่ วธิ ีPCR-RFLP, real-time PCR หรอื 

multiplex SNaPShot เป็นตน้15-25 แมว้า่วธิกีารต่างๆ เหลา่น้ีจะ

ใชเ้วลานาน และมคีา่ใชจ้า่ยสงูกวา่วธิทีางซโีรโลย ีแต่สามารถ

น�ามาใชแ้ก้ปญัหาในกรณีทีม่แีอนตเิจนปรมิาณน้อย  ๆ ซึ่งไม่

สามารถตรวจพบไดด้ว้ยวธิทีางซโีรโลยี26-29 การตรวจหายนี 

ของหมู่เลือดระบบ Duffy มปีระโยชน์ในการเลือกเลือดที ่

เหมาะสมใหก้บัผูป้่วย ในกรณีทีผู่ป้่วยม ี anti-Fya และ/หรอื 

anti-Fyb ตอ้งเลอืกเมด็เลอืดแดงของผูบ้รจิาคทีไ่มม่แีอนตเิจน

ตรงกับแอนติบอดีนัน้ๆ ให้แก่ผู้ป่วยเพื่อป้องกันการเกิด

ปฏกิริยิาจากการรบัเลอืด1, 2, 31-35

 ขอขอบคุณนักศึกษาสาขาวิชาเทคนิคการแพทย ์ 

คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ ที่เอื้อเฟ้ือ

ตวัอย่างเลอืด รวมถงึขอขอบคุณ Marion E Reid และ Kim 

Hue Roye จาก Immunochemistry Laboratory, New York 

Blood Centre, New York, USA ทีเ่อื้อเฟื้อ DNA ของ FY*A, 

FY*B และ FY*X positive control ใชใ้นงานวจิยัน้ี
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ผลของสารสกดัจากยาหม้อสมนุไพร ภมิูปัญญาชาวบา้น ลกูใต้ใบ  มะยม และเตยหอม 

ต่อการท�างานของเซลลนิ์วโตรฟิล เซลลเ์มด็เลือดแดง และเกลด็เลือด

Effects of folk wisdom boiled Herb extract, Phyllanthus amarus Schum&Thorn, Phyllanthus acidus (L.)  

Skeels, and pandanus amaryllifolius on neutrophil, red blood cell, and platelet functions
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Abstract
Introduction: Hematopoietic cells consist of red blood cells, white blood cells and platelets. Blood cells play the  

major roles in oxygen transportation, immune system, and hemostasis, respectively. An imbalance of cell function 

may lead to many diseases such as hemolytic anemia, immunodeficiency, and thrombosis. Folk wisdom boiled 

herbs, the traditional medicine from Ban Tontakean, Maejai District, Phayao Province, Thailand, have been used 

for nourishment and hypertension treatments to study the effect on the hematologic system for pharmacological 

properties.

Objectives: To study the effects of folk wisdom boiled herb, Phyllanthus amarus Schum&Thorn, Phyllanthus acidus (L.) 

Skeels, and Pandanus amaryllifolius on neutrophil, red blood cell, and platelet functions.

Materials and methods: Boiled herb extracts of Phyllanthus amarus Schum&Thorn, Phyllanthus acidus (L.) Skeels, 

and Pandanus amaryllifolius was used at the final concentrations of 100, 200 and 400 µg/mL. The oxidative 

stress levels in red blood cells, phagocytic function of neutrophils and platelet function were determined using  

malondialdehyde assay, phagocytic assay, and platelet aggregation assay, respectively.
 

Results: All concentrations of boiled herb extracts could significantly inhibited collagen-activated platelet aggregation 

at p<0.05 when compared to the control. The boiled herb extract (200 and 400 µg/mL) showed significantly  

increased phagocytic function (p<0.05). However, level of oxidative stress slightly decrease (not significant when 

compared to the control) after boiled herb extract treatment.

Conclusions: Folk wisdom boiled herb extract, Phyllanthus amarus Schum&Thorn, Phyllanthus acidus (L.) Skeels, 

and Pandanus amaryllifolius extract could enhance phagocytic cell function and inhibit platelet aggregation.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2015; 48(2): 144-153
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บทคดัย่อ

บทน�ำ: เซลล์ในระบบโลหติวทิยา ประกอบไปด้วย เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือด ซึ่งท�าหน้าที่หลกั 

ในการขนส่งออกซิเจน เป็นระบบภูมิคุ้มกันของร่างกาย และท�าหน้าที่ในกระบวนการห้ามเลือด ตามล�าดบั หาก 

เกิดการเสียสมดุลในกระบวนการท�างานของเซลล์ทัง้สามชนิดน้ี จะส่งผลให้ร่างกายเกิดพยาธิสภาพต่างๆ ได้ เช่น  

ภาวะโลหติจางจากเมด็เลอืดแดงถูกท�าลาย ภูมคิุม้กนับกพร่อง หรอืการเกดิภาวะลิม่เลอืดอุดตนั ยาหมอ้สมุนไพรต�ารบั 

บา้นตน้ตะเคยีน อ�าเภอแม่ใจ จงัหวดัพะเยา เป็นยาแผนโบราณทีใ่ชใ้นการบ�ารุงร่างกายและรกัษาโรคความดนัโลหติสงู  

ไดถ้กูน�ามาศกึษาฤทธิท์างระบบโลหติวทิยา เพือ่เป็นขอ้มลูสนบัสนุนฤทธิท์างเภสชัวทิยาเบือ้งตน้

วตัถปุระสงค์:  เพื่อศกึษาฤทธิข์องยาหมอ้สมุนไพร ลูกใต้ใบ มะยม และเตยหอม ต่อการท�าหน้าที่ของเซลล์นิวโตรฟิล  

เมด็เลอืดแดง และเกลด็เลอืด

วสัดแุละวิธีกำร: ท�าการทดสอบฤทธิข์องสารสกดัจากยาหมอ้สมุนไพร ลกูใตใ้บ  มะยม และเตยหอม ทีค่วามเขม้ขน้ 100, 

200 และ 400 µg/mL ต่อการเกดิอนุมลูอสิระในเมด็เลอืดแดง รอ้ยละการท�างานของเซลลเ์มด็เลอืดขาวชนิดนิวโตรฟิล และ 

รอ้ยละการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืด ดว้ยวธิกีารวเิคราะหม์าลอนไดอลัดไีฮด ์ (malondialdehyde) ดกูารจบักนิสิง่แปลกปลอม 

(phagocytic function) และ การเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืด ตามล�าดบั

ผลกำรศึกษำ: สารสกดัจากยาหมอ้สมุนไพรในทุกๆ ความเขม้ขน้ สามารถยบัยัง้การเกาะกลุ่มของเกลด็เลอืดได้อย่าง 

มนียัส�าคญัทางสถติ ิ(p<0.05) เมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคมุ และสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ 200 และ 400 µg/mL นัน้ มฤีทธิ ์

เพิม่การท�าหน้าทีข่องเซลลนิ์วโตรฟิลในการจบักนิสิง่แปลกปลอมไดอ้ยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ ิ (p<0.05) นอกจากน้ีสารสกดั

จากยาหมอ้สมุนไพร ยงัสง่ผลใหร้ะดบัของอนุมลูอสิระในเมด็เลอืดแดงลดลง แต่เป็นการลดลงอยา่งไมม่นียัส�าคญัทางสถติิ

เมือ่เปรยีบเทยีบกบักลุม่ควบคมุ

สรปุผลกำรศึกษำ: สารสกดัจากยาหมอ้สมนุไพรภมูปิญัญาชาวบา้น มฤีทธิใ์นการสง่เสรมิการท�างานของเซลลใ์นระบบภมูคิุม้กนั 

และยบัยัง้การเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืด

วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2558; 48(2): 144-153

ค�ารหสั : ยาหมอ้สมนุไพร  เซลลใ์นระบบโลหติวทิยา  อนุมลูอสิระ  ฟาโทซยัโทสสิ  การเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืด

	 ภมูปิญัญาชาวบา้น	 เป็นความรูอ้นัเกดิจากประสบการณ์ 

ในการประดิษฐ์	 คดิค้น	 จนกระทัง่กลายเป็นผลผลิตที่เป็น

วตัถุและเป็นเรื่องของจติใจทีม่ปีระโยชน์ต่อการด�ารงชวีติ	 มี

การถ่ายทอดสบืต่อกนัมาจากบรรพบุรุษ	 จนถึงรุ่นปจัจุบนั	

ภูมปิญัญาชาวบา้นเกีย่วกบัต�ารบัยาพืน้บา้นซึง่เป็นการแพทย์

ทางเลอืกทีพ่บไดโ้ดยทัว่ไป	 คอื	 การท�าน�้าตม้จากพชืสมนุไพร	

เพือ่ใชใ้นการบ�าบดัรกัษาโรคต่างๆ	 หรอืทีเ่รยีกกนัวา่	 ยาหมอ้	

มมีากมายหลายขนานตามแต่ละพื้นที่ที่มกีารสบืทอดกนัมา 

จากรุน่สูรุ่น่มาเป็นเวลานาน	 ชมุชนบา้นตน้ตะเคยีน	 ต�าบลศรถีอ้ย 

อ�าเภอแมใ่จ	 จงัหวดัพะเยา	 มกีารน�าภมูปิญัญาพืน้บา้นแบบยาหมอ้ 

มาใชใ้นชุมชน	 โดยการน�าส่วนผสมของสมุนไพรหลายชนิด 

ประกอบดว้ย	 ใบและกา้นของมะยม	 รากและตน้ของลูกใตใ้บ 

รากและต้นของเตยหอม	 ต้มรวมกนั	 มคีวามเชื่อว่ายาต้ม 

สมุนไพรน้ีช่วยในการบ�ารุงร่างกาย	 และรกัษาโรคความดนั

โลหิตสูง	มีการศึกษาที่ทราบในเบื้องต้นว่า	มะยม	

บทน�ำ (Phyllanthus acidus (L.) Skeels)	 มสีรรพคณุในการยบัยัง้

การเจรญิของเชือ้จลุชพี	 และลดการอกัเสบได้1	 สว่นลกูใตใ้บ	

(Phyllanthus amarus	 Schum&Thorn)	 ใชเ้ป็นยาขบัปสัสาวะ	 

ชะลอการเกดิน่ิว	และชว่ยลดไข้2,3	นอกจากน้ี	 เตยหอม	 (Pandanus 

amary l l i fo l ius ) 	 มีฤทธิป้์องกันการติดเชื้อไวรัส	 และ 

ต้านการเกิดอนุมูลอิสระได้4,5	 แต่ยังไม่มีหลักฐานยืนยัน

ทางวทิยาศาสตร์ว่าสมุนไพรดงักล่าวส่งผลอย่างไรต่อเซลล ์

ทีท่�างานในระบบไหลเวยีนโลหติ	 ผูว้จิยัจงึมคีวามสนใจศกึษา

ผลของน�้าตม้ยาหมอ้สมุนไพร	 ลูกใตใ้บ	 มะยม	 และเตยหอม	 

ภูมิปญัญาชาวบ้านต่อการท�าหน้าที่ของเซลล์นิวโตรฟิล	 

เมด็เลอืดแดง	 และเกลด็เลอืด	 โดยการศกึษาฤทธิต์า้นการเกดิ 

สารอนุมูลอิสระในเซลล์เม็ดเลือดแดง	 ผลของยาหม้อต่อ 

การก�าจดัเชือ้โรคหรอืสิง่แปลกปลอมของเซลลนิ์วโตรฟิล	 และ

ศกึษาฤทธิต์า้นการท�างานของเกลด็เลอืด	 เพื่อยบัยัง้การเกดิ

ภาวะลิม่เลอืดอุดตนัซึ่งน�าไปสู่การเกดิโรคหลอดเลอืดหวัใจ

และสมองได้	หากยาหม้อสมุนไพรมีฤทธิด์ ังกล่าวข้างต้น
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จะเป็นการช่วยยนืยนัสรรพคุณทางยาเบื้องต้นของยาหม้อ 

ทีม่อียูใ่นชมุชน	 ชว่ยเพิม่คณุคา่รวมทัง้ขอ้มลูทางวทิยาศาสตร์

ของสมุนไพร	 รวมถึงท�าให้เกิดความตระหนักในชุมชนถึง 

การอนุรกัษ์ภูมปิญัญาท้องถิ่นที่มอียู่	 และร่วมกนัเผยแพร่

ภมูปิญัญาดงักลา่วสูช่มุชนอืน่	อกีทัง้ยงัเป็นการสง่เสรมิการน�า

ภูมิปญัญาที่ชุมชนมาใช้เพื่อเป็นอีกทางเลือกหน่ึงในการ

ป้องกนัและบ�าบดัรกัษาโรค	 นอกจากน้ีหากยาหมอ้สมนุไพรมี

สรรพคุณทางยาจรงิ	 จะท�าใหเ้กดิการพฒันาผลติภณัฑน์�้าตม้

ยาหมอ้สมุนไพรใหอ้ยู่ในรูปแบบทีส่ามารถรบัประทานไดง้่าย

และสะดวกมากขึน้	 สง่เสรมิใหเ้ป็นสนิคา้ประจ�าชุมชนศรถีอ้ย	

ท�าใหเ้กดิรายไดข้องชุมชนอกีทางหน่ึง	 และอาจมกีารพฒันา

จนถงึขัน้จดทะเบยีนสทิธบิตัรภูมปิญัญาสมุนไพรพืน้บา้นของ

ชมุชนศรถีอ้ยในอนาคต

1.  การคดัเลือกอาสาสมคัร

	 คดัเลอืกอาสาสมคัรจ�านวน	 10	 ราย	 ทีม่สีขุภาพแขง็แรง 

มปีรมิาณของเมด็เลอืดแดง	 เมด็เลอืดขาว	 และเกลด็เลอืดอยู่

ในชว่งปกต	ิ ไมอ่ยูใ่นระหวา่งการเป็นไข	้ และไมร่บัประทานยา 

หรอือาหารที่ส่งผลต่อการท�าหน้าที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาว	

และเกลด็เลอืด	 เชน่	 ยาแอสไพรนิ	 	 เป็นตน้	 โดยงานวจิยัผา่น

การพจิารณาจากคณะกรรมการวจิยัในมนุษย	์ มหาวทิยาลยันเรศวร	

เลขทีร่บัรอง	 51/2013	และมหาวทิยาลยัพะเยา	 เลขทีร่บัรอง	

5602010002		และ	5602010014	

2. การเตรียมสารสกดัจากยาหม้อสมุนไพร  ลูกใต้ใบ 

มะยม และเตยหอม

	 เตรียมสารสกัดจากยาหม้อสมุนไพรต�ารับบ้าน 

ต้นตะเคยีน	 ต�าบลศรถี้อย	 อ�าเภอแม่ใจ	 จงัหวดัพะเยา	 ซึ่ง 

ประกอบไปด้วย	 รากและต้นของลูกใต้ใบ	 ใบและก้านของ 

มะยม	และรากและต้นของเตยหอม	 ในสดัส่วน	 1:1:1	 (โดย 

น�้าหนกัสว่นละ	50	gm)	โดยน�าพชืทัง้หมดมาผึง่ใหแ้หง้ในทีร่ม่	 

สกดัสารดว้ยน�้ากลัน่ในอตัราส่วนของสมุนไพร	 1	 ส่วนต่อน�้า 

10	 สว่น	 (น�้าหนกัต่อปรมิาตร)	 ตม้เป็นเวลา	 1	 ชัว่โมง	 เมือ่ 

ครบเวลากรองดว้ยผา้ขาวบางและปั่นตกตะกอนที	่ 1,500xg 

นาน	 10	 นาท	ี จากนัน้ท�าใหเ้ป็นผงโดยเครื่อง	 Lyophilizer 

เก็บสารสกัดที่อยู่ ในรูปผงไว้ในขวดสีชาปราศจากเชื้อ 

ที่อุณหภูมิ	-20	°C	จนกว่าจะน�ามาทดสอบ		สารสกัดที่ใช ้

ทดสอบเตรยีมโดยละลายสารสกดัด้วย	 phosphate	 buffer	 

saline	(PBS)	เพื่อให้ได้ความเข้มข้นของสารสกัดเริ่มต้น	

(stock)	เทา่กบั	1	mg/mL

วสัดแุละวิธีกำร

3.  การเตรียมเซลลส์�าหรบัทดสอบ

    3.1 การเตรียมเซลลเ์มด็เลือดแดง

									เจาะเลอืดจากอาสาสมคัร	ใสล่งในสารกนัเลอืดแขง็ชนิด	

sodium	 citrate	 ทีค่วามเขม้ขน้	 3.2%	 ในอตัราสว่น	 9:1	 นบัและ 

ปรบัปรมิาณของเมด็เลอืดแดงใหอ้ยูใ่นชว่ง	 4.5-5.0x106 cells/µL 

ดว้ยเครือ่ง	 automated	 hematological	 analyzer	 (KX-21N,	

Sysmex, Japan)

    3.2 การเตรียมเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดนิวโตรฟิล

							เตรียมเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟิลด้วยวิธ	ี 

Ficoll-Hypaque	 gradient	 centrifugation	 และวธิ	ี dextran	

sedimentation	 ความเขม้ขน้	 6%	 โดยเจาะเลอืดอาสาสมคัร

ใสล่งในสารกนัเลอืดแขง็ชนิด	 EDTA	 เจอืจางดว้ย	 PBS	 ใน

อตัราสว่น	 1:1	 ก่อนดดูใสล่งในน�้ายา	 Ficoll-Hypaque	 น�าไป

ป ัน่ทีค่วามเรว็	400	g	อุณหภมู	ิ4	°C	เป็นเวลา	30	นาท	ีครบ

เวลาดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง	และเติม	dextran	ความเข้มข้น	

6%	ในอตัราส่วน	dextran:เลอืด	 เท่ากบั	3:2	 เขย่าใหเ้ขา้กนั 

ตัง้เอยีง	45	องศา	เป็นเวลา	30	นาท	ีทีอุ่ณหภมูหิอ้ง	เมือ่ครบ 

เวลาดดูสว่นใสดา้นบนมาป ัน่ทีค่วามเรว็	300xg	เป็นเวลา	5	นาท ี

ดดูสว่นใสดา้นบนทิง้	แลว้จงึเตมิ	NH
4
Cl	ความเขม้ขน้	0.83%	

ปรมิาตร	1	mL	ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง	เป็นเวลา	10	นาท	ีจาก

นัน้ป ัน่ลา้งเซลลด์ว้ย	PBS	จ�านวน	2	ครัง้	น�าเซลลท์ีเ่ตรยีมได้

ไปนบัจ�านวนเซลลโ์ดยใช	้trypan	blue	exclusion	ความเขม้ขน้	

0.2%	และค�านวณรอ้ยละของการมชีวีติ	(%	cell	viability)	และ

ปรบัจ�านวนของเซลลนิ์วโตรฟิลใหเ้ทา่กบั	5x106 cells/mL

    3.3 การเตรียมเกลด็เลือด

								เจาะเลอืดจากอาสาสมคัร	ใสล่งในสารกนัเลอืดแขง็ชนิด	

sodium	citrate	ทีค่วามเขม้ขน้	3.2%	ในอตัราสว่น	9:1	น�าเลอืด

ไปป ัน่ทีค่วามเรว็	140xg	เป็นเวลา	10	นาท	ีทีอุ่ณหภมู	ิ22	°C	

เกบ็สว่นบนซึง่เป็น	platelet	 rich	plasma	(PRP)	หลงัจากนัน้ 

ปรบัความเขม้ขน้เกลด็เลอืดดว้ย	 PBS	 ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้

เทา่กบั	2x108	platelets/mL	และป ัน่เลอืดที	่1,500xg	เป็นเวลา	

10	นาท	ีเพือ่เกบ็สว่นบนเป็น	platelet	poor	plasma	(PPP)

4. การทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากยาหม้อสมนุไพร 

ลกูใต้ใบ มะยม และเตยหอม ต่อเซลลนิ์วโตรฟิล

	 เพือ่เป็นการทดสอบวา่สารสกดัในแต่ละความเขม้ขน้ 

ไมม่คีวามเป็นพษิต่อเซลลนิ์วโตรฟิล	 ท�าการศกึษาโดยน�าเซลล ์

นิวโตรฟิลที่เตรยีมได้	 5x106	 cells/mL	 ปรมิาตร	 100	 µL	 

ผสมกบัสารสกดัที่ความเขม้ขน้	100,	200	และ	400	µg/mL	

เมือ่ครบเวลา	 น�าไปบม่ทีอุ่ณหภมู	ิ 37	 °C	 เป็นเวลา	 30	 นาท	ี

หลงัจากนัน้ท�าการผสมกบั	 trypan	blue	ความเขม้ขน้	0.2%	

ในอตัราสว่น	1:1	นบัและค�านวณรอ้ยละของการมชีวีติ	(%	cell	

viability)	ของเซลลนิ์วโตรฟิล

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558146     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่
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ชมุชนศรถีอ้ยในอนาคต

1.  การคดัเลือกอาสาสมคัร

	 คดัเลอืกอาสาสมคัรจ�านวน	 10	 ราย	 ทีม่สีขุภาพแขง็แรง 

มปีรมิาณของเมด็เลอืดแดง	 เมด็เลอืดขาว	 และเกลด็เลอืดอยู่

ในชว่งปกต	ิ ไมอ่ยูใ่นระหวา่งการเป็นไข	้ และไมร่บัประทานยา 

หรอือาหารที่ส่งผลต่อการท�าหน้าที่ของเซลล์เม็ดเลือดขาว	

และเกลด็เลอืด	 เชน่	 ยาแอสไพรนิ	 	 เป็นตน้	 โดยงานวจิยัผา่น

การพจิารณาจากคณะกรรมการวจิยัในมนุษย	์ มหาวทิยาลยันเรศวร	

เลขทีร่บัรอง	 51/2013	และมหาวทิยาลยัพะเยา	 เลขทีร่บัรอง	

5602010002		และ	5602010014	

2. การเตรียมสารสกดัจากยาหม้อสมุนไพร  ลูกใต้ใบ 

มะยม และเตยหอม

	 เตรียมสารสกัดจากยาหม้อสมุนไพรต�ารับบ้าน 

ต้นตะเคยีน	 ต�าบลศรถี้อย	 อ�าเภอแม่ใจ	 จงัหวดัพะเยา	 ซึ่ง 

ประกอบไปด้วย	 รากและต้นของลูกใต้ใบ	 ใบและก้านของ 

มะยม	และรากและต้นของเตยหอม	 ในสดัส่วน	 1:1:1	 (โดย 

น�้าหนกัสว่นละ	50	gm)	โดยน�าพชืทัง้หมดมาผึง่ใหแ้หง้ในทีร่ม่	 

สกดัสารดว้ยน�้ากลัน่ในอตัราส่วนของสมุนไพร	 1	 ส่วนต่อน�้า 

10	 สว่น	 (น�้าหนกัต่อปรมิาตร)	 ตม้เป็นเวลา	 1	 ชัว่โมง	 เมือ่ 

ครบเวลากรองดว้ยผา้ขาวบางและปั่นตกตะกอนที	่ 1,500xg 

นาน	 10	 นาท	ี จากนัน้ท�าใหเ้ป็นผงโดยเครื่อง	 Lyophilizer 

เก็บสารสกัดที่อยู่ ในรูปผงไว้ในขวดสีชาปราศจากเชื้อ 

ที่อุณหภูมิ	-20	°C	จนกว่าจะน�ามาทดสอบ		สารสกัดที่ใช ้

ทดสอบเตรยีมโดยละลายสารสกดัด้วย	 phosphate	 buffer	 

saline	(PBS)	เพื่อให้ได้ความเข้มข้นของสารสกัดเริ่มต้น	

(stock)	เทา่กบั	1	mg/mL

วสัดแุละวิธีกำร

3.  การเตรียมเซลลส์�าหรบัทดสอบ

    3.1 การเตรียมเซลลเ์มด็เลือดแดง

									เจาะเลอืดจากอาสาสมคัร	ใสล่งในสารกนัเลอืดแขง็ชนิด	

sodium	 citrate	 ทีค่วามเขม้ขน้	 3.2%	 ในอตัราสว่น	 9:1	 นบัและ 

ปรบัปรมิาณของเมด็เลอืดแดงใหอ้ยูใ่นชว่ง	 4.5-5.0x106 cells/µL 

ดว้ยเครือ่ง	 automated	 hematological	 analyzer	 (KX-21N,	

Sysmex, Japan)

    3.2 การเตรียมเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิดนิวโตรฟิล

							เตรียมเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวโตรฟิลด้วยวิธ	ี 

Ficoll-Hypaque	 gradient	 centrifugation	 และวธิ	ี dextran	

sedimentation	 ความเขม้ขน้	 6%	 โดยเจาะเลอืดอาสาสมคัร

ใสล่งในสารกนัเลอืดแขง็ชนิด	 EDTA	 เจอืจางดว้ย	 PBS	 ใน

อตัราสว่น	 1:1	 ก่อนดดูใสล่งในน�้ายา	 Ficoll-Hypaque	 น�าไป

ป ัน่ทีค่วามเรว็	400	g	อุณหภมู	ิ4	°C	เป็นเวลา	30	นาท	ีครบ

เวลาดูดส่วนใสด้านบนทิ้ง	และเติม	dextran	ความเข้มข้น	

6%	ในอตัราส่วน	dextran:เลอืด	 เท่ากบั	3:2	 เขย่าใหเ้ขา้กนั 

ตัง้เอยีง	45	องศา	เป็นเวลา	30	นาท	ีทีอุ่ณหภมูหิอ้ง	เมือ่ครบ 

เวลาดดูสว่นใสดา้นบนมาป ัน่ทีค่วามเรว็	300xg	เป็นเวลา	5	นาท ี

ดดูสว่นใสดา้นบนทิง้	แลว้จงึเตมิ	NH
4
Cl	ความเขม้ขน้	0.83%	

ปรมิาตร	1	mL	ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้ง	เป็นเวลา	10	นาท	ีจาก

นัน้ป ัน่ลา้งเซลลด์ว้ย	PBS	จ�านวน	2	ครัง้	น�าเซลลท์ีเ่ตรยีมได้

ไปนบัจ�านวนเซลลโ์ดยใช	้trypan	blue	exclusion	ความเขม้ขน้	

0.2%	และค�านวณรอ้ยละของการมชีวีติ	(%	cell	viability)	และ

ปรบัจ�านวนของเซลลนิ์วโตรฟิลใหเ้ทา่กบั	5x106 cells/mL

    3.3 การเตรียมเกลด็เลือด

								เจาะเลอืดจากอาสาสมคัร	ใสล่งในสารกนัเลอืดแขง็ชนิด	

sodium	citrate	ทีค่วามเขม้ขน้	3.2%	ในอตัราสว่น	9:1	น�าเลอืด

ไปป ัน่ทีค่วามเรว็	140xg	เป็นเวลา	10	นาท	ีทีอุ่ณหภมู	ิ22	°C	

เกบ็สว่นบนซึง่เป็น	platelet	 rich	plasma	(PRP)	หลงัจากนัน้ 

ปรบัความเขม้ขน้เกลด็เลอืดดว้ย	 PBS	 ใหไ้ดค้วามเขม้ขน้

เทา่กบั	2x108	platelets/mL	และป ัน่เลอืดที	่1,500xg	เป็นเวลา	

10	นาท	ีเพือ่เกบ็สว่นบนเป็น	platelet	poor	plasma	(PPP)

4. การทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากยาหม้อสมนุไพร 

ลกูใต้ใบ มะยม และเตยหอม ต่อเซลลนิ์วโตรฟิล

	 เพือ่เป็นการทดสอบวา่สารสกดัในแต่ละความเขม้ขน้ 

ไมม่คีวามเป็นพษิต่อเซลลนิ์วโตรฟิล	 ท�าการศกึษาโดยน�าเซลล ์

นิวโตรฟิลที่เตรยีมได้	 5x106	 cells/mL	 ปรมิาตร	 100	 µL	 

ผสมกบัสารสกดัที่ความเขม้ขน้	100,	200	และ	400	µg/mL	

เมือ่ครบเวลา	 น�าไปบม่ทีอุ่ณหภมู	ิ 37	 °C	 เป็นเวลา	 30	 นาท	ี

หลงัจากนัน้ท�าการผสมกบั	 trypan	blue	ความเขม้ขน้	0.2%	

ในอตัราสว่น	1:1	นบัและค�านวณรอ้ยละของการมชีวีติ	(%	cell	

viability)	ของเซลลนิ์วโตรฟิล

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558146     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

5. การวัดปริมาณแลคเตทดีไฮโดรจีเนส (Lactase  

dehydrogenase; LDH)

	 เพื่อเป็นการทดสอบว่าสารสกดัที่น�ามาทดสอบใน

แต่ละความเขม้ขน้ไม่มผีลในการท�าลายเกลด็เลอืด	 โดยน�า

เกลด็เลอืด	2x108	platelets/mL	ปรมิาตร	500	µL	ท�าปฏกิริยิา

กบัสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้	100,	200	และ	400	µg/mL	ปรมิาตร	

250	µL	บ่มที่อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา	10	นาท	ีและน�าไปป ัน่ 

ตกตะกอนทีค่วามเรว็	1,500xg	เป็นเวลา	10	นาท	ีเกบ็สว่นใส

ดา้นบนไปตรวจวดัปรมิาณแลคเตทดไีฮโดรจเีนส	 ดว้ยเครือ่ง

วเิคราะหอ์ตัโนมตั	ิCobas	6000	โดยใชส้าร	triton	X-100	ผสม

กบัเกลด็เลอืดเป็น	positive	control

6.  การทดสอบผลของสารสกัดจากยาหม้อสมุนไพร  

ลกูใต้ใบ  มะยม และเตยหอม ต่อการเกิดอนุมลูอิสระของ

เซลลเ์มด็เลือดแดงด้วยวิธี malondialdehyde6 

	 น�าเมด็เลอืดแดงทีเ่ตรยีมได	้ปรมิาตร	2	mL	ผสมกบั 

สารสกดัทีค่วามเขม้ขน้	100,	200	และ	400	µg/mL	ปรมิาตร	100	µL 

บม่ทีอุ่ณหภมู	ิ37	 °C	 เป็นเวลา	30	นาท	ี เมือ่ครบเวลาท�าการ

ปั่นแยกพลาสมา	ทีค่วามเรว็รอบ	1,500xg	เป็นเวลา	15	นาท ี

น�าพลาสมา	ปรมิาตร	250	µL	ผสมกบั	butylatedhydroxytoluene 

ความเขม้ขน้	0.2%	ปรมิาตร	25	µL	และ	H
3
PO

4
	ความเขม้ขน้ 

0.44	 M	 ปรมิาตร	 750	 µL	 ตัง้ทิง้ไวท้ีอุ่ณหภมูหิอ้งเป็นเวลา	

10	นาท	ีจากนัน้เตมิ	 thiobarbituric	acid	ความเขม้ขน้	0.6%	

ปรมิาตร	250	µL	แลว้น�าไปแชใ่นน�้ารอ้นอุณหภมู	ิ90	°C	เป็น

เวลา	 30	 นาท	ี เมือ่ครบเวลาน�าไปแชใ่นน�้าเยน็ทีอุ่ณหภมูหิอ้ง

เป็นเวลา	10	นาท	ีก่อนทีจ่ะเตมิ	n-butanol	ปรมิาตร	2	mL	และ

น�าไปป ัน่ที	่1,500xg	เป็นเวลา	10	นาท	ีเพือ่แยกและน�าชัน้ของ	

n-butanol	 ไปวดัคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่	 532	 nm	

หาค่าความเขม้ขน้ของมาลอนไดอลัดไีฮดโ์ดยเทยีบกบักราฟ

มาตรฐาน

7.   การทดสอบผลของสารสกัดจากยาหม้อสมุนไพร 

ลูกใต้ใบ มะยม และเตยหอม ต่อการท�างานของเซลล์

เมด็เลือดขาวชนิดนิวโตรฟิล ด้วยวิธี phagocytic function7 

	 น�าเซลลนิ์วโตรฟิล	5x106	cells/mL	ปรมิาตร	100	µL 

มาทดสอบกบัสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้	100,	200	และ	400	µg/mlL 

ปรมิาตร	100	µL	บม่ทีอุ่ณหภมู	ิ37	°C	เป็นเวลา	30	นาท	ีเมือ่

ครบเวลา	 น�าไปป ัน่ทีค่วามเรว็	 12,000xg	 เป็นเวลา	 2	 นาท	ี 

ดดูสว่นใสดา้นบนทิง้	เตมิเชือ้	E. coli	ทีม่พีลาสมดิ	pTriEx-4-GFP 

(ยนีทีก่�าหนดการสรา้งโปรตนี	GFP)	 ปรมิาณ	 10	MOI	 และ 

บ่มทีอุ่ณหภูม	ิ 37	 °C	 เป็นเวลา	 20	 นาท	ี จากนัน้น�าไปปั่น 

ที่ความเร็ว	 12,000xg	 เป็นเวลา	 2	 นาที	 และดูดส่วนใส 

ด้านบนทิ้งอีกครัง้	 เติม	 bovine	 serum	 albumin	 (BSA)	

ปรมิาตร	50	µL	เตรยีมสเมยีร์และน�าไปตรวจดูเซลล์ภายใต้

กลอ้งฟลอูอเรสเซนต	์	ค�านวณรอ้ยละของเซลลท์ีเ่รอืงแสงจาก

การจบักนิเชือ้	E. coli	(%	phagocytosis	index)	ดงัน้ี

%	Phagocytosis	index	=	เซลลนิ์วโตรฟิลทีเ่รอืงแสงจากการจบักนิเชือ้	E. coli x 100

                                    เซลลนิ์วโตรฟิล	200	เซลล์
 

และค�านวณอตัราการเพิม่ขึน้ของเซลลใ์นการจบักนิเชือ้	E. coli  

(increasing	ratio)	ดงัน้ี
									Increasing	ratio	=	%	Phagocytosis	index	ของตวัอยา่งทดสอบ

																																	%	Phagocytosis	index	ของ	vehicle	control

8. การทดสอบผลของสารสกดัจากยาหม้อสมนุไพร ลกูใต้ใบ 

มะยม และเตยหอม ต่อการเกาะกลุ่มของเกลด็เลือด ด้วย

วิธี microplate assay8

	 น�าเกลด็เลอืด	2x108	platelets/mL	ปรมิาตร	200	µL 

ผสมกบัสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้	 100,	 200	 และ	 400	 µg/mL 

ปรมิาตร	 100	 µL	 โดยใชย้าแอสไพรนิ	 (Edwards;	 England)	

ความเขม้ขน้	81	mg/mL	 เป็น	positive	 control	ตัง้ทิ้งไวท้ี่

อุณหภูมหิอ้งเป็นเวลา	10	นาท	ี เมื่อครบเวลา	ดูดเกลด็เลอืด

ทีท่�าปฏกิริยิาแลว้ปรมิาตร	 75	 µL	 เตมิลงในไมโครเพลท	 เตมิ

สารกระตุน้เกลด็เลอืดชนิดคอลลาเจน	 (Helena	 laboratories; 

USA)	ความเข้มข้น	20	µg/mL	ปริมาตร	10	µL	วัดค่า 

การดดูกลนืแสงดว้ยเครือ่งอา่นไมโครไตเตอรเ์พลท	 (PerkinElmer; 

USA)	ทีค่วามยาวคลืน่	600	nm	ในนาททีี	่0	และ	20	ค�านวณ

รอ้ยละการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืด	ดงัน้ี

	 %	Aggregation	=	OD (plt0) – OD (plt20) x 100  

                                   OD (vehicle0) – OD (PPP)

	 ใช้การวิเคราะห์ผลการทดลองที่อยู่ในรูปร้อยละ	

รายงานคา่เป็น	mean±SD	และท�าการวเิคราะหค์า่ทางสถติดิว้ย 

Mann-Whitney	 Test	 โดยใชโ้ปรแกรมวเิคราะหส์ถติสิ�าเรจ็รปู 

SPSS	version	 14.0	 เปรยีบเทยีบขอ้มลูกบักลุม่ควบคมุทีไ่มไ่ด ้

เตมิสารสกดัลงไป	ทีร่ะดบัความเชือ่มัน่	95%	(p<0.05)

กำรวิเครำะหข้์อมลู

1. ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากยาหม้อ

สมนุไพร ลกูใต้ใบ  มะยม และเตยหอม ต่อเซลลนิ์วโตรฟิล

	 ผลการทดสอบพบเซลล์นิวโตรฟิลมีค่าการมีชีวิต 

มากกว่าร้อยละ	 80	 เมื่อผสมเซลล์กบัสารสกดัในทุกระดบั 

ความเขม้ขน้	 (100,	 200	และ	 400	 µg/mL)	 และพบวา่รอ้ยละ

การมชีวีติของเซลลนิ์วโตรฟิลในกลุ่มควบคุมและกลุ่มทดสอบ

ไมม่คีวามแตกต่างกนัอยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ	ิ (p>0.05)	 (ตารางที	่ 1) 

ผลกำรศึกษำ
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2.  ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากยาหม้อ

สมนุไพร ลกูใต้ใบ  มะยม และเตยหอม ต่อเกลด็เลือด

	 การทดสอบพบว่าปริมาณแลคเตทดีไฮโดรจีเนส 

ในกลุ่มควบคุม	 และกลุ่มทดสอบในทุกความเข้มข้น	 ไม่ม ี

Table 1. The percentage of neutrophil viability after boiled herb extract treatment

ความแตกต่างกนัอยา่งมนียัส�าคญัทางสถติ	ิ (p>0.05)	 จงึสรปุ 

ได้ว่าความเข้มข้นของสารสกัดที่น�ามาทดสอบน้ีไม่มีฤทธิ ์

ท�าลายเกลด็เลอืด	(ตารางที	่2)

Table 2. Effects of folk wisdom boiled herb extract on platelets by lactase dehydrogenase release assay

3.  ผลของสารสกดัจากยาหม้อสมนุไพร ลกูใต้ใบ  มะยม 

และเตยหอม ต่อการเกิดอนุมลูอิสระของเซลลเ์มด็เลือดแดง 

 จากผลการศกึษาปรมิาณของมาลอนไดอลัดไีฮด์ใน

เมด็เลอืดแดงเมื่อผสมกบัสารสกดัที่ความเขม้ขน้	100,	200	

และ	400	µg/mL	พบว่ามีระดับมาลอนไดอัลดีไฮด์เท่ากับ	

2.03±0.64,	2.11±0.67	และ	2.14±0.62	µM	ตามล�าดบั	ปรมิาณ 

ของมาลอนไดอลัดไีฮดใ์นเลอืดมแีนวโน้มทีล่ดลง	 เมือ่เปรยีบเทยีบ 

กบักลุม่ควบคมุ	 (2.20±0.64	 µM)	 แต่เป็นการลดลงอยา่งไมม่ี

นยัส�าคญัทางสถติ	ิ(p>0.05)		(ตารางที	่3)

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558148     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

Test Concentration Lactase dehydroqenase (U/L)

(µg/mL) (mean+SD)

Vehicle control - 58.0+2.0

Positive control - 315.0+10.0

Boil herb extract 100 55.5+7.5

200 55.0+7.0

400 53.5+5.5

Test Concentration % cell viablity

(µg/mL) (mean+SD)

Cell control - 92.87+4.34

Boil herb extract 100 89.75+3.42

200 88.09+3.12

400 88.31+6.14

Table 3. Effects of folk wisdom boiled herb extract, Phyllanthus amarus Schum&Thorn, Phyllanthus acidus (L.) Skeels, and 

Pandanus amaryllifolius on hematopoietic cells are demonstrated by malondialdehyde level, the percent of phagocytosis 

index, and platelet aggregation.

Sample Concentration

(µg/mL)

Malondialdehyde level (µM)

(mean+SD)*

The percentage of phagocytosis 

index

(mean+SD)*

The percentage of platelet 

aggregation

(mean+SD)*

Vehicle control 0 2.20+0.64 29.9+7.4 27.13+5.85

Boil herb extract 100 2.03+0.64 36.7+17.5 14.89+8.99

200 2.20+0.67 42.8+14.2 16.12+9.87

400 2.14+0.62 42.2+14.7 16.98+9.15

* Samples were tested in triplicate and 3 time-independent experiments.



2.  ผลการทดสอบความเป็นพิษของสารสกดัจากยาหม้อ

สมนุไพร ลกูใต้ใบ  มะยม และเตยหอม ต่อเกลด็เลือด
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ในกลุ่มควบคุม	 และกลุ่มทดสอบในทุกความเข้มข้น	 ไม่ม ี
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Sample Concentration

(µg/mL)

Malondialdehyde level (µM)

(mean+SD)*

The percentage of phagocytosis 

index
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The percentage of platelet 

aggregation
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4.  ผลของสารสกดัจากยาหม้อสมนุไพร ลกูใต้ใบ  มะยม 

และเตยหอม ต่อการท�างานของเซลลเ์มด็เลือดขาวชนิด

นิวโตรฟิล

	 หากสารสกัดมีฤทธิใ์นการเพิ่มการท�าหน้าที่ของ 

เซลลนิ์วโตรฟิล	 จะท�าใหร้อ้ยละของเซลลท์ีจ่บักนิสิง่แปลกปลอม 

ในทีน้ี่คอืเชือ้	E. coli	มคีา่เพิม่สงูขึน้	(รปูที	่1)	จากผลการทดสอบ 

พบวา่	สารสกดัทีค่วามเขม้ขน้	100,	200	และ	400	µg/mL	มี

รอ้ยละของเซลล์ที่จบักนิสิง่แปลกปลอมเท่ากบั	36.7±17.5,	

42.8±14.2	และ	42.2±14.7	ตามล�าดบั	โดยกลุ่มควบคุมมคี่า 

เทา่กบัรอ้ยละ	29.9±7.4	และเมือ่ค�านวณเป็นอตัราการเพิม่ขึน้

ของเซลลใ์นการจบักนิเชือ้	E. coli	 (increasing	 ratio)	พบวา่มคีา่ 

เทา่กบั	1.22±0.58,	1.43±0.47	และ	1.41±0.49	ตามล�าดบั	ซึง่ 

สารสกดัทีค่วามเขม้ขน้	200	และ	400	µg/mL	นัน้	ออกฤทธิเ์พิม่

การท�าหน้าทีข่องเซลลนิ์วโตรฟิลในการจบักนิสิง่แปลกปลอม

ไดอ้ย่างมนีัยส�าคญัทางสถติทิี	่ p<0.05	 เมื่อเปรยีบเทยีบกบั 

กลุม่ควบคมุ	(ตารางที	่3	และ	รปูที	่2)

Figure 1  Determination of phagocytic function of neutrophil using fluorescence microscope (A) Neutrophil in bright field microscope, (B) E.coli 

in fluorescence microscope, (C) and (D) the phagocytic function of neutrophil in bright field microscope and fluorescence microscope (40X),   

respectively.

Vol. 48 No. 2 May 2015     149Bull Chiang Mai Assoc Med Sci



5.  ผลของสารสกดัจากยาหม้อสมุนไพร ลูกใต้ใบ  มะยม 

และเตยหอม ต่อกระบวนการเกาะกลุ่มของเกลด็เลือด

	 เมือ่ท�าการผสมเกลด็เลอืดกบัสารสกดัทีค่วามเขม้ขน้ 

100,	200	และ	400	µg/mL	พบวา่รอ้ยละการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืด 

มคี่าเท่ากบั	 14.89±8.99,	 16.12±9.87	 และ	 16.98±9.15 

ตามล�าดบั	 สารสกดัทกุความเขม้ขน้มฤีทธิใ์นการยบัยัง้การเกาะกลุม่ 

Figure 2 Effects of folk wisdom boiled herb extract, Phyllanthus amarus Schum&Thorn, Phyllanthus acidus (L.) Skeels, and Pandanus  

amaryllifolius on phagocytic function of neutrophil. Data are shown as mean±SD (n=10). Asterisks (*) denote value that were significantly different 

from the vehicle   control (p<0.05).

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558150     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่

ของเกลด็เลอืดได้อย่างมนีัยส�าคญัทางสถติทิี่	 p<0.05	 เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุมซึ่งมีร้อยละการเกาะกลุ่มของ 

เกล็ดเลือดเท่ากับ	 27.13±5.85	 และพบว่าสารสกัดทุก 

ความเขม้ขน้	 มคีา่การยบัยัง้การเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืดทีม่าก 

กวา่แอสไพรนิ	ซึง่เป็น	positive	control	(รอ้ยละ	19.88±6.70)		

(ตารางที	่3	และ	รปูที	่3)

Figure 3 Effects of folk wisdom boiled herb extract, Phyllanthus amarus Schum&Thorn, Phyllanthus acidus (L.) Skeels, and Pandanus  

amaryllifolius on platelet aggregation. Data are shown as mean±SD (n=10).  Asterisks (*) denote value that were significantly different from the 

vehicle control (p<0.05).
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มากผดิปกตใินร่างกาย	 เกลด็เลอืดที่ถูกกระตุ้น	 (activated	 

platelet)	น้ีเป็นปจัจยัส�าคญัในการท�าใหเ้กดิภาวะลิม่เลอืดอุดตนั

(thrombosis)	ในบรเิวณหลอดเลอืดทีส่�าคญั	เชน่	หลอดเลอืดสมอง 

และหลอดเลอืดหวัใจ	สง่ผลใหผู้ป้ว่ยเสยีชวีติได้19		ดงันัน้การที ่

สารสกดัจากยาหมอ้สมุนไพร	ลูกใต้ใบ	มะยม	และเตยหอม	

ออกฤทธิย์บัยัง้การเกาะกลุ่มของเกลด็เลอืดไดน้ัน้	 น่าจะเป็น

ประโยชน์ในการป้องกนัการเกดิภาวะลิม่เลอืดอุดตนัได้

	 จากการศกึษาสารทีม่อียูใ่นลกูใตใ้บ	 มะยม	 และเตยหอม 

พบว่ามสีารฟลาโวนอยด์เป็นองค์ประกอบอยู่ด้วย20-22	 สาร					 

ฟลาโวนอยดม์ผีลต่อการแบง่ตวัเพิม่จ�านวน	 การหลัง่สารซยัโตคยัน์ 

(cytokine)	ทีเ่กดิขึน้จากการตอบสองของเซลลใ์นระบบภมูคิุม้กนั23 

แต่อย่างไรก็ตาม	 งานวิจัยน้ีเป็นเพียงการศึกษาเบื้องต้น 

เท่านัน้	 ยงัไม่ทราบถึงกลไกการออกฤทธิข์องสารสกดัต่อ 

การท�าหน้าทีข่องเซลลนิ์วโตรฟิล	ผลการศกึษาการท�างานของ

เซลล์นิวโตรฟิลในครัง้น้ีเป็นที่น่าสนใจ	 เน่ืองจากสารสกดัที่

ความเขม้ขน้	200	และ	400	µg/mL	ชว่ยเพิม่การความสามารถ

ของเซลล์นิวโตรฟิลในการจบักินสิ่งแปลกปลอมได้อย่างม ี

นยัส�าคญัทางสถติ	ิ (p<0.05)	 ดงันัน้จงึควรแยกสารสกดัหยาบน้ี

ใหเ้ป็นสารบรสิทุธิ	์ดว้ยวธิ	ีliquid	chromatography	และศกึษา

กลไกการท�าหน้าทีข่องเซลลต์่อไป	 จากผลการศกึษาในครัง้

น้ีจะสามารถใชเ้ป็นขอ้มลูเบือ้งตน้และเป็นประโยชน์ในการน�า 

ยาหมอ้สมนุไพร	ลกูใตใ้บ	มะยม	และเตยหอม	ภมูปิญัญาชาวบา้น 

ไปประยกุตใ์ชแ้ละพฒันาเป็นผลติภณัฑข์องชมุชนต่อไป

 

	 ผูว้จิยัขอขอบคณุ	 คณะสหเวชศาสตร	์ มหาวทิยาลยันเรศวร 

และ	 คณะสหเวชศาสตร	์ มหาวทิยาลยัพะเยา	 ทีเ่อือ้เฟ้ืออุปกรณ์ 

และน�้ ายาส�าหรับตรวจวิเคราะห์ในครัง้น้ี	 และขอขอบคุณ 

ส�านกังานคณะกรรมการการอุดมศกึษาทีส่นบัสนุนทนุในการท�าวจิยั 

กติตกิรรมประกาศ
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	 สารสกดัจากน�้าตม้ยาหมอ้สมุนไพร	ลูกใตใ้บ	มะยม	 

และเตยหอม	 เป็นยาแผนโบราณทีย่งัมกีารน�ามาใชเ้พือ่บ�ารงุรา่งกาย 

ในชมุชนบา้นตน้ตะเคยีน	 ต�าบลศรถีอ้ย	 อ�าเภอแมใ่จ	 จงัหวดัพะเยา 

พบว่ามีผลยับยัง้การเกิดอนุมูลอิสระในเม็ดเลือดแดงที่ม ี

ความเกี่ยวขอ้งกบัการท�างานของเมด็เลอืดแดงในการก�าจดั

อนุมลูอสิระ	 (ไดอลัดไีฮด)์	 เพยีงเลก็น้อยเทา่นัน้	 อาจเน่ืองมา 

จากปรมิาณของสารตา้นอนุมลูอสิระทีม่อียูใ่นสารสกดัน�้าตม้ยา 

หมอ้สมุนไพรมปีรมิาณน้อย	 หรอือาจเกดิจากกระบวนการ

เตรียมสารสกัดจากการต้มสมุนไพรด้วยความร้อนท�าให้ม ี

การสูญ เสียสา รส� าคัญ 	 การศึกษา ก่อนห น้ า น้ีพบว่ า	 

สารแอนโทไซยานิน	 (anthocyanin)	ซึง่เป็นสารประกอบฟีนอลกิ 

(phenolic	 compound)	 ทีม่คีุณสมบตัติา้นอนุมลูอสิระ	 อาจ

เกดิการเปลีย่นแปลงโครงสรา้งโมเลกุลและสลายตวัไดเ้มื่ออยู่ 

ในสภาวะที่มอุีณหภูม	ิ70	°C	ขึ้นไป9	และเตยหอมที่น�ามา

ใชเ้ตรยีมยาหมอ้สมุนไพรในครัง้น้ีมสีารแอนโทไซยานินเป็น 

ส่วนประกอบทีส่�าคญัอยู่ดว้ยเช่นกนั10	 ดงันัน้จงึเป็นไปไดว้่า	

ฤทธิต์้านอนุมูลอสิระที่ลดลงน่าจะเป็นผลจากความร้อนที่ใช้
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Abstract

 The Wheelchair Skills Program (WSP) version 3.2 has been used worldwide due to its comprehensive 

instructions on the setting, training, and the evidence of its efficacy from the literatures. However, the WSP v.3.2 

program including 18 skill trainings, occupies a relatively large space which could disturb patients who undertakes 

other rehabilitation interventions. Therefore, the idea of designing the WSP training circuit that situated in the garden 

was emerged. This wheelchair skill training circuit has been taken place in the garden for coziness and relaxation. 

The aim was to design the wheelchair training circuit that meets the standard requirements, user-friendly, and safe. 

Inexpensive and durable local materials such as cement concrete with wire mate was used. Besides, this circuit can 

also be used for walking training so that it could help promote functional mobility of other disabled patients returning 

to the community. 
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2015; 48(2): 154-159
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บทคดัย่อ

	 แบบฝึกโปรแกรมทกัษะรถนัง่คนพกิาร	Wheelchair	Skills	Program	(WSP)	version	3.2	ถกูใชอ้ยา่งแพรห่ลายเพราะ

มคี�าอธบิายการฝึกอยา่งละเอยีดแนะน�าอุปกรณ์ทีน่�ามาใชท้ดสอบ	และมงีานวจิยัแสดงผลการฝึกทีม่ปีระสทิธภิาพ	แต่จากการฝึก

ทกัษะรถนัง่คนพกิารใหผู้ป้ว่ย	พบวา่ตอ้งมพีืน้ทีจ่ดัวางอุปกรณ์ในการสอน	18	กลุม่ทกัษะ	ท�าใหไ้มส่ะดวกต่อการใชง้านของพืน้ที่

ในการบ�าบดัฟ้ืนฟูสภาพอยา่งอืน่ๆ	จงึเกดิแนวคดิทีต่อ้งการสรา้งสนามฝึกทกัษะรถนัง่คนพกิารขึน้โดยใชพ้ืน้ทีร่ว่มกบัสวนหยอ่ม	 

มวีตัถุประสงคเ์พื่อออกแบบและสรา้งสนามฝึกใหม้คีวามสะดวกในการใชง้าน	ปลอดภยัในการฝึก	และมมีาตรฐาน	 ใชว้สัด ุ

เป็นคอนกรตีเสรมิลวดเหลก็ซึง่หาไดง้า่ยมรีาคาถกู	และมคีวามแขง็แรงทนทาน	สนามฝึกแหง่น้ีสามารถใชฝึ้กสอนทกัษะการเดนิ	

จงึน่าจะมปีระโยชน์ในการฟ้ืนฟูสภาพผูป้ว่ยและคนพกิารกลบัสูส่งัคมไดด้ขีึน้
วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม ่2558; 48(2): 154-159

ค�ำรหสั: โปรแกรมทกัษะรถนัง่คนพกิาร สนามฝึกทกัษะรถนัง่คนพกิาร คนพกิาร
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บทน�ำ

	 การสอนผู้ป่วยอมัพาตใช้รถนัง่คนพกิารจะท�าเมื่อ 

ผูป้ว่ยไมส่ามารถเดนิเองไดโ้ดยอสิระและปลอดภยั	 หรอืใชพ้ลงังาน 

และเวลาในการเดนิมากไมส่ามารถเดนิในระยะไกลนอกบา้นได	้

ผู้ป่วยที่มารับการฟ้ืนฟูสภาพที่ภาควิชาเวชศาสตร์ฟ้ืนฟู 

คณะแพทยศาสตร์	 มหาวิทยาลัยเชียงใหม่	 ส่วนใหญ่เป็น 

ผู้ป่วยอมัพาตไขสนัหลงั	 โดยเฉพาะผู้ป่วยอมัพาตครึ่งล่าง 

(paraplegia)	ทีส่ามารถกลบัไปด�าเนินชวีติประจ�าวนัไดเ้องโดยอสิระ 

แต่ไม่สามารถเดนิได้	 จ�าเป็นต้องใช้รถนัง่คนพกิารเคลื่อนที ่

ไปยงัสถานทีต่่างๆ	ในชมุชนทีม่สี ิง่อ�านวยความสะดวกส�าหรบั

รถนัง่คนพกิาร		เช่นทางลาดชนั	1	:	12		มคีวามยาวแต่ละช่วง 

ไม่เกนิ	 6	 เมตร	หากเกนิตอ้งจดัใหม้พีืน้ราบกวา้ง	 1.5	 เมตร	 

ส�าหรบัจอดพกั	 หอ้งสขุภณัฑช์นิดนัง่ราบก�าหนดความสงูระหวา่ง	 

0.45-0.50	 เมตร	และมพีืน้ทีว่่างเสน้ผ่านศูนยก์ลางไม่ต�่ากว่า	

1.5	 เมตร	 ส�าหรบัรถนัง่คนพกิารหมุนเลี้ยวกลบัได้	 เป็นต้น

เมื่อนักกายภาพบ�าบดัตัง้เป้าหมายในการฝึกโปรแกรมทกัษะ

รถนัง่คนพิการแล้วแบบฝึกโปรแกรมทกัษะรถนัง่คนพิการ	

(Wheelchair	Skills	Program,	WSP)	version	3.2	จะถกูน�ามาใช ้

WSP	 เป็นแบบฝึกทีอ่า้งองิจาก	Kirby1	มบีรบิทเชื่อมโยงกบั 

สิง่อ�านวยความสะดวกส�าหรบัรถนัง่คนพกิารในประเทศไทย	

เชน่	การเขน็ขึน้ลงทางลาดชนั	การเลีย้วในพืน้ทีแ่คบ	การยา้ยตวั 

แบบฝึกน้ีมลีกัษณะเด่นคอื	 ประกอบดว้ยแบบทดสอบทกัษะ

รถนัง่คนพกิาร	(Wheelchair	Skills	Test,	WST)	จ�านวน	57	ขอ้ 

แบบสอบถามเกี่ยวกับวิธีการปฏิบัติทักษะรถนัง่คนพิการ	 

(questionnaire	version	of	the	WST,	WST-Q)		และวธิกีารฝึกทกัษะ 

รถนัง่คนพกิาร	 (Wheelchair	 Skills	 Training	Program,	WSTP) 

ทัง้น้ีการใชอุ้ปกรณ์ในการทดสอบและการฝึกตอ้งเป็นไปตาม

มาตรฐานที่แนะน�าในแบบฝึกและมคี�าอธิบายการฝึกแต่ละ

กลุ่มทกัษะอยา่งละเอยีดโดยค�านึงถงึความปลอดภยัในการฝึก 

ซึง่ตอ้งใช	้ spotter	 strap2	 เพือ่ป้องกนัรถนัง่คนพกิารหงายหลงั 

ขณะท�าการฝึกและทดสอบ	 ผลการท�าวิจยัเรื่องการศึกษา 

น�ารอ่งทกัษะการใชร้ถนัง่คนพกิารส�าหรบัผูป้ว่ยอมัพาตครึง่ลา่ง3 

คณะผู้ท�าวจิยัสร้างอุปกรณ์การฝึกและทดสอบทกัษะการใช ้

รถนัง่คนพกิาร	 โดยใช้วสัดุท�าจากไม้เน้ือแขง็ที่สร้างได้ง่าย 

แต่ไม่สะดวกเน่ืองจากสิ้นเปลืองเวลาในการติดตัง้อุปกรณ์

และถอดเกบ็	 ประกอบกบัสถานทีต่้องใชร้่วมกบัการฝึกอื่นๆ 

เชน่	 การเดนิและการฝึกทรงตวั	 ในหอ้งออกก�าลงักายพืน้ทีข่นาด 

12x12	เมตร		ผูว้จิยัจงึดดัแปลงพืน้ทีบ่รเิวณอาคารเวชศาสตรฟ้ื์นฟู 

พื้นที่ขนาด	 7x26	 เมตร	 โดยมีวตัถุประสงค์เพื่อออกแบบ 

อุ ป ก ร ณ์ ก า ร ฝึ ก แ ล ะ ทด ส อบทัก ษ ะ ร ถนั ่ง ค นพิก า ร 

ให้มีความสะดวกในการใช้งาน	 ปลอดภัยในการฝึก	 และ 

มีมาตรฐาน	 โดยใช้วสัดุคอนกรีตเสริมลวดเหล็กยกพื้นสูง 

จากพื้นดิน	 10	 เซนติเมตร	 พื้นมีความหยาบไม่ข ัดมัน 

บรเิวณขอบคอนกรตีใชแ้ผน่เหลก็ฉากหุม้ต�าแหน่งทีม่กีารกระแทก 

กบัลอ้รถนัง่คนพกิารบอ่ย	 สนามฝึกออกแบบใหม้คีวามกลมกลนื 

กบัสวนหยอ่ม	 มไีมด้อกไมป้ระดบั	 เพือ่สรา้งบรรยากาศการฝึก 

ใหม้คีวามผอ่นคลาย	 รม่รืน่	 และใชเ้ป็นสถานทีพ่กัผอ่นของผูป้ว่ย 

และญาติที่มารบับรกิารของภาควชิาเวชศาสตร์ฟ้ืนฟู	 พื้นที่

สนามฝึกถูกออกแบบให้มีความต่อเน่ือง	(circuit)	เพื่อ 

ประหยัดพื้นที่	 และเพื่อความสะดวกปลอดภัยในการใช ้

รถนัง่คนพิการเคลื่อนที่ไปยังสถานที่ฝึกของแต่ละกลุ่ม

ทกัษะ	 โดยนักกายภาพบ�าบดัสามารถน�าผู้ป่วยไปยงัฐาน 

การฝึกต่างๆ	ไดอ้ยา่งรวดเรว็	สามารถฝึกผูป้ว่ยไดค้ราวละ	3-4	คน 

ในเวลาเดียวกัน	 อย่างไรก็ตามควรมีนักกายภาพบ�าบัด

ดูแลขณะฝึกอย่างใกล้ชิด	 บริเวณที่เข็นรถนัง่คนพิการใช ้

ราวเหลก็กัน้เพื่อป้องกนัรถนัง่คนพกิารตกลงไปในสวนหย่อม 

ฐานการฝึกใช้พื้นที่มาตรฐานตามที่แนะน� ายกเว้นฐาน 

การเขน็รถนัง่คนพกิารบนพรม	 ทีป่รบัใชห้ญา้เทยีมแทนพรม 

เ น่ืองจากสนามเ ป็นที่ เ ปิดโล่ ง ไม่มีหลังคาท� า ใ ห้พ ร ม 

เปียกน�้าฝนได้และมโีอกาสเสื่อมสภาพไว	 จึงใช้หญา้เทยีม 

แต่ยงัคงมีความยากเพราะเกิดแรงต้านการเข็นคล้ายพรม 

คนพิการของไทยมีโอกาสเข็นบนสนามหญ้ามากกว่า 

เขน็บนพรมที่ใช้ปูพื้นบ้านในต่างประเทศ	 ส่วนฐานการฝึก 

เ ปิ ด - ปิ ด ป ร ะ ตู ใ ช้ ป ร ะ ตู ข อ ง ห้ อ ง ฝึ ก ออกก� า ลั ง ก า ย 

เน่ืองจากประตูสรา้งจากไมแ้ละมโีอกาสผุกร่อนหากถูกน�้าฝน 

เป็นประจ�า	 นอกจากจะสอนผูป้ว่ยฝึกทกัษะเขน็ดว้ยตนเองแลว้ 

ยงัใช้สนามฝึกทกัษะรถนัง่คนพิการสอนญาติเป็นผู้เข็นให้

ในกรณีที่ผู้ป่วยไม่สามารถเขน็รถนัง่คนพกิารด้วยตนเองได	้ 

โดยเน้นให้เกิดความปลอดภัยและถูกวิธี	เช่น	เข็นขึ้น-ลง 

ทางลาด	 เขน็ขา้มสิง่กดีขวาง	 เขน็ขา้มรอ่งน�า้	 เขน็บรเิวณทีเ่ป็นกรวด 

เป็นตน้	 ส�าหรบัผูป้ว่ยฝึกทกัษะเขน็ดว้ยตนเองควรใชร้ถนัง่คนพกิาร 

ที่มนี�้ าหนักเบา	 (lightweight	 wheelchair)	 ซึ่งใช้พลงังาน 

ในการเขน็น้อย	 ใช้เวลาฝึกวนัละ	 2	ชัว่โมง	 จ�านวน	5	 วนั 

สามารถออกสู่ชุมชนที่มีสิ่งอ�านวยความสะดวกส�าหรับ 

รถนัง่คนพกิารได	้ จากการฝึกทีผ่า่นมาคนพกิารบางรายเสนอแนะ 

สร้างพื้นที่การฝึกขึ้นลงบันไดโดยใช้รถนัง่คนพิการด้วย 

นอกจากน้ียงัมีการสร้างหลุมหดัพทัลูกกอล์ฟโดยเจาะพื้น

สนามคอนกรตีเป็นรกูลมขนาด	7	เซนตเิมตร	ลกึ	7	เซนตเิมตร 

จ�านวน	5	หลุมมคีวามยากงา่ยแตกต่างกนั	 เชน่	พทัลกูกอลฟ์ 

ทางราบ	พัทขึ้นเนิน	พัทข้ามสิ่งกีดขวาง	 เป็นต้น	 ทัง้ น้ี 

เพือ่ใชก้ฬีาเป็นกจิกรรมยามวา่งฝึกหดัผูป้ว่ยทีส่ามารถเดนิได	้

ฝึกยนืทรงตวัลดความเสี่ยงการล้มโดยพทัลูกกอล์ฟลงหลุม 

เมือ่เลกิฝึกใชท้อ่พวีซีปีลายปิด	 ครอบหลมุกอลฟ์ใหพ้ืน้ราบเรยีบ

ไม่เป็นอุปสรรคต่อการฝึกทกัษะรถนัง่คนพกิาร	 นอกจากน้ี 

สนามฝึกรถนัง่คนพกิารยงัสามารถใช้ฝึกทกัษะการเดนิของ 

ผู้ป่วยด้วยออกแบบการฝึกเดินในที่แคบแบบต่อส้นกับ 
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ปลายเทา้	(tandem	steps)	และเดนิกา้วตามความยาวทีก่�าหนดไว ้

โดยใชห้นิปพูืน้สนามทรงกลมขนาดเสน้ผา่นศนูยก์ลาง	30	เซนตเิมตร 

วางเรยีงบนพืน้ดนิ	นอกจากน้ียงัมสีว่นพืน้ซึง่เป็นทางราบและยาว 

เพื่อทดสอบการเดนิ	10	meter	walk	test	(10	MWT)4	และ	

walking index for spinal cord injury (WISCI)5	คา่ใชจ้า่ยใน

การสรา้งสนามฝึกทกัษะรถนัง่คนพกิารเป็นเงนิ	 60,000	 บาท	

ไมร่วมคา่ตกแต่งสวนหยอ่ม

Figure 1 Figure frame of wheelchair skill training circuit.
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Table 1. Skills and characteristics of occupied areas of wheelchair skill training circuit

Skill names Occupied Areas Characteristics of occupied areas

Applies brake 

Moves	armrests	away	and	back	

Moves	footrests	away	and	back	

A Level surface area of at least 12x12 meters.

Propels the wheelchair B Level surface area of 1.2 meters wide and 10 meters long, with the additional length of 

at	least	1.5	meters	at	the	starting	and	finishing	ends,	the	observed	lines	are	set	at	the	

0,	5,	10	meters.	

Turns in narrow space C Level	surface	area	in	a	circle	diameters	of	1.5	meters.

Turns 90o D Level	surface	area	of	1.2	meters	wide,	containing	the	length	of	0.5	meters	for	 

a straight direction, 90o	turning	point,	and	then	0.5	meters	for	a	straight	direction.	

The	additional		distance		of	at	least	1.5	meters	are	set	at	the	starting	and	finishing	

ends.

Maneuvers	sideways E The obstacle is set to the side of the pathway, with two lines parallel to the 

obstacle. The starting line is 2 meters long and at 30 centimeters away from 

the obstacle. The finishing line is 2 meters long and at 10 centimeters away 

from the obstacle.

Reaches high object

Picks object up from floor

F Reach high object skill is set by the concrete table with 90 centimeters high and 

45	centimeters	wide.	The	reaching	object	size	is	2.5	diameters	and	is	set	at	1.5	

meters	high	from	the	table.	The	object	size	of	5x10x10	centimeters,	weighs	200	is	

set for pick up object from floor skill.

Transfers to and from bench G Bench	size	of	1	meter	long,	0.5	meter	wide	and	0.47	meter	high.	Level	surface	area	

of at least 1.2x1.2 meters.
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Skill names Occupied Areas Characteristics of occupied areas
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Moves	armrests	away	and	back	
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A Level surface area of at least 12x12 meters.

Propels the wheelchair B Level surface area of 1.2 meters wide and 10 meters long, with the additional length of 

at	least	1.5	meters	at	the	starting	and	finishing	ends,	the	observed	lines	are	set	at	the	

0,	5,	10	meters.	

Turns in narrow space C Level	surface	area	in	a	circle	diameters	of	1.5	meters.

Turns 90o D Level	surface	area	of	1.2	meters	wide,	containing	the	length	of	0.5	meters	for	 

a straight direction, 90o	turning	point,	and	then	0.5	meters	for	a	straight	direction.	

The	additional		distance		of	at	least	1.5	meters	are	set	at	the	starting	and	finishing	

ends.

Maneuvers	sideways E The obstacle is set to the side of the pathway, with two lines parallel to the 

obstacle. The starting line is 2 meters long and at 30 centimeters away from 

the obstacle. The finishing line is 2 meters long and at 10 centimeters away 

from the obstacle.

Reaches high object

Picks object up from floor

F Reach high object skill is set by the concrete table with 90 centimeters high and 

45	centimeters	wide.	The	reaching	object	size	is	2.5	diameters	and	is	set	at	1.5	

meters	high	from	the	table.	The	object	size	of	5x10x10	centimeters,	weighs	200	is	

set for pick up object from floor skill.

Transfers to and from bench G Bench	size	of	1	meter	long,	0.5	meter	wide	and	0.47	meter	high.	Level	surface	area	

of at least 1.2x1.2 meters.
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Skill names Occupied Areas Characteristics of occupied areas

Folds and unfolds wheelchair H Bench	size	1	meter	long,	0.5	meter	wide	and	0.47	meter	high.	Level	surface	area	

of at least 1.2x1.2 meters.

Rolls across obstacles I Level surface area of 1.2 meters wide, with two obstacles of each 2 and 13 

centimeters high, 10 centimeters wide and 1 meter long. Distance before rolling 

across	each	obstacles	is	at	least	50	centimeters.

Rolls across side-slope J Right	and	left	side-slope	of	5o occupied area of 1.2 meters wide and 4 meters 

long. Roll across side-slope training must be in a straight direction and must not  

exceed	the	10-centmeter-wided	line.	The	additional		distance		of	at	least	1.5	meters 

 are set at the starting and finishing ends.   

Rolls on uneven surface K Two areas laid with artificial grass and pebble stones. Each area is 1.2 meters 

wide	and	2	meters	long,	with	the	additional	distance		of	at	least	1.5	meters	at	the	

starting and finishing ends. 

Gets over gap L Level	surface	area	of	1.2	meters	wide,	and	two	gaps	of	each	15	and	30	centimeters 

wide	and	5.1	centimeters	deep.	The	additional	distance		of	at	least	1.5	meters	are	

set at the starting and finishing ends.   

Ascends	and	descends	5o incline M Two	inclines	surface	areas	are	5o	incline	with	2.5	meters	long	and	7.5o with  

1 meter long. Both inclines are 1.2 meters wide.

Gets over threshold N Two	different	surface	level	of	each	5	and	15	centimeters	high	and	1.2	meters	

wide,	 with	 the	 additional	 distance	 of	 at	 least	 1.5	meters	 at	 the	 starting	 and	

finishing ends.   

Performs stationary wheelie in 

narrow space

O Level	surface		area	in	a	circle		diameters	of	1.5	meters.

Turns 90° in place in wheelie P Level	surface	area	of	1.2	meters	wide,	containing	the	length	of	0.5	meters	for	 

a straight direction, 90o	turning	point,	and	then	0.5	meters	for	a	straight	direction.	

The	additional	distance	of	at	least	1.5	meters	are	set	at	the	starting	and	finishing	

ends.

Table 1. Skills and characteristics of occupied areas of wheelchair skill training circuit (continued)

Figure 2 Wheelchair skill training circuit.
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Figure 3 Concrete covered with metal sheet steel along the positions where hit by the wheelchair.

Figure 4 Get over gap skill training.
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การฝึกของ	Kirby	version	3.2	สามารถสรา้งแบบเป็น	circuit	ได ้

 

มปีระโยชน์ทัง้การฝึกทกัษะรถนัง่คนพกิารและใชเ้ป็นสถานที ่

ฝึกเดนิ	 ฝึกยนืทรงตวั	 เป็นสถานทีท่ดสอบการเดนิและสรา้ง 

สวนหยอ่มประดบัเพือ่ความสวยงามใชเ้ป็นสถานทีพ่กัผอ่นได้

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558158     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่
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กำรส่งบทควำมต้นฉบับ 
นิพนธ์ต้นฉบับสามารถส่งผ่านระบบออนไลท์เวปไซด์ http://www.ams.cmu.ac.th/journal หรือ ส่งต้นฉบับจ�านวน 2 ชุด พร้อมแผ่นบันทึกข้อมูล 

(CD) ที่ระบุโปรแกรมที่ใช้พิมพ์มายัง

บรรณาธิการวารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 

คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่

เลขที่ 110 ถนนอินทวโรรส ต�าบลสุเทพ อ�าเภอเมือง จังหวัดเชียงใหม่

โทรศัพท์ : (053) 945080 ต่อ 17

โทรสาร : (053) 946042

E-mail : preeyanat.v@cmu.ac.th 

ข้อมูลทั่วไป
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ เป็นวารสารทางวิชาการของคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ยินดีพิจารณาบทความที่มีคุณภาพ

ด้านเทคนิคการแพทย์ รังสีเทคนิค กิจกรรมบ�าบัด กายภาพบ�าบัด และด้านอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับวิทยาศาสตร์สุขภาพ โดยผ่านระบบการตรวจประเมิน 

และได้รับการยอมรับจากผู้ทรงคุณวุฒิภายในหรือภายนอก ผู้เชี่ยวชาญในสาขาวิชานั้นๆ อย่างน้อย 2 ท่าน บทความที่เสนอขอรับการพิจารณาต้องไม่

เคยตีพิมพ์ หรืออยู่ในระหว่างการเสนอต่อวารสารอื่นใด บทความที่ตีพิมพ์ในวารสารนี้แล้ว ถือเป็นลิขสิทธ์ิของวารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

ประเภทของบทควำมที่ลงตีพิมพ์
1. นิพนธ์ต้นฉบับ (Research article) เป็นรายงานผลงานวิจัยในด้านที่เกี่ยวข้องโดยที่บทความนั้นยังไม่เคยตีพิมพ์ หรืออยู่ในระหว่างการ

ตีพิมพ์ในวารสารอื่นใด
2. รำยงำนเทคนิคทำงห้องปฏิบัติกำร กำยภำพบ�ำบัด กิจกรรมบ�ำบัด และรังสีเทคนิค (Short technical report) เป็นรายงานการประยุกต์

ใช้เทคนิคการตรวจในห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ กายภาพบ�าบัด กิจกรรมบ�าบัด และรังสีเทคนิค โดยแสดงรายละเอียดทั้งวิธีการและ
ผลการใช้เทคนิคนั้น เปรียบเทียบกับวิธีเดิม รวมถึงการวิจารณ์และสรุปผล

3. นิพนธ์ปริทรรศน์ (Review article) เป็นบทความที่รวบรวมเอาผลงานในเรี่องใดเรื่องหนึ่งโดยเฉพาะ ซ่ึงเคยลงตีพิมพ์แล้วน�ามาวิเคราะห์ 
วิจารณ์เปรียบเทียบเพื่อให้เกิดความกระจ่างในเรื่องนั้นยิ่งขึ้น

4. บทควำมทัว่ไป (General article) เป็นบทความทีมี่วชิาการเฉพาะด้านรวมอยูด้่วยค่อนข้างน้อย เขยีนเพือ่ให้บคุคลท่ัวไปสามารถอ่านเข้าใจตลอด
5. บันทึก (Note) เป็นบทความหรือรายงานผลการวิจัยคล้ายข้อ 1 และข้อ 2 แต่มีความกะทัดรัดกว่าทั้งในเนื้อหาและรายละเอียด
6. ปกิณกะ (Miscellany) เป็นบทความท่ัวไปท่ีเกี่ยวข้องกับกิจกรรมทางด้านวิทยาศาสตร์สุขภาพ เช่น การวิจารณ์ผลเวชศาสตร์ชันสูตร 

การตอบปัญหาทางด้านเวชศาสตร์ชันสูตร เป็นต้น
7. จดหมำยถึงบรรณำธิกำร (Letter to editor) เป็นบทความทางวิชาการหรืออื่นๆ ที่เป็นบันทึกสั้นๆ ในรูปของจดหมายถึงบรรณาธิการ 

เพื่อแสดงความคิดเห็นและประสบการณ์ในทางวิชาการ
8. กำรออกควำมเห็น (Commentaries) และ รายงานการประชุม (Meeting report) การแสดงออกความเห็นสามารถแสดงความสนใจ 

ความส�าคญัและความถกูต้องแท้จรงิ อย่างไรกต็ามยงัสามารถแสดงความไม่เหน็ด้วยได้เช่นกัน ในส่วนของรายงานการประชุมจะถกูพจิารณา
ในลักษณะเดียวกับการแสดงออกความ

ค�ำแนะน�ำส�ำหรับกำรเตรียมต้นฉบับ
1. ภำษำที่ใช้ มี 2 ภาษาคือ ภาษาไทย และ/หรือภาษาอังกฤษ ใช้อักษร Browallia New 14 ส�าหรับตัวอักษรและขนาด 12 ส�าหรับสัญลักษณ์

ต้นฉบับภาษาไทย ควรใช้ถ้อยค�าและศัพท์ภาษาไทยให้มากที่สุด โดยใช้พจนานุกรมศัพท์แพทย์อังกฤษ-ไทยฉบับราชบัณฑิตยสถานเป็น
บรรทัดฐาน ค�าศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทยแล้วแต่ยังไม่เป็นที่ทราบกันอย่างแพร่หลายหรือแปลแล้วเข้าใจยาก ให้ใส่ภาษาเดิม
ก�ากับไว้ในวงเล็บหรืออนุโลมให้ใช้ภาษาอังกฤษได้

2. ต้นฉบับ ใช้กระดาษสีขาวสะอาดขนาด 8.5x11 นิ้ว พิมพ์หน้าเดียว ชิดซ้าย เว้นระยะระหว่างบรรทัด 2 ช่วง (2 spaces) ใช้โปรแกรม และตัว
พิมพ์มาตรฐาน มีเลขที่หน้าก�ากับทุกหน้า

3. ชื่อเรื่อง ให้มีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษเป็นข้อความสั้นๆ และสื่อความหมาย บ่งชี้ให้เห็นสาระส�าคัญของเนื้อหาในตัวบทความไม่ควรใช้
ค�าย่อนอกจากค�าย่อนั้นเป็นที่ทราบกันโดยทั่วไป

4. ชื่อผู้แต่ง ให้ใส่ชื่อตัวและชื่อสกุลเต็มทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ กรณีที่ผู้แต่งหลายคนให้เรียงตามล�าดับความส�าคัญในงานนั้นๆ และให้
ระบุชื่อและสถานที่ติดต่อพร้อมหมายเลขโทรศัพท์ โทรสาร หรือ E-mail address ของผู้รับผิดชอบบทความเพื่อการติดต่อได้สะดวก กรณีที่
มีผู้วิจัยมากกว่าหนึ่งคน ให้ล�าดับด้วยตัวเลขยกไว้ท้ายนามสกุล และเครื่องหมายดอกจันทน์ส�าหรับผู้รับผิดชอบบทความ

5. บทคัดย่อ ให้มีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ (Abstract) ความยาวไม่เกิน 400 ค�า โดยแบ่งเป็น 5 หัวข้อเรียงตามล�าดับ ดังนี้ บทน�า/ที่มา
ของปัญหาวิจัย วัตถุประสงค์ วัสดุและวิธีการ ผลการศึกษา และสรุป ผลการศึกษา ทั้งนี้ให้มีค�ารหัส (Keyword) จ�านวน 3-5 ค�า 

ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558160     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่
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คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
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ข้อมูลทั่วไป
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ เป็นวารสารทางวิชาการของคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ยินดีพิจารณาบทความที่มีคุณภาพ

ด้านเทคนิคการแพทย์ รังสีเทคนิค กิจกรรมบ�าบัด กายภาพบ�าบัด และด้านอื่นๆ ที่เกี่ยวข้องกับวิทยาศาสตร์สุขภาพ โดยผ่านระบบการตรวจประเมิน 

และได้รับการยอมรับจากผู้ทรงคุณวุฒิภายในหรือภายนอก ผู้เชี่ยวชาญในสาขาวิชานั้นๆ อย่างน้อย 2 ท่าน บทความที่เสนอขอรับการพิจารณาต้องไม่

เคยตีพิมพ์ หรืออยู่ในระหว่างการเสนอต่อวารสารอื่นใด บทความที่ตีพิมพ์ในวารสารนี้แล้ว ถือเป็นลิขสิทธิ์ของวารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

ประเภทของบทควำมที่ลงตีพิมพ์
1. นิพนธ์ต้นฉบับ (Research article) เป็นรายงานผลงานวิจัยในด้านที่เกี่ยวข้องโดยท่ีบทความนั้นยังไม่เคยตีพิมพ์ หรืออยู่ในระหว่างการ

ตีพิมพ์ในวารสารอื่นใด
2. รำยงำนเทคนิคทำงห้องปฏิบัติกำร กำยภำพบ�ำบัด กิจกรรมบ�ำบัด และรังสีเทคนิค (Short technical report) เป็นรายงานการประยุกต์

ใช้เทคนิคการตรวจในห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ กายภาพบ�าบัด กิจกรรมบ�าบัด และรังสีเทคนิค โดยแสดงรายละเอียดทั้งวิธีการและ
ผลการใช้เทคนิคนั้น เปรียบเทียบกับวิธีเดิม รวมถึงการวิจารณ์และสรุปผล

3. นิพนธ์ปริทรรศน์ (Review article) เป็นบทความที่รวบรวมเอาผลงานในเรี่องใดเรื่องหนึ่งโดยเฉพาะ ซ่ึงเคยลงตีพิมพ์แล้วน�ามาวิเคราะห์ 
วิจารณ์เปรียบเทียบเพื่อให้เกิดความกระจ่างในเรื่องนั้นยิ่งขึ้น

4. บทควำมทัว่ไป (General article) เป็นบทความทีม่วีชิาการเฉพาะด้านรวมอยูด้่วยค่อนข้างน้อย เขยีนเพือ่ให้บคุคลท่ัวไปสามารถอ่านเข้าใจตลอด
5. บันทึก (Note) เป็นบทความหรือรายงานผลการวิจัยคล้ายข้อ 1 และข้อ 2 แต่มีความกะทัดรัดกว่าทั้งในเนื้อหาและรายละเอียด
6. ปกิณกะ (Miscellany) เป็นบทความทั่วไปที่เกี่ยวข้องกับกิจกรรมทางด้านวิทยาศาสตร์สุขภาพ เช่น การวิจารณ์ผลเวชศาสตร์ชันสูตร 

การตอบปัญหาทางด้านเวชศาสตร์ชันสูตร เป็นต้น
7. จดหมำยถึงบรรณำธิกำร (Letter to editor) เป็นบทความทางวิชาการหรืออื่นๆ ที่เป็นบันทึกสั้นๆ ในรูปของจดหมายถึงบรรณาธิการ 
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ค�ำแนะน�ำส�ำหรับกำรเตรียมต้นฉบับ
1. ภำษำที่ใช้ มี 2 ภาษาคือ ภาษาไทย และ/หรือภาษาอังกฤษ ใช้อักษร Browallia New 14 ส�าหรับตัวอักษรและขนาด 12 ส�าหรับสัญลักษณ์

ต้นฉบับภาษาไทย ควรใช้ถ้อยค�าและศัพท์ภาษาไทยให้มากที่สุด โดยใช้พจนานุกรมศัพท์แพทย์อังกฤษ-ไทยฉบับราชบัณฑิตยสถานเป็น
บรรทัดฐาน ค�าศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทยแล้วแต่ยังไม่เป็นที่ทราบกันอย่างแพร่หลายหรือแปลแล้วเข้าใจยาก ให้ใส่ภาษาเดิม
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2. ต้นฉบับ ใช้กระดาษสีขาวสะอาดขนาด 8.5x11 นิ้ว พิมพ์หน้าเดียว ชิดซ้าย เว้นระยะระหว่างบรรทัด 2 ช่วง (2 spaces) ใช้โปรแกรม และตัว
พิมพ์มาตรฐาน มีเลขที่หน้าก�ากับทุกหน้า

3. ชื่อเรื่อง ให้มีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษเป็นข้อความสั้นๆ และสื่อความหมาย บ่งชี้ให้เห็นสาระส�าคัญของเนื้อหาในตัวบทความไม่ควรใช้
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ปีที ่48 ฉบบัที ่2 พฤษภาคม 2558160     วารสารเทคนิคการแพทยเ์ชยีงใหม่ 68 วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ ปีที่ 47 ฉบับที่ 1 มกราคม 2557
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• วัสดุและวิธีการ (Materials and methods) การทดลองสั้นๆ พอที่ผู้อ่านเข้าใจในรายละเอียดของการศึกษา และผู้อ่านอาจสามารถ
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• ผลการศึกษา (Results) ผลการศึกษาอธิบายเฉพาะผลการศึกษาที่ได้รับจากการศึกษานี้ เช่น ข้อมูลจากรูปภาพ ตารางข้อมูล 

สามารถอธิบายเหตุผลที่เกินกว่าข้อมูลได้ในส่วนของวิจารณ์ผลการศึกษา
• วิจารณ์ผลการศึกษา (Discussion) 
• สรุปผลการศึกษา (Conclusion)
• กิตติกรรมประกาศ (Acknowledgement) กรณีที่งานวิจัยนั้นได้รับทุนวิจัยให้ระบุแหล่งที่มาของทุนวิจัยนั้นด้วย
• เอกสารอ้างอิง (References) การอ้างอิงเอกสารในเนื้อเรื่อง ให้อ้างอิงเรียงตามล�าดับเลขที่ของเอกสารอ้างอิงซึ่งอยู่ท้ายเร่ือง 

โดยใส่ตัวเลขแบบยกต่อท้ายข้อความนั้นๆ

7. ตาราง แผนภูมิ รูปภาพประกอบ
• ตาราง แผนภูมิ รูปภาพประกอบ ให้แยกไว้ต่างหาก หนึ่งไฟล์ ต่อ 1 ตาราง หรือ 1 แผนภูมิ หรือ 1 รูปภาพ บันทึกโดยใช้  

นามสกุล .jpg หรือ .tif ให้มีความละเอียดเพียงพอ
• ค�าอธิบายรูป (Figure legend) ให้พิมพ์แยกไว้ต่างหาก ค�าอธิบายภายในรูปให้ใช้ภาษาอังกฤษ
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กำรตรวจทำน	(Proof)
บทความที่ได้การยอมรับให้พิมพ์จะส่งกลับไปยังผู้วิจัยเพื่อตรวจทานผ่าน E-mail ของผู้วิจัยก่อนการตีพิมพ์

ค่ำใช้จ่ำยในกำรพิมพ์	(Page	charge)
ไม่มี

กำรเขียนเอกสำรอ้ำงอิง
1. การเขียนเอกสารอ้างอิง ให้ใช้ระบบแวนคูเวอร์ (Vancouver) เท่านั้น

2. เอกสารอ้างอิง ที่เป็นภาษาไทยให้แปลเป็นภาษาอังกฤษ และต่อท้ายด้วย (in Thai)

ตัวอย่ำงกำรเขียนเอกสำรอ้ำงอิง 
 Halpern SD, Ubel PA, Caplan AL. Solid-organ transplantation in HIV-infected patients. N Engl J Med 2002 Jul 25; 347(4): 284-7
 Rose ME, Huerbin MB, Melick J, Marion DW, Palmer AM, Schiding JK, et al. Regulation of interstitial excitatory amino acid 

concentrations after cortical contusion injury. Brain Res 2002; 935(1-2): 40-6
 Geraud G, Spierings EL, Keywood C. Tolerability and safety of frovatriptan with short- and long-term use for treatment of migraine 

and in comparison with sumatriptan. Headache 2002; 42 Suppl 2: S93-9
 Abood S. Quality improvement initiative in nursing homes: the ANA acts in an advisory role. Am J Nurs 2002 Jun [cited 2002Aug 

12];102(6):[about 1 p.]. Available from: http://www.nursingworld.org /AJN/2002/june /Wawatch.htm Article
 Forooghian F, Yeh S, Faia LJ, Nussenblatt RB. Uveitic foveal atrophy: clinical features and associations. Arch Ophthalmol. 2009 

Feb; 127(2): 179-86. PubMed PMID: 19204236; PubMed Central PMCID: PMC2653214 Who’s Certifi ed [Internet]. Evanston (IL): 
The American Board of Medical Specialists. c2000 - [cited 2001 Mar 8]. Available from: http://www.abms.org/newsearch.asp 
Cancer-Pain.org [Internet]. New York: Association of Cancer Online Resources, Inc.; c2000-01 [updated 2002 May 16; cited 2002 
Jul 9]. Available from: http://www.cancer-pain.org/.

 Borkowski MM. Infant sleep and feeding: a telephone survey of Hispanic Americans [dissertation]. Mount Pleasant (MI): Central 
Michigan University; 2002

 Chanungklang P, Vongchan P. Screening and identification of alloantibodies in blood samples from Community Medical Service 
Project, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University [Term paper].Faculty of Associated Medical Sciences: 
Chiang Mai University; 2012 (in Thai).

 Harnden P, Joff e JK, Jones WG, editors. Germ cell tumours V. Proceedings of the 5th Germ Cell Tumour Conference; 2001 
Sep 13-15 ; Leeds, UK. New York: Springer, 2002.

 Portney JG, Watkins MP. Foundation of clinical research applications to practice. 2nd United States of America. Julie Alexandar; 2000. 
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