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วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่
ควำมมุ่งมั่นและขอบเขตของวำรสำร

วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่เป็นวารสารวิชาการด�าเนินงานโดยคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ เผยแพร่บทความที่เกี่ยวข้อง

กับเทคนิคการแพทย์ กายภาพบ�าบัด กิจกรรมบ�าบัด รังสีเทคนิคและสาขาวิชาอื่นที่เกี่ยวข้อง เพื่อเป็นเวทีน�าเสนอและแบ่งปันองค์ความรู้ทางวิชาการ

ส�าหรับนักวิจัย นักวิชาการ และนักวิชาชีพ ประกอบด้วย บทความทั่วไป บทความปริทัศน์ นิพนธ์ต้นฉบับ และ จดหมายถึงบรรณาธิการ บทความทุก

บทจะได้รับการพิจารณาจากผู้ทรงคุณวุฒิที่เชี่ยวชาญในสาขาวิชานั้นจากภายในหรือภายนอก อย่างน้อย 2 คน วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 

ตีพิมพ์เผยแพร่ ปีละ 3 ฉบับ ใน เดือนมกราคม พฤษภาคม และกันยายน

วัตถุประสงค์
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่เป็นวารสารที่จัดท�าข้ึนโดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือเผยแพร่ผลงานวิจัย ความรู้และความก้าวหน้าทางวิชาการที่มี

คุณภาพในด้านเทคนคิการแพทย์ กายภาพบ�าบดั กจิกรรมบ�าบัด รงัสีเทคนคิและสาขาวิชาทีเ่ก่ียวข้อง ด้วยระบบการตรวจประเมินคุณภาพบทความทาง

วิชาการจากผู้ทรงคุณวุมิภายในหรือภายนอกผู้มีความเชี่ยวชาญในสาขาวิชานั้น

ชนิดของบทควำม
บทความทางวิชาการที่เกี่ยวข้องในสาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ กายภาพบ�าบัด กิจกรรมบ�าบัด รังสีเทคนิค และสาขาวิชาที่เกี่ยวข้องในลักษณะ

ต่างๆ ได้แก่ นิพนธ์ต้นฉบับ บทความทั่วไป รายงานเทคนิคและบันทึกสั้น รวมถึงจดหมายถึงบรรณาธิการ โดยจ�ากัดความยาวดังนี้

 บทความทั่วไป ความยาวไม่เกิน 20 หน้าพิมพ์ รวมเนื้อความ ตาราง รูปประกอบและเอกสารอ้างอิง

 นิพนธ์ต้นฉบับ ความยาวไม่เกิน 15 หน้าพิมพ์ รวมเนื้อความ ตาราง รูปประกอบและเอกสารอ้างอิง

 รายงานเทคนิค บันทึกสั้นและจดหมายถึงบรรณาธิการ ความยาวไม่เกิน 5 หน้าพิมพ์

กำรพิจำรณำบทควำม
บทความทีข่อรบัการพจิารณากบัวารสารเทคนิคการแพทย์ ต้องได้รบัการประเมนิและพจิารณาเนือ้หาทางวิชาการจากผูท้รงคณุวฒุอิย่างน้อย 2 คน 

ที่เห็นพ้อง โดยเป็นผู้ทรงคุณวุฒิภายในหรือภายนอกที่เชี่ยวชาญในสาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ กายภาพบ�าบัด กิจกรรมบบ�าบัด รังสีเทคนิค และสาขา

วิชาที่เกี่ยวข้อง

ก�ำหนดกำรตีพิมพ์
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ มีก�าหนดการตีพิมพ์ 4 เดือนต่อ 1 ฉบับ ทั้งหมด 3 ฉบับต่อปี ดังนี้ 

ฉบับที่ 1 มกราคม-เมษายน

ฉบับที่ 2 พฤษภาคม-สิงหาคม

ฉบับที่ 3 กันยายน-ธันวาคม

บรรณำธิกำร
รองศาสตราจารย์ ดร. ปรียานาถ วงศ์จันทร์

รองบรรณำธิกำร
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กองบรรณำธิกำร
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กำรรับผิดชอบบทควำม
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บรรณาธิการแถลง

รองศาสตราจารย ดร. ปรียานาถ   วงศจันทร

บรรณาธิการวารสารเทคนิคการแพทยเชียงใหม

เนือ่งในศภุวาระดถิขีึน้ปีใหม่ 2557 ในนามของกองบรรณาธกิารวารสารเทคนคิการแพทย์เชยีงใหม่ ดฉินัขออญัเชญิ
คณุพระศรรีตันตรยัและสิง่ศกัด์ิสทิธิท์ัว่สากลโลกท่ีท่านนบัถอื  จงช่วยดลบนัดาลให้ทกุท่านมคีวามสุขกายสขุใจ มสีขุภาพ
ที่ แข็งแรง มีจิตใจที่เข้มแข็ง ประสบพบพานแต่สิ่งที่ดีๆ และคนดีๆ ที่ช่วยส่งเสริมให้ท่านมีความเจริญก้าวหน้าในหน้าที่
การงาน และสนบัสนนุท่านในทกุรปูแบบ  เพือ่ให้เกดิความสขุความอบอุน่ในครอบครวั เพือ่ทกุท่านจะได้เป็นก�าลงัส�าคญั
ในวิชาชีพที่จะสร้างความเจริญก้าวหน้าของหน่วยงานและประเทศชาติสืบๆ ไป

ในช่วงปี 2557 นี้จะเป็นช่วงการปรับปรุงเปลี่ยนแปลงระบบการท�างานของวารสารอย่างเป็นรูปธรรมด้วยการผลัก
ดันระบบการรับส่งบทความ การประเมินบทความด้วยผู้ทรงคุณวุฒิ และการตอบรับแบบอิเล็กทรอนิกส์อย่างครบวงจร 
รวมถึงการเข้าถึงบทความผ่านเว็บไซต์ และคาดว่าจะสัมฤทธิ์ผลโดยสมบูรณ์ภายในเดือนธันวาคม 2557 ขอทุกท่าน
ติดตามอ่านและศึกษาวิธีการได้จากเว็บไซต์ www.ams.cmu.ac.th/journal อย่างไรก็ตาม ในระหว่างการปรับปรุงนี้ยัง
คงสามารถส่งบทความได้ทางอีเมลเช่นเดมิค่ะ และภายใน 2 ปี วารสารฯ จะหยดุการผลติเล่มทีเ่ป็นเอกสารตามทีไ่ด้เคย
เรียนแจ้งให้ทราบมาก่อนหน้านี้แล้ว ทั้งนี้ ทุกท่านสามารถเข้าสืบค้นบทความและดาวน์โหลดได้โดยไม่เสียใช้จ่ายใดๆ 
ทั้งสิ้น วารสารฯ มีนโยบายและวัตถุประสงค์ในการผลิตผลงานทางวิชาการจากนักวิชาการ และนักวิชาชีพทั้งสี่สาขา
วชิาและสาขาทีเ่กีย่วข้อง เพือ่เผยแพร่ความรูไ้ปยงัสังคมวชิาชพีและสังคมภายนอก เพือ่ให้เหน็ศกัยภาพของนกัวชิาชพี
และนักวิชาการ การน�าเสนอบทความวิชาการ นอกจากเป็นการเผยแพร่ความรู้แล้ว ยังสามารถน�าไปใช้เป็นส่วนหนึ่ง
ของการเกบ็คะแนนสะสม Continuous Medical Technology Education (CMTE) ทีก่�าหนดโดยสภาวชิาชพีเทคนคิการ
แพทย์ และวิชาชีพอื่นอีกด้วย ขอเชิญทุกท่านส่งบทความนะคะ

ในฉบับนี้มีนิพนธ์ต้นฉบับที่น่าสนใจมากมายทั้งด้านรังสีเทคนิค เทคนิคการแพทย์และกายภาพบ�าบัด หลายเรื่อง
เป็นบทความจากนักวิชาการ และหลายเรื่องเป็นผลงานจากนักวิชาชีพ เป็นที่น่ายินดีค่ะที่นักวิชาชีพสามารถผลิตงาน
วจิยัจากงานประจ�า แสดงให้เหน็ถงึความหมัน่เพยีรแสวงหาความรูอ้ย่างต่อเนือ่งและเผยแพร่ความรูเ้พือ่เป็นวทิยาทาน
อีกด้วย สนใจบทความสามารถดาวน์โหลดได้จากเว็บไซต์ www.ams.cmu.ac.th/journal นะคะ

 ภาพโดย ผศ. ศักดิ์ชัย เดชตรัยรัตน์
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การเปรียบเทียบรูปแบบการฟตเคอร์ฟ
เพื่อการวัดค่า T2*จากภาพเอ็มอาร์ของหุ่นจ�าลองเจล 
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เพทำย บุตตโคตร 1 สุวิทย์ แซ่โค้ว 1,2*

Petai Buttakote 1  Suwit Saekho1,2*

1ภาควิชารังสีเทคนิค คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
2ศูนย์วิศวกรรมชีวการแพทย์ คณะวิศวกรรมศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
* ผู้รับผิดชอบบทความ (Email: saekho@yahoo.com)
Received December 2013
Accepted as revised January 2014

Abstract

Introduction: T2* measurement using magnetic resonance imaging (MRI) becomes a standard method for 
evaluation of iron deposit in organs. Therefore, accuracy of the measurement is important. Factors affected 
to the accuracy of T2* values are signal-to-noise ratio (SNR) and curve-fitting models. 

Objectives of the study: We proposed a phantom study to compare the accuracy and reproducibility of the 
T2* when curve-fitting models, different iron concentrations, and levels SNR were changed. 

Materials and methods: A gel phantom was built with 8 different Fe3+ concentrations. Axial view phantom 
images were acquired using a 1.5-T Achieva, Philips MRI scanner along with a head coil. Setting parameters 
were: acquisition matrix 184x183, reconstruction matrix 512 x 512, field-of-view 275 mm, and slice thickness 
1.5 mm. The gradient multi-echo pulse sequence was applied with 32 echo times (TEs) 4.48 ms to 81.98 
ms, inter-echo time 2.5 ms, TR 800 ms, and flip angle 18 degrees. All data were acquired with 5 different 
numbers of signal averages (NSAs) to generate 5 levels of SNRs. Total scan time at NSA1=2.29 s. Data of 
Fe3+ concentrations at all levels of SNRs were fitted with five curve-fitting models. The accuracy of T2*s in 
each fitting model was evaluated by Pearson’s correlation (r) between reference T2*s and the T2*s obtained 
from the 5 fitting models at all levels of SNRs. The linear regression between the R2*s (1/T2*), and Fe3+ 

concentrations were also analyzed, and were compared between that of the reference to those of the 5 fitting 
models at all levels of SNRs. All analysis was performed on a PC using MATLAB version 7.2.0.232 (Math-
works, Natick, MA, USA), MS Excel, and GraphPad Prism4. 

Results: Results showed that at the range of T2* 3.13-44.04 ms, the baseline subtraction and offset models 
tend to offer high accuracy of T2*s and robust to the changes of SNR (r >0.9960 at all levels of SNRs). 
Simple mono-exponential model demonstrates no correlation at low SNR (r = -0.2869, and 0.1835). The 
accuracy of T2*s obtained from truncation models is proportional to the levels of SNRs (0.7113<r<0.9993). 
The bi-exponential model provides reasonable accurate T2* (r>0.9600) but it is not proportional to the levels 
of SNR.  

Conclusions: Results implied that baseline-subtraction and offset models provide the most accurate and 
robust T2*, simple mono-exponential and Truncation models may present less reliable T2* at low SNR image 
data, and the bi-exponential model offers reliable T2* but the values are sensitive to the changes of SNRs.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2014; 47(1): 10-17
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A comparison of curve-fitting models for MRI T2* 
measurements of a gel-phantom at different levels of signal to noise ratio
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บทคัดย่อ

บทน�ำ: การวัดค่า T2* ด้วยเครื่องตรวจสนามแม่เหล็กแรงสูง (เอ็มอาร์ไอ) ปัจจุบันเป็นเทคนิคมาตรฐานส�าหรับประเมินการ
สะสมของเหล็กในอวัยวะ ดังน้ันความถูกต้องของการวัดจึงมีความส�าคัญ ปัจจัยที่มีผลต่อความถูกต้องของค่า T2* ได้แก่ 
สัญญาณต่อสัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio, SNR) และรูปแบบการฟิตเคอร์ฟ คณะผู้วิจัยได้เสนอการศึกษาเปรียบ
เทยีบความถกูต้องและการให้ผลซ�า้ของค่า T2* ในหุน่จ�าลอง เมือ่รปูแบบการฟิตเคอร์ฟ ความเข้มข้นของเหลก็และระดบั SNR 
เปลี่ยนไป 

วัสดุและวิธีกำรศึกษำ: หุ่นจ�าลองเจลที่สร้างขึ้นมีความเข้มข้นของ Fe3+ 8 ระดับ ท�าการศึกษาโดยใช้เครื่องเอ็มอาร์ไอ ฟิลิปส์ 
1.5 เทสลาร่วมกับขดลวดรับสัญญาณส�าหรับศีรษะในการเก็บข้อมูลภาพตัดขวางของหุ่นจ�าลอง พารามิเตอร์ท่ีใช้ได้แก่ 
acquisition matrix 184x183 reconstruction matrix 512x512 พื้นที่การมองภาพ 275 มม. ชั้นความหนา 1.5 มม. โดยใช้ 
gradient multi-echo pulse sequence 32 echo times (TEs) 4.48 มิลลิวินาที ถึง 81.98 มิลลิวินาที เวลาระหว่างเอคโค 
2.5 มิลลิวินาที time to repeat (TR) 800 มิลลิวินาที flip angle18 องศา เก็บข้อมูลทั้งหมดที่จ�านวนครั้งของการเฉลี่ยสัญญาณ 
(number of signal average, NSA) แตกต่างกัน 5 ค่าเพื่อการสร้าง SNR 5 ระดับ ที่ NSA1 ใช้เวลาในการเก็บข้อมูล 2.29 
วินาที น�าข้อมูลทุกความเข้มข้นของ Fe3+ จากหุ่นจ�าลองทุกระดับของ SNR มาฟิตเคอร์ฟเพื่อหาค่า T2* ด้วยการฟิตเคอร์ฟ 
5 รูปแบบ ความถูกต้องของค่า T2* จากการฟิตเคอร์ฟในแต่ละรูปแบบในทุกระดับ SNR ประเมินโดยใช้ค่าสหสัมพันธ์เพียร์สัน 
(Pearson’s correlation, r) ที่เปรียบเทียบระหว่างค่า T2* อ้างอิงกับค่า T2* ที่ได้จาก 5 รูปแบบของการฟิตเคอร์ฟในทุกระดับ 
SNR และวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นระหว่างค่า R2* (1/T2*) กับความเข้มข้นของ Fe3+ ทั้งของชุดอ้างอิงและชุดที่ได้จากการ
ฟิตเคอร์ฟ 5 รูปแบบในทุก SNR น�ามาเปรียบเทียบกัน การวิเคราะห์ข้อมูลทั้งหมดใช้โปรแกรม MATLAB version 7.2.0.232 
(Mathworks, Natick, MA, USA) MS Excel และ GraphPad Prism4 บนเครื่องคอมพิวเตอร์ PC 

ผลกำรศึกษำ: จากผลการศึกษาพบว่า รูปแบบการฟิตเคอร์ฟ baseline subtraction และ offset มีแนวโน้มให้ค่า T2* ในช่วง 
3.13-44.04 มิลลวิินาที ทีม่คีวามถกูต้องสงู และมกีารเปล่ียนแปลงน้อยเมือ่ SNR เปลีย่น (r >0.9960 ทุกระดบั SNR) แต่พบว่ารปู
แบบการฟิตเคอร์ฟ simple mono-exponential ที่ระดับ SNR ต�่าค่า T2* ไม่มีความสัมพันธ์กับค่าอ้างอิง (r=-0.2869 และ 
0.1835) ส�าหรับรูปแบบการฟิตเคอร์ฟ truncation ความถูกต้องของค่า T2* แปรตามระดับของ SNR (0.7113<r<0.9993) 
ในขณะที่รูปแบบการฟิตเคอร์ฟ bi-exponential ให้ค่า T2* ที่มีความถูกต้องค่อนข้างสูง (r>0.9600) แต่ค่า r ที่ได้ไม่แปรตาม 
SNR ที่เปลี่ยน 

สรุปผลกำรศึกษำ: ผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่ารูปแบบการฟิตเคอร์ฟ baseline subtraction และ offset ให้ค่า T2* ที่มีความ
ถูกต้องและทนต่อการเปลี่ยนแปลงของ SNR มากที่สุด รูปแบบการฟิตเคอร์ฟ simple mono-exponential และ truncation 
อาจให้ค่า T2* ที่มีความน่าเชื่อถือต�่าเมื่อ SNR ของภาพต�่า รูปแบบการฟิตเคอร์ฟ bi-exponential ให้ค่า T2* ที่มีความน่าเชื่อ
ถือแต่มีความไวต่อการเปลี่ยนแปลง SNR บนภาพ
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 10-17

ค�ำรหสั: การวดัค่า T2* การฟิตเคอร์ฟ สญัญาณรบกวนบนภาพเอ็มอาร์ไอ หุน่จ�าลองส�าหรบัสร้างภาพเอ็มอาร์ชนิดเจล สญัญาณ
ต่อสัญญาณรบกวน

บทน�ำ
การตรวจพบภาวะเหล็กสะสมเกินในอวัยวะ เช่น การ

ตรวจการสะสมของเหลก็ในตบั สมอง และกล้ามเนือ้หวัใจก่อน
ทีผู่ป่้วยแสดงอาการผิดปกติให้เห็น เป็นข้อมูลทีเ่ป็นประโยชน์
ต่อการรักษาของแพทย์อย่างยิ่ง การรักษาท�าได้โดยการให้ยา
ขับเหล็กและหากการตรวจพบท�าได้เร็วยิ่งท�าให้การรักษาได้
ผลทีด่มีากและผูป่้วยสามารถกลบัคนืสูส่ภาพเดมิได้1-3 ปัจจบุนั
การประเมินระดับภาวะเหล็กสะสมเกินในเนื้อเยื่อ นิยมใช้การ
สร้างภาพเอม็อาร์ (magnetic resonance imaging, MRI) จาก
หลายๆ ค่าช่วงเวลาสะท้อนกลับ (echo time, TE) แล้วท�าการ
ฟิตเคอร์ฟ (curve-fitting) เพื่อค�านวณหาค่า T2 star (T2*)4-6 

T2* เป็นค่าคงทีข่องเวลาทีล่ดลงแบบเอก็ซโพเนนเชยีล ซึง่เป็น
ผลอันเนื่องมาจากอันตรกิริยาระหว่างสปินกับสปินและความ
ไม่สม�่าเสมอของสนาม โดยค่า T2* ที่ได้มีความสัมพันธ์แบบ
ผกผันกับปริมาณเหล็กสะสม7-9 วิธีการประเมินระดับเหล็ก
สะสมในเนือ้เยือ่วธินีีเ้ป็นการตรวจแบบไม่รกุล�า้ (noninvasive) 
มคีวามไวและความถกูต้องสงูสามารถตรวจพบการสะสมเหล็ก
ในปริมาณน้อยๆ ได้3,10-12 ดังนั้นการวัดค่า T2* ที่ได้จากภาพ
เอ็มอาร์ไอจ�าเป็นต้องมีความถูกต้องและเที่ยงตรงจึงจะช่วย
ให้การประเมินระดับการสะสมเหล็กถูกต้อง ปัจจัยหลัก ที่ส่ง
ผลกระทบต่อความถกูต้องของการวดัค่า T2* ได้แก่ ปัจจยัทาง
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กายภาพของเครื่องเอ็มอาร์ไอ เช่น ความสม�่าเสมอของสนาม
แม่เหลก็หลัก13,14 การเลอืกรปูแบบการฟิตเคอร์ฟ (curve-fitting 
models) ในการวิเคราะห์ข้อมูล15,16 และระดับสัญญาณต่อ
สัญญาณรบกวน (signal-to-noise ratio, SNR)16,17 การศึกษา
ครัง้น้ีได้ตรวจสอบและควบคมุปัจจัยท่ีอาจส่งผลกระทบต่อการ
ศึกษาโดยตรวจสอบผลกระทบจากความไม่สม�่าเสมอของ
สนามแม่เหล็กหลักของเครื่องท่ีใช้ในการศึกษา พบว่าระดับ
ความไม่สม�า่เสมอของสนามแม่เหล็กหลกัของเครือ่งทีใ่ช้ในการ
ศึกษานี้ไม่มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงค่า T2* ในช่วงที่ต้องการ
ศึกษาอย่างมีนัยส�าคัญ18 ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงมุ่งเน้นเฉพาะ
ผลกระทบต่อค่า T2* จากการเลือกรูปแบบการฟิตเคอร์ฟที่
ระดบัของ SNR ต่างๆ การศกึษาในลกัษณะนีท้ีผ่่านมาใช้ข้อมลู
ที่ได้มาการศึกษาจากผู้ป่วยจริงขณะมีชีวิตอยู่ (in vivo) หรือ
หลังจากที่เสียชีวิตแล้วโดยน�ามาศึกษาภายนอกร่างกาย 
(ex vivo) หรือจากการสังเคราะห์ข้อมูลจากผู้ป่วยจริง9,15-17,19 
การใช้ข้อมูลจากผูป่้วยจรงิมีข้อจ�ากดัในด้านการควบคมุปัจจัย
รบกวนต่างๆ ที่อาจส่งผลกระทบในขณะศึกษา เช่นการ
เคลื่อนไหวของอวัยวะขณะตรวจ (motion artifact) การไหล
เวียนของกระแสโลหิต และรอยต่อระหว่างอวัยวะที่มีการตอบ
สนองต่อแม่เหล็กต่างกันมาก (susceptibility effect)14,20 

นอกจากนี้การศึกษาในหลายช่วงของค่า T2* จ�าเป็นต้องใช้ผู้
ป่วยจ�านวนมากเพือ่ความน่าเช่ือถอืของข้อมลูทางสถติิ ดังนัน้
คณะผู้วิจัยจึงได้เลือกท�าการศึกษาผลกระทบต่อค่า T2* กับ
การเลือกรูปแบบการฟิตเคอร์ฟในภาวะท่ีมี SNR ในระดับที่
ต่างกันจากหุ่นจ�าลอง เพื่อลดข้อจ�ากัดเร่ืองการเปล่ียนแปลง
จากปัจจัยทางสรีรวิทยาของอาสาสมัคร สามารถท�าซ�้าใน
ต�าแหน่งเดมิเพือ่ตรวจสอบความถูกต้องแม่นย�าของการศกึษา
และสามารถก�าหนดความเข้มข้นของเหล็กหรือช่วง T2* ที่
ต้องการศึกษาได้

การฟิตเคอร์ฟเพื่อหาค่า T2* สามารถค�านวณได้จาก
หลายรูปแบบของการฟิตเคอร์ฟ รูปแบบท่ีเป็นพื้นฐานที่สุด
ได้แก่ simple mono-exponential ดังสมการที่ 1

เมื่อ SI  คือ ความเข้มสัญญาณภาพแมกนิจูดที่วัดได้ 

 TE คือ เวลาสะท้อนกลับของสัญญาณ 

 P
0
 คือ ค่าคงที่หรือสัญญาณเริ่มต้นที่เวลาเท่ากับศูนย์

ข้อจ�ากดัของรปูแบบนี ้คอืหากการลดลงของสญัญาณเป็น
แบบหลายองค์ประกอบ (multiple components) ท�าให้การฟิต
เคอร์ฟมีความผิดพลาดสูง15 เช่น ข้อมูลจากภาพที่มีการลดลง
ของสัญญาณเร็วท�าให้สัญญาณประกอบด้วยส่วนที่ลดลงเร็ว 
(fast decay component) และส่วนที่ลดลงช้า (slow decay 
component) หากท�าการฟิตเคอร์ฟด้วยรูปแบบนี้ จะท�าให้ค่า 
T2* สูงกว่าค่าท่ีวัดได้จริง15 เน่ืองจากข้อมูลบางส่วนที่ลดลง 
เรว็ไม่ได้ถกูน�าไปใช้ในการฟิตเคอร์ฟ สญัญาณรบกวนบนภาพ

เป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ท�าให้การฟิตเคอร์ฟรูปแบบนี้ให้ค่า T2* 
เกิดความผิดพลาด รูปแบบการฟิตเคอร์ฟแบบนี้ได้มีการ
พฒันาเพือ่ให้ได้ค่า T2* ทีถ่กูต้องมากยิง่ขึน้โดยการน�าค่าของ
สญัญาณรบกวนในบริเวณทีเ่ป็นพืน้หลงัของภาพมาหกัลบออก
จากสัญญาณภาพหรือท่ีเรียกว่า baseline subtraction เป็น 
วิธีหนึ่งที่ใช้ในการแก้ไขปัญหานี้4,16,21 นอกจากวิธีนี้แล้วยังมีผู้
เสนอให้ตัดข้อมูลที่มี SNR น้อยกว่า 2 ออกจากการฟิตเคอร์ฟ
ซึ่งเรียกว่า truncation model19

 การฟิตเคอร์ฟ ด้วยรูปแบบ offset ดังสมการที่ 2 เป็นอีกวิธี 
ที่ได้มีการใช้อย่างแพร่หลาย

(2)

เมื่อ C  คือ ค่าคงที่ offset

การฟิตเคอร์ฟด้วยรูปแบบนี้มีข้อดี คือ ค่าคงที่ที่บวกเพิ่ม
เข้าไปในสมการ ท�าให้ผลเนื่องจากสัญญาณรบกวนจากพ้ืน
หลังหรือ อาร์ติแฟค (artifact) ถูกน�ามาค�านวณด้วย15 

การฟิตเคอร์ฟอีกรูปแบบหนึ่งที่มีการศึกษากันแต่พบไม่
บ่อยนกัคอื bi-exponential ซึง่เคยถกูน�าไปใช้ศกึษาในเนือ้เยือ่
ตับซึ่งถือว่ามีองค์ประกอบของเนื้อเยื่อที่ต่างกันอย่างน้อย 
2 องค์ประกอบและท�าโดยการลบสญัญาณรบกวนก่อนท�าการ
ฟิตเคอร์ฟ 22 ดังสมการที่ 3

เมื่อ P0s คือ ค่าคงที่หรือสัญญาณเริ่มต้นที่เวลาเท่ากับศูนย์ของ 

  ส่วนที่มีค่าคงที่อัตราการสลายตัวช้า

P0f คือ ค่าคงที่หรือสัญญาณเริ่มต้นที่เวลาเท่ากับศูนย์ของ 

ส่วนที่มีค่าคงที่อัตราการสลายตัวเร็ว

T2s* คือ ค่าคงที่เวลาการสลายตัวของส่วนที่สลายตัวช้า

T2f* คือ ค่าคงที่เวลาการสลายตัวของส่วนที่สลายตัวเร็ว

จากการศึกษาท่ีผ่านมา พบว่ามีการใช้การฟิตเคอร์ฟรูป
แบบต่างๆ เพื่อหาค่า T2* ของเนื้อเยื่อที่มีเหล็กสะสมเกินใน
การหาความสัมพันธ์ของปริมาณเหล็กกับค่า T2* เพียงบาง
สภาวะ และศึกษาผลกระทบระดับต่างๆ ต่อค่า T2* ที่ได้จาก
การใช้การฟิตเคอร์ฟเพียงบางรูปแบบเท่านั้น ไม่ครอบคลุม
ช่วงของค่า T2* ตั้งแต่ของสัญญาณรบกวนบนภาพในปกติ 
จนถงึ ภาวะเหลก็สะสมเกนิขัน้รนุแรงเนือ่งจากข้อจ�ากดัในเรือ่ง
จ�านวนอาสาสมัครที่อนุญาตให้น�าอวัยวะไปตรวจหาปริมาณ
เหล็กสะสมยังมีน้อย ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงเลือกศึกษาใน
หุ่นจ�าลองที่ท�าด้วยเจล ซึ่งสามารถปรับคุณสมบัติทางฟิสิกส์
เช่น T1, T2 และ T2* ซึ่งแทนระดับเหล็กสะสมให้ใกล้เคียงกับ
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ในเนือ้เยือ่มนษุย์ได้ 23 เพือ่ท�าการศกึษาถงึระดับของสญัญาณ
รบกวนบนภาพและรูปแบบการฟิตเคอร์ฟท่ีมีผลต่อความถูก
ต้องของค่า T2* 

เครื่องมือและวิธีกำรศึกษำ

 การทดลองนี้ใช้หุ่นจ�าลองท่ีประดิษฐ์ขึ้นจากการประยุกต์
องค์ความรู้และต้นแบบของ Yoshimura และคณะ23 โดยใช้
พลาสติกใสทรงกระบอกเป ็นโครงสร ้างภายนอก ใช ้ 
carageenan ความเข้มข้น 3% เป็นส่วนประกอบหลักของหุ่น
จ�าลอง ผสมกับ agarose ความเข้มข้น 2% เพื่อปรับค่าเวลา
การสลายตัวของแมกเนไตเซชันตามแนวขวาง (transverse 
relaxation,T2) และปรับค่าความเข้มข้น Fe3+ สะสมด้วย
เฟอรคิคลอไรด์ (Iron (III) chloride; FeCl

3
) ทีค่วามเข้มข้นของ 

Fe3+ 8 ค่า คือ 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.4, 1.7, และ 2.0 mg/g 
ในหุน่จ�าลอง ดงัรปูที ่1 ท�าการสร้างภาพตดัขวางของหุ่นจ�าลอง
ด้วยเครื่องเอ็มอาร์ไอ ยี่ห้อฟิลิปส์ (Philips) รุ่น Achieva 1.5 
เทสลา โดยใช้ขดลวดส�าหรับศีรษะ (head coil) และใช้
พารามิเตอร์ในการสร้างภาพ ดังน้ี acquisition matrix 
184x183, reconstruction matrix 512x512, field of view 
(FOV) 275 mm, slice thickness 1.5 mm, gradient multi-
echoes pulse sequence 32 TEs (4.48-81.98 ms) เวลา
ระหว่างเอคโค 2.5 ms, TR 800 ms, flip angle 18 องศา, และ
ปรับ SNR บนภาพให้ต่างกันด้วยค่า Number of Signal 
Average (NSA) 6 ค่า คือ 1, 2, 4, 8, 16, และ 32 โดยให้ภาพ
ที ่NSA=32 เป็นภาพอ้างองิในลกัษณะเดียวกบัการศกึษาของ 
Taigang He16 เนื่องจากถือว่าเป็นภาพที่มีสัญญาณรบกวน
ต�่าสุดเมื่อเทียบกับภาพอื่น เวลาทั้งหมดที่ใช้ในการสแกน 
(total scan time) ที่ NSA1=2.29 วินาที ส�าหรับที่ NSA อื่นๆ
เวลาทีใ่ช้ท้ังหมดเป็นไปตามจ�านวนของค่า NSA  ภาพทีไ่ด้ถกู
น�ามาวาด region of interest (ROI) ให้คลมุพืน้ทีป่ระมาณ 100 
พกิเซล (pixel) ท�าการฟิตเคอร์ฟเพือ่หาค่า T2* ในแต่ละพกิเซล
ด้วยการใช้รูปแบบการฟิตเคอร์ฟทั้ง 5 แบบ ดังกล่าวข้างต้น
คือ simple mono-exponential, baseline subtraction, 
truncation, offset, และ bi-exponential models และค�านวณ
หาค่าเฉลี่ย T2* ของ ROI

กำรวิเครำะห์ผลกำรทดลอง	
ประกอบด้วย 3 ขั้นตอน คือ
1. การตรวจสอบความถูกต้องของค่า T2* ที่ใช้เป็นชุด

อ้างอิงโดยการเปรียบเทียบค่า T2* ที่ได้จากการฟิตเคอร์ฟ
ในรูปแบบ simple mono-exponential ที่ NSA ต่างๆ เพื่อ
ยืนยันความถูกต้องของการใช้ ค่า T2* ที่ NSA 32 เป็นค่า
อ้างอิง ซึ่งถือเป็นค่า T2* ที่มีการสัญญาณรบกวนต�่าสุด

2. ท�าการวิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้น (linear regression 
analysis) ระหว่างความเข้มข้นของ Fe3+ กับค่า R2* (1/T2*) 
ของชุดอ้างองิและชดุข้อมลูจากการฟิตเคอร์ฟในแต่ละรูปแบบ
ในทุกๆ ระดับของสัญญาณรบกวน

3. ตรวจสอบความถูกต้องค่า T2* ที่ได ้จากการ
ฟิตเคอร์ฟในแต่ละรูปแบบและผลกระทบต่อค่า T2* ในแต่ละ
ระดับของ SNR โดยใช้ค่าสหสัมพันธ์เพียร์สัน (Pearson’s 
Correlation; r) ระหว่างค่า T2* ที่ได้จากชุดอ้างอิงในข้อ 1. กับ
ค่า T2* ที่ได้จากการฟิตเคอร์ฟในแต่ละรูปแบบที่ทุกๆ ระดับ
ของสัญญาณรบกวน โดยมีสมมุติฐานว่าถ้าค่า T2* ที่ได้จาก
การฟิตเคอร์ฟรูปแบบใดหรือจาก SNR ในระดับใดมีความถูก
ต้องควรมค่ีา r เข้าใกล้ 1 เนือ่งจาก T2* ทีไ่ด้จากชุดอ้างอิงเป็น
ชดุข้อมลูทีม่สีญัญาณรบกวนต�า่สดุ ดังนัน้ค่า T2* ใดทีใ่กล้เคียง
ค่านีม้ากทีส่ดุหรอืม ีr เข้าใกล้ 1 จงึถือได้ว่ามคีวามถกูต้องมาก
ทีส่ดุ นอกจากนีแ้ล้วความถกูต้องในแต่ละช่วงของค่า T2* หรอื
แต่ละระดับความเข้มข้นของเหล็กใช้การเปรียบเทียบการ
วิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้นที่ได้จากข้อ 2 ระหว่างชุดอ้างอิงกับ
ชุดข้อมูลที่ได้จากการฟิตเคอร์ฟในแต่ละรูปแบบที่ทุกๆ ระดับ
สัญญาณรบกวน โดยมสีมมมุติฐานว่าถ้าการฟิตเคอร์ฟรปูแบบ
ใดทีร่ะดบั SNR ใด ให้ค่า T2* ทีม่คีวามถกูต้อง กราฟวเิคราะห์
ถดถอยเชิงเส้นนั้นควรซ้อนทับกับของชุดอ้างอิง

ผลกำรศึกษำ

การตรวจสอบความถกูต้องของค่า T2* ทีใ่ช้เป็นชดุอ้างองิ
ตารางที่ 1 แสดงการเปรียบเทียบค่าเฉลี่ย T2* (ms) ที่ได้

จาก ROI จ�านวน 100 พิกเซลของหุ่นจ�าลอง ที่ความเข้มข้น
ของ Fe3+ ตั้งแต่ 0.2 mg/g ถึง 2.0 mg/g และการเปลี่ยนระดับ
ของ SNR โดยการเปลี่ยนค่า NSA ตั้งแต่ 1 ถึง 32 จากตาราง
จะเห็นได้ว่าที่ NSA ตั้งแต่ 8 ขึ้นไป ระดับของ SNR มีผลต่อ
การเปลี่ยนแปลงค่า T2* น้อยมากในทุกๆ ความเข้มข้นของ 
Fe3+ ดังนั้นค่า T2* ที่ NSA 32 จึงถูกน�ามาใช้เป็นค่าอ้างอิง
เนื่องจากเป็นค่า T2* ที่มีสัญญาณรบกวนต�่าสุด

การวิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้นและการตรวจสอบความ
ถูกต้องค่า T2*

การวเิคราะห์ถดถอยเชงิเส้นระหว่างค่า R2* กบัความเข้ม
ข้นของ Fe3+ ของชุดอ้างอิงมีความสัมพันธ์เชิงเส้นสูงด้วยค่า 
R-square =0.9932 ดังแสดงในรูปที่ 2A และเมื่อเปรียบเทียบ

Figure 1 Side view (A) and top view (B) of a gel phantom made from 

carageenan 3%, agarose 2% and NaN
3
 0.03%. The phantom doped with 8 

different concentrations of Fe3+; 0.2, 0.4, 0.6, 0.8, 1.0, 1.4, 1.7, and 2.0 mg/g
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การวิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้นของแต่ละรูปแบบของการฟิต 
เคอร์ฟกับค่าอ้างอิงแล้ว พบว่าที่ความเข้มข้น Fe3+ สูง กราฟ
ถดถอยเชงิเส้นแยกห่างจากเส้นอ้างองิมากกว่าทีค่วามเข้มข้น 
Fe3+ ต�่า โดยเฉพาะอย่างยิ่งที่ NSA หรือ SNR ต�่าและเมื่อค่า 
NSA เพิ่มขึ้นหรือ SNR เพิ่มขึ้น ทุกรูปแบบของการฟิตเคอรฟ์
มีแนวโน้มลู่เข้าหาค่าอ้างอิง ดังแสดงในรูปที่ 2B ถึง 2F เมื่อ
วเิคราะห์ความถกูต้องของค่า T2* ทีไ่ด้ด้วยค่าสหสมัพนัธ์แบบ
เพียร์สัน (Pearson’s correlation, r) ระหว่างค่า T2* อ้างอิง

กับค่า T2* ที่ได้จากการการฟิตเคอร์ฟด้วยรูปแบบต่างๆ ที่
ระดับ SNR ต่างๆ ได้ผลดังตารางที ่2 และแสดงด้วยกราฟแท่ง
ในรูปที่ 3 พบว่า base line subtraction model และ offset 
model ให้ค่า T2* ที่มีความสัมพันธ์แบบเพียร์สัน (r) กับค่า
อ้างอิงมากที่สุด ในทุกๆ ระดับของสัญญาณรบกวน โดยที่ค่า 
r สงูแสดงถงึความถกูต้องของค่า T2* ทีไ่ด้ ในขณะทีก่ารฟิตเคอร์ฟ 
ด้วยรูปแบบ simple mono exponential ที่ระดับ SNR ต�่า 
(NSA=1 และ 2) ค่า T2* ทีไ่ด้ ไม่มคีวามสมัพนัธ์อย่างมนียัส�าคญั 

Figure 2 The linear regressions of R2*s (Hz.) and Iron concentration (mg/g). Figure 2A shows a strong correlation (r-square= 0.9932) between R2* and iron 

concentration of the reference (NSA32). Figure 2B-2F show the linear regressions between R2*s and iron concentrations of 4 different curve fitting models compared 

to that of the reference at different levels of SNR (different NSAs). As the NSA increases, the linear regressions of all curve fitting models converge to that of the 

references

Table 1 The mean T2* (ms) of 100 pixels ROI at different NSAs compared to that of the reference

[Fe3+](mg/g)
Mean T2* (ms) of 100 pixels ROI at different NSA

1 2 4 8 16 Reference

0.2 44.33 43.83 43.25 43.35 43.23 44.04

0.4 26.28 25.43 25.47 24.99 25.23 24.46

0.6 16.85 16.55 15.39 15.48 15.20 14.87

0.8 11.80 10.27 9.79 9.78 9.68 9.61

1.0 9.34 7.73 7.27 6.93 7.04 7.02

1.4 26.03 7.23 5.06 4.97 4.58 4.59

1.7 86.35 29.62 5.83 3.99 3.60 3.54

2.0 237.04 69.09 22.49 3.57 3.43 3.13



15Bull Chiang Mai Assoc Med Sci Vol. 47 No. 1 January 2014

(p=0.4908 และ p=0.6636) กับค่าอ้างอิง  และการฟิตเคอร์ฟ
ด้วยรูปแบบ truncation และ bi-exponential ให้ค่า T2* ที่มี 
ค่า r ที่สูงขึ้นเมื่อ SNR เพิ่มขึ้น

วิจำรณ์ผลกำรศึกษำ

หุน่จ�าลองทีใ่ช้ในการศกึษาครัง้นีม้ค่ีา T2* ตัง้แต่ช่วง 3.13 
ms ถึง 44.04 ms. ซึ่งเป็นค่าที่ใช้อ้างอิงการสะสมของเหล็กใน
อวยัวะส�าหรับเครือ่งเอม็อาร์ไอ 1.5 เทสลาตัง้แต่ช่วงการสะสม
ของเหล็กขั้นรุนแรง (severe iron overload) (4 ms <heart 
T2*<10 ms)4 จนถึงช่วงปกติ (heart 52+16 ms, liver 33+7 
ms, skeletal muscle 30+5 ms, spleen 56+22 ms)4 ข้อดี
ของการศึกษาในหุ ่นจ�าลองคือสามารถท�าซ�้าได้และเม่ือ
ต้องการศึกษาเรื่องผลกระทบของ SNR กับรูปแบบการ
ฟิตเคอร์ฟสามารถควบคุมปัจจัยอื่นๆ ที่อาจส่งผลกระทบต่อ
การศึกษา เช่น การเคลื่อนไหวหรือ susceptibility effect ได้
ง่ายกว่าการศึกษาในมนุษย์ อีกทั้งการปรับค่า NSA เพื่อเป็น
ตัวก�าหนดระดับของ SNR นั้นเป็นสภาพที่ใกล้เคียงกับสภาพ

จริงในการตรวจกับผู้ป่วย การศึกษาครั้งนี้ได้เลือกบริเวณตรง
กลางของแต่ละความเข้มข้นของ Fe3+ จากภาพหุ่นจ�าลอง
ประมาณ 100 พกิเซลเพือ่เป็นตวัแทนของข้อมลูในแต่ละความ
เข้มข้นเพื่อน�ามาหาค่าเฉลี่ย T2* ที่ได้จากการฟิตเคอร์ฟใน
แต่ละพิกเซล จากการศึกษาพบว่ารูปแบบการฟิตเคอร์ฟและ
ระดับ SNR มีผลต่อความถูกต้องของค่า T2* โดยที่รูปแบบ
การฟิตเคอร์ฟแบบ simple mono-exponential ที่ระดับ SNR 
ต�่าจะให้ค่า T2* ที่มีความผิดพลาดมากโดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ี
ระดับความเข้มข้นของเหล็กสูงดังที่เห็นได้จากกราฟในรูปที่ 
2B และ 2C เมื่อความเข้มข้นของเหล็กสูงขึ้น กราฟการ
วิเคราะห์ถดถอยเชิงเส้นแยกห่างออกจากค่าอ้างอิงมากขึ้น 
และเมื่อพิจารณาค่าสหสัมพันธ์เพียร์สัน (r) ในตารางที่ 2 และ
กราฟแท่งในรูปที่ 3 พบว่ารูปแบบการฟิตเคอร์ฟ simple 
mono-exponential ที่ NSA=1 และ 2  ให้ค่า T2* ที่ไม่มีความ
สัมพันธ์กับค่า T2* อ้างอิง (r=-0.2869, and 0.1835) แต่เมื่อ 
SNR เพิ่มขึ้น ความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่างค่า T2* จากรูป
แบบการฟิตเคอร์ฟ simple mono-exponential กับค่า T2* 

Table 2 Pearson’s correlation (r) between T2* of the reference data and those of the different curve-fitting models  
at different levels of SNRs

# NSA
Curve-fitting models 

Mono Subtraction Offset Bi-exponential Truncate

NSA1 -0.2869* 0.9998 0.9961 0.9646 0.7113

NSA2 0.1835* 0.9998 0.9988 0.991 0.9905

NSA4 0.8816 0.9997 0.9994 0.9672 0.9995

NSA8 0.9997 0.9999 0.9999 0.9985 0.9996

NSA16 0.9996 0.9997 0.9999 0.9916 0.9993

* No significant correlation (at 95% CI) between the reference T2* and the T2* obtained from simple mono exponential model at NSA=1, and 2.

Figure 3 Pearson’s correlation (r) between the reference T2*s and those of 5 fitting models including simple mono-exponential (Mono), baseline subtraction 

(Subtract), offset, bi-exponential, and truncation (Truncate) models. Simple mono-exponential model shows no correlation to the reference T2* at low SNR (NSA=1 

and 2). Baseline subtract and offset models show a robust T2* at various levels of SNRs. Bi-exponential and truncation models demonstrate less r at low SNR.    
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อ้างอิงมีความสัมพันธ์กันอย่างมีนัยส�าคัญ (p<0.004)  ผลการ
ศึกษาดังกล่าวเป็นไปในทิศทางเดียวกับการศึกษาที่ผ่านมา
จากหัวใจภายนอกร่างกาย (ex vivo)15,16 ท้ังน้ีเน่ืองจากเมื่อ
ความเข้มข้นของเหล็กสูงขึ้นการลดลงของสัญญาณจะลดลง
อย่างรวดเร็วในช่วงแรกท�าให้ช่วงของการเก็บข้อมูลท่ีใช้ 
(TE=4.48-81.98) มีการลดลงแบบ 2 องค์ประกอบคือส่วนที่
ลดลงเรว็กบัส่วนทีล่ดลงช้าถกูน�าไปใช้ในการฟิตเคอร์ฟเพือ่หา
ค่า T2* แต่ด้วยรูปแบบการฟิตเคอร์ฟ simple mono-expo-
nential ใช้องค์ประกอบเดีย่วในการค�านวณจงึท�าให้ข้อมลูบาง
ส่วนในส่วนทีล่ดลงเรว็ไม่ได้ถกูน�ามาใช้ในการค�านวณจงึส่งผล
ต่อความถูกต้องของค่า T2*15 ที่ความเข้มข้นของ Fe3+ สูง ใน
ขณะที่รูปแบบการฟิตเคอร์ฟ baseline subtraction และ 
offset model ให้ค่า T2* ทีม่คีวามถกูต้องสูงโดยไม่ขึน้กบัระดบั
ของ SNR (r>0.9960 ในทุก NSA) เน่ืองจาก baseline 
subtraction ไม่น�าได้สัญญาณรบกวนมาใช้ในการวิเคราะห์จึง
ท�าให้ไม่เห็นอิทธิพลของสัญญาณรบกวนมากนัก ส่วน offset 
model มีค่า C ซึ่งเป็นค่าที่ชดเชยความผิดพลาดเนื่องจาก
สัญญาณรบกวนและอาร์ติแฟค จึงท�าให้ค่า T2* เปลี่ยนแปลง
น้อยในสภาพที่ SNR เปล่ียน15 และรูปแบบการฟิตเคอร์ฟ 
bi-exponential และ truncation ระดบัความถกูต้องของค่า T2* 
ขึน้กบัระดบัของ SNR เช่น รปูแบบการฟิตเคอร์ฟ Truncation 
ที่ NSA=1 SNR ต�่าสุด r=0.7113 แต่เมื่อ SNR เพิ่มขึ้น ค่า r 
ก็เพิ่มสูงขึ้น (r>0.99) แต่ส�าหรับรูปแบบการฟิตเคอร์ฟ 
bi-exponential พบว่า ค่า r มีทิศทางที่เพิ่มขึ้นเมื่อ SNR เพิ่ม
ขึ้นแต่ในระหว่างทางมีช่วงของการขึ้นลงเล็กน้อย ทั้งนี้อาจ
เนื่องมาจากตัวแปรท่ีใช้ในการ ฟิตเคอร์ฟ มีมากกว่ารูปแบบ
อืน่จงึท�าให้ค่า T2* ทีไ่ด้มคีวามไวต่อข้อมูลมากกว่ารปูแบบอืน่

การศกึษาคร้ังนีพ้บข้อจ�ากดับางประการของการฟิตเคอร์ฟ 
บางรูปแบบเช่นกรณีรูปแบบ truncation มีข้อจ�ากัดคือ 
เมื่อภาพที่ใช้มี SNR ต�่า การฟิตเคอร์ฟด้วยเง่ือนไขที่ว่าเมื่อ 
SNR มากกว่าหรอืเท่ากบั 2 จงึจะน�าสญัญาณนัน้มาฟิตเคอร์ฟ 
เป็นสาเหตุท�าให้มีข้อมูลไม่เพียงพอที่จะใช้ฟิตเคอร์ฟ โดย
เฉพาะอย่างยิ่งเมื่อความเข้มข้นของเหล็กสูงขึ้น ดังนั้นหาก
เป็นการศึกษาในมนุษย์ อาจต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมว่าการ
ตดัสินใจเลอืกใช้ค่า SNR ใดในการฟิตเคอร์ฟจึง จะเหมาะสมกับ
ข้อมูล ในการศึกษาครั้งน้ี เวลาท้ังหมดท่ีใช้ในการสแกน 
ที่ NSA1=2.29 วินาที และเมื่อ NSA เพิ่มขึ้น เวลาที่ใช้จะเพิ่ม
ขึ้นไปตามจ�านวนเท่าของของค่า NSA ที่เพิ่มขึ้น ดังนั้นการ
ศึกษาในลักษณะนี้จึงอาจไม่เหมาะสมส�าหรับการศึกษาใน
มนุษย์ที่จ�าเป็นต้องมีการกล้ันหายใจขณะตรวจ ซึ่งความ
สามารถในการกลั้นหายใจจะเป็นตัวก�าหนดค่า TR สูงสุด 
นอกจากนี้แล้ว การใช้ TR ยาวยังอาจก่อให้เกิดปัญหาอื่นตาม

มาอกี เช่น flow artifact หรอื susceptibility artifact อย่างไรกต็าม 
ประโยชน์จากการศึกษาน้ีคือได้ให้ข้อมูลว่ารูปแบบการฟิตเค
อร์ฟใดที่ทนต่อการเปลี่ยนแปลงค่า SNR ในช่วง T2* ช่วงใด 
ข้อเสนอแนะส�าหรับการศึกษาในมนุษย์อาจเริ่มจากการเลือก
รปูแบบในการสแกนทีเ่ป็นไปได้ก่อน แล้วจึงทดสอบว่าการฟิต
เคอร์ฟรูปแบบใดที่เหมาะสมที่สุด ซึ่งอาจต้องอาศัยกลุ่มอาสา
สมัครสุขภาพดีจ�านวนหนึ่งที่มีนัยทางสถิติเป็นค่าอ้างอิง

นอกจากนี้ แล้วยังพบว่าการเลือกค่า TE แรกที่ 4.48 ms 
และ TE สุดท้ายที่ 81.98 ms ซึ่งครอบคลุมช่วง T2* ที่อ้างอิง
จากช่วงของภาวะเหล็กเกินถึงช่วงปกติดังการศึกษาของ 
Anderson, LJ4 นั้นอาจให้ผลที่ต่างจากการวัดในผู้ป่วยจริง ใน
ผูป่้วยจรงิการวดัค่า T2* ในแต่ละอวยัวะใช้รปูแบบในการตรวจ
ต่างกนั ผลท่ีได้อาจต่างไปจากการศกึษานี ้เช่น การตรวจหัวใจ
ซึง่ค่า T2* ทีใ่ช้แบ่งระหว่างคนทีมี่เหลก็สะสมระดบัปกติกบัไม่
ปกติคือ 20 ms ถ้าการเลือก TE แรก ช่วงต�่ากว่า 2 ms ถึง 
ประมาณ 30 ms อาจไม่พบปัญหาใดๆ เมื่อใช้การฟิตเคอร์ฟ
แบบ simple mono-exponential ดังเช่นที่พบในการศึกษานี้  
การเลือก TE แรกที่ต�่าเกินไปอาจท�าให้จ�านวนจุดที่ใช้ในการ
ฟิตเคอร์ฟมน้ีอยส่งผลต่อความถกูต้องในช่วงของค่า T2* ทีอ่ยู่
ในช่วงภาวะเหล็กเกินแบบรุนแรง ในขณะที่การเลือก TE 
สุดท้ายที่มากเกินไป สัญญาณที่น�ามาใช้ในการฟิตเคอร์ฟอาจ
มีสัญญาณรบกวนมากกว่าสัญญาณข้อมูลจริง 

สรุปผลกำรศึกษำ

เมือ่ท�าการฟิตเคอร์ฟเพือ่หาค่า T2* (3.13 ms-44.04 ms) 
ด้วย TE ในช่วง 4.48 ms- 81.98 ms พบว่ารูปแบบ baseline 
subtraction และ offset ให้ค่า T2* ที่มีความถูกต้องสูงโดยไม่
ขึน้กบัระดบั SNR ในขณะทีร่ปูแบบการฟิตเคอร์ฟแบบ simple 
mono-exponential และ truncation ที่ SNR ต�่ามีผลกระทบ
ต่อความถูกต้องของค่า T2* มาก รูปแบบ bi-exponential ให้
ค่า T2* ที่มีความถูกต้องในระดับที่ดีใกล้เคียงค่า อ้างอิง 
(0.9646<r<9985) แต่ค่า T2* ทีไ่ด้มคีวามไวต่อการเปลีย่นแปลง
ของข้อมูล 

กิตติกรรมประกำศ

งานวิจัยนี้ได้รับทุนสนับสนุนจากเงินงบประมาณรายได้
ประจ�าปีของมหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ผู ้วิจัยขอขอบคุณ
คณาอาจารย์ภาควิชารังสีเทคนิค คณะเทคนิคการแพทย์  
มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่ และผูท้รงคณุวฒุทิกุท่านท่ีกรณุาให้ค�า
แนะน�าและให้ค�าปรึกษา
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ความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์กลูโคส 6  
ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส ของชนเผ่าที่อาศัยอยู่ในเขต 
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Prevalence of glucose-6-phosphate dehydrogenase deficiency  
in tribes of Northern Thailand: Preliminary study

Abstract

Introduction: Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G-6-PD) plays a key role in regeneration of NADPH 
and maintenance of cellular redox balance. Mutations in the G6PD gene can lead to G-6-PD deficiency, an 
X-linked enzymatic disorder, which is highly found in malaria epidemic area. Currently, there has been no 
report of G- 6-PD deficiency in tribes, who live in the Northern of Thailand. 

Objectives: The objective of this study was to determine the prevalence of G-6-PD deficiency in tribes in 
Chiang Rai, Phayao, Lampang, Prae, and Nan provinces. 

Materials and methods: Three hundred and thirty-three blood samples (male 144 and female 189) were 
screened for G-6-PD deficiency using methemoglobin reduction test. 

Results: The results showed that 6 (1.8%) samples were G-6-PD deficiency, 10 (3.0%) were partial deficiency 
and 317 (95.2%) were normal.

Conclusions: The information from this study could be a preliminary data suggesting the genetic variation 
between the tribes and others population.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2014; 47(1): 18-22

Keywords: G-6-PD deficiency, G6PD gene, tribes, malaria, methemoglobin reduction test

บทคัดย่อ
บทน�ำ: เอนไซม์กลโูคส 6 ฟอสเฟต ดไีฮโดรจเีนส (Glucose-6-phosphate dehydrogenase, G-6-PD) เป็นเอนไซม์ทีม่บีทบาท
ส�าคัญในการสังเคราะห์ NADPH และเกี่ยวข้องกับการคงสภาพของเซลล์ ภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD เป็นการกลายพันธุ์
ของยีน G6PD บนโครโมโซม X ซ่ึงเป็นความผิดปกติของเอนไซม์ที่พบได้บ่อยในบริเวณที่มีการระบาดของมาลาเรีย 
อย่างไรกต็าม ยังไม่เคยมกีารศกึษาถงึภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ในชนเผ่าทีอ่าศยัอยูใ่นเขตภาคเหนอืตอนบนของประเทศไทย 

วัตถุประสงค์: งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์ในการส�ารวจความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ของชนเผ่าต่างๆ 
จ�านวน 333 ราย (ชาย 144 ราย และ หญิง 189 ราย) ที่อาศัยอยู่ใน จังหวัดเชียงราย พะเยา ล�าปาง แพร่ และน่าน 

วัสดุและวิธีกำร: ตรวจสอบตัวอย่างด้วยวิธี methemoglobin reduction 

ผลกำรศึกษำ: พบว่ามีจ�านวน 6 ราย (1.8%) มีภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD จ�านวน 10 ราย (3.0%) มีภาวะพร่องเอนไซม์
บางส่วน (partial deficiency) และเป็นคนปกติจ�านวน 317 ราย (95.2%) 

สรุปผลกำรศึกษำ: จากการศึกษาท�าให้ได้ฐานข้อมูลทางสาธารณสุขและได้ความรู้พื้นฐานในเชิงพันธุศาสตร์ประชากรของ 
ชนเผ่าที่พบว่าแตกต่างจากประชากรกลุ่มอื่น
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 18-22

ค�ำรหัส: ภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ยีน G6PD ชนเผ่า มาลาเรีย วิธี methemoglobin reduction 
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บทน�ำ
เอนไซม์กลูโคส 6 ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส (glucose-

6-phosphate dehydrogenase, G-6-PD) เป็นเอนไซม์ทีอ่ยูใ่น
เม็ดเลือดแดง ท�าหน้าที่เร่งปฏิกิริยาการเปลี่ยน กลูโคส-6-
ฟอสเฟต (glucose-6-phosephate, G-6-P) และ นิโคตินาไมด์ 
อะดีนีน ไดนิวคลีโอไทด์ ฟอสเฟต (nicotinamide adenine 
dinucleotide phosphate, NADP) ให้เป็น 6-ฟอสโฟกลูโคโน
แลกโตน (6-phosphogluconolactone) และ nicotinamide 
adenine dinucleotide phosphate (NADPH) ท�าหน้าทีเ่ปลีย่น
กลูตาไธโอนที่อยู่ในรูปออกซิไดซ์ (glutathione disulfide, 
GSSG) ให้เป็นกลูตาไธโอนในรูปรีดิวซ์ (glutathione, GSH) 
ซึ่งมีฤทธิ์ท�าลายอนุมูลอิสระต่างๆ ที่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ 
ป้องกันเซลล์เม็ดเลือดแดงไม่ให้ถูกท�าลาย1 ผู้ท่ีมีภาวะพร่อง
เอนไซม์ G-6-PD เมื่อได้รับสารอนุมูลอิสระ พบว่าเม็ดเลือด
แดงไม่สามารถสร้างโคเอนไซม์ชนิด NADPH ได้ จึงท�าให้
อนุมูลอิสระเกิดการออกซิไดซ์ free-sulfhydryl group ที่อยู่ใน
ฮีโมโกลบิน เป็นพันธะไดซัลไฟด์ (disulfide bridge) ท�าให้
ฮีโมโกลบินมีความสามารถในการละลายน�้าลดลง และตก
ตะกอนเป็นไฮน์บอดีย์ (heinz body) อยู่ภายในเม็ดเลือดแดง 
ส่งผลให้เมด็เลอืดแดงแตกแบบเฉยีบพลนัและเกดิภาวะซดี น�า
ไปสู่ภาวะไตวายเฉียบพลัน และมีภาวะแทรกซ้อนต่างๆ เป็น
สาเหตุท�าให้เสียชีวิตได้2 ภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD เป็น
ความผดิปกตทิีม่กีารถ่ายทอดทางพันธกุรรมแบบ X-linked ซ่ึง
มักพบบ่อยในประชากรที่อาศัยอยู ่ในบริเวณที่มีมาลาเรีย
ระบาด เช่น อัฟริกาและเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ ทั้งนี้เชื่อว่า
มาลาเรียเป็นสาเหตุส�าคัญของการตายของมนุษย์ในอดีต 
สิ่งนี้เองเป็นเหตุผลท่ีท�าให้จีโนมของมนุษย์มีการกลายพันธุ์ 
เพือ่ให้ร่างกายสามารถป้องกนัหรือลดความรนุแรงของการตดิ
เชื้อได้ จึงเป็นที่มาของการกลายพันธุ์ของยีน G6PD และ
ก่อให้เกิดภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ในปัจจุบัน3 

ชนเผ่า เป็นกลุ่มชนที่มีขนบธรรมเนียม ประเพณี ภาษา
พูด ความเชื่อ ที่แตกต่างออกไปอย่างเห็นได้ชัดจากประชากร
เจ้าของประเทศ  ซ่ึงชนเผ่าทีอ่าศยัอยูใ่นประเทศไทย มลีกัษณะ
การอพยพย้ายถิ่นแบ่งเป็น 2 กลุ่มใหญ่คือ กลุ่มท่ีอพยพขึ้น
เหนือ ได้แก่ กลุ่มไมโครนิเชียน-โพลินิเชียน เช่น เผ่ามลาบรี 
(ตองเหลอืง) และ กลุม่ทีอ่พยพลงใต้ ได้แก่ กลุม่จนี-ธเิบต เช่น 
เย้า ม้ง ลื้อ เป็นต้น4 ชนเผ่าต่างๆ นี้ มักสร้างที่อยู่อาศัยแยก
ตัวออกจากสังคมใหญ่ โดยเฉพาะพื้นที่ตามแนวชายแดนของ
ประเทศในเขตภาคเหนือและภาคตะวันตกที่มีลักษณะเป็นป่า
ชื้นปกคลุม มีการระบาดของมาลาเรีย จากการศึกษาพบว่า
ชนเผ่าท่ีอาศัยอยู ่ในจังหวัดเชียงราย มีอัตราการติดเช้ือ
มาลาเรยีสงูถงึร้อยละ 425 และจากสมมติฐานทีก่ล่าวไว้ว่าภาวะ
พร่องเอนไซม์ G-6-PD เป็นผลมาจากภาวะการถูกคัดเลือก
ตามธรรมชาติที่มีส่วนช่วยป้องกันการติดเชื้อหรือลดความ
รนุแรงของมาลาเรยี ท�าให้ผู้ทีพ่ร่องเอนไซม์ G-6-PD รอดชวีติ
จากมาลาเรียมากกว่าผู้ท่ีมีเอนไซม์ปกติ ดังนั้นในพื้นท่ีมี
มาลาเรียระบาดจึงควรพบภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ท่ีสูง

ขึ้นด้วยเช่นกัน จากงานวิจัยที่ศึกษาระบาดวิทยาของเชื้อ
มาลาเรียและพันธุศาสตร์ประชากรของการกลายพันธุ์ของ 
G-6-PD ในชนเผ่ากะเหรี่ยง ที่อาศัยอยู่บริเวณชายแดนไทย
และพม่าในจังหวัดราชบุรี พบว่าชนเผ่ากะเหรี่ยงมีภาวะพร่อง
เอนไซม์ G-6-PD สูงถึงร้อยละ 24 มากกว่าประชากรเอเชีย
ตะวนัออกเฉยีงใต้ทีอ่าศยัในบรเิวณทีไ่ม่มมีาลาเรยีระบาด6 และ
จากการศึกษาก่อนหน้านี้ในพื้นที่ภาคเหนือของประเทศไทย 
พบผูท้ีพ่ร่องเอนไซม์ G-6-PD ร้อยละ 15.77 และจากการส�ารวจ
ประชากรในจังหวัดพะเยา พบผู ้ท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์ 
G-6-PD สงูถงึร้อยละ 88 แต่รายงานดังกล่าวเป็นการศกึษาใน
กลุ่มของประชากรคนไทย พื้นราบยังไม่มีการศึกษาใดที่
รายงานภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ของชนเผ่าต่างๆ ในพืน้ที่
จังหวัดในเขตภาคเหนือตอนบนของประเทศไทย ซึ่งเป็น
บริเวณที่มีการระบาดของมาลาเรีย จากเหตุผลที่กล่าวมาแล้ว
ข้างต้น จึงน�ามาสู่แนวคิด ในการส�ารวจความชุกของภาวะ
พร่องเอนไซม์ G-6-PD ในชนเผ่าต่างๆ ท่ีอาศัยอยู่ในพื้นที่
จงัหวดัในเขตภาคเหนอืตอนบนของประเทศไทย ได้แก่ จังหวดั
เชียงราย พะเยา ล�าปาง แพร่ และน่าน เพื่อใช้เป็นฐานข้อมูล
ทางสาธารณสุขและเพื่อศึกษาพันธุศาสตร์ประชากรเบื้องต้น
ของชนเผ่าทีอ่าศยัอยูใ่นเขตภาคเหนอืตอนบนของประเทศไทย

วิธีกำรศึกษำ
กลุ่มประชำกรที่ศึกษำ

เก็บตัวอย่างเลือดจากประชากรเผ่าม้ง ลื้อ เย้า และมลา
บรี (ตองเหลือง) จ�านวน 333 ราย แบ่งเป็นชาย 144 ราย และ 
หญิง 189 ราย ที่อาศัยอยู่ใน 5 จังหวัดทางภาคเหนือของ
ประเทศไทย ได้แก่ ชนเผ่าม้ง อ�าเภอเวยีงแก่น จงัหวดัเชยีงราย 
จ�านวน  40  ราย ชนเผ่าม้งและเย้า อ�าเภอเมอืง (บ้านแม่ต�า๋น้อย) 
และอ�าเภอแม่ใจ จังหวัดพะเยา จ�านวน 105 ราย ชนเผ่าลื้อ
และเย้า อ�าเภองาว จังหวัดล�าปาง  จ�านวน 66 ราย ชนเผ่าม้ง 
อ�าเภอทุง่ช้าง จงัหวัดน่าน  จ�านวน 72 ราย และ ชนเผ่ามลาบรี 
อ�าเภอร้องกวาง จังหวัดแพร่  จ�านวน 50 ราย เจาะเลือด
ปริมาตร 3 มิลลิลิตรใส่ลงในสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA เก็บ
รักษาตัวอย่างเลือดภายใต้อุณหภูมิ 2-4 องศาเซลเซียส และ
ทดสอบภายใน 6 ชั่วโมง

กำรศึกษำภำวะพร่องเอนไซม์	G-6-PD
คัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ด้วยวิธี methemo-

globin reduction test (MR-test) ซึ่งเป็นวิธีท่ีมีความไวและ
ความจ�าเพาะเท่ากับ ร้อยละ 100 และ 98 ตามล�าดับ9 โดยเติม
ตัวอย่างเลือดปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง 
3 หลอด หลอดแรกเป็นหลอดทดสอบ เติมน�้ายา glucose-
NaNO

2
 solution  และ methylene blue อย่างละ 10 ไมโครลติร 

ส่วนหลอดที่ 2 (normal control) เติมน�้ายา methylene blue 
เพียงอย่างเดียว ปริมาตร 10 ไมโครลิตร และหลอดสุดท้าย 
(deficiency control) เติมน�้ายา glucose-NaNO

2
 solution 

เพยีงอย่างเดยีวปรมิาตร 10 ไมโครลติร บ่มทีอ่ณุหภมู ิ37 องศา
เซลเซียส นาน 3 ชั่วโมง เม่ือครบเวลา เติมน�้า 5 มิลลิลิตร 
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ลงในหลอดทั้ง 3 และดูสีของหลอดทดสอบ เทียบกับ normal 
และ deficiency control รายงานผลเป็น ปกติ (normal) ภาวะ
พร่องเอนไซม์บางส่วน (partial G-6-PD deficiency) และ พร่อง
เอนไซม์ G-6-PD (complete G-6-PD deficiency)

กำรวิเครำะห์ข้อมูล
วิเคราะห์ข้อมูลด้วยสถิติเชิงพรรณนา (descriptive 

statistic) โดยวเิคราะห์ร้อยละความชกุของภาวะพร่องเอนไซม์ 
G-6-PD ของชนเผ่า ทั้งเพศชายและเพศหญิง

ผลกำรศึกษำ
ผลการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD เชิงคุณภาพ

วิเคราะห์ ด้วยวิธี methemoglobin reduction test ในชนเผ่า
ม้ง ลื้อ เย้า และมลาบรี จ�านวนทั้งสิ้น 333 ราย พบภาวะพร่อง
เอนไซม์ G-6-PD จ�านวน 6 ราย คิดเป็นร้อยละ 1.8 (เพศชาย 
4 ราย ร้อยละ 2.78 และเพศหญิง 2 ราย ร้อยละ 1.26) พบ
ผูท่ี้พร่องเอนไซม์บางส่วน (partial deficiency) จ�านวน 10 ราย 
คิดเป็นร้อยละ 3.0 (เพศชาย 3 ราย ร้อยละ 2.08 และเพศหญิง 
7 ราย ร้อยละ 3.7) และพบผลปกติ จ�านวน 317 ราย คิดเป็น
ร้อยละ 95.2 (เพศชาย 137 ราย ร้อยละ 95.14 และเพศหญิง 
180 ราย ร้อยละ 95.24) 

เมื่อจ�าแนกภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ให้เห็นเป็นภาพ
รวมจากชนเผ่าที่อาศัยอยู่ใน 5 จังหวัดของภาคเหนือ จากผล
การตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ท้ังหมด 333 ราย 
พบว่าชนเผ่าม้งและเย้า จากอ�าเภอเมือง (บ้านแม่ต�๋าน้อย) 
จังหวัดพะเยา มีประชากรที่พร่องเอนไซม์ G-6-PD มากที่สุด 
คิดเป็นร้อยละ 6.25 รองลงมาคือ ชนเผ่าม้ง จากอ�าเภอเวียง
แก่น จังหวัดเชียงราย คิดเป็นร้อยละ 5.0 ส่วนชนเผ่ามลาบรี 
ลื้อ เย้า และม้ง จากจังหวัดแพร่ ล�าปาง และน่าน การศึกษานี้
ไม่พบผู ้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD เลย ดังแสดง
ในตารางที่ 1 

วิจำรณ์และสรุปผลกำรศึกษำ
จากการศึกษาความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD 

ในชนเผ่าม้ง ลื้อ เย้า และมลาบรี ที่อาศัยอยู่ในพื้นที่เขตภาค
เหนือตอนบนของประเทศไทย ซึ่งได้แก่ จังหวัดเชียงราย 
พะเยา ล�าปาง แพร่ และน่าน ด้วยวธิเีชงิคณุภาพวเิคราะห์ พบ
ภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ร้อยละ 1.8 และพบผู้ที่พร่อง
เอนไซม์บางส่วน (partial deficiency) ร้อยละ 3.0 ซึ่งผลที่ได้
ไม่สอดคล้องกับการศึกษาวิจัยก่อนหน้านี้ที่พบภาวะพร่อง
เอนไซม์ G-6-PD ในประชากรเขตภาคเหนือที่สูงถึงประมาณ
ร้อยละ 8-157,8 ทั้งนี้อาจเป็นเพราะการศึกษาคร้ังนี้มีจ�านวน
ตวัอย่างทีค่่อนข้างน้อย เนือ่งจากปัญหาด้านการตดิต่อสือ่สาร
กับชนเผ่า ท�าให้ได้จ�านวนตัวอย่างที่น�ามาศึกษาน้อย อีกทั้ง
ลกัษณะทางสงัคมของชนเผ่า มลีกัษณะสงัคมปิดไม่ค่อยตดิต่อ
สัมพนัธ์กบักลุม่ อืน่ๆ และยงัมกีารแต่งงานกนัเองในชนเผ่าซึง่
มักพบในกลุ่มประชากรที่มีขนาดเล็ก และถูกแบ่งแยกจาก
ประชากรส่วนใหญ่ ท�าให้ประชากรกลุ่มนี้แยกตัวออกจาก
ประชากรภายนอกและมีการแต่งงานระหว่างสายเลือดที่ใกล้
ชิดกัน ซึ่งส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงทางพันธุกรรมของ
ประชากร คือท�าให้ความหลากหลายทางพันธุกรรมภายใน
ประชากรลดลง10 โดยเฉพาะอย่างยิง่ชนเผ่ามลาบร ี(ตองเหลอืง) 
ท่ีมีการศึกษาพบว่าดีเอ็นเอไมโตคอนเดรีย mitochondria 
DNA) ของชาวมลาบรี มีความแปรผันแบบเดียวกันหมด ซึ่ง
แสดงให้เหน็ว่าประชากรชาวมลาบรีทัง้หมดในปัจจบุนั สบืเชือ้
สายมาจากบรรพชนทางฝ่ายหญงิเพยีงคนเดยีวเท่านัน้11 จาก
เหตุผลท่ีกล่าวมาแล้วนั้น จึงน่าจะเป็นสาเหตุที่ท�าให้ผลการ
ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ของการศกึษานีม้เีปอร์เซน็ต์
ของการพร่องเอนไซม์ G-6-PD ทีไ่ม่เป็นไปตามภาวะ positive 
selection ที่มีต่อการระบาดของมาลาเรีย6 ตามที่มีการศึกษา
มาก่อนหน้านี้ท่ีพบว่าเชื้อมาลาเรียเจริญเติบโตได้ช้าในเม็ด
เลือดแดงของผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD และเม็ดเลือด
แดงของผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD สามารถถูกจับกิน 
(phagocytosis) โดยเซลล์แมคโครฟาจได้ ซึง่ประชากรทีอ่าศยั
อยูใ่นแหล่งทีม่กีารระบาดของมาลาเรยี ควรจะมร้ีอยละของการ
พร่องเอนไซม์ G-6-PD ที่สูงขึ้น10

Tribes N
Complete G-6-PD 

deficiency (%)
Partial G-6-PD  
deficiency (%)

Normal
(%)

Hmong and Yao; Muang, Phayao 64 6.25 9.38 84.37

Hmong; Wiang Kaen, Chiang Rai 40 5.00 2.50 92.50

Mlabri; Rong Kwang, Phrae 50 0 4.00 96.00

Hmong; Thung Chang, Nan 72 0 1.39 98.61

Yao; Maejai, Phayao 41 0 0 100

Lue and Yao; Ngao, Lampang 66 0 0 100

Table 1 Prevalence of G-6-PD deficiency in tribes of Northern Thailand (methemoglobin reduction test)
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งานวิจัยนี้ พบภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ในเพศหญิง
จ�านวน 2 ราย คดิเป็นร้อยละ 1.06 ภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD 
เป็นโรคทางพนัธกุรรมทีเ่กดิจากความผดิปกต ิ(mutation) ของ
ยนี G6PD ทีอ่ยูบ่นแขนข้างยาวของโครโมโซม X ตรงต�าแหน่ง 
Xq28 ยีน G6PD มีขนาด 20 kb ประกอบด้วย 13 exon ภาวะ
พร่องเอนไซม์ G-6-PD มีอุบัติการณ์ ในเพศชายสูงกว่าเพศ
หญงิ เนือ่งจากมกีารถ่ายทอดทางพนัธกุรรมแบบ X-linked แต่
ในเพศหญิงที่มีความผิดปกติของยีน G6PD 1 ข้าง (hetero-
zygous female) ก็สามารถเป็นโรคน้ีได้ จากกลไก Lyon 
hypothesis ที่กล่าวว่า โครโมโซม X อีกข้างท่ีปกติ อาจถูก
ยับยั้งการท�างานไป ท�าให้เพศหญิงที่มีความผิดปกติของยีน 
G6PD เพยีงตัวเดยีว จะม ีisoenzyme G-6-PD มากกว่า 1 ชนดิ 
และจะมีเม็ดเลือดแดง 2 กลุ่ม คือ มีทั้งเม็ดเลือดแดงที่มีระดับ
เอนไซม์ G-6-PD ปกติ และเม็ดเลือดแดงท่ีพร่องเอนไซม์ 
G-6-PD ด้วย ในสัดส่วน 50:50 หรืออาจเป็นสัดส่วน 100:0 
ก็ได้ สดัส่วนน้ีขึน้กบั inactivation ของโครโมโซม X จากเหตุผล
นี้ท�าให้ heterozygous female สามารถมีระดับเอนไซม์ 
G-6-PD ได้ตั้งแต่ปกติถึงต�่ามากจนมีอาการได้13 

จากการพบเพศชาย ท่ีมีภาวะพร่องเอนไซม์บางส่วน 
(partial G-6-PD deficiency) จ�านวน 3 ราย เป็นไปได้ว่าอาสา
สมัครเพศชาย 3 รายนี ้อาจมภีาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD ชนดิ 
class III, moderately deficient (10–60% residual activity) 
เช่น G-6-PD ชนิด Mahidol Canton และ Viangchan ซึ่งเป็น
ชนิดการกลายพันธุ์ของยีน G6PD ท่ีพบได้บ่อยในประเทศ 
ไทย14 การกลายพันธุ์ดังกล่าวนี้ ท�าให้ร่างกายยังคงมีเอนไซม์ 
G-6-PD ที่ท�างานได้ในบางส่วน2 หรือ อาจเกิดได้จากกลุ่ม

ตัวอย่างนี้อยู่ในภาวะที่มีการแตกท�าลายของเม็ดเลือดแดง 
(hemolysis) จึงท�าให้มีจ�านวนของเม็ดเลือดแดงตัวอ่อนชนิด 
reticulocyte ในกระแสเลือดมากขึ้น ซึ่งเม็ดเลือดแดงตัวอ่อน
ชนิด reticulocyte มีปริมาณของเอนไซม์ G-6-PD มากกว่า
เมด็เลอืดแดงเตม็วยั (mature erythrocyte) ถงึ 5 เท่า จากเหตุ 
ผลดังกล่าวจึงท�าให้พบผลการตรวจท่ีเป็น partial G-6-PD 
deficiency ในเพศชายได้ 

ผลการศึกษาความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์ G-6-PD 
ในชนเผ่าที่อาศัยอยู่ทางภาคเหนือของประเทศไทย พบภาวะ
พร่องเอนไซม์ G-6-PD 6 ราย คิดเป็นร้อยละ 1.8 พบภาวะ
พร่องเอนไซม์บางส่วน 10 ราย คิดเป็นร้อยละ 3.0 และพบผล
ปกติ 317 ราย คิดเป็นร้อยละ 95.2 จากผลดังกล่าวท�าให้ได้
ฐานข้อมูลทางสาธารณสุขและได้ความรู ้พื้นฐานในเชิง
พันธุศาสตร์ประชากรของชนเผ่าม้ง ลื้อ เย้า และมลาบรี ที่
อาศยัอยูใ่น 5 จงัหวดัทางภาคเหนอืของประเทศไทย การศกึษา
ต่อไปควรศึกษารูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน G6PD เพื่อใช้
ศึกษาประวัติศาสตร์และความสัมพันธ์ของชาติพันธุ์ต่อไป 
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The assessment of exposure index on the posterior–anterior computed radiography 
chest in Srinagarind Hospital, Khon Kaen University

Abstract

Introduction: A screen-film system has been replaced by computed radiography (CR) system in Thailand. 
The advantages of CR are that it provides faster process and better contrast resolution. The major role of 
CR system is that it allows user to define an imaging technique which does not only provide good image 
quality, but also reduce the patient radiation dose as the ALARA principle. Radiation exposure index is a 
numerical value recommended by a manufacturer (manufacturer recommended range; MRR). As for the 
international requirements, this value is used to remind a radiologic technician to determine an appropriate 
radiation exposure for the imaging. An excessive radiation exposure can cause an unnecessary radiation 
dose. Conversely, insufficient radiation exposure can cause a noise on the image which reduces the image 
quality.  This might cause an adversely effect on the diagnosis. 

Objectives: The purpose of this study was to investigate whether the exposure indicators of posterior–anterior 
computed radiography chest are in the MRR ranges and also whether higher or not. 

Materials and methods: The retrospective study was performed in 1005 patients at Srinagarind Hospital, 
aged above 16 years old from June 2012 to March 2013. The S values measured from Fuji FCR 5000 on 
the PA radiographic chest were recorded. 

Results: The results showed that only 69 percent of all the images were in the range specified by the 
manufacturer (S value 200-600). Fifteen percent of the measures were greater than the MRR ranges 
(S value >600) which is defined as underexposure.  Sixteen percent of the S-values were less than the MRR 
range (S value <600) which is defined as overexposure. It was considered that the radiation exposure tends 
to increase. 

Conclusions: The results of the study demonstrated that an accuracy of the exposure index calibration is 
required as the number can correctly represent the amount of radiation used to create the image and the 
quality of image. In order to reduce the radiation dose on patients and obtain a high image quality, the radiation 
exposure charts are required to determine an appropriate radiation exposure for different organs.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2014; 47(1): 23-29

Keywords: Exposure index, S value, CR 
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บทคัดย่อ

บทน�ำ: การสร้างภาพรังสีด้วยคอมพิวเตอร์ (computed radiography: CR) ก�าลังเข้ามาแทนที่การสร้างภาพระบบสกรีนฟิล์ม
ในประเทศไทย เนือ่งจากมข้ีอได้เปรยีบทัง้ในด้านความรวดเร็วและความสามารถในการแยกคอนทราสต์ของภาพรงัส ี(contrast 
resolution) ทีด่กีว่า แต่สิง่ทีม่คีวามส�าคญัคอืการก�าหนดเทคนคิในการสร้างภาพทีจ่ะท�าให้ได้ภาพทีม่คีณุภาพดโีดยทีผู่ป่้วยได้
รับปริมาณรังสีน้อยที่สุดตามหลักการ ALARA ค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสี (exposure index) เป็นค่าตัวเลขที่บริษัทผู้ผลิตเครื่อง
สร้างภาพด้วยคอมพิวเตอร์เป็นผู้ก�าหนดขึ้น (manufacturers recommended range; MRR) ซึ่งเป็นค่าที่องค์กรสากลให้ความ
ส�าคัญเนื่องจากเป็นค่าที่ใช้ส�าหรับเตือนให้นักรังสีเทคนิคในการก�าหนดปริมาณรังสีท่ีใช้ในการสร้างภาพรังสีท่ีเหมาะสม การ
ใช้รังสีมากเกินไปท�าให้ผู้ป่วยได้รับรังสีมากเกินความจ�าเป็น แต่หากปริมาณรังสีน้อยเกินไปจะท�าให้มีสัญญาณรบกวนแบบ
ควอนตัม (quantum noise) เกิดขึ้นบนภาพที่ท�าให้คุณภาพของภาพรังสีลดลง ซึ่งอาจส่งผลเสียต่อการวินิจฉัยโรค  

วตัถปุระสงค์: เพือ่ส�ารวจค่า S value จากภาพถ่ายรงัสทีรวงอกของผูป่้วยทีร่บับรกิารในโรงพยาบาลศรนีครนิทร์  มหาวทิยาลยั
ขอนแก่น ที่ปรากฏบนจอภาพว่าอยู่ในช่วงที่บริษัทก�าหนด (manufacturer recommend range: MRR) หรือไม่ 

วสัดแุละวธิกีำร: วเิคราะห์ค่าดชันชีีว้ดัปรมิาณรงัสีย้อนหลงัในช่วงระหว่างเดอืนมถินุายน 2554 ถงึเดอืนมนีาคม 2555 จ�านวน 
1005 ราย จากเครื่องสร้างภาพ FCR 5000 ของบริษัทฟูจิประเทศไทยที่ถ่ายภาพรังสีทรวงอกในท่า upright ของผู้ป่วยที่มีอายุ
ตั้งแต่ 16  ปีขึ้นไปที่มารับบริการที่โรงพยาบาลศรีนครินทร์ 

ผลกำรศกึษำ: พบว่าร้อยละ 69 ของภาพทัง้หมด มค่ีาดชันชีีว้ดัปรมิาณรงัสอียูใ่นช่วงทีบ่รษิทัผูผ้ลติก�าหนด (S value 200-600) 
ร้อยละ 15 มีค่ามากกว่าที่ก�าหนด (S value >600) ซึ่งเป็นช่วงที่ปริมาณรังสีน้อยเกินไป (underexposure) และร้อยละ 16 มี
ค่า S value น้อยกว่าก�าหนด (S value <200) ซึ่งเป็นช่วงที่ปริมาณรังสีมากเกินไป (overexposure) เมื่อพิจารณาตามช่วง
เวลาของการใช้งานพบว่ามีแนวโน้มในการใช้ปริมาณรังสีในการถ่ายภาพมากขึ้น 

สรุปผลกำรศึกษำ: ผลจากการวิจัยแสดงให้เห็นถึงความจ�าเป็นที่บริษัทผู้ผลิตเครื่องต้องปรับเทียบดัชนีชี้วัดปริมาณรังสี 
(calibrate exposure index) ให้ถกูต้อง เพือ่ให้สามารถใช้ค่านีส้ะท้อนถงึปรมิาณรงัสทีีใ่ช้ในการสร้างภาพและคณุภาพของภาพ
ที่เกิดขึ้นได้อย่างแท้จริง และในการสร้างภาพทางรังสีนักรังสีเทคนิคต้องจัดท�า technique chart เพื่อก�าหนดค่าที่เหมาะสมใน
การถ่ายภาพรงัสทีกุอวยัวะ ซึง่จะช่วยลดปรมิาณรงัสีทีผู่ป่้วยได้รบัและยังคงได้ภาพรังสีทีม่คีณุภาพเพยีงพอต่อการวนิจิฉยัโรค
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 23-29

ค�ำรหัส: ค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสี การสร้างภาพรังสีด้วยระบบคอมพิวเตอร์ 

บทน�ำ

ปัจจบัุนการสร้างภาพรงัสด้ีวยระบบสกรนี-ฟิล์ม (screen-
film) แบบด้ังเดิมก�าลังจะถูกแทนท่ีการสร้างภาพรังสีด้วย
คอมพวิเตอร์ (computed radiography) ข้อจ�ากดัหนึง่ของฟิล์ม 
คือ มีช่วงในการตอบสนองต่อรังสีแคบ ดังน้ันเม่ือฟิล์มได้รับ
รงัสน้ีอยเกนิไป (underexposure) ภาพรงัสทีีป่รากฏจะมคีวาม
ด�าไม่เพยีงพอต่อการวนิจิฉยั แต่เมือ่ฟิล์มได้รบัรงัสมีากเกนิไป 
(overexposure) ภาพรังสีท่ีปรากฏจะมีความด�ามากเกินไป
ด้วยซึ่งไม่สามารถน�าไปวินิจฉัยโรคได้เช่นกัน เน่ืองจากการ
สร้างภาพในระบบสกรนี-ฟิล์มใช้ตวัรบัภาพ ตวับนัทกึภาพ และ
ตัวแสดงภาพเป็นตัวเดียวกัน คือ หลังจากท่ีเกิดภาพขึ้นจาก
กระบวนการล้างฟิล์มแล้วจะไม่สามารถปรับความด�าหรือ
คอนทราสต์ของภาพได้อีก อย่างไรก็ตาม ความด�าที่เกิดขึ้น 
บนภาพเป็นดัชนีที่ช่วยช้ีวัดให้ นักรังสีเทคนิคได้ทราบว่า
ปริมาณรังสีที่ใช้ในการสร้างภาพน้อยหรือมากเกินไปหรือไม่ 
ในขณะที่การสร้างภาพรังสีด้วยคอมพิวเตอร์ ใช้แผ่นรับภาพ 

(imaging plate) ในการรบัรงัสีซึง่มช่ีวงในการตอบสนองต่อรงัสี
กว้างกว่าระบบสกรนี-ฟิล์ม (ตัง้แต่ปรมิาณรงัสน้ีอยๆ ไปจนถงึ
ปริมาณรังสีมาก)4,10 เม่ือรับรังสีแล้วข้อมูลภาพจะได้รับการ
บันทึกลงหน่วย ความจ�าของคอมพิวเตอร์ แล้วน�าไปแสดงผล
ที่จอภาพ ดังนั้นตัวรับภาพ ข้อมูลภาพ และตัวแสดงภาพของ
ระบบสร้างภาพรังสีด้วยคอมพิวเตอร์แยกอยู่คนละส่วนกัน 
ความด�าบนภาพและคอนทราสต์ของภาพจงึสามารถปรบัปรงุ
ในภายหลังได้ โดยกระท�ากับข้อมูลท่ีอยู่ในหน่วยความจ�า11,12 

จึงท�าให้ภาพรังสีท่ีมีความด�าและคอนทราสต์ที่ไม่เหมาะสม
แทบไม่ปรากฏให้เห็น12,13 ซึ่งได้กลายเป็นข้อจ�ากัดของการ
สร้างภาพรงัสด้ีวยคอมพวิเตอร์ทีไ่ม่มข้ีอมลูย้อนกลบัให้นักรังสี
เทคนิคได้ทราบว่าปริมาณรังสีที่ใช้ในการสร้างภาพรังสีน้อย
เกินไปหรือมากเกินไป8   

ในการสร้างภาพรงัสีด้วยคอมพวิเตอร์เมือ่ก�าหนดเทคนคิ 
(kVp และ mAs) น้อยเกนิไปจะท�าให้มปีริมาณรังสทีีไ่ปกระทบ
กับตัวรับภาพต�่าเกินไป ส่งผลให้ได้สัญญาณภาพน้อยและ
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ท�าให้เกิดสัญญาณรบกวนบนภาพสูง (high image noise) 
มกัได้รบัการท้วงตงิจากรงัสีแพทย์ แต่เมือ่ก�าหนดเทคนคิมาก
เกินไปจะท�าให้มีปริมาณรังสีที่สูงไปกระทบกับตัวรับภาพ 
ส่งผลให้ได้สัญญาณต่อสัญญาณรบกวนมาก (high signal-to-
noise ratio) ท�าให้ได้ภาพที่มีคุณภาพดี13 และยังสามารถปรับ
คณุภาพของภาพรังสใีนภายหลงัได้อกี นกัรงัสเีทคนคิได้เรยีน
รูว่้าการตัง้เทคนคิน้อยมคีวามเสีย่งทีจ่ะได้ภาพทีด้่อยคุณภาพ 
จึงมีแนวโน้มที่จะเลือกปรับใช้เทคนิคที่ให้ปริมาณรังสีสูงๆ ซึ่ง
จะท�าให้ผู้ป่วยได้รับปริมาณรังสีเพิ่มขึ้นด้วย เกิดปรากฏการที่
เรียกว่า “dose creep” 3,14,15 

ค่าดชันชีีว้ดัปรมิาณรงัสเีป็นค่าปรมิาณรงัสีทีแ่ผ่นรับภาพ
ได้รับ ซึ่งมีความสัมพันธ์กับปริมาณรังสี (exposure level) ที่
ใช้ในการถ่ายภาพ16 เน่ืองจากผู้ผลิตระบบสร้างภาพด้วย
คอมพวิเตอร์ใช้เทคโนโลยแีละวธิกีารประเมนิค่าทีแ่ตกต่างกนั 
จึงมีการก�าหนดค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสี (exposure indices) 
และความสมัพนัธ์ของปรมิาณรงัสแีละค่าดชันชีีว้ดัปรมิาณรงัสี
ที่แตกต่างกัน ดังตารางที่ 117 บางบริษัทได้ก�าหนดค่าดัชนี
ชี้วัดปริมาณรังสี (exposure indices) ตามอวัยวะที่ต้องการ
สร้างภาพ เช่น บริษัทฟูจิได้ก�าหนดค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสี 
ดงัตารางที ่218 การตัง้ค่า exposure technique ทีส่งูเกนิไป ค่า 
S value ที่แสดงออกมาจะเป็นค่าตัวเลขที่ต�่าและการตั้งค่า 
exposure technique ที่ต�่าเกินไป ค่า S value ที่แสดงออกมา
จะเป็นค่าตัวเลขที่สูง

ภาพรังสีทรวงอกช่วยให้แพทย์สามารถมองเห็นพยาธิ-
สภาพที่เกิดขึ้นภายในร่างกายโดยไม่ต้องผ่าตัด ทั้งในการ
วนิจิฉยัในโรคปอดและหวัใจหลายโรครวมทัง้ใช้ในตดิตามการ
เปลี่ยนแปลงของโรคระหว่างการรักษา การถ่ายภาพรังสี
ทรวงอกจึงใช้ในการตรวจทางรังสีมากที่สุดเมื่อเทียบกับการ
ตรวจอืน่ๆ19,20 แม้ว่าการถ่ายภาพรงัสใีนท่า posterior–anterior 
(PA) ที่เป็นท่ามาตรฐานที่ใช้ในการถ่ายภาพรังสีทรวงอก 
ผู้ป่วยจะได้รับรังสี ประมาณ  0.02  mSv ต่อครั้ง 21,22  ซึ่งถือว่า
มปีรมิาณน้อย แต่การถ่ายภาพรงัสบ่ีอยคร้ังท�าให้ได้รบัปรมิาณ
รังสีมากขึ้น19    

บริษัทฟูจิได้ก�าหนดค่า S number ตามอวัยวะที่ท�าการ
บันทึกภาพ ในตารางท่ี 218 ค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสีท่ีบริษัท
ก�าหนดส�าหรับการถ่ายภาพรังสีทรวงอกและเป็นช่วงยอมรับ
ได้ (acceptable range) คือช่วงที่มีค่า S value อยู่ระหว่าง 
200-600 ซึ่งเป็นช่วงที่เกิดจากการตั้งค่า exposure ที่ได้ท�าให้
ผูป่้วยได้รับปรมิาณรงัสทีีเ่หมาะสมและได้ภาพรงัสทีีม่คีณุภาพ
เพียงพอต่อการวินิจฉัยโรคได้ ส�าหรับค่า S value ที่ต�่ากว่า 
200 จะให้ภาพ overexposure ซึ่งเป็นช่วงการตั้งค่าที่ให้
ปรมิาณรงัสีมากและให้สัญญาณในการสร้างภาพมากแต่ท�าให้
ผู้ป่วยได้รับปริมาณรังสีมากเกินความจ�าเป็น ส่วนภาพที่มีค่า 
S value  สูงกว่า 600 จะให้ภาพ underexposure เป็นช่วงการ
ตัง้ค่าทีใ่ห้ปรมิาณรงัสน้ีอยท�าให้มสีญัญาณรบกวนบนภาพรังสี 
ท้ังนี้ปัจจัยหลักท่ีมีผลต่อค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสีได้แก่ ค่า

Table 1 Exposure index, symbol and exposure dependent (adapted from Willis CE. Strategies for dose reduction in 
ordinary radiographic examination using CR and DR. Pediatric Radiology 2004; 34 (Suppl): 196-200)

Manufacturer Indicator name Symbol Exposure dependent

Fuji  CR Sensitivity number S number 200/S  α  X  (mR)

Kodak  CR Exposure  index EI EI + 300  =  2X

Agfa Log  of  median of histogram lgM lgM + 0.3  = 2X

Cannon Reached  exposure value REX REX  α   X (mR)

Phillips Exposure Index EI 100/S  α  X  (mR)

Siemens Exposure Index EI  EI / 100  =   X(µ Gy) 
* mR (milliroengent) is a radiation exposure unit , µGy (microgray) is a radiation absorbed dose

กิโลโวลต์ (kVp) ค่ามิลลิแอมแปร์วินาที (mAs) ระยะทางจาก
หลอดเอกซเรย์ถึงตวัรบัภาพ ชนดิของตวัรบัรงัส ี(detector)23,24 

นอกจากนัน้ในการใช้งานยงัมปัีจจยัทีเ่กีย่วข้องทีม่ผีลร่วมด้วย
ได้แก่  ขอบเขตพื้นที่รังสี โลหะต่างๆ ในตัวผู้ป่วย และอุปกรณ์
ก�าบังรังสีบริเวณอวัยวะสืบพันธุ์ (gonad shield)25 ในการวิจัย
ครัง้นีม้วีตัถปุระสงค์ของการศกึษาเพ่ือส�ารวจค่า S value จาก
ภาพถ่ายรังสีทรวงอกของผู้ป่วยที่รับบริการในโรงพยาบาล
ศรนีครนิทร์  มหาวทิยาลยัขอนแก่น ทีป่รากฏบนจอภาพว่าอยู่
ในช่วงที่บริษัทก�าหนด (manufacturer recommend range: 
MRR) หรือไม่ 

วัสดุและวิธีกำร		

การถ่ายภาพรังสีทรวงอกเป็นการตรวจทางรังสีที่พบ
บ่อยท่ีสุดในงานรังสีวิทยา1 รวมถึงการตรวจทางรังสีของ
โรงพยาบาลศรีนครินทร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ซึ่งมีการถ่าย
ภาพรังสีทรวงอกมากกว่าอวัยวะอ่ืนๆ (ประมาณร้อยละ 80) 
การศกึษาครัง้นีเ้ป็นการศกึษาย้อนหลงัเพือ่ส�ารวจค่าดชันชีีว้ดั
ปริมาณรังสี S value จากการถ่ายภาพรังสีทรวงอก ข้อมูลที่
ใช้ในการศึกษาได้มาจากระบบสื่อสารทางการแพทย์ (picture 
archiving and communication system: PACS) ของ
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โรงพยาบาลศรีนครินทร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น ที่สร้างภาพ
จากเครื่อง FCR 5000 ตั้งแต่เดือนมิถุนายน 2554 – มีนาคม 
2555 โดยเก็บประชากรทั้งหมด 3084 ราย คัดเลือกภาพรังสี
ทรวงอกเฉพาะที่ถ่ายภาพท่ายืน postero–anterior ในผู้ป่วย
ทีม่อีายตุัง้แต่ 16  ปีขึน้ไป และเป็นภาพรงัสทีีผ่่านการรายงาน
ผลโดยรังสีแพทย์เท่านั้น ท�าการบันทึกค่า S value วันและ
เวลาที่ตรวจและน�าข้อมูลไปวิเคราะห์ เปรียบเทียบกับค่าที่
บริษทัผูผ้ลติก�าหนด และวดัการกระจายของข้อมลูของตวัอย่าง
ทีศ่กึษา ในการวจิยัครัง้นีไ้ด้ผ่านการรบัรองจากคณะกรรมการ
วิจัยในมนุษย์มหาวิทยาลัยขอนแก่น (เลขที่ 551330)  

ผลกำรศึกษำ

 จากผลการศึกษาค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสีจากระบบการ
สร้างภาพทางรังสด้ีวยระบบคอมพวิเตอร์ (computed radiog-
raphy) ในผูป่้วยทีไ่ด้จากการถ่ายภาพรงัสทีรวงอก (chest PA 
upright) จากข้อมูลในระบบจัดเก็บภาพ (PACS system and 
radiology information system) และระบบสารสนเทศ 
โรงพยาบาลศรีนครินทร์ จากข้อมูลย้อนหลัง 10 เดือน จาก
ประชากรทั้งหมด 3084 ราย ที่ผ่านการคัดกรองเฉพาะผู้ป่วย
ที่มีช่วงอายุตั้งแต่ 16 ปี ขึ้นไป และภาพรังสีผ่านการแปลผล
โดยรงัสแีพทย์เท่าน้ัน  ได้ข้อมูลทัง้สิน้ 1005 ราย ผูป่้วยทัง้หมด
มีอายุเฉลี่ย  49.7±18.7 ปี เมื่อน�าผลข้อมูลที่ได้จากการส�ารวจ
มาท�าการเปรียบเทียบกับค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสีที่บริษัทผู้
ผลติก�าหนด พบว่ามจี�านวน 688 ราย (ร้อยละ 69) ของจ�านวน
ทั้งหมดมีค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสี อยู่ในช่วงท่ีบริษัทผู้ผลิต
ก�าหนด (S value 200-600) มีจ�านวน 153 ราย (ร้อยละ 15) 
มค่ีาดชันชีีว้ดัปรมิาณรงัสมีากกว่าทีก่�าหนด (S value มากกว่า 
600)  ซึ่งเป็นช่วงที่ปริมาณรังสีน้อยเกินไป (underexposure)  
และมีจ�านวน 164 ราย ( ร้อยละ 16 ) มีค่าดชันช้ีีวดัปรมิาณรงัสี
น้อยกว่าก�าหนด (S value น้อยกว่า 200) ซึง่เป็นช่วงทีป่รมิาณ
รังสีมากเกินไป (overexposure) ดังที่แสดงในแผนภูมิที่ 1

Table 2 S number for each examination recommended 
by Fuji CR

Examination  S-number

Chest general 200-600

Skull 100-400

Spine 100-400

Extremities 75-200

Chest Pedi 200-700

Chest port 100-400

Abdomen 100-400

GI tract 100-300

Abdomen Pedi 200-700
วิจำรณ์ผล		

จากผลการศึกษาแม้ว่าข้อมูลค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสี
จากการถ่ายภาพรังสีทรวงอกส่วนใหญ่อยู่ในช่วงค่าท่ีบริษัท
ก�าหนด (ร้อยละ 69) แต่มีข้อมูลบางส่วน (ร้อยละ 15) ที่มีค่า
ต�า่กว่าค่าทีก่�าหนด (ค่าทีก่�าหนด S value 200-600) ซึง่หมาย
ถึงมีการใช้ปริมาณรังสีมากเกินความจ�าเป็น นักรังสีเทคนิค 
ต้องพยายามเลือกต้ังเทคนิคในการสร้างภาพเพื่อให้ค่า 
S value อยู่ในช่วงทีก่�าหนด หากพจิารณามีการเลอืกใช้เทคนคิ
ในการสร้างภาพที่ท�าให้ค่า S value เพิ่มขึ้นเป็น 400–600 ซึ่ง
ยงัอยู่ในเกณฑ์ท่ีบรษิทัผูผ้ลติก�าหนด โดยการค�านวณปรมิาณ
รงัสตีามสตูรในตารางที ่1 ท�าให้ปริมาณรงัสทีีต่วัรบัภาพลดลง
ได้ ร้อยละ 50-77 ซึ่งช่วยให้ปริมาณรังสีที่ผู้ป่วยจะได้รับลดลง
ด้วย มรีายงานวิจยัว่าในต่างประเทศทัง้จากการส�ารวจและการ
ศึกษาในหุ่นจ�าลองท่ีพบว่าการสร้างภาพรังสีทรวงอกโดย
เครือ่งสร้างภาพรงัสีด้วยคอมพวิเตอร์ทีส่ามารถลดปริมาณรงัสี
ให้กับผู้ป่วยได้ และค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสียังอยู่ในขอบเขต
ที่ก�าหนดโดยคุณภาพของภาพรังสียังเป็นที่ยอมรับได้21,26 

นอกจากนั้น ยังพบว่ามีข้อมูลบางส่วน (ร้อยละ 16) ที่มี
ค่า S value สูงกว่าค่าที่ก�าหนด ซึ่งน่าจะมีผลต่อคุณภาพของ
ภาพรงัสทีีอ่าจจะมสีญัญาณรบกวนขึน้บนภาพ เป็นทีน่่าสงัเกต
ว่า แม้มีบางรายที่มีค่า S value สูงสุด 1294 แต่ภาพรังสีก็ได้
รับการอ่านผลโดยรังสีแพทย์ จึงท�าให้เกิดข้อสงสัยถึงความ
สัมพันธ์ของปริมาณรังสีกับค่า S value ของเครื่องสร้างภาพ
ว่ายังคงมีความถูกต้องหรือไม่ การที่เครื่องสร้างภาพไม่ได้รับ
การปรบัเทียบ (calibration) ค่า S value อย่างถกูต้องอาจท�าให้
ค่าดังกล่าวไม่สามารถเป็นดัชนีชี้วัดปริมาณรังสีได้และไม่
สามารถใช้เป็นค่าทีช่่วยในการสะท้อนกลับส�าหรบัการก�าหนด
เทคนิคในการสร้างภาพได้3 ซึ่งมีผลการศึกษาที่เกิด ขึ้นใน
ลักษณะนี้ที่มีการต้ังข้อสังเกตถึงความน่าเช่ือถือของค่าดัชนี
ชี้วัดปริมาณรังสี 5,26 นอกจากนั้น ยังมีรายงานการศึกษาที่
พบว่าค่าดัชนีชี้วัดปริมาณรังสีของเครื่องสร้างภาพ CR ของ
บริษัทเดียวกันในผู้ป่วยรายเดียวกันมีค่าความแตกต่างกันถึง 
ร้อยละ 5027   

Figure 1 Percentage of a range of S values
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การ calibrate ค่า S number ส�าหรับบริษัทฟูจิต้องตรวจ
สอบที่ 80 kVp ที่ระยะทาง 180 เซนติเมตรจากจุดโฟกัสของ
หลอดเอกซเรย์ โดยที่หลอดเอกซเรย์มีค่าการกรองรังสีไม่ต�่า
กว่า 3 mmAl ก�าหนดค่าเทคนคิให้ผลติรงัสปีรมิาณ 1 mR แล้ว
น�าตัวรับภาพไปรับรังสี และเครื่องอ่านภาพของบริษัทจะต้อง
อ่านค่า S ได้เท่ากับ 200 ซึ่งเป็นไปตามสูตรการค�านวณใน
ตารางที่ 1 โดยค่าดังกล่าวยอมให้ผิดพลาดไม่เกินร้อยละ 1028 
การปรับเทียบให้เครื่องสร้างภาพ CR สามารถรายงานค่าดัง
กล่าวได้ตามค่าทีก่�าหนดจะท�าให้ค่าดชันชีีว้ดัปรมิาณรงัสจึีงจะ
ใช้งานได้จริงและมีความน่าเชื่อถือ20 และเป็นแนวทางในการ
สร้างภาพที่ช่วยลดปริมาณรังสีให้แก่ผู้ป่วยได้ 29 

อย่างไรก็ตาม สาเหตุที่ค่า S value ของภาพรังสีทรวงอก
ทีศ่กึษามีค่าแตกต่างกนัมาก เนือ่งจากค่าดชันชีีว้ดัปรมิาณรงัสี
ขึ้นอยู่กับอวัยวะที่ถ่ายภาพ ความหนาของผู้ป่วย ค่ากิโลโวลต์
และค่า mAs 15  การควบคมุคอลลเิมเตอร์ การปรบัเทยีบเคร่ือง
สร้างภาพ CR14 ระยะทางจากจดุโฟกสัถงึตวัรบัภาพและสภาพ
การเปลี่ยน แปลงทางคลินิก20 เน่ืองจากการศึกษาน้ีเป็นการ

ศึกษาย้อนหลังไม่สามารถควบคุมปัจจัยอื่นๆ ที่มีผลต่อค่า S 
value ได้แก่ การเปิดคอลลิเมเตอร์ทีใ่ช้ควบคมุพืน้ทีร่งัสใีนการ
สร้างภาพรังสีทรวงอกในแต่ละครั้งอาจแตกต่างกัน หรือเมื่อมี
การถ่ายภาพแล้วไม่ได้น�าเข้าเครื่องอ่านภาพทันที ช่วงระยะ
เวลาดังกล่าวอาจท�าให้ค่า S value เพิ่มขึ้นได้ สาเหตุประการ
หนึ่งที่อาจมาจากการต้ังค่าเทคนิคของนักรังสีเทคนิค (kVp 
และ mAs) มีความหลากหลายไม่เป็นไปในทิศทางเดียวกัน 
และยังคงยึดเทคนิคเดิมที่เคยถ่ายภาพรังสีระบบสกรีน-ฟิล์ม 
แต่ยังไม่ได้ปรับไปใช้  high kVp technique

ผลการวิจัย ยังพบว่าการต้ังเทคนิคตามช่วงเวลาเมื่อมี 
การใช้งานไประยะหนึง่พบว่าการตัง้เทคนิคในการถ่ายภาพรงัสี
ด้วยระบบคอมพิวเตอร์มีแนวโน้มที่ท�าให้มีการใช้ปริมาณรังสี
ในการสร้างภาพมากขึ้น หรือเกิดปรากฎการณ์ dose creep 
สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีเคยมีการศึกษา26 ซึ่งเป็นไปได้ว่านัก
รังสีเทคนิคให้ความส�าคัญกับคุณภาพของภาพรังสีมากกว่า
ปริมาณรังสีที่ผู้ป่วยได้รับเนื่องจากยังไม่มีการศึกษาในเร่ือง
ปริมาณรังสีจากการสร้างภาพด้วยเครื่องสร้างภาพด้วย

Figure 2 The distribution of S value recorded from 1005 patients

Figure 3 The trend of S value recorded by the period of time
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CD147 scFv intrabody-mediated CD147 knockdown inhibits  
proliferation of human cervical cancer HeLa cells

Abstract

Introduction: CD147 is a glycoprotein of the immunoglobulin superfamily that is highly expressed on various 
cancers. CD147 regulates multiple processes including tumor growth, invasion, metastasis, and angiogenesis 
by interaction with its associated proteins including α3β1-integrin. α3β1-integrin is a multifunctional protein and 
contributes to the regulation of cell growth. Thus, inhibition of CD147 cell surface expression in tumor cells 
may attenuate the proliferation of cancers via dysregulation of α3β1-integrin. Intrabody is an alternative 
strategy for success in the functional knockdown of target molecules. The chimeric adenoviral vector Ad5/
F35 carrying gene encoding scFv against CD147 was generated for infecting low CAR-expressing cells by 
utilizing CD46 as the cellular receptor. 

Objectives: In this study, we proposed to examine the function of the scFv intrabody specific to CD147 using 
Ad5/F35 gene transfer vectors in the downregulation of CD147 expression as its conventional Ad5 gene 
transfer vector in the HeLa cells prior to transduction into low CAR-expressing cells. 

Materials and methods: The expression of adenoviral receptors, CAR, CD46, and αv-integrin, in HeLa cells 
was examined prior to the adenoviral transduction. The expression of α3β1-integrin and the proliferation of 
the CD147-knockdown HeLa cells were also investigated. 

Results: The results revealed that CAR, CD46, and αv-integrin are expressed on the cell surfaces of HeLa 
cells. Transduction of intrabody specific to CD147 using Ad5/F35-based vectors showed that the CD147 
expression on the cell surface of the transduced HeLa cells was significantly inhibited and that cell proliferation 
as measured by MTT assay was also significantly attenuated. Surprisingly, α3β1-integrin expression was not 
significantly reduced. Perturbation of the CD147 cell surface expression via scFv intrabody specific to CD147 
using Ad5/F35 gene transfer vector resulted in the inhibition of HeLa cell proliferation but it did not influence 
the α3β1-integrin expression. 

Conclusions: We postulated that CD147 may affect the expression or function of the other proteins involved 
in the proliferation. This hypothesis should be further investigated.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2014; 47(1): 30-36
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บทคัดย่อ

บทน�ำ: CD147 เป็นไกลโคโปรตีนในกลุ่ม อิมมูโนโกลบูลิน ซูเปอร์แฟมิลี ที่มีการแสดงออกมากในมะเร็งหลายชนิด CD147 มี
ส่วนควบคมุในหลายกระบวนการ เช่น การเจรญิเตบิโต การรกุราน การแพร่กระจาย และการสร้างเส้นเลอืดใหม่ของมะเร็งโดย
การปฏิสัมพันธ์กับโปรตีนท่ีท�างานร่วมกัน เช่น α

3
β

1
-integrin โดยพบว่า α

3
β

1
-integrin ซึ่งเป็นโปรตีนท�าหน้าท่ีหลากหลาย 

รวมถงึมส่ีวนช่วยในการควบคมุการเจรญิเตบิโตของเซลล์ ดังนัน้การยบัยัง้การแสดงออกของ CD147 ท่ีผวิของเซลล์มะเรง็อาจ
ส่งผลในการลดการแบ่งตวัเพิม่จ�านวนของมะเรง็ ซึง่อนิทราบอดจีดัเป็นทางเลอืกหนึง่ของกลยทุธ์ทีป่ระสบความส�าเรจ็ ในการ
ใช้ลดการท�างานของโมเลกุลเป้าหมาย โดยอะดิโนไวรัสเวคเตอร์ลูกผสม Ad5/F35 ที่มียีนก�าหนดการสร้างซิงเกิลเชนเอฟวี 
อินทราบอดีต่อ CD147 ได้ถูกสร้างขึ้นมาเพื่อใช้เข้าสู่เซลล์ที่มีการแสดงออกของ CAR receptor ต�่า โดยการใช้ CD46 
receptor แทน 

วัตถุประสงค์: เพื่อทดสอบการท�าหน้าที่ของ ซิงเกิลเชนเอฟวี อินทราบอดีต่อ CD147 ด้วยการใช้ Ad5/F35 เป็นเวคเตอร์น�า
ส่งยีนเพื่อลดการแสดงออกของ CD147 อย่างที่เคยใช้ Ad5 เป็นเวคเตอร์น�าส่งยีนเข้าสู่ HeLa ก่อนน�าส่งยีนเข้าสู่เซลล์ที่มีการ
แสดงออกของ CAR receptor ต�่าต่อไป 

วิธีกำรศึกษำ: ก่อนการน�าส่งอะดิโนไวรัสเวคเตอร์มีการตรวจการแสดงออกของ receptors ของอะดิโนไวรัส ได้แก่ CAR, 
CD46, และ α

v
-integrin ในเซลล์ HeLa รวมทั้งศึกษาการแสดงออกของ α

3
β

1
-integrin และการเพิ่มจ�านวนของเซลล์ HeLa ที่

ถูกลดการแสดงออกของ CD147 

ผลกำรศึกษำ: จากผลการศึกษาพบว่า มีการแสดงออกของ CAR, CD46 และ α
v
-integrin บนผิวเซลล์ของ HeLa และเมื่อ

น�าส่งอินทราบอดีที่จ�าเพาะต่อ CD147 ด้วย Ad5/F35 เวคเตอร์แล้วพบว่าการแสดงออกของ CD147 ที่ผิวเซลล์ลดลงอย่างมี
นัยส�าคัญ และการวัดการแบ่งตัวเพิ่มจ�านวนของเซลล์ HeLa ด้วยวิธี MTT ก็ลดลงด้วย แต่เมื่อศึกษาการแสดงออกของ α

3
β

1
-

integrin ในเซลล์ HeLa ที่ถูกน�าส่งอินทราบอดีที่จ�าเพาะต่อ CD147 ด้วย Ad5/F35 เวคเตอร์ไม่พบการแสดงออกที่ลดลง ทั้งนี้
การลดลงของ CD147 ทีผ่วิเซลล์ส่งผลให้มกีารยบัยัง้การเพิม่จ�านวนของ HeLa แต่ไม่มผีลต่อการแสดงออกของ α

3
β

1
-integrin 

สรุปผลกำรศึกษำ: จากผลการศึกษากล่าวได้ว่า CD147 อาจส่งผลต่อการแสดงออกหรือการท�างานของโปรตีนชนิดอื่นๆ ที่
เกี่ยวข้องกับกระบวนการเพิ่มจ�านวนของเซลล์ ซึ่งควรจะมีการศึกษาต่อไป
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 30-36

ค�ำรหัส: ซีดี147 ซิงเกิลเชนเอฟวี อินทราบอดี การเพิ่มจ�านวนของเซลล์

Introduction

CD147, known as extracellular matrix metallopro-
teinase inducer (EMMPRIN), belongs to the immuno-
globulin superfamily. It is a glycoprotein that is widely 
distributed on cell surfaces1 and highly enriched on 
the surfaces of malignant tumor cells such as those 
found in cases of breast cancer, hepatoma, esophageal 
carcinoma, colorectal carcinoma, ovarian carcinoma, 
and cervical cancer.2 It is involved in numerous 
physiological and pathological systems and exhibits 
several molecular and cellular characteristics. CD147 
takes an active part in tumor angiogenesis by elevating 
the vascular endothelial growth factor (VEGF) 
expression,3 and in metastasis by enhancing the 
MMPs expression.4 In addition, CD147 is also involved 
in cell proliferation process.5 CD147 interacts with 
many associated proteins in various processes. 
Integrins constitute a superfamily of membrane 
proteins that allow individual cells to communicate 
with their environment. Through their interactions with 
the extracellular matrix (ECM), external stimuli are 

transmitted internally via activation of various signaling 
cascades.6 α3β1-integrin, associated with CD147 at 
points of cell-cell contact, has been implicated in 
several processes critical to the promotion of cell 
adhesion, metastasis and angiogenesis,7 signaling,8 
chemotaxis, and proliferation.7 α3β1-integrin contributes 
to the regulation of cell growth via a signaling pathway 
involving mitogen-activated protein kinase.9 Previous 
studies report that silencing of CD147 by siRNA 
dramatically decreases cell proliferation.5 Intrabody 
is an antibody designed to express intracellularly. It 
can be directed to a specific target antigen present in 
subcellular locations.10 Intrabodies could be useful 
tools not only for interrupting, modulating, or defining 
the functions of proteins inside the cells, but also for 
clinical applications in cancer therapy.11 Recently, 
intrabody to CD147 was successfully generated in 
293A cells by using the recombinant scFv antibody 
fragments of the murine monoclonal antibody, clone 
M6-1B9. This scFv-M6-1B9 intrabody reacted 
specifically to CD147 and blocked the transportation 
of CD147 to the cell membrane.12 The scFv-M6-1B9 
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intrabodies to CD147 was firstly introduced into 
cervical cancer HeLa cells, using Adenovirus serotype5 
(Ad5)-based vectors. Ad5 fiber mediates transduction 
via the coxsackie-adenovirus receptor (CAR), and the 
penton base interacts with cellular αv-integrin.13 
However, Ad5 has been ineffective at infecting CAR-
negative cells. The chimeric adenoviral gene transfer 
vector was generated. Ad5-based vectors can be 
retargeted with the fiber receptor specificity of the 
serotype 35 adenovirus (Ad5/F35) to solve the 
insufficiency of the CAR on low CAR-expressing cells 
by utilizing CD46 as the cellular receptor.14 Ad5/F35 
carrying scFv to the CD147 gene was successfully 
constructed in our lab. Thus, it would be invaluable if 
the CD147-specific intrabody using the Ad5/F35 gene 
transfer vectors still retained its functional activity on 
CD147. This study aims to investigate the function of 
the scFv intrabody specific to CD147 using the Ad5/
F35 gene transfer vectors prior to transduction into 
low CAR-expressing cells. Additionally, the expression 
of α3β1-integrin and the proliferation of CD147-
knockdown HeLa cells using the Ad5/F35 gene 
transfer were investigated.

Materials and methods
Cell cultures and antibodies

The embryonic human kidney cell line (293A) was 
kindly provided by Assoc. Prof. Dr. Chatchai 
Tayapiwatana, Chiang Mai University, Thailand, and 
the cervical carcinoma cell line (HeLa) was kindly 
provided by Prof. Dr. Andre Lieber, University of 
Washington, Seattle, Washington, USA. 293A and 
HeLa were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle’s 
medium (DMEM) (Gibco, Carlsbad, CA) supplemented 
with 10% fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 
100 Units/mL penicillin, and 100 µg/mL streptomycin. 
The cells were maintained in a humidified atmosphere 
of 5% CO2 at 37°C. Anti-CD147 (clone M6-1B9) culture 
supernatant antibody (kindly provided by Prof. Dr. 
Watchara Kasinrerk, Chiang Mai University, Thailand), 
mouse anti-CAR mAb (clone RmcB) and mouse anti-
αv-integrin mAb, (clone L230) (kindly provided by Prof. 
Dr. Andre Lieber, University of Washington, Seattle, 
Washington, USA), mouse anti- α3β1-integrin (Abcam, 
Cambridge, MA), mouse anti-CD46 mAb (Beckman 
Coulter, Brea, CA), and PE-conjugated F(ab')2 
fragment of sheep anti-mouse immunoglobulins 
antibody (Dako, Glostrup, Denmark) were used in this 
study.

Analysis of Ad receptors, CD147, and α3β1-integrin 
by using flow cytometry

HeLa cells were washed with FACS diluents buffer 
and blocked with human AB serum for 30 minutes on 
ice. Then, 25 µL of anti-CD147 culture supernatant 
antibody, and 50 µL of mouse anti-α3β1-integrin, mouse 
anti-CAR, mouse anti-α v-integrin mAb, or mouse 
anti-CD46 mAb were added in blocked cells for 30 

minutes on ice. After washing, 25 µL of PE-conjugated 
F(ab')2 fragment of sheep anti-mouse immunoglobulins 
antibody was added and incubated for 30 minutes on 
ice. Finally, the cells were washed three times and 
re-suspended with 1% paraformaldehyde in FACS 
diluents. The fluorescence reactivity of the stained 
cells was investigated by flow cytometer (Becton 
Dickinson, Franklin Lakes, NJ).

Preparation of adenoviruses (Ad5/F35-scFv-M6-1B9, 
Ad5/F35-scFv-irrelevant, and Ad5/F35-GFP)

The adenovirus expressing the scFv intrabody to 
CD147 (Ad5/F35-scFv-M6-1B9) and the adenovirus 
expressing the scFv intrabody to the irrelevant protein 
(Ad5/F35-scFv-irrelevant) for intrabody control were 
kindly provided by Assoc. Prof. Dr. Chatchai Tayapi-
watana, Chiang Mai University, Thailand. Adenovirus 
not expressing the scFv intrabody (Ad5/F35-GFP) for 
transduction control was kindly provided by Dr. Saw-
See Hong, University of Lyon 1, France. The 
adenoviruses were generated and propagated as 
described elsewhere.12,15 Adenoviral titers were 
determined using plaque titration in 293A cells.15

Analysis of CD147 expression by Western blot analysis

HeLa cells were transduced at an MOI of 100 pfu/
cell of Ad5/F35-scFv-M6-1B9, Ad5/F35-scFv- 
irrelevant, or Ad5/F35-GFP, and harvested after 48 
hours. Then the membrane and the cytoplasmic 
protein were extracted by using a ProteoJET™ 
Membrane Protein Extraction Kit (Fermentas, St. 
Leon-Rot, Germany). After that, the protein was 
separated on a 12% SDS-PAGE gel under reducing 
conditions and then transferred onto a polyvinylidene-
fluoride (PVDF) membrane. The membranes were 
blocked with 5% skim milk in PBS and incubated with 
1 µg/mL rabbit anti-EMMPRIN polyclonal antibody 
(Invitrogen, Camarillo, CA). After washing with 0.1% 
Tween-20 in PBS, peroxidase-conjugated goat anti-
rabbit immunoglobulins antibody (Promega, Madison, 
WI) was added onto the membranes. Finally, the 
immunoreactive bands were visualized using an 
enhanced chemiluminescent (ECL) substrate 
detection system (Thermo Scientific, Waltham, MA). 
The intensity of the protein band was analyzed by 
using the Quantity One 1-D analysis software.

Analysis of cell proliferation by MTT assay

HeLa cells were transduced at an MOI of 100 pfu/
cell of Ad5/F35-scFv-M6-1B9, Ad5/F35-scFv-
irrelevant, or Ad5/F35-GFP, and incubated for 48 
hours. Then, 100 µL of the medium was removed and 
15 µL of the MTT dye (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) 
was added. The cells were further incubated for 
4 hours. After the supernatant was removed, 200 µL 
of DMSO was added to each well, and mixed 
thoroughly to dissolve the formazan crystals. The 
optical density was measured using an ELISA plate 
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reader at 540 nm with the reference wavelength at 
630 nm.

Results
Expression of adenoviral receptors, CAR, CD46, and 
αV-integrin, on HeLa cells

To determine the expression of the adenoviral 
receptor, HeLa cells were stained with antibodies that 
recognize the adenoviral receptors, that is, the anti-
CAR, anti-CD46, and anti-αV-integrin antibodies, and 
analyzed by using flow cytometry. The results showed 
that 88.54% of CAR, 99.82% of CD46, and 98.24% 
of αV-integrin were expressed on the surface of the 
HeLa cells, as shown in Figure 1A, 1B, and 1C. This 
result indicates that HeLa cells express all adenoviral 
receptors. Thus, HeLa cells can use either CAR for 
Ad5-based vectors or CD46 for the chimeric adenoviral 
vector Ad5/F35 vectors as receptors for different types 
of adenoviral transduction.

Expression of CD147 and α3β1-integrin on HeLa cells

To investigate the CD147 and α3β1-integrin 
expression on the cell surface of the HeLa cells prior 
to adenoviral transduction, the CD147 and α3β1-integrin 
expressions were examined by using flow cytometry. 
HeLa cells were stained with anti-CD147 and anti 
α3β1-integrin antibodies. The results showed that 
78.56% of CD147 and 77.27% of α3β1-integrin were 
expressed on the surface of the HeLa cells, as shown 
in Figure 1D and 1E. This demonstrates that CD147 
and α3β1-integrin are also expressed on the surface 
of HeLa cells.

Expression of CD147 in CD147-intrabody-transduced 
HeLa cells 

To assess the effect of the CD147-scFv intrabody 
on the CD147 expression, HeLa cells were transduced 
by Ad5/F35-scFv-M6-1B9, Ad5/F35-scFv-irrelevant, 
and Ad5/F35-GFP at 100 MOI. The membrane and 
the cytoplasmic fractions of the transduced HeLa cells 
were separated on 12% SDS-PAGE and electroblotted 
onto a PVDF membrane. The presence of CD147 in 
the fractionated cell was detected using Western blot 
analysis. The cell surface expression of CD147 was 
significantly decreased on the Ad5/F35-scFv-M6-1B9 
transduced HeLa cells compared to the Ad5/F35-scFv-
irrelevant-transduced HeLa cells, the Ad5/F35-GFP 
transduced HeLa cells, and the untransduced HeLa 
cells, as shown in Figure 2. This result indicates that 
the CD147-specific scFv intrabody could inhibit CD147 
expression on the cell surface of HeLa cells.

Cell proliferation of CD147-knockdown HeLa cells

To determine the cell proliferation of CD147-
knockdown HeLa cells, MTT assay was performed. 
The cell proliferation of the Ad5/F35-scFv-M6-1B9 
transduced HeLa cells was found to significantly 
decrease (80%) compared to that of the Ad5/F35-
scFv-irrelevant-transduced HeLa cells (100%), the 
Ad5/F35-GFP transduced HeLa cells (100%), and the 
untransduced HeLa cells (100%), as shown in Figure 3. 
This result reveals that the cell proliferation of the 
HeLa cells also decreases in the HeLa cells carrying 
the CD147-specific scFv intrabody.

Figure 1 The CAR, CD46, α V-integrin, CD147, and a3β1-integrin expressions on the cell surface of the HeLa cells

The HeLa cells were stained with anti-CAR mAb, anti-CD46 mAb, anti-α v-integrin mAb, anti-CD147 (M6-1B9) culture supernatant Ab, 
and anti- α3β1-integrin mAb. The fluorescence intensity of the conjugate control HeLa cells are shown in the form of the dashed line. (A) 
CAR, (B) CD46, (C) av-integrin, (D) CD147, and (E) α3β1-integrin expressions are shown in the solid shade. The y axis represents the 
cell numbers on a linear scale; the x axis shows the fluorescence intensity on a logarithmic scale.
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Expression of α3β1-integrin on cell surface of CD147-
knockdown HeLa cells

To investigate the α3β1-integrin expression on the 
surface of CD147-knockdown HeLa cells, transduced 
HeLa cells were stained with anti α3β1-integrin and 
analyzed by using flow cytometry. The result 
demonstrated that no significant difference in the 
α3β1-integrin expression was observed on the HeLa 
cells transduced by Ad5/F35-scFv-M6-1B9 when 
compared with the Ad5/F35-scFv-irrelevant and 
untransduced controls, as shown in Figure 4. This 
result indicates that down regulation of CD147 does 
not influence the expression of α3β1-integrin on HeLa 
cells.

Discussion

CD147 expresses on cell membrane of various 
cell types. It plays important roles in the regulation of 
cellular activities such as growth, survival, adhesion, 
and migration.16 Several studies have shown that the 
down regulation of the CD147 expression can reduce 
the progression of cancer cells. Currently, there are 

many techniques that have been introduced to reduce 
the expression of CD147. Intrabody strategy is a useful 
tool to modulate the expression pattern of an 
intracellular target gene.10  Adenoviral vectors remain 
an invaluable tool for gene transfer. Human adenovirus 
serotype 5 (Ad5) is the most commonly used 
adenoviral vector.17 Ad5 entry into cells by attachment 
of the fiber knob to a primary receptor, CAR, and 
followed by the interaction of the penton base with a 
secondary receptor, αv-integrin. Unfortunately, Ad5 
has been found ineffective at infecting CAR-negative 
cells. Lately, chimeric adenoviral vectors have been 
generated. The Ad5-based vectors were retargeted 
with the fiber receptor specificity of the adenovirus 
serotype 35 (Ad5/F35), and, because of this, they 
bypass the insufficiency of the CAR on the CAR-
negative cells by utilizing CD46 as a cellular receptor.14 
Thus, in this study, we investigated the expression of 
the adenoviral receptors, CAR, CD46, and αv-integrin, 
on HeLa cells. The result revealed that HeLa cells 
expressed all the adenoviral receptors. Thus, HeLa 
cells can use CD46 as receptors for the adenoviral 
transduction of the chimeric adenoviral vector Ad5/
F35 vectors. The Ad5/F35 vector carrying the gene 
encoding scFv to CD147 was successfully constructed 
in our lab. The function of the scFv intrabody specific 
to CD147 using Ad5/F35 gene transfer vectors as its 
conventional AD5 gene transfer vector was investigated 
in HeLa cells prior to the transduction into low CAR-
expressing cells. The result showed that the CD147 
scFv intrabody using Ad5/F35 could inhibit CD147 
expression on the cell surface of HeLa cells, as 
demonstrated in our previous study which used Ad5-
based vectors.18

Figure 2 The CD147 expression on the CD147-knockdown HeLa 
cells with the CD147-intrabody

The HeLa cells were transduced by Ad5/F35-scFv-M6-1B9, Ad5/
F35-scFv-irrelevant, and Ad5/F35-GFP at 100 MOI. The 
transduced HeLa cells were extracted separated on 12% SDS-
PAGE, and electroblotted onto a PVDF membrane. The expression 
of CD147 was detected by using anti-EMMPRIN pAb (55 kDa). 
β-actin (43 kDa) and GAPDH (37 kDa) were used as the loading 
controls. (A) Membrane protein and (B) cytoplasmic protein are 
also shown in the figure. The proteins were obtained from the 
untransduced HeLa cells (lane 1), Ad5/F35-GFP transduced HeLa 
cells (lane 2), Ad5/F35-scFv-irrelevant-transduced HeLa cells 
(lane 3), and Ad5/F35-scFv-M6-1B9 transduced HeLa cells (lane 
4). The data represent one of the three independent experiments. 
(C) The data represent the average percentage of the CD147 
expression ± SD of the three independent experiments. The gray 
bars are used to show the membrane protein and the black bars 
are used to show the cytoplasmic protein. “*” demonstrates the 
statistically significant difference (p<0.05).

Figure 3 The cell proliferation of the CD147-knockdown HeLa cells

The transduced HeLa cells were incubated with MTT dye and the 
formazan crystals were dissolved with DMSO. The cell 
proliferation was calculated from the optical density of the solution 
at 540 nm. The data represent the average percentage of the cell 
proliferation ± SD of the three independent experiments. “*” 
demonstrates the statistically significant difference (p<0.05).
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CD147 modulates cell proliferation which serves 
as a receptor for cyclophilin A.19 Depletion of CD147 
results in changes in the AMP-activated protein kinase 
(AMPK) and the mammalian target of rapamycin 
(mTOR) pathways, leading to diminished proliferation.20 
In this study, we investigated the effect of CD147 on 
cell proliferation of the CD147-knockdown HeLa cell 
using the chimeric adenoviral vector Ad5/F35 vector 
carrying gene encoding scFv to CD147. The result 
indicated that the inhibition of CD147 by CD147-
specific scFv intrabody also decreased HeLa cell 
proliferation. This result is concordant with the 
previous study, which showed that the down regulation 
of the CD147 gene expression via RNA interference 
reduced the expression of CD147 at protein level and 
the cell proliferation in T-lymphoma.21

Integrins are cell-surface dimers composed of one 
α subunit and one β subunit. Integrins are known to 
associate with a number of accessory molecules 
including CD147 that may act to regulate their 
activity.22 Previous studies have shown that CD147 
was recently found to co-immunoprecipitate with 
α3β1-integrins within the plasma membrane of HT1080 
fibrosarcoma cells.23 In this study, we found that 
CD147 and α3β1-integrins were expressed on the cell 
surfaces of HeLa cells. We further investigated the 
expression of α3β1-integrins on CD147-knockdown 
HeLa cells using the chimeric adenoviral vector Ad5/
F35 vector carrying gene encoding scFv to CD147. 
The result showed that α3β1-integrin did not attenuate 
in those HeLa cells carrying the scFv-CD147 
intrabody. α3β1-integrin -mediated ECM adhesion is 
required for mammary epithelial proliferation, but the 
mechanism is not known.24 Previous studies have 

reported the antibodies against the human α3β1-integrin 
inhibiting the proliferation of MCF-10A, the breast 
cancer cells.9 This study, however, found that the down 
regulation of the CD147 expression resulted in the 
inhibition of the HeLa cell proliferation but it did not 
influence the α3β1-integrin expression. It is possible 
that CD147 may impact the expression or function of 
the other proteins involved in the proliferation process 
of the HeLa cells.

Conclusion

We demonstrated that using Ad5/F35 gene 
transfer vectors carrying gene encoding scFv 
intrabody specific to CD147 successfully decreases 
CD147 cell surface expression and suppresses cell 
proliferation in HeLa cells. However, CD147-specific 
scFv intrabody does not influence the α3β1-integrin 
expression. CD147 may affect the expression or 
function of other proteins involved in the proliferation. 
This hypothesis should be further investigated. 
Understanding the role of CD147 in affecting the 
proliferation of cervical cancer would be useful in 
understanding the molecular function of CD147 and 
in developing cancer treatment in the future.
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การแยกส่วนประกอบภายในแผ่นไขมัน 
โรคหลอดเลือดแดงคาโรติดแข็งตัว
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Classification of carotid atherosclerotic plaque components using T2 mapping 
technique from magnetic resonance imaging

Abstract

Introduction: Vulnerable plaque or soft plaque potentially increases risk of stroke. Accurate plaque 
characterization is a demand for treatments. To date, magnetic resonance imaging (MRI) using multi-
weighted images, T1 weighted (T1W), T2 weighted (T2E), and proton density weighted (PDW), is one of the 
best available tools. Due to the spin-spin relaxation property, different tissues reveal differences of T2s. We 
proposed T2 mapping for analysis plaque components, and to examine the possibility of using T2 mapping 
for carotid atherosclerotic plaque characterization.         

Materials and methods: The 1.5 Tesla Philips, Acheiva Nova Dual, MRI scanner was employed to this study. 
T2 mapping images of a phantom made from 4 types of tissues were compared with T1W, T2W, and PDW 
images in term of accuracy. The comparisons were also performed on 4 different specimens and 8 volunteers 
diagnosed with carotid atherosclerosis. Axial images were acquired along the length of the phantoms with 
a scanning protocol including Spin echo-multi-echoes pulse sequence at 8 echo time (8TEs) from 15 ms. to 
120 ms, inter-echo time 15 ms, field of view (FOV) 140x140 mm., matrix size 200x219, flip angle 90 degree, 
number of signal average (NSAs) 4, repetition time (TR) 1,333 ms, and slice thickness 3 mm. For the 8 
human volunteers, axial images were acquired at the narrowest stenosis of the carotid artery with a scanning 
protocol slightly modified from that of the phantoms to suit for human scanning. The axial images from the 
8 TEs were fit for T2 in each pixel with a simple mono-exponential model for generating T2 mapping. The 
accuracy of the images at the same location between the T2 mapping and the 3 weighted images were 
compared.

Results: The results from 4 known types of tissues showed that 4 major groups of tissues were classified 
with T2 mapping. Each group of the classification has a frequency over 60% of the maximum frequency, 
while T1W, T2W and PDW images were classified with intensity contrast into 2, 2 and 3 groups, respectively. 
However, the study in the specimen phantoms and the human volunteers were not validated due to little 
concordance of slice location between the images and those of the pathology section.

Conclusions: The T2 mapping showed more accurate classification in known types of tissue phantom 
compared to those of the T1W, T2W and PDW. However, the study in humans may need further study.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2014; 47(1): 37-44
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บทคัดย่อ

บทน�ำ: แผ่นไขมันชนิดอ่อน (vulnerable plaque) มีความเสี่ยงสูงที่ท�าให้เกิดโรคหลอดเลือดสมอง (stroke) ความถูกต้องใน
การแยกประเภทแผ่นไขมนัจึงมคีวามจ�าเป็นอย่างยิง่ต่อการรักษา ปัจจบุนัการวนิจิฉยัโดยใช้ภาพเอม็อาร์ ด้วยภาพน�า้หนกั T1, 
T2 และ proton density เป็นวิธีที่ดีที่สุดวิธีหนึ่ง เนื่องจากเนื้อเยื่อต่างชนิดกันมีคุณสมบัติของ T2 relaxation ต่างกัน ดังนั้น 
คณะผูว้จิยัจงึได้เสนอการใช้ภาพแผนทีค่่า T2 ในการวเิคราะห์หาส่วนประกอบของแผ่นไขมันและเพือ่ศกึษาถงึความเป็นไปได้
ในการใช้ภาพแผนทีค่่า T2 (T2 mapping) เพ่ือจ�าแนกส่วนประกอบภายในแผ่นไขมนัในผู้ป่วย โรคหลอดเลอืดแดงคาโรตดิแขง็
ตัวจากแผ่นไขมัน (carotid atherosclerotic plaque)

วสัดแุละวิธีกำรวจิยั: ใช้เครือ่งตรวจคลืน่แม่เหล็กไฟฟ้า 1.5 เทสลา (1.5 Tesla, Achieva nova dual Philips) สร้างภาพแผนที่
ค่า T2 เปรียบเทียบกับภาพ T1 weighted (T1W), T2 weighted (T2W) และ Proton Density Weighted (PDW) จากหุ่น
จ�าลองที่สร้างขึ้นจากเนื้อเยื่อ 4 ชนิด หุ่นจ�าลองตัวอย่างสิ่งส่งตรวจของแผ่นไขมันจ�านวน 4 ตัวอย่างและในอาสาสมัครที่ป่วย
เป็นโรคหลอดเลือดแดงคาโรติดแข็งตัวจากแผ่นไขมัน (carotid atherosclerotic plaque) จ�านวน 8 ราย ท�าการสร้างภาพตาม
ระนาบตัดขวางตลอดความยาวของหุ่นจ�าลองทั้งสองชนิดด้วยเทคนิคแบบ spin echo-multi-echoes pulse sequence ที่ 8 
echo time (8 TEs) ตั้งแต่ 15 มิลลิวินาที ถึง 120 มิลลิวินาที เวลาระหว่างแต่ละเอคโค่เท่ากับ 15 มิลลิวินาที พื้นที่การมอง
เห็น (field of view, FOV) 140x140 มิลลิเมตร ความละเอียดภาพ (matrix size) 200x219  มุมของการกระตุ้นแมกเนไทเซชั่น 
(flip angle) 90 องศา เกบ็สญัญาณเพือ่น�ามาเฉลีย่สีค่รัง้ (4 number of signal average, NSAs) เวลาในการกระตุน้ซ�า้ (repetition 
time, TR) 1,333 มิลลิวินาที และความหนาของสไลด์ (slice thickness) 3 มิลลิเมตร ในอาสาสมัครทั้ง 8 ราย สร้างภาพตาม
ระนาบตัดขวางของหลอดเลือดแดงคาโรติดบริเวณที่มีการตีบตันจากแผ่นไขมัน ด้วยเทคนิคที่ใกล้เคียงกันโดยปรับเพียงบาง
พารามิเตอร์ให้เหมาะสมกับการศกึษาในมนษุย์ น�าภาพตามระนาบตดัขวางทีไ่ด้จาก 8 TEs มาฟิตเคอร์ฟ (curve-fitting) ในแบบ 
simple mono-exponential เพื่อสร้างแผนที่ค่า T2 โดยการแทนค่า T2 ในทุกๆ พิกเซลบนภาพที่ได้จากการฟิตเคอร์ฟและน�า
ภาพแผนที่ค่า T2 ที่ได้ไปเปรียบเทียบกับความถูกต้องกับภาพทั้ง 3 weighted images ที่ต�าแหน่งเดียวกัน 

ผลกำรวิจัย: ผลการศึกษาในหุ่นจ�าลองที่มีเนื้อเยื่อ 4 ชนิด พบว่าภาพแผนที่ค่า T2 สามารถจ�าแนกชนิดเนื้อเยื่อออกได้เป็น 
4 กลุ่มใหญ่โดยที่แต่ละกลุ่มมีค่าความถี่เกิน 60 เปอร์เซ็นต์ของความถี่สูงสุดในขณะที่ภาพ T1W และ T2W ค่าความเข้มของ
พิกเซลบนภาพจ�าแนกชนิดเนื้อเยื่อออกได้เพียง 2 กลุ่มที่ค่าความถี่เกิน 60 เปอร์เซ็นต์ของความถี่สูงสุด และ PDW จ�าแนก
ชนดิเนือ้เยือ่ออกได้เป็น 3 กลุม่ แต่การศกึษาในหุน่จ�าลองตัวอย่างส่ิงส่งตรวจและในอาสาสมคัรผลชิน้เนือ้และภาพเอม็อาร์เป็น
คนละต�าแหน่งกันจึงไม่สามารถยืนยันความถูกต้องของเทคนิคได้ 

สรุปผล: การจ�าแนกชนิดของเนื้อเย่ือด้วยภาพแผนท่ีค่า T2 มีความถูกต้องกว่าการใช้ภาพจาก 3 weighted images 
จากการศึกษาในหุ่นจ�าลองที่ทราบชนิดของเนื้อเยื่อ แต่ในอาสาสมัครที่เป็นผู้ป่วยจริงควรได้รับการศึกษาเพิ่มเติม
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 37-44

ค�ำรหัส:  atherosclerotic plaque, plaque characterization, soft plaque, vulnerable plaque, T2 mapping

บทน�ำ			

โรคหลอดเลือดแดงแข็งตัวจากแผ่นไขมัน (plaque)1 ซึ่ง
ภายในอาจประกอบด้วยไขมัน เลือด หรือ หินปูนส่วนใหญ่มัก
เกิดกับหลอดเลือดแดงคาโรติด (carotid artery) บริเวณพื้น 
ผิวภายในแผ่นไขมันอาจเป็นได้ท้ังแผ่นไขมันชนิดอ่อน 
(vulnerable plaque)2-4 และแผ่นไขมันชนิดแข็ง (burden 
plaque)5,6 แผ่นไขมันชนิดแข็งเกิดจากการสะสมของไขมันใน
ผนงัหลอดเลอืดจนกลายไปเป็นหินปนูแคลเซียม (calcification) 
ท�าให้หลอดเลอืดตบีเท่านัน้และมคีวามเสีย่งน้อยในการพฒันา
สู่การเป็นโรคหลอดเลือดสมองขาดเลือด ในขณะที่แผ่นไขมัน
ชนิดอ่อน (vulnerable plaque) ซึ่งประกอบด้วยแผ่นไขมันที่มี
แกนกลางเน่าตาย (lipid rich necrotic core, LRNC) เมด็เลอืด

แดงที่แทรกซึมในแผ่นไขมัน (intraplaque hemorrhage) และ 
dense fibrous tissue เป็นต้น แผ่นไขมันชนิดนี้เป็นชนิดที่มี
อนัตรายและมคีวามเสีย่งสงูทีจ่ะเกดิการปรแิตกและเป็นสาเหตุ
ของการอุดตันของหลอดเลือดโดยฉับพลันและเกิดโรคต่างๆ 
ตามมาได้ เช่น โรคหลอดเลือดสมองขาดเลอืด ตาบอดช่ัวขณะ 
อัมพาต เป็นต้น7-12 ดังนั้น การตรวจหาส่วนประกอบภายใน
แผ่นไขมันชนิดอ่อนจึงมีประโยชน์ต่อผู้ป่วยและการวางแผน
การรักษาของแพทย์อย่างมาก เครื่องมือท่ีใช้ในการตรวจหา
การอุดตันของหลอดเลือดจากแผ่นไขมันในปัจจุบัน ได้แก่ 
เครื่องอัลตร้าซาวด์ (ultrasound, U/S) เครื่องเอกซเรย์
คอมพิวเตอร์ (computed tomography, CT) และเครื่อง
เอกซเรย์ระบบหลอดเลือด (digital subtraction angiography, 
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DSA) แต่เครื่องมือดังกล่าวยังไม่สามารถที่จ�าแนกชนิดของ
แผ่นไขมันได้อย่างชดัเจนเนือ่งจากมข้ีอจ�ากดัในการแยกความ
แตกต่างของเนื้อเยื่อท่ีมีความแตกต่างกันเพียงเล็กน้อย เช่น 
ไม่สามารถแยกความแตกต่างระหว่าง fibrous และ fatty 
plaque ได้13-16 ปัจจบุนัการตรวจวินจิฉยัเพ่ือแยกชนดิของแผ่น
ไขมันสามารถท�าได้ด้วยเครือ่งตรวจคลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้า (MRI) 
โดยแพทย์ผู้แปลผลต้องอาศัยรายละเอียดจากภาพในหลายๆ 
น�้าหนัก (multiple contrast weighted images) ประกอบการ
วินิจฉัยจึงจะสามารถจ�าแนกชนิดของแผ่นไขมันได้17-22 และ
เทคนิคน้ีต้องอาศัยความ ช�านาญของแพทย์ผู้แปลผลและมัก
เป็นภาพทีไ่ด้จากเครือ่งตรวจคลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้าความแรงของ
สนามแม่เหล็กสูงระดับ 3 เทสลา (tesla) ขึ้นไป เนื่องจาก
สามารถสร้างภาพที่ให้รายละเอียดสูง (high resolution 
contrast) ได้17,23-25 จากการศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าแผ่นไขมัน
ชนิดที่มีความซับซ้อน (complex mixture plaque) ไม่สามารถ
วินิจฉัยเพื่อจ�าแนกประเภทของแผ่นไขมันได้ซึ่งเป็นปัญหาท่ี
ส�าคัญ21,26,27  คณะผู้วิจัยจึงมีความสนใจศึกษาความเป็นไปได้
ในการใช้เครือ่งตรวจคลืน่ แม่เหลก็ไฟฟ้าขนาด 1.5 เทสลา ซึง่
เป็นเครื่องมือที่ใช้ในระดับการตรวจทางคลินิกท่ีใช้กันอย่าง
แพร่หลาย โดยการศกึษานีไ้ด้เสนอเทคนคิใหม่เพือ่จ�าแนกองค์
ประกอบภายแผ่นไขมันโดยการสร้างภาพแผนท่ีค่า T2 (T2 
mapping) ในทุกๆ พิกเซลบนภาพ โดยอาศัยหลักการที่ว่าค่า 
T2 เป็นคณุสมบตัเิฉพาะของเนือ้เยือ่แต่ละชนดิทีม่จี�านวนของ
โปรตอนด�ารงอยู่โดยเนื้อเยื่อต่างชนิดกันมีค่า T2 ต่างกัน เช่น 
lipid core, fibrous cap เนื้อเยื่อปกติ (normal tissue) และ
แคลเซียม (calcium) มีค่า T2 เท่ากับ 28.1±5.9 มิลลิวินาที 
51.2±9.6 มิลลิวินาที 48.2±7.4 มิลลิวินาที และ 52±21 มิลลิ
วินาที ตามล�าดับ28,29 ดังนั้นภาพแผนที่ค่า T2 ของแผ่นไขมัน
จึงน่าจะมีความเป็นไปได้ในการจ�าแนกชนิดองค์ประกอบ
ภายในแผ่นไขมัน ซึ่งแตกต่างจากวิธีเดิมที่อาศัยความเปรียบ
ต่างจาก ความเข้มของสัญญาณบนภาพ (image intensity 
contrast) ในการวินิจฉัยและการวินิจฉัยต้องอาศัยภาพจาก
หลายน�้าหนักมาประกอบกัน ดังนั้น หากภาพใดภาพหนึ่งเกิด
ความบกพร่อง (artifact) อาจท�าให้การวินิจฉัยเป็นไปได้ยาก 

วัสดุและวิธีกำร

งานวิจัยนี้ ได้ท�าศึกษาท้ังกับหุ่นจ�าลองท่ีสร้างขึ้นและ
ทราบชนดิของเนือ้เยือ่ หุน่จ�าลองตวัอย่างสิง่ส่งตรวจของแผ่น
ไขมัน (carotid endarterectomy, CEA) และศึกษากับอาสา
สมัครทีไ่ด้รบัการวนิจิฉยัจากแพทย์ว่าป่วยเป็นโรคหลอดเลือด
แข็งตัวจากแผ่นไขมัน (carotid atherosclerotic plaque) จาก
การประเมินในเบื้องต้นด้วยเครื่องอัลตร้าซาวด์ และผลการ
ตรวจทางคลนิกิอืน่ๆ เช่น ทดสอบการมองเหน็ของผูป่้วย การ
พูด การทรงตัว เป็นต้น ท�าการศึกษาโดยใช้เครื่องตรวจ
คลืน่แม่เหลก็ไฟฟ้าขนาด 1.5 เทสลา (Achieva nova dual 1.5 
Tesla, Philips, Netherland) ศกึษากบัหุน่จ�าลองโดยใช้ขดลวด
รับสัญญาณแบบ SENSE knee coil 4 elements ด้วยเทคนิค

การสร้างภาพ spin echo multi-echoes pulse sequence และ
ท�าการศึกษากับอาสาสมัครใช้ขดลวดรับสัญญาณแบบ 
SENSE neuro vascular phase array coil 16 elements ด้วย
เทคนิคการสร้างภาพ black blood spin echo multi-echo 
pulse sequence วิเคราะห์ข้อมูลเพื่อสร้างภาพแผนที่ค่า T2 
ด้วยโปรแกรมที่พัฒนาขึ้นเองจากโปรแกรม Matlab version 
7.9.0  

กำรศึกษำในหุ่นจ�ำลอง	(phantom	study)									

ศึกษากับหุ่นจ�าลองท่ีทราบชนิดเน้ือเย่ือท่ีสร้างขึ้นจาก
เนื้อเยื่อ 4 ชนิดของหมู ประกอบด้วยส่วนของเนื้อหมูที่ไม่มี
ไขมนัซึง่ใช้เป็นตัวแทน เนือ้เยือ่ปกต ิ(normal tissues) ส่วนของ 
ไขมนั (fat) ใช้เป็นตวัแทน lipid ส่วนของกระดกูอ่อน (cartilage) 
ใช้เป็นตัวแทนหินปูนแคลเซียม (calcification) และส่วนของ
เลือด (blood clots) ใช้เป็นตัวแทน hemorrhage ที่เกิดจาก
การปรแิตกของแผ่นไขมนั (plaque rupture) โดยบรรจเุนือ้เยือ่
ทั้ง 4 ชนิด ในหลอดดูดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 2 เซนติเมตร 
สูง 4 เซนติเมตร ในปริมาณที่ใกล้เคียงกัน และแช่ในภาชนะที่
บรรจนุ�า้ทีม่ขีนาดกว้าง 18 เซนตเิมตร ยาว 18 เซนตเิมตร และ
สูง 12 เซนติเมตร ที่ปิดสนิท นอกจากนี้สร้างหุ่นจ�าลองที่มา
จากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจของแผ่นไขมัน (CEA) จากทั้งหมด 4 
ตัวอย่าง ท่ีได้หลังการผ่าตัดจากผู้ป่วยโรคหลอดเลือดแดงคา
โรติดแข็งตัวจากแผ่นไขมันโดย พันชิ้นเนื้อส่ิงส่งตรวจรอบ
หลอดดูดขนาดเส้นผ่าศูนย์กลาง 0.5 เซนติเมตร สูง 10 
เซนติเมตร  และตรึงต�าแหน่งของชิ้นเนื้อสิ่งส่งตรวจด้วยเชือก
กบัหลอดดูดเพือ่ป้องกนัการเคลือ่นทีร่ะหว่างท�าการศกึษาแล้ว
น�าไปใส่ในหลอดพลาสติกทรงกระบอกขนาดเส้นผ่าศนูย์กลาง 
2 เซนติเมตร สูง 12 เซนติเมตร แล้วเติมน�้ายารักษาสภาพ
บฟัเฟอร์ฟอร์มาลินความเข้มข้น 10 เปอร์เซน็ต์ (10% neutral 
buffered formalin, NBF)30,31 เพือ่เป็นการรกัษาสภาพของแผ่น
ไขมันให้มีความสมบูรณ์ตลอดเวลาที่ท�าการศึกษาแล้วน�าไป
แช่ในภาชนะที่บรรจุน�้าขนาดกว้าง 18 เซนติเมตร ยาว 18 
เซนติเมตร และสูง 12 เซนติเมตร ที่ปิดสนิท ท�าการสร้างภาพ
ตามระนาบตัดขวาง (cross-sections) ตลอดความยาวของหุน่
จ�าลองทัง้สองชนดิ ด้วยเทคนคิการสร้างภาพแบบ spin echo-
multi-echoes pulse sequence ด้วยพารามิเตอร์ดังต่อไปนี้ 
8 เอคโค่ (8 echoes times, 8 TEs) ตัง้แต่ 15 มลิลวิินาท ีถงึ 120 
มลิลิวนิาท ีเวลาระหว่างแต่ละเอคโค่เท่ากบั 15 มลิลวิินาท ีพืน้ที่
การมองเห็น  (field of view, FOV) 140x140 มิลลิเมตร ความ
ละเอียดภาพ (matrix size) 200x219 มุมของการกระตุ้นแมก
เนไทเซชั่น (flip angle) 90 องศา เก็บสัญญาณเพื่อน�ามาเฉลี่ย
สี่ครั้ง (4 number of signal average, NSAs) เวลาในการกระ
ตุ้นซ�้า (repetition time, TR) 1,333 มิลลิวินาที และความหนา
ของสไลด์ (slice thickness) 3 มิลลิเมตร น�าภาพที่ได้จากการ
สร้างภาพตามระนาบตดัขวางมาวาดบรเิวณทีส่นใจ (region of 
interest, ROIs) เพื่อแทนที่ค่า T2 ในภาพแผนที่ค่า T2 โดย
การฟิตเคอร์ฟ (curve-fitting) แบบ simple mono-exponential 
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ดังสมการที่ 1 และน�าภาพแผนที่ค่า T2 เปรียบเทียบกับภาพ 
multiple contrast weighted images ที่ต�าแหน่งเดียวกัน

- S1 คือ ความเข้มของสัญญาณภาพ (image signal intensity) ที่เวลา TE ใดๆ

- P
O
 คือ ค่าคงที่ หรือ ความเข้มของสัญญาณภาพ ที่เวลา TE = 0

- TE คือ ช่วงเวลาที่ท�าการกระตุ้นจนเกิดเอคโค่ใดๆ (echo time, มิลลิวินาที)

- T2 คือ ช่วงเวลาผ่อนคลายเนื้อเยื่อ (relaxation time, มิลลิวินาที)

กระบวนกำรทำงพยำธิวิทยำ	(histology	processing)

น�าตัวอย่างส่ิงส่งตรวจของแผ่นไขมันท่ีได้หลังการผ่าตัด
ทั้งหมด 4 ตัวอย่างแช่ในบัพเฟอร์ฟอร์มาลินความเข้มข้น 
10 เปอร์เซ็นต์ (NBF) ให้ท่วมชิ้นเนื้อ พยาธิแพทย์พิจารณา
ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจด้วยตาเปล่าเพื่อประเมินพยาธิสภาพโดย
ทั่วๆ ไปของตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ หลังจากน้ันวัดขนาดของ
ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ แล้วตัดตัวอย่างออกเป็นช้ิน (section) 
มคีวามหนาชิน้ละ 3-4 มลิลิเมตร ตลอดความยาวของตวัอย่าง
สิ่งส่งตรวจ เพื่อให้สอดคล้องกับชั้นความหนาท่ีได้จากภาพ
เครื่องตรวจคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า (ความหนา 3 มิลลิเมตร) และ
ตรึงตัวอย่างสิ่งส่งตรวจด้วย paraffin bloc ย้อมสีด้วย 
hematoxyline-eosin และท�า serial section ทุก 5 ไมโครเมตร 
ที่ต�าแหน่งเดียวกันกับภาพเครื่องตรวจคลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า 

กำรศึกษำในอำสำสมัคร	(human	subject	study)		

ท�าการศึกษากับอาสาสมัครท่ีเป็นโรคหลอดเลือดแดง
คาโรติดแข็งตัวจากแผ่นไขมัน จ�านวน 8 ราย ประกอบด้วย
เพศหญิง 4 ราย เพศชาย 4 ราย อายุระหว่าง 48-76 ปี อาสา
สมัครที่เข้าร่วมการวิจัยต้องไม่มีข้อห้ามส�าหรับการตรวจด้วย
เคร่ืองตรวจคล่ืนแม่เหล็กไฟฟ้าและรับทราบถึงความเสี่ยงใน
การตรวจพร้อมเซ็นยินยอมเข้าร่วมในการศึกษา การศึกษานี้
ได้ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมเพื่อการวิจัย

คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ โดยสร้างภาพตาม
ระนาบตดัขวางบรเิวณหลอดเลอืดแดงคาโรตดิแขง็ตวัจากแผ่น
ไขมัน ด้วยเทคนิคแบบ black blood spin echo multi-echo 
pulse sequence ใช้พารามเิตอร์ส่วนใหญ่เหมอืนกบัการศกึษา
ในหุ่นจ�าลองยกเว้น FOV 180x140 มิลลิเมตร matrix size 
180x132, NSA 2 และความหนาของสไลด์ 5 มลิลเิมตร ภาพที่
ได้จากการสร้างภาพตามระนาบตัดขวางของหลอดเลือดแดง
คาโรติดแข็งตัวจากแผ่นไขมันโดยเลือกกึ่งกลางของบริเวณที่
มีการตีบตันมากที่สุด32-35 มาใช้วาดบริเวณที่สนใจ (region of 
interest, ROI) เพื่อสร้างภาพแผนที่ค่า T2 

กำรสร้ำงภำพแผนที่ค่ำ	T2

น�าข้อมลูภาพตามระนาบตัดขวาง (axial plane) ของภาพ
ทัง้ 8 TEs มาฟิตเคอร์ฟในรปูแบบ simple mono-exponential 
model ดังสมการที่ (1) เพื่อค�านวณหาค่า T2 ทุกๆ พิกเซลบน
ภาพ ภายในบรเิวณทีส่นใจบนภาพและแทนทีค่่า T2 ทีค่�านวณ
ได้ในภาพแผนที่ค่า T2 

กำรวิเครำะห์เพื่อแยกชนิดเนื้อเยื่อด้วย	histogram	 
จำกภำพแผนที่ค่ำ	T2	

น�าภาพแผนที่ค่า T2 ของหุ่นจ�าลองที่ทราบชนิดเนื้อเยื่อ
ทัง้ 4 ชนดิมาเลอืกบรเิวณทีส่นใจ สร้าง histogram จากบริเวณ
ที่เลือกเพื่อจ�าแนกชนิดเนื้อเยื่อจากค่า T2 ด้วยโปรแกรม 
GraphPad Prism4 จากรูปที่ 1A เนื้อเยื่อทั้ง 4 ชนิดมีสัดส่วน
ทีใ่กล้เคยีงกนั สดัส่วนของเนือ้เยือ่แต่ละชนดิสามารถประมาณ
ได้ว่าเป็น 25 เปอร์เซน็ต์ของเนือ้เยือ่ทัง้หมด (25% frequency 
fraction) ดังนั้นหากการแยกเนื้อเย่ือด้วยเทคนิคนี้สมบูรณ์ 
histogram ควรมีค่า T2 ในบริเวณที่เลือกเพียง 4 กลุ่ม โดย
แต่ละกลุ่มมีค่า %frequency fraction ใกล้เคียงกันและไม่ควร
มีค่า T2 ของเนื้อเยื่อชนิดไหนมี frequency fraction เกิน 
25 เปอร์เซน็ต์ ดงันัน้ในการแบ่งกลุม่ของข้อมลูจงึก�าหนดให้ค่า 
25 %frequency fraction เป็นค่าสูงสุดของข้อมลูบน histogram 
และพิจารณาว่าข้อมูลสามารถได้ถูกแบ่งเป็นกี่กลุ่ม 

Figure 1 Cross sectional image of a tissue phantom (A) including fat (upper middle), cartilage (lower middle), clot blood (ribbon arrow), 
and red meat pork (white arrow) is compared with T2 mapping images displayed in gray scale (B) and color mapping (C), T1W (D), T2W 
(E), and PDW (F).
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ผลกำรศึกษำ
ผลกำรศึกษำในหุ่นจ�ำลอง				

รูปที่ 1A เป็นภาพถ่ายภาคตัดขวางของหุ่นจ�าลองที่สร้าง
ขึ้นจากเนื้อเยื่อ 4 ชนิด รูปที่ 1B และ 1C เป็นภาพแผนที่ค่า 
T2  ที่แสดงในแบบขาว-ด�าและสี ตามล�าดับ เปรียบเทียบกับ
รูปที่ 1D ถึง 1F เป็นภาพที่ได้จากเทคนิคการสร้างภาพทั่วไป
ทีเ่ป็น intensity mapping โดยน�า้หนกัของภาพเรยีงตามล�าดบั
ดังนี้ T1 weighted (T1W), T2 weighted (T2W) และ proton 
density weighted (PDW) จากการสังเกตด้วยตา พบว่าความ
แตกต่างของความเข้มบนภาพจากภาพแผนทีค่่า T2 (รปูที ่1B) 
ไม่ได้แยกความแตกต่างของเนื้อเยื่อทั้ง 4 ชนิด ได้มากกว่า
ภาพ T1W (รูปที่ 1D) และภาพ PDW (รูปท่ี 1F) แต่เมื่อ
พิจารณาจากข้อมูลดิบของภาพด้วย histogram ดังรูปที่ 2 
พบว่าภาพแผนที่ค่า T2 (รูปที่ 2A) สามารถแยกชนิดของ
เนื้อเยื่อตามค่า T2 ได้ 9 กลุ่ม แต่มี 4 กลุ่มที่มีสัดส่วนมากกว่า 
60% ของปริมาณที่มากที่สุดที่เป็นไปได้ ในขณะที่ภาพ T1W, 
T2W และ PDW histogram แยกข้อมูลตามค่าความเข้มของ

สญัญาณภาพในแต่ละ pixel ออกได้เป็น 11 กลุม่ 23 กลุม่ และ 
8 กลุม่ ตามล�าดบั โดยทีข้่อมลูภาพ T1W มเีพยีง 2 กลุม่เท่านัน้
ที่มีสัดส่วนมากกว่า 60% ของปริมาณท่ีมากที่สุดที่เป็นไปได้ 
ในท�านองเดียวกันข้อมูลภาพ T2W และ PDW มีเพียง 2 กลุ่ม
และ 3 กลุ่ม ตามล�าดับ ที่มีสัดส่วนมากกว่า 60% ของปริมาณ
ทีม่ากทีสุ่ดทีเ่ป็นไปได้และเมือ่ท�าการวดัค่า T2 ของเนือ้เยือ่ทัง้ 
4 ชนิดได้ค่า T2 ในแต่บริเวณดังนี้ ไขมัน T2 = 80.3±2.4 มิลลิ
วินาที เลือดมีค่า T2 = 21.3±6.7 มิลลิวินาที กระดูกอ่อนมีค่า 
T2 = 37.9±1.4 มิลลิวินาที และเนื้อท่ีไม่มีไขมันมีค่า T2 = 
18.6±2.1 มิลลิวินาที ซึ่งสอดคล้องกับ histogram ทั้ง 4 กลุ่ม
ท่ีมีที่ มีสัดส่วนมากกว่า 60% ของปริมาณที่มากที่สุดท่ี 
เป็นไปได้

รปูที ่3 แสดงตวัอย่างภาพชิน้เนือ้จากตวัอย่างสิง่ส่งตรวจ 
(รูปที่ 3A) เทียบกับภาพแผนที่ค่า T2 ที่แสดงในแบบขาว-ด�า 
(รูปที่ 3B) และแบบสี (รูปที่ 3C) ตามล�าดับ และภาพ T1W 
(รูปที่ 3D), T2W (รูปที่ 3E) และ PDW (รูปที่ 3F) เนื่องจาก

Figure 2 The phantom images from figure 1 were analyzed by histograms. T2 mapping (A) shows that 4 groups of data have frequency 
fraction over 60% of the maximum possible. T1W (B) and T2W (C) demonstrate that only 2 groups have frequency fraction over 60%, 
while  the histogram of PDW (D) shows that 3 groups have frequency fraction over 60%.

Figure 3 An example of histology image of carotid plaque specimen (A). MR images acquired at identical location but different data 
acquisition techniques, T2 mapping (B and C), T1W (D) T2W (E), and PDW (F).



42 วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ ปีที่ 47 ฉบับที่ 1 มกราคม 2557

ภาพชิน้เนือ้มตี�าแหน่งไม่ตรงกบัภาพทีไ่ด้จากภาพเอม็อาร์ อกี
ทั้งผลชิ้นเนื้อไม่สามารถระบุชนิดและสัดส่วนท่ีแน่นอนของ
เนือ้เยือ่ได้จงึไม่สามารถใช้ histogram ช่วยในการวเิคราะห์เพือ่
ตรวจสอบความถูกต้องได้

ผลกำรศึกษำในอำสำสมัคร		

ท�านองเดียวกับผลจากตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ เนื่องจาก
ต�าแหน่งของช้ินเนื้อท่ีตัดเพื่อการตรวจทางพยาธิไม่ตรงกับ
ต�าแหน่งของภาพเอ็มอาร์ที่ได้ อีกทั้งผลพยาธิไม่สามารถระบุ
ชนิดและปริมาณของเน้ือเย่ือแต่ละชนิดได้จึงไม่สามารถตรวจ
สอบความถูกต้องของเทคนิคจากภาพเอ็มอาร์ด้วยการ
วิเคราะห์จาก histogram ได้ เหมือนในหุ่นจ�าลองที่สร้างขึ้นซึ่ง
ทราบชนิดและปริมาณของเนื้อเยื่อ อย่างไรก็ตาม จากผลของ
การศึกษาภาพแผนที่ค่า T2 ดังแสดงในรูปที่ 4A และ 4B ใน
อาสาสมัครท่ีเป็นโรคหลอดเลือดแดงคาโรติดแข็งตัวจากแผ่น
ไขมัน พบว่าภาพแผนที่ค่า T2 แยกความแตกต่างของค่า T2 
ภายในได้โดยแสดงค่า T2 ท่ีมากและน้อยตามความเข้มหรือ 
สีที่แสดงบนภาพ แต่ภาพ T1W (รูปที่ 4C) ไม่สามารถแยก
ความแตกต่างภายในบริเวณแผ่นไขมันได้เลย ในขณะที่ภาพ 
T2W (รปูที ่4D) และภาพ PDW (รปูที ่4E) สามารถสงัเกตเห็น
ความเข้มของสัญญาณที่แตกต่างกันภายในแผ่นไขมันได้แต่
การระบุว่าแต่ละต�าแหน่งเป็นเน้ือเย่ือชนิดไหนจากภาพ
เอ็มอาร์ดังกล่าวต้องอาศัยรังสีแพทย์ผู้มีประสบการณ์และ
ความเชี่ยวชาญเฉพาะ

วิจำรณ์ผล

การศึกษาเพื่อวิเคราะห์องค์ประกอบภายในแผ่นไขมัน
ด้วยภาพเอ็มอาร์โดยท่ัวไปต้องใช้เครื่องตรวจคล่ืนแม่เหล็ก 
ไฟฟ้าที่มีความแรงของสนามแม่เหล็กสูงระดับ 3 เทสลา ขึ้น
ไป24,37 เพื่อให้การสร้างภาพมีรายละเอียดและความคมชัดสูง
สามารถแยกความแตกต่างของเนื้อเย่ือท่ีมีความแตกต่างกัน
เพียงเล็กน้อยได้ชัดเจน นอกจากนี้  แล้วการตัดสินว่า
องค์ประกอบภายในแผ่นไขมันประกอบด้วยเน้ือเย่ือชนิดใด
บ้างเพื่อการแยกชนิดแผ่นไขมันนั้นต้องอาศัยภาพเอ็มอาร์
อย่างน้อย 3 ภาพน�้าหนัก (3 weighted images) ซึ่งประกอบ
ด้วย ภาพ T1W, T2W และ PDW และจ�าเป็นต้องได้รับการ
แปลผลโดยรังสีแพทย์ผู้มีความช�านาญ20,21,27,37 การศึกษาน้ี
เป็นการศึกษาน�าร่องเพื่อศึกษาความเป็นได้ในการใช้เครื่อง
ตรวจคลื่น แม่เหล็กไฟฟ้า 1.5 เทสลา ซึ่งเป็นเครื่องมาตรฐาน
ท่ีใช้ในการตรวจทางคลินิกท่ัวไปในการแยกองค์ประกอบ
ภายในแผ่นไขมัน โดยใช้เทคนิคการสร้างภาพแผนที่ค่า T2 
แทนทุกๆ ต�าแหน่งบนภาพของแผ่นไขมัน เนื่องจากค่า T2 
เป็นค่าที ่แสดงถงึคุณสมบติั spin-spin interaction ของเนือ้เยือ่
แต่ละชนิดและโดยทั่วไปเนื้อเยื่อที่มีโมเลกุลขนาดใหญ่และ
มีการเคล่ือนไหวน้อยจะมีค่า T2 ท่ีส้ันเม่ือเปรียบเทียบกับ
เนื้อเยื่อที่มีโมเลกุลขนาดเล็กและมีการเคลื่อนไหวมากกว่า  
จากผลการศึกษาในหุ่นจ�าลองท่ีทราบชนิดของเนื้อเยื่อทั้ง 
4 ชนิด จากหมู พบว่าภาพแผนที่ค่า T2 สามารถแยกองค์
ประกอบของเนื้อเยื่อด้วยค่า T2 ที่แตกต่างกันดังนี้ ไขมัน 
T2 = 80.3±2.4 มิลลิวินาที เลือดที่แข็งตัว T2 = 21.3±6.7 
มิลลิวินาที กระดูกอ่อนมีค่า T2 = 37.9±1.4 มิลลิวินาที และ
เนื้อที่ไม่มีไขมันมีค่า T2 = 18.6±2.1 มิลลิวินาที ค่า T2 ที่ได้
จากหุ่นจ�าลองไม่สอดคล้องกับค่า T2 ท่ีควรเป็นเนื่องจากค่า 
T2 ของไขมันและกระดูกอ่อนซึ่งเป็นโมเลกุลขนาดกลางและ 
ขนาดใหญ่ ควรมีค่า T2 ที่ค่อนข้างสั้น แต่หุ่นจ�าลองที่สร้างขึ้น

Figure 4 Example of carotid plaque imaging of a volunteer diagnosed with carotid plaque stenosis. T2 mapping (A) and (B) show 
differences of T2s inside the plaque by color and gray scale mapping. Different intensity inside the plaque from T1W (C) is hardly noticed. 
T2W (D) and PDW (E) show different intensity inside the plaque but tissue chracterization requires a combination of all weighted images. 
Arrows) indicate ICA plaque. Asterisks indicate the luminal of ICA.  Annotation (ICA) Internal carotid artery, (ECA) External carotid 
artery, (T1W) T1 weighted image, (T2W) T2 weighted image, (PDW) Proton density weighted image
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มีช่องว่างระหว่างเน้ือเย่ือ ท�าให้น�้าจากภายนอกแทรกเข้าไป
ระหว่างเนือ้เยือ่และท�าให้ค่าเฉลีย่ T2 ทัง้บรเิวณสงูขึน้ ในขณะ
ที่ภาพ 3 น�้าหนัก (T1W, T2W และ PDW) แต่ละต�าแหน่งบน
ภาพแยกกันด้วยความเข้มของสัญญาณที่มาจากต่าง pulse 
sequences การตัดสนิว่าแต่ละต�าแหน่งเป็น เนือ้เยือ่ชนดิไหน
ต้องอาศยัข้อมลูจากภาพทัง้ 3 น�า้หนกัประกอบกนั ไม่สามารถ
แยกชนิดเนื้อเยื่อได้จากภาพเพียง ภาพเดียวและหากภาพใด
ภาพหนึ่งมีความบกพร่องอาจท�าให้การแยกชนิดของเนื้อเยื่อ
ท�าได้ยาก การศึกษาในหุ่นจ�าลองที่สร้างจากตัวอย่างส่ิงส่ง
ตรวจพบว่าแผนที่ภาพ T2 (รูปที่ 3B-C) แยกเนื้อเยื่อออกเป็น
ชนิดต่างๆ สอดคล้องกับภาพจาก 3 น�้าหนัก (รูปที่ 3D-F) แต่
เมือ่เปรยีบเทยีบกบัภาพถ่ายชิน้เนือ้ (รูปที ่3A) พบว่าต�าแหน่ง
ของภาพภาพถ่ายชิ้นเนื้อยังไม่ตรงกับต�าแหน่งที่ได้จากภาพ
เอม็อาร์ อกีทัง้ผลทางพยาธขิองชิน้เนือ้ไม่สามารถระบชุนดิและ
ปริมาณของชิ้นเนื้อแต่ละชนิดได้จึงท�าให้การวิเคราะห์ด้วย 
histogram ไม่สามารถท�าได้ ท�านองเดยีวกนัส�าหรบัภาพแผนที่ 
T2 บริเวณตีบตันในหลอดเลือดแดงคาโรติดในผู้ป่วยสามารถ
แยกความแตกต่างชนดิของเนือ้เยือ่ภายในแผ่นไขมนั โดยไม่มี
ผลทางพยาธิวิทยายืนยันความถูกต้อง ดังนั้นข้อจ�ากัดในการ
ศึกษาครั้งนี้คือ ผลทางพยาธิท่ีใช้เพื่อยืนยันความถูกต้องยัง
ไม่มี อย่างไรก็ตาม ผลการศึกษาในหุ่นจ�าลองที่สร้างขึ้นจาก
เนื้อเยื่อ 4 ชนิด พบว่า แผนท่ีภาพ T2 จากเครื่องตรวจ
คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้า 1.5 เทสลา มีความเป็นไปได้ที่จะน�ามาใช้
ในการจ�าแนกองค์ประกอบภายในแผ่นไขมัน 

เนื่องจากไม่มีข้อมูลค่า T2 ของเนื้อเยื่อจากหมู การเลือก
ช่วงของค่า TE ท่ีใช้ในการเก็บข้อมูลจึงประมาณโดยใช้ TE 
แรก ที่สั้นที่สุดที่เป็นไปได้ และค่า TE สูงสุด ครอบคลุมช่วงค่า 
T2 สูงสุดของเนื้อเยื่อที่เป็นส่วนประกอบของแผ่นไขมันชนิด
อ่อนในการศึกษาที่ผ่านมา28,29 และในการปฏิบัติกับผู้ป่วยจริง 
เพื่อให้การสร้างภาพแผนที่ค่า T2 สามารถเปรียบเทียบค่า T2 
กับกลุ่มเนื้อเยื่อต่างๆ ได้อาจมีหุ่นจ�าลองขนาดเล็ก ที่มีหลาย
องค์ประกอบ เช่น ไขมนั น�า้ และส่วนประกอบทีแ่ทนแคลเซียม
ท�าการตรวจไปพร้อมกับผู้ป่วยเพื่อน�าค่า T2 ที่อ่านได้จากหุ่น
จ�าลองไปเปรยีบเทยีบกบัค่า  T2 บนแผนทีภ่าพ T2 เพือ่จ�าแนก
ชนิดเนื้อเยื่อจากแผ่นไขมันในผู้ป่วย 
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ผลของสารสกัดหยาบเอทานอลจากผลของ 
ราชดัด (Brucea amarissma) ต่อความเป็นพิษต่อเซลล์ 

และการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน 
ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562
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Effect of crude ethanolic extract of Ratchadat (Brucea amarissima) fruit on cell 
cytotoxicity and Wilms’ tumor 1 protein expression in K562 leukemic cell line

Abstract

Introduction: Leukemia is a hematologic cancer. It is characterized by the uncontrolled production of blood 
cells. It has been shown that leukemic cells overexpressed WT1 gene level compared to normal blood cells. 
Ratchadat (Brucea amarissima) is a herb that its fruits have been used in traditional Chinese medicine to 
treat malaria, amoebiasis as well as cancers. 

Objective: The purpose of this study is to investigate the cytotoxicity effect of crude ethanolic Ratchadat 
fruit extract on K562 cells and the effect of non-cytotoxic dose on Wilms’tumor 1 (WT1) protein expression. 

Materials and methods: The cytotoxicity of crude ethanolic Ratchadat fruit extract on K562 cells was 
determined by MTT assay. The WT1 protein levels were examined by Western blot analysis. 

Results: The crude ethanolic Ratchadat fruit extract showed cytotoxic effect on K562 cells with the inhibitory 
concentration at 50% growth (IC50) value of 1.6±0.18 µg/mL but did not affect PBMCs. Non-cytotoxic dose 
(IC20) value (0.6±0.03 µg/mL) of crude extract decreased WT1 protein levels at the various time periods of 
24, 48, and 72 hours by 16, 38, and 43%, respectively. In addition, at 48 hours of incubation with various 
doses (0.4, 0.6, and 0.8 µg/mL) could reduce WT1 protein levels by 12, 37, and 45%, respectively. 

Conclusions: The crude ethanolic extract of Ratchadat fruit could induce cell cytotoxicity and reduce WT1 
protein expression in a dose- and time-dependent manner. However, it did not affect PBMCs. It also exhibited 
strong anti-cancer properties higher than vincristine (chemotherapeutic drug) for 16.5 fold.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2014; 47(1): 45-52
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บทคัดย่อ

บทน�ำ: มะเร็งเม็ดเลือดขาว เป็นโรคมะเร็งทางโลหิตวิทยาซึ่งเกิดจากการสร้างเซลล์เม็ดเลือดที่ไม่สามารถควบคุมได้ และ
พบว่าเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวมีการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน เพิ่มสูงขึ้นเมื่อเทียบกับเซลล์เม็ดเลือดปกติ ราชดัด 
(Brucea amarissima) เป็นสมุนไพรและมีรายงานการใช้ผลของราชดัดในการแพทย์แผนจีนโบราณส�าหรับรักษามาลาเรีย บิด 
และ มะเร็ง

วตัถปุระสงค์: งานวจิยันีม้วีตัถปุระสงค์เพือ่ศกึษาความเป็นพษิของสารสกดัหยาบจากผลราชดัดด้วยเอทานอลต่อเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลอืดขาวชนิดเพาะเลีย้งชนดิ K562 และผลของความเข้มข้นของสารทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์ต่อการแสดงออกของโปรตีนวล์ิม
ทูเมอร์วัน

วสัดแุละวิธกีำร: ศกึษาความเป็นพิษของสารสกดัหยาบจากผลราชดดัทีส่กดัด้วยเอทานอลต่อการเจรญิเตบิโตของเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาว K562 โดยวิธี MTT และศึกษาการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันด้วยวิธี Western blot 

ผลกำรศกึษำ: สารสกดัหยาบจากผลราชดดัทีส่กดัด้วยเอทานอลทีร่ะดบัความเข้มข้น 1.6±0.18 ไมโครกรมัต่อมลิลลิติร สามารถ
ท�าลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ได้ร้อยละ 50 (IC

50
) แต่ไม่มีผลต่อ PBMCs และระดับความเข้มข้นที่ไม่

เป็นพิษต่อเซลล์ (IC
20
) ของสารสกัดหยาบ (0.6±0.03 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) สามารถลดระดับการแสดงออกของโปรตีนวิล์ม

ทูเมอร์วันในช่วงเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง ได้ร้อยละ 16, 38 และ 43 ตามล�าดับ นอกจากนี้ผลของความเข้มข้นของสารสกัด
หยาบที่ระดับ 0.4, 0.6 และ 0.8 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ที่ 48 ชั่วโมง สามารถลดระดับการแสดงของโปรตีนวิล์ทูเมอร์วันได้
ร้อยละ 12, 37 และ 45 ตามล�าดับ 

สรุปผลกำรศึกษำ: สารสกัดหยาบจากผลราชดัดที่สกัดด้วยเอทานอลเหนี่ยวน�าให้เกิดพิษต่อเซลล์และลดการแสดงออกของ
โปรตนีวล์ิมทเูมอร์วนัเป็นไปตามความเข้มข้น และระยะเวลาทีเ่พิม่ขึน้ อย่างไรกต็ามการศกึษายังพบว่าสารสกดัหยาบไม่มพีษิ
ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเดี่ยวจากคนปกติ และยังมีฤทธิ์ต้านมะเร็งดีกว่ายาวินคริสติน (ยาต้านมะเร็ง) เป็น 16.5 เท่า
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 45-52

ค�ำรหัส: ความเป็นพิษต่อเซลล์ วิธีเอ็มทีที โปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน  ราชดัด  เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562

บทน�ำ

ราชดัดเป็นพืชสมุนไพรวงศ์เดียวกับสีฟันคนทาและ
ประทัดใหญ่ พบในป่าโปร่งทุกภาคของประเทศไทย โดยมีชื่อ
อืน่ทีใ่ช้เรียกแตกต่างกนัไปในแต่ละภาค เช่น ทางภาคใต้เรยีก
ว่า กะดดัหรือฉะดัด ภาคกลางเรยีกว่า ดคีน ตราดเรยีกว่าพญา
ดาบหัก เชียงใหม่เรียกว่า กาจับหลัก หรือมะดีควาย มีชื่อ
วิทยาศาสตร์ว่า Brucea amarissima (Lour.) Merr อยู่ในวงศ์ 
Simaroubaceae มีลักษณะเป็นไม้พุ่มใหญ่สูงประมาณ 2-3 
เมตร ทรงพุ่มโปร่ง ใบประกอบแบบขนนก มีก้านใบยาว เรียง
สลบัอยูห่่างๆ ใบย่อยแต่ละใบเป็นรปูไข่แกมรปูใบหอก หรอืรปู
ร ีปลายแหลม ขอบจกั มขีนนุม่ๆ ทัง้ 2 ด้านดอกเลก็ๆ สีน�า้ตาล
แกมแดง ออกดอกเป็นช่อยาวที่ซอกใบ ผลรูปไข่ปลายแหลม 
ขนาดเล็ก เมื่อแห้งมีสีน�้าตาลเข้มเกือบด�า ผิวย่นคล้ายเมล็ด
มะละกอแห้ง (รูปที่ 1) ปัจจุบันมีการปลูกตามสวนสมุนไพร
เกอืบทกุแห่ง เนือ่งจากผลราชดดัสามารถน�ามาใช้เป็นยารกัษา
โรคบิด แก้ท้องเสีย และแก้ไข้ได้ดี นอกจากน้ีส่วนใบยังใช้
ถอนพษิสตัว์กดัต่อยด้วย ในปัจจบุนัมกีารสนบัสนนุการค้นคว้า
ตัวยาจากสารสกัดสมุนไพรหรือพืชผักพื้นบ้าน เพื่อมาท�าการ
รักษามะเร็งมากขึ้น1 จากการศึกษาท่ีผ่านมีการรายงานเกี่ยว

กับสารสกัดจากราชดัดที่มีฤทธิ์ใน การรักษามะเร็ง เช่น สาร
ออกฤทธิ์ brusatol ซึ่งเป็นสารท่ีสกัดได้จากผลของราชดัด
สามารถส่งเสรมิการพฒันาการของเซลล์ (cell differentiation) 
ในเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ HL60 ให้กลายเป็น
ตวัแก่โดยกระตุน้การท�างานของโปรตนี NF-κB ท�าให้เกดิการ
เคลื่อนย้ายของ NF-κB เข้าไปในนิวเคลียสแล้วส่งเสริมให้เกิด
การพัฒนาการของเซลล์2 นอกจากนี้ ยังมีการรายงานว่าสาร 
flavone และ chrysoeriol ที่สกัดมาจากส่วนใบและก้านของ
ราชดัด สามารถท�าลายเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะเลีย้งชนดิ 
HL-60 และมีบทบาทใน การเพิ่มระดับของ reactive oxygen 

Figure 1 Brucea amarissima25
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species (ROS) ซึ่งช่วยเสริมฤทธิ์ยาเคมีบ�าบัดในการรักษา
มะเรง็เม็ดเลอืดขาวเรือ้รงัชนดิ CLL3 ต่อมาได้มรีายงานว่าสาร 
quassinoids จากผลราชดัดสามารถยับยั้งโรคมะเร็งเม็ดเลือด
ขาวชนิด lymphocytic leukemia ในหลอดทดลองได้4 
อย่างไรกต็าม ยังไม่มกีารศกึษาเกีย่วกบัฤทธิข์องผลราชดดัใน
ลักษณะของการยับยั้งการเจริญเติบโตเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเรือ้รงัชนดิ CML รวมทัง้การศกึษาการยบัยัง้ในโปรตีนเป้า
หมายที่เกี่ยวข้องกับการแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง ดังนั้นจึงเป็น
ที่น่าสนใจ อย่างยิ่งที่จะศึกษาในมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
ดงักล่าว รวมถงึการศกึษาในระดบัอณชูวีโมเลกลุ ในการยบัยัง้
การแสดงออกของโปรตนี วล์ิมทเูมอร์วนั ซึง่เป็นโปรตนีทีม่กีาร
แสดงออกทีเ่พิม่ขึน้ใน ผูป่้วยมะเรง็เม็ดเลอืดขาวและใช้เป็นตวั
บ่งชี้ทางชีวภาพในตรวจและติดตามการรักษาในผู้ป่วยมะเร็ง
เม็ดเลือดขาว5

ยนีวล์ิมทเูมอร์วัน (Wilms’ tumor 1 gene หรอื WT1 gene) 
เป็นยีนที่ก�าหนดการสร้างโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ท�าหน้าที่
เกีย่วข้องกบักระบวนการเจรญิเตบิโตและพฒันาการของเซลล์
ชนิดต่างๆ เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ปกติซึ่งมีการแสดงออก
ในระดบัน้อยๆ6,7  โดยพบว่ามะเรง็เมด็เลอืดขาว เป็นมะเรง็เมด็
เลือดที่มีการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน8 เพิ่มสูงขึ้นใน
เซลล์เม็ดเลือดตัวอ่อนของผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวเกือบทุก
ชนิด7 นอกจากน้ี ยังมีรายงานว่าระดับการแสดงออกของ
ยีนวิล์มทูเมอร์วันใน CD34+ leukemic cells มีค่าที่สูงกว่า
ระดับการแสดงออกใน CD34+ normal cells อย่างน้อย
ประมาณ 10 เท่า9 สามารถตรวจพบระดับการแสดงออกของ
ยีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์เม็ดเลือดขาวตัวอ่อนทั้งในกระแส
เลอืดและไขกระดกูในระดบัทีต่�า่มากและมรีะดบัลดต�า่ลงเรือ่ยๆ 
เมื่อเซลล์เกิดกระบวนการพัฒนาของเซลล์ ไปเป็นเซลล์เม็ด
เลือดตัวเต็มวัย10,11 อย่างไรก็ตาม โปรตีนวิล์มทูเมอร์จะมีการ
แสดง ออกเพิ่มขึ้นในผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาว5,12 โดยพบว่า 
โปรตนี วล์ิมทเูมอร์วันมส่ีวนเกีย่วข้องกบัการแสดงออกของยนี
ที่ท�าหน้าท่ีในกระบวนการแบ่งตัวเพิ่มจ�านวนของเซลล์ (cell 
proliferation) การพัฒนาของเซลล์และกระบวนการตายแบบ 
อะพอพโตซีส (cell apoptosis) ของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว13,14 นอกจากนี้ยังพบว่าระดับการแสดงออกของยีนวิล์ม
ทเูมอร์วนัยงัเพ่ิมสงูขึน้ในผูป่้วยมะเรง็เมด็เลอืดขาวกลุม่ทีก่ลบั
มาเป็นโรคอีกครั้ง (relapse case) จากการรายงานนี้แสดงให้
เห็นว่าการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วันมีความส�าคัญต่อ
การเกิดโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาว ดังนั้นการแสดงออกของ
ยนีวล์ิมทเูมอร์วนัจงึถกูน�ามาใช้เป็นตวับ่งชีท้างชวีภาพในการ
ตรวจสอบการด�าเนินของโรคได้5 การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงค์
เพื่อศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดหยาบผลราชดัดที่สกัดด้วย
เอทานอลต่อความเป็นพษิต่อและการยบัยัง้การแสดงออกของ
โปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยง
ชนิด K562 โดยวิธี Western blot

วัสดุและวิธีกำร
1.	กำรเพำะเลี้ยงเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขำวชนิด	K562

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 (human 
chronic myeloid leukemia) ได้รับความอนุเคราะห์จาก 
ดร.ฉายสุรีย์ ศุภวิไล (สถานบันวิจัยวิทยาศาสตร์สุขภาพ 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่) เพาะเล้ียงในอาหารเล้ียงเซลล์ชนิด 
RPMI 1640 (GIBCO BRL, Paisley, UK) ที่มีส่วนผสมของ 
HEPES ความเข้มข้น 10 mM, L-glutamine ความเข้มข้น 
1 mM, penicillin ความเข้มข้น 100 U/mL, streptomycin ความ
เข้มข้น 100 µg/mL และ fetal bovine serum (FBS) ร้อยละ 10 
ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีคาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 
และมีความชื้นสัมพัทธ์ร้อยละ 80

2.	กำรเตรียมเม็ดเลือดขำวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว	(peripheral	

blood	mononuclear	cells;	PBMCs)

เจาะเลือดอาสาสมัครสุขภาพดีจากเส้นเลือดด�าปริมาตร 
8 mL ใส่ลงในหลอดแยกเซลล์ PBMCs ส�าเร็จรูป (BD 
vacutainer CPT) ปั่นแยกเซลล์ที่ความเร็ว 1,800xg เป็นเวลา 
30 นาที หลังจากนั้นดูดเก็บเซลล์ PBMCs แล้วปั่นล้างด้วย 
sterile PBS จ�านวน 3 ครั้งๆ ละ 10 นาที ที่ความเร็ว 300xg 
หลังจากนั้นเก็บเซลล์เพื่อท�าการทดสอบต่อไป

3.	สำรสกัดหยำบจำกผลรำชดัดที่สกัดด้วยเอทำนอลที่ใช้ในกำร

ทดสอบ

สารสกดัหยาบจากผลราชดดัทีส่กดัด้วยเอทานอลร้อยละ 
95 ซึ่งได้รับความอนุเคราะห์จากผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร. 
เกียรติทวี ชูวงศ์โกมล ภาควิชาชีวเคมี คณะวิทยาศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์

4.	กำรศึกษำควำมเป็นพิษของสำรสกัดหยำบจำกผลรำชดัดต่อ

เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิด	K562	และเซลล์เม็ดเลือด

ขำวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว	(PBMCs)

ศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดต่อ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 โดยวิธี MTT 
[3-(4,5 dimethylthiazol-2-yl)-5 diphenyltetrazolium bromide] 
โดยใช้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 เริ่มต้น
เท่ากับ 1x105 cells/mL ส�าหรับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิด
นวิเคลียสเดีย่ว ใช้เซลล์ความเข้มข้นเท่ากบั 2.5x106 cells/mL 
เพาะเลี้ยงใน 96-well tissue culture plate ที่มีอาหารเลี้ยง
เซลล์ชนดิ RPMI 1640 ทีม่ ี10% FBS ปรมิาตร 100 µL ต่อหลมุ 
บ่มในตู้อบ 37 องศาเซลเซียส คาร์บอนไดออกไซด์ ร้อยละ 5 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาเติมอาหารเลีย้งเซลล์ทีม่ส่ีวน
ผสมของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดท่ีความเข้มข้น ตั้งแต่ 
0 ถึง 50 µg/mL โดยในชุดควบคุม (vehicle control; VC) เติม
อาหารเลีย้งเซลล์ทีม่เีฉพาะ dimethyl sulfoxide (DMSO) ความ
เข้มข้นสุดท้ายเป็นร้อยละ 0.2 เลี้ยงเซลล์นาน 48 ชั่วโมง 
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เมื่อครบเวลาเติมสารละลาย MTT ความเข้มข้น 5 mg/mL 
ปริมาตร 20 µL แล้วบ่มต่ออีก 4 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาเทส่วน
ใสทิ้งเติม DMSO เพื่อละลายผลึกฟอร์มาซาน (formazan) 
ทีเ่กดิขึน้ วดัค่าการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 และ 620 
nm โดยในแต่ละความเข้มข้นท�าซ�้า 3 หลุม และแต่ละการ
ทดลองท�า 3 ซ�้า ในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน การค�านวณร้อยละ
ของการมีชีวิตของเซลล์ (%cell viability) โดยเทียบกับค่าการ
ดูดกลืนแสงในหลุมควบคุม ดังสมการ

ร้อยละการมีชีวิตของเซลล์ (%cell viability) = (ค่าการดูด
กลืนแสงของชุดทดสอบ / ค่าการดูดกลืนแสงของชุดควบคุม) 
X 100

5.	กำรศึกษำผลของสำรสกัดหยำบจำกผลรำชดัดที่สกัดด้วยเอทำ

นอลต่อกำรยับยั้งกำรแสดงออกของโปรตีน	วิล์มทูเมอร์วันในเซลล์

มะเร็งเม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิด	K562	ด้วยวิธี	Western	blot

ใช้เซลล์ 2.0x105 cells/mL กลุม่ทดสอบเติมสารสกดัหยาบ
จากผลราชดัดด้วยเอทานอลในความเข้มข้นท่ีไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์ (IC

20
) ในขณะที่กลุ่มควบคุมเติมเฉพาะ DMSO ที่ความ

เข้มข้นร้อยละเท่ากับความเข้มข้นของ DMSO ท่ีใช้ในกลุ่ม
ทดสอบโดยในการทดลองครั้งนี้มีร้อยละของ DMSO สูงสุด 
เท่ากับ 0.0032 น�าเซลล์ K562 ที่ผ่านการทดสอบมาท�าการ
สกัดโปรตีนรวมด้วยน�้ายา RIPA และหาปริมาณโปรตีนที่สกัด
ได้ด้วยวิธี Folin-Lowry หลังจากนั้นจึงน�าโปรตีนที่สกัดได้จาก
แต่ละการทดลองปริมาณ 50 µg มาแยกโปรตีนด้วยวิธี SDS-
PAGE และตรวจสอบการแสดงออกของโปรตนีวล์ิมทเูมอร์วัน
โดยวิธี Western blot โดยใช้ rabbit polyclonal anti-WT1 
antibody (Santa Cruz Biotechnolygy, california, USA) และ 
goat anti-rabbit IgG HRP conjugate (Promega, Madison, 
USA) ตามล�าดับและใช้ rabbit polyclonal anti-GAPDH 

antibody (Santa Cruz Biotechnolygy California, USA) และ 
goat anti-rabbit IgG HRP conjugate (Promega, Madison, 
USA) ตามล�าดบั เป็นโปรตีนควบคมุปรมิาณ (internal control) 
ตรวจสอบผลโดยใช้ SuperSignal West Pico Trial Kit 
(PIERCE, Rockford, IL USA) วัดความเข้มของแถบโปรตีน
ที่ได้โดยใช้เครื่อง scan densitometer จากการทดลองนี้จะได้
แถบของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันและ GAPDH ที่มีขนาดเท่ากับ 
48-54 kDa และ 37 kDa ตามล�าดับ

กำรวิเครำะห์ข้อมูล

ผลการทดลองแสดงในรูปของ mean±sem ระดับการ
แสดงออกโปรตนีวล์ิมทเูมอร์วนัท�าการวเิคราะห์ความแตกต่าง
ทางสถิติโดยใช้ one-way ANOVA โดยแต่ละการทดลองท�า 
3 ซ�้าในช่วงเวลาที่แตกต่างกัน

ผลกำรศึกษำ
1.	ฤทธิ์ของสำรสกัดหยำบผลรำชดัดต่อกำรยับยั้งกำรเจริญ

เติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขำวเพำะเลี้ยงชนิด	K562	และเซลล์

เม็ดเลือดขำวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว

จากการศึกษาพบว่าสารสกัดหยาบจากผลราชดัดท่ีสกัด
ด้วยเอทานอลมคีวามเป็นพิษต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาวเพาะ
เลี้ยงชนิด K562 เมื่อเปรียบเทียบกับชุดควบคุม โดยสารสกัด
หยาบผลราชดัดแสดงค่าความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืด
ขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 โดยมีค่า IC50 เท่ากับ1.6±0.18 µg/
mL และแสดงค่าทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะ
เลี้ยงชนิด K562 มีค่า IC20 เท่ากับ 0.6±0.03 µg/mL (รูปที่ 2 
และ ตารางที่ 1)

Figure 2 Cytotoxicity of crude Brucea amarissima fruit extract on K562 cell line and PBMCs (n=5) by MTT assay. Data are the mean 
±sem of three independent experiments.
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นอกจากนี้ยังได้ศึกษาถึงคุณสมบัติความจ�าเพาะในการ
ความเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวแต่ไม่มคีวามเป็นพษิ
ต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเด่ียวจากคนปกติ จากการ
ศกึษาพบว่า ทีร่ะดบัความเข้มข้นของสารสกดัหยาบผลราชดัด 
ที่ระดับความเข้มข้น 1.6 µg/mL ท�าให้เซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562 มชีวีติรอดร้อยละ 50 ในขณะทีเ่ซลล์
เมด็เลอืดขาวนวิเคลยีสเดีย่วจากคนปกตมิชีวีติรอด ร้อยละ 98 
(รูปที่ 2) ดังนั้นการศึกษานี้แสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบจาก
ผลราชดัดมีความจ�าเพาะในการท�าลายเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาว โดยไม่ท�าลายเซลล์เม็ดเลือดขาวนิวเคลียสเดี่ยว คนปกติ 
โดยสารสกดัหยาบผลราชดดัมคีวามจ�าเพาะต่อเซลล์มะเรง็เมด็
เลือดขาว เป็น 57.6 เท่า เมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์เม็ดเลือด
ขาวนิวเคลียสเดี่ยว ท่ีระดับความเข้มข้นท่ีเป็นพิษต่อเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่ร้อยละ 50 (ตารางที่ 1)

2.	กำรเปรียบเทียบของสำรสกัดหยำบจำกผลรำชดัดกับยำเคมี

บ�ำบัดชนิดวินคริสติน	(vincristine)

เม่ือเปรยีบเทยีบฤทธิข์องสกดัหยาบผลราชดดั ด้วยเอทา
นอลกบัยาเคมีบ�าบดัชนดิวนิครสิตนิซึง่เป็นยาทีส่กดัได้จากราก
แพงพวยฝรั่ง15 และนิยมใช้ในการรักษาผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือด
ขาว พบว่าสารสกัดหยาบจากผลราชดัดที่ระดับความเข้มข้น 
1.6 µg/mL สามารถท�าลายเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้ง

Table 1 Cytotoxicity of crude Brucea amarissima fruit 
extract K562 cell line and PBMCs

Experiment IC
20
 (µg/mL) IC

50
 (µg/mL)

K562 cell line 0.6±0.03 1.6±0.18

PBMCs 17.6±6.30 92.2±7.83

PBMCs : K562 ratio 29.3 57.6

ชนิด K562 ได้ร้อยละ 50 ในขณะที่สารมาตรฐาน vincristine 
ใช้ระดับความเข้มข้นเท่ากับ 26.4 µg/mL จึงสามารถท�าลาย
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ได้ร้อยละ 50 
(รปูท่ี 3) จากผลการทดลองนีแ้สดงให้เหน็ว่าสารสกดัหยาบผล
ราชดดัมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลือดขาวได้ดกีว่ายา
เคมีบ�าบัดชนิดวินคริสตินเท่ากับ 16.5 เท่า (ตารางที่ 2) ชี้ให้
เหน็ว่าสารสกดัหยาบผลราชดดัมคีวามเป็นพษิต่อเซลล์มะเร็ง
เม็ดเลือดขาวได้ดีกว่ายาเคมีบ�าบัดชนิดวินคริสติน

3.	ฤทธิ์ของสำรสกัดหยำบผลรำชดัดต่อกำรลดระดับกำร

แสดงออกโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขำวเพำะ

เลี้ยงชนิด	K562

สารสกัดหยาบผลราชดัดด้วยเอทานอลท่ีระดับความ
เข้มข้นทีไ่ม่เป็นพษิต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ 
K562 (IC

20
) ที่ความเข้มข้น 0.6 µg/mL สามารถลดระดับการ

แสดงออกของโปรตีนวล์ิมทเูมอร์วนัได้ตามระยะเวลาทีท่ดสอบ 
24, 48 และ 72 ชัว่โมง เท่ากบัร้อยละ 16, 38 และ 43 ตามล�าดบั 
(รูปที่ 4) ซึ่งเวลาที่ 48 และ 72 ชั่วโมง ของการเพาะเลี้ยงร่วม
กันระหว่างสารสกัดหยาบกับเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะ
เลี้ยงชนิด K562 และมีนัยส�าคัญทางสถิติ ที่ค่าความเชื่อม่ัน
ร้อยละ 95 (p<0.05) นอกจากนี้ระยะเวลาที่ท�าการทดสอบ 48 
ชั่วโมง ยังแสดงให้เห็นฤทธ์ิของสารสกัดหยาบจากผลราชดัด
สามารถยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันได้ตาม
ความเข้มข้นที่เพิ่มมากขึ้น (0.4, 0.6 และ 0.8 µg/mL) โดย
ยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนได้ร้อยละ 12, 37 และ 45 
(รปูที ่5) โดยทีค่วามเข้มข้นของสารสกดัหยาบผลราชดดัที ่0.6 
และ 0.8 µg/mLสามารถลดระดับการแสดงออกของโปรตีน 
วล์ิมท-ูเมอร์วนั ได้อย่างมนียัส�าคญัทางสถติิ ทีค่่าความเชือ่มัน่
ที่ร้อยละ 95 (p<0.05)

Figure 3 Cytotoxicity of crude Brucea amarissima fruit extract and vincristine on K562 cell line. Data are the mean value±sem of three 
independent experiments.
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วิจำรณ์และสรุปผลกำรศึกษำ

จากการศึกษาความเป็นพิษของสารสกัดหยาบจากผล
ราชดัดที่สกัดด้วยเอทานอลต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะ
เลี้ยงชนิด K562 และเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว 
(PBMCs) พบว่าสารสกัดหยาบจากผลราชดัดมีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562 โดยมค่ีา IC

50
 

เท่ากับ 1.6 µg/mL ผลการศึกษาน้ีมีความสอดคล้องกับการ
ศึกษาสารออกฤทธิ์ที่ส�าคัญ quassinoids จากผลราชดัด
สามารถยับยั้งโรคมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด lymphocytic 
leukemia ในหลอดทดลองได้4 นอกจากนี้ ยังมีรายงานว่าสาร 
bruceosides C ที่สกัดได้จากผลของราชดัด มีความเป็นพิษ
ต่อเซลล์มะเร็งเพาะเล้ียงชนิด KB, A-549, RPMI และ TE-
67116 และพบการฉีดสารที่มีน�้ามันจากราชดัดเป็นส่วนผสม
เข้าเส้นโลหิตด�าในผู้ป่วยมะเร็งท่ีปอดมีการกระจายของเซลล์
มะเรง็เข้าสู่สมองพบว่ามอีาการดขีึน้17 รวมถงึการพบว่า น�า้มนั
ที่สกัดได้จากเมล็ดของราชดัดสามารถเหน่ียวน�าให้เกิดการ

ตายแบบอะพอพโตสิสได้ในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิด
เฉียบพลันโดยอาศัย death receptors และการส่งสัญญาณ
ผ่านไมโตคอนเดรยี (mitochondrial-related pathways)18 และ
สามารถเหนีย่วน�าให้เกดิการตายแบบอะพอพโตสสิได้ในเซลล์
มะเร็งเพาะเลี้ยงชนิด pancreatic adenocarcinoma 
โดยอาศัยการท�างานของโปรตีนแคสเปส 3 (caspase 3)19 
นอกจากนี้ ในระดับความเข้มข้น 0.6 µg/mL ซึ่งไม่เป็นพิษต่อ
เซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 สามารถยับยั้ง
การแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ได้ตามระยะเวลาที่
เพิ่มขึ้น (24, 48 และ 72 ชั่วโมง) และตามความเข้มข้นที่เพิ่ม
สูงขึ้น (0.4, 0.6 และ 0.8 µg/mL) ซึ่งสอดคล้องกับรายงานที่มี
การศึกษาสารสกัดบริสุทธ์ิเคอร์คิวมิน สามารถลดระดับการ
แสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน ได้ตามความเข้มข้น และ
ระยะเวลาที่เพิ่มสูงขึ้นในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะลี้ยง
ชนิด K562 และ Molt420-22 และในเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวที่
ได้จากผู้ป่วยมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดเฉียบพลันและเรื้อรัง23

Table 2 Comparison of crude Brucea amarissima fruit extract and vincristine on K562 cell line

Experiment IC
20
 (µg/mL) IC

50
 (µg/mL)

Crude Brucea amarissima fruit extract 0.6±0.03 1.6±0.18

Vincristine 0.7±0.17 26.4±3.67

Vincristine : Crude Brucea amarissima fruit extract ratio 1.2 16.5

Figure 4  Effect of crude Brucea amarissima fruit extract on WT1 
protein expression in K562 cell line. The WT1 protein expression 
level was assessed by immunoblotting after treatment with 0.6 
µg/mL crude Brucea amarissima fruit extract for 24, 48 and 72 
hours. GAPDH was used as loading control. Densitometry was 
used to quantify the protein levels and graphed as the percentage 
of vehicle control. Data are the mean value±sem of three 
independent experiments. Asterisks (*) denote value that were 
significantly different from the vehicle control (p<0.05).

Figure 5 Effect of crude Brucea amarissima fruit extract on WT1 
protein expression in K562 cell line. The WT1 protein expression 
level was assessed by immunoblotting after treatment with various 
doses of crude Brucea amarissima fruit extract for 48 hours. 
GAPDH was used as loading control. Densitometry was used to 
quantify the protein levels and graphed as the percentage of vehicle 
control. Data are the mean value±sem of three independent 
experiments. Asterisks (*) denote value that were significantly 
different from the vehicle control (p<0.05).
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การศึกษาฤทธิ์การต้านมะเร็งของสารสกัดหยาบผล
ราชดัดต่อความจ�าเพาะกับเซลล์มะเร็ง โดยศึกษากับเซลล์
เมด็เลอืดขาวชนดินวิเคลยีสเดีย่วจากคนปกต ิพบว่า สารสกดั
หยาบผลราชดัดมีฤทธิ์ต้านมะเร็งท่ีมีความจ�าเพาะต่อเซลล์
มะเร็งเม็ดเลือดขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 และมีความเป็นพิษ
น้อยต่อเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดนิวเคลียสเดี่ยว โดยมีความ
จ�าเพาะต่อเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาวเพาะเลีย้งชนดิ K562 เป็น 
57.6 เท่า เมือ่เปรยีบเทยีบกบัเซลล์เมด็เลอืดขาวชนดินวิเคลยีส
เดีย่วจากคนปกตซิึง่สอดคล้องกบัการรายงานทีพ่บว่าสารสกดั
ราชดัดมีความเป็นพิษต่อเซลล์ cervical squamous cell 
carcinoma ที่ความเข้มข้น 2 µg/mL แต่ไม่มีผลต่อเซลล์ปกติ 
(primary human keratinocytes; PHKs) ซึ่งระดับความเข้ม
ข้นที่ 35 µg/mLจึงจะแสดงความเป็นพิษต่อเซลล์ PHKs24 

นอกจากนี้ยังแสดงให้เห็นว่าสารสกัดหยาบผลราชดัดมีฤทธิ์
ต้านมะเร็งที่ดีกว่ายาเคมีบ�าบัดวินครีสติน 16.5 เท่า

ระดับความเข้มข้นท่ีไม่เป็นพิษต่อเซลล์มะเร็งเม็ดเลือด
ขาวเพาะเลี้ยงชนิด K562 ยังสามารถลดระดับการแสดงออก
ของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วันได้ทั้งระยะเวลาและความเข้มข้นที่
เพิ่มสูงขึ้น ดังนั้นฤทธ์ิของสารสกัดหยาบจากผลราชดัดอาจมี
ผลรบกวนกระบวนการในการสงัเคราะห์โปรตนีของโปรตีนวล์ิม
ทเูมอร์วนั ส่งผลท�าให้การแสดงออกของโปรตนีวล์ิมทเูมอร์วัน

ลดลง หรอือาจจะรบกวนการส่งสญัญาณ (signal transduction) 
ภายในเซลล์และยับย้ังการแสดงออกของยีนวิล์มทูเมอร์วัน 
ซึง่มผีลกระทบต่อการเพิม่จ�านวนของเซลล์มะเรง็เมด็เลอืดขาว
เพาะเลี้ยงชนิด K562 เนื่องจากยีนและโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน 
มีความเก่ียวข้องกับกระบวนการเพิ่มจ�านวนของเซลล์14 
อย่างไรก็ตาม จึงเป็นที่น่าสนใจในการศึกษาถึงระดับการ
แสดงออกของยนีวล์ิมทเูมอร์วนัในระดบั mRNA และศกึษาเชิง
ลกึของสารสกดับรสิทุธิจ์ากผลราชดดัต่อการลดอตัราการเจริญ
เติบโตของเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาวและเซลล์มะเร็งชนิดอ่ืนๆ 
รวมถึงการศึกษากลไกของสารสกัดจากผลราชดัดบริสุทธิ์ 
ต่อการยับยั้งการแสดงออกของโปรตีนวิล์มทูเมอร์วัน เพื่อน�า
ไปสู่การพัฒนาเป็นยารักษามะเร็งต่อไปในอนาคต
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ความเที่ยงตรงและความเชื่อมั่น 
ของแบบวัดความรู้และความตระหนักในเรื่องการป้องกัน 
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Validity and reliability of the Test of Knowledge and Awareness of universal  
precautions in Department of Medical Technology,  

Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University

Abstract

Introduction: Medical Technology students have high risk of infection from blood and body fluid borne 
diseases. Knowledge and awareness of the Universal Precautions enable them to be safe from infection. 

Objective of the study: Current study aimed to develop the Test of Knowledge and Awareness of Universal 
Precautions in Department of Medical Technology, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai 
University and to examine its content validity and reliability. 

Materials and methods: Research methodology was divided into 2 phases; the first phase was the 
development of the Test of Knowledge and Awareness of Universal Precautions and examination of content 
validity of the developed test. The second phase was the examination of reliability: test-retest reliability and 
internal consistency.

Results: The results from the study revealed that the developed test had content validity by selecting the 
items that had an Index of Concordance>0.5 judged from 3 experts. The examination of internal consistency 
and test–retest reliability was conducted in 146 second and fourth year students in Medical Technology in 
the academic year 2553, Department of Medical Technology, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang 
Mai University. The analysis of Cronbach’s alpha coefficient revealed a medium to high consistency of the 
Test. (α between 0.46–0.98). Using an intraclass correlation coefficient (ICC)  to examine test-retest reliability, 
the developed test showed medium and excellent test-retest reliability (ICC between 0.50–0.85), except the 
item of hygiene and sanitation in part of the Practice of Universal Precautions that had low test-retest reliability 
(ICC = 0.36). 

Conclusions: It can be concluded that the Test of Knowledge and Awareness of Universal Precautions in 
Department of Medical Technology, Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University has an 
acceptable validity and reliability, except in the subtest of hygiene and sanitation that needs refinement 
before using to test.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2014; 47(1): 53-60

Keywords: universal precautions, knowledge, awareness, Medical Technology



54 วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ ปีที่ 47 ฉบับที่ 1 มกราคม 2557

บทคัดย่อ

บทน�ำ : นักศึกษาสาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ มีการฝึกปฏิบัติงานเกี่ยวข้องกับสิ่งส่งตรวจของผู้ป่วย ท�าให้เสี่ยงต่อการติดเชื้อ
จากเลือดและสารน�้าจากร่างกาย การมีความรู้และความตระหนักเรื่องการป้องกันการติดเชื้อแบบครอบจักรวาล จึงอาจช่วย
ป้องกันการติดเชื้อได้ 

วัตถุประสงค์: การศึกษาวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ เพื่อสร้างแบบวัดความรู้และความตระหนักเรื่องการป้องกันการติดเชื้อแบบ
ครอบจักรวาล ของสาขาเทคนิคการแพทย์ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ และตรวจสอบความเที่ยงตรงและ
ความเชื่อมั่นของแบบวัด ที่สร้างขึ้น 

วัสดุและวิธีกำร: การด�าเนินการวิจัยแบ่งเป็น 2 ระยะหลัก คือ การสร้างและตรวจสอบความเที่ยงตรงตามเนื้อหาของแบบวัด 
และการตรวจสอบความเชื่อมั่นโดยวิธีหาความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้าและความสอดคล้องภายใน

ผลกำรศกึษำ: ผลการศกึษาพบว่า แบบวดั ทีส่ร้างขึน้มคีวามเทีย่งตรงตามเนือ้หา โดยคดัเลอืกข้อค�าถามทีผ่่านการตรวจสอบ
จากผู้เชี่ยวชาญจ�านวน 3 ท่าน และ มีค่าดัชนีความสอดคล้องตั้งแต่ 0.5 ขึ้นไป ส�าหรับการตรวจสอบความเชื่อมั่นโดยการ
หาความสอดคล้องภายใน และความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้า ท�าการศึกษาในกลุ่มนักศึกษาสาขาเทคนิคการแพทย์ คณะเทคนิค
การแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ชั้นปีที่ 2 และ 4 ปีการศึกษา 2553 จ�านวน 146 คน ผลการศึกษาพบว่า แบบวัด มีความ
สอดคล้องภายในอยูใ่นเกณฑ์ปานกลางถงึสงู (ค่าสมัประสทิธิแ์อลฟาของครอนบาค มค่ีาระหว่าง 0.46-0.98) ส�าหรบัความเชือ่
มั่นแบบวัดซ�้าอยู่ในเกณฑ์พอใช้ถึงดีเยี่ยม (ค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ภายในชั้นมีค่าระหว่าง 0.50–0.85) ยกเว้นหัวข้อการ
วัดหลักเกี่ยวกับการปฏิบัติตามการป้องกันการติดเชื้อ ในหัวข้อการวัดย่อย เรื่องสุขอนามัยและสุขาภิบาล มีค่าความเชื่อมั่น
แบบวัดซ�้าอยู่ในเกณฑ์ต้องปรับปรุงแก้ไข (ค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ภายในชั้นมีค่า 0.36) 

สรุปผลกำรศึกษำ: ผลการศึกษาวิจัยในครั้งน้ี สามารถสรุปได้ว่า “แบบวัดความรู้และความตระหนักในเรื่องการป้องกันการ
ตดิเชือ้แบบครอบจกัรวาล สาขาเทคนคิการแพทย์ คณะเทคนคิการแพทย์ มหาวิทยาลยัเชยีงใหม่” มคีวามเทีย่งตรงตามเนือ้หา 
มีความเชื่อมั่นอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ ยกเว้น หัวข้อการวัดหลักเกี่ยวกับการปฏิบัติตามหลักการป้องกันการติดเชื้อ ในหัวข้อ
การวัดย่อย เรื่องสุขอนามัยและสุขาภิบาล มีค่าความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้าอยู่ในเกณฑ์ต้องปรับปรุงแก้ไข ดังนั้นก่อนน�าแบบวัดนี้
ไปใช้ ควรท�าการปรับปรุงในหัวข้อนี้ก่อน
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 53-60

ค�ำรหัส: การป้องกันการติดเชื้อ ความรู้ ความตระหนัก เทคนิคการแพทย์

บทน�ำ

การท�างานในห้องปฏบิตักิารทางการแพทย์ ต้องเกีย่วข้อง
กับสิ่งส่งตรวจชนิดต่างๆ จากผู้ป่วย ซึ่งเป็นแหล่งของเชื้อ
จุลชีพก่อโรคมากมาย ทั้งเชื้อแบคทีเรีย รา และเชื้อไวรัส โดย
เฉพาะโรคภูมิคุ้มกันบกพร่อง หรือโรคเอดส์ ที่เกิดจากการติด
เชื้อไวรัสเอชไอวี (Human Immunodeficiency virus) โรคตับ
อกัเสบทีเ่กดิจากเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบบ ี(Hepatitis B virus) และ
ไวรัสตับอักเสบซี (Hepatitis C virus) ซึ่งเป็นโรคติดต่อที่ร้าย
แรง และเป็นโรคที่พบมากในประเทศไทย ที่สามารถติดต่อ
มายังผู้ปฏิบัติงานได้ ในปี พ.ศ. 2550 มีจ�านวนผู้ติดเชื้อและผู้
ป่วยเอดส์ทัว่โลกประมาณ 33.2 ล้านคน ส�าหรับในประเทศไทย 
ส�านักงานระบาดวิทยาได้รับรายงานผู้ป่วยเอดส์ จากสถาน
บริการสาธารณสุขภาครัฐและเอกชนต้ังแต่เดือน กันยายน 
พ.ศ. 2527 ถึงวันที่ 15 พฤศจิกายน 2554 รวมทั้งสิ้น 376,690 
ราย และมีผูเ้สยีชีวติ 98,721 รายแนวโน้มของผูป่้วยเอดส์ และ
ผู้ที่เสียชีวิตด้วยโรคเอดส์ลดลงกว่าในอดีตที่ ผ่านมาเนื่องจาก

การรักษาผู้ป่วยเอดส์ด้วยยาต้านไวรัสท�าให้ผู้ป่วยมีชีวิตท่ี
ยืนยาวและมีคุณภาพชีวิตท่ีดีขึ้นจึงท�าให้มีผู้ป่วยและผู้เสีย 
ชีวิตจากโรคเอดส์ลดลงกว่าอดีต1 ส�าหรับโรคไวรัสตับอักเสบ 
ส�านักงานระบาดวิทยา กรมควบคุมโรค กระทรวงสาธารณสุข 
รายงานสถานการณ์โรคไวรัสตับอักเสบในประเทศไทย ตั้งแต่
ปี พ.ศ. 2543 เป็นต้นมา ในแต่ละปีมีอัตราป่วยโดยประมาณ 
11 รายต่อประชากรแสนคน แต่ในปี พ.ศ. 2551 อตัราป่วยโรค
ไวรัสตับอักเสบมีการเพิ่มขึ้นสูงสุดเป็น 16.6 รายต่อประชากร
แสนคนและคงที่ที่อัตราป่วยนี้ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2552–2554 โดย
มีอัตราป่วย 16.3, 16.2 และ 16.1 ตามล�าดับ จากจ�านวน
ผู้ป่วยไวรัสตับอักเสบทั้งหมด 10,309 ราย ในปี พ.ศ. 2553 
จ�าแนกเป็นผูป่้วยไวรสัตบัอกัเสบเอ 460 ราย เป็นร้อยละ 4.46 
ของโรคตับอักเสบรวม ไวรัสตับอักเสบบี 5,879 ราย (ร้อยละ 
57.03) ไวรัสตับอักเสบซี 1,086 ราย (ร้อยละ 10.53) ไวรัสตับ
อักเสบดี 247 ราย (ร้อยละ 2.40) ไวรัสตับอักเสบอี 53 ราย 
(ร้อยละ 0.51) และไม่ระบุชนิดเช้ือไวรัสที่เป็นสาเหตุ 2,584 
ราย (ร้อยละ 25.07) ผู้เสียชีวิตโรคตับอักเสบรวม 14 ราย 
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อัตราตาย 0.02 ต่อประชากรแสนคน อัตราป่วยตายร้อยละ 
0.142 โดยผู้ที่มีเชื้อไวรัสตับอักเสบบี มีโอกาสเส่ียงท่ีจะป่วย
เป็นโรคตับเรื้อรัง และ มะเร็งตับมากกว่าคนปกติ 100 เท่า3

การเกิดอุบัติเหตุ การสัมผัสเลือดและสารน�้าจากร่างกาย
ผู้ป่วย ท�าให้มีโอกาสเกิดการติดเชื้อได้ โดยเฉพาะการเกิด
อุบัติเหตุถึงแม้ไม่ท�าให้เกิดการติดเชื้อท้ังหมด แต่เป็นสาเหตุ
ท�าให้เกิดบาดแผลซึง่จะเพิม่ความเสีย่งต่อการตดิเชือ้ได้ อีกทัง้
ยังท�าให้เกิดผลกระทบทางด้านจิตใจต่อผู้ปฏิบัติงานที่ได้รับ
อุบัติเหตุ พบว่าความเสี่ยงจากการติดเชื้อเอดส์ หลังสัมผัส
เลอืด มอีบุตักิารณ์ของการตดิเชือ้ร้อยละ 0.3 ถงึ 0.5 ต่อการถกู
เข็มที่ปนเปื้อนเชื้อต�า 1 ครั้ง ส่วนน้อยเกิดจากการสัมผัสกับ
สิง่ส่งตรวจท่ีผวิหนงัหรอืเยือ่เมอืกท่ีอาจมแีผลอยูด้่วย แต่อบุติั
การณ์ของการติดเชื้อด้วยกลไกนี้มีน้อยกว่าร้อยละ 0.05 ของ
การสัมผัสแต่ละครั้งส่วนความเสี่ยงต่อการติดเชื้อไวรัสตับอัก
เสบบี หลังจากถูกของมีคมที่เปื้อนเลือดของผู้ป่วยที่ติดเชื้อ
ไวรัสตับอักเสบบี เกิดขึ้นประมาณร้อยละ 30 และ การบริหาร
ความปลอดภยัจากการเกดิอบุตัเิหตุต่างๆ เป็นประเดน็ส�าคญั
ในการบริหารความเสี่ยง พบว่าช่วยลดปัญหาการติดเชื้อจาก
การให้บรกิารทางการแพทย์ได้มากกว่าร้อยละ 804 จากปี พ.ศ. 
2521 ถึง เดือน มิถุนายน ปี พ.ศ. 2543 มีบุคลากรสาธารณสุข
ที่สามารถยืนยันได้ว่าติดเชื้อไวรัสเอชไอวี จากการปฏิบัติงาน
ถงึ 56 ราย และ ทีส่งสยัแต่ยงัไม่สามารถยืนยนัได้ชดัเจนว่ามา
จากการปฏิบัติงานอีก 138 ราย ในช่วง 10 ปีที่ผ่านมามี
บคุลากรสาธารณสขุทีเ่สยีชีวติจากการตดิเชือ้ไวรสัตบัอกัเสบบี 
จากการปฏิบัติงานถึงปีละ 100-200 ราย มีผู ้ติดเช้ือจาก 
Burkholderia pseudomallei 2 ราย รายแรกจากการสมัผสัเชือ้
โดยการหายใจและผ่านผิวหนัง รายที่สองจากการ Sonicate 
เชื้อโดยไม่ปิดภาชนะ เพราะเข้าใจว่าเป็น B. cepacia 12

การจัดท�าแบบวัด ฉบับนี้ อ้างอิงจาก “การป้องกันการติด
เ ช้ือจากการให ้บริการทางการแพทย ์และสาธารณสุข 
(Universal Precautions)”11 และ “คู่มือการป้องกันการติดเชื้อ
จากการปฏิบัติงานในคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัย
เชียงใหม่”4 ซึ่งนิยามค�าว่า การป้องกันการติดเช้ือแบบครอบ
จักรวาล (Universal Precautions) หมายถึง การระมัดระวัง
ป้องกันของบุคลากรในการให้บริการทางการแพทย์และ
สาธารณสขุ เพือ่ให้บคุลากรและผูป่้วยปลอดภยัจากการตดิเชือ้
ที่อาจติดต่อทางเลือดและสารน�้าจากร่างกาย โดยปฏิบัติต่อผู้
ป่วยหรอืผูใ้ห้บรกิารทกุรายเหมอืนกนัและทกุครัง้ทีป่ฏบิติังาน 
หลักการของ Universal Precautions มีดังนี้ 1) การป้องกัน
อบุตัเิหต ุได้แก่ การวางแนวทางป้องกนัอบุตัเิหต ุการเฝ้าระวงั
การติดเชื้อจากอุบัติเหตุ และการส่งเสริมให้มีการปฏิบัติงาน
ด้วยความปลอดภัย 2) การใช้อุปกรณ์ป้องกันอันตรายส่วน
บุคคลที่เหมาะสมและมีประสิทธิภาพ เพื่อลดความเสี่ยงต่อ 
การติดเชื้อของบุคลากรจากการสัมผัสเลือดและสารน�้าจาก
ร่างกายผู้ป่วยโดยตรง 3) การมีสุขอนามัยและสุขาภิบาลที่ดี 
คือ ค�านึงถึง aseptic technique การล้างมือที่ถูกต้อง การจัด

สถานที่ และสภาพแวดล้อมในการท�างาน ให้มีสุขลักษณะ
อนามัยท่ีดี มีความสะอาด รวมทั้งการท�าลายเชื้อ ท�าให้
ปราศจากเชือ้ และ การก�าจดัขยะอย่างถกูต้อง ทางคณะเทคนคิ
การแพทย์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ มกีารจดัการอบรมเกีย่วกบั
สถานการณ์โรคเอดส์และการป้องกนัการตดิเชือ้ในห้องปฏิบัติ
การให้แก่นักศึกษาคณะเทคนิคการแพทย์ ช้ันปีที่ 2 เพื่อให้
นักศึกษาท่ีผ่านการอบรม ได้รับทราบและเข้าใจปัญหาเกี่ยว
กับโรคเอดส์ของประเทศไทยและของโลก สามารถปฏิบัติตน
เพือ่ป้องกนัการตดิเชือ้จากการปฏบิตังิาน และสามารถปฏบิติั
ตนได้อย่างถูกต้องเมื่อเกิดอุบัติเหตุ การวัดความรู้และความ
ตระหนักของนักศึกษาจะช่วยท�าให้ทราบระดับความรู้และ
ความตระหนักของนักศึกษา ซึ่งสามารถน�าข้อมูลท่ีได้ไปเป็น
แนวทางเพื่อแก้ไขและส่งเสริมการให้ความรู้เกี่ยวกับหลักการ
ป้องกันการติดเชื้อในห้องปฏิบัติการแก่นักศึกษา การสร้าง
เครื่องมือวัดให้มีคุณภาพดี เครื่องมือต้องมีความเที่ยงตรง 
(validity) และมีความเชื่อมั่น (reliability)5,6 การศึกษาครั้งนี้จึง
ต้องการสร้างแบบวัดความรู ้และความตระหนักเรื่องการ
ป้องกันการติดเชื้อแบบครอบจักรวาลของสาขาเทคนิคการ
แพทย์ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ให้มี
คุณภาพดีสามารถน�าไปใช้วัดความรู้และความตระหนักเร่ือง
การป้องกันการติดเชื้อเนื่องจากการปฏิบัติงาน ของนักศึกษา
และน�าข้อมูลที่ได้ไปเป็นแนวทางในการอบรมเกี่ยวกับการ
ป้องกนัการตดิเชือ้เนือ่งจาการปฏบิตังิานในส่วนทีน่กัศกึษายงั
ขาดความรู้หรือขาดความตระหนัก รวมทั้งท�าให้ทราบปัญหา
ต่างๆ ทีน่กัศกึษาให้ข้อเสนอแนะ เพ่ือให้คณะเทคนคิการแพทย์ 
น�าไปจัดท�าโครงการพัฒนาต่างๆ เรื่องการป้องกันการติดเชื้อ
เนื่องจาการปฏิบัติงาน อย่างมีประสิทธิภาพต่อไป

วัตถุประสงค์

1. เพื่อสร้างแบบวัดความรู้และความตระหนักเรื่องหลักการ
ป้องกันการติดเชื้อแบบครอบจักรวาล ของสาขาเทคนิค
การแพทย์ คณะเทคนคิการแพทย์ มหาวทิยาลยัเชยีงใหม่

2. เพื่อตรวจสอบความเที่ยงตรงตามเนื้อหา (content 
validity) ความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้า (test-retest reliability) 
และความสอดคล้องภายใน (internal consistency) ของ
แบบวัดความรูแ้ละความตระหนกัเรือ่งการป้องกนัการตดิ
เชื้อ ที่พัฒนาขึ้น

ขอบเขตกำรวิจัย

1. ขอบเขตประชากรที่ใช้ในการศึกษาวิจัยนี้ คือนักศึกษา
ระดับปริญญาตรีชั้นปีท่ี 2 และ 4 สาขาวิชาเทคนิคการ
แพทย์ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 
ที่เข้าศึกษาในปีการศึกษา 2553 

2. ขอบเขตด้านเนื้อหา เป็นการสร้างแบบวัดความรู้และ
ความตระหนักเรื่องการป้องกันการติดเชื้อของนักศึกษา
ระหว่างการท�างานในห้องปฏิบัติการ ของนักศึกษา 
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สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะเทคนิคการแพทย์ 
มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ 

วิธีด�ำเนินกำรศึกษำวิจัย

วธิดี�าเนนิการศกึษาวจิยั แบ่งเป็น 2 ระยะ ได้แก่ ระยะการ
สร้างแบบวัดและตรวจสอบความเท่ียงตรงตามเน้ือหา และ
ระยะของการตรวจสอบความเชื่อม่ันแบบวัดซ�้าและความ
สอดคล้องภายใน ดังมีรายละเอียดดังนี้

ระยะที่ 1: การสร้างแบบวัดและตรวจสอบความเที่ยงตรงตาม
เนื้อหา (content validity) มีขั้นตอนการด�าเนินการวิจัยดังต่อ
ไปนี้

1. สร้างแบบวัดความรู้และความตระหนัก โดยการคัดเลือก
ค�าถามและก�าหนดเกณฑ์การให้คะแนนของแบบวดั จาก
การทบทวนวรรณกรรม ผลงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง และจาก
ประสบการณ์การท�างานของคณะผู้วิจัย

2. ตรวจสอบความเท่ียงตรงของแบบวัดตามเน้ือหา โดย
ผูเ้ชีย่วชาญ จ�านวน 3 ท่าน ทีเ่ป็นผูเ้ชีย่วชาญมปีระสบการณ์ 
ในการสอนหรือท�างานที่เกี่ยวข้องกับการป้องกันการติด
เชือ้ในห้องปฏบิตักิารไม่ต�า่กว่า 5 ปี ตรวจสอบความเทีย่ง
ตรงตามเนื้อหา หากผู้เชี่ยวชาญเห็นว่าสอดคล้องตรงกับ
เนือ้หาและวัตถุประสงค์ทีต้่องการให้วดั (เหน็ด้วย) ให้ 1+ 
คะแนน หากผู้เชี่ยวชาญเห็นว่าไม่สอดคล้องไม่ตรงกับ
เนื้อหาและวัตถุประสงค์ที่ต้องการให้วัด (ไม่เห็นด้วย) 
ให้ -1 คะแนน หากผู้เชี่ยวชาญไม่แน่ใจว่าสอดคล้องหรือ
ไม่สอดคล้อง (ไม่แน่ใจ) ให้ 0 คะแนน น�าผลทีไ่ด้ไปค�านวณ
หาดัชนีความสอดคล้องด้วยสูตร IOC (Index of Concor-
dance) คดัเลอืกข้อค�าถามในแบบวัดทีม่ดีชันคีวามสอดคล้อง 
(IOC) ≥ 0.5 และน�าข้อเสนอแนะจากผูเ้ชีย่วชาญมาก�าหนด 
เป็นแบบวัดฉบับวิจัย

ระยะที่ 2: การตรวจสอบความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้า (test-retest 
reliability) และความสอดคล้องภายใน (internal consistency) 
มีขั้นตอนการด�าเนินการวิจัยดังต่อไปนี้

1. น�าแบบวดัความรูแ้ละความตระหนกัเรือ่งการป้องกนัการ
ติดเชื้อที่ได้จากการศึกษาวิจัยในระยะท่ี 1 ไปประเมิน
ประชากรนักศึกษาสาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะ
เทคนิคการแพทย์มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ชั้นปีท่ี 2 ซึ่ง 
ผ่านการอบรมเรือ่งการป้องกนัการตดิเชือ้ จ�านวน 71 คน 
และนักศึกษาชั้นปีที่ 4 ที่ก�าลังจะจบการศึกษา จ�านวน 
75 คน รวมทั้งหมด 146 คน คะแนนที่ได้จากการประเมิน
ในครั้งนี้ถือว่าเป็นคะแนนครั้งที่ 1

2. น�าแบบวดัความรูแ้ละความตระหนกัเรือ่งการป้องกนัการ
ติดเชื้อ ไปประเมินประชากรนักศึกษาสาขาวิชาเทคนิค
การแพทย์กลุ่มเดิมอีกครั้ง โดยเว้นระยะจากการประเมิน
ครั้งแรก 2 สัปดาห์ คะแนนที่ได้จากการประเมินในครั้งนี้
ถือว่าเป็นคะแนนครั้งที่ 2 

3. วิเคราะห์หาค่าความสอดคล้องภายใน (internal consis-
tency) ของคะแนนครั้งที่ 1 โดยการหาค่าสัมประสิทธิ์
แอลฟาของครอนบาค (Cronbach’s alpha coefficient) 
ค่าสัมประสิทธิ์แอลฟาของครอนบาค มีค่าได้ตั้งแต่ 0 ถึง 
1 การก�าหนดระดับความสอดคล้องจากค่าสัมประสิทธิ์
แอลฟาของ  ครอนบาค ของการศกึษาวจิยัในครัง้นีอิ้งตาม
เกณฑ์ของการ์เรตต์ ซึง่แบ่งระดบัความสอดคล้องภายใน
ตามค่าสัมประสิทธิ์ความเชื่อมั่น (α) เป็น 4 ระดับ5 ดังนี้
- ค่า α ตัง้แต่ 0.71 ถงึ 1.00  ถอืว่ามคีวามสอดคล้องสงู
- ค่า α ตั้งแต่ 0.41 ถึง 0.70  ถือว่ามีความสอดคล้อง

ปานกลาง
- ค่า α ตัง้แต่ 0.21 ถงึ 0.40 ถอืว่ามคีวามสอดคล้องต�า่
- ค่า α ตั้งแต่ 0.00 ถึง 0.20 ถือว่ามีความสอดคล้อง

ต�่ามากหรือไม่มีเลย

4. น�าคะแนนครั้งที่ 1 และ คะแนนครั้งที่ 2 มาวิเคราะห์หา
ค่าความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้า (test-retest reliability) โดย
การหาค่าสมัประสทิธิค์วามสมัพนัธ์ภายในชัน้ (intraclass 
correlation coefficient หรอื ICC) การก�าหนดระดบัความ
เชื่อมั่นจากค่าสัมประสิทธิ์ความสัมพันธ์ภายในชั้นของ
การศึกษาวิจัยในครั้งนี้อิงตามเกณฑ์ของ Cicchettii& 
Sparrow (1981) (อ้างใน Donaghy&Wass,1998)7 ซึ่ง
แบ่งระดับความเที่ยงตามค่า ICC เป็น 4 ระดับ ได้แก่
- ค่า ICC อยู่ระหว่าง 0.75 – 1.00  หมายถึง ดีเยี่ยม
- ค่า ICC อยู่ระหว่าง 0.60 – 0.74  หมายถึง ดี
- ค่า ICC อยู่ระหว่าง 0.40 – 0.59  หมายถึง พอใช้
- ค่า ICC น้อยกว่า 0.40 หมายถงึ ต้องปรบัปรงุแก้ไข

ผลกำรศึกษำวิจัย

1.	 ข้อมูลทั่วไปของกลุ่มตัวอย่ำง
กลุ่มตัวอย่างเป็นนักศึกษาปริญญาตรี สาขาเทคนิคการ

แพทย์ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ ชั้นปีที่ 
2 และ ปีที่ 4 ปีการศึกษา 2553 จ�านวน 146 คน เป็นเพศหญิง
ร้อยละ 73.29 เพศชายร้อยละ 26.71 เป็นนักศึกษาชั้นปีที่ 2 
ร้อยละ 48.63 ชั้นปีที่ 4 ร้อยละ 51.37 อายุเฉลี่ยของกลุ่ม
ตัวอย่างอยูท่ี ่22.9 ปี กลุม่ตัวอย่างทกุคนเคยได้รบัความรู้เร่ือง
การป้องกนัการตดิเชือ้แบบครอบจกัรวาล โดยได้รบัความรู้จาก
การเรียนในชั้นเรียนร้อยละ 89.73 จากการจัดอบรมร้อยละ 
63.70 จากการอ่านคู่มือ/ต�ารา/วารสารร้อยละ  41.78 และจาก
การค้นคว้าจากเครือข่ายอินเตอร์เน็ตร้อยละ 26.71

ในรอบ 1 ปีที่ผ่านมาประวัติการสัมผัสเลือดหรือสารน�้า
ของกลุม่ตัวอย่างมดีงันี ้เคยสมัผสัเลอืดหรอืสารน�า้ทีผิ่วหนังที่
ไม่มีบาดแผลร้อยละ 17.12  เลือดหรือสารน�้ากระเด็นเข้าปาก  
ตา จมูก เยื่อบุร้อยละ 4.79 หลอดทดลองที่ปนเปื้อนเลือดหรือ
สารน�้าบาดร้อยละ 4.79 ของมีคมอื่น บาดร้อยละ 2.05 เลือด
หรือสารน�้าสัมผัสที่บาดแผลร้อยละ1.37  และ เข็มเจาะเลือดที่
ใช้แล้วทิม่ต�าร้อยละ 0.68 ส�าหรบัการตรวจการตดิเชือ้ไวรสัตบั
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อักเสบบี กลุ่มตัวอย่างเคยตรวจการติดเชื้อไวรัสตับอักเสบบี 
จ�านวนร้อยละ 68.49 และกลุ่มตัวอย่างที่เคยได้รับวัคซีนไวรัส
ตับอักเสบบี มีจ�านวนร้อยละ 44.52  

2.	 กำรสร้ำง	“แบบวัด	ฉบับร่ำง”	
2.1 แบบวัด ฉบับร่าง ประกอบด้วยหัวข้อการวัดหลัก 

4 ส่วน และหวัข้อการวดัย่อย แบบวดั ผ่านการตรวจสอบความ
เที่ยงตรงตามเนื้อหาโดยผู้เชี่ยวชาญ จ�านวน 3 ท่าน และน�า
ผลการตรวจสอบมาค�านวณหาดชันคีวามสอดคล้อง (index of 
concordance: IOC) คัดเลือกข้อค�าถามในแบบวัดที่มีดัชนี
ความสอดคล้อง (IOC) ≥0.5 และน�าข้อเสนอแนะจาก
ผู้เชี่ยวชาญมาก�าหนดเป็นแบบวัด ฉบับวิจัย จ�านวนข้อของ
แบบวัด ฉบับวิจัยในแต่ละหัวข้อการวัดหลักและหัวข้อการวัด
ย่อยที่คัดเลือกมาและมีค่า IOC ≥0.5 แสดงในตารางที่ 1

2.2 การก�าหนดการให้คะแนน
2.2.1 หัวข้อการวัดหลัก ส่วนที่ 2: ความรู้เรื่องการ

ป้องกันการติดเชื้อแบบครอบจักรวาล ใช้แบบวัดแบบเลือก
ตอบ ถกูผดิ การให้คะแนน หากตอบค�าถามถกูต้องให้ 1 คะแนน 
หากตอบค�าถามผิด หรือ ตอบไม่ทราบให้ 0 คะแนน

2.2.2 หัวข้อการวัดหลัก ส่วนที่ 3: ทัศนคติต่อการ
ปฏิบัติตามหลักการป้องกันการติดเชื้อแบบครอบจักรวาล ใช้
แบบประเมินค่าตามแบบลิคเคอร์ท (R.A. Likert)5,6 โดยสร้าง
ข้อค�าถามทีม่ลีกัษณะเป็นบวกและลบพอๆ กนั และก�าหนดค�า
ตอบเป็น 5 ค�าตอบ คือ เห็นด้วยอย่างยิ่ง เห็นด้วย ไม่แน่ใจ ไม่
เห็นด้วยและไม่เห็นด้วยอย่างยิ่ง การให้คะแนนยึดเนื้อความ
ของข้อความเป็นหลัก หากข้อความใดมีลักษณะเป็นบวก คือ 
มีเนื้อความเป็นไปตามประสงค์ ตรงกับท่ีต้องการศึกษาให้
คะแนน เห็นด้วยอย่างยิ่ง เห็นด้วย ไม่แน่ใจ ไม่เห็นด้วยและ 
ไม่เห็นด้วยอย่างย่ิง เป็น 5, 4, 3, 2, 1 คะแนน ตามล�าดับ 
แต่หากข้อความใดมีลักษณะเป็นลบ คือ มีเนื้อความตรงกัน
ข้ามกบัความประสงค์ ไม่ตรงกบัทีต้่องการศกึษา จะให้คะแนน
กลับกัน โดยให้คะแนน เห็นด้วยอย่างยิ่ง เห็นด้วย ไม่แน่ใจ 
ไม่เห็นด้วย และไม่เห็นด้วยอย่างยิ่ง เป็น 1, 2, 3, 4, 5 คะแนน 
ตามล�าดับ

2.2.3  หัวข้อการวัดหลัก ส่วนที่ 4: การปฏิบัติตาม
หลกัการป้องกนัการติดเชือ้แบบครอบจกัรวาลใช้แบบประเมนิ
ค่าตามแบบลิคเคอร์ท (R.A. Likert)5,6 โดยสร้างข้อค�าถาม ที่
มีลักษณะเป็นบวกและลบพอๆ กัน และก�าหนดค�าตอบเป็น 5 

Table 1 Number of selected items that had an Index of Concordance ≥0.5

Topic test
Number of selected items that had an Index of 

Concordance  ≥0.5

1. Knowledge of universal precautions 
1.1. Principles of universal precautions 
1.2. Workplace accident preventions 
1.3. Using personal protective equipment 
1.4. Hygiene and sanitation

5 
5 
2 
5

2. Attitude in practice of universal precautions 
2.1. Principles of universal precautions 
2.2. Workplace  accident preventions 
2.3. Using personal protective equipment 
2.4. Hygiene and sanitation

3 
6 
3 
4

3. Universal precautions practices 
3.1. Principles of universal precautions 
3.2. Workplace  accident preventions 
3.3. Using personal protective equipment 
3.4. Hygiene and sanitation

2 
5 
4 
3

ค�าตอบ คือ ปฏิบัติทุกครั้ง ปฏิบัติมากครั้ง ปฏิบัติปานกลาง 
ปฏิบัติน้อยครั้ง และไม่เคยปฏิบัติ การให้คะแนนยึดเนื้อความ
ของข้อความเป็นหลัก หากข้อความใดมีลักษณะเป็นบวก คือ 
มีเนื้อความเป็นไปตามประสงค์ ตรงกับที่ต้องการศึกษา ให้
คะแนน ปฏบัิตทิกุครัง้ ปฏบิตัมิากครัง้ ปฏบิตัปิานกลาง ปฏบิตัิ
น้อยครั้ง และไม่เคยปฏิบัติ เป็น 5, 4, 3, 2, 1 คะแนน ตาม

ล�าดบั แต่หากข้อความใดมลีกัษณะเป็นลบ คอื มเีนือ้ความตรง
กนัข้ามกบัความประสงค์ ไม่ตรงกบัทีต้่องการศกึษา ให้คะแนน
กลับกัน โดยให้คะแนน ปฏิบัติทุกครั้งปฏิบัติมากครั้ง ปฏิบัติ
ปานกลาง ปฏิบัติน้อยครั้งและไม่เคยปฏิบัติ เป็น 1, 2, 3, 4, 5 
คะแนน ตามล�าดับ
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3.	 ผลกำรตรวจสอบคุณภำพของแบบวัด
3.1 การหาความเที่ยงตรงตามเนื้อหา  (content validity) 

ท�าการคัดเลือกข้อค�าถามในแบบวัด ฉบับร่าง ที่มีดัชนีความ
สอดคล้อง (IOC) มากกว่า 0.5 และน�าข้อเสนอแนะจากผู้
เชี่ยวชาญ มาก�าหนดเป็นแบบวัด ฉบับวิจัย

3.2 การหาความเชื่อมั่น (reliability) 
3.2.1 การหาความเช่ือม่ันเชิงความสอดคล้อง

ภายใน (test-retest reliability)  ผลการวเิคราะห์ค่าสมัประสิทธิ์
แอลฟาของครอนบาค ของแบบวัด แสดงดังตารางที่ 2 

3.2.2 การตรวจสอบความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้า (test-
retest reliability) โดยการน�าแบบวัด ฉบับวิจัย ไปท�าการวัด
กลุม่ตวัอย่างเดมิซ�า้โดยผูป้ระเมนิคนเดมิภายในเวลา 2 สัปดาห์ 
หลงัจากการประเมินครัง้แรก น�าคะแนนท่ีได้จากการวดั 2 ครัง้ 
มาวิเคราะห์หาค่าสัมประสิทธ์ิความสัมพันธ์ภายในชั้น (intra-
class correlation coefficient หรอื ICC) ผลการวเิคราะห์ แสดง
ในตารางที่ 3 

วิจำรณ์ผลกำรศึกษำ	(discussion)

แบบวัด ที่พัฒนาขึ้นผ่านการตรวจสอบความเที่ยงตรง
ตามเนือ้หา (content validity) จากผูเ้ชีย่วชาญทีม่ปีระสบการณ์
ทางด้านการป้องกันการติดเชื้อ โดยคณะผู้วิจัยคัดเลือกข้อ
ค�าถามที่มีค่าดัชนีความสอดคล้อง (index of concordance: 
IOC) ≥0.5 และน�าข้อเสนอแนะจากผูเ้ชีย่วชาญมาปรบัปรงุเป็น
แบบวัด ฉบับวิจัย ผลการตรวจสอบความเชื่อมั่นโดยการ
หาความสอดคล้องภายในและความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้า พบว่า
แบบวดั มคีวามสอดคล้องภายใน (internal consistency) อยูใ่น 
ระดับปานกลางถึงสูง มีค่าสัมประสิทธิ์แอลฟาของครอนบาค 
อยู่ระหว่าง 0.46 -0.98 โดยในหัวข้อการวัดหลัก เรื่อง ทัศนคติ
ต่อการปฏิบัติตามหลักการป้องกันการติดเชื้อแบบครอบ
จักรวาล และ การปฏิบัติตามหลักการป้องกันการติดเชื้อแบบ
ครอบจักรวาล มีความสอดคล้องภายในอยู่ในระดับสูง (ค่า
สัมประสิทธ์ิแอลฟาของครอนบาค มีค่า 0.76 และ 0.98 
ตามล�าดบั) ค่าความสอดคล้องภายในทีส่งูของ 2 หวัข้อนีแ้สดง

Table 2 Cronbach’s alpha coefficient of each topic test

Table 3 Intraclass Correlation Coefficient (ICC) and level of reliability of the test

Topic test Cronbach’s alpha coefficient

1.  Knowledge of Universal Precautions 0.46

2.  Attitude in practice of Universal Precautions 0.98

3.  Universal Precautions practices 0.76

Topic test ICC level of reliability

1. Knowledge of universal precautions 
1.1. Principles of  universal precautions 
1.2. Workplace accident preventions 
1.3. Using personal protective equipment 
1.4. Hygiene and sanitation

0.77 
0.71 
0.54 
0.78

excellent 
good 
fair 

excellent

2. Attitude in practice of universal precautions 
2.1. Principles of  universal precautions 
2.2. Workplace accident preventions 
2.3. Using personal protective equipment 
2.4. Hygiene and sanitation

0.73 
0.52 
0.50 
0.59

good 
fair 
fair 
fair

3. Universal precautions practices 
3.1. Principles universal precautions 
3.2. Workplace accident preventions 
3.3. Using personal protective equipment 
3.4. Hygiene and sanitation

0.62 
0.85 
0.61 
0.36

good 
excellent 

good 
should improve
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ให้เหน็ว่าข้อค�าถามทีอ่ยูใ่นหวัข้อการประเมินทัง้ 2 มเีนือ้หาไป
ในทางเดยีวกนั นั่นคอื วัดในสิง่เดยีวกัน ส�าหรับแบบวดั ในหวั 
ข้อการวัดหลัก เรื่อง ความรู้เรื่องหลักการป้องกันการติดเชื้อ
แบบครอบจักรวาล มีความสอดคล้องภายในอยู่ในระดับปาน
กลาง (ค่าสัมประสิทธิ์แอลฟาของครอนบาคเท่ากับ 0.46) 
ซึ่งค่าความสอดคล้องท่ีได้ในระดับปานกลางน้ีชี้ให้เห็นว่า
แบบวัด ในหัวข้อนี้อาจต้องได้รับการปรับปรุงแก้ไขก่อนน�าไป
ใช้จริง ซึ่งการปรับปรุงนอกจากพิจารณาในเรื่องของเนื้อหา
แล้ว โดยลกัษณะของการวดัในหวัข้อนีแ้ตกต่างจากหวัข้ออืน่ๆ 
คอืเป็นการวดัความรู ้ในขณะทีห่วัข้ออืน่ๆ เป็นการแสดงความ
คิดเห็นหรือทัศนคติ ดังนั้นอาจต้องแยกหัวข้อการวัดความรู้
ออกจากหัวข้อของการวัดทัศนคติ และปรับปรุงในเรื่องของ
เนื้อหาและเกณฑ์การให้คะแนนใหม่

ส�าหรบัผลการตรวจสอบค่าความเช่ือมัน่แบบวดัซ�า้ (test-
retest reliability) ของแบบวัด อยู่ในระดับพอใช้ถึงดีเย่ียม 
(ค่าสมัประสทิธ์ิความสมัพันธ์ภายในชัน้: Intraclass Correlation 
Coefficient: ICC อยู่ระหว่าง 0.50-0.85) ยกเว้นแบบวัด ใน
หวัข้อการวดัหลกั เร่ือง การปฏบิตัติามหลกัการป้องกนัการตดิ
เชื้อแบบครอบจักรวาล ในหัวข้อการวัดย่อย เรื่อง สุขอนามัย
และสุขาภิบาล มีความเช่ือม่ันแบบวัดซ�้าท่ีต้องปรับปรุงแก้ไข 
(ค่า ICC มีค่า 0.36) ค่าความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้าที่อยู่ในระดับดี
เยี่ยมของบางหัวข้อประเมินแสดงให้เห็นว่าหัวข้อประเมินดัง
กล่าวมคีวามคงที ่(consistency) ของเนือ้หาทีใ่ช้ในการประเมนิ 
ส�าหรบัหวัข้อทีม่คีวามเชือ่มัน่แบบวดัซ�า้อยูใ่นระดบัพอใช้ควร
ได้รับการปรับปรุงในส่วนนี้ก่อนน�าแบบวัด ไปใช้ โดยอาจต้อง
ทบทวนถึงปัจจัยต่างๆ ที่มีผลต่อค่าความเชื่อมั่น ได้แก่ ภาษา
ทีใ่ช้ในการเขยีนข้อค�าถาม หากใช้ภาษาทีชั่ดเจนมากๆ จะช่วย
ให้ผูต้อบเข้าใจความหมายได้ถูกต้องและคงที ่อ่านหรือให้ตอบ
กี่ครั้งยังคงแปลความหมายเหมือนเดิม และจ�านวนข้อค�าถาม 
แบบวัดที่มีข้อค�าถามมากจะมีความเชื่อมั่นมากกว่าแบบวัดท่ี
มีข้อค�าถามน้อย เพราะวัดพฤติกรรมได้มากกว่า ส�าหรับ
จ�านวนค�าตอบยิ่งมีมากความเชื่อม่ันย่ิงมาก เน่ืองจากท�าให้
การเดาลดลง และยังท�าให้ความแปรปรวนรวมของการตอบ
มากขึ้นรวมทั้งการควบคุมสภาพการณ์การใช้แบบวัด ต้องมี
การจดัการควบคมุสภาพการณ์และสิง่แวดล้อมทีอ่าจมอีทิธพิล
ต่อการตอบให้หมด รวมท้ังการจัดสภาพการณ์ในการตอบให้
เหมือนๆ กัน หากสภาพการณ์ที่น�าแบบวัดไปใช้แตกต่างกัน
จะท�าให้ผลการตอบแตกต่างกันมากขึ้น ความคลาดเคลื่อนจะ
เพิ่มขึ้นตามไปด้วย5

สรุปผลกำรศึกษำ	(conclusion)

ผลการศึกษาวิจัยในครั้งนี้ สามารถสรุปได้ว่า “แบบวัด
ความรู้และความตระหนักในเรื่องการป้องกันการติดเช้ือแบบ
ครอบจักรวาล ของสาขาเทคนิคการแพทย์ คณะเทคนิคการ
แพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่” ท่ีพัฒนาข้ึนมา มีความเที่ยง
ตรงตามเนือ้หา มคีวามเชือ่มัน่อยูใ่นเกณฑ์ทีย่อมรบัได้ ยกเว้น 
หวัข้อการวดัหลกัเกีย่วกบัการปฏิบติัตามหลกัการป้องกนัการ
ตดิเชือ้แบบครอบจกัรวาล ในหวัข้อการวดัย่อย เรือ่ง สขุอนามยั
และสุขาภิบาล มีค่าความเชื่อมั่นแบบวัดซ�้าอยู่ในเกณฑ์ต้อง
ปรับปรุงแก้ไข ดังนั้นก่อนน�าแบบวัดนี้ไปใช้ ควรท�าการ
ปรับปรุงในหัวข้อนี้ก่อน

ข้อเสนอแนะจำกผู้วิจัย

1) เนื่องจากเป็นแบบวัด ที่พัฒนาขึ้นมาใหม่ จะเห็นว่ามีข้อ
ค�าถามบางส่วนทีค่วามสอดคล้องภายใน อยูใ่นระดบัปาน
กลาง และความเชื่อม่ันแบบวัดซ�้า มีข้อค�าถามบางส่วน 
มีค่าอยู ่ในระดับต้องปรับปรุงแก้ไข ดังนั้น เพื่อให้ได้
ประสิทธิภาพสงูก่อนน�าแบบวดันีไ้ปใช้ ควรศกึษาเพิม่เตมิ
ในหัวข้อที่ความสอดคล้องภายใน อยู่ในระดับปานกลาง 
และความเชือ่มัน่แบบวดัซ�า้ อยูใ่นระดบัต้องปรบัปรงุแก้ไข 
และน�าไปทดสอบคุณภาพซ�้าอีกครั้งก่อนน�าไปใช้

2) การเพิม่ระดบัความเชือ่มัน่ อาจท�าได้โดยการแยกการวดั 
ความรู้ ออกจากการวัดทัศนคติและการปฏิบัติตามหลัก
การป้องกนัการตดิเชือ้ เพือ่เพิม่ข้อค�าถามทีม่คีณุภาพ ซึง่
จ�านวนข้อค�าถามที่มีคุณภาพที่เพิ่มขึ้น จะมีส่วนท�าให้ค่า
ความเชื่อมั่นเพิ่มขึ้น
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Physiological changes following therapeutic sequence  
of hot pack combined with ultrasound over latent myofascial trigger  

point of upper trapezius muscle

Abstract

Introduction: Myofascial trigger points (MTrPs) is a common musculoskeletal pain problem among office 
and computer workers. In physical therapy, the hot pack followed by ultrasound (HP+US) and the ultrasound 
followed by hot pack (US+HP) also have been using for treatment of MTrPs pain. However, these therapeu-
tic sequences have not been investigated for physiological effects. 

Objectives: The objective of this study was to evaluate the physiological changes on therapeutic sequence 
of hot pack and ultrasound over the myofascial trigger point of upper trapezius muscle. 

Materials and methods: Thirty subjects (i.e., 24 females, 6 males, age between 27.3±4.3  years) with latent 
myofascial trigger point of upper trapezius muscle received both treatment conditions i.e., HP followed by 
US (HP+US) and ultrasound followed by hot pack (US+HP) by random with 24-48 hours interval between 
sessions. The outcome measures consisted of tissue blood flow: TBF, supra-thermal threshold: STT, pressure 
pain threshold: PPT and visual analog scale: VAS that were measured at baseline, immediate, post 30 
minutes (post-30 min) and post 60 minutes (post-60 min) after treatment. 

Results: The results did not demonstrate a significant difference in physiological changes between the 
treatment conditions (p>0.05). Considering the treatment condition, the tissue blood flow and pressure pain 
threshold were significantly increased from baseline for both treatment conditions (p<0.0001). The supra-
thermal threshold and pain visual analog scale did not significantly improve from baseline for both treatment 
conditions. 

Conclusions: It may support that both treatment conditions potentially provided clinical benefits on TBF and 
PPT, but not for VAS and STT. This study may provide clinical application of physical therapy’s modalities 
for treatment of myofascial trigger point and musculoskeletal pain conditions.
Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2014; 47(1): 61-66

Keywords: hot pack, ultrasound, myofascial trigger point, treatment sequence
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บทคัดย่อ

บทน�ำ: จุดกดเจ็บเป็นปัญหาท่ัวไปท่ีสามารถพบได้บ่อยในกลุ่มบุคคลที่ท�างานทางด้านส�านักงานและคอมพิวเตอร์ และเป็น
สาเหตุหนึ่งของอาการปวดทางระบบโครงร่างกล้ามเนื้อ ซึ่งในทางกายภาพบ�าบัดได้มีทั้งการใช้แผ่นประคบร้อนแล้วตามด้วย
คลืน่เสยีงความถีส่งู (HP+US) หรอืการรกัษาด้วยคลืน่เสียงความถีสู่งแล้วตามด้วยแผ่นประคบร้อน (US+HP) เพือ่บ�าบดัรกัษา
อาการปวดกล้ามเนื้ออันเนื่องมาจากจุดกดเจ็บ 

วัตถุประสงค์: การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาการเปลี่ยนแปลงทางสรีรวิทยาต่อล�าดับการรักษาร่วมของแผ่นประคบ
ร้อนและคลื่นเสียงความถี่สูงในบริเวณจุดกดเจ็บชนิดแฝงเร้นของกล้ามเนื้อบ่า 

วัสดุและวิธีกำร: ผู้เข้าร่วมการศึกษาจ�านวนทั้งหมด 30 คน (หญิง 24 คน ชาย 6 คน อายุเฉลี่ย 27.3±4.3 ปี) มีจุดกดเจ็บ
ชนดิแฝงเร้นของกล้ามเนือ้บ่าทัง้สองข้าง ผูเ้ข้าร่วมการศกึษาทกุคนได้รบัการรกัษาทัง้ 2 เงือ่นไขบนบ่าแต่ละข้าง (HP+US และ 
US+HP) โดยท�าการตรวจประเมิน อัตราการไหลเวียนโลหิตของเนื้อเยื่อ ระดับเหนือขีดกั้นความรู้สึกเจ็บปวดด้วยอุณหภูมิ 
ระดับขีดกั้นความรู้สึกเจ็บปวดด้วยแรงกด และระดับความรู้สึกเจ็บปวด ทั้งในช่วงก่อนการรักษา หลังการรักษาทันที หลังการ
รักษา 30 นาที และหลังการรักษา 60 นาที 

ผลกำรศึกษำ: พบว่าในทุกตัวแปรไม่พบความแตกต่างกันระหว่างเงื่อนไขของการรักษา (p>0.05) แต่เมื่อพิจารณาภายใน
แต่ละเงื่อนไขของการรักษา (HP+US และ US+HP) โดยเทียบกับช่วงก่อนการรักษา (baseline) พบว่าทั้ง 2 เงื่อนไขของการ
ศึกษา (HP+US และ US+HP) มีการพัฒนาที่ดีขึ้นอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ (p<0.0001) ในตัวแปรอัตราการไหลเวียนโลหิต
ของเนือ้เยือ่ (TBF) และระดบัขดีกัน้ความรูส้กึเจ็บปวดด้วยแรงกด (PPT) ส่วนตวัแปรระดบัเหนอืขดีกัน้ความรู้สกึเจบ็ปวดด้วย
อุณหภูมิ (STT) และตัวแปรระดับความรู้สึกเจ็บปวด (VAS) นั้นไม่พบการเปลี่ยนแปลงอย่างมีนัยส�าคัญ 

สรปุผลกำรศกึษำ: ผลการศกึษาชีใ้ห้เหน็ว่าทัง้สองเงือ่นไขของการรกัษาช่วยให้อัตราการไหลเวยีนโลหติของเนือ้เยือ่และระดับ
ขดีกัน้ความรู้สกึเจบ็ปวดด้วยแรงกดมกีารเปลีย่นแปลงในทางทีดี่ขึน้ แต่ไม่มผีลต่อการเปลีย่นแปลงตัวแปรระดับความรูสึ้กเจบ็
ปวดและระดับเหนือขีดกั้นความรู้สึกเจ็บปวดด้วยอุณหภูมิ การศึกษาในครั้งนี้อาจน�าไปเป็นแนวทางในการรักษาอาการปวด
อันเนื่องมาจากจุดกดเจ็บหรืออาการปวดของระบบโครงร่างและกล้ามเนื้อได้
วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2557; 47(1): 61-66

ค�ำรหัส: แผ่นประคบร้อน คลื่นเสียงความถี่สูง จุดกดเจ็บ ล�าดับการรักษา

บทน�ำ
จุดกดเจ็บเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีมักพบโดยท่ัวไปในบุคคลที่มี

อาการปวดทางระบบโครงร่างกล้ามเนือ้ โดยเฉพาะอย่างยิง่ใน
บคุคลทีท่�างานด้านคอมพวิเตอร์และส�านกังาน (computer and 
office workers)1 โดยกล้ามเนื้อบ่า (upper trapezius) ถือเป็น
กล้ามเนือ้มดัหลกัทีม่กัพบอาการปวดกล้ามเนือ้อนัเนือ่งมาจาก
จดุกดเจบ็2,3  จดุกดเจบ็แบ่งออกเป็น 2 ชนดิคอื จดุกดเจบ็ชนดิ
แฝงเร้น (latent myofascial trigger point) และจุดกดเจ็บชนิด
ก่ออาการ (active myofascial trigger point)4 อาการปวดกล้าม
เนือ้อนัเนือ่งมาจากจดุกดเจบ็ชนดิแฝงเร้นนัน้หากไม่ได้รบัการ
รักษาอาจพัฒนาไปเป็นจุดกดเจ็บชนิดก่ออาการหรือมีระดับ
อาการปวดเพิ่มมากขึ้นได้ ในทางกายภาพบ�าบัดนิยมให้การ
รักษาด้วยแผ่นประคบร้อนร่วมกับคลื่นเสียงความถี่ สูง 
(hot pack combined with ultrasound) ซึ่งในทางเวชปฏิบัติ
คลนิกิมท้ัีงการให้การรกัษาด้วยแผ่นประคบร้อนก่อนแล้วตาม
ด้วยคลืน่เสยีงความถีส่งูและการรกัษาด้วยคล่ืนเสยีงความถีสู่ง
แล้วตามด้วยแผ่นประคบร้อน แต่ยงัไม่เป็นทีท่ราบแน่ชัดเกีย่ว
กับประสิทธิผลของล�าดับของการรักษาต่อการตอบสนองทาง

สรีรวิทยา ในทางคลินิกปฏิบัติ ยังเป ็นที่ถกเถียงกันถึง
ประสทิธภิาพในเชงิสรรีวทิยาคลนิกิของล�าดบัการรกัษา แม้แต่
การศกึษาทีผ่่านกย็งัไม่ได้ไขข้อค�าถามการวจัิยดงักล่าว โดยมี
เพยีงแต่การศกึษาถงึอณุหภูมขิองเนือ้เยือ่เมือ่ใช้การรกัษาร่วม
กนัระหว่างแผ่นประคบร้อนก่อนแล้วตามด้วยคลืน่เสียงความถี่
สูงเท่านัน้5,7  ทัง้นีใ้นการศกึษาวจัิยทางคลินกิมกันยิมน�าตวัแปร
หลักซึ่งได้แก่ อัตราการไหลเวียนโลหิตของเนื้อเยื่อ (tissue 
blood flow) และระดับขีดกั้นความรู้สึกเจ็บปวดด้วยแรงกด 
(pressure pain threshold) ร่วมกับตัวแปรรองคือ ระดับเหนือ
ขีดกั้นความรู ้สึกเจ็บปวดด้วยอุณหภูมิ (supra-thermal 
threshold) และระดบัความรูส้กึเจบ็ปวด (visual analog scale) 
มาพิจารณาประเมินเกี่ยวกับประสิทธิผลของการรักษาอัน
สอดคล้องกับการตอบสนองทางสรีรวิทยาคลินิกและสิ่งเร้าใน
ชีวิตประจ�าวัน ซ่ึงถือเป็นตัวแปรท่ีประเมินผลรวมท้ังในเชิง
ประจกัษ์แบบวตัถวุสัิย (objective measures) และเชงิประมวล
ความเหน็แบบจิตวสัิย (subjective measures) จากอาสาสมคัร
ในการศกึษา ดังนัน้จึงเป็นทีม่าของการศึกษาวจัิยในคร้ังนีเ้พือ่
ศึกษาถึงการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาคลินิกต่อล�าดับการ
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รักษาด้วยแผ่นประคบร้อนและคล่ืนเสียงความถ่ีสูงบริเวณจุด
กดเจ็บของกล้ามเนื้อบ่า 

วัสดุและวิธีกำร

1.	 กลุ่มตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรศึกษำ
 อาสาสมคัรเข้าร่วมการศกึษาในคร้ังนีม้จี�านวนทัง้หมด 30 
คน (อายุ 27.3±4.3 ปี, น�้าหนัก 58.1±7.4 กิโลกรัม ส่วนสูง 
161.5±5.8 เซนติเมตร) ซึ่งมีจุดกดเจ็บชนิดแฝงเร้น (latent 
myofascial trigger point) ที่มีระดับขีดกั้นความรู้สึกเจ็บปวด
ด้วยแรงกดอยูใ่นช่วง 2.0-2.9 กโิลกรมัต่อตารางเซนติเมตรบน
บรเิวณกล้ามเนือ้บ่าทัง้สองข้าง ผู้เข้าร่วมการศกึษาทกุคนต้อง
ปราศจากความผิดปกติที่มีการรบกวนทางระบบประสาท ไม่
เคยได้รับการผ่าตัดหรือบาดเจ็บบริเวณคอหรือบ่าทั้ง 2 ข้าง 
และไม่มขี้อหา้มข้อควรระวังในการรักษาด้วยแผ่นประคบร้อน
และคล่ืนเสียงความถี่สูงมาก่อน ทั้งนี้จ�านวนผู้เข้าร่วมการ
ศกึษาทัง้หมดได้คดิค�านวณจากการศกึษาน�าร่อง (pilot study) 
โดยมีค่า Power เท่ากับ 0.8 ค่า alpha level เท่ากับ 0.05 และ
ค่า effect size เท่ากับ 0.59

2.	 วิธีกำรศึกษำ	
 ผู้เข้าร่วมการศึกษาได้รับการรักษาทั้ง 2 เงื่อนไขของการ
ศึกษาโดยท�าการศึกษาบริเวณจุดกดเจ็บชนิดแฝงเร้นของ
กล้ามเนือ้บ่า ได้แก่ เงือ่นไขการรกัษาด้วยแผ่นประคบร้อนตาม
ด้วยคลื่นเสียงความถี่สูง (HP+US) และเงื่อนไขการรักษาด้วย
คลื่นเสียงความถี่สูงตามด้วยแผ่นประคบร้อน (US+HP) ด้วย
วิธีการสุ่มแบบ stratified randomization เพื่อให้จ�านวนผู้เข้า
ร่วมวิจัยทั้ง 30 คน ได้รับล�าดับขั้นของการรักษาด้วยเงื่อนไข 
HP+US และ US+HP มีจ�านวนที่เท่ากัน ซึ่งทั้ง 2 เงื่อนไขของ
การศึกษากระท�าบนบ่าแต่ละข้างด้วยวิธีการสุ่ม (stratified 
random sampling) โดยมรีะยะเวลาห่างกนั 24-48 ชัว่โมง ทัง้นี้
ผู้เข้าร่วมการศึกษาทุกคนได้รับการตรวจประเมินอัตราการ
ไหลเวียนโลหิตของเนื้อเยื่อ (tissue blood flow) ระดับเหนือ
ขีดกั้นความรู ้สึกเจ็บปวดด้วยอุณหภูมิ (supra-thermal 
threshold) ระดับขีดก้ันความรู ้สึกเจ็บปวดด้วยแรงกด 
(pressure pain threshold) และสอบถามระดับความรู้สึกเจ็บ
ปวด (visual analog scale) ตามล�าดับโดยผู้ตรวจประเมินคน
เดียวกัน (คุณ DB) ซึ่งได้รับการปิดบังเงื่อนไขของการศึกษา 
(blinding investigator) โดยการตรวจประเมินก่อนการรักษา 
(baseline) หลังการรักษาทันที (immediate) หลังการรักษา 
30 นาที (post-30 min) และหลังการรักษา 60 นาที (post-60 
min) โดยระหว่างนีอ้าสาสมคัรได้นอนพกัอยูใ่นห้องปฏบิตักิาร
การวิจัยตลอดช่วงระยะเวลาของการศึกษา และมีผู้วิจัยอีกคน
หนึ่ง (คุณ JA) เป็นผู้ให้การรักษาตามเงื่อนไขที่สุ่มได้ โดยที่
อาสาสมัครได้ถูกจัดให้อยู่ในท่านอนคว�า่ผ่อนคลายตามสบาย 
ศีรษะตรงเพื่อลดการยึดรั้งต่อแนวกล้ามเน้ือคอซ่ึงอาสาสมัคร
สามารถหายใจผ่านช่องของเตยีงนอนได้สะดวก ทัง้นีก่้อนการ
เก็บรวบรวมข้อมูลได้มกีารศึกษาความน่าเช่ือถอืของการวดัใน
ตัวแปรต่างๆ ซึ่งพบว่าค่า intraclass correlation coefficients 

(ICC) มีค่าอยู่ในช่วง 0.85-0.97 และมีค่า standard error of 
measurements (SEMs) ทีไ่ม่เกนิ 5 เปอร์เซ็นต์ของทกุตวัแปร
ท่ีใช้ในการศึกษา ซึ่งถือว่าอยู่ในระดับมาตรฐานการวัดที่
ยอมรับได้ 11

2.1	 รำยละเอียดของกำรรักษำ

2.1.1	แผ่นประคบร้อน	(hot	pack)
 แผ่นประคบร้อนมาตรฐาน (hot pack) ที่น�ามาใช้ในการ
ศึกษาคร้ังนี้ใช้แผ่นประคบร้อนมาตรฐาน (standard size)  
ขนาด 25x30 เซนติเมตร โดยแช่อยูใ่นหม้อต้ม (hydrocollator, 
Chattanooga, USA) ที่มีอุณหภูมิ 74.5-80.0 องศาเซลเซียส 
เป็นเวลานาน 30 นาที น�าขึ้นมาห่อด้วยผ้าขนหนูหนา 6-8 ชั้น
ก่อนน�าไปวางประคบบนกล้ามเนื้อบ่า โดยอาสาสมัครต้องมี
ความรู ้สึกอุ่นสบายไม่ร้อนจนเกินไปโดยก�าหนดอุณหภูมิ
ผิวหนังอยู่ในช่วง 40-45 องศาเซลเซียส หากอาสาสมัครไม่
สามารถทนได้จะได้รับการคัดออกจากการศึกษา ทั้งนี้ใช้ระยะ
เวลาในการรักษาทั้งสิ้น 20 นาที 

2.1.2	คลื่นเสียงควำมถี่สูง	(ultrasound)
 คลืน่เสยีงความถีส่งู (ultrasound) ทีน่�ามาใช้ในการศกึษา
ครั้งนี้คือเครื่อง BTL-4710 Sono Professional, BTL Medical 
Technologies Ltd., UK ซ่ึงได้รบัการเทยีบมาตรฐาน (calibra-
tion) จากทางบริษัทก่อนการใช้งาน โดยท�าการรักษาบริเวณ
จุดกดเจ็บชนิดแฝงเร้นในต�าแหน่งที่มีความไวต่อการตอบ
สนองมากที่สุด โดยใช้ความถี่ 1 เมกะเฮิรตซ์ ความเข้ม 1.0 
วัตต์ต่อตารางเซนติเมตร คลื่นแบบต่อเนื่อง (continuous 
mode) โดยใช้เทคนิคการเคล่ือนหัวอัลตร้าซาวด์ในลักษณะ
แบบหมุนวนซ้อนเหลื่อมกันด้วยอัตราความเร็ว 4 เซนติเมตร
ต่อวินาที ในขนาดพื้นที่ 10 ตารางเซนติเมตร ใช้ระยะเวลา
รักษา 5 นาที 

2.2	 ตัวแปรกำรศึกษำ	(outcome	measures)

2.2.1	อัตรำกำรไหลเวียนโลหิตของเนื้อเยื่อ 

(tissue	blood	flow:	TBF)
การตรวจประเมินอัตราการไหลเวียนโลหิตของเนื้อเยื่อ

ท�าได้โดยใช้เครื่อง Laser Doppler blood flow meter (Moor 
instruments DRT4, UK) ตรวจประเมนิการไหลเวยีนของโลหติ
บริเวณจุดกดเจ็บต่อเนื่องกันเป็นเวลา 2.5 นาที และบันทึกค่า
ทุกๆ 30 วินาที ทั้งนี้ใช้ค่าเฉลี่ยที่ได้จากอัตราการไหลเวียน
โลหิตของเนื้อเยื่อไปใช้เพื่อวิเคราะห์ผลทางสถิติต่อไป

2.2.2	ระดับเหนือขีดกั้นควำมรู้สึกเจ็บปวดด้วยอุณหภูมิ	

(supra-thermal	threshold:	STT)
การตรวจประเมินระดับเหนือขีดกั้นความรู้สึกเจ็บปวด

ด้วยอุณหภูมิ (supra-thermal threshold) ท�าได้โดยใช้เครื่อง 
Thermal Sensory Analyzer รุน่ Medoc Ltd., Neuro Sensory 
Analyzer Model TSA-II, Israel ตรวจประเมินในระดับ 
อุณหภูมิที่ 45, 47 และ 49 องศาเซลเซียส โดยวัดจากระดับ
อุณหภูมิเริ่มต้นที่ 35 องศาเซลเซียส ทั้งนี้อุณหภูมิจะ เพิ่มขึ้น
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ด้วยอัตรา 4 องศาเซลเซียสต่อวินาที (◦C/sec) และคงค้างอยู่
ที่อุณหภูมิระดับต่างๆ 5 วินาที ตรวจประเมินแต่ละอุณหภูมิ
จ�านวน 2 คร้ัง จากการสุม่อตัโนมตัขิองเครือ่ง โดยใช้ numerical 
rating scale (NRS) ช่วง 0 ถึง 100 มิลลิเมตร (0 คือ ไม่ปวด, 
100 คือ ปวดมากท่ีสุด) เป็นตัวประเมินระดับความรู้สึกเจ็บ
ปวดจากอุณหภูมิความร้อน และใช้ค่าเฉลี่ยที่ได้จากการตรวจ
ประเมินทั้ง 2 ครั้ง ส�าหรับวิเคราะห์ผลทางสถิติต่อไป

2.2.3	ระดับขีดกั้นควำมรู้สึกเจ็บปวดด้วยแรงกด 

(pressure	pain	threshold:	PPT)
การตรวจประเมินระดบัขดีกัน้ความรูส้กึเจบ็ปวดด้วยแรง

กด (pressure pain threshold: PPT) ใช้เครือ่ง digital pressure 
algometer รุ่น Somedic AB, Sollentuna, Sweden โดยให้
แรงกดลงไปตรงต�าแหน่งของจุดกดเจ็บที่ไวต่อการตอบสนอง
มากที่สุด (the most sensitive spot) ของกล้ามเนื้อบ่า (upper 
trapezius) ด้วยอัตราความเร็ว 40 กิโลปาสคาลต่อวินาที จน
กระทั่งอาสาสมัครมีความรู้สึกเปลี่ยนจากแรงกดไปเป็นความ
รู้สึกเจ็บเริ่มแรกจึงกดสวิตซ์หยุดการทดสอบ ตรวจประเมิน
ทั้งหมด 3 ครั้ง พักระหว่างครั้ง 30 วินาที โดยใช้ค่าเฉลี่ยของ
ทั้ง 3 ครั้ง ส�าหรับการวิเคราะห์ผลทางสถิติต่อไป 

2.2.4	ระดบัควำมรูสึ้กเจ็บปวด	(visual	analog	scale:	VAS)
 การตรวจประเมนิระดบัความรูส้กึเจ็บปวดจากแรงกดคงที่ 
ที่ 3 กิโลกรัมต่อตารางเซนติเมตร โดยการให้แรงกดลงไป
บรเิวณจดุกดเจบ็ชนดิแฝงเร้นผ่านเครือ่ง pressure algometer 
ทัง้นีใ้ช้ pain visual analog scale เป็นเครือ่งมอืในการประเมนิ
ระดับอาการปวดในแถบวัด 0-10 เซนติเมตร (0 คือ ไม่ปวด 
และ 10 คือ ปวดมากที่สุด)

3.	 กำรวิเครำะห์ข้อมูลทำงสถิติ
สถิติที่ใช้วิเคราะห์ในการศึกษาครั้งนี้คือ mixed model 

repeated measures ANOVA with Bonferroni correction for 
multiple comparisons เพือ่เปรยีบเทยีบความแตกต่างระหว่าง
เงื่อนไขของการศึกษา และช่วงระยะเวลาต่างๆ ของการ
ประเมนิผล โดยก�าหนดระดบันยัส�าคญัทางสถติไิว้ที ่ p<0.017 
(ปรับค่า p-value ส�าหรับ multiple comparisons; 0.05/3) 

ผลกำรศึกษำ
 จากผลการศึกษาแสดงให้เห็นว่าทั้ง 2 เงื่อนไขการรักษา
ไม่ให้ผลความแตกต่างกนัระหว่างเงือ่นไขของการบ�าบดัรักษา 
(p>0.05) แต่เม่ือพจิารณาในรายละเอียดของแต่ละเงือ่นไขการ
รักษา (HP+US และ US+HP) พบว่าอัตราการไหลเวียนโลหิต
ของเนื้อเย่ือและระดับขีดก้ันความรู้สึกเจ็บปวดด้วยแรงกดมี 
ค่าเพิม่ขึน้จากช่วงก่อนการรกัษา (baseline) อย่างมนียัส�าคัญ
ทางสถิติ (p<0.0001) (ตารางที่ 1) แต่ในตัวแปรระดับเหนือ 
ขีดกั้นความรู้สึกเจ็บปวดด้วยอุณหภูมิ (STT) และระดับความ
รู ้สึกเจ็บปวด (VAS) นั้นไม่พบการเปลี่ยนแปลงทางสถิติ 
(ตารางที่ 2) 

วิจำรณ์ผลกำรศึกษำ	
งานวิจัยนี้ เป ็นการศึกษาแรกที่ ได ้ เปรียบเทียบถึง

ประสิทธิภาพของล�าดับการรักษาด้วยแผ่นประคบร้อนและ
คล่ืนเสียงความถี่สูงต่อการเปล่ียนแปลงทางสรีรวิทยาของ
ตัวแปรต่างๆ โดยที่มีผลของการศึกษาก่อนหน้าที่คล้ายคลึง
กบัผลการศกึษาในครัง้น้ี ได้แก่ Lehmann และคณะในปี 1978 
และการศกึษาของ Draper และคณะในปี 1998 ซึง่ได้ศกึษาผล
ของอุณหภูมิที่เปลี่ยนแปลงไปภายหลังการรักษาด้วยแผ่น
ประคบร้อนแล้วตามด้วยคล่ืนเสียงความถี่สูง (HP+US) โดย 
การศึกษาทั้งสอง แสดงให้เห็นว่าอุณหภูมิของเนื้อเยื่อชั้นตื้น 
(superficial tissue layer) จะเพิ่มมากขึ้นภายหลังการรักษา
ด้วยแผ่นประคบร้อน (HP) ส่วนอุณหภูมิของเนื้อเยื่อชั้นลึก 
(deep tissue layer) จะเพิม่มากขึน้ภายหลงัการรกัษาด้วยคลืน่
เสียงความถี่สูง อีกทั้งได้สะท้อนให้เห็นถึงการไหลเวียนโลหิต
ที่เพิ่มมากข้ึนอันเป็นผลมาจากความร้อนท่ีเกิดขึ้นภายใน
เนือ้เยือ่5,6  อกีทัง้การศกึษาของ Holcomb และคณะในปี 2003 
ที่รายงานผลการรักษาร่วมกันของการให้ความร้อนระดับตื้น
ก่อนรักษาด้วยคล่ืนเสยีงความถีส่งู พบว่าการรกัษาด้วยความ
ร้อนระดับตืน้ก่อนรกัษาด้วยคลืน่เสยีงความถีส่งูสามารถท�าให้
อณุหภูมขิองเนือ้เยือ่ระดับลกึเพิม่สูงขึน้มากกว่าการรกัษาด้วย
คล่ืนเสยีงความถีส่งูเพยีงอย่างเดยีว7 ซึง่สามารถคะเนได้ว่าผล
ที่เกิดขึ้นนี้น ่าจะเป็นอิทธิพลหลักจากผลของความร้อน 
(thermal effect) จากการรักษาด้วยแผ่นประคบร้อนและคลื่น
เสียงความถี่สูงซึ่งสามารถส่งผลต่ออัตราการไหลเวียนโลหิต
ของเนือ้เยือ่ (TBF) และการคลายตวัลงของกล้ามเนือ้ทีเ่กร็งตวั 

Table 1 Data of tissue blood flow (TBF) and pressure pain threshold (PPT) over trigger point of upper trapezius muscle 
(Mean±SD)

Conditions
Tissue Blood Flow; TBF (flux/min) Pressure Pain Threshold; PPT (kPa)

Baseline Immediate Post 30 min. Post 60 min. Baseline Immediate Post 30 min. Post 60 min.

HP + US 11.28±3.90 59.44±41.24* 41.96±28.76* 30.78±24.50* 182.30±31.05 201.16±40.10* 207.16±44.31* 218.46±41.60*

US + HP 12.15±4.59 66.57±28.94* 33.52±18.62* 28.14±17.17* 168.40±29.14 193.76±23.77* 205.83±24.00* 214.70±26.59*

หมายเหตุ:  ไม่มีความแตกต่างกันของค่าเริ่มต้น (baseline) ระหว่างเงื่อนไขของการศึกษา และไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติของทุกๆ ช่วงเวลาระหว่างเงื่อนไขของ

การศึกษา; * แตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติ p<0.0001 เปรียบเทียบกับก่อนการรักษา (baseline)
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ดังเห็นผลได้จากระดับขีดก้ันความรู้สึกเจ็บปวดด้วยแรงกด 
(PPT) ทีด่ขีึน้ ส่วนตวัแปรระดบัความรูส้กึเจบ็ปวด (VAS) และ
ระดับเหนือขีดกั้นความรู้สึกเจ็บปวดด้วยอุณหภูมิ (STT) ที่ไม่
พบการเปลีย่นแปลงนัน้ อาจเนือ่งมาจากเป็นตวัแปรทีม่ปัีจจยั
รบกวนสูงและอิงความรู้สึกในการประเมินผลค่อนข้างมาก 
(subjective outcome) จึงมีความแปรปรวนได้สูง นอกจากนี้
ตัวแปรระดับเหนือขีดก้ันความรู ้สึกเจ็บปวดด้วยอุณหภูมิ 
(STT) ทีใ่ช้อณุหภมูคิวามร้อนทีส่งูมกัจะให้ความรูส้กึแสบแบบ 
sharp pain (45, 47, 49 °C)8 ซึ่งอาจกระตุ้นให้อาสาสมัครเกิด
ความกลัวต่อความเจ็บปวดและเกรงถึงการบาดเจ็บได้ 
สอดคล้องกับการศึกษาของ Robinson และคณะในปี 2010 ที่
พบว่าภาวะทางด้านจิตใจโดยเฉพาะความกลัวและวิตกกังวล
นั้นมีอิทธิพลและเป็นปัจจัยกวนที่สามารถส่งผลต่อตัวแปร
ระดบัความรูส้กึเจบ็ปวดต่ออณุหภมิูความร้อนในระดบัทีส่งูได้9

ส�าหรบัข้อจ�ากดัของการศกึษาในครัง้นีพ้บว่าตวัแปรทีน่�า
มาใช้ประเมินไม่ได้เป็นตัวแปรที่สามารถวัดการเปลี่ยนแปลง
ภายในเนื้อเยื่อหรือวัดอุณหภูมิท่ีเกิดขึ้นภายในเนื้อเยื่อได้
โดยตรง แต่ Laser Doppler flow meter ถอืว่าเป็นการประเมนิ
ทางอ้อมถึงผลของอุณหภูมิความร้อนท่ีเพ่ิมขึ้นด้วยการไหล
เวียนโลหิตที่เกิดขึ้นภายในเนื้อเยื่อที่มีจ�านวนมากขึ้น10 
อย่างไรก็ตาม การศึกษานี้ยังได้หาค่าความน่าเชื่อถือของ 
ผู้ตรวจประเมิน (intra-rater reliability) ก่อนเริ่มท�าการเก็บ
ข้อมูล โดยมค่ีาความน่าเชือ่ถอื (ICC) ≥0.85 และค่าความคลาด
เคลื่อนมาตรฐาน (SEMs) <5% ซึ่งถือว่าอยู่ในระดับมาตรฐาน
ทีย่อมรบัได้ อกีทัง้ยงัได้มกีารปกปิดข้อมลูเกีย่วกบัเงือ่นไขการ
รักษาแก่ผู้ตรวจประเมิน (investigator blinded) ประกอบกับ
รปูแบบของการศกึษายงัเป็นการเปรยีบเทยีบระหว่างเงือ่นไข
การรักษาภายในบุคคลเดียวกัน (within-subject) ซึ่งเป็นการ
ศึกษาแบบ cross-over design จึงช่วยลดปัญหาในเรื่องของ
ปัจจัยกวนต่างๆ ทางด้านกายภาพท่ีแตกต่างกันของแต่ละ
บุคคล เช่น เพศ การตอบสนองต่ออาการปวด ความรู้สึกทน

ได้ต่ออาการปวด และประสบการณ์ของอาการปวดทีเ่คยได้รบั
มาได้ ดงันัน้จงึสามารถมัน่ใจได้ในระดบัหนึง่ว่าผลการศกึษาที่
ได้มามีความน่าเชื่อถือของข้อมูล อย่างไรก็ตาม การวิเคราะห์
ผลเชงินยัส�าคญัทางสถติ ิ(statistical significance) เพยีงอย่าง
เดียวอาจมีข้อจ�ากัดในเชิงการประยุกต์ใช้ในทางคลินิกได้ ซ่ึง
อาจต้องพิจารณานัยส�าคัญทางคลินิก (clinical significance) 
มาประกอบด้วย ซึ่งส่วนใหญ่นิยมพิจารณาจากค่า minimal 
detectable changes (MDC) ทั้งนี้พบว่า ตัวแปรรองอันได้แก่ 
VAS และ STT ในการศึกษาครั้งนี้มีความสอดคล้องกันคือ 
มีค่าการเปล่ียนแปลงเฉล่ียเพียงเล็กน้อย 2 เซนติเมตร 
(หรือน้อยกว่า 20 มิลลิเมตร) ซึ่งถือว่ายังไม่มีนัยส�าคัญในทาง
คลนิกิ (non-clinical significance)12 นอกจากนี ้อกีเหตผุลหนึง่
ที่การเปลี่ยนแปลง ในตัวแปรรอง (VAS และ STT) มีการ
เปล่ียนแปลงท่ีไม่ชัดเจนก็อาจเนื่องจากอาสาสมัครในการ
ศกึษาครัง้นีม้รีะดบัอาการปวดทีไ่ม่สงูมากนกัและส่วนใหญ่เป็น
อาการปวดแบบเรือ้รงัซึง่อาจต้องใช้การบ�าบดัรกัษาหลายคร้ัง
ต่อเนื่องกันท่ีคล้ายกันกับโปรแกรมการรักษาตามปกติในทาง
คลินิกปฏิบัติ ซึ่งอาจให้ผลการบ�าบัดรักษาสะสมที่ชัดเจนและ
ดกีว่าการรกัษาเพยีงคร้ังเดียวตามข้อจ�ากดัในรปูแบบของการ
ศึกษาวิจัยในครั้งนี้

จากผลการวิเคราะห์ทางสถิติอาจสรุปได้ว่าวิธีการรักษา
ด้วย HP+US หรือ US+HP ไม่ให้ผลที่แตกต่างกันในตัวแปร
หลกัทีม่คีวามส�าคญัทางคลนิกิ (TBF และ PPT) ซึง่เป็นตวัแปร
ที่สอดคล้องกับผลของการบ�าบัดรักษาด้วยความร้อนและการ
ตรวจประเมินทางคลินิกที่นิยมใช้การกดคล�าต�าแหน่งจุดกด
เจ็บ ดงันัน้จงึอาจน�าวธิีการบ�าบดัรกัษาดงักล่าวไปประยกุต์ใช้
เพื่อเป็นแนวทางหนึ่งประกอบการจัดการอาการปวดบริเวณ
กล้ามเนื้ออันเนื่องมาจากจุดกดเจ็บชนิดแฝงเร้น โดยการ
ประยุกต์ใช้เครื่องมือทางกายภาพบ�าบัดโดยแผ่นประคบร้อน
และคลื่นเสียงความถี่สูงต่อไป

Table 2 Data of visual analog scale (VAS) and supra-thermal threshold (STT) over trigger point of upper trapezius 
muscle (Mean±SD)

Conditions
Visual Analog Scale; VAS (10 cm scale) Supra-Thermal Threshold; STT (100 mm Numerical rating scale)

Baseline Immediate Post 30 min. Post 60 min. Temperature Baseline Immediate Post 30 min. Post 60 min.

45 ºC 49.20±24.71 43.45±23.99 42.78±26.05 43.23±26.97

HP+US 7.16±2.17 6.34±2.36 6.52±2.44 6.26±2.43 47 ºC 60.70±24.82 61.08±24.70 63.68±29.35 59.63±26.80

49 ºC 86.98±18.11 88.66±16.43 89.35±15.17 88.91±17.29

45 ºC 46.81±21.20 43.28±26.39 40.25±25.14 40.23±21.36

US+HP 7.18±2.32 6.72±2.58 6.52±2.78 6.62±2.67 47 ºC 64.06±25.37 62.46±29.61 66.01±27.49 60.56±27.48

49 ºC 89.38±17.40 87.45±17.51 88.03±17.33 89.78±15.59

หมายเหตุ: ไม่มีความแตกต่างกันของค่าเริ่มต้น (baseline) ระหว่างเงื่อนไขของการศึกษา และไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส�าคัญทางสถิติของทุกๆ ช่วงเวลาระหว่างเงื่อนไข 

การศึกษา
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3. นิพนธ์ปริทรรศน์ (Review article) เป็นบทความที่รวบรวมเอาผลงานในเรี่องใดเรื่องหนึ่งโดยเฉพาะ ซึ่งเคยลงตีพิมพ์แล้วน�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�าคญัและความถกูต้องแท้จริง 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 
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6. โครงสร้ำงของบทควำม ส�าหรับนิพนธ์ต้นฉบับให้เรียงล�าดับตามหัวข้อ ดังนี้:-
• บทน�า (Introduction) ซึ่งรวมถึงวัตถุประสงค์หรือสมมติฐานในการศึกษา เนื้อหาที่ส�าคัญสั้นๆ ความส�าคัญของงานปัจจุบันที่ท�า 

พร้อมอ้างถึงงานที่มีการพิมพ์เผยแพร่มาก่อนหน้าและแสดงความคิดเห็นประกอบ 
• วัสดุและวิธีการ (Materials and methods) การทดลองสั้นๆ พอที่ผู้อ่านเข้าใจในรายละเอียดของการศึกษา และผู้อ่านอาจสามารถ

น�าไปทดลองต่อได้
• 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
• ชื่อตารางและค�าอธิบายในตารางให้ใช้ภาษาอังกฤษ

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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Instructions for Authors

How to send original article/thesis
Original article/thesis can be submitted through the on-line system via website http://www.ams.cmu.ac.th/journal 
or by sending 2 original hard copies and CD (please specify the program used to print) to the editorial office at

The Office of Editor of Bulletin of Chiang Mai Associated Medical Sciences
Faculty of Associated Medical Sciences, Chiang Mai University
110 Inthawaroros Rd.,T.Sriphum, A.Muang,  
Chiang Mai Thailand 50200
Telephone: (053) 945080 Ext. 17 Fax: (053) 946042
E-mail: preeyanat.v@cmu.ac.th

General Principles
Bulletin of Chiang Mai Associated Medical Sciences is a scientific journal of the Faculty of Associated Medical 
Sciences, Chiang Mai University. The articles submitted to the bulletin that are relevant to any of all aspects of 
Medical Technology, Radiologic Technology, Occupational Therapy, Physical Therapy and other aspects related 
to the health sciences are welcome. Before publication, the articles will go through a system of assessment and 
acceptance by at least two experts who are specialized in the relevant discipline. All manuscripts submitted to 
Bulletin of Chiang Mai Associated Medical Sciences should not have been previously published or under 
consideration for publication elsewhere.  All publications are protected by the Bulletin of Chiang Mai Associated 
Medical Sciences’ copyright.

Manuscript categories
1. Research article is a research paper that is relevant to any of all aspects described above and must not 

have been previously published or be under consideration for publication elsewhere.   
2. Short technical report is a formal report of a technology innovation in a field of Medical laboratory, 

Physical Therapy, Occupational Therapy and Radiologic Technology which details method, results, 
discussion and conclusion. 

3. Review article is an article that provides a comprehensive review of a topic having direct relevance to 
research on the specific topics.  It analyzes or discusses research previously published by others. 

4. General article is an article that is less technical and permits   access by the people in general, compared 
to a research article.  

5. Note is an article or research report similar to a research article but short and limited in scope. 
6. Miscellany is an article relating to an article published in the health sciences such as a discussion of the 

result of laboratory medicine or to answer a research question on laboratory medicine. 
7. Letters to the Editor is a technical article or notes or letter sent to a publication about issues of opinions 

and experiences from authors.  
8. Commentaries and Meeting report are a series of comments or annotations of the meeting. 

Manuscript Format
1. Language. Thai and/or English, Browallia New 14 for text and 12 for all symbols. For an original Thai 

article, the manuscript should use as many Thai words as possible. Author should use the Royal Institute 
English-Thai Medical Dictionary as a guideline for translation. For English words that have been for-
mally translated into Thai, but not widely recognized or too difficult to understand, the English words can 
be placed in parenthesis for those original words. 

2. Format. Print the original hard copy in A4 paper, size 8.5x11 inch, one-side printing, double spacing. 
Use standard program and fonts and, add page and line number for all pages. 

3. Title of the article. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid 
abbreviations and formulae where possible. 

4. Author names and affiliation. Where the family name may be ambiguous (e.g. a double name), please 
indicate this clearly. Present the authors’ affiliation addresses (where the actual work was done) below 
the names. Indicate all affiliations with superscript number immediately after author’s name and in front 
of appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including the province, country 
and, if available, the e-mail address of each author.

5. Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of refereeing and 
publication, also post-publication, ensure that telephone and fax numbers (with postal area code) are 
provided in addition to the e-mail address and the complete postal address. Contact details must be kept 
up to date by the corresponding author

6. Abstract. In Thai and English not exceeding 400 words. The abstract must include background, objectives, 
methods, results and conclusion, and 3-5 keywords should be included. The manuscripts should be 
arranged in the following headings: Abstract, Introduction, Materials and Methods, Results, and Conclusion, 
Acknowledgement and Reference.
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7. Article structure. Prepare according to following contents; 
 Introduction: State the objectives of work and provide an adequate background, avoiding a 

detailed literature survey or a summary of the results.. 
 Materials and Methods: Provide sufficient detail to allow the work to be reproduced. Methods 

already published should be indicated by a reference. Only relevant modifications should be 
described.

 Results: Results should be clear and concise. Present the new results of the study such as tables 
and figures mentioned in the main body of the article, and numbered in the order in which they 
appear in the text or discussion. 

 Discussion: This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A 
combined Results and Discussion section is often appropriate. Avoid extensive citations and 
discussion of published literature.

 Conclusions: The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions sec-
tion, which may stand alone or form a subsection of a “Discussion” or “Results and Discussion”.

 Acknowledgement: Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article 
before the references and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the 
title or otherwise. List here those individuals who provided help during the research (e.g. provid-
ing language help, writing assistance or proof reading the article, etc.)

 References: Numbering with superscript is in required.
8. Artworks 

 Each table, graph and figure should be self-explanatory one page per each. Save the figures 
as high resolution i.e., .jpg or .tiff files.

 Separate and self-explanatory of figure legend and using English for figure description.
 Title and description of the tables and figures should be in English.

Proof correction 
The Proofs of final paper approved for publication are to be returned by e-mail to the corresponding author 

before publication publication.

Page charge 
No page charge 

References Format
1. In details of content of the article; using a superscript number after the text or paragraph to refer to the 

references. 
2. References using the Vancouver reference system.  
3. In case of references source from non-English language, translate the title to English and retain “in Thai” 

in the parentheses. 

Examples of References list
 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. Uveiticfoveal atrophy: clinical features and associations. 
Arch Ophthalmol. 2009 Feb; 127(2): 179-86. PubMed PMID: 19204236; PubMed Central PMCID: 
PMC2653214 Who’s Certified [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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