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1 เรื่อง คือ เรื่อง “โรคอ้วนในเด็กวัยเรียน: จากพื้นฐานสู่นโยบายการป้องกัน” บทความนิพนธ์
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โลหิตวิทยาคลินิก จำ�นวน 3 เรื่อง 2) บทความทางด้านเคมีคลินิก จำ�นวน 2 เรื่อง 3) บทความ
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จำ�นวน 1 เรื่อง 
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 Abstract

This article aimed to discuss the basics of obesity in school-age children and the policies 

for preventing obesity in Thailand and other countries. The tendency of prevalence in childhood 

obesity is rising worldwide. For example, the prevalence in United States of America in  

2015 - 2016 was 18.4% whereas Thailand in 2014 was 13.9%. School-age children with  

obesity are more likely to become obese adults with increasing chances of developing adverse 

psychological, social, and health consequences such as cardiovascular disease, dyslipidemia, 

diabetes, hypertension and low self-esteem. Obesity is caused by multiple factors, including 

genetics, behavior, and environmental factors. Previous studies have assessed the relationship 

between obesity and various circulating adipokines secreted by adipocytes to serve as  

biomarker of obesity. However, the prevention of obesity will be easier than treating obesity 

after it has already developed. The preventive policies for obesity including sugary drink tax and 

front of package labelling currently used in some countries, have not been definitely evaluated. 

Hence, the comprehensive prevention and management of obesity with the incorporation of all 

sectors, including children, parents, and government agencies may sustain a reduction in the 

prevalence of obesity especially in childhood.
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1คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยรังสิต จังหวัดปทุมธานี
 2วิทยาลัยแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยรังสิต กรุงเทพมหานคร

 บทคัดย่อ
บทความน้ีมีวัตถุประสงค์ เพื่ออธิบายถึงพื้นฐานของโรคอ้วนในเด็กวัยเรียน และนโยบาย 

การป้องกันโรคอ้วนในประเทศไทยและประเทศต่างๆ ปัจจุบัน ความชุกของโรคอ้วนในเด็กวัยเรียน 

มีแนวโน้มสูงขึ้นทั่วโลก เช่น ประเทศสหรัฐอเมริกา มีความชุกในปี พ.ศ. 2558 - 2559 เท่ากับร้อยละ 

18.4 ส่วนประเทศไทยมีความชุกในปี พ.ศ. 2557 เท่ากับร้อยละ 13.9 เด็กวัยเรียนที่เป็นโรคอ้วนมีแนวโน้ม 

ที่จะเป็นผู้ใหญ่ที่เป็นโรคอ้วน รวมทั้งเพิ่มโอกาสทำ�ให้เกิดผลเสียที่ตามมาทั้งทางด้านจิตใจ สังคมและ

สุขภาพ เช่น โรคหัวใจและหลอดเลือด ไขมันในเลือดผิดปกติ เบาหวาน ความดันโลหิตสูง โรคอ้วน 

มีสาเหตุเกิดจากหลายปัจจัยร่วมกันทั้งด้านพันธุกรรม พฤติกรรมและสภาพแวดล้อม ปัจจุบันได้มีการ

ศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างโรคอ้วนกับระดับอะดิโพไคน์หลายชนิด ซึ่งหลั่งมาจากเซลล์ไขมัน เพื่อจะ

นำ�มาใช้เป็นสารบ่งชี้ทางชีวภาพสำ�หรับโรคอ้วน อย่างไรก็ตาม การป้องกันโรคอ้วนจะสามารถทำ�ได้ง่าย

กว่าการรักษาหลังจากท่ีพัฒนาจนเกิดเป็นโรคอ้วนแล้ว นโยบายการป้องกันโรคอ้วนท่ีมีการดำ�เนินการ 

ในปัจจุบัน เช่น การเก็บภาษีความหวาน การแสดงฉลากโภชนาการด้านหน้าบรรจุภัณฑ์ท่ีมีการใช้ใน 

บางประเทศ ยงัขาดการประเมินผลท่ีชัดเจน ดังน้ัน การปอ้งกนัโรคอว้นอยา่งครอบคลุมด้วยการรว่มมือ

อยา่งมีประสทิธิภาพของทุกภาคสว่น รวมถึงเด็ก ผู้ปกครองและหน่วยงานของรฐั อาจสามารถทำ�ใหค้วาม

ชุกของโรคอ้วนโดยเฉพาะในเด็กวัยเรียนมีการลดลงอย่างยั่งยืน

คำ�สำ�คัญ: โรคอ้วน เด็กวัยเรียน การป้องกัน

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: suwit.k@rsu.ac.th
รับบทความ: 1 ตุลาคม 2563 	 แก้ไขบทความ: 24 พฤศจิกายน 2563 	 รับตีพิมพ์บทความ: 21 ธันวาคม 2563
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1. บทน�ำ
เด็กวัยเรียนหมายถึงเด็กที่มีอายุในช่วง 

6-12 ปี ซึ่งมีความสามารถในด้านการเรียนรู้ทุกด้าน 

ปัญหาทางสุขภาพอันเนื่องมาจากการเปลี่ยนแปลง

สภาพทางสังคมและวิถีการดำ�เนินชีวิต อาจส่งผลต่อ

พฒันาการการเรยีนรูข้องเดก็ได ้โดยโรคอ้วนในเดก็วัย

เรียนเป็นปัญหาทางสาธารณสุขท่ีสำ�คัญในประเทศ 

ไทยและประเทศอืน่ท่ัวโลก เนือ่งจากความชุกของโรค

อ้วนมีแนวโน้มสูงข้ึนทั่วโลก(1) องค์การอนามัยโลก 

(WHO) ได้ตั้งเป้าหมายให้ปี พ.ศ. 2568 จะต้องไม่มี

การเพิ่มข้ึนของภาวะน้ำ�หนักเกินในเด็ก(2) ซึ่งภาวะ 

น้ำ�หนักเกินและโรคอว้นในเดก็สามารถวินจิฉัยไดจ้าก

น้ำ�หนักตามเกณฑ์ส่วนสูง (weight for height) หาก

น้ำ�หนักตัวของเด็กสูงกว่าค่ามัธยฐานของน้ำ�หนักตาม

เกณฑ์ส่วนสูงเกิน 2 เท่าถึง 3 เท่าของส่วนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน ถือว่ามีภาวะน้ำ�หนักเกิน แต่หากมีน้ำ�หนัก

สูงเกิน 3 เท่า จะถอืว่าเปน็โรคอ้วน(3) โรคอ้วนมสีาเหตุ

มาจากหลายปัจจัยร่วมกันท้ังปัจจัยจากพันธุกรรม 

พฤติกรรมและสภาพแวดล้อม ปัจจุบันพบว่าระดับ

ของสารอะดิ โพไคน์มีความเกี่ยวข้องกับโรคอ้วน  

การตรวจวัดระดับของสารอะดิโพไคน์จึงสามารถ 

ใช้เป็นสารบ่งช้ีทางชีวภาพสำ�หรับโรคอ้วนได้ เด็กท่ี

เป็นโรคอ้วน มีความเสี่ยงเพิ่มข้ึนท่ีจะเป็นโรคอ้วน 

ในวัยผู้ ใหญ่ เม่ือเทียบกับเด็กท่ีมีน้ำ�หนักปกติ(4)  

โรคอ้วนทำ�ให้เกิดปัญหากับเด็กในวัยเรียนได้ท้ังด้าน

สุขภาพร่างกาย สังคมและจิตใจ(5) ในด้านสุขภาพ

ร่างกาย โรคอ้วนมีความสัมพันธ์กับโรคต่างๆ เช่น  

โรคไขมันพอกตับ โรคเบาหวานชนิดที่ 2 โรคหอบหืด 

โรคหัวใจและหลอดเลือด โรคไขมันในเลือดผิดปกติ 

โรคความดันโลหิตสูง โรคนิ่วในถุงน้ำ�ดี(4-6) ส่วนด้าน

สังคมและจิตใจ ทำ�ให้เด็กขาดความเชื่อมั่นในตนเอง 

มคีวามพงึพอใจในตนเองต่ำ� อาจทำ�ใหเ้กิดโรคซมึเศรา้

และการใช้สารเสพติดได้(7) การตระหนักถึงความ

สำ�คัญของโรคอ้วนและจัดหาวิธีการป้องกัน จึงเป็น

เรื่องสำ�คัญเร่งด่วนที่ต้องดำ�เนินการ เพื่อไม่ให้เกิด

ปัญหาในอนาคต อันจะส่งผลต่อคุณภาพชีวิตของเด็ก 

และผลกระทบต่อสังคมโดยรวม

2. ความชุกของโรคอ้วนในเด็กวัยเรียน
2.1 ความชุกของโรคอ้วนในเด็กวัยเรียนในต่าง

ประเทศ

ปจัจบุนัความชกุของโรคอ้วนในเดก็วัยเรยีน

มีแนวโน้มสูงข้ึนท่ัวโลก เช่น ประเทศสหรัฐอเมริกา  

ปี พ.ศ. 2558 - 2559 มีความชุกของโรคอ้วนในเด็ก

วัยเรียน (อายุ 6-11 ปี) เท่ากับร้อยละ 18.4 ซึ่งสูงขึ้น

จากปี พ.ศ. 2542 - 2543 ที่มีความชุกเท่ากับร้อยละ 

15.3(8) การศึกษาในเด็กวัยเรียนชาวปาเลสไตน์ใน 

ปี พ.ศ. 2560 พบความชุกของโรคอ้วนร้อยละ 15.7 

ซึ่งเพิ่มสูงขึ้นอย่างรวดเร็วจาก พ.ศ. 2547 ที่มีความ

ชุกร้อยละ 3.2(9) ส่วนประเทศญี่ปุ่นมีแนวโน้มความ

ชุกลดลง เมือ่เทียบกับประเทศอ่ืนทีอ่ยู่ในกลุ่มประเทศ

กำ�ลังพัฒนาและประเทศพัฒนาแล้ว(10) โดยใน พ.ศ. 

2559 มคีวามชุกของโรคอว้นในเดก็อาย ุ5 - 9 ปี เท่ากับ

ร้อยละ 5.0(11) สำ�หรับความชุกของโรคอ้วนในเด็กวัย

เรียนในประเทศต่างๆ แสดงใน Table 1 ดังนั้น  

จึงพออนุมานได้ว่า ความชุกของโรคอ้วนแตกต่างกัน

ไปตามแตล่ะสัญชาต ิเช้ือชาตแิละสถานะทางเศรษฐกิจ

และสังคม คนผิวดำ�และฮิสพานิก (Hispanics)  

มีความชุกของโรคอ้วนมากกว่าคนผิวขาว (non-

Hispanic white)(12) ขณะที่ประชากรที่มีรายได้ต่ำ�มี

แนวโน้มความชุกของโรคอ้วนมากกว่ากลุ่มท่ีมีรายได้

สูงหรอืปานกลาง ความชกุของโรคอ้วนยงัลดลงในผูท้ี่

มีระดับการศึกษาสูงอีกด้วย(13) ซึ่งอาจเก่ียวข้องกับ

การท่ีประชากรที่มีรายได้ต่ำ�มี โอกาสเลือกซื้อและ

บริโภคอาหารที่ดีต่อสุขภาพได้น้อย
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Continent/Country Age (years) Prevalence (%) Year

North America

United states of America 	 6 	- 11 18.4 2015 - 2016(14)

Mexico 	 5 	- 9 17.5 2016(11)

Canada 	 5 	- 9 14.2 2016(11)

South America

Brazil 5 - 9 15.1 2016(11)

Chile 5 - 9 18.7 2016(11)

Argentina 5 - 9 21.7 2016(11)

Europe

England 10 - 11 20.2 2018 - 2019(15)

Russia 5 - 9 10.9 2016(11)

Germany 5 - 9 11.4 2016(11)

Africa

Egypt 5 - 9 21.8 2016(11)

Algeria 5 - 9 16.5 2016(11)

South Africa 5 - 9 11.4 2016(11)

Oceania

Australia 	 5 	-	17 8.1 2017 - 2018(16)

New Zealand 	 5 	- 	9 18.7 2016(11)

Asia

Singapore 5 - 9 9.5 2016(11)

China 5 - 9 17.5 2016(11)

Saudi Arabia 5 - 9 18.5 2016(11)

Table 1 Worldwide prevalence of school-age children obesity



โรคอ้วนในเด็กวัยเรียน: สาเหตุและการป้องกัน 7451

 

2.2 ความชุกของโรคอ้วนในเด็กวัยเรียนในประเทศ 

	 ไทย

สำ�หรับประเทศไทย ภาวะน้ำ�หนักเกินและ

โรคอ้วนในวัยเรียนเป็นปัญหาสาธารณสุขที่สำ�คัญของ

ประเทศ โดยผลการสำ�รวจสุขภาพประชาชนไทยโดย

การตรวจร่างกาย ครั้งที่ 5 เมื่อ พ.ศ. 2557 พบว่า

ภาวะน้ำ�หนักเกินและอ้วนของเด็กในวัยเรียน (อายุ  

6 - 14 ปี) คิดเป็นร้อยละ 13.9 โดยเฉพาะเด็กที่อยู่

ในเขตเทศบาลมีความชุกสูงถึงร้อยละ 16.6(17) ขณะที่

การสำ�รวจสุขภาพประชาชนไทยโดยการตรวจร่างกาย 

ครั้งที่ 4 ในปี พ.ศ. 2551 - 2552 พบว่า เด็กในวัยเรียน 

มีภาวะน้ำ�หนักเกินและอ้วนร้อยละ 9.7(18) ดังนั้น 

จะเห็นไดว้า่ปญัหาโรคอว้นในเดก็วยัเรยีนของประเทศ 

ไทยมีแนวโน้มเพิ่มสูงข้ึน ซึ่งจะส่งผลกระทบท้ังกับ 

ตัวเด็ก ครอบครัว และสังคมโดยรวมต่อไปในอนาคต 

นอกจากนี้ จากรายงานการวิจัยท่ีศึกษาความชุกของ

โรคอ้วนในเด็กวัยเรียน (อายุ 6 - 18 ปี) ที่อาศัย 

ในจังหวัดฉะเชิงเทราและจังหวัดสระแก้วในปี พ.ศ. 

2559 พบว่า มีค่าเท่ากับร้อยละ 7.26(19) ส่วนในปี 

พ.ศ. 2561 ความชุกของโรคอ้วนในเด็กนักเรียนชั้น

ประถมศึกษาของโรงเรียนในกรุงเทพมหานคร สังกัด

สำ�นักงานคณะกรรมการการศึกษาขั้นพื้นฐาน (สพฐ.) 

ท่ีเข้ารว่มโครงการเดก็ไทยดดู ีมพีลานามยั มคีา่เท่ากับ

รอ้ยละ 15.1 สว่นในโรงเรยีนเอกชนมคีวามชุกเท่ากับ

ร้อยละ 16.2 เป็นท่ีน่าสนใจว่าความชุกของโรคอ้วน 

ในเด็กนักเรียนระดับมัธยมศึกษามีแนวโน้มสูงกว่า 

ในระดับประถมศึกษาทั้งโรงเรียนในสังกัด สพฐ. และ

เอกชน โดยเฉพาะโรงเรียนเอกชนท่ีมีความชุกสูงถึง

ร้อยละ 27.0(20) 

3. พยาธิสรีรวิทยาของโรคอ้วน
โรคอว้นเกิดจากความไมส่มดลุของการไดร้บั

พลังงานกับการใช้พลังงาน ทำ�ให้มีพลังงานเหลือมาก 

กว่าที่ต้องใช้ในการดำ�รงชีวิตตามปกติ(4, 21) ส่งผลให้

มีการสะสมของไขมันตามอวัยวะต่างๆ มากกว่าปกติ 

โรคอ้วนในเด็กวัยเรียนมีสาเหตุมาจากหลายปัจจัย 

ไดแ้ก่ ปจัจยัจากพันธกุรรม ปจัจยัจากพฤตกิรรม และ

ปัจจัยจากสภาพแวดล้อม(4)

3.1 ปัจจัยจากพันธุกรรม

เด็กที่เป็นโรคทางพันธุกรรมมักมีอาการ 

ของโรคอว้นตัง้แตแ่รก และมลีกัษณะเฉพาะของความ

ผิดปกตินั้นๆ เช่น ตัวส้ัน ใบหน้าผิดรูป การเจริญ

เติบโตช้า ภาวะพร่องทางสติปัญญา(22) กลุ่มอาการ 

พราเดอร-์วลิล่ี (Prader-Willi syndrome) เปน็ความ

ผิดปกติท่ีทำ�ให้เกิดโรคอ้วนได้บ่อยและเกี่ยวข้องกับ

หลายระบบ อาการที่ปรากฏ เช่น ตัวอ่อนปวกเปียก 

(hypotonia) มคีวามผดิปกตขิองฮอร์โมนหลายระบบ 

รับประทานอาหารลำ�บาก (feeding difficulties) 

ตั้งแต่วัยทารก จนมีอาการรับประทานอาหารมากกว่า

ปกติ ขาดความรู้สึกอิ่ม และพัฒนาจนกลายเป็น 

โรคอ้วน(23) ปัจจุบัน มีการรายงานว่าความผิดปกติ

ชนดิยนีเดีย่วท่ีทำ�ให้เกดิโรคอ้วนไดบ้อ่ย คอื การกลาย

พันธุ์ของตัวรับเมลาโนคอร์ติน 4 (melanocortin 4 

receptor)(22) ซึ่งเป็นตัวรับที่อยู่ในไฮโปธาลามัสและ

ระบบประสาทสว่นกลาง มบีทบาทควบคมุความอยาก

อาหารและสมดุลของพลังงาน(24) ภาวะผิดปกติของ

ตัวรับนี้ จะส่งผลให้มีความอยากอาหารมากขึ้น ระดับ

อินซลิูนในเลือดสูงและเปน็โรคอ้วน(24, 25) นอกจากนี ้

ยังมียีนอื่นที่ผิดปกติ เช่น เลปติน (leptin), ตัวรับ 

เลปติน (leptin receptor) และโพรพิโอเมลาโนคอร์ติน 

(propiomelanocortin)(22, 26) 

3.2 ปัจจัยจากพฤติกรรม

ปัจจัยจากพฤติกรรม ได้แก่ การดื่มและ 

รบัประทานอาหารท่ีมพีลังงานและความหวานสูง เช่น 

อาหารฟาสต์ฟูด ขนมกรุบกรอบ เครื่องดื่มที่มีน้ำ�ตาล

เป็นองค์ประกอบ การมีพฤติกรรมเนือยนิ่ง (seden-

tary lifestyle) หรือใช้เวลาว่างไปกับเทคโนโลยี  
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เช่น คอมพิวเตอร์ เกม โทรศัพท์มือถือ โทรทัศน์  

รวมทั้งขาดการออกกำ�ลัง เป็นปัจจัยท่ีทำ�ให้เกิดโรค

อ้วนได้(4, 27) 

3.3 ปัจจัยจากสภาพแวดล้อม

เมื่อพิจารณาท่ีปัจจัยจากสภาพแวดล้อม 

สังคมโดยรอบของเด็ก ได้แก่ ครอบครัว โรงเรียน 

ชุมชน ล้วนส่งผลต่อการเกิดโรคอ้วนในเด็ก(4) การ

ศึกษาในประเทศสหรัฐอเมริกา พบว่า เด็กท่ีมีบ้าน 

อยู่ ใกล้กับสถานท่ีนันทนาการสาธารณะ (public  

recreation) ในระยะ 500 เมตร มีแนวโน้ม BMI z 

score ต่ำ�กว่าเด็กที่อยู่ไกลกว่า(28) นอกจากนี้ การอยู่

ใกล้กับร้านอาหารจานด่วน มีผลทำ�ให้เพิ่มความเสี่ยง

ต่อภาวะน้ำ�หนักเกินและโรคอ้วน(29, 30) จึงเห็นได้ว่า

ปจัจยัจากสภาพแวดลอ้มเปน็ตวักำ�หนดพฤตกิรรมการ

บริโภคอาหารที่เป็นประโยชน์และโอกาสในการออก

กำ�ลังของเด็ก ซึ่งมีความสัมพันธ์กับการเกิดโรคอ้วน

4.	 ความสัมพันธ์ของสารอะดิโพไคน์ในเลือด 
	 กับโรคอ้วน

สารอะดิโพไคน์ในเลือดมีความสัมพันธ์กับ

การเกิดโรคอ้วน โดยท่ัวไปเซลล์ไขมันนอกจากจะ 

ทำ�หน้าที่ในการสะสมพลังงานส่วนเกินโดยจะเก็บไว้ 

ในรูปของไขมันไตรกลีเซอไรด์แล้ว เซลล์ไขมันยัง

สามารถหลัง่สารอะดิโพไคน ์(adipokines) ชนดิตา่งๆ 

เช่น อะดิโพเนคตนิ (adiponectin) รซีสีตนิ (resistin) 

และเลปติน (leptin) โดยสารอะดิโพไคน์ท่ีหลั่งมา 

จากเซลล์ไขมันนี้ จะทำ�หน้าที่ควบคุมสมดุลพลังงาน

ภายในร่างกายให้อยู่ ในสภาวะปกติ อย่างไรก็ตาม 

เซลล์ไขมันเป็นเซลล์ที่สามารถเปลี่ยนแปลงขนาดได้ 

ดังนั้นการที่เซลล์ไขมันสามารถเพิ่มจำ�นวนและขยาย

ขนาดให้ใหญ่ข้ึนไดน้ี ้จะสง่ผลให้การรกัษาสมดลุตา่งๆ 

ของเซลล์ และรูปแบบของการหลั่งสารชนิดต่างๆ 

เปลี่ยนแปลงไป เมื่อเทียบกับเซลล์ไขมันท่ีมีขนาด

ปกติ(31) ซึง่สามารถเหนีย่วนำ�ไปสูก่ารเกิดพยาธสิภาพ

ตา่งๆ ตามมาได ้ดังนัน้ การตรวจวดัระดบัสารอะดิโพไคน ์

จึงมีประโยชน์ ในการเป็นตัวบ่งช้ีทางชีวภาพอีก 

ชนิดหนึ่งในการประเมินประสิทธิภาพการรักษาโรค

อ้วน(32) บทความนี้จะอธิบายถึงความสัมพันธ์ของ 

โรคอ้วนกับระดับสารอะดิโพไคน์ในเลือด 2 ชนิดคือ 

อะดิโพเนคตินและเลปติน 

4.1 อะดิโพเนคติน

อะดิโพเนคตินสร้างจากยีนท่ีอยู่บนโครโม-

โซมที่ 3q27 มีขนาด 17 กิโลเบส ประกอบด้วย 3 

เอ็กซอน โดยอะดิโพเนคติน จะทำ�หน้าที่เก่ียวข้อง 

กับกระบวนการเมแทบอลิซึมของน้ำ�ตาลและไขมัน 

ในเซลล์ตับ เซลล์กล้ามเนื้อลาย และเซลล์ ไขมัน  

อะดิโพเนคตินเป็นสารท่ีมีสมบัติช่วยทำ�ให้ร่างกาย 

เพิม่ความไวตอ่อนิซลูนิ (insulin-sensitizing agent) 

ลดการผลิตกลูโคส และช่วยกระตุ้นการทำ�งานของ

อินซูลินที่ตับ(33) ซึ่งสอดคล้องกับผลในหลอดทดลอง

ท่ีสนบัสนนุวา่เมือ่เตมิสารอะดิโพเนคตนิลงไปในเซลล์

กล้ามเนื้อและเซลล์ตับจะช่วยกระตุ้นกระบวนการนำ�

กลูโคสเข้าเซลล์ได้เพิ่มข้ึน ลดกระบวนการสร้าง

กลูโคสจากสารท่ีไม่ใช่คาร์โบไฮเดรตในกระบวนการ 

กลูโคนีโอเจเนซิส (gluconeogenesis) ที่ตับ และ 

ลดการสะสมไขมันไตรกลีเซอไรด์ที่กล้ามเนื้อลาย 

และตับ ส่งผลให้เซลล์มีความไวต่ออินซูลินเพิ่มข้ึน 

อนัเนือ่งมาจากการกระตุน้กระบวนการบตีาออกซเิดชัน 

(β-oxidation) เพิม่ขึน้ และอาศยักลไกการออกฤทธิ์

ของอะดิโพเนคตนิผา่นการกระตุน้เอนไซม ์5-AMP-

activated protein kinase (AMPK)(34) นอกจากนี้ 

อะดิ โพเนคตินยังมีส่วนเกี่ยวข้องกับการกระตุ้น 

กระบวนการบีตาออกซิเดชัน ในการสลายกรดไขมัน 

และการใช้พลังงานผ่านทางการกระตุ้น PPAR-α  
ซึ่งนำ�ไปสู่การลดลงของปริมาณไขมันไตรกลีเซอไรด์ 

ท่ีสะสมอยู่ ในเซลล์ตับและกล้ามเนื้อลาย จากผล 

ดังกล่าวจึงเป็นการส่งเสริมให้เซลล์ต่างๆ มีความไว 

ต่ออินซูลินเพิ่มขึ้น(35) (Fig. 1) ดังนั้นการทำ�งานของ 
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อะดิโพเนคตินที่มีต่อกระบวนการเมแทบอลิซึมของ 

ไขมันและน้ำ�ตาลจะผ่านทาง AMPK และ PPAR-α  
การศึกษาในคนพบว่าระดับอะดิโพเนคตินมีความ 

แตกต่างกันระหว่างเพศหญิงและเพศชาย โดยเพศ

หญิงจะมีระดับอะดิโพเนคตินในกระแสเลือดสูงกว่า

เพศชาย ประมาณร้อยละ 40 ทั้งนี้ เนื่องมาจากผล

ของฮอร์โมนเทสทอสเทอโรนในชาย(36) ในคนท่ีมี

สุขภาพดีสามารถพบระดับอะดิโพเนคตินในพลาสมา

ประมาณ 5-10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งผลการ

ศึกษาในเด็กอ้วนชาวอียิปต์(37) และชาวโรมาเนีย(38) 

ให้ผลการศึกษาที่สอดคล้องกันคือระดับอะดิโพเนคติน 

จะต่ำ�ในเด็กอ้วน เมื่อเปรียบเทียบกับเด็กที่มีน้ำ�หนัก

ตวัปกต ิรวมท้ังระดบัอะดิโพเนคตนิยงัมคีวามสมัพันธ์

ไปในทางตรงกันข้ามกับเส้นรอบเอว ความดันโลหิต 

ไขมันไตรกลีเซอไรด์ และระดับน้ำ�ตาลในเลือด แต่มี

ความสัมพันธ์ไปในทิศทางเดียวกับระดับเอชดีแอล 

คอเลสเตอรอล (HDL-C) ดงันัน้ในคนอ้วนจะมรีะดบั

อะดิโพเนคตินต่ำ�ถึงแม้ว่ามีมวลของเนื้อเยื่อไขมันที่

เพิ่มมากขึ้น ซึ่งสอดคล้องกับการศึกษาในชาวไทย(39) 

ท่ีแสดงให้เห็นว่าผู้ใหญ่ที่มีน้ำ�หนักเกินและอ้วนจะมี

ระดับอะดิโพเนตินต่ำ�กว่าผู้ที่มีสุขภาพดีน้ำ�หนักปกติ 

โดยการลดลงของระดับอะดิโพเนคตินในคนอ้วน 

อาจมีความสัมพันธ์กับการเพิ่มข้ึนของภาวะเครียด

ออกซิเดชันในเนื้อเยื่อไขมัน และค่าดัชนีมวลกาย 

และระดับน้ำ�ตาลสามารถนำ�มาใช้เป็นตัวทำ�นายระดับ

อะดิโพเนคตินที่ดีในผู้ท่ีเป็นโรคอ้วน โดยภาพรวม 

อะดิโพเนคตินมีความสัมพันธ์กับภาวะอ้วน และการ

ลดลงของระดับอะดิโพเนคตินจะเพิ่มความเสี่ยงต่อ

การนำ�ไปสู่ภาวะดื้อต่ออินซูลิน ดังนั้นผู้ที่มีภาวะอ้วน

ควรได้รับการส่งเสริมให้ปรับเปลี่ยนพฤติกรรมในการ

ดำ�เนินชีวิตเพื่อให้มีสุขภาพที่ดี และลดน้ำ�หนักตัวลง

Fig. 1	Metabolic pathway of adiponectin (Modified from Balsan GA, et al., Rev Assoc Med Bras 2015 
and Yanai H, et al., Int J Mol Sci 2019)(40, 41) FFA, free fatty acid; AMPK, adenosine monophos-
phate-activated protein kinase; PPAR-α, peroxisome proliferator-activated receptor-α.
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4.2 เลปติน

เลปตนิสรา้งมาจากยนีท่ีอยูบ่นโครโมโซมท่ี 7 

ตำ�แหน่งที่ q31.3 โดยยีนมีความยาวประมาณ 20  

กิโลเบส ประกอบดว้ย 3 เอก็ซอนและ 2 อนิทรอน(42) 

เลปทินมีบทบาทเก่ียวข้องกับการยับยั้งความอยาก

อาหาร การควบคุมสมดุลพลังงานของร่างกาย ซึ่งจะ

ช่วยส่งเสริมกระบวนการบีตาออกซิเดชันของกรด 

ไขมัน รวมท้ังลดการสะสมไขมันในเซลล์กล้ามเนื้อ

ตา่งๆ จงึช่วยทำ�ใหเ้ซลลม์คีวามไวตอ่อนิซลูนิเพิม่มาก

ขึ้น(43) นอกจากนี้เลปตินยังมีบทบาทในการช่วยลด

การสร้างน้ำ�ตาลจากตับ ช่วยให้ร่างกายเพ่ิมความไว 

ต่ออินซูลิน (insulin sensitivity) และช่วยลดระดับ

กลูคากอน(44) (Fig. 2) อย่างไรก็ตามการหลั่งเลปติน

ในแตล่ะช่วงวันจะไมเ่ท่ากนั (diurnal variation) โดย

Fig. 2 Metabolic pathway of leptin (Modified from Park H, et al., Metabolism 2015)(57)

มีระดับสูงในช่วงเวลาเย็นและเช้า(45) จากการศึกษา 

พบว่า ระดับเลปตินในเพศหญิงและเพศชายมีค่า 

แตกต่างกัน โดยเพศหญิงมีค่าสูงกว่าเพศชายทั้ง 

วัยเด็กและวัยผู้ใหญ่(46-48) การศึกษาในคนอ้วนก่อน

หน้าน้ี พบว่าถึงแม้คนอ้วนจะมีระดับเลปตินสูงใน

เลือด แต่อาจเกิดภาวะดื้อต่อเลปตินจึงทำ�ให้การทำ�

หน้าท่ีของเลปตินในการกระตุ้นกระบวนการบีตา

ออกซิเดชันบกพร่อง(49) ซึ่งภาวะดื้อต่อเลปตินนี้อาจ

เป็นปัจจัยเริ่มต้นท่ีส่งผลให้มีการสะสมไขมันภายใน

กล้ามเนื้อ และทำ�ให้พัฒนาไปสู่ภาวะดื้อต่ออินซูลิน

ตามมา เพราะมากกว่าร้อยละ 80 ที่กล้ามเนื้อลาย 

จะมีการกระตุ้นการนำ�เข้าน้ำ�ตาลโดยอาศัยอินซูลิน 

(insulin-stimulated glucose uptake) ถ้ามีความ 

ผดิปกติในกระบวนการเมแทบอลซิมึของกรดไขมนัหรอื

มกีารสะสมไขมนัในกลา้มเนือ้ลายมาก จะทำ�ให้มคีวาม

บกพร่องในการส่งสัญญาณของอินซูลินและการนำ�

น้ำ�ตาลเข้าเซลล์ตามมา ส่วนผลการศึกษาในเด็กและ

วยัรุน่ชาวไทยไดแ้สดงใหเ้ห็นว่ากลุ่มทีม่คีวามเส่ียงตอ่

ภาวะน้ำ�หนักเกิน (มีค่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ของดัชนีมวล

กายตามอายุมากกว่า 85 ถึง 95) และกลุ่มที่มีน้ำ�หนัก

เกิน (มีค่าเปอร์เซ็นต์ไทล์ของดัชนีมวลกายตามอายุ

มากกว่า 95) มรีะดบัเลปตนิ ไขมนัคอเลสเตอรอลรวม

และไขมนัไตรกลเีซอไรดส์งู ขณะท่ีมรีะดบัตวัรบัเลปตนิ

และไขมันเอชดีแอล คอเลสเตอรอลต่ำ�กว่ากลุ่มท่ีมี 
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        น้ำ�หนักตัวปกติ และการมีค่าดัชนีมวลกาย

เพ่ิมข้ึนจะเพิ่มความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะเลปตินใน

เลือดสูง โดยในเพศหญิงจะมีความเสี่ยงของการเกิด

ภาวะเลปตินในเลือดสูงมากกว่าในเพศชาย(50) ซึ่งผล

ของความแตกต่างทางเพศต่อระดับเลปติน อาจเกิด

จากความแตกต่างทางส่วนประกอบของร่างกายและ

การกระจายตัวของไขมันหรือผลของฮอร์โมนเพศ 

ต่อการผลิตเลปติน เช่น โปรเจสเตอโรน เอสโตรเจน 

และแอนโดรเจน(51) จากผลการศกึษาระดบัเลปตนิใน

เด็กอ้วนชาวฝรั่งเศส(52) และชาวบราซิล(53) พบว่าให้

ผลท่ีสอดคล้องกับเด็กชาวไทย นอกจากนี้ผลการ

ศึกษาของ Considine ท่ีเก่ียวกับการลดน้ำ�หนักได้

แสดงให้เห็นว่าถ้ามีการลดน้ำ�หนักตัวลงไปร้อยละ 10 

จะมีผลทำ�ให้ลดการผลิตเลปตินลงไปร้อยละ 50 แต่

เมื่อมีการรักษาระดับของการลดน้ำ�หนักตัวให้คงท่ี 

ไว้ได้ จะสามารถช่วยลดระดับเลปตินลงได้ถึงร้อยละ 

70 อย่างไรก็ตามผลท่ีตามมาคือ ผู้ลดน้ำ�หนักจะมี

ความอยากอาหารเพิ่มข้ึนตลอดระยะเวลาของการลด

น้ำ�หนัก ซึ่งเป็นผลมาจากการผลิตเลปตินน้อยลงจาก

การลดน้ำ�หนัก และอาจเป็นผลที่สะท้อนมาจากการ

ลดปริมาณเนื้อเยื่อไขมัน(54) จากหลักฐานการศึกษา 

พบการบริโภคอาหารโดยเฉพาะในกลุ่มที่ให้พลังงาน

จะช่วยกระตุ้นการหลั่งเลปติน ผ่านทางการทำ�หน้าท่ี

โดยตรงของอินซูลินต่อเซลล์ไขมัน(55) แต่อย่างไร

ก็ตามเมือ่ศกึษาความสมัพนัธ์ระหว่างปจัจยัดา้นอาหาร

กับระดับเลปตินในเด็กนักเรียนชาวไทย พบว่าไม่มี

ความสัมพันธ์ระหว่างระดับเลปตินกับการบริโภคสาร

อาหารท่ีให้พลังงาน แต่ ในกลุ่มเด็กอ้วนจะมีระดับ 

เลปติน ไขมันและการบริโภคสารอาหารที่ให้พลังงาน

สูงกว่าในกลุ่มเด็กท่ีมีน้ำ�หนักตัวปกติ(56) ดังนั้นการ

เพิ่มขึ้นของระดับเลปตินในคนอ้วนอาจบ่งชี้ถึงการเกิด

ภาวะดื้อต่อเลปตินและทำ�ให้ความสามารถในการ

ควบคุมน้ำ�หนักตัวลดลง โดยสาเหตุของการเกิดภาวะ

ดือ้ตอ่เลปตนิในคนอ้วนบางคนอาจเนือ่งมาจากปจัจยั

ด้ านพันธุกรรม เช่น การเ กิดโพลีมอร์ฟิซึม  

(polymorphism) ของยีนตัวรับเลปติน (LEPR) 

ทำ�ให้เกิดความบกพร่องในการส่งสัญญาณระหว่าง 

เลปตินและตัวรับเลปติน(50) 

5. นโยบายการป้องกนัโรคอ้วนในเด็กวยัเรยีน
การปอ้งกันโรคอว้นในเดก็วยัเรยีนมแีนวทาง

ดำ�เนนิการไดห้ลายระดบั ไดแ้ก่ ระดบัปฐมภูม ิเปน็การ

ปอ้งกันในวงกวา้ง มเีปา้หมายเพือ่ไม่ใหเ้ดก็โดยทัว่ไป

เกดิโรคอว้น ระดบัทุตยิภูม ิเปน็การปอ้งเดก็กลุม่เสีย่ง

ไม่ให้เกิดโรคอ้วนร่วมกับความผิดปกติอื่น และระดับ

ตตยิภูม ิเปน็การคงน้ำ�หนกัของเดก็อว้นและลดปญัหา

จากโรคร่วม(58) ปี พ.ศ. 2559 องค์การอนามัยโลกได้

ให้ข้อแนะนำ�เก่ียวกับนโยบายป้องกันโรคอ้วนในเด็ก

วัยเรียน เช่น(59) ส่งเสริมให้เด็กและวัยรุ่นได้บริโภค

อาหารท่ีดตีอ่สขุภาพและลดการบริโภคอาหารท่ีไมด่ตีอ่

สุขภาพและเครื่องดื่มที่มีน้ำ�ตาลเป็นองค์ประกอบ 

(sugar-sweetened beverages) สง่เสรมิให้ออกกำ�ลงั

และลดพฤติกรรมไม่ออกกำ�ลัง บูรณาการและให้

แนวทางสำ�หรับการป้องกันโรคในกลุ่มไม่ติดต่อเรื้อรัง 

(non-communicable diseases) ด้วยแนวทาง

ปจัจบุนัสำ�หรบัการดแูลกอ่นตัง้ครรภ์ (preconception 

care) และก่อนคลอด (antenatal care) เพือ่ลดความ

เสี่ยงต่อการเป็นโรคอ้วนในเด็ก ให้แนวทางและ

สนบัสนนุการบริโภคอาหารสขุภาพ การนอนหลบั และ

การออกกำ�ลังในเด็กปฐมวัยเพื่อให้เด็กเจริญเติบโต

อยา่งเหมาะสมและมพีฒันาการทางพฤตกิรรมสขุภาพ

ท่ีดี (healthy habits) รวมท้ังส่งเสริมให้โรงเรียนมี

สภาพแวดลอ้มทีด่ตีอ่สขุภาพ รูสุ้ขภาพและโภชนาการ 

(health and nutrition literacy) และการออกกำ�ลัง

ในเด็กวัยเรียนและวัยรุ่น
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5.1 ตัวอยา่งนโยบายปอ้งกนัโรคอว้นในต่างประเทศ 

5.1.1 การกำ�หนดภาษีความหวาน

การกำ�หนดภาษีความหวานเป็นมาตรการ 

ลดการดื่มเครื่องดื่มที่มีน้ำ�ตาลเป็นองค์ประกอบที่

องค์การอนามัยโลกแนะนำ� มีหลายเมืองและประเทศ

ท่ีใช้มาตรการนี ้เชน่ ในป ีพ.ศ. 2557 ประเทศเมก็ซิโก 

ได้กำ�หนดภาษีความหวานในเครื่องดื่มที่มีน้ำ�ตาลเป็น

องค์ประกอบ ส่งผลให้ราคาของน้ำ�อัดลม เพิ่มข้ึน

ประมาณรอ้ยละ 11 และยงัสง่ผลใหอั้ตราการซือ้เครือ่ง

ดื่มท่ีมีน้ำ�ตาลเป็นองค์ประกอบลดลงร้อยละ 12 ใน

เดือนธันวาคม พ.ศ. 2557 ในทางกลับกัน เครื่องดื่ม

ท่ีไม่ถูกเก็บภาษีความหวาน มีอัตราการซื้อเพ่ิมข้ึน 

ร้อยละ 4(60) Falbe และคณะ ได้สำ�รวจโดยใช้

แบบสอบถามถึงผลของการออกกฎหมายภาษีความ

หวานของเครื่องดื่มที่มีน้ำ�ตาลเป็นองค์ประกอบใน

เมืองเบิร์กลีย์ (Berkeley) รัฐแคลิฟอร์เนีย ประเทศ

สหรฐัอเมรกิา ซึง่ผา่นกฎหมายฉบบันี้ในป ีพ.ศ. 2557 

เปรียบเทียบกับเมืองท่ียังไม่ผ่านกฎหมายภาษี 

ความหวาน ได้แก่ เมืองโอ๊กแลนด์ (Oakland) และ

ซานฟรานซิสโก รัฐแคลิฟอร์เนีย พบว่า ในเมืองเบิร์กลีย์ 

มี อัตราการบริ โภคเครื่องดื่มท่ีมีน้ำ �ตาลเป็นองค์

ประกอบลดลงร้อยละ 21 แต่เมืองอื่นที่เปรียบเทียบ

กลับเพิ่มขึ้นร้อยละ 4 ขณะที่อัตราการบริโภคน้ำ�เปล่า

สูงขึ้นถึงร้อยละ 63 ส่วนเมืองอื่นที่นำ�มาเปรียบเทียบ

เพิ่มขึ้นร้อยละ 19(61) ในปี พ.ศ. 2558 ประเทศ

บาร์เบโดส (Barbados) ได้ขึ้นภาษีความหวานร้อยละ 

10 ในเครื่องดื่มที่มีน้ำ�ตาลเป็นองค์ประกอบ ส่งผลให้

ราคาสูงข้ึนประมาณรอ้ยละ 5.9 ขณะท่ีราคาของเครือ่ง

ดืม่ชนดิอืน่ยงัคงเท่าเดมิ ทำ�ใหอ้ตัราการขายเครือ่งดืม่

ท่ีมีน้ำ�ตาลเป็นองค์ประกอบต่อสัปดาห์ลดลงร้อยละ 

4.3 ขณะที่เครื่องดื่มชนิดอื่นเพิ่มขึ้นร้อยละ 5.2(62) 

แม้จะยังไม่มีการศึกษาถึงผลโดยตรงของ

การขึ้นภาษีความหวานต่อการลดโรคอ้วนในเด็กวัย

เรยีน แตจ่ากการศกึษาแบบยอ้นหลงั (retrospective 

cohort study) ในผูช้ายจำ�นวน 6,537 คนและผูห้ญิง

จำ�นวน 5,324 คนในประเทศสหรัฐอเมริกาที่เข้าร่วม

โครงการ Monitoring the Future Surveys (พ.ศ. 

2535 - 2546) พบว่า การเพิ่มราคาขึ้น 1 ดอลลาร์ 

สหรัฐอเมริกาของเครื่องดื่มท่ีมีน้ำ�ตาลเป็นองค์ประกอบ 

ขนาด 2 ลติรมคีวามสมัพนัธกั์บการลดความนา่จะเปน็

โรคอ้วนในผู้ชายร้อยละ 10.8 และผู้หญิงร้อยละ 

28.1(63) Kristensen และคณะ ได้สร้างแบบจำ�ลอง 

(Markov microsimulation model) เพื่อศึกษาผล

ของการใช้นโยบายในประเทศสหรัฐอเมริกาเป็นระยะ

เวลา 20 ปีต่อการลดโรคอ้วนในเด็ก โดยได้เลือก 3 

นโยบายได้แก่ โปรแกรมการออกกำ�ลังกายหลังเลิก

เรียน (afterschool physical activity programs) 

การข้ึนภาษีความหวานในเครือ่งดืม่ท่ีมนี้ำ�ตาลเปน็องค์

ประกอบ 0.01 ดอลลาร์สหรัฐอเมริกาต่อออนซ์ และ

การหา้มโฆษณาอาหารฟาสตฟ์ดูทางช่องทีวีสำ�หรบัเดก็ 

(child-directed fast food TV advertising) 

ผลการศกึษาพบว่า การข้ึนภาษีความหวานช่วยลดโรค

อ้วนในเด็กและวัยรุ่นได้ร้อยละ 1.6 และ 2.4 ตาม

ลำ�ดบั การออกกำ�ลงักายหลงัเลกิเรยีนช่วยลดโรคอว้น

ในเด็กและวัยรุ่นได้ร้อยละ 1.8 และ 1.9 ตามลำ�ดับ 

และการห้ามโฆษณาอาหารฟาสต์ฟูด ช่วยลดโรคอ้วน

ในเด็กและวัยรุ่นได้เกือบร้อยละ 1 ทั้ง 3 นโยบายล้วน

มีผลลดความชุกของโรคอ้วน โดยเฉพาะในคนผิวดำ�

และฮิสพานิก ซึ่งมีความชุกของโรคอ้วนสูง(64) การ

ศึกษาของ Schwendicke และ Stolpe โดยใช้แบบ

จำ�ลองเพื่อศึกษาผลของการข้ึนภาษีความหวาน 

ในอัตราร้อยละ 20 ในเครื่องดื่มท่ีมีน้ำ�ตาลเป็น 

องค์ประกอบในประชากรชาวเยอรมันอายุ 15 - 79 ปี  

ผลจากการศกึษาพบวา่ การข้ึนภาษีความหวานชว่ยลด

ดัชนีมวลกายในกลุ่มประชากรอายุน้อย โดยเฉพาะใน

ชว่งอาย ุ20-29 ป ีในภาพรวม การขึน้ภาษีความหวาน

มผีลชว่ยลดภาวะน้ำ�หนกัเกินและโรคอว้นไดร้อ้ยละ 3 

และ 4 ตามลำ�ดับ(65) ทั้งนี้ การขึ้นภาษีความหวาน  



โรคอ้วนในเด็กวัยเรียน: สาเหตุและการป้องกัน 7457

 

มีกลไกท่ีทำ�ให้ลดโรคอ้วน ได้แก่ การลดการบริโภค

เครื่องดื่มท่ีข้ึนภาษี ผู้บริโภคมีความตระหนักมากข้ึน

และเครือ่งดืม่มกีารเปลีย่นสตูรไปจากเดมิ (reformu-

lation) สง่ผลให้ผูบ้ริโภคเลอืกบริโภคเครือ่งดืม่ท่ีดตีอ่

สุขภาพมากขึ้น จึงได้รับพลังงานน้อยลงและลดความ

ชุกโรคอ้วนในท่ีสดุ นอกจากนี ้เงินจากภาษีความหวาน 

ยังสามารถนำ�มาใช้เป็นกองทุนเพื่อส่งเสริมสุขภาพได้

อีกด้วย(60)

5.1.2 การติดฉลากโภชนาการด้านหน้า

ของบรรจุภัณฑ์

การติดฉลากโภชนาการด้านหน้าของบรรจุ

ภัณฑ์ (Front-of-Pack; FOP) เป็นอีกข้อแนะนำ� 

ท่ีองค์การอนามัยโลกได้กำ�หนดไว้ เพื่อให้ผู้บริโภค

เข้าใจเกี่ยวกับข้อมูลทางโภชนาการของอาหาร ในปี 

พ.ศ. 2558 มีการศึกษาเก่ียวกับฉลากโภชนาการ 

ดา้นหนา้ของบรรจภัุณฑ์ในประเทศสหรฐัอเมรกิา โดย

สอบถามความคดิเห็นของอาสาสมคัรจำ�นวน 125 คน 

พบว่า การติดฉลากแบบ FOP มีความน่าสนใจกว่า

การติดฉลากโภชนาการ (Nutrition Facts Panel; 

NFP) (Fig. 3) ที่ต้องแสดงตามกฎหมาย เนื่องจาก 

FOP แสดงท่ีหน้าบรรจุภัณฑ์และมีการออกแบบท่ี 

น่าสนใจ(66) ในปี พ.ศ. 2559 ประเทศชิลี ได้ออก

กฎหมายเก่ียวกับการติดฉลากอาหารและการโฆษณา 

โดยกำ�หนดใหอ้าหารและเครือ่งดืม่ทีม่นี้ำ�ตาล โซเดยีม

และไขมันอิ่มตัวเกินกว่าที่กำ�หนดต้องมีการแสดง

ฉลาก FOP แบบแจ้งเตือน (front-of-package 

warning labelling) ห้ามโฆษณาใหแ้กเ่ดก็อายตุ่ำ�กวา่ 

14 ปแีละหา้มการจำ�หนา่ยในโรงเรยีน(67, 68) สง่ผลให้

อัตราการซื้อเครื่องดื่มลดลงอย่างมีนัยสำ�คัญ(68) 

Fig. 3	 Front of pack (FOP) labelling and nutrition fact panel (NFP). (Modified from Bix L, et al., PLoS 

One 2015)(69)
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5.1.3 การจัดโปรแกรมอาหารกลางวัน 

ในโรงเรียน

ในประเทศญี่ปุ่น ได้จัดให้มีโปรแกรมอาหาร

กลางวันในโรงเรียน (school lunch program) โดย

เริ่มมีพระราชบัญญัติอาหารกลางวันมาตั้งแต่ พ.ศ. 

2497 เพื่อบริหารจัดการอาหารกลางวันให้แก่เด็ก

นักเรียนช้ันประถมศึกษาและมัธยมศึกษาตอนต้น(10) 

นกัโภชนาการประจำ�โรงเรยีนจะทำ�หนา้ทีค่วบคมุดแูล

อาหารกลางวันให้เป็นไปตามหลักโภชนาการ เด็ก

นักเรียนทุกคนจะได้รับประทานอาหารในรายการ

อาหารที่เหมือนกัน ได้แก่ อาหารหลักที่คนส่วนใหญ่

บริโภค (staple food) อาหารจานหลัก อาหารเครื่อง

เคียง เครื่องดื่มและของหวาน(70) ผลจากโปรแกรม

อาหารกลางวันนี้ มีผลทำ�ให้ความชุกของโรคอ้วนใน

เด็กวัยเรียนในประเทศญ่ีปุ่นมีแนวโน้มลดลง(10) 

นอกจากนี้ ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2496 ประเทศญ่ีปุ่นได้ 

สง่เสรมิให้เดก็นกัเรยีนเดนิไปโรงเรยีนเพือ่ให้เกิดการ

ออกกำ�ลัง มาตรการนี้สอดคล้องกับแนวทางการออก

กำ�ลังของสมาคมกีฬาแห่งประเทศญ่ีปุ่น (Japan 

Sports Association)(71) 

ในประเทศอังกฤษ ได้ตั้งเป้าหมายให้อัตรา

โรคอ้วนในเด็กลดลงอย่างมีนัยสำ�คัญในช่วง 10 ปี 

ข้างหน้า (ราวปี พ.ศ. 2569) โดยมีแนวนโยบายต่างๆ 

เช่น การจัดเก็บภาษีสำ�หรับน้ำ�อัดลม การลดปริมาณ

น้ำ�ตาลในอาหารและเครือ่งดืม่สำ�หรบัเดก็ลงอยา่งนอ้ย

ร้อยละ 20 การสร้างสภาพแวดล้อมท่ีเอ้ือต่อสุขภาพ

ในหนว่ยงานภาครฐั การสง่เสรมิใหเ้ดก็นกัเรยีนไดอ้อก

กำ�ลังกายอย่างน้อย 60 นาที โดยอย่างน้อย 30 นาที 

ออกกำ�ลังกายในโรงเรียน ส่วนอีก 30 นาทีออกกำ�ลัง

กายภายนอกโรงเรียน การติดฉลาก FOP เพื่อให้ 

ผู้ปกครองเข้าใจขอ้มลูดา้นโภชนาการไดอ้ยา่งชัดเจน(72) 

5.2 นโยบายป้องกันโรคอ้วนในประเทศไทย

สำ�หรบัประเทศไทย ไดม้กีารดำ�เนนินโยบาย

เพือ่ช่วยลดโรคอว้นในเดก็วัยเรยีนหลายมาตรการ เช่น 

โครงการเด็กไทยดูดี มีพลานามัยที่ได้ดำ�เนินโครงการ

กับเด็กนักเรียนระดับประถมศึกษาจากโรงเรียนใน

พื้นท่ีกรุงเทพมหานครตั้งแต่ปี พ.ศ. 2547 จนถึง

ปจัจบุนั โดยมวีตัถปุระสงค์ให้เดก็มวีนิยั มคีวามรูด้า้น

อาหารและโภชนาการ เลือกซื้อของท่ีมีประโยชน์  

รวมทัง้รกัการออกกำ�ลังกายผา่นการพฒันารปูแบบการ

ส่งเสริมสุขภาพแบบบูรณาการ(73) ผลการดำ�เนิน

โครงการพบว่า การขาดวินยัในตนเองของเดก็นกัเรยีน

เป็นปัจจัยสำ�คัญท่ีทำ�ให้เส่ียงต่อโรคอ้วน โดยเฉพาะ

การขาดวินัยในการจัดการด้านค่าใช้จ่ายทำ�ให้เสี่ยง 

ต่อโรคอ้วน 3.1 เท่า(74) เมื่อดำ�เนินการฝึกอบรมแบบ 

มีส่วนร่วมให้สอดประสานกันท้ังนักเรียน ครูและ 

ผูป้กครอง ทำ�ให้ความชกุของโรคอว้นในเดก็ลดลงจาก

ร้อยละ 19.3 เป็นร้อยละ 16.8(75) รวมทั้งการใช้

โปรแกรมวิถีสุขภาพแบบหลายองค์ประกอบโดยเน้น

ใหเ้ดก็มพีฤตกิรรมบริโภคอาหารสุขภาพและหมัน่ออก

กำ�ลัง พบว่า เด็กที่เข้าร่วมโปรแกรมมีพฤติกรรม 

ดา้นสุขภาพโดยรวม พฤตกิรรมการบริโภคอาหาร และ

ระดับเอชดีแอล-โคเลสเตอรอลสูงกว่ากลุ่มควบคุม 

ขณะที่ โคเลสเตอรอลรวมต่ำ�กว่ากลุ่มควบคุม(76) 

โครงการเด็กไทยแก้มใสท่ีเน้นให้โรงเรียนที่เข้าร่วม

โครงการสามารถบริหารจัดการด้านอาหาร โภชนาการ

และสุขภาพได้อย่างยั่งยืน(77) ในปี พ.ศ. 2558 

กรมอนามัย มีนโยบายผลักดันให้มีนักโภชนาการ

ประจำ�ตำ�บล เพื่อให้มีการจัดการด้านอาหารและ

โภชนาการอย่างมีประสิทธิภาพ(78) นอกจากนี้ ในปี 

พ.ศ. 2560 รัฐบาลได้มีมาตรการทางภาษีเพื่อจัดเก็บ

ภาษีความหวาน เนื่องจากอัตราการบริโภคน้ำ�ตาล 

ในประเทศไทยมปีรมิาณมากกว่าท่ีองคก์ารอนามยัโลก

แนะนำ� ร่วมกับความชุกของโรคอ้วนมีแนวโน้มสูง 

ขึ้น(79) ผลจากการดำ�เนินมาตรการนี้ส่งผลให้เครื่องดื่ม 

ท่ีมีน้ำ�ตาลเป็นองค์ประกอบมีราคาสูงข้ึน ผู้ผลิต 

ปรบัสตูรเครือ่งดืม่ให้มนี้ำ�ตาลนอ้ยลง และยงัทำ�ให้คน
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ไทยบริโภคน้ำ�ตาลลดลงด้วย(80) จึงคาดหวังว่าความ

ชุกของโรคอ้วนในเด็กวัยเรียนของประเทศไทยจะมี

แนวโน้มท่ีลดลง เพื่อให้เด็กไทยห่างไกลจากโรค 

ไม่ติดต่อเรื้อรัง

บทสรุป
โรคอ้วนในเด็กวัยเรียนเป็นปัญหาท่ีสำ�คัญ

และมีแนวโน้มสูงข้ึนทั่วโลก ส่งผลให้เด็กมีปัญหา 

ท้ังทางดา้นสขุภาพและสงัคมและจติใจ ปจัจบุนัมกีาร

กำ�หนดมาตรการออกมาในแต่ละประเทศ เช่น การ

กำ�หนดภาษีความหวานในเครื่องดื่ม การติดฉลาก

โภชนาการ ซึ่งจะส่งผลทำ�ให้ความชุกของโรคอ้วน 

มีแนวโน้มลดลง ดังนั้น การวางนโยบายเพื่อป้องกัน

ปญัหาโรคอว้นในเดก็วยัเรยีน จงึเปน็สิง่สำ�คญัเรง่ดว่น 

และควรมีการบูรณาการร่วมมือกันของหน่วยงาน 

ท่ีเก่ียวข้องต่างๆ ร่วมกับโรงเรียนและผู้ปกครอง

นักเรียน เพื่อให้เกิดผลสัมฤทธิ์ที่ชัดเจนตามมา โดย

ในเบือ้งตน้ควรเริม่ตัง้แตเ่ดก็วัยเรยีนช้ันประถมศกึษา 

ซึ่งต้องใช้ความร่วมมือกันระหว่างสถาบันครอบครัว

และโรงเรียน โดยผู้ปกครองและครูมีบทบาทสำ�คัญ

ร่วมกันในการสร้างความตระหนักให้เด็กมีวินัย มีความรู้ 

ด้านอาหารและโภชนาการ เลือกซื้อของที่มีประโยชน์

ตอ่สขุภาพ และสง่เสรมิใหเ้ดก็หมัน่ออกกำ�ลงักายเปน็

ประจำ� รวมทั้งให้ความรู้แก่เด็ก เพื่อชี้ให้เห็นถึงความ

สำ�คัญและผลกระทบท่ีเกิดจากโรคอ้วน นอกจากนี้ 

โรงเรยีนควรมกีารควบคมุดแูลจดัใหม้ีโปรแกรมอาหาร

กลางวันท่ีเป็นไปตามหลักโภชนาการ อย่างไรก็ตาม 

หนว่ยงานภาครัฐทีด่แูลดา้นสาธารณสขุนบัว่ามบีทบาท

สำ�คญัในการผลกัดนัและกำ�หนดนโยบายตา่งๆ สำ�หรบั

การป้องกันโรคอ้วนโดยเฉพาะในเด็กวัยเรียนของ

ประเทศไทย

กิตติกรรมประกาศ
ขอขอบคณุมหาวิทยาลยัรงัสติ และสำ�นกังาน

กองทุนสนับสนุนการสร้างสุขภาพ (สสส.) ท่ีให้ทุน

สนบัสนนุการคน้คว้าข้อมลูดา้นโรคอว้นในเดก็วยัเรยีน
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บทคัดย่อ
การตรวจคัดกรองฮีโมโกลบินก่อนการบริจาคโลหิตถือเป็นขั้นตอนที่มีความสำ�คัญ ทั้งนี้เพื่อให้

แน่ใจวา่ผู้บรจิาคโลหติจะมีความปลอดภัยและเพือ่ใหไ้ดโ้ลหติบรจิาคท่ีมีคณุภาพตามมาตรฐาน ถงึแม้วา่

ในปัจจุบันจะมีวิธีการตรวจคัดกรองฮีโมโกลบินหลากหลาย แต่ยังไม่พบวิธีที่เหมาะสมสำ�หรับหน่วยรับ

บรจิาคโลหติเคลือ่นท่ี การศกึษาครัง้น้ีต้องการประเมินประสทิธิภาพการตรวจวเิคราะหร์ะดับฮีโมโกลบนิ

และราคาของวธีิตรวจคดักรองฮโีมโกลบนิจากเลอืดท่ีเจาะจากบรเิวณปลายน้ิวของท้ังสามวธีิ โดยเปรยีบ

เทียบผลการทดสอบกับเครื่องตรวจวิเคราะห์โลหิตอัตโนมัติ โดยผู้บริจาคโลหิตจำ�นวน 311 ราย ได้รับ

การเจาะเลือดบริเวณปลายนิ้วเพื่อนำ�มาตรวจวิเคราะห์ค่าฮีโมโกลบินด้วยวิธีน้ำ�ยาคอปเปอร์ซัลเฟตและ

เครื่องตรวจฮีโมโกลบินแบบพกพา 2 บริษัท ได้แก่ HemoCue® Hb 301 และ Hemocroma PLUS และ

ยังได้รับการเจาะเลือดจากหลอดเลือดดำ�มาตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่องตรวจวิเคราะห์โลหิตอัตโนมัติ 

Sysmex KX-21NTM เพื่อใช้เป็นค่าอ้างอิง ซ่ึงผลการทดลองพบว่า วิธีน้ำ�ยาคอปเปอร์ซัลเฟต  

HemoCue® Hb 301 และ Hemocroma PLUS มีความไวร้อยละ 100.0, 99.0 และ 97.6 มีความจำ�เพาะ

ร้อยละ 38.9, 11.1 และ 55.5 ค่าทำ�นายผลบวก ร้อยละ 96.4, 94.7 และ 97.3 และค่าทำ�นายผลลบ 

ร้อยละ 100.0, 40.0 และ 58.8 ตามลำ�ดับ นอกจากนี้ยังพบว่าระดับค่าฮีโมโกลบินโดยเฉลี่ยที่ได้จาก

เครื่อง HemoCue® Hb 301 มีค่าสูงกว่าค่าฮีโมโกลบินโดยเฉลี่ยที่ได้จากเครื่องวิเคราะห์โลหิตอัตโนมัติ

อย่างมีนัยสำ�คัญ ในขณะที่ค่าฮีโมโกลบินโดยเฉลี่ยที่ได้จากเครื่อง Hemocroma PLUS มีค่าใกล้เคียง

กับค่าฮีโมโกลบินโดยเฉลี่ยที่ได้จากเครื่องวิเคราะห์โลหิตอัตโนมัติ และจากการวิเคราะห์ความแตกต่าง

ของค่าฮีโมโกลบินโดยเฉลี่ยของแต่ละวิธีด้วยวิธี Bland Altman plot พบว่า ค่าความแตกต่างโดยเฉลี่ย

ของค่าฮีโกลบินที่ได้จากเครื่อง HemoCue® Hb 301 กับ Sysmex KX-21NTM เท่ากับ 0.60 ± 0.50 กรัม

ต่อเดซิลิตร และค่าความแตกต่างโดยเฉลี่ยของค่าฮีโกลบินท่ีได้จากเครื่อง Hemocroma PLUS กับ 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: sittiporn.su@up.ac.th
รับบทความ: 16 กรกฎาคม 2563 	 แก้ไขบทความ: 13 พฤศจิกายน 2563 	 รับตีพิมพ์บทความ: 25 ธันวาคม 2563



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

Sysmex KX-21NTM เท่ากับ 0.58 ± 0.51 กรัมต่อเดซิลิตร และจากการวิเคราะห์ต้นทุนของแต่ละวิธี

พบว่าวิธีน้ำ�ยาคอปเปอร์ซัลเฟตมีค่าใช้จ่ายต่อการทดสอบหนึ่งครั้งน้อยที่สุด คือ 2.2 บาท ในขณะที่การ

ตรวจวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HemoCue® Hb 301 และ Hemocroma PLUS มีค่าใช้จ่ายเท่ากับ 50.0 และ 

40.0 บาท ตามลำ�ดับ ถึงแม้ว่าผลการศึกษาครั้งนี้จะแสดงให้เห็นว่าวิธีการตรวจคัดกรองฮีโมโกลบินทั้ง

สามวิธีให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่สอดคล้องกับเครื่องตรวจวิเคราะห์โลหิตอัตโนมัติ แต่ค่าฮีโกลบินที่ได้

จากแต่ละวิธียังมีความแตกต่างกัน ดังน้ันเพื่อความปลอดภัยของตัวผู้บริจาค การเลือกวิธีการตรวจ 

คดักรองฮโีมโกลบนิทีจ่ะนำ�มาประยกุต์ใช้จำ�เปน็ต้องพจิารณาถงึความเหมาะสมของวธีิต่อหน่วยงานและ

หาแนวทางที่สามารถลดข้อผิดพลาดที่เกิดจากความแตกต่างของค่าฮีโกลบินที่ได้จากแต่ละวิธี

คำ�สำ�คัญ: การบริจาคโลหิต การตรวจวัดค่าฮีโมโกลบิน การคัดกรองผู้บริจาคโลหิต เครื่องวัดฮีโมโกลบินแบบ 

		  พกพา ฮีโมโกลบิน
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Abstract

The hemoglobin screening test is the most important part prior to blood donation to 

guarantee donor safety and blood product quality. Even though several hemoglobin measure-

ments are available, no single screening method is most suitable for mobile donation setting. The 

purpose of the study was to evaluate the performance and cost of three screening methods for 

capillary hemoglobin estimation by using automated hematology analyzer as a reference method. 

The prospective study was performed on 311 voluntary blood donors. Capillary blood samples 

were tested by CuSO
4
 method, HemoCue® Hb 301 and Hemocroma PLUS and venous blood 

samples were also tested by Sysmex KX-21NTM. The result showed that the sensitivity and 

specificity of the test were 100.0% and 38.9% for CuSO
4
 method, 99.0% and 11.1% for  

HemoCue® Hb 301 and 97.6% and 55.5% for Hemocroma PLUS. The positive predictive values 

(PPV) were 96.4%, 94.7% and 97.3% and their negative predictive values (NPV) were 100.0%, 

40.0% and 58.8%, respectively. Hemoglobin level (mean ± SD) of capillary-HemoCue® Hb 301 

was 14.99 ± 1.32 g/dL which was significantly higher than that of the venous-hematology  

analyzer whereas capillary-hemoglobin level of Hemocroma PLUS (14.63 ± 1.27 g/dL) was quite 

similar to that of the venous-hematology analyzer. Bland-Altman plot analysis demonstrated that 

the mean difference (95% CI) between HemoCue® Hb 301 and Sysmex KX-21NTM was 0.60 ± 

0.50 g/dL and between Hemocroma PLUS and Sysmex KX-21NTM was 0.58 ± 0.51 g/dL. Cost 
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analysis showed that CuSO
4
 method was the most affordable method for using in screening 

procedure with a cost of 2.2 baht per test, while the cost of HemoCue® Hb 301 and Hemocroma 

PLUS were 50.0 and 40.0 baht per test, respectively. Our results suggested that the hemoglobin 

level given by all three hemoglobin screening tests showed almost perfect agreement with venous 

hematology analyzer, however, the variation of those values between tests was observed. To 

protect donor safety, consideration of implementation of the appropriate screening method and 

establishment of the best way to minimize this error should be done before the test is performed.

Keywords: Blood donation, Hemoglobin estimation, Donor screening, Hemoglobin photometer,  

		  Hemoglobin
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Introduction
Blood transfusion is one of the poten-

tially life-saving medical therapy in both  

routine and emergency situations. Researchers 

have worked intensively for developing  

alternative substitutes however there is yet no 

proper replacement for human blood available. 

Thus blood donation is still necessary because 

the demand for blood transfusion is continuous. 

To make donation safe for donor, many safety 

measurements are undertaken and the most 

important is the assessment of Hemoglobin 

concentration in blood donor before donation(1).

The assessment of hemoglobin  

concentration prior to blood donation is not 

only to protect donor from becoming anemia 

but also to ensure that collected blood unit  

reach the required standard of hemoglobin 

contents(2). The reference method for hemo-

globin level determination is the cyanmethe-

moglobin assay performed in a venous blood 

sample by automatic hematology analyzer(3). 

Unfortunately, this technique is available only 

at the blood center and could not be used in 

mobile donation setting. Moreover, it also  

requires an invasive sample collection and is 

impractical in nonclinical setting. As it is  

inexpensive, rapid, easy to perform and  

accepted by the standard of the American 

Association of Blood Banks (AABB), semi 

quantitative copper sulphate gravimetric 

method (CuSO
4
 method) has now been used  

to determine hemoglobin level in blood  

donor(4). Although with many advantages, some 

limitations of the method have been concerned 

such as the lack of quantitative result and a 

standardized quality control(5-8). Additionally, 

CuSO
4
 is also considered a hazard solution.

In order to overcome the limitation of 

CuSO
4
 method, the portable hemoglobinom-

eters such as HemoCue® Hb 301 and DiaSpect 

Tm were introduced to blood donation protocol 

and has been used for these purposes. They not 

only offer rapid and reliable procedure, but also 

provide quantitative results. In addition, there 

are several studies about accuracy of hemoglobin 

photometers, most of which reported a good 

correlation with the reference method(9-11).  

In Thailand, HemoCue® Hb 301 has been 

widely used for several years and has been 

accepted to be a reliable method but there are 

still conflicting reports regarding its accuracy 

such as a significantly high hemoglobin  

concentration(6-7, 11).

At present, a newly-released portable 

hemoglobinometer, Hemocroma PLUS, claims 

to yield better storage capacity and needs only 

three seconds for measurement. However, only 

a few studies assessing the performance of the 

Hemocroma PLUS with regard to pre-donation 

screening has been reported(12-14). Moreover, 

comparability of the cost of Hemocroma PLUS 

with other screening methods has not been 

reported.

In this study we compared the perfor-

mance of the classical copper sulphate test,  

with capillary blood sample measurement by 

HemoCue® Hb 301 and a novel portable  



Evaluation of Capillary Hemoglobin Estimation in Blood Donors by Using Specific Gravity (CuSO4) 
and Portable Hemoglobin Photometer

7471

photometer, Hemocroma PLUS, using an  

automated laboratory hematology analyzer as 

a gold standard method. The operation cost of 

each method has also been validated through-

out the study.

Materials and methods
Study design

This prospective cross-sectional study 

was conducted on the blood donors attended 

the blood donation center in Phayao hospital 

from August to December 2017.

Study population

Random non-remunerated blood  

donors who accepted the invitation to be a 

participant after were fully informed the purpose 

and procedures of this study were included in 

the experiments. All volunteer blood donors 

were screened in accordance to the National 

Blood Centre, the Thai Red Cross Society 

(TRCS) criteria. The protocol used in this study 

was approved by the Human Ethics Committee 

of Phayao University, Thailand (reference 

number 2/181/60). Written informed consents 

were obtained from individual participants 

before any study related procedures were done.

Sample collection and analysis

The capillary and venous blood  

samples were collected from the volunteer blood 

donors within the same day. For capillary blood, 

samples were collected by finger stick method 

where donors were seated on a chair with the 

arm on top of the table. After skin disinfection 

of the middle or ring finger of the left hand 

with ethanol, deep finger prick was done at any 

lateral site of the tip of the finger using a  

disposable lancet. The first drop of blood was 

discarded and the later drops were filled in 

heparinized hematocrit tube for measurement 

of hemoglobin concentration by CuSO
4  

method, HemoCue® Hb 301 and Hemocroma 

PLUS. Only the donor who has hemoglobin 

level more than 12.5 g/dL in women and 13.0 

g/dL in men by HemoCue® Hb 301 were  

accepted for blood collection. Three milliliters 

of venous blood samples were collected from 

a diversion pouch and kept in EDTA tube.  

For any unacceptable donors who wanted to 

participate in this study, three milliliters of 

venous blood samples were collected via  

venipuncture and kept in EDTA tube. The 

venous blood samples were performed by the 

automated laboratory hematology analyzer, 

Sysmex KX-21NTM for using as the standard 

reference technique for measurement of  

hemoglobin concentration. Blood smears were 

stained using Wright-Giemsa stain and examined 

under the light microscope with the ×1000 

magnification for morphologic analysis of red 

blood cells.

All of blood sample collection and 

hemoglobin estimation were performed by a 

single well-trained laboratory staff within one 

hour to minimize subjective bias.
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Data analysis

The statistical analysis was performed 

using SPSS (version 26.0, Chicago, USA). 

Blood donor hemoglobin concentration of each 

method were shown as mean ± SD. The  

sensitivity, specificity, positive predictive 

value (PPV) and negative predictive value 

(NPV) of each method were calculated as  

percentage. A Student’s t-test was used to 

compare the difference of hemoglobin detection 

between HemoCue® Hb 301, Hemocroma 

PLUS and Sysmex KX-21NTM.

The interclass correlation coefficient 

(ICC) analysis was used to determine correla-

tion between hemoglobin concentration by the 

two hemoglobin photometer methods and the 

gold standard method, automated laboratory 

hematology analyzer. Agreement was considered 

excellent reliability for ICC values greater  

than 0.90, good reliability for values between 

0.75 and 0.90, fair reliability for values between 

0.50 and 0.75, and poor reliability for ICC 

values less than 0.50(15). A p-value of < 0.05 

was considered significant.

The Bland–Altman plots were used to 

show the differences between hemoglobin 

concentration obtained using both techniques 

against the reference method with the 95% CI.

Results
A total of 311 donors were recruited 

to this study (306 acceptable donors and 5 

unacceptable donors by HemoCue® Hb 301). 

The gender distribution among voluntary blood 

donor predominantly consisted of male (75.9%) 

with comparatively fewer female (24.1%) 

Parameter CuSO
4

HemoCue® Hb 301 Hemocroma PLUS

True positive 293 290 286

True negative 7 2 10

False positive 11 16 8

False negative 0 3 7

Sensitivity (%) 100.0 99.0 97.6

Specificity (%) 38.9 11.1 55.5

Positive likelihood ratio 1.64 1.1 2.2

Positive predictive value 96.4 94.7 97.3

Negative predictive value 100.0 40.0 58.8

Table 1 	Performance characteristics of three different methods namely CuSO
4
 method, HemoCue® 

Hb 301, and Hemocroma PLUS compared with Sysmex KX-21NTM, the reference for 
hemoglobin estimation of blood donors (n = 311)
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participants. Performance characteristics of 

different methods used in this study compared 

with reference automated hematology  

analyzer are represented in Table 1. According 

to performance characteristics comparison, 

Hemocroma PLUS was found to be the most 

efficient method with 97.6% sensitivity, 55.5% 

specificity, PPV of 97.3% and NPV of 58.8%. 

CuSO
4
 method also provided high sensitivity 

(100.0%), but the specificity of this method 

was lower with only 38.9% with a PPV of 

96.4% and an NPV of 100.0%. HemoCue® Hb 

301 was found to be the least specific method 

with 11.1% specificity despite the fact that its 

sensitivity was 99.0%, PPV of 94.7% and NPV 

of 40%. Sixteen samples were false positive 

using HemoCue® Hb 301 compared to the 

eleven cases by CuSO
4
 method and eight 

cases by Hemocroma PLUS when comparing 

with Sysmex KX-21NTM used as reference 

procedure. All parameters were statistically 

significant with p value of 0.01.

The mean of capillary and venous 

hemoglobin levels using HemoCue® Hb 301, 

Hemocroma PLUS and Sysmex KX-21NTM 

are summarized in Table 2. The mean  

hemoglobin level of capillary blood using  

HemoCue® Hb 301 was 15.01 ± 1.30 g/dL 

which was slightly higher than that of the venous 

blood using the Sysmex KX-21NTM with the 

mean difference of  0.60 ± 0.50 g/dL. The 

mean hemoglobin value of capillary blood  

using Hemocroma PLUS and venous blood 

using the reference method showed similar 

trend (14.63 ± 1.27and 14.69 ± 1.33 g/dL) 

(data shown in Table 2). 

Method

Hemoglobin

Mean ± SD 

(g/dL)

Min-Max 

(g/dL)

Mean difference 

from Sysmex 

KX-21NTM (g/dL)

p-value

HemoCue® Hb 301 15.01 ± 1.30 12.5 - 19.1 0.60 ± 0.50 (p < 0.001)

Hemocroma PLUS 14.63 ± 1.27 11.5 - 18.3 0.58 ± 0.51 (p = 0.172)

Sysmex KX-21NTM 14.69 ± 1.33 11.2 - 19.3 n/a n/a

Table 2 	Hemoglobin concentration of capillary and venous blood sample analyzed by three different 

methods, n = 311

n/a = not applicable

When subjects were categorized by 

gender, the mean of hemoglobin values analyzed 

by HemoCue® Hb 301 in females was 13.60 

± 0.80 g/dL, by Hemocroma PLUS was 13.33 

± 0.97 g/L and by the reference method was 

13.30 ± 0.91 g/dL. These values determined 

in male by HemoCue® Hb 301 was 15.46 ± 1.10 

g/dL, by Hemocroma PLUS was 15.04 ± 1.07 

g/dL and by the reference method was 15.13 

± 1.13 g/dL (data shown in Table 3).
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Intraclass correlation coefficient 

analysis between the HemoCue® Hb 301 and 

the reference method was 0.922 for the total 

samples (n = 311) (Table 4) while the ICC 

between the Hemocroma PLUS and the  

reference method was 0.902. Bland–Altman 

plot analysis showed that mean bias of  

difference of hemoglobin estimation between 

HemoCue® Hb 301 and Sysmex KX-21NTM 

was 0.31 g/dL with limits of agreement from 

-1.09 to 1.70 g/dL while average bias between 

Hemocroma PLUS and Sysmex KX-21NTM 

was -0.06 g/dL with limits of agreement  

varying from -1.58 to 1.46 g/dL.

Method
Hemoglobin Mean ± SD (g/dL)

Male (N = 236) Female (N = 75) Total (N = 311)

HemoCue® Hb 301 15.46 ± 1.10 13.60 ± 0.80 15.01 ± 1.30

Hemocroma PLUS 15.04 ± 1.07 13.33 ± 0.97 14.63 ± 1.27

Sysmex KX-21NTM 15.13 ± 1.13 13.30 ± 0.91 14.69 ± 1.33

Table 3 	Hemoglobin concentration of capillary and venous blood sample in 311 volunteers analyzed 
by three different methods

Table 4 Intraclass correlation coefficient (ICC) analysis between HemoCue® Hb 301, Hemocroma 

PLUS and the reference method of hemoglobin estimation in total blood donor

Method ICC

95% Confidence Interval

Bias Limit of agreementsLower 
Bound

Upper Bound

HemoCue® Hb 301 vs. 
Sysmex KX-21NTM 0.922 0.903 0.938 0.31 -1.09 to 1.70

Hemocroma PLUS vs. 
Sysmex KX-21NTM 0.902 0.877 0.921 -0.06 -1.58 to 1.46

HemoCue® Hb 301 vs. 
Hemocroma PLUS

0.912 0.890 0.930 0.37 -1.46 to 1.58

*Two-way mixed effect model was used where subject effect was random and other effect was 
fixed.
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Fig. 1 	Bland-Altman plot of the difference of venous hemoglobin concentration using Sysmex  
KX-21NTM and capillary hemoglobin concentration using two hemoglobin photometers.  
A) Sysmex KX-21NTM and HemoCue® Hb 301 B) Sysmex KX-21NTM and Hemocroma PLUS

A

B
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The cost analysis estimated for 1000 

tests showed 2.2 baht per test in CuSO
4  

method, 50 baht per test in HemoCue® Hb 301 

and 40 baht per test in Hemocroma PLUS. 

When a number of 1,700 donors attending  

per month in our blood donation center was 

calculated, the running cost of HemoCue®  

Hb 301 was 85,000 baht per month while 

Hemocroma PLUS and CuSO
4
 method were 

68,000 and 3,740 baht, respectively. 

Discussion
Accurate hemoglobin estimation in pre 

donation process is important for both donor 

safety and blood product quality(16). However, 

venous hemoglobin concentration using  

automated hematology analyzer which is the 

reference method, is not applicable in mobile 

donation settlement. In this study we have 

performed comparisons between the perfor-

mance characteristics of CuSO
4
 method with 

two portable hemoglobin photometers,  

HemoCue® Hb 301 and Hemocroma PLUS 

against the gold standard method.

Comparing the performance charac-

teristic of the three methods for hemoglobin 

estimation, the results showed that all three 

methods provided high sensitivity but with 

rather low specificity. In this study, specificity 

(38.9%) and positive predictive value (96.4%) 

of CuSO
4
 method were higher than those of 

HemoCue® Hb 301, which was contradictory 

to the study of Gupta et al.(17), which indicated 

HemoCue® Hb 301 had higher in both  

specificity and positive predictive values.  

Considering the false positive rate, HemoCue® 

Hb 301 had the highest rate of all three  

methods. Our finding was in line with the 

other studies including that conducted by  

Ganesh et al.(18) in which a false positive rate 

of CuSO
4
 method was 19.29% while that for 

HemoCue® Hb 301 was 40.35%. Interestingly, 

several studies demonstrated that HemoCue® 

Hb 301 is appropriate for blood donor  

hemoglobin screening(10, 17, 19). However, in 

this study we found that CuSO
4
 method was 

more efficient than HemoCue® Hb 301 for 

identifying of suitable donor. The overestima-

tion of hemoglobin values (sixteen blood donors 

in HemoCue® Hb 301 compared to the reference 

method) might have been due to small air 

bubbles in the cuvette or finger prints smeared 

on the cuvette surface during handling or high 

humidity(20). In addition, the lack of complete 

manual method for standardization of the 

CuSO
4
 method could be a reason for the dis-

crepancies among measurements(21). Interest-

ingly, false positivity rate is higher when  

hemoglobin concentration is as high as 12.5 g/

dL. Although false negative was zero for CuSO
4
 

method, falsely elevated hemoglobin estimation 

was also found in CuSO
4
 method. This finding 

could be due to an effect of high plasma protein 

concentration. A previous study indicated that 

hemoglobin concentration and plasma protein 

content were directly proportional, i.e. for 

every extra 1-gram increment in protein con-

centration, hemoglobin concentration could 
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increase up to 0.70 g/dL(22). Moreover, the high 

white blood cell count could also be a reason 

for false positive value. According to perfor-

mance characteristics of the three screening 

methods, CuSO
4
 method was considered  

superior to the two portable hematology  

photometers. However, to guarantee a correct 

result, strict technical precautions and quality 

control validation are needed. Moreover, this 

method did not provide quantitative result of 

hemoglobin concentration so there was a  

possibility to accept very high hemoglobin 

level donor for donation (>18.0 g/dL) which 

was contradictory to the National Blood Centre, 

the Thai Red Cross Society (TRCS) criteria. 

Consequently, selecting only CuSO
4
 test as the 

hemoglobin screening method may not be an 

appropriate option.

Portable hemoglobinometer may be a 

good alternative to the CuSO
4
 method with the 

significant benefits of providing a quantitative 

hemoglobin concentration although the  

validation of Hemocroma PLUS was still  

limited. Here, we had evaluated the performance 

characteristics of two portable hemoglobinom-

eters, HemoCue® Hb 301, and the novel device 

Hemocroma PLUS for capillary hemoglobin 

levels in blood donor screenings. Even though, 

the order of which the drops of blood were 

filled in the cuvette was not influenced by 

hemoglobin determination(11, 23), we attempted 

to minimize effects of differences between an 

order the drop (first, second, or third drop) of 

capillary blood sample was used, blood samples 

were filled in hematocrit tube and well mixed 

before filling in the cuvette and then tested by 

hemoglobin photometer. Our investigation 

showed that hemoglobin values against the 

reference, by HemoCue® Hb 301 were higher 

while by Hemocroma PLUS was slightly 

lower than their peer methods. This observation 

which was similar to that of Raithatha et al.(12) 

but was contradictory to that reported by  

Anukul et al.(13) which demonstrated that  

hemoglobin value by HemoCue® Hb 301 and 

Hemocroma PLUS were higher than that of the 

reference method. This study also showed that 

the average hemoglobin value from HemoCue® 

Hb 301 was 0.3 g/dL higher than that of the 

reference method while the mean hemoglobin 

concentration by Hemocroma PLUS was  

0.06 g/dL lower than the actual value. The  

difference of hemoglobin values between  

HemoCue® Hb 301 and Hemocroma  

PLUS could be explained by the fact that the 

two devices used different detection wave-

lengths (12, 14). However, the ICC analysis 

 indicated that HemoCue® Hb 301 and Hemo-

croma PLUS had a good agreement with the 

gold standard method. Several studies reported 

that the hemoglobin values of capillary blood 

are higher than the venous hemoglobin  

concentration. This is manifestly owing to  

the effect of variation of blood components  

and the different position during blood sam-

plings(6, 24-26). 

Moreover, blood smear analysis 

showed that six unacceptable blood donors by 
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automated hematology analyzer who were then 

later accepted by portable hemoglobinometer 

were microcytic hypochromic red blood cell. 

This finding suggested that microcytic hypo-

chromic red blood cell may be one reason of 

hemoglobin value discrepancies. Further study 

on the effects of microcytic hypochromic red 

blood cell in hemoglobin screening by hemo-

globinometer is necessary.

Bland-Altman plot analysis revealed 

that the limits of agreement upon hemoglobin 

determination between HemoCue® Hb 301  

and Sysmex KX-21NTM, and between  

Hemocroma PLUS and Sysmex KX-21NTM 

were < 2.0 g/dL. In addition to this observation, 

it was found that preponderance of data points 

was distributed randomly around the mean bias 

for both methods and a few points fell outside 

2 standard deviations. In spite of this,  

Bland-Altman plot also showed that hemoglobin 

level in the capillary blood sample was over-

estimated.

According to the results, blood transfu-

sion services should find out the best way to 

minimize errors related to hemoglobin  

determination. The adjustment of the acceptable 

hemoglobin value of capillary blood sample 

was the alternative way to compensate for the 

variation of hemoglobin measurements.  

Hence, raising the baseline in HemoCue®  

Hb 301 for 0.5 g/dL, could cause higher rates 

of acceptance in the hemoglobin screening test 

despite having low hemoglobin concentration 

below the acceptable hemoglobin criteria 

level, would be significant reduced (from 6% 

to 0%).

In the present experiment, we  

attempted to eliminate the human error by  

using single well-trained staff to conduct the 

experiment, pooling and mixing capillary blood 

prior to measurement. In spite of these efforts, 

sampling bias has been accessed. Since all the 

participants were voluntary blood donor, the 

range of hemoglobin concentration was too 

narrow to make a correct measurement.  

Moreover, the number of samples who had 

lower hemoglobin value than donor eligibility 

criteria were too small to show the noticeably 

hemoglobin measurement differences among 

the three screening methods.

Comparing the cost estimation per test, 

CuSO
4
 method was the most economical with 

2.2 baht per test while HemoCue® Hb 301 was 

at 50 baht per test and Hemocroma PLUS was 

at 40 baht pet test. Of the average expenditure 

for 1,000-1,700 donor registration in our blood 

donation center per month, the initial capital 

investment of portable hemoglobinomer was 

approximately 68,000-85,000 baht, whereas 

the cost of CuSO
4
 test could be considered as 

inexpensive or negligible.

Conclusion
Regarding the appropriate differentia-

tion of eligible and ineligible blood donors,  

this study shows that none of the pre-donation 

hemoglobin screening methods is obviously 

superior to the others. There was variation of 
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accuracy according to types of hemoglobin 

estimation methods and the accuracy in donor 

classification would most likely rely on strict 

validation and appropriateness of phleboto-

mist’s skill. Hence, prior to use, complete 

validation should be done. Selection of blood 

donor screening method should be considered 

an economical and reliable method which can 

also be used as a point of care testing in blood 

donor setting.
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Abstract

Light transmission platelet aggregometry (LTA) is one of the most well-known techniques 

for platelet function testing. LTA reference value is affected by several variables, for instance, 

ethnicity and difference of protocol among laboratories. To date, no study has been carried out 

to determine the reference value of LTA in Thai population. This study then aimed to analyze 

the reference value of LTA prospectively performed at Haematology Laboratory, Department of 

Pathology, Faculty of Medicine, Ramathibodi Hospital, Mahidol University. Data were collected 

from January 2018 to December 2019. The results revealed that the percentages of maximum 

aggregation which is the principal interpretative parameter of various studied agonists were the  

followings: 64.79 to 103.30% for 5 µg/mL collagen; 53.76 to 104.56% and 59.94 to 100.70% 

for 5 and 10 µmol/L epinephrine, respectively; 57.68 to 97.06% and 62.79 to 100.51% for 5 

and 10 µmol/L ADP, respectively; 62.63 to 93.99% for 1.2 mg/mL ristocetin, and 63.32 to 

99.12% for 1.2 mmol/L arachidonic acid. These revealed the contrast of results according to a 

previous study due to ethnicity and experimental protocol differences. Therefore, it is highly 

recommended that each laboratory establishes its own LTA reference value.

Keywords: Reference value, Platelet aggregation test, Thai population, Normal range, Light  

		  transmission platelet aggregometry
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

การหาค่าอ้างอิงของการทดสอบ Platelet Aggregation Test 
ด้วยหลักการ Light Transmission Aggregometry ในประชากรไทย

ภาวดี ชินอุดมวงศ์ การันต์ ไพสุขศานติวัฒนา และ นรินทร์ คงเจริญสกุล*

ห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยา ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

บทคัดย่อ
การทดสอบการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดเป็นวิธีท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลายในการวินิจฉัยการ

ทำ�หนา้ที่ผิดปกติของเกล็ดเลือด แต่กระนัน้ คา่อ้างอิงของการทดสอบได้รบัผลกระทบจากตวัแปรหลาย

ชนิด อาทิ เชื้อชาติ และความแตกต่างในขั้นตอนการวิเคราะห์ของแต่ละห้องปฏิบัติการ เนื่องจากยังไม่เคย 

มีการรายงานค่าอ้างอิงของการทดสอบดังกล่าวในประชากรไทยมาก่อน งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ

หาค่าอ้างอิงของการทดสอบซึ่งอาศัยหลักการ light transmission aggregometry ในการตรวจวิเคราะห์ 

งานวจิยัน้ีเปน็การศกึษาแบบไปขา้งหน้า โดยเกบ็ขอ้มูลในหอ้งปฏิบติัการโลหติวทิยา ภาควชิาพยาธิวทิยา 

คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ตั้งแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2561 ถึงเดือน

ธันวาคม พ.ศ. 2562 ผลการศึกษาพบว่า ค่าอัตราร้อยละของการเกาะกลุ่มสูงสุดซึ่งเป็นพารามิเตอร์หลัก

ท่ีใช้ในการแปลผลการวิเคราะห์จำ�แนกตามชนิดและความเข้มข้นของตัวกระตุ้นเกล็ดเลือดเป็นดังน้ี  

คอลลาเจนที่ความเข้มข้น 5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อยู่ที่ร้อยละ 64.79 ถึง 103.30 สำ�หรับ epinephrine 

ที่ความเข้มข้น 5 และ 10 ไมโครโมลต่อลิตร อยู่ที่ร้อยละ 53.76 ถึง 104.56 และ 59.94 ถึง 100.70 

ตามลำ�ดับ ADP ที่ความเข้มข้น 5 และ 10 ไมโครโมลต่อลิตร อยู่ที่ร้อยละ 57.68 ถึง 97.06 และ 62.79 

ถึง 100.51 ตามลำ�ดับ ristocetin ที่ความเข้มข้น 1.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร อยู่ที่ร้อยละ 62.63 ถึง 93.99 

และ arachidonic acid ที่ความเข้มข้น 1.2 มิลลิโมลต่อลิตร อยู่ที่ร้อยละ 63.32 ถึง 99.12 ซึ่งแตกต่าง

จากผลการศึกษาก่อนหน้าน้ี เน่ืองจากกลุ่มประชากรท่ีศึกษาและขั้นตอนในการวิเคราะห์มีความ 

แตกต่างกัน ดังนั้น จึงแนะนำ�ให้ห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งหาค่าอ้างอิงของการทดสอบนี้ขึ้นเอง

คำ�สำ�คัญ:	 ค่าอ้างอิง การเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด ค่าปกติ ประชากรไทย การวัดการเกาะกลุ่มจากการส่งผ่าน 

	 ของแสง
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บทน�ำ
การทดสอบการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด

เป็นการทดสอบเพ่ือประเมินความสามารถในการ 

ทำ�หน้าที่ของเกล็ดเลือด (platelet function  

testing) สามารถทำ�การทดสอบไดห้ลายหลกัการ เช่น  

impedance, single platelet counting และการ

ตรวจการเกาะกลุม่ของเกลด็เลอืดจากการสง่ผา่นของ

แสง (light transmission aggregometry; LTA) 

ซึ่งเป็นวิธีท่ีนิยมใช้กันอย่างแพร่หลาย เนื่องจากเป็น

วิธีมาตรฐานของการทดสอบการเกาะกลุ่มของเกล็ด

เลือด(1)

หลักการของ LTA คอื เมือ่เตมิสารท่ีมสีมบตัิ

เป็นตัวกระตุ้นเกล็ดเลือด (platelet agonist) เช่น  

คอลลาเจน epinephrine และ adenosine diphos-

phate (ADP) ลงไปในพลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดมาก 

(platelet rich plasma; PRP) เกลด็เลือดในพลาสมา

จะถูกกระตุ้นให้เกิดการเกาะกลุ่ม ทำ�ให้พลาสมาใส 

ข้ึน เครื่องวิเคราะห์จะวัดการเปลี่ยนแปลงของแสง 

ท่ีส่งผ่านจากหลอดทดลอง แล้วแปลงเป็นกราฟ 

แสดงความสามารถในการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด 

พารามิเตอร์ที่ใช้ในการแปลผล ได้แก่ ค่าอัตราร้อยละ

ของการเกาะกลุ่มสูงสุด (percentage of maximum 

aggregation) ซึง่เปน็พารามเิตอรห์ลกั เวลาท่ีเกิดการ

เกาะกลุ่มสูงสุด (time to maximum aggregation; 

T
max

) และความชันของกราฟ นอกจากนี้ ตัวกระตุ้น

เกล็ดเลือดบางชนิดยังมีพารามิเตอร์ที่สามารถใช้

ประกอบการแปลผลเพิ่มเติม เช่น lag phase กรณี

ตวักระตุน้เกล็ดเลอืดชนดิคอลลาเจน ซึง่เกดิจากระยะ

เวลาตัง้แตเ่ริม่เตมิตวักระตุน้เกลด็เลอืดลงในพลาสมา

ท่ีมีเกล็ดเลือดมากจนกระทั่งเริ่มเกิดการเกาะกลุ่ม 

หรือรูปร่างกราฟแสดงความสามารถในการเกาะกลุ่ม

ของเกล็ดเลือดที่แบ่งเป็นสองช่วง (biphasic aggre-

gation) กรณีตวักระตุน้เกล็ดเลอืดชนดิ epinephrine 

และ ADP เป็นต้น ซึ่งกราฟในช่วงแรกเกิดจาก 

การเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดท่ีถูกกระตุ้นโดยตัว

กระตุ้นเกล็ดเลือดที่เติมลงในพลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือด

มาก จากนัน้เกล็ดเลือดท่ีถูกกระตุน้จะหลัง่ตวักระตุน้

เกล็ดเลือดท่ีอยู่ภายในเกล็ดเลือดออกมาเพื่อกระตุ้น

เกล็ดเลือดท่ีอยู่บริเวณใกล้เคียงให้เกิดการเกาะกลุ่ม 

ทำ�ให้เกิดกราฟช่วงท่ีสอง(2, 3) ดังตัวอย่างแสดง 

ใน Fig. 1 หากพารามิเตอร์ใดมีค่าผิดปกติ จะถือว่า

เกล็ดเลือดมีความผิดปกติของการทำ�งานผ่านกลไกท่ี

กระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นเกล็ดเลือดนั้นๆ ในการแปล 

ผลการทดสอบ ตอ้งพิจารณาผลการวิเคราะห์ท่ีไดจ้าก

การกระตุ้นด้วยตัวกระตุ้นเกล็ดเลือดหลายชนิด

ประกอบกัน เนื่องจากความผิดปกติของการทำ�งาน

ของเกล็ดเลือดแต่ละโรคมีรูปแบบความผิดปกติของ

การทดสอบการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดท่ีต่างกัน 

ออกไป อาทิ ผู้ป่วยโรค Glanzmann thrombas-

thenia ซึ่ งมีความผิดปกติของตัวรับสัญญาณ 

ไกลโคโปรตีนชนิด IIb/IIIa (glycoprotein IIb/IIIa  

receptor; GPIIb/IIIa) หรือผู้ป่วยที่ได้รับยาต้าน 

การทำ�งานของเกล็ดเลือดทีอ่อกฤทธ์ิยบัยัง้การทำ�งาน

ของตัวรับสัญญาณดังกล่าว เช่น ยา abciximab, 

eptifibatide หรือ tirofiban จะมีค่าอัตราร้อยละของ

การเกาะกลุ่มสูงสุดของตัวกระตุ้นเกล็ดเลือดทุกชนิด

ยกเว้น ristocetin ซึ่งมีค่าต่ำ�กว่าค่าอ้างอิง เนื่องจาก 

ristocetin เป็นตัวกระตุ้นที่ไม่ได้ใช้ GPIIb/IIIa  

ในการกระตุน้เกลด็เลอืด ในขณะทีผู่ป้ว่ยท่ีตอบสนอง

ต่อยาต้านการทำ�งานของเกล็ดเลือด แอสไพริน  

ควรจะมคีา่อตัรารอ้ยละของการเกาะกลุม่สงูสดุของตวั

กระตุน้เกล็ดเลือดชนดิคอลลาเจน และ arachidonic 

acid ต่ำ�กว่าค่าอ้างอิง เนื่องจาก แอสไพริน มีฤทธิ์

ยับย้ังการทำ�งานของเอนไซม์ ไซโคลออกซิจิเนส  

(cyclooxygenase; COX) ทำ�ให้เกลด็เลอืดไมส่ามารถ 

เปลี่ยน arachidonic acid เป็น Thromboxane A
2
 

ซึง่เปน็สารท่ีมสีมบตักิระตุน้การทำ�งานของเกลด็เลอืด 

ดงันัน้ แพทยจ์งึใช้การทดสอบนีช้ว่ยในการวินจิฉยัโรค
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เลือดออกหยุดยากท่ีเกิดจากความผิดปกติของระบบ

การห้ามเลือดปฐมภูมิ (primary haemostasis)  

รวมถึงใช้ในการติดตามการตอบสนองต่อการรักษาใน

ผู้ป่วยที่ได้รับยาต้านการทำ�งานของเกล็ดเลือดได้(4-6)

อย่างไรก็ตาม มีตัวแปรหลายชนิดที่สามารถ

ส่งผลกระทบต่อผลการวิเคราะห์ด้วยหลักการ LTA 

เช่น เช้ือชาติ การสูบบุหรี่ ยาท่ีรับประทาน การ 

รับประทานอาหารที่มีไขมันสูงก่อนการเก็บตัวอย่าง

เลือด ความเข้มข้นของตัวกระตุ้นเกล็ดเลือดที่ใช้และ

วิธีการเตรียมพลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดมาก(1, 2, 7-10)  

ดังนั้น ห้องปฏิบัติการแต่ละแห่งจึงควรหาค่าอ้างอิง

ของการวิเคราะหเ์อง(4, 11, 12) ท้ังนี ้เนือ่งจากยงัไมเ่คย

มกีารรายงานคา่อา้งอิงของการวเิคราะห์นี้ในประชากร

ไทยมาก่อน งานวิจัยนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษา 

ค่าอ้างอิงของการทดสอบนี้ท่ีทำ�โดยหลักการ LTA  

ในประชากรไทย

วัสดุและวิธีการ
ประชากรที่ศึกษา

งานวิจัยนี้มีลักษณะเป็นการศึกษาแบบไป

ข้างหน้า โดยเก็บข้อมูลจากอาสาสมัครอายุระหว่าง 

18-50 ปีท่ีผ่านเกณฑ์การคัดเข้าครบทุกข้อดังนี้ 1) 

ปฏิเสธประวัติโรคเลอืดออกง่ายหยดุยากทัง้ของตนเอง

และครอบครัว 2) ปฏิเสธประวัติการรับประทานยา 

ใดๆ ในช่วง 14 วันก่อนเก็บตัวอย่างเลือด และ 3) 

ปฏิเสธประวตัสิบูบหุรี ่อาสาสมคัรทีม่คีณุสมบตัติรงกับ

เกณฑ์คัดออกอย่างน้อย 1 ข้อ ได้แก่ 1) พบปัญหา

จากการเก็บตัวอย่างเลือด เช่น มีก้อนเลือดในหลอด

เลือด ปริมาตรเลือดไม่ได้สัดส่วนกับสารกันเลือดแข็ง

ในหลอดเลือด 2) สีของพลาสมาผิดปกติ เช่น ขุ่น 

หรือมี hemolysis จนสังเกตได้ด้วยตาเปล่า และ  

3) ระดับเกล็ดเลือดในพลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดมาก  

มคีา่นอ้ยกว่า 100,000/µL จะถกูคดัออกจากงานวจิยั 

โดยพารามเิตอรท่ี์ศกึษา ไดแ้ก ่คา่อตัรารอ้ยละของการ

เกาะกลุ่มสูงสุด เวลาที่เกิดการเกาะกลุ่มสูงสุด (time 

to maximum aggregation; T
max

) lag phase และ

ความชันของกราฟ ซึ่งมีนิยามดังแสดงใน Fig. 1  

การเกบ็ข้อมลูดงักลา่วรวบรวมจากฐานข้อมลูท่ีบนัทกึ

ในเครื่องวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการโลหิตวิทยา  

ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาล

รามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล ตั้งแต่เดือนมกราคม 

พ.ศ. 2561 ถึงเดือนธันวาคม พ.ศ. 2562 งานวิจัยนี้

ผ่านการรับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัย 

ในคน คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวิทยาลยัมหดิล (รหัสโครงการ MURA2020/299 

Ref.106)

การเก็บและเตรียมตัวอย่าง

อาสาสมัครแต่ละราย ได้รับการเก็บตัวอย่าง

เลือดในหลอดเลือดที่บรรจุโซเดียมซิเทรตเป็นสาร 

กันเลือดแข็งโดยใช้ความเข้มข้นร้อยละ 3.2 ปริมาตร 

5 มิลลิลิตร จำ�นวน 2 หลอด โดยขั้นตอนของการ 

เจาะเก็บตัวอย่างเลือดกระทำ�ตามข้อกำ�หนดของ

องคก์ร Clinical & Laboratory Standards Institute 

(CLSI) รหัสเอกสาร H21-A5 และ H58-A  

เพื่อลดการกระตุ้นเกล็ดเลือดในหลอดทดลอง  

(in vitro platelet activation)(1, 13) จากนั้น หลอด

เลือดทุกหลอดจะถูกนำ�ไปปั่นที่ความเร็ว 180 g นาน 

10 นาทีเพื่อให้ได้พลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดมาก แบ่ง

พลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดมากท่ีได้ออกมาส่วนหนึ่งใส่

หลอดพลาสติกเปล่าชนิดโพลีโพรพิลีน และนำ�เลือด

ส่วนท่ีเหลือไปปั่นอีกครั้งท่ีความเร็ว 1,928 g นาน  

10 นาทีเพื่อให้ ได้พลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดน้อย  

(platelet poor plasma; PPP) ตรวจระดบัเกลด็เลือด

ของพลาสมาที่มีเกล็ดเลือดมากด้วยเครื่องวิเคราะห์

อัตโนมัติ Beckman Coulter รุ่น DxH 800 ตัวอย่าง

ท่ีมรีะดบัเกลด็เลอืดสงูกว่า 250,000/µL ตอ้งเจอืจาง

ดว้ยพลาสมาท่ีมเีกลด็เลอืดนอ้ยของอาสาสมคัรรายนัน้ 
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Fig. 1 	An aggregation trace represents general (1a) and biphasic aggregation pattern (1b). 
	 Baseline and 100% aggregation values were calculated from the O.D. of PRP and PPP, respec-

tively. Percentage of maximum aggregation was calculated from the difference of O.D. between 
maximal aggregation point and baseline. In Fig. 1a, the thick and dash arrows demonstrate lag 
phase and T

max
, respectively. Slope was calculated from the height of aggregation trace  

(double-headed arrow “A”) divided by the reaction time. This figure was adapted from the 
original by Perry DJ.(19) 
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(autologous PPP) เพื่อปรับให้มีระดับเกล็ดเลือด

เท่ากับ 250,000/µL ก่อน ตัวอย่างที่เตรียมไว้นี้ตัอง

นำ�ไปตรวจวิเคราะห์ภายใน 2 ชั่วโมงนับตั้งแต่เวลาที่

เจาะเก็บตัวอย่าง

เครื่องมือและน�้ำยาที่ใช้

งานวิจัยนี้ ใช้ เครื่องวิเคราะห์ Helena  

AggRAM (Helena Laboratories, Texas, USA) 

ก่อนการทดสอบทุกครั้งจะต้องปรับค่า optical  

density (O.D.) ของเครื่องให้เป็นศูนย์ (blank  

adjustment) โดยวัดค่า O.D. ของพลาสมาที่มี 

เกล็ดเลือดน้อยของอาสาสมัครรายที่ต้องการทดสอบ 

ปริมาตร 250 ไมโครลิตร จากนั้นเริ่มทดสอบโดยการ

เตมิตวักระตุน้เกลด็เลอืดท่ีตอ้งการวิเคราะห ์ปรมิาตร 

25 ไมโครลิตร ผสมกับพลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดมาก 

ปริมาตร 225 ไมโครลิตรลงในหลอดทดลองแต่ละ

หลอด วิเคราะห์ภายใตอ้ณุหภูม ิ37 ±1 องศาเซลเซยีส 

ความเรว็รอบในการคน (stir speed) 600 รอบตอ่นาที 

และระยะเวลาสูงสุดในการทดสอบไม่เกิน 600 วินาที 

	 ความเข้มข้นหลังเติมลงในพลาสมา 

(final concentration) ของตัวกระตุ้นเกล็ดเลือดที่

ใช้ในงานวิจัยนี้เป็นไปตามข้อแนะนำ�ของ North 

American Specialized Coagulation Laboratory 

Association (NASCOLA)(4) ได้แก่ คอลลาเจน  

5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร epinephrine 5 และ 10 

ไมโครโมลต่อลิตร ADP 5 และ 10 ไมโครโมลต่อลิตร 

ristocetin 1.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ arachi-

donic acid 1.2 มิลลิโมลต่อลิตร ซึ่งทั้งหมดนี้เตรียม

ข้ึนจากน้ำ�ยาสำ�เร็จรูป RevohemTM(HYPHEN 

BioMed, Neuville-sur-Oise, France) โดยเตรียม

และเก็บรักษาน้ำ�ยาตามคำ�แนะนำ�ของบริษัทผู้ผลิต 

การควบคุมคุณภาพภายในห้องปฏิบัติการ 

(internal quality control; IQC) ของการทดสอบนี้

จะกระทำ�ทุกครั้งก่อนเริ่มทำ�การทดสอบในแต่ละวัน 

ตามคำ�แนะนำ�ของคู่มือการใช้งานเครื่องวิเคราะห์ 

กลา่วคอื วัดคา่ O.D. ของช่องวดัทุกชอ่งโดยใชน้้ำ�กลัน่ 

กำ�หนดให้คา่ O.D. ของช่องวัดทกุช่องตอ้งอยูร่ะหวา่ง 

0.145 ถึง 0.217 และความแตกต่างของค่า O.D.  

ในแต่ละช่องน้อยกว่าร้อยละ 10(14)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ทุกพารามิเตอร์ ได้รับการวิเคราะห์การ 

กระจายตัวของข้อมูลด้วยการทดสอบทางสถิติ  

Shapiro-Wilk test การรายงานค่าอ้างอิงของ

พารามิเตอร์ที่มีการกระจายตัวของข้อมูลเป็นปกติ  

ทำ�ในรูปของ mean ± 2SD ขณะท่ีค่าอ้างอิงของ

พารามิเตอร์ที่มีการกระจายตัวของข้อมูลไม่เป็นปกติ

รายงานในรปูของคา่เปอรเ์ซน็ไทล ์โดยกำ�หนดคา่สูงสดุ

และค่าต่ำ�สุดของค่าอ้างอิงในแต่ละพารามิเตอร์ที่ 

เปอร์เซ็นไทล์ท่ี 2.5 และเปอร์เซ็นไทล์ท่ี 97.5  

ตามลำ�ดับ การศึกษาเชิงสหสัมพันธ์ (correlation 

studies) ระหว่างพารามเิตอรด์า้นภมูปิระชากรศาสตร ์

(demographic data) กับพารามิเตอร์ที่ศึกษาได้รับ

การวิเคราะห์ด้วยการคำ�นวณสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์  

(correlation coefficient) กำ�หนดค่านัยสำ�คัญทาง

สถิติที่ P-value น้อยกว่า 0.05 การวิเคราะห์ข้อมูล

ท้ังหมดทำ�โดยโปรแกรม MedCalc® Statistical 

Software รุ่น 19.2.1 (MedCalc Software Ltd, 

Ostend, Belgium)

ผลการทดลอง
งานวิจัยนี้มีอาสาสมัครเข้าร่วมรวมท้ังสิ้น  

45 ราย เป็นเพศชาย 10 ราย (ร้อยละ 22.22 ของ

จำ�นวนอาสาสมัครท้ังหมด) ค่ามัธยฐานของอายุ 

อาสาสมัครคือ 34 ปี (ค่าพิสัยควอไทล์ 27-41 ปี) 

ระดับเกล็ดเลือดในพลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดมากได้รับ

การจำ�แนกตามชนิดและความเข้มข้นของตัวกระตุ้น

เกล็ดเลือดที่ใช้ ดังแสดงใน Table 1 
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Table 1 Demographic data in this study

*All results, except sex, were reported as median and interquartile range.

Parameters Results*

Male (%) 10/ 22 (45%)

Age (years) 34 (27-41)

Platelet count in PRP (/µL)

   - 5 µg/mL collagen 285,000 (220,000-380,000)

   - 5 µmol/L epinephrine 290,000 (200,000-390,000)

   - 10 µmol/L epinephrine 314,000 (228,000-390,000)

   - 5 µmol/L ADP 292,500 (235,000-370,000)

   - 10 µmol/L ADP 296,500 (257,000-366,000)

   - 1.2 mg/mL ristocetin 308,500 (262,000-385,000) 

   - 1.2 mmol/L arachidonic acid 314,000 (245,000-363,000)

อนึ่ง จำ�นวนตัวอย่างท่ีได้ทดสอบมากกว่า

จำ�นวนอาสาสมัครในงานวิจัย เนื่องจากมีอาสาสมัคร

บางรายท่ีไดร้บัการเก็บตวัอยา่งเลือดมากกว่าหนึง่ครัง้ 

นอกจากนี ้ตวัอยา่งท่ีไดร้บัการทดสอบดว้ยตวักระตุน้

เกล็ดเลือดแต่ละชนิดมีจำ�นวนแตกต่างกัน เนื่องจาก

ห้องปฏิบัติการจะทดสอบตัวอย่างจากอาสาสมัครด้วย

ตวักระตุน้เกล็ดเลอืดทุกชนดิและทุกความเข้มข้นเชน่

เดียวกับที่ทดสอบกับผู้ป่วยด้วยเสมอ ตามข้อแนะนำ�

ของ Scientific and Standardization Committee 

(SSC/ISTH) และ NASCOLA(4, 15) อีกทั้งห้อง

ปฏิบัติการจำ�แนกการทดสอบนี้ออกเป็นหลายชุดตาม

วัตถุประสงค์ทางคลินิก การทดสอบแต่ละชุดจึง

ประกอบด้วยตัวกระตุ้นเกล็ดเลือดท่ีมีชนิดและความ

เข้มข้นแตกต่างกัน ดังแสดงใน Table 2

ข้อมลูคา่อตัรารอ้ยละของการเกาะกลุม่สงูสดุ

เมื่อทดสอบด้วยตัวกระตุ้นเกล็ดเลือดทุกชนิดและ 

ทุกความเข้มข้นยกเว้น ADP ท่ีความเข้มข้น 5  

ไมโครโมลต่อลิตร มีการกระจายตัวเป็นปกติ โดย 

ผลของการศึกษาเป็นดังต่อไปนี้ ค่าอัตราร้อยละของ

การเกาะกลุ่มสูงสุดของคอลลาเจนที่ความเข้มข้น  

5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร อยู่ท่ีร้อยละ 64.79 ถึง 

103.30 สำ�หรับ epinephrine ท่ีความเข้มข้น 5  

และ 10 ไมโครโมลต่อลิตร อยู่ที่ร้อยละ 53.76 ถึง 

104.56 และ 59.94 ถึง 100.70 ตามลำ�ดับ ADP  

ที่ความเข้มข้น 5 และ 10 ไมโครโมลต่อลิตร อยู่ที่ 

ร้อยละ 57.68 ถึง 97.06 และ 62.79 ถึง 100.51 

ตามลำ�ดับ ristocetin ที่ความเข้มข้น 1.2 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร อยู่ที่ร้อยละ 62.63 ถึง 93.99 และ  

arachidonic acid ที่ความเข้มข้น 1.2 มิลลิโมลต่อ

ลิตร อยู่ที่ร้อยละ 63.32 ถึง 99.12

สำ�หรับข้อมูลของพารามิเตอร์อ่ืน ได้แก่  

เวลาที่เกิดการเกาะกลุ่มสูงสุด lag phase และความ

ชันของกราฟ ล้วนมีการกระจายตัวไม่เป็นแบบปกติ 

ผลการศึกษาดังแสดงใน Table 2 สำ�หรับการ 
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ศึกษาเชิงสหสัมพันธ์ระหว่างพารามิเตอร์ด้านภูมิ

ประชากรศาสตร์กับพารามิเตอร์ท่ีศึกษา ไม่พบความ

สมัพนัธกั์นอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถิตริะหว่างพารามเิตอร์

ใดๆ (ไม่แสดงข้อมูล)

วิจารณ์ผลการทดลอง
แม้การตรวจการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด

จากการส่งผ่านของแสงจะเป็นวิธีมาตรฐานของการ

ทดสอบการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด แต่เนื่องจาก

ตวัแปรหลายชนดิ โดยเฉพาะอยา่งยิง่ความแตกตา่งใน

ข้ันตอนการวิเคราะห์ของแต่ละห้องปฏิบัติการ ทำ�ให้

การทดสอบนี้มีความแปรปรวนสูง ดังนั้น จึงมีการจัด

ทำ�แนวปฏิบัติสำ�หรับการทดสอบเพื่อให้ข้ันตอนการ

วิเคราะห์ในแต่ละห้องปฏิบัติการเป็นไปในแนวทาง

เดียวกัน ส่งผลให้ความแปรปรวนของการทดสอบ 

ลดลง(1, 16) อย่างไรก็ตาม เม่ือเปรียบเทียบค่าอัตรา

รอ้ยละของการเกาะกลุม่สงูสดุซึง่เปน็พารามเิตอรห์ลกั

ท่ีใช้ในการแปลผลการทดสอบการเกาะกลุม่ของเกลด็

เลือดของงานวิจัยนี้กับงานวิจัยของ Hayward CPM 

และคณะ(17) พบว่ามีความแตกต่างกันดังแสดง 

ใน Table 3 เนื่องจากความแตกต่างของหลายปัจจัย 

อาทิ เครื่องวิเคราะห์ที่ใช้ ยี่ห้อ ความเข้มข้นของตัว

กระตุ้นเกล็ดเลือดที่ ใช้ และข้ันตอนการเตรียม

พลาสมาท่ีมีเกล็ดเลือดมากก่อนทำ�การทดสอบ ด้วย

เหตุนี้ องค์กรระดับนานาชาติ อาทิ SSC/ISTH และ 

NASCOLA จงึยงัคงแนะนำ�ใหห้้องปฏิบตักิารแตล่ะ

แห่งตรวจวิเคราะห์หาค่าอ้างอิงของการทดสอบนี้เพื่อ

ใช้ในห้องปฏิบัติการของตนเอง(2, 4)

งานวิจัยนี้ ได้ศึกษาในกลุ่มประชากรไทย 

ซึ่งยังไม่เคยมีการรายงานมาก่อน เชื่อว่าผลงานวิจัยนี้

จะเป็นประโยชน์ต่อห้องปฏิบัติการต่างๆ ท่ีเปิดให้

บริการการทดสอบนี้ รวมถึงห้องปฏิบัติการที่วางแผน

จะเปดิให้บรกิารการทดสอบนีต้อ่ไปในอนาคต อยา่งไร

ก็ตาม มีปัจจัยรบกวนหลายอย่างที่ยังไม่ได้รับการ

Platelet agonist & 
concentration

Number 
of tested 
samples

	 Parameters

MA (%)
Lag phase 

(secs)*
Slope* Tmax (secs)*

5 µg/mL collagen 113 64.79 -103.30 0-20.31 107.32 - 233.56 138.65 - 384.5

5 µmol/L epinephrine 112 53.76 -104.56 n/a 19.22 - 122.86 155.60 - 548.70

10 µmol/L epinephrine 68 59.94 -100.70 n/a 30.24 - 113.26 152.20 - 424.80

5 µmol/L ADP 114 57.68 - 97.06* n/a 51.35 - 174.20 100.90 - 425.60

10 µmol/L ADP 173 62.79 -100.51 n/a 86.75 - 180.38 110.25 - 329.45

1.2 mg/mL ristocetin 100 62.63 - 93.99 n/a 49.60 - 196.70 54.00 - 406.00

1.2 mmol/L arachidonic acid 109 63.32 - 99.12 n/a 82.69 - 251.38 93.00 - 277.38

Abbreviations: n/a, no data; MA, percentage of maximum aggregation; T
max

, time to maximum  
aggregation; secs, seconds 
*The results were reported as median and interquartile range.

Table 2	 The reference value of parameters in this study, categorized by type and concentration of 
platelet agonists
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ควบคุมที่ดีพอ เช่น การประเมินความผิดปกติของสี

พลาสมาโดยการสังเกตด้วยตาเปล่า หรือการควบคุม

การบริโภคอาหารบางชนิดท่ีมีผลต่อการทำ�งานของ

เกล็ดเลือด เช่น กาแฟ ก่อนเก็บตัวอย่างเลือด(9, 18) 

ดังนั้น ในการให้บริการการทดสอบนี้ ควรคำ�นึงถึง

ปัจจัยต่างๆ ที่อาจส่งผลต่อค่าอ้างอิงดังกล่าวข้างต้น 

สรุป
คา่อา้งองิของการตรวจวิเคราะหก์ารทดสอบ

การเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดท่ีได้จากงานวิจัยนี้  

แตกต่างจากผลงานวิจัยก่อนหน้า เนื่องจากความ 

แตกต่างของตัวแปรหลายชนิดที่สามารถส่งผลต่อ 

ผลการทดสอบ อาทิ เชื้อชาติ และความหลากหลาย

ของข้ันตอนการวเิคราะห์ จงึแนะนำ�ใหห้้องปฏบิตักิาร

แต่ละแห่งทดสอบหาค่าอ้างอิงของการวิเคราะห์นี้ 
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Abstract
Manual blood smear examination is a standard method for nucleated red blood cells 

(NRBC) reporting. However, it is a time-consuming, labor-intensive, and costly method. Modern 
hematology analyzers can automatically quantify NRBC but with some limitations. This study 
aimed to establish a workflow for NRBC reporting to maximize its accuracy as well as to enhance 
its efficiency. NRBC measurement of 241 blood samples was carried out using Beckman  
Coulter Unicel®DxH800. The results were compared against manual examination. The receiver 
operating characteristic (ROC) analysis and a decision tree model (Gini impurity) were  
conducted to construct workflows which incorporated NRBC (%) and related flags from the 
analyzer. The effectiveness of workflows was evaluated by sensitivity, specificity, positive (PPV) 
and negative predictive values (NPV) while efficiency was assessed by the rate of manual slide 
review. The strong agreement between the automated analyzer and the manual NRBC count was 
found (r = 0.98; p < 0.0001, bias -0.7). To reduce clinical errors by taking NPV into account, 
the findings were as followed. By using the cutoff at the limit of detection of the analyzer (<0.1%) 
alone,100% NPV could be achieved but the efficiency was compromised due to the high slide 
review rate (59.3%). On the other hand, the cut-off derived from the ROC analysis (<0.4% and 
<1.8%) could drastically reduce the slide review rate (29.0% and 7.9% respectively) but the 
false-negative rate was escalated (7 and 32 samples) with compromised NPV (95.9% and 85.6%). 
Alternatively, 100% NPV could be achieved using a decision tree that incorporated both a  
numerical value and certain flags with acceptable efficiency (48.1% manual slide review rate). 
Reporting NRBC from the automated hematology analyzer improves the workflow and  
efficiency of the laboratory. However, due to the variation of analyzers and patient  
characteristics, an individual laboratory should construct and verify its own workflow before 
implementation to ensure acceptable accuracy and efficiency.

Keywords: Efficiency, Automated hematology analyzer, Nucleated red blood cell

*Corresponding author E-mail address: karan.pai@mahidol.ac.th 
Received: 26 June 2020	 Revised: 31 July 2020	 Accepted: 16  September  2020



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

การเพิ่มประสิทธิภาพการรายงานผล Nucleated Red Blood Cell 
จากเครื่องวิเคราะห์เม็ดเลือดอัตโนมัติ 

Beckman Coulter Unicel®DxH

พิชัยสิริ นวลมณี ณัฐดนัย ชาวไทย เบญจรัตน์ ชาตะโชติ และ การันต์ ไพสุขศานติวัฒนา*

ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล กรุงเทพมหานคร

บทคัดย่อ
การตรวจสเมียร์เลือดเป็นวิธีมาตรฐานสำ�หรับการนับจำ�นวน nucleated red blood cell  

(NRBC) แต่เป็นวิธีที่ใช้เวลา ใช้แรงงาน และสิ้นเปลืองค่าใช้จ่าย ปัจจุบันเครื่องตรวจวิเคราะห์เซลล์

เม็ดเลือดอัตโนมัติหลายรุ่นสามารถตรวจนับจำ�นวน NRBC พร้อมกับการตรวจความสมบูรณ์ของ 

เม็ดเลือด (complete blood count; CBC) ได้ ซึ่งสะดวกและรวดเร็ว อย่างไรก็ตามยังมีข้อจำ�กัดและ

ปัจจัยรบกวนหลายอย่างท่ีอาจทำ�ให้ผลตรวจโดยเครื่องอัตโนมัติผิดพลาด งานวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์

ในการประเมินประสิทธิภาพของเครื่องอัตโนมัติที่ใช้ในห้องปฏิบัติการโรงพยาบาลรามาธิบดี เพื่อจัดทำ�

แนวทางการรายงานผล NRBC ให้ถูกต้องและมีประสิทธิภาพสูงที่สุด การศึกษาใช้เลือด 241 ตัวอย่าง 

นับจำ�นวน NRBC โดยเครื่อง Beckman Coulter Unicel®DxH800 เปรียบเทียบกับผลที่ได้จากการ

ตรวจสเมียร์เลือด จากนั้นได้ออกแบบแนวทางการรายงานผลโดยใช้การวิเคราะห์ receiver operating 

characteristic (ROC) และแผนภูมิทางเลือกตัดสินใจ (decision tree) ประเมินประสิทธิภาพของแต่ละ

แนวทางโดยใช้สถิติ ความไว ความจำ�เพาะ ค่าทำ�นายผลบวก (PPV) ค่าทำ�นายผลลบ (NPV) และอัตรา

การตรวจสเมียรเ์ลอืด โดยใหค้วามสำ�คญักบัคา่ทำ�นายผลลบและอตัราผลลบลวงเปน็อนัดับแรกเพือ่ความ

ถูกต้องของผลท่ีจะนำ�ไปใช้วินิจฉัยผู้ป่วย และอัตราการตรวจสเมียร์เลือดท่ีจะบ่งบอกถึงประสิทธิภาพ 

ผลการศึกษาพบความสัมพันธ์ของค่าที่ได้จากทั้งสองวิธีอยู่ในระดับที่ดี (r = 0.98; p < 0.0001, bias -0.7) 

และเม่ือศกึษาประสิทธิภาพของแนวทางการรายงานผล พบวา่ แผนภูมิทางเลอืกตัดสนิใจท่ีสรา้งขึน้โดย

ใช้ค่า NRBC และ flag จากเครื่องตรวจวิเคราะห์ร่วมกันให้ค่าทำ�นายผลลบที่สูงคือร้อยละ 100 ไม่มีผล

ลบลวง และให้อัตราการตรวจสเมียร์เลือดต่ำ�กว่าการใช้เกณฑ์ตามขีดจำ�กัดของการระบุปริมาณ (limit 

of quantification; LOQ) ของเครือ่งตรวจวเิคราะหเ์พยีงอยา่งเดียว สรปุว่าเครือ่งตรวจวิเคราะหอ์ตัโนมติั

สามารถใช้รายงานผล NRBC ได ้แต่ต้องหาเกณฑ ์หรอืแนวทางการรายงานผลท่ีเหมาะสมสำ�หรบัแต่ละ

ห้องปฏิบัติการ

คำ�สำ�คัญ: ประสิทธิภาพ เครื่องตรวจวิเคราะห์เม็ดเลือดอัตโนมัติ เม็ดเลือดแดงตัวอ่อน 

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: karan.pai@mahidol.ac.th
รับบทความ: 26 มิถุนายน 2563 	 แก้ไขบทความ: 31 กรกฎาคม 2563 	 รับตีพิมพ์บทความ: 16 กันยายน 2563
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บทน�ำ
Nucleated red blood cells (NRBC) คือ

เม็ดเลือดแดงตวัออ่นทีย่งัมนีวิเคลยีสอยู่(1-3) การตรวจ

พบ NRBC ในกระแสเลือดมีความสำ�คัญทางคลินิก

เพราะช่วยบ่งช้ีภาวะผิดปกติ หรือโรคท่ีเก่ียวข้องกับ

การสรา้งเมด็เลอืดในไขกระดกู เชน่ ภาวะขาดออกซเิจน

อย่างรุนแรง ภาวะเลือดออกมาก และภาวะไขกระดูก

เสียหาย(4-6) นอกจากนี้มีรายงานว่าการพบ NRBC 

ในกระแสเลือดยังเป็นตัวบ่งชี้การพยากรณ์โรคใน

หลายภาวะ(7-10)

การตรวจนบัจำ�นวน NRBC ในหอ้งปฏิบตั-ิ

การโดยท่ัวไปใช้วิธีตรวจสเมียร์เลือด (peripheral 

blood smear; PBS)(11) ซึ่งใช้เวลามาก ต้องอาศัย

แรงงานคน เพิ่มค่าใช้จ่ายสำ�หรับห้องปฏิบัติการ  

ระยะเวลาการรอคอยผลนานและทำ�ให้เจ้าหน้าท่ีมี 

เวลาตรวจสเมียร์เลือดน้อยลงในรายอ่ืนๆ ท่ีจำ�เป็น

มากกว่า(12) ปัจจุบันเครื่องตรวจวิเคราะห์เซลล์เม็ด

เลือดรุ่นใหม่ๆ หลายรุ่นสามารถนับจำ�นวน NRBC 

ได้โดยอัตโนมัติ และสามารถรายงานผลได้พร้อม 

กับพารามิเตอร์อื่นๆ ของการตรวจความสมบูรณ์ของ

เม็ดเลือด (complete blood count; CBC) โดย

สามารถตรวจพบ NRBC ได้แม้มีระดับต่ำ� เช่น 0.1 

NRBC/100 white blood cells (WBCs) ใช้เวลา

ตรวจวเิคราะหน์อ้ย รวมทัง้ม ีflags เตอืนหากมปีญัหา

เก่ียวกับการตรวจวิเคราะห์ ทำ�ให้สามารถนำ�มาใช้ 

ช่วยลดภาระในการตรวจสเมียร์เลือดเพื่อนับจำ�นวน 

NRBC ได้(13-14) อย่างไรก็ตาม มีข้อมูลว่าการตรวจ

นับจำ�นวน NRBC โดยเครื่องตรวจวิเคราะห์อาจถูก

รบกวนไดจ้ากหลายสาเหต ุเช่น เกลด็เลือดขนาดใหญ่ 

การรวมกลุ่มของเกล็ดเลือด ลิมโฟไซต์ขนาดเล็ก 

มาลาเรียและเม็ดเลือดแดงชนิดท่ีทนต่อการไลซิส 

(lysis-resistant red blood cells)(14-17) สาเหตุเหล่านี้

ทำ�ให้เกิดผลบวกปลอมซึ่งนำ�ไปสู่การตรวจสเมียร์

เลือดที่ไม่จำ�เป็น แต่หากปล่อยผลไปจะเป็นการเพิ่ม

ภาระงานของแพทย์ผู้ดูแลผู้ป่วยในการสืบค้นหา

สาเหตุโดยไม่จำ�เป็นได้เช่นกันหรือหากผลตรวจเป็น

ผลลบปลอมก็จะทำ�ให้ผู้ป่วยไม่ได้รับการดูแลวินิจฉัย

ที่ถูกต้อง 

การศึกษานี้มีจุดมุ่งหมายในการพัฒนา

แนวทางปฏิบัติสำ�หรับการรายงานผล NRBC โดย

เครื่องตรวจวิเคราะห์ที่ใช้อยู่ในห้องปฏิบัติการเพื่อให้

มีความถูกต้องแม่นยำ�และมีประสิทธิภาพสูงสุด

วัสดุและวิธีการ
งานวิจัยนี้เป็นการศึกษาเปรียบเทียบแบบ 

ตัดขวาง (cross-sectional comparative study)  

โดยไดร้บัอนญุาตจากคณะกรรมการจรยิธรรมการวจิยั

ในคน คณะแพทยศาสตร์ โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวิทยาลัยมหิดล (เลขที่ MURA2019/641) ใช้ 

สิ่งส่งตรวจ K
2
 EDTA blood ที่เหลือจากงานประจำ� 

จำ�นวน 241 ตัวอย่าง ที่ส่งมาตรวจในห้องปฏิบัติการ

โลหิตวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี 

มหาวิทยาลัยมหิดล ในช่วงเดือนสิงหาคมถึงเดือน

กันยายน พ.ศ. 2562

การนับจำ�นวน NRBC โดยเครื่องตรวจ

วิเคราะห์อัตโนมัติ ใช้เครื่องรุ่น Beckman Coulter 

Unicel®DxH800 ซึง่ใช้หลกัการ (VCS) รายงานผล

เป็นจำ�นวน NRBC/100WBCs(14) โดยเก็บข้อมูล 

flag ทีเ่ก่ียวข้อง ไดแ้ก่ Low events: N, Abn NRBC 

Pattern, NRBC Inter, Cellular Inter, High Event 

Rate: D และ Low Events: D ส่วนการนับจำ�นวน 

NRBC ใช้การตรวจสเมยีรเ์ลอืดเพือ่นบัแยกชนดิเมด็

เลือดขาว 200 เซลล์(18) โดยนักเทคนิคการแพทย์  

3 ทา่น และรายงานผลเปน็จำ�นวน NRBC/100WBCs 

การรายงานผลมี 4 แนวทางท่ีใช้เกณฑ์ 

แตกต่างกันดังนี้ 1. ใช้เกณฑ์ตามขีดจำ�กัดของการ 

ระบุปริมาณ (limit of quantification; LOQ) ของ

เครื่องตรวจวิเคราะห์ Unicel®DxH800 ท่ีค่า 0.1 
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NRBC/100WBCs ตามแนวทางของ International 

Council for Standardization in Haematology 

(ICSH)(19) 2. ใช้เกณฑ์ท่ีได้จากการวิเคราะห์  

receiver operating characteristic (ROC) โดย 

ไม่นำ�ค่าความชุกและ estimated cost มาใช้ในการ

คำ�นวณ 3. ใช้เกณฑ์ที่ได้จากการวิเคราะห์ receiver 

operating characteristic (ROC) โดยนำ�ค่าความ

ชุกและ estimated cost มาใช้ในการคำ�นวณด้วย  

4. ใช้แผนภูมิทางเลือกตัดสินใจ (decision tree)  

ซึง่เปน็การเรยีนรูข้องเครือ่งมอื (machine learning) 

รูปแบบหนึ่งที่ใช้ปัจจัยเก่ียวข้องหลายๆ ส่วน มา

ทำ�นายหรอืจดักลุม่ตวัแปรท่ีจะศกึษา(20) โดยใช้วธิกีาร

ทางคณิตศาสตร์ เช่น Gini impurity ในการเลือก

ปัจจัยสำ�คัญท่ีมีผลต่อการทำ�นายตัวแปรท่ีศึกษา(21)  

การศกึษานี้ใช้คา่จากเครือ่งตรวจวิเคราะหร์ว่มกับ flag 

ที่เกี่ยวข้อง

การวิเคราะห์ผล ใช้โปรแกรมสำ�เร็จรูป  

Microsoft Excel และ MedCalc Statistical  

Software version 19.1.6 (MedCalc Software 

Ltd, Ostend, Belgium) ประเมินประสิทธิภาพของ

เครื่องตรวจวิเคราะห์เปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานคือ

การตรวจสเมียร์เลือด โดยใช้สถิติ paired t-test  

คา่สัมประสิทธิส์หสัมพนัธ์ (correlation coefficient; r) 

การวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้น และการวิเคราะห์ 

Bland-Altman ส่วนการประเมินประสิทธิภาพของ

แนวทางการรายงานผลแบบต่างๆ ใช้สถิติ ความไว 

(sensitivity) ความจำ�เพาะ (specificity) ค่าทำ�นาย

ผลบวก (positive predictive value) ค่าทำ�นาย 

ผลลบ (negative predictive value) ผลบวกลวง 

(false-positive results) ผลลบลวง (false-negative 

results) และร้อยละอัตราการตรวจสเมียร์เลือด

ผลการวิจัย
ประสิทธิภาพของเครื่องตรวจวิเคราะห์ในการ

รายงานจำ�นวน NRBC เม่ือเทียบกบัการตรวจด้วย

กล้องจุลทรรศน์

ผลเปรยีบเทียบคา่ NRBC จากเครือ่งตรวจ

วิเคราะห์และการตรวจสเมียร์เลือดพบค่าจากท้ังสอง

วิธีไม่แตกต่างกัน (paired t-test, p = 0.024) ให้ 

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 0.98 (p < 0.0001) โดย

ได้สมการความสัมพันธ์คือ y = 0.239 + 0.398x ส่วน

การวิเคราะห์ Bland-Altman พบมีค่าความแตกต่าง

เฉลี่ย (mean bias) ที่ -0.7 NRBC/100 WBCs 

และ limit of agreement อยู่ในช่วง -10.8 ถึง + 9.3 

NRBC/100 WBCs (Fig. 1) และ flag ที่พบบ่อย

สามอันดับแรก ได้แก่ Low events: N, Abn NRBC 

Pattern และ NRBC Inter (Table 1)

การประเมินประสทิธิภาพของแนวทางการรายงาน
ผลแบบต่างๆ

ประสิทธิภาพของแนวทางการรายงานผล  

4 แบบ (Table 2) สรุปได้ดังนี้ แบบที่ 1 ใช้เกณฑ์ 

LOQ ของเครื่องตรวจวิเคราะห์ท่ีค่า NRBC ≥  
0.1 /100WBCs ตามแนวทางของ ICSH(23) ไม่พบ

ผลลบลวง และมีอัตราการตรวจสเมียร์เลือดร้อยละ 

59.3 แบบที่ 2 ใช้เกณฑ์ที่ได้จากการวิเคราะห์ ROC 

โดยไม่ ใช้ความชุก และ cost คือ NRBC >  

0.4 /100WBCs (เปน็จดุท่ีให ้Youden index J สงูสดุ 

= 0.72) พบผลลบลวง 7 ราย (ร้อยละ 2.9) และ 

มีอัตราการตรวจสเมียร์เลือดร้อยละ 29.0 แบบท่ี 3  

ใช้เกณฑ์ที่ได้จากการวิเคราะห์ ROC โดยใช้ความชุก

และ estimated costs จากผลบวกลวงและผลลบ 

ลวงร่วมด้วย คือ NRBC > 1.8 /100WBCs พบ 
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A. 

B. 

Fig. 1 	Method comparison study of NRBC count between UniCel® DxH 800 Coulter® Cellular analysis 
system and manual NRBC count showed a correlation coefficient at 0.98 (p<0.001) with an 
intercept at 0.239 and slope at 0.398 (A). The Bland-Altman analysis revealed a mean difference 
at -0.7 NRBC/100 WBCs (limit of agreement -10.8 to +9.3 NRBC/100 WBCs) (B) 
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Table 1 A frequency of related flags and diagnostic performance (n = 241)

Flag Frequency (%) TP TN FP FN Sensitivity Specificity NPV PPV

Low events: N 9/241 (3.7) 0 182 9 50 0.0 95.3 78.4 N/A

Abn NRBC Pattern 4/241 (1.7) 1 188 3 49 2.0 98.4 79.3 25.0

NRBC Inter 6/241 (2.5) 1 186 5 49 2.0 97.4 79.1 16.7

Cellular Inter 4/241 (1.7) 2 189 2 48 4.0 99.0 79.7 50.0

High Event Rate: D 18/241 (75) 9 182 9 41 18.0 95.3 81.6 50.0

Low Events: D 8/241 (3.3) 1 184 7 49 2.0 96.3 79.0 12.5

TP = true positive, TN = true negative, FP = false positive, FN = false negative, 
PPV = positive predictive value, NPV = negative predictive value, N/A = cannot be calculated

Table 2  Effectiveness and efficiency of reporting workflows (n = 241)

Reporting 
workflow

TP TN FP FN Sensitivity Specificity NPV PPV
Manual slide 

review rate (%)

DXH < 0.1* 50 98 93 0 100.0 51.3 100.0 35.0 59.3

DXH < 0.4** 43 164 27 7 86.0 85.9 95.9 61.4 29.0

DXH < 1.8*** 18 190 1 32 36.0 99.5 85.6 94.7 7.9

Decision tree**** 79 98 64 0 100.0 60.5 100.0 55.2 48.1

	 *	Limit of quantification (LOQ) of the analyzer
	 ** 	Derived from receiver operating characteristic (ROC) analysis without using prevalence and estimated cost 
	*** 	Derived from receiver operating characteristic (ROC) analysis using prevalence and estimated cost
	****	Derived from the decision tree (Fig. 3) 
TP 	= true positive, TN = true negative, FP = false positive, FN = false negative 
PPV	= positive predictive value, NPV = negative predictive value

ผลลบลวง 32 ราย (ร้อยละ 13.28) และมีอัตราการ

ตรวจสเมียร์เลือดร้อยละ 7.9 และ แบบที่ 4 ใช้

แผนภูมิทางเลือกตัดสินใจโดยใช้ค่าจากเครื่องตรวจ

วิเคราะห์ร่วมกับ flag (Fig. 3) ไม่พบผลลบลวง และ

มีอัตราการตรวจสเมียร์เลือดร้อยละ 48.1 
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Fig. 2 	ROC analysis using a manual NRBC count as a standard method gave an area under the curve 
at 0.922 (p < 0.001). Without using a prevalence and estimated cost, the maximum Youden 
index (0.72) was obtained at a level of NRBC >0.4 cells/100WBCs which resulted in sensitivity 
at 86.0%, specificity at 85.86%. When the prevalence and estimated cost were used, the cutoff 
at NRBC >1.8 was suggested with 36% sensitivity and 99.48% specificity 

Fig. 3	 Decision tree algorithm (Gini impurity) was designed using both NRBC count from the 
analyzer and related flags
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วิจารณ์
การตรวจพบ NRBC ในกระแสเลือดเป็น

ตวับง่ช้ีทีส่ำ�คญัถึงความผดิปกตขิองการสรา้งเมด็เลอืด

ในไขกระดูก ดังนั้นความถูกต้องแม่นยำ�ในการตรวจ

นับและการรายงานผลจำ�นวน NRCB จึงมีความ

สำ�คญัตอ่การดแูลผูป้ว่ย แตก่ารตรวจนบัดว้ยการตรวจ

สเมียร์เลือดเป็นงานที่ใช้เวลา เปลืองแรงงาน และค่า

ใช้จ่าย ปัจจุบันเครื่องตรวจวิเคราะห์อัตโนมัติสามารถ

นับจำ�นวนและรายงานผล NRBC พร้อมผลตรวจ 

CBC ไดทั้นที ซึง่เปน็วิธท่ีีสะดวกและรวดเรว็ อยา่งไร

ก็ตามยังมีหลายปัจจัยท่ีรบกวนการตรวจวิเคราะห์ 

ซึ่งอาจทำ�ให้เกิดผลบวกลวงหรือผลลบลวงได้ การ

ศึกษานี้จึงมีจุดมุ่งหมายเพื่อประเมินประสิทธิภาพ 

ของเครื่องตรวจวิเคราะห์ที่ใช้ในห้องปฏิบัติการและ

พัฒนาแนวทางการรายงานผลเพื่อให้มีความถูกต้อง

แมน่ยำ�และมปีระสทิธภิาพสงูทีส่ดุ โดยพจิารณาความ

ปลอดภัยของผู้ป่วยเป็นปัจจัยสำ�คัญอันดับแรก คือ

ต้องให้มีค่าผลลบลวงต่ำ�ท่ีสุดและให้ค่าทำ�นายผลลบ 

ท่ีถูกต้องท่ีสุดเพ่ือไม่ให้เกิดการวินิจฉัยผิดพลาดใน 

ผู้ป่วย ปัจจัยต่อมาคือผลบวกลวงควรจะต้องต่ำ�เพื่อ

ลดภาระงานการตรวจสเมยีรเ์ลอืดโดยไมจ่ำ�เปน็ ลดคา่

ใช้จ่ายท่ีเกิดข้ึนจากการตรวจสเมียร์เลือด ตลอดจน 

ลดระยะเวลารอคอยผล 

จากผลประเมินประสิทธิภาพการตรวจวัด 

NRBC ของเครือ่งตรวจวิเคราะห ์Unicel®DxH800 

เปรียบเทียบกับการตรวจสเมียร์เลือด พบจำ�นวน 

NRBC ที่วัดได้จากท้ังสองวิธีมีความสอดคล้องกัน 

ในระดับดีมาก มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ 0.98  

(p < 0.0001) และแตกตา่งกันอยา่งไมม่นียัสำ�คญัทาง

สถิติ (paired t-test, p = 0.024) โดยมีค่า bias  

เพียง -0.7 cells/100 WBCs ซึ่งอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ

ของ ICSH(19) 

เมื่อพิจารณาประสิทธิภาพของแนวทางการ

รายงานผลแบบตา่งๆ พบว่า การใช้เกณฑ ์LOQ ของ

เครือ่งตรวจวเิคราะหท่ี์ NRBC ≥ 0.1 cells/100WBCs 

ให้ค่า NPV ที่ดีมาก (ร้อยละ 100) และไม่พบรายที่

เป็นผลลบลวง แสดงถึงประสิทธิภาพท่ีดีและเชื่อถือ

ไดข้องเครือ่งตรวจวเิคราะหร์ุน่นี ้แตก่ลับพบว่ามอัีตรา

การเกิดผลบวกลวงสูงทำ�ให้ต้องตรวจสเมียร์เลือด

จำ�นวนมาก (ร้อยละ 59.3 ของจำ�นวนส่ิงส่งตรวจ

ท้ังหมด) ซึ่งอาจเกิดได้จากหลายสาเหตุ ที่พบบ่อย 

ในงานประจำ�วัน ได้แก่ การรวมกลุ่มของเกล็ดเลือด 

(platelet aggregations) หรอืมเีกลด็เลอืดขนาดใหญ่ 

(large/giant platelets) นอกจากนี้ในภาวะที่เม็ด

เลือดแดงมีความผิดปกติ เช่น ภาวะขาดธาตุเหล็ก 

หรือเป็นพาหะธาลัสซีเมีย ทำ�ให้เม็ดเลือดแดงไม่ถูก

ทำ�ลายโดยน้ำ�ยาของเครื่อง (lysis-resistant red 

blood cells) และถูกนับรวมเป็น NRBC ได้(14-17)

ส่วนการใช้เกณฑ์ท่ีได้จากการวิเคราะห์ 

ROC ที่ NRBC > 0.4 ให้ความไวร้อยละ 86.0  

ความจำ�เพาะร้อยละ 85.86 และอัตราการตรวจ 

สเมียร์เลือดร้อยละ 29 ส่วนที่ NRBC > 1.8 ให้ความ

จำ�เพาะที่สูงข้ึนคือร้อยละ 99.48 แต่ความไวต่ำ�ลง

เหลือเพยีงรอ้ยละ 36 และอัตราการตรวจสเมยีรเ์ลือด

ลดเหลือเพียงร้อยละ 7.9 ซึ่งแม้การใช้ cutoff ที่ได้

จาก ROC analysis ทั้งสองแบบ (0.4 และ 1.8)  

จะให้อัตราการตรวจสเมียร์เลือดต่ำ� แต่พบผลลบลวง

สูงถึง 7 ราย และ 32 ราย ตามลำ�ดับ ซึ่งจะส่งผลเสีย

ต่อการวินิจฉัยผู้ป่วย

M. J. Kwon และคณะ(22) ได้ศึกษา 

เปรยีบเทียบคา่ NRBC จากเครือ่ง Unicel®DxH800 

โดยใช้ cutoff ของเครื่อง (0.1 cells/100WBCs) 

กับการตรวจสเมยีรเ์ลอืดพบวา่ให้ความไวรอ้ยละ 85.3 

และความจำ�เพาะร้อยละ 96.1 โดยพบผลลบลวง 5 

ราย จาก 34 ราย และจากการศึกษาของ Bren T. 

Tan และคณะ(23) พบว่า cutoff ท่ีเหมาะสมใน 

การรายงานผลคือ 0.6 NRBC/100WBCs โดยให้

ความไวร้อยละ 88.2 และความจำ�เพาะร้อยละ 92.2 
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แสดงว่า cutoff ท่ีเหมาะสมในแต่ละห้องปฏิบัติการ 

มีความแตกต่างกัน ให้ค่าความไว ความจำ�เพาะ  

อัตราผลลบลวงและผลบวกลวงแตกต่างกัน 

ผลประเมนิประสทิธิภาพการใช้แนวทางการ

รายงานผลแบบแผนภูมิทางเลือกตัดสินใจ (Fig. 3) 

ในการรายงานผล NRBC พบว่าไม่มีผลลบลวง และ

ให้ผลบวกลวงต่ำ� รวมทั้งอัตราการตรวจสเมียร์เลือด

ร้อยละ 48.1 ซึ่งต่ำ�กว่าการใช้ cutoff LOQ ของ 

เครื่องตรวจวิเคราะห์เพียงอย่างเดียว (ร้อยละ 59.3) 

ดังนั้น จึงเป็นวิธีท่ีเหมาะสมท่ีสุดสำ�หรับใช้ในการ

รายงานผล NRBC และยงัสามารถนำ�แนวทางนี้ไปใช้

รายงานผลโดยระบบ autoverification ได้อีกด้วย

ข้อจำ�กัดของงานวิจัยนี้คือเป็นการศึกษา 

ในเครื่องตรวจวิเคราะห์เพียงรุ่นเดียว การนำ�ผล 

การศกึษาไปใช้ในเครือ่งรุน่อืน่อาจใหค้า่ความไว ความ

จำ�เพาะ อัตราผลบวกลวงและผลลบลวงท่ีต่างกัน 

นอกจากนีเ้กณฑ์และแนวทางการรายงานผลที่ไดจ้าก

การศึกษานี้ อาจให้ประสิทธิภาพต่างกันหากนำ�ไปใช้

ในห้องปฏิบัติการอื่นแม้จะเป็นเครื่องตรวจวิเคราะห์

รุ่นเดียวกัน(22-23) เพราะยังมีปัจจัยที่อาจมีผลกระทบ 

เช่น ความชุกของสิ่งส่งตรวจที่มี NRBC แตกต่างกัน 

ดังนั้นหากจะนำ�ไปใช้ในห้องปฏิบัติการอื่นอาจต้องมี

การทวนสอบ (verification) ก่อนว่าเหมาะสมใช้ได้ 

อีกประการหนึ่งคือในแนวทางการรายงานผลโดยใช้

แผนภูมิทางเลือกตัดสินใจ มีปัจจัยร่วมที่ใช้ในเกณฑ์

คือ “systemic flags” ซึ่งมีเฉพาะในเครื่องตรวจ

วิเคราะห์รุ่นที่ใช้ในงานวิจัยนี้เท่านั้น 

สรุป
การใช้เครื่องตรวจวิเคราะห์เซลล์เม็ดเลือด

อัตโนมตัิในการรายงานผล NRBC มคีวามสะดวกและ

ให้ค่าท่ีเช่ือถือได้เมื่อเปรียบเทียบกับวิธีมาตรฐานคือ

การตรวจสเมียร์เลือด ทั้งยังลดระยะเวลาการรอคอย

ผล และลดภาระงานของเจ้าหน้าท่ีในห้องปฏิบัติการ

ได้มาก แต่ควรมีการศึกษาหาเกณฑ์หรือแนวทาง 

การรายงานผลที่มีประสิทธิภาพสำ�หรับแต่ละห้อง

ปฏิบัติการ เพื่อลดการเกิดผลลบลวงและผลบวกลวง

ให้ต่ำ�ที่สุด ทำ�ให้การรายงานผลมีความถูกต้อง เพิ่ม

ความปลอดภัยสำ�หรับผู้ป่วย และเพิ่มประสิทธิภาพ

การทำ�งานของห้องปฏิบัติการ
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Abstract

This study aimed to determine total phenolic contents, antioxidant, anti-glycation and 

anti-inflammatory activities of freeze-dried juices and 70% ethanol extract from 6 Thai  

anti-diabetes plants namely holy basil leaves (Ocimum sanctum L.), pandan leaves (Pandanus 

amaryllifolius Roxb.), ivy gourd leaves (Coccinia grandis (L.) Voigt), aloe jelly (Aloe vera 

Linn), bitter cucumber fruits (Momordica charantia Linn.) and wild pepper leaves (Piper  

sarmentosum Roxb.ex Hunter). The findings demonstrated that the ethanol extracts had higher 

antioxidant activity than that of the freeze-dried juices in accordance with the total amount of 

phenolic compounds. The ethanol extract of holy basil leaf had the highest antioxidant activity 

(IC
50
 = 7.39 ± 1.56 µg/mL) which was higher than that of the standard butylatedhydroxytoluene 

(BHT, IC
50
 = 78.56 ± 8.34 µg/mL). Only the ethanol extracts showed the anti-glycation  

activity. With the concentration of 0.1 mg/mL, ivy gourd leaf extract had the highest percentage 

of inhibition of glycation, 36.86 ± 2.19, which was higher than that of the standard aminogua-

nidine (32.55 ± 1.56). For the anti-inflammatory activity, pandan leaf extract inhibited nitric 

oxide generation up to 88.6 ± 1.85 percent which was similar to that of the standard aminogua-

nidine (89 ± 4.36). For the inhibition of prostaglandin E
2
 production, the ethanol extract of  

wild pepper leaf produced 81.7% inhibition compared to the standard indomethacin with 85.1% 

inhibition. The results could lead to further development in pharmacological studies and  

nutritional supplements for diabetes patients. 
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ต้านการอักเสบของสมุนไพรไทยสำ�หรับผู้ป่วยโรคเบาหวาน

กัญญาณัฐ เปี่ยมงาม

ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร์ ศูนย์รังสิต จังหวัดปทุมธานี 

บทคัดย่อ
งานวิจัยน้ีได้ศึกษาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวม ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ ฤทธ์ิต้านปฏิกิริยา 

ไกลเคชัน และฤทธิ์ต้านการอักเสบในสารสกัดจากพืชที่มีสรรพคุณรักษาโรคเบาหวาน ได้แก่ ใบกะเพรา 

ใบเตย ใบตำ�ลึง วุ้นว่านหางจระเข้ ผลมะระขี้นก และใบชะพลู ที่เตรียม 2 วิธี คือ วิธีคั้นสดแล้วทำ�แห้ง

แบบแช่เยือกแข็ง (freeze-drying) และวิธีสกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 ผลการศึกษาพบว่า 

สารสกัดเอทานอลมีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารสกัดน้ำ�คั้นสด ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณสารประกอบ

ฟีนอลิกรวม สารสกัดที่มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีที่สุด คือ สารสกัดเอทานอลจากใบกะเพรา (IC
50
 = 7.39 

± 1.56 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ซึ่งออกฤทธิ์สูงกว่าสารมาตรฐาน butylatedhydroxytoluene (BHT) 

(IC
50
 = 78.56 ± 8.34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ส่วนฤทธิ์ต้านไกลเคชันพบเฉพาะในสารสกัดเอทานอล

เท่าน้ัน โดยสารสกัดเอทานอลจากใบตำ�ลึง (0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร) มีร้อยละความสามารถต้าน 

ไกลเคชันสูงที่สุด คือ 36.86 ± 2.19 ซึ่งสูงกว่าของสารมาตรฐาน aminoguanidine (32.55 ± 1.56) 

สำ�หรบัฤทธ์ิต้านการอกัเสบ สารสกดัเอทานอลจากใบเตยหอมสามารถยบัยัง้การสรา้งไนตรกิออกไซด์ได้

ถงึรอ้ยละ 88.6 ± 1.85 และมีฤทธ์ิต้านการอกัเสบดีเทียบเท่าสารมาตรฐาน aminoguanidine (89 ± 4.36) 

นอกจากน้ีผลทดสอบความสามารถยับยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E
2
 พบว่าสารสกัดเอทานอลจาก 

ใบชะพลูมีฤทธิ์ยับยั้งได้ร้อยละ 81.7 เมื่อเทียบกับสารมาตรฐาน indomethacin ซึ่งมีฤทธิ์ยับยั้งร้อยละ 

85.1 ผลจากการศกึษานีส้ามารถนำ�ไปพฒันาต่อยอดการศกึษาทางยาและอาหารเสรมิซึง่จะเปน็ประโยชน์

อย่างยิ่งสำ�หรับผู้ป่วยโรคเบาหวาน

คำ�สำ�คัญ: โรคเบาหวาน ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาไกลเคชัน ฤทธิ์ต้านการอักเสบ สมุนไพรไทย

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: mim9_p@yahoo.com, kanyanath.p@allied.tu.ac.th
รับบทความ: 5 พฤศจิกายน 2563 	 แก้ไขบทความ: 4 ธันวาคม 2563 	 รับตีพิมพ์บทความ: 25 ธันวาคม 2563
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บทน�ำ
โรคเบาหวาน เปน็โรคทีผู่ป้ว่ยมรีะดบัน้ำ�ตาล

ในเลือดสูงเกินปกติ (hyperglycemia) แบบเร้ือรัง 

ส่งผลให้เกิดความผดิปกตขิองอวัยวะตา่งๆ ทัว่รา่งกาย 

จากความไมส่มดลุของกระบวนการเมแทบอลซิมึของ

คาร์โบไฮเดรต ไขมัน และโปรตีน ภาวะแทรกซ้อน 

ต่างๆ จากโรคเบาหวานจึงเป็นปัญหาสำ�คัญทาง

สาธารณสุขทั่วโลกรวมทั้งประเทศไทย จากการศึกษา

ทางระบาดวิทยาพบว่าอบุตักิารณ์ของโรคเบาหวานเพิม่

ข้ึนอยา่งมากในชว่ง 20 ปท่ีีผา่นมา(1, 2) โดยรอ้ยละ 90 

- 95 ของผู้ป่วยทั้งหมดเป็นโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ซึ่ง

เกิดจากภาวะดื้อต่ออินซูลิน (insulin resistance) 

(จากพันธุกรรมและสิ่งแวดล้อม) ร่วมกับภาวะขาด

อินซูลิน 

จากการศึกษาพบว่าโรคอ้วนมีความสัมพันธ์

กับระดับของภาวะ oxidative stress โดยกลไกที่

สำ�คัญอาจเกิดจากความบกพร่องในการควบคุมการ

หลัง่ adipocytokine ไดแ้ก่ plasminogen activator 

inhibitor-1 (PAI-1), tumor necrosis factor-alpha 

(TNF-α), resistin, leptin และ adiponectin ท่ีหล่ัง

จากเซลล์ไขมนัซึง่มมีากในคนอว้นลงพงุท่ีมกีารสะสม

ไขมันหน้าท้องปริมาณมาก ทำ�ให้มีการหลั่ง PAI-1 

และ TNF-α จากเซลล์ไขมันเพิ่มมากขึ้น ในขณะที่

มีการลดลงของ adiponectin ซึ่งทำ�หน้าที่เพิ่มความ

ไวต่ออินซูลิน(3) นอกจากนี้ยังมีการหลั่ง resistin  

เพิ่มมากขึ้น โดยที่ระดับของ resistin มีความสัมพันธ์

กับภาวะดื้อต่ออินซูลินและโรคเบาหวานชนิดที่ 2(4) 

ระดบัน้ำ�ตาลในเลอืดท่ีสงูในผูป้ว่ยโรคเบาหวานอาจสง่

ผลตอ่ระดบัการสรา้งอนมุลูอสิระ และการเพิม่ข้ึนของ

ระดับเปอร์ออกซิเดชันของไขมัน รวมถึงกระทบต่อ

กลไกการต้านอนุมูลอิสระในร่างกาย และน้ำ�ตาล 

ในเลือดจะสามารถจับกับโปรตีนได้โดยไม่ต้องอาศัย

เอนไซม์เป็นตัวเร่ง ซึ่งเรียกว่าการเกิดปฏิกิริยาไกล- 

เคชัน ผลจากไกลเคชันจะทำ�ให้เกิดการเปลี่ยนแปลง

การทำ�งานของโปรตีนให้เสื่อมหน้าที่ลง ส่งผลให้เกิด

ภาวะแทรกซอ้นตา่งๆ ตามมาในผูป้ว่ยโรคเบาหวาน(5) 

การศึกษาในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 1 และชนิดที่ 2 

โดยการให้กรดแอลฟา-ลิโพอกิ วิตามนิอ ีหรอืซลีเีนยีม 

นาน 12 สัปดาห์ พบว่าช่วยลดภาวะแทรกซ้อน และ

ทำ�ให้การเกิดออกซิเดชันของไขมันลดต่ำ�ลงได้(6) 

การอักเสบเป็นพยาธิสภาพรูปแบบหนึ่งท่ี

เกิดข้ึนในผูป้ว่ยโรคเบาหวาน โดยขณะท่ีมปีฏิกริยิาการ

อักเสบเกิดขึ้น เซลล์แมคโครฟาจจะหลั่งสารสื่อกลาง

ในการอกัเสบชนดิตา่งๆ เชน่ ไนตรกิออกไซด ์พรอส-

ตาแกลนดิน E
2
 และไซโตไคน์ ทำ�ให้พบการหลั่งสาร

สื่อกลางการอักเสบท่ีมากเกินไปหรือหล่ังเป็นระยะ

เวลาตอ่เนือ่ง(7) ซึง่แมว่้าการหลัง่สารเหลา่นีจ้ะเกดิข้ึน

เพื่อช่วยในการกำ�จัดสิ่งรุกราน แต่การหลั่งในปริมาณ

มากเกินไปจะส่งผลให้มกีารทำ�ลายเนือ้เยือ่และหลอด

เลือดในร่างกายได้ ส่งผลให้เกิดภาวะแทรกซ้อนใน

อวัยวะต่างๆ 

สารตา้นอนมุลูอิสระ สารตา้นไกลเคชัน และ

สารต้านการอักเสบ จึงเป็นทางเลือกหนึ่งในการรักษา

หรือลดภาวะแทรกซ้อนจากโรคเบาหวาน โดยท่ัวไป

มนษุยส์ามารถปอ้งกันและยบัยัง้อนมุลูอสิระโดยอาศยั

สารต้านอนุมูลอิสระภายในร่างกายเองได้(8) แต่มี 

หลักฐานว่าการรับประทานอาหารที่มีสารต้านอนุมูล

อิสระมากจะช่วยทำ�ให้ร่างกายมีสารต้านอนุมูลอิสระ

เพิ่มสูงขึ้นในกระแสเลือด ซึ่งจะช่วยป้องกันอันตราย

จากโรคที่มีสาเหตุจากการทำ�ลายของอนุมูลอิสระได้ 

เช่น โรคไขมันในเลือดสูง โรคหัวใจ โรคเบาหวาน  

โรคมะเร็ง โรคไต รวมทั้งความแก่ชราได้(9-14) 

จากการติดตามรายงานการใช้พืชสมุนไพร

พื้นบ้านในการรักษาโรคเบาหวาน ทำ�ให้ผู้วิจัยสนใจ

ศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ต้านปฏิกิริยาไกลเคชัน 

และฤทธ์ิต้านการอักเสบ ของพืชพื้นบ้านและพืช

สมุนไพรไทย 6 ชนิด ในกลุ่มที่มีสรรพคุณใช้รักษาโรค

เบาหวาน ได้แก่ ใบกะเพรา (Ocimum sanctum L.) 



การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านปฏิกิริยาไกลเคชัน และต้านการอักเสบของสมุนไพรไทยสำ�หรับผู้ป่วยโรคเบาหวาน 7507

ใบเตย (Pandanus amaryllifolius Roxb.) ใบตำ�ลงึ 

(Coccinia grandis (L.) Voigt) วุ้นว่านหางจระเข้ 

(Aloe vera Linn) ผลมะระข้ีนก (Momordica 

charantia Linn.) และใบชะพลู (Piper sarmen-

tosum Roxb.ex Hunter) เนื่องจากเป็นพืชที่มีการ 

รับประทานอย่างแพร่หลาย และหาซื้อได้ทุกฤดูกาล 

โดยศึกษาในสารสกัด 2 ชนิด คือ ชนิดน้ำ�คั้นสดและ

ชนิดสกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 เพื่อเป็น

แนวทางในการเลือกใช้ และเป็นข้อมูลพื้นฐานในการ

ศึกษาต่อยอดพัฒนาการนำ�พืชผักสมุนไพรไทยมา 

ใช้ประโยชนส์ำ�หรบัการดแูลรกัษาและลดการเกดิภาวะ

แทรกซ้อนในผู้ป่วยโรคเบาหวานต่อไป	

อุปกรณ์และวิธีการ
การเตรียมสารสกัดพืชสมุนไพรไทย 

พืชผักสมุนไพรไทย 6 ชนิดที่ศึกษา ได้แก่ 

เตยหอม ชะพลู มะระขี้นก ตำ�ลึง กะเพรา และ ว่าน

หางจระเข ้ซือ้จากตลาดไท อ.คลองหลวง จ.ปทมุธานี

เตรียมสารสกัดพืชผักสมุนไพรไทย 2 วิธีคือ 

วิธีคั้นสด โดยการคั้นน้ำ�และกรองแยกกาก ทำ�ให้แห้ง

ด้วยเครื่องทำ�แห้งภายใต้ความเย็นและสุญญากาศ 

(Freeze Dryer, dry LABCONCO Freeze Dry 

System) และวิธีสกัดด้วยตัวทำ�ละลาย โดยการอบ 

ท่ีอุณหภูมิ 50 องศาเซลเซียส จนแห้ง บดเป็น 

ผงละเอียด แล้วสกัดด้วยเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 

(น้ำ�หนักแห้ง 10 กรัม ในเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 

ปริมาตร 100 มิลลิลิตร) กรองแยกกาก แล้วลด

ปรมิาตรโดยการระเหย จดบนัทึกน้ำ�หนกัสารสกัดท่ีได ้

และเก็บให้พ้นแสง ที่ -80 องศาเซลเซียส 

การทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ด้วยวิธี 2,2-di-

phenyl-1-picryhydrazyl (DPPH) radical scav-

enging capacity assay(15)

ทดสอบตัวอย่างสารสกัดสมุนไพร ด้วยวิธี 

DPPH (15) โดยผสมตัวอย่างสารสกัดที่ความเข้มข้น 

0, 10, 50, 100 และ 500 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

ในตัวทำ�ละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 กับ 0.1 

โมลาร์ DPPH ในเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 100 ทิ้งไว้ 

30 นาที แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 520 นาโนเมตร

ด้วย เครื่องสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ ทดสอบตัวอย่างละ 

3 ครั้ง และทำ� sample blank ด้วยทุกครั้ง คำ�นวณ

หาคา่รอ้ยละการยบัยัง้ DPPH (% DPPH inhibition) 

โดยใชส้ารสกัดท่ีความเข้มขน้ 0 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร 

เป็นชุดควบคุม (control) เพื่อหาค่า Ac และ เขียน

กราฟ หาคา่ IC
50
 เปรยีบเทียบกับสารละลายมาตรฐาน 

butylatedhydroxytoluene (BHT) ซึ่งเป็นสาร

ควบคุมผลบวก (positive control) รายงานผล 

เป็นค่า IC
50
 โดยการคำ�นวณหาร้อยละของฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระ ใช้ความสัมพันธ์

 % DPPH inhibition = (Ac - As) × 100 
                         Ac

เมื่อ Ac คือค่า absorbance ของหลอดควบคุม; As คือค่า absorbance ของหลอดตัวอย่าง

การหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกทั้งหมด (total 

phenolic content)

วิเคราะห์ ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก

ท้ังหมดในสารสกัดสมุนไพรด้วย Folin-Ciocalteau 

Reagent โดยวิธีที่ดัดแปลงจาก(16) ใช้กรดแกลลิก

เป็นสารมาตรฐาน วัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 765  

นาโนเมตร ทดสอบตัวอย่างละ 3 ซ้ำ� จำ�นวน 3 ครั้ง  

นำ�ค่าการดูดกลืนแสงของกรดแกลลิกมาสร้างกราฟ
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มาตรฐาน แลว้หาความเข้มข้นของสารประกอบฟนีอลกิ

ในตวัอยา่งสารสกดัสมนุไพรท่ีความเข้มขน้ 1 มลิลกิรมั

ต่อมิลลิลิตร ในตัวทำ�ละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 

70 โดยเทียบจากกราฟมาตรฐาน แสดงผลเป็นค่า

มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิก (mg gallic acid 

equivalent)

การทดสอบฤทธ์ิต้านปฏิกิริยาไกลเคชันในหลอด

ทดลอง

ทดสอบปฏิกิริยาไกลเคชันโดยอาศัยเทคนิค 

albumin glycation(17) ที่ใช้ BSA ที่ปราศจากกรด

ไขมัน (fatty acid-free bovine serum albumin) 

ทำ�ปฏิกิริยากับน้ำ�ตาล ดี-กลูโคส แล้วจึงนำ�มาทำ�

ปฏิกิริยากับสารสกัดสมุนไพรเพื่อทดสอบฤทธิ์ต้าน 

ไกลเคชัน โดยการทดสอบใช้ BSA (bovine serum 

albumin) เข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ผสมกับ

น้ำ�ตาล ดี-กลูโคส เข้มข้น 500 มิลลิโมลาร์ ในสาร 

ละลาย PBS (phosphate buffer saline), พีเอช 

7.2-7.4 และใช้โซเดียมเอไซด์เข้มข้นร้อยละ 0.02 

(น้ำ�หนักต่อปริมาตร) เพื่อยับยั้งการเจริญเติบโต 

ของแบคทีเรีย จากนั้นจึงนำ�มาทดสอบกับสารสกัด

สมุนไพรท่ีความเข้มข้น 0 และ 0.1 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร ในตัวทำ�ละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 70 

นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 7 วัน 

แล้ววัดค่าฟลูออเรสเซนส์ด้วยเคร่ืองสเปกโทรฟลูออโร- 

มิเตอร์ ที่ excitation wavelength 370 นาโนเมตร 

และ emission wavelength 440 นาโนเมตร เปรียบ

เทียบกับสารมาตรฐาน aminoguanidine ทดสอบ

ตัวอย่างละ 3 ซ้ำ� จำ�นวน 3 ครั้ง นำ�ค่าที่ได้ไปคำ�นวณ

หาค่าร้อยละการยับยั้ง (%inhibition) โดยใช้หลอดที่

มีสารสกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้น 0 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร เป็นหลอดควบคุมเพื่อหาค่า Ac 

เมื่อ Ac คือค่า absorbance (A
440

) ของ

หลอดควบคุม และ As คือค่า absorbance (A
440

)

ของหลอดตัวอย่าง

 
การทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ

การเพาะเลี้ยงเซลล์ RAW 264.7 

เพาะเลี้ยงเซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 

ใน Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

(DMEM) ท่ีมีกลูโคส 25 มิลลิโมลต่อลิตร fetal 

bovine serum ร้อยละ 10 และยาปฏิชีวนะเพนิซิลลิน 

และสเตรปโตมัยซิน ภายใต้สภาวะอุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ในบรรยากาศที่มี CO2 ร้อยละ 5 

การทดสอบ cell cytotoxicity ด้วย MTT  

assay

ทดสอบความมีชีวิตรอดของเซลล์โดยวิธี 

MTT assay ซึ่งเป็นการหาความเข้มข้นของสารสกัด

ที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ โดยใช้ 3-(4, 5-dimethylthi-

azol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(MTT) ซึง่เปน็สารท่ีถูกรีดวิซ์โดยเอนไซม์ดีไฮโดรจเีนส

ในไมโทคอนเดรียของเซลล์ที่มีชีวิต ได้ผลิตผลเป็น

ฟอร์มาซาน (formazan) ซึ่งเป็นสารท่ีมีสีม่วง โดย 

ปริมาณฟอร์มาซานท่ีเกิดขึ้นสัมพันธ์ โดยตรงกับ

จำ�นวนเซลล์ที่มีชีวิตรอด 

เพาะเลี้ยงเซลล์ แมคโครฟาจ RAW 264.7 

ในอาหารเลีย้งเซลล ์DMEM ทีม่ ีfetal bovine serum 

ร้อยละ 10 บ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน

บรรยากาศที่มี CO
2
 ร้อยละ 5 นาน 12-16 ชั่วโมง 

หลงัจากนัน้เตมิอาหารเลีย้งเซลลท่ี์มสีารสกัดสมนุไพร

ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับ LPS (1 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร) โดย LPS (lipopolysaccharide) จะเป็น

ตัวกระตุ้นเซลล์แมคโครฟาจให้หลั่งสารสื่อกลางการ

อักเสบต่างๆ นำ�ไปบ่มที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส % inhibition = (Ac - As ) × 100            Ac 
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เปน็เวลา 24 ช่ัวโมง แลว้ทดสอบกบัสารละลาย MTT 

ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มต่ออีก  

4 ช่ัวโมง หลังจากนั้นละลายผลึกฟอร์มาซานด้วย 

dimethyl sulfoxide (DMSO) และวัดค่าการ 

ดูดกลืนแสงที่ 550 นาโนเมตร คำ�นวณความมีชีวิต

รอดของเซลล์ ดังสมการ 

 	
ร้อยละการมีชีวิตรอดของเซลล์ =

 	ค่าการดูดกลืนแสง (A
550

) ของหลุมเซลล์ทดสอบ 	
× 100

 		  ค่าการดูดกลืนแสง (A
550

) ของหลุมเซลล์ควบคุม

การวิเคราะห์ความเข้มข้นของไนไตรท์

ด้วย Griess assay

ความเข้มข้นของไนไตรท์ในอาหารเล้ียง

เซลล์เป็นดัชนีบ่งบอกปริมาณการผลิตไนตริกออกไซด์ 

(NO) เนื่องจากไนไตรท์เป็นผลิตภัณฑ์ท่ีมีความ

เสถียรจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของไนตริกออกไซด์ 

การวิเคราะห์ความเข้มข้นของไนไตรท์โดยปฏิกิริยา

ของ Griess ใช้เซลล์แมคโครฟาจ RAW 264.7 

ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลล์ DMEM ที่มี fetal 

bovine serum เข้มข้นร้อยละ 10 ท่ีอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส นำ�มาทดสอบกับสารสกัดสมุนไพร 

ท่ีความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในสภาวะที่มีหรือไม่มี LPS  

(1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  

เมื่อครบเวลาเก็บอาหารเลี้ยงเซลล์ 100 ไมโครลิตร 

ผสมกับสารละลาย Griess [1% N-(1-naphthyl)

ethylene-diaminedihydrochloride และ 1% 

sulfanilamide ใน 5% phosphoric acid] ปริมาตร 

100 ไมโครลติร ผสมให้เขา้กันและบม่ท่ีอุณหภมูหิอ้ง

นาน 10 นาท ีวัดคา่การดดูกลืนแสงท่ี 546 นาโนเมตร 

คำ�นวณค่าความเข้มข้นของไนไตรท์ในอาหารเลี้ยง

เซลล์โดยเทียบจากกราฟมาตรฐานของโซเดยีมไนไตรท์ 

(NaNO
2
) และคำ�นวณหาร้อยละการยับยั้งการผลิต

ไนตรกิออกไซดข์องสารสกัดแตล่ะชนดิ โดยเทียบกับ

การผลิตไนตริกออกไซด์ในเซลล์ท่ีสัมผัสกับ LPS 

เพียงอย่างเดียว และเปรียบเทียบกับ aminoguani-

dine ที่เป็นสารควบคุมผลบวกในการยับยั้งการผลิต

ไนตริกออกไซด์ 

การวเิคราะหป์รมิาณพรอสตาแกลนดิน E
2
 

นำ�เซลล ์RAW 264.7 ท่ีเพาะเลีย้งในอาหาร

เล้ียงเซลล์ DMEM ที่มี fetal bovine serum  

เข้มข้นร้อยละ 10 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 

ทดสอบกับสารสกัดสมุนไพรท่ีความเข้มข้น 0.1 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

ในสภาวะท่ีมหีรอืไมม่ ีLPS (1 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร) 

เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง เมื่อครบเวลาเก็บอาหารเลี้ยง

เซลล์มาวิเคราะห์ปริมาณพรอสตาแกลนดิน E
2
 โดย

ชุดตรวจสอบท่ีอาศัยหลักการทาง immunoassay 

(PGE2 competitive enzyme immunoassay kit 

(R&D system, ประเทศสหรัฐอเมริกา) และใช้สาร

มาตรฐาน indomethacin เป็นสารควบคุมผลบวกใน

การยับยั้งการผลิตพรอสตาแกลนดิน E
2

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ

ผลการทดลองได้จากอย่างน้อย 3 การ

ทดลองทีแ่ยกอสิระตอ่กนั ผลที่ไดแ้สดงเปน็ คา่เฉลีย่ 

± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน วิเคราะห์ความแปรปรวน 

และเปรียบเทียบทางสถิติด้วย Analysis of  

Variance, ANOVA และ t test โดยค่านัยสำ�คัญ

ทางสถิติเท่ากับ p < 0.05

ผลและวิจารณ์

ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระ และปริมาณ
สารประกอบฟีนอลิก

งานวิจยันี้ไดศ้กึษาฤทธิต์า้นอนมุลูอสิระดว้ย

วิธี DPPH เพียงวิธีเดียว เนื่องจากเป็นวิธีที่นิยม  
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มีความสะดวกและรวดเร็ว วิธี DPPH เป็นการตรวจ

กลไกต้านอนุมูลอิสระแบบ radical scavenging 

capacity โดยอาศยัการเกิดปฏกิิรยิาระหวา่งสารอนมุลู

อิสระคือ DPPH กับสารต้านอนุมูลอิสระท่ีต้องการ

ทดสอบ ทำ�ให้เกิดการออกซิเดชันของ DPPH และ

เปลี่ยนสีจากสีม่วงเป็นสีเหลือง ติดตามปฏิกิริยาโดย

วัดคา่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 520 นาโนเมตร 

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัด

สมนุไพรไทย 6 ชนดิ (Table 1) พบว่าสารสกดัเอทานอล 

มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระดีกว่าสารสกัดน้ำ�คั้นสด แสดงว่า 

ชนดิของตวัทำ�ละลายมผีลตอ่ฤทธิต์า้นอนมุลูอสิระของ

สารสกัดท่ีได้ สอดคล้องกับรายงานวิจัยท่ีพบว่าฤทธิ์

ตา้นอนมุลูอสิระของสารกลุม่ฟลาโวนอยดท่ี์โครงสรา้ง

โมเลกุลประกอบดว้ยสว่นท่ีมข้ัีว (หมู่ไฮดรอกซลิ) และ

สว่นท่ีไมม่ขีัว้ (หมูอ่ลัคลิ) จงึถูกสกัดออกมาไดด้ีในตวั

ทำ�ละลายท่ีเป็นแอลกอฮอล์ แต่ละลายในน้ำ�ได้น้อย

กว่า เนื่องจากน้ำ�เป็นโมเลกุลที่มีขั้วสูงกว่า ทั้งนี้ฤทธิ์

ต้านอนุมูลอิสระท่ีแตกต่างกันไปในสารสกัดสมุนไพร

ชนิดต่างๆ ยังข้ึนกับชนิดของสารต้านอนุมูลอิสระ 

ที่เป็นองค์ประกอบในพืชแต่ละชนิดด้วย(18) 

เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกัดสมุนไพรทั้ง 6 ชนิดกับสารมาตรฐาน BHT 

ซึ่งมีค่า IC
50
 = 78.56 ± 8.34 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

พบว่าสารสกัดสมุนไพรจากใบกะเพรา ใบชะพลู  

ใบตำ�ลึง และใบเตยหอม ที่สกัดด้วยเอทานอลเข้มข้น

ร้อยละ 70 และสารสกัดผลมะระขี้นกแบบน้ำ�คั้นสด 

มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูงกว่าสารมาตรฐาน BHT คิด

เป็น 10, 9, 8, 5 และ 4 เท่า ตามลำ�ดับ ส่วนสารสกัด

จากวุ้นวา่นหางจระเข้ท้ังท่ีสกัดดว้ยเอทานอลและแบบ

น้ำ�คั้นสด มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระต่ำ� โดยที่ความเข้มข้น 

สงูสดุท่ีใช้ในการทดลอง (500 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร) 

ยังไม่สามารถหาค่า IC
50
 ได้ 

 เมื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกัดพชืสมนุไพรในการศกึษาครัง้นีก้บัรายงานการ

ศึกษาที่ผ่านมา พบว่าให้ผลที่ดีกว่า ดังนี้ ผลทดสอบ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเอทานอลของใบ

กะเพรา มีค่า IC
50
 เท่ากับ 7.39 ± 1.56 ไมโครกรัม

ตอ่มลิลลิติร (0.00739 ± 1.56 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร) 

Plant extracts

IC
50

 (µg/mL)
Total phenolic content

(mgGAE / mg of plant extracts)

Freeze-dried 
juice extract

70% Ethanol
extract

Freeze-dried 
juice extract

70% Ethanol
extract

Holy basil leaves 	 31.59 	± 7.47 	 7.39 	±	1.56 	130.50 	± 8.15 	299.90 	± 6.11

Pandan leaves  	38.93 	± 1.65 	 15.00 	±	1.94 	175.14 	± 2.59 	231.56 	± 8.05

Ivy gourd leaves 	100.79 	± 21.74 	 9.64	 ±	2.75 	 94.77 	± 5.91 	279.45 	± 8.15

Aloe jelly > 500 > 500 	 11.27 	± 0.35 	 6.72 	± 0.43

Bitter cucumber fruits  	19.68 	± 0.80 	119.29 	± 27.82 	 70.12 	± 1.16 	121.80 	± 2.83

Wild pepper leaves  	87.27 	±	15.01 	 8.55 	± 2.21 	234.36 	± 13.77 	405.44 	± 23.83

BHT 78.56 ± 8.34 - -

Table 1 Antioxidant activity by DPPH assay (IC
50

 values) and total phenolic contents of plant extracts 
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เทียบกับ 0.46 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรท่ีรายงานโดย 

Hakkim FL และคณะ (2007) (19) ผลทดสอบฤทธิ์

ตา้นอนมุลูอสิระของสารสกัดเอทานอลจากใบชะพลูมี

ค่า IC
50
 เท่ากับ 8.55 ± 2.21 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

เทียบกับ 80.19 ± 0.46 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรของ

สารสกัดเมทานอลของใบชะพลู โดย พัชรินทร์ บุญหล้า 

(2014 )(20) ในขณะที่ผลการศึกษาครั้งนี้พบว่า BHT 

มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระน้อยกว่าถึง 9 เท่า ผลทดสอบ

ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดเอทานอลของใบ

ตำ�ลึง พบวา่มคีา่ IC
50
 เทา่กับ 9.64 ± 2.75 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร หรือ 0.00964 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 

เทียบกับ 0.15 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร ท่ีรายงานโดย M 

Umamaheswari และ TK Chatterjee (2008)(21) 

ผลทดสอบฤทธิต์า้นอนมุลูอสิระของสารสกัดเอทานอล

ของใบเตยหอมพบว่า มีค่า IC
50
 เท่ากับ 15.00 ± 

1.94 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ 0.015 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร เทียบกับ 0.810 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร

จากรายงานของ Ampa Jimtaisong และ Panvipa 

Krisdaphong (2013)(22) ในขณะที่ผลทดสอบฤทธิ์

ตา้นอนมุลูอิสระของสารสกัดจากวุ้นว่านหางจระเข ้ตาม 

รายงานของ Nurten Ozsoy และคณะ (2009)(23) 

พบค่า IC
50
 ของสารสกัดวุ้นว่านหางจระเข้เท่ากับ 

41.74 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร แต่จากการศึกษาครั้งนี้

ท่ีความเข้มข้นสูงสุด ท่ี ใ ช้ ในการทดลอง (500 

ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร) ไมส่ามารถหาคา่ IC
50
 ไดจ้าก

การสกัดท้ังสองวิธี แต่หากคำ�นวณจากสมการความ

สัมพันธ์ การสกัดโดยวิธีคั้นน้ำ�สดและการสกัดด้วย 

เอทานอลมีค่า IC
50
 อยู่ท่ี 828.27 ± 392.35 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ 776.81 ± 38.67 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามลำ�ดับ ซึ่งจะมีฤทธิ์ต้าน

อนุมูลอิสระมากกว่าที่รายงานโดย Nurten Ozsoy 

และคณะ ข้างต้น 

การวิเคราะห์ปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

รวม ด้วย Folin-Ciocalteau Reagent โดยวิธีท่ี

ดัดแปลงจากวิธีของ Chan et al., 2009 ใช้กรดแกลลิก 

เป็นสารมาตรฐาน โดยแสดงผลเป็นค่ามิลลิกรัม 

สมมูลของกรดแกลลิก (mg gallic acid equivalent; 

mgGAE) ต่อมิลลิกรัมของสารสกัด ผลการวิเคราะห์

พิจารณาจากการเทียบกับกราฟมาตรฐานกรดแกลลิก 

มีสมการดังนี้ y = 0.0057x + 0.0838, R2 = 0.9994 

โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 765 นาโนเมตร ผลการ

ทดสอบหาปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมในสมุนไพร 

ไทย 6 ชนิด (Table 1) พบว่าปริมาณสารประกอบ 

ฟนีอลกิรวมของสารสกัดท่ีไดจ้ากการสกัดดว้ยเอทานอล 

เข้มข้นร้อยละ 70 มีค่าสูงกว่าที่ได้จากการสกัดโดยวิธี

คั้นน้ำ�สด ซึ่งจากผลการศึกษาครั้งนี้พบว่า สารสกัดที่

มีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกรวมสูงจะมีฤทธ์ิต้าน

อนุมูลอิสระสูงด้วยเช่นกัน สอดคล้องกับรายงานของ 

Lou NS และคณะ (2016)(24) เนือ่งจากสารประกอบ

ฟีนอลิกสามารถให้ไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระได้ง่าย 

จึงทำ�ให้มีฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระสูง(25) อย่างไรก็ตาม

ฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระยังขึ้นกับโครงสร้างของสาร 

ประกอบฟนีอลิกทีเ่ปน็องคป์ระกอบในสารสกัดแตล่ะ

ชนิดด้วย(26)

สมุนไพรไทยที่เลือกนำ�มาศึกษาทั้ง 6 ชนิด 

เปน็กลุม่ท่ีมรีายงานว่าสามารถลดระดบัน้ำ�ตาลในเลอืด

ได้(27-30) และมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิกซึ่ง

สมัพนัธ์โดยตรงกบัฤทธิต์า้นอนมุลูอิสระ โดยท่ัวไปการ

ต้านอนุมูลอิสระเกิดได้จากหลายกลไก เช่น 1) สาร 

คีเลต (chelating agent) คือสารท่ีมีโครงสร้างเป็น 

ortho-dihydroxyl group ทำ�หนา้ท่ีจบักับโลหะทราน

ซิชัน เช่น Fe2+ และ Cu2+ ซึ่งมีบทบาทสำ�คัญในการ

เกิดอนุมูลอิสระ 2) สารดักจับอนุมูลอิสระ (radical 

scavenging) สารฟลาโวนอยดแ์ละสารฟนีอลิกหลาย

ชนดิสามารถยบัยัง้อนมุลูอิสระได้โดยการให้ไฮโดรเจน

หรืออิเล็กตรอนแก่อนุมูลอิสระ เกิดเป็นอนุมูลอิสระ

ชนิดใหม่ท่ีมีความเสถียรเพิ่มข้ึนเนื่องจากโครงสร้าง

สามารถเกิดการเรโซแนนท์ของอิเล็กตรอนได้ 3) การ
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เสริมฤทธ์ิ (synergism) ของวิตามินอี เมื่อวิตามินอี 

(α-tocopherol) ให้ไฮโดรเจนแก่อนุมูลอิสระ เช่น 

อนุมูลเปอร์ออกซิล (ROO-) จะเปลี่ยนเป็นอนุมูล

วติามนิอี ซึง่สารฟลาโวนอยดแ์ละสารฟนีอลิกจะรดีวิส์

อนมุลูวิตามนิอีกลบัเปน็วิตามนิอเีหมอืนเดมิ ซึง่จะทำ�

หนา้ท่ีเปน็สารตา้นอนมุลูอสิระไดต้อ่ไปอกี จากผลการ

ศกึษาพบว่าใบกะเพราท่ีสกดัดว้ยเอทานอลมฤีทธิต์า้น

อนุมูลอิสระสูงที่สุด และมีปริมาณสารประกอบฟีนอลิก 

รวมสูงมาก มีรายงานว่าใบกะเพรามีสารฟีนอลิกและ

สารฟลาโวนอยด์ในปริมาณสูงซึ่งสารท้ังสองชนิดนี้มี

บทบาทสำ�คญัในการตา้นอนมุลูอสิระ สารฟลาโวนอยด ์

luteolin และ orientin ในใบกะเพรามีโครงสร้างตรง

พันธะคู่ที่ตำ�แหน่ง 2-3 คอนจูเกทกับหมู่ 4-oxo ใน

วงคาร์บอน ซึ่งสารท่ีมีโครงสร้างลักษณะนี้จะมีฤทธ์ิ

ต้านอนุมูลอิสระสูง(31)

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านไกลเคชัน

ผลการทดสอบฤทธ์ิต้านไกลเคชันในหลอด

ทดลองด้วยวิธี BSA glycation assay (Table 2) 

พบว่า สารสกัดเอทานอลของพืชสมุนไพรไทยทั้ง  

6 ชนิด มีฤทธิ์ต้านไกลเคชัน ในขณะที่สารสกัดแบบ

คั้นสด ไม่มีฤทธ์ิต้านไกลเคชัน โดยสารสกัดตำ�ลึงมี 

ร้อยละความสามารถต้านไกลเคชันสูงท่ีสุดเท่ากับ 

36.86 ± 2.19 รองลงมา ได้แก่ สารสกัดจากกะเพรา 

(34.82 ± 5.48) และชะพลู (34.62 ± 5.33) ซึ่งมี

ความสามารถสูงกว่าสารมาตรฐาน aminoguanidine 

(32.55 ± 1.56) สำ�หรับฤทธิ์ต้านไกลเคชันของสาร

สกัดจากวุ้นว่านหางจระเข้ (30.50 ± 2.61) ผลมะระ

ขี้นก (27.89 ± 3.90) และใบเตยหอม (26.63 ± 

0.89) แม้จะมีฤทธิ์น้อยกว่า แต่เมื่อพิจารณาแล้วไม่

แตกต่างกันมากนัก สอดคล้องกับผลการศึกษาท่ีมี

รายงานว่าสารสกัดสมุนไพรท้ัง 6 ชนิดสามารถลด

ระดับน้ำ�ตาลในเลือดได้ โดย Munasinghe MA และ

คณะ (2011) ได้ทำ�การทดลองในอาสาสมัคร พบว่า

สารสกดัใบตำ�ลงึทำ�ใหร้ะดบัน้ำ�ตาลในเลอืดลดลงอยา่ง

มีนัยสำ�คัญ(30) ในขณะท่ีใบกะเพรามีฤทธ์ิยับยั้งการ

ทำ�งานของ streptozotocin ซึ่งเป็นสารเหนี่ยวนำ�ให้

เกิดภาวะน้ำ�ตาลในเลือดสูง(32) และ Raju Patil และ

คณะ (2011) พบว่าสารสกัดใบกะเพรา (Ocimum 

sanctum L.) ช่วยลดระดับกลูโคสและไขมันในเลือด

ของหนทูดลองท่ีเปน็โรคเบาหวานจากการกระตุน้ดว้ย 

Alloxan(29)นอกจากนั้นยังมีรายงานว่าสารสกัดใบ

Plant extracts Plant species

% Inhibition of glycation

Freeze-dried 
juice extract

70% Ethanol
extract

Holy basil leaves Ocimum sanctum L. 0 (-19.18 ± 4.99) 34.82 ± 5.48

Pandan leaves Pandanus amaryllifolius Roxb. 0 (-12.55 ± 5.14) 26.63 ± 0.89

Ivy gourd leaves Coccinia grandis (L.) Voigt 0 (-13.46 ± 1.92) 36.86 ± 2.19

Aloe jelly Aloe vera Linn 0 (-10.99 ± 3.43) 30.50 ± 2.61

Bitter cucumber fruits Momordica charantia Linn. 0 (-16.58 ± 4.57) 27.89 ± 3.90

Wild pepper leaves Piper sarmentosum Roxb.ex Hunter 0 (-8.77 ± 1.83) 34.62 ± 5.33

Aminoguanidine 32.55 ± 1.56

Table 2  Anti-glycation activity of plant extracts (percent inhibition)
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ชะพลู มีฤทธิ์ต้านไกลเคชันและใช้ในการรักษาผู้ป่วย

โรคเบาหวานได้(33-34) Alper Okyar และคณะ (2001) 

ได้ทดสอบความสามารถลดระดับน้ำ�ตาลในเลือดโดย 

ใช้หนูทดลองที่เป็นโรคเบาหวานชนิดที่ 2 ที่อดอาหาร

มา 8 ชั่วโมง พบว่า หนูทดลองที่ได้รับสารสกัดจาก

เนื้อวุ้นของว่านหางจระเข้ มีระดับน้ำ�ตาลในเลือดลด

ลงอย่างมีนัยสำ�คัญที่ 1, 2 และ 3 ชั่วโมง(35) ส่วนผล

มะระข้ีนก มฤีทธิต์า้นไกลเคชันและมคีวามเปน็ไปไดท่ี้

จะลดภาวะแทรกซ้อนในผู้ป่วยโรคเบาหวานชนิดที่ 2 

ได้(36) และ Sreenivasan Sasidaran และคณะ (2011) 

พบว่าสารสกัดใบเตยหอมช่วยลดระดับน้ำ�ตาลใน 

เลือดหนูทดลองที่เป็นโรคเบาหวานได้(27) นอกจากนี้  

Anchalee Chiabchalard และคณะ (2015) ได้

ทดสอบ OGTT (oral glucose tolerance test) ใน

อาสาสมคัรสุขภาพด ี30 คนโดยให้ดืม่น้ำ�ตม้ใบเตยหอม

หลังจากกินกลูโคส 75 กรัม โดยใช้น้ำ�ร้อนเป็นสาร

ควบคุมผลลบ พบว่าน้ำ�ต้มใบเตยหอมช่วยลดระดับ

น้ำ�ตาลในเลือดของกลุ่มทดสอบได้(28) 

ผลการทดสอบฤทธิ์ต้านการอักเสบ

ผลทดสอบ cell cytotoxicity ด้วย MTT 

assay

การทดสอบความเป็นพิษของสารสกัด

สมุนไพรไทย 6 ชนิด ทั้งสารสกัดน้ำ�คั้นสด และสาร

สกัดเอทานอล โดยวิธี MTT assay เป็นการทดลอง

เพือ่ศกึษาว่าเซลล์แมคโครฟาจ Raw 264.7 ในสภาวะ

ที่มี LPS 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ สภาวะที่มี 

LPS 1 ไมโครกรมัตอ่มลิลลิติร รว่มกบัสารสกดัทีค่วาม

เข้มข้น 0.1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และ 1 มิลลิกรัม

ต่อมิลลิลิตร เซลล์จะมีการเจริญเทียบเท่ากับเซลล์ท่ี

เล้ียงปกติหรือไม่ เพื่อพิสูจน์ว่าฤทธิ์ต้านการอักเสบ

ของสารสกัดท่ีต่างกันไม่ ได้ข้ึนกับจำ�นวนเซลล์ท่ี 

แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญ และสารสกัดนั้นไม่ได้

ทำ�ให้เกิดพิษต่อเซลล์ ผลการทดสอบจำ�นวนเซลล์

แมคโครฟาจ Raw 264.7 ที่เลี้ยงในสภาวะที่มี LPS 

1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ร่วมกับสารสกัดสมุนไพร

ไทย 6 ชนดิ จากการคำ�นวณทางสถติิโดยใช้ ANOVA  

พบวา่ สารสกัดเอทานอลจากสมนุไพร 6 ชนดิ ท่ีความ

เข้มขน้ 1 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร และสารสกดัน้ำ�คัน้สด

มะระข้ีนก ที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร  

มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (ค่า  

p-value < 0.05) ดังนั้น จึงไม่นำ�มาวิเคราะห์ฤทธิ์

ต้านการอักเสบ

ผลทดสอบการยับยั้งการผลิตไนตริก- 

ออกไซด์

ผลทดสอบฤทธิต์า้นการอกัเสบของสารสกัด

สมุนไพรไทย 6 ชนิด โดยทดสอบการยับยั้งการสร้าง 

nitric oxide (NO) ของสารสกัด หลังจากเซลล ์Raw 

264.7 ถูกกระตุ้นการสร้าง NO ด้วย LPS แล้ว 

24 ชั่วโมง (Table 3) พบว่า aminoguanidine (สาร

ควบคุมผลบวก) มีความสามารถต้านการอักเสบของ

เซลล์แมคโครฟาจ ชนิด Raw 264.7 ได้ร้อยละ 89 

± 4.36 และ 105 ± 3.03 ท่ีความเข้มข้น 0.1 มลิลกิรมั

ต่อมิลลิลิตร และ 1 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำ�ดับ 

เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดเอทานอลที่ความเข้มข้น 

0.1 มลิลกิรมัตอ่มลิลลิติร พบวา่มฤีทธ์ิตา้นการอกัเสบ

สงูกว่า โดยสารสกัดใบเตยหอมสามารถยงัยัง้การสรา้ง 

NO ได้ถึงร้อยละ 88.6 ± 1.85 และมีฤทธิ์ต้านการ

อักเสบดีเทียบเท่า aminoguanidine (89 ± 4.36)  

ท่ีความเข้มข้นเดียวกัน รองลงมาได้แก่สารสกัดใบ

ชะพลู และสารสกัดใบกะเพรา และเมื่อพิจารณา

เปรียบเทียบกับสารสกัดน้ำ�คั้นสด ท่ีความเข้มข้น 1 

มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ก็พบว่า สารสกัดใบเตยหอม

สามารถยับยั้งการสร้าง NO ได้ถึงร้อยละ 112.1 ± 

0.91 และมฤีทธ์ิตา้นการอักเสบซึง่ดกีวา่ aminogua-

nidine (105 ± 3.03) ที่ความเข้มข้นเดียวกัน  

รองลงมาได้แก่สารสกัดจากใบตำ�ลึง ใบชะพลู และ 

ใบกะเพรา
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ผลทดสอบการยับยั้งการผลิตพรอสตา

แกลนดิน E
2
 

ผลทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการผลิต PGE
2
 ของ

สารสกัดสมุนไพร ในเซลล์ Raw 264.7 หลังถูก

กระตุ้นด้วย LPS 24 ชั่วโมง (Table 4) พบว่าสาร

มาตรฐาน indomethacin (สารควบคุมผลบวก)  

ท่ีความเข้มขน้ 0.1 มลิลิกรมัตอ่มลิลิลิตร สามารถตา้น

การอักเสบของเซลล์แมคโครฟาจ ชนิด Raw 264.7 

จากการยับยั้งการผลิต PGE
2
 ได้ร้อยละ 85.1 และ

เมื่อเปรียบเทียบกับสารสกัดสมุนไพรที่ความเข้มข้น 

0.1 มลิลกิรมัตอ่มลิลิลติร พบวา่สารสกดัเอทานอลจาก

ใบชะพลูสามารถยับยั้งการผลิต PGE
2
 ได้สูงที่สุด คือ 

รอ้ยละ 81.7 เกือบเทียบเท่าฤทธ์ิของ indomethacin 

และเมื่อพิจารณาที่ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมต่อ

Plant extracts

% Inhibition of nitric oxide generation

Freeze-dried juice 
extract

conc. = 0.1 mg/mL

Freeze-dried juice 
extract

conc. = 1 mg/mL

70% Ethanol
extract

conc. = 0.1 mg/mL

Holy basil leaves 	 29.1	 ±	 5.75 	 75.5 	± 	1.37 	 40.5 	± 	7.17

Pandan leaves 	 5.9 	± 	11.80 	 112.1 	± 	0.91 	 88.6 	± 	1.85

Ivy gourd leaves 	 37.2 	± 	3.88 	 86.1 	± 	7.02 	 26.4 	± 	2.49

Aloe jelly 0 	 20.1 	± 	5.82 	 38.6 	± 	6.38

Bitter cucumber fruits 	 22.2 	± 	11.08 		  - 	 27.5 	± 	12.56

Wild pepper leaves 0 	 82.1 	± 	6.17 	 80.8 	± 	9.21

Aminoguanidine 	 89.0 	± 	4.36 	 105.6 	± 	3.03

Table 3  Anti-inflammatory activity of plant extracts by Griess assay

Plant extracts

% Inhibition of prostaglandin E
2
 production

Freeze-dried juice 
extract

conc. = 0.1 mg/mL

Freeze-dried juice 
extract

conc. = 1 mg/mL

70% Ethanol
extract

conc. = 0.1 mg/mL

Holy basil leaves 0 67.8 0.0

Pandan leaves 41.2 81.5 0.0

Ivy gourd leaves 25.9 79.7 0.0

Aloe jelly 2.1 41.6 0.0

Bitter cucumber fruits 13.9 - 0.0

Wild pepper leaves 5.5 80.1 81.7

Indomethacine 85.1

Table 4 Anti-inflammatory activity of plant extracts by prostaglandin E
2
 immunoassay



การศึกษาฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านปฏิกิริยาไกลเคชัน และต้านการอักเสบของสมุนไพรไทยสำ�หรับผู้ป่วยโรคเบาหวาน 7515

มิลลิลิตร พบว่าสารสกัดน้ำ�คั้นสดจากใบเตยหอม ใบ

ชะพล ูและใบตำ�ลงึ สามารถยบัยัง้การการผลิต PGE
2
 

ได้ถึงร้อยละ 81.5, 80.1 และ 79.7 ตามลำ�ดับ 

ผลการศกึษาแสดงให้เหน็ว่า สารสกัดใบเตย

หอม ใบตำ�ลึง ใบชะพลู และใบกะเพรา มีฤทธิ์ยับยั้ง

การสร้าง NO และ PGE
2
 ซึ่งมีบทบาทสำ�คัญ 

ในกระบวนการอักเสบ เนื่องจากในกระบวนการ

อักเสบจะมกีารสรา้ง NO และ PGE
2
 ซึง่เปน็ inflam-

matory mediators ในปริมาณสูงมากในเซลล์

แมคโครฟาจ RAW264.7 ท่ีถูกกระตุ้นให้เกิดการ

อักเสบโดย LPS(37) ทั้ง PGE
2
 และ NO ถูกสร้างมา

จากเซลล์เม็ดเลือดขาว เช่น neutrophil และ  

macrophage โดยเอนไซม์ cyclooxygenase-2 

(COX-2) และ inducible nitric oxide synthase 

(iNOS) ตามลําดับ เอนไซม์ท้ังสองชนิดนี้เป็น  

inducible enzyme ท่ีจะถูกชักนําให้สร้างขึ้นเป็น 

จํานวนมากโดย proinflammatory cytokine และ 

endotoxin โดย PGE
2
 มบีทบาทในการเหนีย่วนําการ

สรา้ง inflammatory mediator หลายชนดิ ทําใหเ้กิด

อาการปวด บวม แดงและมีไข ้ในขณะที ่NO มีผลทํา

ให้เกิดภาวะหลอดเลอืดขยายตวั เพิม่ความสามารถใน

การซมึผา่นของผนงัหลอดเลอืด ทําให้เกิดอาการบวม

ในบรเิวณทีม่กีารอกัเสบ ดงันัน้การยบัยัง้การหลัง่ของ 

PGE
2
 และ NO จงึเปน็แนวทางหลกัทีส่าํคญัทางหนึง่

ในการควบคมุกระบวนการอกัเสบ ผลการศกึษาครัง้นี้

สอดคล้องกับงานวิจัยท่ีผ่านมาท่ีศึกษาโดยเหนี่ยวนำ�

ให้เกิดการอักเสบในหนูทดลอง เช่น การศึกษาฤทธ์ิ

ลดการอักเสบของน้ำ�มันระเหยจากใบกะเพรา ของ 

Singh S และคณะ (1996)(38) การทดสอบฤทธิ์ต้าน

การอกัเสบของสารสกัดน้ำ�จากใบชะพล ูของ Zakaria 

ZA และคณะ (2010)(39) และการศึกษาฤทธิ์ต้าน 

การอักเสบของสารสกัดน้ำ�จากใบและเถาตำ�ลึง ของ 

Deshpande SV (2011)(40) 

ส่วนการศึกษาเพื่อยืนยันฤทธิ์ต้านอักเสบ

ของสารสกัดจากใบเตยในสตัว์ทดลองยงัไมพ่บรายงาน 

อยา่งไรกต็ามการศกึษากลไกยบัยัง้การอกัเสบอืน่ๆ ที่

เก่ียวข้อง เช่น การยับยั้งการทํางานของ NF-κB 

(Nuclear factor-κB), TNF-α (Tumor necrosis 

factor α) และ PPAR-γ (Peroxisome prolifera-

tor-activated receptor γ) ยังต้องการข้อมูลการ

ศึกษาเพ่ิมเติม เพ่ือให้ทราบกลไกการออกฤทธิ์ต้าน

อักเสบซึ่งจะเป็นข้อมูลสําคัญที่จะนำ�ไปพัฒนาต่อไป

สรุป
แม้ว่าสมุนไพรไทย 6 ชนิดที่ศึกษา ได้แก่ 

เตยหอม ชะพลู มะระขี้นก ตำ�ลึง กะเพรา และว่าน

หางจระเข้ ได้มีการรายงานฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระ 

ต้านไกลเคชัน และต้านการอักเสบ มาก่อนหน้านี้  

แต่ยังไม่มีรายงานการศึกษาเปรียบเทียบระหว่าง

ตวัอยา่งสมนุไพรในรปูสารสกัดเอทานอลและสารสกัด

น้ำ�คั้นสดว่าให้ผลการทดสอบแตกต่างกันหรือไม่ 

อยา่งไร ผลจากการวิจยัครัง้นีพ้บว่าสารสกดัเอทานอล

ของสมุนไพรให้ฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระ ต้านไกลเคชัน 

และต้านการอักเสบได้ดีกว่าสารสกัดน้ำ�คั้นสด ยกเว้น 

ใบตำ�ลงึท่ีสารสกดัน้ำ�คัน้สดมฤีทธิต์า้นการอกัเสบดกีว่า

สารสกัดเอทานอล ข้อมูลที่ได้จากผลการทดลองครั้งนี้

จะเป็นประโยชน์สำ�หรับผู้ท่ีสนใจในด้านการส่งเสริม 

ใหม้กีารใช้สมนุไพรพืน้บา้นทีส่ามารถหาซือ้ไดง่้ายและ

มีราคาถูก ท้ังในรูปแบบการรับประทานเป็นอาหาร 

หรือการนำ�มาวิจัยพัฒนาเป็นยาจากสมุนไพรพื้นบ้าน

เพ่ือใช้เปน็ยาทางเลอืกในการรกัษาผูป้ว่ยโรคเบาหวาน

ได้อย่างเหมาะสมต่อไป

กิตติกรรมประกาศ
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Abstract
This research studied the biochemical properties of Thai herbal extracts, namely the 

antioxidant properties, total phenolic and flavonoid contents, and the inhibition of cell prolif-
eration in cholangiocarcinoma. The extracts were prepared by maceration in organic solvents. 
The ethyl acetate extracts of Balanophora abbreviata (BA) and Dalbergia parviflora (DP) were 
found to possess antioxidants against ABTS●+ and DPPH● and have high contents of total  
phenolics and flavonoids. The TEAC values for ABTS●+ and DPPH● of BA ethyl acetate extract 
were 1.878 ± 0.023 and 1.238 ± 0.066, respectively, while the total phenolic and flavonoid 
contents were detected as 500.71 ± 5.84 mg GAE g-1extract and 353.89 ± 14.7 mg QE g-1extract, 
respectively. The TEAC values for ABTS●+ and DPPH● of DP ethyl acetate extract were 0.892 
± 0.025 and 1.943 ± 0.177, respectively, while the total phenolic and flavonoid contents were 
detected to be 362.44 ± 5.95 mg GAE g-1extract and 685.93 ± 36.19 mg QE g-1extract,  
respectively. The methanol extracts of BA, DP, and Barleria cristata (BC) exhibited the percent 
inhibition of cell proliferation in cholangiocarcinoma cell line, RMCCA-1, at 51.21 ± 1.57,  
64.51 ± 0.77 and 40.40 ± 0.58, respectively. However, the inhibition was not detected in  
Cholangiocyte cell line, MMNK-1. These studies concluded that the ethyl acetate extracts of  
BA and DP contain effective antioxidants, a high level of total phenolic and flavonoid contents, 
and the methanol extracts of BA and DP has the potential to inhibit cell proliferation in  
Cholangiocarcinoma. This information has the potential to be applied in pharmacological and 
biomedical research for developing effective cancer chemotherapeutic agents in the future. 

	

Keywords: Antioxidant, Phenolic compounds, Flavonoids, Cholangiocarcinoma

*Corresponding author E-mail address: ksopittha@gmail.com 
Received: 2 September 2020 	 Revised: 3 November 2020	 Accepted: 18 November 2020 
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คุณสมบัติการต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณรวมของสารฟีนอลิก 
และฟลาโวนอยด์ และการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดีจากสมุนไพรไทย

กิตติพัฒน์ โสภิตธรรมคุณ1* วรวัฒน์ พรหมเด่น2 และ ปานทิพย์ รัตนศิลป์กัลชาญ3

1คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จังหวัดสมุทรปราการ
2คณะครุศาสตร์ มหาวิทยาลัยราชภัฏบุรีรัมย์ จังหวัดบุรีรัมย์

3คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จังหวัดสมุทรปราการ

 บทคัดย่อ
งานวิจัยนี้ได้ศึกษาสมบัติทางชีวเคมีของสารสกัดสมุนไพรไทย ประกอบด้วยสมบัติต้านอนุมูล

อิสระ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ และการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์
มะเร็งท่อน้ำ�ดี สารสกัดเตรียมโดยการแช่สมุนไพรในตัวทำ�ละลายอินทรีย์ พบว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตท
ของโหราเท้าสุนัข (Balanophora abbreviate) และครี้ (Dalbergia parviflora) มีฤทธิ์ต่อต้านอนุมูล
อิสระ ABTS●+ และ DPPH● และมีปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในระดับสูง 
โดยสารสกัดเอทิลอะซิเตทของโหราเท้าสุนัขมีค่า TEAC ต่อ ABTS●+ และ DPPH● เท่ากับ 1.878 ± 
0.023 และ 1.238 ± 0.066 ตามลำ�ดับ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ เท่ากับ 
500.71 ± 5.84 มิลลิกรัม GAE ต่อกรัมสารสกัดและ 353.89 ± 14.7 มิลลิกรัม QE ต่อกรัมสารสกัด
ตามลำ�ดับ สารสกัดเอทิลอะซิเตทของครี้ มีค่า TEAC ต่อ ABTS●+ และ DPPH● เท่ากับ 0.892 ±  
0.025 และ 1.943 ± 0.177 ตามลำ�ดับ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์เท่ากับ 
362.44 ± 5.95 มิลลิกรัม GAE ต่อกรัมสารสกัดและ 685.93 ± 36.19 มิลลิกรัม QE ต่อกรัมสารสกัด
ตามลำ�ดับ สารสกัดเมทานอลของโหราเท้าสุนัข ครี้ และอังกาบ (Barleria cristata) ยับยั้งการเจริญ
เติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดีชนิด RMCCA-1 โดยมีค่าร้อยละการยับยั้งเท่ากับ 51.21 ± 1.57, 64.51 
± 0.77 และ 40.40 ± 0.58 ตามลำ�ดับ ทั้งนี้ไม่พบการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ท่อน้ำ�ดีปกติชนิด 
MMNK-1 ผลการศึกษาน้ีสรุปได้ว่าสารสกัดเอทิลอะซิเตทจากโหราเท้าสุนัข และครี้มีฤทธ์ิในการต้าน
อนุมูลอิสระ มีปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์สูง และสารสกัดเมทานอลของ
โหราเท้าสุนัขและครี้ สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดี ข้อมูลเหล่าน้ีจะเป็น
ประโยชน์ต่อการวิจัยทางเภสัชวิทยาและทางการแพทย์ เพื่อพัฒนาเป็นตัวยาในการรักษาโรคมะเร็งที่มี
ประสิทธิภาพในอนาคต

คำ�สำ�คัญ: สารต้านอนุมูลอิสระ สารประกอบฟีนอลิก ฟลาโวนอยด์ มะเร็งท่อน้ำ�ดี

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: ksopittha@gmail.com
รับบทความ: 2 กันยายน 2563 	 แก้ไขบทความ: 3 พฤศจิกายน 2563 	 รบัตพีมิพบ์ทความ: 18 พฤศจกิายน 2563
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บทน�ำ		
ปจัจบุนัมแีนวโนม้เพิม่ข้ึนเกีย่วกับการศกึษา 

วิจยั และคน้คว้าสารออกฤทธ์ิสำ�คญัจากสมนุไพร โดย

เฉพาะการศึกษาด้านเภสัชวิทยาท่ีจำ�เป็นต้องมีการ

พฒันาวิธกีารสกดัสารท่ีมปีระสิทธภิาพ การแยกสารให้

บริสุทธิ์เพื่อวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมี การทดสอบ

สมบัติทางชีวเคมี และการศึกษากลไกการออกฤทธิ์

ทางชีวภาพ เพื่อนำ�ไปสู่การพัฒนาเป็นตัวยาสำ�หรับ

รกัษาโรคอยา่งมปีระสทิธภิาพ การศกึษาสารท่ีมสีมบตัิ

ตา้นอนมุลูอสิระในสมนุไพรไดร้บัความสนใจทางเภสชั 

วิทยาและการแพทย ์เนือ่งจากอนมุลูอิสระเปน็สาเหตุ

สำ�คญัของการเกดิโรครา้ยแรงในมนษุย ์เชน่ โรคหลอด

เลือดหัวใจอุดตัน โรคเบาหวาน โรคไตเรื้อรัง และโรค

มะเร็งหลายชนิด(1) สารออกฤทธ์ิท่ีมีรายงานว่าเป็น

ส่วนประกอบสำ�คัญท่ีพบในสมุนไพร ประกอบด้วย

กลุ่มสารประกอบฟีนอลิก (phenolic compounds) 

และฟลาโวนอยด์ (flavonoids) ซึ่งเรียกโดยรวมว่า 

“สารเมแทบอไลต์ทุติยภูมิ (secondary metabo-

lites)” ที่มีสมบัติการออกฤทธิ์ทางชีวภาพท่ีน่าสนใจ

หลายอย่าง ที่สำ�คัญ คือ การเป็นสารต้านอนุมูลอิสระ

ตามธรรมชาต ิและการออกฤทธิย์บัยัง้การเจรญิเตบิโต

ของเซลล์มะเร็ง(2, 3) คณะผู้วิจัยมีความสนใจศึกษา 

วิจัยสารสกัดที่จะสามารถนำ�ไปสู่การพัฒนาเป็นตัวยา

รักษาโรคในกลุ่มมะเร็งท่อน้ำ�ดี ซึ่งพบมากในผู้ป่วย 

ในภาคตะวันออกเฉียงเหนือของประเทศไทย โดยมี

สาเหตุจากความผิดปกติของการแบ่งเซลล์เยื่อบุทาง

เดินท่อน้ำ�ดี (biliary tract epithelial cell) ที่พัฒนา

เปลี่ยนเป็นกลุ่มเซลล์เนื้อร้าย ซึ่งทางการแพทย์ 

แบ่งเป็นสองกลุ่มสำ�คัญ คือ มะเร็งท่อน้ำ�ดีนอกตับ  

(extrahepatic CCA) พบประมาณร้อยละ 75 ของ

ผูป้ว่ยมะเรง็ท่อน้ำ�ดท้ัีงหมด และมะเรง็ท่อน้ำ�ดภีายใน

ตับ (intrahepatic CCA) พบประมาณร้อยละ 25 

สาเหตสุำ�คญัของการเกิดมะเรง็ท่อน้ำ�ด ีพบวา่สมัพนัธ์

กับการอักเสบ และเช่ือมโยงกับการตดิเช้ือพยาธิใบไม้

ในตบั (Opisthorchis viverrini และ Clonorchis 

sinensis)(4) ซึ่งเก่ียวข้องกับพฤติกรรมการบริโภค

อาหารที่ไมผ่า่นการปรงุสุกของผูค้นในจงัหวัดแถบภาค

ตะวันออกเฉียงเหนือ สำ�หรับแนวทางการรักษาใน

ปจัจบุนัยงัคงใช้การผา่ตดัเปน็วธีิการหลัก รว่มกับการ

ใช้เคมีบำ�บัด แต่ปัญหาสำ�คัญของมะเร็งท่อน้ำ�ดีอยู่ท่ี

วิธกีารตรวจวนิจิฉยั ซึง่ไมส่ามารถตรวจพบได้ในระยะ

แรก ส่วนมากจะพบเมื่อผู้ป่วยมีอาการอยู่ ในระยะ

ลุกลาม ทำ�ให้การรักษาด้วยวิธีข้างต้น มีความเสี่ยง 

และมีอัตราการรอดค่อนข้างต่ำ�(5, 6) ดังนั้นแนวทาง

สำ�คญัในการรกัษาโรคมะเรง็ท่อน้ำ�ดจีงึข้ึนกับหลกัการ 

2 ข้อคือ ข้อแรกต้องพัฒนาวิธีตรวจวินิจฉัยที่มีความ

เที่ยงตรง รวดเร็ว และแม่นยำ� เพื่อนำ�ไปสู่วิธีกำ�หนด

แนวทางการรักษาอย่างมีประสิทธิภาพ และข้อที่สอง

คือการพัฒนาตัวยารักษาที่มีเป้าหมายต่อเซลล์มะเร็ง

อย่างจำ�เพาะ โดยเกิดอาการข้างเคียงต่อผู้ป่วยน้อย

ที่สุดเท่าที่จะทำ�ได้ 

การศึกษาครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อทดสอบ

ฤทธ์ิการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดจากสมุนไพร 

ท่ีสกดัดว้ยตวัทำ�ละลายท่ีมคีวามมข้ัีวแตกตา่งกนั ดว้ย

วิธี ABTS และ DPPH scavenging assay ร่วมกับ

การประเมินความสามารถในการต้านอนุมูลอิสระของ

สารสกัดสมุนไพรแต่ละชนิด การวัดปริมาณรวมของ

สารฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ (total phenolic and 

flavonoid contents) ท่ีสัมพันธ์กับการต้านอนุมูล

อิสระตามธรรมชาติ(7) โดยศึกษาในสมุนไพรที่พบ 

ได้ในท้องถ่ินของประเทศไทย ได้แก่ โหราเท้าสุนัข 

(Balanophora abbreviata) อังกาบ (Barleria 

cristata) แกแล (Maclura cochinchinensis) 

มะไฟเดือนห้า (Scoparia dulcis) กำ�แพงเก้าชั้น 

(Salacia verrucosa) มะเกลอื (Diospyros mollis) 

ครี้ (Dalbergia parviflora) กำ�แพงเจ็ดช้ัน  

(Salacia chinensis) เพชรหึง (Spirolobium 

cambodianum) มะแขว่น (Zanthoxylum lim-
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onella) และคัดเค้า (Randia horrida) นอกจากนี้ 

ยังได้ศึกษาสมบัติการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งท่อน้ำ�ดีของสารสกัดจากสมุนไพรเหล่านี้ ด้วย

วิธี MTT assay โดยคาดว่าข้อมูลที่ได้จากการศึกษา

ครั้งนี้จะสามารถนำ�ไปต่อยอดองค์ความรู้ เพื่อพัฒนา

เป็นตัวยารักษามะเร็งท่อน้ำ�ดีท่ีมีประสิทธิภาพและ 

มีผลข้างเคียงต่ำ�ต่อไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ
1. การเตรียมสารสกัดหยาบจากสมุนไพรด้วยการ

แช่ในตัวทำ�ละลายอินทรีย์ 

สารสกัดหยาบจากสมนุไพรแตล่ะชนดิ ไดแ้ก่ 

โหราเท้าสนุขั (Balanophora abbreviata) อังกาบ 

(Barleria cristata) แกแล (Maclura cochin-

chinnensis) มะไฟเดือนห้า (Scoparia dulcis) 

กำ�แพงเก้าชั้น (Salacia verrucosa) มะเกลือ 

(Diospyros mollis) ครี ้(Dalbergia parviflora) 

กำ�แพงเจ็ดชั้น (Salacia chinensis) เพชรหึง  

(Spirolobium cambodianum) มะแขว่น  

(Zanthoxylum limonella) และคัดเค้า (Randia 

horrida) เตรียมด้วยการแช่ในตัวทำ�ละลายอินทรีย์ 

ท่ีมีความมีข้ัว (solvent polarity) แตกต่างกัน  

โดยเรียงลำ�ดับความมีข้ัวของตัวทำ�ละลายจากน้อยไป

มาก คือ เฮกเซน เอทิลอะซิเตท และเมทานอล  

ตามลำ�ดับ ส่วนของสมุนไพรที่ใช้ คือ ใบ ก้าน หรือ

ดอกสำ�หรับการสกัดจากพืชแต่ละชนิดสรุปใน Table 1 

ลำ�ดับวิธีการเตรียมสารสกัดเริ่มด้วยการนำ�ช้ินส่วน

สมนุไพรแตล่ะชนดิลา้งทำ�ความสะอาดดว้ยน้ำ� แล้วจงึ

นำ�ไปอบให้แห้งในตู้อบ ใช้อุณหภูมิประมาณ 45-60 

องศาเซลเซียส จากนั้นนำ�ชิ้นส่วนที่แห้งแล้วไปปั่นให้

Code# Common name 

(ภาษาไทย)
Scientific name

The part of plant for 

extraction

BA โหราเท้าสุนัข Balanophora abbreviata Cap or Pileus

BC อังกาบ Barleria cristata Stalk and leaf

DM มะเกลือ Diospyros mollis Leaf

DP ครี้ Dalbergia parviflora Stalk and leaf

MC แกแล Maclura cochinchinensis Leaf

RH คัดเค้า Randia horrida Leaf

SA เพชรหึง Spirolobium cambodianum Stalk and leaf

SC กำ�แพงเจ็ดชั้น Salacia chinensis Leaf

SD มะไฟเดือนห้า Scoparia dulcis Stalk and leaf

SV กำ�แพงเก้าชั้น Salacia verrucose Leaf

ZL มะแขว่น Zanthoxylum limonella Stalk and leaf

Table 1 The part of herbal for extraction in organic solvent

#The code indicates the scientific name of herbal in this study.
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ละเอียด แล้วนำ�ไปแช่ในตัวทำ�ละลายอินทรีย์ที่อุณหภูมิ 

ห้องเป็นเวลา 3 วัน นำ�ไปกรองเพื่อแยกกากด้วย

กระดาษกรอง Whatman no.1 แล้วนำ�ไประเหยแห้ง

เพื่อแยกตัวทำ�ละลายส่วนเกินออกด้วยเครื่อง rotary 

evaporator ในข้ันตอนสุดท้ายเก็บรักษาสารสกัด

หยาบท่ีแหง้สนทิใน microtube ท่ีอณุหภูม ิ-20 องศา

เซลเซียส สำ�หรับการทดลองในขั้นต่อไป

2. การวัดการต้านอนุมูลอิสระของสารสกัดสมุนไพร

ด้วยวิธี ABTS และ DPPH scavenging assay 

ABTS scavenging assay ทดสอบด้วย

การนำ�สารสกัดจากสมุนไพรแต่ละชนิดมาทำ�ปฏิกิริยา

กับ 2,2'-azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-

6-sulfonic acid) (ABTS) ซึ่งอยู่ในรูปอนุมูลอิสระ 

ABTS●+ โดยใช้หลักการวัดการหายไปของอนุมูล

อิสระ ซึ่งสัมพันธ์กับการลดลงของการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลืน่ 734 นาโนเมตร(8) วดัปฏกิริยิาการตา้น

อนมุลูอิสระในตวัทำ�ละลายเอทานอลเข้มข้นรอ้ยละ 95 

โดยใช้ความเข้มข้นของ ABTS●+ เท่ากับ 66  

ไมโครโมลาร์ บ่มปฏิกิริยา (incubate) ที่อุณหภูมิห้อง

เป็นเวลา 10 นาที ในที่มืด แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสง

ด้วยเครื่องสเปกโตรโฟโตมิเตอร์

DPPH scavenging assay ทดสอบด้วย

การนำ�สารสกัดจากสมุนไพรแต่ละชนิดมาทำ�ปฏิกิริยา

กับ 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH)  

ซึ่งอยู่ ในรูปอนุมูลอิสระ DPPH● โดยใช้หลักการ 

วัดการหายไปของอนุมูลอิสระ ซึ่งสัมพันธ์กับการ 

ลดลงของการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคลื่น 515  

นาโนเมตร(9) วัดปฏิกิริยาการต้านอนุมูลอิสระในตัว 

ทำ�ละลายเอทานอลเข้มข้นร้อยละ 95 โดยใช้ความ 

เข้มข้นของ DPPH● เท่ากับ 100 ไมโครโมลาร์  

บ่มปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้องเป็นเวลา 2 ชั่วโมง ในที่มืด 

แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเครื่องสเปกโตร- 

โฟโตมิเตอร์

วิธีคำ�นวณหาคา่รอ้ยละการยบัยัง้ (%inhibi-

tion) อนุมูลอิสระแสดงใน “Equation 1” โดยนำ�มา

ใชเ้พือ่คำ�นวณหาคา่ความเขม้ข้นของสารสกัดสมนุไพร 

ในการกำ�จัดอนุมูลอิสระท่ีร้อยละห้าสิบ (inhibitory 

concentration at 50%, IC
50
) แสดงใน “Equation 2” 

การศึกษานี้เปรียบเทียบค่า Trolox Equivalent 

Antioxidant Capacity (TEAC) โดยใช้สัดส่วน

ระหว่างค่า IC
50
 ของ Trolox ต่อ IC

50
 ของสารสกัด

สมุนไพร (หรือ IC
50
 ของ ascorbic acid ที่ใช้ 

เปน็สารตา้นอนมุลูอสิระมาตรฐานในการเปรยีบเทยีบ) 

โดยแสดงความสัมพันธ์ใน “Equation 3”

 

Equation 1	

ค่าร้อยละการยับยั้ง (%inhibition) = 100 – [(A
O
/A

S
) x 100%]

เมื่อค่า A
O
 คือค่าการดูดกลืนแสงของสาร

อนุมูลอิสระ (ABTS●+ หรือ DPPH●) และ A
S
 คือ

ค่าการดูดกลืนแสงของสารอนุมูลอิสระท่ีผสมกับสาร

สกัดจากสมุนไพร หรือ สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน 

(ในการทดลองนี้ คือ Trolox หรือ ascorbic acid)

	

Equation 2	

Y = mX + C (สมการเส้นตรง)

กราฟความสัมพันธ์ระหว่าง “ค่าร้อยละการ

ยับยั้ง (แกน X)” และความเข้มข้นของสารสกัด

สมุนไพร (หรือความเข้มข้นของสารต้านอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน Trolox) (แกน Y) ในหน่วย ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร ส่วนค่า C แสดงจุดตัดแกน Y ค่า IC
50
 ได้

จากการแทนค่า Y = 50 จากนั้นคำ�นวณหาค่าความ

เข้มข้นของสารสกัด ณ จุดนี้

	
Equation 3	

TEAC = ค่า IC
50
 ของ Trolox / ค่า IC

50
 

ของสารสกัดจากสมุนไพร (หรือ ascorbic acid)
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3. การวัดปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก
และฟลาโวนอยด์ 

การวดัปรมิาณรวมของสารประกอบฟีนอลกิ 
อ้างอิงตาม Ainsworth EA และ Gillespie KM 
(2007)(10) วิธีการโดยย่อคือ วัดการดูดกลืนแสงของ
สารประกอบเชิงซอ้นระหว่างสารประกอบฟนีอลกิของ
สารตวัอยา่งกับ Folin-Ciocalteu reagent ซึง่ดดูกลนื
แสงที่ความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร(11) การรายงาน
ค่าปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกจากสารสกัด
สมุนไพรแต่ละชนิด หาได้จากการคำ�นวณค่าเปรียบ
เทียบกับกราฟมาตรฐานของกรดแกลลิก (gallic acid) 
ท่ีใช้เป็นสารฟีนอลิกมาตรฐาน โดยรายงานในหน่วย
มิลลิกรัมสมมูลย์กรดแกลลิกต่อกรัมสารสกัด (mg 
GAE g-1 extract) 

การวัดปริมาณรวมของสารฟลาโวนอยด์ 
อ้างอิงตาม Zhishen J, และคณะ 1999(12) วิธีการ
โดยย่อคือ วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารประกอบ
เชงิซ้อนระหว่างสารประกอบฟลาโวนอยดก์บัสารละลาย 
ท่ีประกอบด้วย โซเดียมไนไตรท์ (NaNO

2
) และ 

อะลูมิเนียมคลอไรด์ (AlCl
3
) ซึ่งดูดกลืนแสงท่ี

ความยาวคลื่น 510 นาโนเมตร การรายงานค่าปริมาณ
รวมของสารประกอบฟลาโวนอยด์จากสารสกัด
สมุนไพรแต่ละชนิด หาได้จากการคำ�นวณค่าเปรียบ 
เทียบกับกราฟมาตรฐานของเคอเซติน (quercetin) 
ซึง่เปน็สารฟลาโวนอยดม์าตรฐาน โดยรายงานในหนว่ย
มิลลิกรัมสมมูลย์เคอเซตินต่อกรัมสารสกัด (mg  
QE g-1 extract)

4. การยบัยัง้การเจริญเติบโตของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ำ�ดี
ชนิด RMCCA-1 ด้วยสารสกัดสมุนไพร 

เซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดีชนิด RMCCA-1 และ 
เซลล์ทอ่น้ำ�ดปีกตชินดิ MMNK-1 ถูกนำ�มาเพาะเล้ียง
ใน HAM-F12 ที่มี fetal bovine serum ร้อยละ 10 
และ Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM) ท่ีมี fetal bovine serum ร้อยละ 5  

ตามลำ�ดับ(13) จำ�นวน 5,000 เซลล์ต่อหลุม บนถาด 
96 หลุม จากนั้นนำ�มาทดสอบกับสารสกัดสมุนไพร
ชนิดต่างๆ ที่ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยใช้เมทานอลเป็นตัวทำ�ละลายควบคุม (solvent 
control) จากนั้นนำ�เซลล์ท่ีทดสอบกับสารสกัดไป
เพาะเล้ียงในตู้บ่มท่ีมีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 
เป็นเวลา 48 ชั่วโมง วัดอัตราการรอดของเซลล์ (cell 
viability) ด้วยวิธี MTT(14) โดยมีหลักการในการ
เปล่ียนสาร 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) ให้เปน็ผลกึ
ฟอร์มาซาน (formazan crystal) เร่งปฏิกิริยาด้วย
เอนไซม ์mitochondrial dehydrogenase จากเซลล์
ท่ีมีชีวิต จากนั้นนำ�อาหารเลี้ยงเซลล์ออกแล้วจึงนำ� 
ผลึกฟอร์มาซาน ไปละลายใน DMSO (dimethyl 
sulfoxide) ปริมาตร 200 ไมโครลิตร นำ�สารละลาย 
ฟอร์มาซาน ที่ได้ไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาว 
คล่ืน 540 นาโนเมตร เพือ่คำ�นวณหารอ้ยละการยบัยัง้
การเจริญเติบโตของเซลล์

5. สถิติที่ใช้ในการวิจัย 
การวิเคราะห์ค่าความแตกต่างอย่างมีนัย

สำ�คัญทางสถิติ ใช้วิธีการ One-way ANOVA  
(p < 0.05), ดว้ย Data analysis function ในโปรแกรม 
Microsoft Excel (Microsoft Office 365)

ผลการวิจัย
1. คา่การต้านอนุมูลอสิระ ABTS และ DPPH ของ
สารสกัดสมุนไพร 

กรดแอสคอร์บิก (ascorbic acid) ใช้เป็น
สารต้านอนุมูลอิสระมาตรฐาน สำ�หรับเปรียบเทียบค่า 
TEAC กับสารสกัดจากสมุนไพรชนิดต่างๆ โดย 
TEAC ของกรดแอสคอรบ์กิตอ่อนมุลูอสิระ ABTS●+ 

และ DPPH● มคีา่เท่ากบั 1.083 ± 0.002 และ 1.217 

± 0.170 ตามลำ�ดับ (Table 2) เมื่อเปรียบเทียบค่า 

TEAC ของสารสกัดสมุนไพรชนิดต่างๆ พบสารสกัด
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Standard antioxidant agent
TEAC**

ABTS DPPH

Ascorbic acid 1.083 ± 0.002 1.217 ± 0.170

**The average values are from triplicate experiments, with standard deviation (SD) 

Table 2 	 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) unit of ascorbic acid against ABTS and 

DPPH radicals

จากสมุนไพรสองชนิดท่ีสกัดด้วยตัวทำ�ละลายเอทิล-

อะซิเตท มีค่าการต้านอนุมูลอิสระ ABTS●+ และ 

DPPH● มากกว่าร้อยละ 80 ของค่า TEAC ที่ได้จาก

กรดแอสคอรบ์กิ คอื โหราเท้าสนุขั (BA) มคีา่ TEAC 

ตอ่อนมุลูอิสระ ABTS●+ และ DPPH● เท่ากับ 1.878 

± 0.023 และ 1.238 ± 0.066 ตามลำ�ดับ และครี้ 

(DP) มีค่า TEAC ต่ออนุมูลอิสระ ABTS●+ และ 

DPPH● เท่ากับ 0.892 ± 0.025 และ 1.943 ± 

0.177 ตามลำ�ดับ นอกจากนี้พบสารสกัดท่ีมีฤทธ์ิ 

ต้านอนุมูลอิสระ ABTS●+ อย่างเดียว คือ สารสกัด

เมทานอล และเอทิลอะซิเตทจากแกแล (MC) มีค่า 

TEAC เท่ากับ 0.927 ± 0.050 และ 1.043 ± 0.073 

ตามลำ�ดบั และสารสกดัเอทลิอะซเิตท จากมะไฟเดอืน

ห้า (SD) มีค่า TEAC เท่ากับ 0.830 ± 0.119  

(Table 3)

2. ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและฟลา

โวนอยด์

ปริมาณรวมที่สูงของสารประกอบฟีนอลิก

และฟลาโวนอยดท่ี์พบในสารสกัดสมนุไพรซึง่สัมพนัธ์

และสอดคล้องกับความสามารถสูงในการต้านอนุมูล

อิสระ สรุปใน Table 3 (โดยใช้เกณฑ์ในการพิจารณา

จากค่า TEAC ต่ออนุมูลอิสระ ABTS●+ และ 

DPPH●) คอื สารสกัดเอทลิอะซเิตทของโหราเทา้สนุขั 

(BA) มีปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิกและ 

ฟลาโวนอยด ์เท่ากับ 500.71 ± 5.84 มลิลิกรมั GAE 

ต่อกรัมสารสกัด และ 353.89 ± 14.7 มิลลิกรัม QE 

ต่อกรัมสารสกัด ตามลำ�ดับ และสารสกัดเอทิลอะซิเตท 

ของครี้ (DP) มีปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก

และฟลาโวนอยด์ เท่ากับ 362.44 ± 5.95 มิลลิกรัม 
GAE ต่อกรัมสารสกัดและ 685.93 ± 36.19 

มลิลิกรมั QE ตอ่กรมัสารสกัด ตามลำ�ดบั ทัง้นีป้รมิาณ

รวมของสารประกอบฟีนอลิกสูงสุดพบในสารสกัด

เอทิลอะซิเตทจากแกแล คือมีปริมาณเท่ากับ 604.97 

± 26.15 มิลลิกรัม GAE ต่อกรัมสารสกัด (ซึ่งมีค่า 

TEAC ต่อการต้านอนุมูลอิสระที่ดีเฉพาะ ABTS●+) 

ปริมาณรวมของสารฟลาโวนอยด์สูงสุดพบในสารสกัด

เมทานอลและเอทิลอะซิเตทของเพชรหึง (SA) 

เท่ากับ 903.89 ± 15.71 และ 864.23 ± 39.28 

มลิลกิรมั QE ตอ่กรมัสารสกัด ตามลำ�ดบั โดยมคีา่การ

ต้านอนุมูลอิสระ DPPH● ท่ีดีกว่าเมื่อเทียบกับ 

ABTS●+ (Table 3) 	

3. การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อ

น้ำ�ดี ชนิด RMCCA-1 

ผลทดสอบการยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดีชนิด RMCCA-1 พบว่าสารสกัด

เมทานอลของ โหราเท้าสุนัข (BA) อังกาบ (BC) 

มะเกลือ (DM) ครี้ (DP) แกแล (MC) และมะไฟ

เดือนห้า (SD) และสารสกัดเอทิลอะซิเตทของ
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Plant list
Extraction 

solvent$
TEAC** Total phenolics**

mg GAE g-1extract

Total flavonoids**

mg QE g-1extractABTS DPPH

โหราเท้าสุนัข

B. abbreviata (BA)

MeOH 0.204 ± 0.0140.082 ± 0.003 82.72 ± 0.95 170.23 ± 7.73

EtOAc 1.878 ± 0.0231.238 ± 0.066 500.71 ± 5.84 353.89 ± 14.7

อังกาบ

B. cristata (BC)

MeOH 0.130 ± 0.0070.057 ± 0.001 55.08 ± 1.25 141.94 ± 2.95

EtOAc 0.090 ± 0.0040.031 ± 0.001 62.28 ± 2.15 170.72 ± 10.64

มะเกลือ

D. mollis (DM)

MeOH 0.161 ± 0.0130.077 ± 0.006 64.2 ± 1.66 177.13 ± 10.16

EtOAc 0.217 ± 0.0080.071 ± 0.003 81.08 ± 2.8 303.25 ± 13.48

ครี้

D. parviflora (DP)

MeOH 0.613 ± 0.045 0.097 ± 0.008 273.55 ± 10.74 576.11 ± 30.12

EtOAc 0.892 ± 0.025 1.943 ± 0.177 362.44 ± 5.95 685.93 ± 36.19

แกแล

M. cochinchinensis (MC)

MeOH 0.927 ± 0.0500.278 ± 0.023 517.72 ± 7.78 659.18 ± 31.43

EtOAc 1.043 ± 0.0730.484 ± 0.076 604.97 ± 26.15 524.64 ± 28.87

คัดเค้า

R. horrida (RH)

MeOH 0.324 ± 0.0390.240 ± 0.012 203.71 ± 3.8 509.04 ± 31.94

EtOAc 0.195 ± 0.0130.189 ± 0.016 144.93 ± 4.65 409.98 ± 16.64

เพชรหึง

S. cambodianum (SA)

MeOH 0.657 ± 0.1010.825 ± 0.076 474.65 ± 2.97 903.89 ± 15.71

EtOAc 0.765 ± 0.0550.599 ± 0.016 389.05 ± 18.53 864.23 ± 39.28

กำ�แพงเจ็ดชั้น

S. chinensis (SC)

MeOH 0.401 ± 0.0340.563 ± 0.012 358.05 ± 19.17 757.3 ± 41.71

EtOAc 0.262 ± 0.0140.036 ± 0.003 42.67 ± 3.41 338.09 ± 20.95

มะไฟเดือนห้า

S. dulcis (SD)

MeOH 0.500 ± 0.0280.962 ± 0.072 331.71 ± 1.26 274.62 ± 17.78

EtOAc 0.830 ± 0.1190.309 ± 0.026 152.54 ± 3.09 223.19 ± 13.37

กำ�แพงเก้าชั้น

S. verrucose (SV)	

MeOH 0.135 ± 0.0010.076 ± 0.006 83.41 ± 1.21 218.8 ± 6.61

EtOAc 0.014 ± 0.0020.059 ± 0.001 58.99 ± 3.44 242.51 ± 6.05

มะแขว่น

Z. limonella (ZL)

MeOH 0.364 ± 0.0030.085 ± 0.005 160.16 ± 1.54 306.87 ± 15.3

EtOAc 0.193 ± 0.0080.047 ± 0.003 96.37 ± 1.91 245.9 ± 15.59

Table 3 Trolox Equivalent Antioxidant Capacity (TEAC) unit against ABTS and DPPH radicals and 

total phenolic and flavonoid contents in each plant extract

$ The abbreviation of extraction solvent; MeOH (methanol), EtOAc (ethyl acetate)

**The average values are in the triplicate experiments with standard deviation (SD)
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มะเกลือ มีค่าการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ 

RMCCA-1 มากกว่าร้อยละ 40 โดยมีความแตกต่าง

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับ 

เมทานอลซึ่งเป็นตัวทำ�ละลายควบคุม (Fig. 1) 

นอกจากนี้ ผลเปรียบเทียบการยับยั้งการเจริญเติบโต

ระหว่างเซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดีชนิด RMCCA-1 และ

เซลล์ท่อน้ำ�ดีปกติ MMNK-1 พบว่าสารสกัดเมทานอล

ของสมุนไพรโหราเท้าสุนัข (BA) อังกาบ (BC) และ

ครี้ (DP) สามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งท่อน้ำ�ดีชนิด RMCCA-1 โดยมีร้อยละการ

ยับยั้งเท่ากับ 51.21 ± 1.57, 40.40 ± 0.58 และ 

64.51 ± 0.77 ตามลำ�ดับ (Fig. 2) โดยไม่ส่งผลต่อ

การยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์ท่อน้ำ�ดีปกติชนิด 

MMNK-1 (p < 0.05) ในทางตรงกันข้ามพบว่าสาร

สกัดเมทานอลและสารสกัดเอทลิอะซเิตทจากมะเกลอื 

(DM) และสารสกัดเมทานอล จากแกแล (MC) และ

มะไฟเดือนห้า (SD) กลับมีค่าการยับยั้งการเจริญ

เติบโตของเซลล์ท่อน้ำ�ดีปกติมากกว่าของเซลล์มะเร็ง

ท่อน้ำ�ดี อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) (Fig. 2) 

วิจารณ์และสรุป
จากผลการทดลองโดยพจิารณาเปรยีบเทียบ

ค่า TEAC ของกรดแอสคอร์บิก (สารต้านอนุมูลอิสระ

มาตรฐาน) พบว่าสารสกัดจากสมุนไพรที่มีความ

สามารถต้านอนุมูลอิสระทั้ง ABTS●+ และ DPPH● 

ท่ีดทีีส่ดุในการทดลองนี ้ไดแ้ก่ สารสกดัเอทิลอะซเิตท 

ของโหราเท้าสุนัข (BA) และครี้ (DP) ซึ่งมีค่าการ

ตา้นอนมุลูอิสระในหนว่ยของ TEAC มากกวา่รอ้ยละ 

80 ของค่าที่เทียบกับกรดแอสคอร์บิก (Table 2 และ 3) 

ในภาพรวมพบว่าสารสกัดจากสมุนไพรท้ังสองชนิด 

Fig. 1 	 Percent inhibition (%) of cell proliferation in RMCCA-1 using herbal extracts in 48 hours 
incubation. Treatment is defined as the incubation of 50 µg/mL herbal extracts and 
RMCCA-1; control is defined as the incubation of extraction solvent (methanol) and  
RMCCA-1.

*The data are shown the significant difference at p < 0.05 (One-way ANOVA)
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มีค่าการต้านอนุมูลอิสระสัมพันธ์กับปริมาณรวมใน

ระดับที่สูงของสารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ 

สอดคล้องกับผลการศึกษาในรายงานวิจัยก่อนหน้าใน

สมนุไพรชนดิอืน่(15) และแมว้า่สารสกัดเอทลิอะซเิตท

จากแกแล (MC) จะไม่ไดม้คีา่การตา้นอนมุลูอสิระตอ่ 

DPPH● ท่ีสูงเมือ่เปรยีบเทียบกับโหราเทา้สุนขัและครี ้

แต่ก็มีค่า TEAC ต่ออนุมูลอิสระ ABTS●+ ที่สูง 

(1.043 ± 0.073) ซึง่มคีวามสอดคล้องไปในแนวโนม้

เดียวกับค่าปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก 

(604.97 ± 26.15 มิลลิกรัม GAE ต่อกรัมสารสกัด) 

และฟลาโวนอยด์ (524.64 ± 28.87 มิลลิกรัม QE  

ต่อกรัมสารสกัด ในระดับท่ีสูงเช่นกัน นอกจากนี้ยัง

พบมีแนวโน้มคล้ายกันในสารสกัดเมทานอลจาก

เพชรหึง (SA) คือมีปริมาณรวมของสารประกอบ 

ฟลาโวนอยด์สูงที่สุดเท่ากับ 903.89 ± 15.71 มิลลิกรัม 
QE ตอ่กรมัสารสกัด และมคีา่ TEAC ตอ่อนมุลูอิสระ 

ABTS●+ และ DPPH● เท่ากับ 0.657 ± 0.101 

และ 0.825 ± 0.076 ตามลำ�ดับ (Table 3) 

ความสามารถในการละลายของสารสกัด

สมนุไพรในอาหารเลีย้งเซลล ์เปน็ข้อจำ�กัดสำ�หรบัการ

ศึกษาการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง 

ท่อน้ำ�ด ีทำ�ให้ไม่สามารถทดสอบสารสกัดไดค้รบทุกชนดิ 

เนื่องจากสารสกัดจากสมุนไพรท่ีเตรียมได้ท้ังหมด 

ละลายได้น้อยมากในอาหารเล้ียงเช้ือ หรือในตัวทำ�

ละลาย DMSO ดังนั้นในการทดลองนี้จึงเลือกใช้ 

ตวัทำ�ละลายเมทานอล ซึง่พบว่าละลายสารสกัดสมนุไพร

ไดด้ ีและไมม่ปีญัหาเรือ่งการตกตะกอนเมือ่เจือจางใน

อาหารเล้ียงเช้ือในข้ันตอนการทดสอบการยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเซลล์ ผลการทดสอบฤทธิ์ของสาร

สกัดสมุนไพรต่อการยับย้ังการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งใน Fig. 1 แสดงให้เห็นว่าสารสกัดสมุนไพร

แต่ละชนิดสามารถยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล์

มะเร็งท่อน้ำ�ดีชนิด RMCCA-1 ได้แตกต่างอย่างมี

นยัสำ�คญัทางสถิต ิเมือ่เทียบกับสภาวะควบคมุที่ใช้ตวั

Fig. 2 	 The comparison between the percent inhibition (%) of cell proliferation in RMCCA-1 and 

MMNK-1 after 48 hours incubation with 50 µg/mL herbal extracts. 

*The data are shown the significant difference at p < 0.05 (One-way ANOVA).
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ทำ�ละลายเมทานอล (p < 0.05) ปริมาณเมทานอลที่

ใช้เปน็ตวัทำ�ละลายจงึไมม่ผีลโดยตรงตอ่การยบัยัง้การ

เจรญิเตบิโตของเซลลม์ะเรง็ท่อน้ำ�ดชีนดิ RMCCA-1 

นอกจากนี้สารสกัดจากสมุนไพรท่ียับยั้งการเจริญ

เติบโตของเซลล์มะเร็งที่ดี ควรจะมีผลข้างเคียงต่อ

เซลล์ปกติน้อยท่ีสุด เมื่อเปรียบเทียบการยับยั้ง 

การเจริญเติบโตระหว่างเซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดีชนิด 

RMCCA-1 และเซลล์ท่อน้ำ�ดีปกติชนิด MMNK-1  

(Fig. 2) ผลการทดสอบเป็นที่น่าสนใจ เนื่องจากพบ

ว่าสารสกัดจากโหราเทา้สนุขั (BA) องักาบ (BC) และ

ครี ้(DP) ในตวัทำ�ละลายเมทานอล สามารถยบัยัง้การ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดี RMCCA-1 

เท่านั้น (p < 0.05) โดยไม่พบการยับยั้งการเจริญเติบโต

ของเซลล์ท่อน้ำ�ดีปกติชนิด MMNK-1 สารสกัดเหล่านี้

จึงเป็นที่น่าสนใจในการศึกษาต่อไป นอกจากนี้ยัง 

พบว่าสารสกัดจากโหราเท้าสุนัข (BA) และครี้ (DP) 

ในตวัทำ�ละลายเอทิลอะซเิตท มฤีทธิ์ในการตา้นอนมุลู

อิสระ ABTS●+ และ DPPH● ได้ดี เมื่อหาค่าความ

แตกต่างระหว่าง ค่า TEAC เทียบกับสารต้านอนุมูล

อิสระมาตรฐาน กรดแอสคอร์บิก และมีปริมาณรวม

ของสารประกอบฟีนอลิก และฟลาโวนอยด์ในระดับ 

ที่สูง ซึ่งสัมพันธ์กับค่าการต้านอนุมูลอิสระสูง ดังนั้น 

โหราเท้าสุนัขและครี้จึงเป็นสมุนไพรท่ีน่าศึกษาต่อไป 

เพราะนอกจากมีฤทธ์ิต้านอนุมูลอิสระแล้วยังมีฤทธ์ิ

ต้านการเจริญเติบโตของเซลล์มะเร็งท่อน้ำ�ดีโดยไม่ 

ส่งผลต่อเซลล์ท่อน้ำ�ดีปกติ

สารสกดัจากสมนุไพรในการวจิยัครัง้นีเ้ตรยีม

ด้วยวิธีแช่ในตัวทำ�ละลายอินทรีย์ที่มีระดับความมีข้ัว

แตกต่างกัน ซ่ึงเป็นวิธีแยกสารให้บริสุทธ์ิได้ในระดับ

หนึ่ง (partial purification) พบว่าสารออกฤทธิ์ที่มี

สมบัติการต้านอนุมูลอิสระมีปริมาณของสารประกอบ

ฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ท่ีสูง และมีฤทธ์ิยับยั้งการ

เจริญเติบโตของเซลล์มะเร็ง พบได้ในการสกัดด้วย 

ตวัทำ�ละลายเอทิลอะซเิตท และเมทานอล ซึง่สอดคลอ้ง

เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับการศึกษาสมุนไพรชนิด

อืน่ที่ใช้ระบบตวัทำ�ละลายท่ีมข้ัีวแตกตา่งกนัในข้ันตอน

การเตรียมสารสกัด เช่น การสกัดสารจาก  Origanum 

minutiflorum (พืชสมนุไพรมลัีกษณะเปน็พุม่ นำ�มา

ใช้ทำ�เป็นชาสำ�หรับดื่ม พบได้ในประเทศแถบยุโรป 

และอเมรกิาทางตอนเหนอื) ดว้ยตวัทำ�ละลายเฮกเซน 

เอทิลอะซิเตท และบิวทานอล (n-butanol) พบฤทธิ์

ในการต้านอนุมูลอิสระ ABTS●+ และ DPPH● และ

มปีรมิาณรวมของสารประกอบฟนีอลกิทีสู่ง จากตวัทำ�

ละลายเอทิลอะซิเตท และบิวทานอล(16) การศึกษา

สารสกัดจาก Origanum vulgare L. ssp. viride 

(Boiss.) (Oregano เป็นพืชในกลุ่มมิ้นต์ มีกล่ิน

เฉพาะตวั พบได้ในประเทศในฝัง่ยโุรปที่ใกลแ้ถบศนูย ์

สูตร และแถบเมดิเตอร์เรเนียน) ท่ีสกัดด้วยตัวทำ�

ละลายเอทานอล เมทานอล เอทิลอะซเิตท และเฮกเซน 

ก็ได้รายงานว่าค่าการต้านอนุมูลอิสระ DPPH●  

อนุมูลอิสระในระบบ FRAP (ferric reducing  

antioxidant power) และอนุมูลอิสระ superoxide 

(O
2
-●) พบในระบบตัวทำ�ละลายที่เป็น น้ำ� เมทานอล 

และเอทิลอะซิเตท อีกทั้งยังมีค่าปริมาณรวมของ 

สารประกอบฟีนอลิกและฟลาโวนอยด์ในระดับท่ีสูง 

นอกจากนี้ยังมีรายงานการยับย้ังการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็ง HeLa จากสารสกัดในตัวทำ�ละลายเอทิล

อะซเิตท(17) สารสกดัจากใบตน้ชงิเฮา (ในประเทศไทย

เรยีกวา่ ตน้โกฐจฬุาลมัพา) ท่ีสกัดดว้ยตวัทำ�ละลายน้ำ�

และเมทานอล (อัตราส่วน 20:80) พบว่ามีค่าการ 

ต้านอนุมูลอิสระ ABTS●+ อนุมูลอิสระในระบบ  

CUPRAC (cupric reducing antioxidant  

capacity) มปีรมิาณรวมของสารประกอบฟนีอลิกและ

ฟลาโวนอยด์ที่สูง อีกทั้งยังยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล์มะเร็ง DLD-1 (human colon adenocarci-

noma) และ ECC-1 (human endometrium  

carcinoma)(18) ดงันัน้จะเหน็ไดว่้าสารออกฤทธ์ิสำ�คญั

จากสมนุไพรท้ังสองชนดิพบไดจ้ากการสกดัดว้ยตวัทำ�
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ละลายที่มีสมบัติมีขั้ว (เมทานอล และเอทิลอะซิเตท 

มีความเป็นข้ัวมากกว่าเฮกเซน) ข้อมูลท่ีได้เหล่านี้ 

จะนำ�ไปสูก่ารคน้ควา้ พฒันาวธีิการสกัดท่ีมีประสทิธภิาพ 

และการแยกองค์ประกอบในสารสกัดของสมุนไพร

เหล่านี้ รวมทั้งการศึกษาการออกฤทธิ์ทางชีวภาพใน

เบื้องลึกเพื่อการพัฒนาเป็นตัวยาในการรักษาโรค

มะเร็งในอนาคตต่อไป	
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The Comparison of Efficiency, Sensitivity, and Effect of 
Inhibitors on Commercial DNA Analysis Kits
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Abstract
DNA fingerprint provides great and useful information for human identification in 

criminal investigations and court cases, family relationships and human ancestor study. To  
investigate DNA fingerprint, a commercial kit based on polymerase chain reaction technique 
representing a rapid and convenient use has been chosen to obtain the highest efficiency and less 
time-consuming. The parameters such as sensitivity, efficiency, and capability to amplify DNA 
under inhibitors were considered for the selection of commercial kit. Hence, the aim of research 
was to compare these parameters between two commercial kits (Investigator®24 plex Go kit and 
PowerPlex® Fusion 6C). The standard DNA was serial two-fold diluted in the range between 
0.25-5.0 ng/µL. In the case of inhibitors, DNA samples were mixed with different kinds of  
inhibitors (calcium chloride, humic acid, or hematin). The percentage of detected allele, average 
peak height, heterozygous peak balance, and inter-locus balance were calculated. The results 
found that percentage of detected allele, average peak height, and heterozygous peak balance in 
low concentration of DNA sample analyzed by Investigator®24 plex Go kit were better than those 
by PowerPlex® Fusion 6C kit. However, DNA sample investigated by PowerPlex® Fusion 6C kit 
provided low value ranging in acceptance criteria of inter-locus balance. It was found that  
calcium chloride affected DNA amplification processed by PowerPlex® Fusion 6C kit, whereas 
hematin interfered with DNA amplification processed by Investigator®24 plex Go kit. Nevertheless, 
humic acid did not affect amplification process of both commercial kits. In conclusion, both 
commercial kits showed efficiency in DNA fingerprinting. Investigator®24 plex Go kit also gave 
good typing which can be obtained from a very low amount of DNA. The research data provides 
useful information to guide the selection of commercial kit that corresponds with services and 

specimens in laboratory resulting in maximal accuracy and precision of DNA typing result.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

การเปรียบเทียบประสิทธิภาพ ความไว และผลของตัวยับยั้ง
ชุดน้ำ�ยาตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอสำ�เร็จรูป

พัชรินทร์ มหาวงค์  ศุภกิจ คชาอนันต์* และ ยุตติ อมรเลิศวัฒนา

ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ จังหวัดเชียงใหม่

บทคัดย่อ
ลายพมิพดี์เอน็เอมีประโยชน์ในการพสิจูน์เอกลกัษณบ์คุคลทางคดี พสิจูน์ความสมัพนัธ์ทางสาย

เลือดและการศึกษาบรรพบุรุษมนุษย์ การทดสอบดังกล่าวอาศัยชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูปด้วยเทคนิค 

polymerase chain reaction ที่สะดวกและรวดเร็วเพื่อให้ได้ประสิทธิภาพสูงสุดและลดระยะเวลาในการ

ทดสอบ พารามิเตอร์ เช่น ประสิทธิภาพ ความไว และความทนต่อสารยับยั้งเป็นปัจจัยที่ต้องพิจารณา

สำ�หรับการเลือกใช้ชุดตรวจวิเคราะห์ดังกล่าว ดังน้ันการวิจัยน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพของน้ำ�ยาสำ�เร็จรูประหว่าง  Investigator®24 plex Go kit และ PowerPlex® Fusion 6C 

โดยเจือจางตัวอย่างดีเอ็นเอมาตรฐานความเข้มข้น 0.25 - 5.0 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ศึกษาความทน

ต่อสารยับยั้งโดยทดสอบการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอร่วมกับแคลเซียมคลอไรด์ กรดฮิวมิก หรือเฮมาติน 

จากนั้นเปรียบเทียบพารามิเตอร์ ได้แก่ ร้อยละจำ�นวนอัลลีลที่ตรวจวิเคราะห์ได้ ค่าเฉลี่ยความสูงของ

พีค heterozygous peak balance และ inter-locus balance ผลการทดลองพบว่า Investigator®24 plex 

Go kit ตรวจพบร้อยละจำ�นวนอัลลีล ค่าเฉลี่ยความสูงของพีค และ heterozygous peak balance ได้ดี

กว่า PowerPlex® Fusion 6C kit ที่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอระดับต่ำ� แต่ PowerPlex® Fusion 6C kit 

ให้ค่า inter-locus balance ในระดับต่ำ�และอยู่ในช่วงท่ียอมรับได้ ส่วนความทนต่อสารยับยั้งพบว่า  

Investigator®24 plex Go kit ทนทานต่อแคลเซียมคลอไรด์ได้ดี ขณะที่ PowerPlex® Fusion 6C kit 

ทนทานต่อเฮมาตินได้ดี แต่ไม่พบความแตกต่างของสองชุดตรวจเมื่อบ่มร่วมกับกรดฮิวมิก จึงสรุปได้

ว่าชุดตรวจทั้งสองมีประสิทธิภาพในการวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ โดย Investigator®24 plex Go kit 

สามารถใช้ได้ดีแม้ว่าในตัวอย่างมีปริมาณดีเอ็นเอน้อย และชุดตรวจท้ังสองมีความสามารถทนต่อสาร

ยบัยัง้ได้แตกต่างกนั ขอ้มูลดังกลา่วจงึเปน็แนวทางสำ�หรบัหอ้งปฏิบติัการในการเลอืกใชชุ้ดตรวจใหต้รง

กับวัตถุประสงค์ของงาน เพื่อช่วยการตรวจวิเคราะห์ให้ได้ผลการตรวจที่ถูกต้องและแม่นยำ�

คำ�สำ�คัญ: ดีเอ็นเอ ประสิทธิภาพ ความไว สารยับยั้งกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ
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บทน�ำ
ดีเอ็นเอ (deoxyribonucleic acid; DNA) 

เป็นกรดนิวคลิอิกชนิดหนึ่งทำ�หน้าท่ีเก็บข้อมูลทาง

พันธุกรรมของสิ่งมีชีวิตจึงมีความสำ�คัญในลำ�ดับ

วิวัฒนาการเนื่องจากเป็นสารพันธุกรรมท่ีมีการ

ถ่ายทอดจากรุ่นสู่รุ่น โดยบุตรได้รับการถ่ายทอดจาก

บิดาหนึ่งส่วนและมารดาอีกหนึ่งส่วน ทำ�ให้พบความ

แตกต่างของรูปแบบดีเอ็นเอในแต่ละบุคคลท่ีไม่มี

ความสัมพันธ์กันทางเครือญาติ(1, 2) และเนื่องจาก

ดีเอ็นเอสามารถพบได้ในเซลล์ท่ีมีนิวเคลียสของ 

สิ่งมีชีวิต เช่น เซลล์เม็ดเลือดขาว เซลล์ผิวหนัง เยื่อ

กระพุ้งแก้ม กระดูก หรือปลายรากเส้นผม(3) ทำ�ให้มี

การนำ�ดเีอ็นเอมาใช้ในการพสิจูนเ์อกลักษณ์บคุคลเพือ่

ระบยุนืยนัตวับคุคลในทางคด ีพสิจูนค์วามสัมพนัธท์าง

สายโลหิต รวมท้ังการศกึษาวิวัฒนาการและบรรพบรุษุ

มนุษย์(4) 

การตรวจสอบลายพมิพด์เีอน็เอเพือ่ใช้ในการ

ตรวจพิสูจน์บุคคลหรือความสัมพันธ์ทางสายโลหิต  

ใช้วิธีเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมด้วยปฏิกิริยา poly-

merase chain reaction (PCR) ซึ่งประกอบด้วย

กระบวนการ denaturation, annealing และ exten-

sion ทำ�ให้มกีารสงัเคราะห์ดเีอน็เอสายใหมแ่ละมจีำ�นวน

ของสายดีเอ็นเอมากข้ึน(5) จากนั้นตรวจสอบขนาด

ของดเีอน็เอโดยอาศยัเทคนคิ electrophoresis ซึง่ใน

อดีตการตรวจสอบจะกระทำ�แบบ single-locus PCRs 

และย้อมแถบดีเอ็นเอด้วยเทคนิค silver staining(6) 

อย่างไรก็ตามมีการพัฒนาน้ำ�ยาท่ีสามารถตรวจสอบ 

รูปแบบของดีเอ็นเอได้มากกว่า 1 ตำ�แหน่งในหลอด

ปฏิกิริยาเดียวกันและสะดวกรวดเร็วมากข้ึน โดยใช้

เทคนิค multiplex polymerase chain reaction 

(multiplex PCR) ซึ่งอาศัย primer มากกว่าหนึ่งชุด

ในปฏิกิริยาเดียวกัน เพ่ือให้มีการขยายส่วนดีเอ็นเอ

มากกว่าหนึ่งชิ้นในหนึ่งปฏิกิริยาพร้อมๆ กัน ซึ่งเป็น 

วิธีการที่รวดเร็วและใช้กันอย่างแพร่หลายในปัจจุบัน(7)

การตรวจพสิจูนล์ายพมิพด์เีอน็เอท่ีนยิมโดย

ใช้ชุดน้ำ�ยาสำ�เร็จรูปจะเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอบริเวณที่มี

การเรยีงตวัของเบสแบบซ้ำ�ๆ ทีเ่รยีกว่า short tandem 

repeats (STRs) ซึ่งสามารถพบได้ท้ังในโครโมโซม

ร่างกาย (autosomal chromosome) และโครโมโซม

เพศ (sex chromosome)(8) ตั้งแต่ปี พ.ศ. 2541 

องค์กรระหว่างประเทศ Federal Bureau of  

Investigation (FBI) แนะนำ�ใหต้รวจรปูแบบดเีอ็นเอ

ทั้งสิ้น 13 ตำ�แหน่ง (loci) ประกอบด้วย CSF1PO, 

FGA, THO1, TPOX, vWA, D3S1358, D5S818, 

D7S820, D8S1179, D13S317, D16S539, 

D18S51 และ D21S11 ทั้งนี้ในปัจจุบันการตรวจใน

ตำ�แหน่งดังกล่าวอาจไม่เพียงพอ เนื่องจากลักษณะ 

รูปแบบดีเอ็นเอในบางตำ�แหน่งสามารถพบความถี่อัล

ลลีซ้ำ�กันในกลุม่ประชากรเดยีวกันมากยิง่ข้ึน จงึสง่ผล

ตอ่ความเช่ือมัน่ในการแปลผลการวเิคราะห ์จากปญัหา

ดังกล่าวจึงมีการพัฒนาชุดน้ำ�ยาใหม่ท่ีเพิ่มจำ�นวน

ตำ�แหน่งการวิเคราะห์จากเดิมอีก 7 ตำ�แหน่ง ได้แก่ 

D1S1656, D2S441, D2S1338, D10S1248, 

D12S391, D19S433 และ D22S1045 เพื่อเพิ่ม

อำ�นาจในการคัดออกและแยกแยะความแตกต่าง

ระหว่างสองบุคคล(9)

ในทอ้งตลาดมบีรษัิทผูผ้ลติจำ�นวนหลายราย

ท่ีจำ�หน่ายชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูปดังกล่าวเพื่อใช้

ในงานทางด้านนิติวิทยาศาสตร์ ซึ่งหน่วยงานท่ีทำ�

หน้าท่ีเก่ียวข้องกับการตรวจพิสูจน์เอกลักษณ์บุคคล

เช่น The Scientific Working Group on DNA 

Analysis Methods (SWGDAM) และ The  

European Network of Forensic Science  

Institutes (ENFSI) ได้กำ�หนดมาตรฐานในการ

พัฒนาชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป ท่ีต้องศึกษาความ

ถูกตอ้งของชดุน้ำ�ยา ความไว และความทนทานตอ่ตวั

ยบัยัง้ปฏิกิรยิาการเพิม่จำ�นวนสายดเีอ็นเอโดยเทคนคิ 

PCR ซึง่เปน็สาเหตท่ีุพบบอ่ยสุดของความล้มเหลวใน
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การทำ� PCR แม้ว่าจะมีปริมาณดีเอ็นเอเพียงพอ 

รายงานที่ผ่านมาพบว่ากรดฮิวมิก และเฮมาตินเป็น

หนึ่งในสารยับยั้งและรบกวนกระบวนการทำ� PCR  

ท่ีสามารถพบได้ในกรณีวัตถพุยานหรอืผูเ้สยีหายถูกฝงั

ดินเป็นเวลานาน(10) นอกจากนั้นสารกลุ่มคอลลาเจน

และแคลเซียมที่เป็นส่วนประกอบหนึ่งในวัตถุพยาน

กระดูกสามารถรบกวนปฏิกิริยา PCR ได้เช่นกัน(11) 

จากปัจจัยดังกล่าวจึงทำ�ให้การพิจารณาเลือกใช้ชุด

น้ำ�ยาตรวจวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอในห้องปฏิบัติการ 

จำ�เป็นต้องศึกษาความไว ประสิทธิภาพ และความ 

ทนต่อสารยับยั้งกระบวนการ PCR เพื่อให้เหมาะสม

กับชนิดของงานท่ีปฏิบัติและชนิดของสิ่งส่งตรวจใน

ห้องปฏิบัติการ และได้น้ำ�ยาท่ีมีประสิทธิภาพสูงสุด  

ลดอัตราการทำ�ซ้ำ�และเวลาในการวิเคราะห์ และลด

ต้นทุนในการตรวจวิเคราะห์สำ�หรับห้องปฏิบัติการ  

ดงันัน้การวจิยัครัง้นีจ้งึมวัีตถุประสงคเ์พือ่เปรยีบเทียบ

ประสิทธิภาพ ความไว และความทนต่อสารยับยั้ง

กระบวนการ PCR ของน้ำ�ยาตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ

สำ�เรจ็รปู (multiplex commercial PCR amplifica-

tion kits) จำ�นวน 2 ยี่ห้อระหว่าง Investigator®24 

plex Go kit และ PowerPlex® Fusion 6C 

วัสดุและวิธีการ
1. ตัวอย่างดีเอ็นเอมาตรฐาน

 ตวัอยา่งดเีอน็เอมาตรฐานท่ีนำ�มาทดสอบคอื 

control DNA 9948 (Qiagen, Germany) 

2. ประสิทธิภาพและความไวของชุดทดสอบ

 นำ�ดีเอ็นเอมาตรฐานใน 5 ช่วงความเข้มข้น 

(5.0, 2.5, 1.0, 0.5 และ 0.25 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลติร) มาเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอและนำ�ไปวเิคราะห์

ลายพิมพ์ดีเอ็นเอด้วยชุดวิเคราะห์และเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอสำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go kit 

(Qiagen, Germany) หรือ PowerPlex® Fusion 

6C (Promega, USA) ตามคำ�แนะนำ�ของบริษัท 

3. ความทนต่อตัวยับยั้งปฏิกิริยา PCR 

นำ�ตัวอย่างดีเอ็นเอมาตรฐานความเข้มข้น 

5.0 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรมาศึกษาผลของตัวยับยั้ง

ปฏิกิริยา PCR โดยศึกษาตัวยับยั้ง 3 ชนิด ได้แก่ 

แคลเซียมคลอไรด์ (CaCl
2
) ความเข้มข้น 1, 2 และ 

3 มลิลิโมลาร ์เฮมาตนิ (hematin) ความเข้มขน้ 1800, 

3600 และ 7200 ไมโครโมลาร์ และกรดฮิวมิก  

(humic acid) ความเข้มข้น 75, 150 และ 300 นาโน

กรมัตอ่ไมโครลิตร(12) โดยเตมิตวัยบัยัง้แตล่ะชนดิและ

แต่ละความเข้มข้นลงไปในปฏิกิริยาการเพิ่มปริมาณ

ดีเอ็นเอ แล้วนำ�ไปเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยชุดวิเคราะห์

และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอสำ�เร็จรูป Investigator® 

24 plex Go kit หรือ PowerPlex® Fusion 6C  

ตามคำ�แนะนำ�ของบริษัท

4.	 การเพิม่ปรมิาณดีเอน็เอ (DNA amplification)

นำ�ดีเอ็นเอในแต่ละการทดลองไปเพิ่ม

ปริมาณด้วยเทคนิค multiplex PCR สำ�หรับน้ำ�ยา 

Investigator®24 plex Go kit เพิ่มปริมาณด้วย 

primer ต่อทั้งหมด 22 ตำ�แหน่ง ได้แก่ D1S1656, 

D2S441, D2S1338, D3S1358, D5S818, 

D7S820, D8S1179, D10S1248, D12S391, 

D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, 

D21S11, D22S1045, CSF1PO, FGA, TH01, 

TPOX, vWA, SE33, DYS391 และ Amelogenin 

ภายใต้สภาวะที่ประกอบด้วย denaturation อุณหภูมิ 

98 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที annealing 

อุณหภูมิ 64 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 40 วินาที 

extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

5 วินาทีจำ�นวน 3 รอบ จากนั้น denaturation 

อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 วินาที  

annealing อุณหภูมิ 61 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  
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40 วินาที extension อุณหภูมิ 72 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 5 วินาที จำ�นวน 23 รอบ และ extension 

อุณหภูมิ 68 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 นาที จาก

นั้น final extension อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส 

เป็นเวลา 2 นาที 

สำ�หรบัน้ำ�ยา PowerPlex® Fusion 6C เพิม่

ปริมาณด้วย primer ต่อทั้งหมด 27 ตำ�แหน่งได้แก่ 

CSF1PO, FGA, TH01, TPOX, vWA, D1S1656, 

D2S1338, D2S441, D3S1358, D5S818, 

D7S820, D8S1179, D10S1248, D12S391, 

D13S317, D16S539, D18S51, D19S433, 

D21S11, D22S1045, Penta D, Penta E, SE33, 

Amelogenin, DYS391, DYS576 และ DYS576 

ภายใต้สภาวะท่ีประกอบด้วย pre denaturation 

อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 60 วินาที 

denaturation อุณหภูมิ 96 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

5 วินาที annealing อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็น

เวลา 60 วินาที จำ�นวน 29 รอบ และ extension 

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เมื่อ

ครบเวลานำ� PCR product ท่ีได้ไปแยกและตรวจ

วิเคราะห์รูปแบบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

5. การแยกและตรวจสอบลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

วิเคราะห์รูปแบบอัลลีลของ PCR product 

ด้วยเครื่อง Genetic Analyzer 3500 (Applied 

Biosystems, USA) ตามคำ�แนะนำ�ของแต่ละชุด

น้ำ�ยาตรวจวิเคราะห์ โดยนำ� PCR product ผสมกับ 

Hidi-formamide และ BTO size standard จาก

นั้นนำ�ไปให้ความร้อนท่ีอุณหภูมิ 95 องศาเซลเซียส

เปน็เวลา 3 นาทีแลว้จงึนำ�เข้าเครือ่งวิเคราะหอ์ตัโนมตั ิ

ABI 3500 Genetic Analyzer (Applied Biosys-

tems, USA) ซึ่งรูปแบบของอัลลีลในแต่ละตำ�แหน่ง

การตรวจจะทำ�การวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม Gene 

Mapper IDX (Applied Biosystems, USA) 

6. การวิเคราะห์ทางสถิติ

ทำ�การทดลองซ้ำ�ในแต่ละกลุ่มตัวอย่างและ

ในแต่ละการทดลองแบบ intra-day และ inter-day 

จำ�นวน 3 ซ้ำ� ผลการทดลองท้ังหมดแสดงในรูปค่า

เฉล่ีย ± ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน การคำ�นวณ

ประสิทธิภาพ ความไว และความทนต่อตัวยับยั้ง

กระบวนการ PCR อาศัยพารามิเตอร์ดังต่อไปนี้

1.	 ร้อยละจำ�นวนอัลลีลท่ีตรวจวิเคราะห์ได้ 

แสดงร้อยละของจำ�นวนอัลลีลทั้งหมดท่ีวิเคราะห์ได้

ต่อจำ�นวนอัลลีลทั้งหมดที่ทำ�การตรวจสอบ(12)

2.	 ค่าเฉลี่ยความสูงของพีค คำ�นวณจากค่า

เฉล่ียความสูงของพีคท่ีตรวจวิเคราะห์ได้ทั้งหมดและ

แสดงผลในหน่วย relative fluorescent units 

(RFUs)(13)

3. Heterozygous peak balance คือค่า

ความสมดุลของอัตราส่วนความสูงพีคที่เป็น hetero-

zygous คำ�นวณจากอตัราสว่นระหวา่งความสมดลุของ 

2 พีคที่เป็น heterozygous locus หากชุดน้ำ�ยาตรวจ

วิเคราะห์มีประสิทธิภาพที่ดี ในการแสดงผลค่าพีค 

heterozygous ค่าที่ได้ควรมากกว่า 0.6(13, 14)

4. 	Inter-locus balance อัตราส่วนความ

สูงของพีคในแต่ละตำ�แหน่งของ STR หนึ่งเปรียบ

เทียบกับตำ�แหน่งอื่นๆ ในลายพิมพ์ดีเอ็นเอเดียวกัน

ซึ่งควรมีค่าใกล้เคียงกัน โดยสามารถคำ�นวณจาก 

ค่าเฉล่ียของสัมประสิทธ์ิส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน  

(coefficient of variance) ของอัตราส่วนระหว่าง

ความสูงของพีคในตำ�แหน่งหนึ่งกับผลรวมของความ

สูงของพีคทั้งหมดในลายพิมพ์ดีเอ็นเอนั้น ซึ่งค่าที่ต่ำ�

แสดงถึงมีค่า inter-locus balance ที่ดี โดยควรมีค่า

น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.350(15)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติจะใช้โปรแกรม 

GraphPad Prism® software version 5.01 เปรียบ

เทียบความแตกตา่งระหวา่งตวัแปรมากกว่า 2 ตวั ดว้ย

การวิเคราะห์ความแปรปรวนสองทาง (Two-way 
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ANOVA) และทดสอบความแตกตา่งของคา่เฉลีย่ใน

รายคูด่ว้ย Bonferroni post-tests ขณะท่ีการทดสอบ

ความแตกต่างระหว่างค่าเฉลี่ยของตัวแปรอิสระเพียง

ตัวเดียวหรือปัจจัยเดียว 2 กลุ่มขึ้นไปทดสอบด้วย 

One-way ANOVA และทดสอบความแตกต่างของ

ค่าเฉลี่ยในรายคู่ด้วย post-hoc Tukey HSD ที่ระดับ

ความเชื่อมั่นทางสถิติน้อยกว่า 0.05

ผลการวิจัย
ในการศึกษาประสทธิภาพ ความไว และ

ความทนตอ่ตวัยบัยัง้จะเปรยีบเทียบเฉพาะในตำ�แหนง่

บนสายดีเอ็นเอท่ีเหมือนกันระหว่าง 2 ชุดตรวจ

สำ�เร็จรูป โดยพบว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป  

Investigator®24 plex Go kit สามารถวิเคราะห์

จำ�นวนรูปแบบอัลลีลได้ท้ังหมดร้อยละ 100 ในทุก

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งแต่ 0.25 - 5.0 นาโนกรัม

ต่อไมโครลิตร ขณะที่ชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป  

PowerPlex® Fusion 6C สามารถวิเคราะห์จำ�นวน 

อลัลลีไดท้ั้งหมดรอ้ยละ 100 ในความเข้มขน้ของดเีอน็เอ 

2.5 และ 5.0 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ส่วนความเข้ม

ข้นของดีเอ็นเอ 0.25, 0.5 และ 1.0 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตรสามารถตรวจวิเคราะห์จำ�นวนอัลลีลได้

ทั้งหมดร้อยละ 10.61 ± 2.63, 92.42 ± 6.94 และ 

92.42 ± 9.46 ตามลำ�ดับ เมื่อเปรียบเทียบระหว่าง  

2 ชุดตรวจพบว่าจำ�นวนรปูแบบอลัลลีท่ีตรวจวิเคราะห์

ดีเอ็นเอความเข้มข้น 0.25 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร

ด้วยชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator®24 

plex Go มีค่ามากกว่าอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติเมื่อ

เทียบกับจำ�นวนรปูแบบอัลลลีท่ีตรวจวเิคราะห์ดว้ยชดุ

ตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex® Fusion 6C 

(Fig. 1A) ขณะท่ีค่าเฉล่ียความสูงของพีคพบว่าชุด

ตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go 

kit มีค่าเฉลี่ยความสูงของพีค ระหว่าง 767.40 ± 

40.39 ถึง 10,215.01 ± 2,500.92 relative  

fluorescent units (RFUs) เมือ่วเิคราะห์ในทุกความ

เข้มข้นของดเีอ็นเอ ขณะท่ีชุดตรวจวิเคราะหส์ำ�เรจ็รปู 

PowerPlex® Fusion 6C มีค่าเฉลี่ยความสูงของ 

พีคระหว่าง 17.24 ± 5.39 ถึง 2,366.51 ± 863.26 

RFUs โดยความสูงของพีคท่ีตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ

ความเข้มข้น 1.0, 2.5 และ 5.0 นาโนกรัมต่อ 

ไมโครลิตรด้วยชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator® 

24 plex Go มีค่ามากกว่าอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ

เมื่อเทียบกับความสูงของพีคที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยชุด

ตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex® Fusion 6C 

(Fig. 1B)

การศึกษาค่า heterozygous peak balance 

ของชุดวิเคราะห์ดีเอ็นเอสำ�เร็จรูป 2 ชนิด พบว่าชุด

ตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go 

kit มีค่า heterozygous peak balance เฉลี่ยระหว่าง 

0.85 ± 0.03 ถึง 0.93 ± 0.009 เมื่อวิเคราะห์ในทุก

ความเข้มข้นของดีเอ็นเอ ขณะท่ีชุดตรวจวิเคราะห์

สำ�เร็จรูป PowerPlex® Fusion 6C มีค่า heterozy-

gous peak balance เฉลี่ยระหว่าง 0.0 ± 0.0 ถึง 

0.96 ± 0.009 เมื่อวิเคราะห์ในทุกความเข้มข้นของ 

ดีเอ็นเอ (Fig. 2) โดยค่า heterozygous peak  

balance ที่ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอความเข้มข้น 0.25 

นาโนกรมัตอ่ไมโครลติรดว้ยชุดตรวจวเิคราะหส์ำ�เรจ็รปู 

Investigator®24 plex Go มีค่ามากกว่าอย่างมี 

นัยสำ�คัญทางสถิติเมื่อเทียบกับท่ีตรวจวิเคราะห์ด้วย

ชดุตรวจวิเคราะหส์ำ�เรจ็รปู PowerPlex® Fusion 6C 

(Fig. 2) และเมื่อเปรียบเทียบค่า heterozygous  

peak balance ของท้ังสองชุดตรวจวิเคราะหส์ำ�เรจ็รปู 

ที่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอตั้งแต่ 0.5 ถึง 5.0 นาโน

กรมัตอ่ไมโครลติร พบว่าคา่เฉลีย่ heterozygous peak 

balance มีค่ามากกว่า 0.6 แสดงว่ามีความสมดุลของ

อัตราส่วนความสูงพีคท่ีเป็น heterozygous ท่ีดีไม่

แตกต่างกัน 
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Fig.1 	 The percentage (A) and average peak height (RFUs) (B) of detected alleles in DNA samples 

at concentrations of 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, and 5 ng/µL. The investigation of allele was  

performed by two multiplex commercial PCR amplification kits either Investigator®24 plex 

Go kit or PowerPlex® Fusion 6C. The data are represented as mean ± SD of three  

independent experiments. *P < 0.05 and ***P < 0.001 compared between two kits

Fig.1 	 The percentage (A) and average peak height (RFUs) (B) of detected alleles in DNA samples 

at concentrations of 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, and 5 ng/µL. The investigation of allele was  

erformed by two multiplex commercial PCR amplification kits either Investigator®24 plex Go 

kit or PowerPlex® Fusion 6C. The data are represented as mean ± SD of three independent 

experiments. *P < 0.05 and ***P < 0.001 compared between two kits
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การศึกษา inter-locus balance พบว่าชุด

ตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go 

kit สามารถวิเคราะห์ค่า inter-locus balance ได้ใน

ช่วง 0.56 ± 0.02 ถึง 0.60 ± 0.08 เมื่อวิเคราะห์ใน

ทุกความเข้มข้นของดีเอ็นเอ และชุดตรวจวิเคราะห์

สำ�เรจ็รปู PowerPlex® Fusion 6C สามารถวิเคราะห์

ค่า inter-locus balance ได้ในช่วง 0.26 ± 0.03 ถึง 

3.09 ± 0.36 ในทุกความเข้มข้นของดีเอ็นเอ (Fig.3) 

และเมือ่เปรยีบเทียบ ระหวา่ง 2 ชุดตรวจพบว่า inter-

locus balance ที่ตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอความเข้มข้น 

0.25 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร ด้วยชุดตรวจวิเคราะห์

สำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go มีค่าน้อยกว่า

อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติเิมือ่เทยีบกับท่ีตรวจวิเคราะห์

ดว้ยชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เรจ็รปู PowerPlex® Fusion 

6C (Fig. 3) และเมื่อเปรียบเทียบค่า inter-locus 

balance ของท้ังสองชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป ท่ี

ความเข้มข้นของดเีอน็เอตัง้แต ่0.5 ถงึ 5.0 นาโนกรมั

ต่อไมโครลิตร พบว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป  

PowerPlex® Fusion 6C มคีา่ inter-locus balance 

น้อยกว่า 0.350 แสดงว่ามีความสมดุลของอัตราส่วน

ความสูงของอัลลีลในแต่ละตำ�แหน่งดีกว่า ชุดตรวจ

วิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go

ผลแคลเซียมคลอไรด์ในการยับยั้งปฏิกิริยา 

PCR พบวา่ชุดตรวจวเิคราะหส์ำ�เรจ็รปู Investigator® 

24 plex Go kit สามารถวิเคราะห์จำ�นวนรูปแบบ 

อัลลีลได้ทั้งหมดร้อยละ 100 ในทุกความเข้มข้นของ

แคลเซยีมคลอไรด ์(Fig. 4A) ขณะทีชุ่ดตรวจวิเคราะห์

สำ�เรจ็รปู PowerPlex® Fusion 6C สามารถวิเคราะห์

จำ�นวนอัลลีลได้ทั้งหมดร้อยละ 81.82 ± 0.0, 30.30 

± 5.24 และ 16.67 ± 2.62 ในแต่ละความเข้มข้น

ของแคลเซียมคลอไรด์ (1, 2 และ 3 มิลลิโมลาร์ ตาม

ลำ�ดบั) ซึง่มคีา่ลดลงอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติจิากกลุ่ม

ท่ีไมเ่ตมิแคลเซยีมคลอไรด ์(Fig. 4C) ขณะท่ีคา่เฉลีย่

ความสูงของพีคท้ังหมด พบว่าชุดตรวจวิเคราะห์

Fig. 2 	The heterozygous peak balance (intra-locus balance) of detected alleles in DNA samples at 

concentrations of 0.25, 0.5, 1.0, 2.5, and 5 ng/µL. The investigation of allele was performed 

by two multiplex commercial PCR amplification kits either Investigator®24 plex Go kit or 

PowerPlex® Fusion 6C. The data are represented as mean ± SD of three independent  

experiments. ***P < 0.001 compared between two kits
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สำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go kit และ  

PowerPlex® Fusion 6C มีค่าเฉลี่ยความสูงของพีค 

ระหว่าง 13,528.86 ± 2,2224.92 ถึง 14,703.48 

± 1,900.044 RFUs และ 357.14 ± 73.25 ถึง 

3,555.59 ± 354.58 RFUs เมื่อวิเคราะห์ในทุก 

ความเข้มข้นของแคลเซียมคลอไรด์ (Fig. 4B และ 

Fig. 4D) โดยแคลเซียมคลอไรด์ท่ีความเข้มข้น 3 

มิลลิโมลาร์ ทำ�ให้ค่าเฉลี่ยความสูงของพีคท่ีวิเคราะห์

ดว้ย PowerPlex® Fusion 6C ลดลงอยา่งมนียัสำ�คญั

ทางสถิตเิมือ่เทยีบกับกลุม่ท่ีไมเ่ตมิแคลเซยีมคลอไรด ์

(Fig. 4D)

ในกรณีของกรดฮิวมิก พบว่าชุดตรวจ

วิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go kit 

สามารถวิเคราะห์จำ�นวนรูปแบบอัลลีลได้ท้ังหมด 

ร้อยละ 100 ในทุกความเข้มข้นของกรดฮิวมิกที่นำ�มา

ทดสอบ (Fig. 5A) ขณะที่ชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป 

PowerPlex® Fusion 6C สามารถวิเคราะห์จำ�นวน 

อัลลีลได้ร้อยละ 100 ± 0.00, 100 ± 0.00 และ  

30.30 ± 13.89 ในความเข้มข้นของกรดฮิวมกิ ตัง้แต ่

75, 150 และ 300 นาโนกรมัตอ่ไมโครลติร ตามลำ�ดบั 

(Fig. 5C) ขณะที่ค่าเฉลี่ยความสูงของพีคทั้งหมด 

ท่ี วิ เคราะห์ พบว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป  

Investigator®24 plex Go kit และ PowerPlex® 

Fusion 6C มีค่าเฉล่ียความสูงของพีคระหว่าง 

1,333.31 ± 655.10 ถึง 8,377.02 ± 2,258.24 

RFUs และ 159.67 ± 94.15 ถึง 2,483 ± 947.43 

RFUs เมือ่วิเคราะห์ในทกุความเขม้ข้นของกรดฮิวมกิ 

(Fig. 5B และ Fig. 5D) และเมื่อเปรียบเทียบความ

สงูเฉลีย่ของพคีระหวา่ง 2 ชุดตรวจพบว่าความสงูของ

พีคท่ีตรวจวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป 

Investigator®24 plex Go มแีนวโนม้ลดลงเมือ่ความ

เขม้ข้นของกรดฮิวมกิเพิม่มากข้ึน และชดุตรวจทัง้สอง

Fig. 3 	The inter-locus balance of detected alleles in DNA samples at concentrations of 0.25, 0.5, 

1.0, 2.5, and 5 ng/µL. The investigation of allele was performed by two multiplex commercial 

PCR amplification kits either Investigator®24 plex Go kit or PowerPlex® Fusion 6C. The data 

are represented as mean ± SD of three independent experiments. ***P < 0.001 compared 

between two kits
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Fig. 4 	The inhibitory effect of calcium chloride on PCR amplification and STR typing. The percentage 

(A) and average peak height (RFUs) (B) of detected alleles performed by Investigator®24 plex 

Go kit. The percentage (C) and average peak height (RFUs) (D) of detected alleles performed 

by PowerPlex® Fusion 6C. The data are represented as mean ± SD of three independent 

experiments. *P < 0.05, ***P < 0.001 compared the experimental group without inhibitor

พบความสูงเฉลี่ยของพีคมีค่าลดลงอย่างมีนัยสำ�คัญ

ทางสถิติเมื่ออยู่ในสภาวะท่ีมีกรดฮิวมิกความเข้มข้น 

300 นาโนกรมัตอ่ไมโครลติร (Fig. 5B และ Fig. 5D)

การยบัยัง้ปฏิกิรยิา PCR ดว้ยตวัยบัยัง้เฮมาตนิ 

พบว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator® 

24 plex Go kit และ PowerPlex® Fusion 6C 

ตรวจร้อยละจำ�นวนอัลลีลได้ลดลงเท่ากับ 84.85 ± 

26.24 และ 78.79 ± 15.96 ตามลำ�ดับ เมื่ออยู่ใน

สภาวะที่มีเฮมาตินความเข้มข้น 7,200 ไมโครโมลาร์ 

(Fig. 6A และ Fig. 6C) ขณะที่ค่าเฉลี่ยความสูงของ

พีคท้ังหมดท่ีวิเคราะห์ พบว่าชุดตรวจวิเคราะห์

สำ�เร็จรูป Investigator®24 plex Go kit มีความสูง

ของพคีเฉลีย่ลดลงอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถิตเิมือ่อยู่ใน

สภาวะท่ีมีเฮมาตินความเข้มข้น 1,800 3,600 และ 

7,200 ไมโครโมลาร์ (Fig. 6B) อย่างไรก็ตามไม่พบ

ความแตกต่างอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติระหว่างแต่ละ

ความเข้มข้นของเฮมาติน เมื่อตรวจวิเคราะห์ดีเอ็นเอ

ดว้ยชดุตรวจวิเคราะห์สำ�เรจ็รปู PowerPlex® Fusion 

6C (Fig. 6D)
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Fig. 5 	The inhibitory effect of humic acid on PCR amplification and STR typing. The percentage 

(A) and average peak height (RFUs) (B) of detected alleles performed by Investigator®24 plex 

Go kit. The percentage (C) and average peak height (RFUs) (D) of detected alleles performed 

by PowerPlex® Fusion 6C. The data are represented as mean ± SD of three independent 

experiments. *P < 0.05, **P < 0.01, and ***P < 0.001 compared the experimental group 

without inhibitor

วิจารณ์
การตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอมีประโยชน์ต่อ

งานนิตวิิทยาศาสตรแ์ละนติเิวชศาสตร ์ท่ีจะนำ�ไปสูก่าร

พสูิจนข้์อเท็จจรงิในคดคีวามตามกระบวนการยตุธิรรม 

และด้วยความหลากหลายของตัวอย่างในคดีความ

ต่างๆ ที่ใช้ตรวจพิสูจน์ดีเอ็นเอ เช่น เลือดหรือคราบ

เลือด เยือ่บกุระพงุแก้ม คราบอสจุ ิเสน้ผม กลา้มเนือ้ 

และกระดูก ส่งผลต่อความเข้มข้นของดีเอ็นเอ(16) 

และปริมาณตัวยับยั้งปฏิกิริยา PCR ท่ีมีในแต่ละ

ตัวอย่าง(17) ดังนั้นความหลากหลายดังกล่าวจึงเป็น

ปัจจัยสำ�คัญที่ต้องนำ�มาพิจารณาในการเลือกชุดตรวจ

วิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีมีประสิทธิภาพ ความไว 

และทนทานตอ่ตวัยบัยัง้ปฏิกิรยิา PCR จากการศกึษา

เปรียบเทียบความไว และประสิทธิภาพระหว่างชุด

ตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator® 24 plex Go 

kit และ PowerPlex® Fusion 6C kit ในตัวอย่าง

ดีเอ็นเอมาตรฐานหมายเลข 9948 พบว่าชุดวิเคราะห์

ท้ังสองสามารถวิเคราะห์รูปแบบอัลลีลได้ท้ังหมด 

ร้อยละ 100 ยกเว้นที่ความเข้มข้นของดีเอ็นเอระดับ

ต่ำ�สุดในงานวิจัยนี้คือ 0.25 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร 
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Fig. 6 		The inhibitory effect of hematin on PCR amplification and STR typing. The percentage (A) 

and average peak height (RFUs) (B) of detected alleles performed by Investigator®24 plex 

Go kit. The percentage (C) and average peak height (RFUs) (D) of detected alleles performed 

by PowerPlex®Fusion 6C. The data are represented as mean ± SD of three independent 

experiments. *P<0.5 and **P<0.01 compared the experimental group without inhibitor.

ที่ชุดวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex® Fusion 6C kit 

วิเคราะห์ได้เพียงร้อยละ 10.61 นอกจากนั้นชุดตรวจ

วิเคราะห์ Investigator® 24 plex Go kit มีค่าเฉลี่ย

ความสูงของพีค มากกว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป 

PowerPlex® Fusion 6C kit ซึ่งสอดคล้องกับงาน

วิจัยของ Elwick, K. และคณะ(18) ที่พบว่าความเข้มข้น 

ดีเอ็นเอยิ่งลดน้อยลงโอกาสท่ีจะพบจำ�นวนรูปแบบ 

ของอัลลีลและคา่เฉลีย่ความสงูของพคีจะลดลงเช่นกัน 

เมือ่ตรวจวิเคราะห์ดว้ยชุดวิเคราะห์สำ�เรจ็รปู Global-

Filer® PCR Amplification และ Investigator® 

24plex QS kits อยา่งไรก็ตามชุดวิเคราะห์ในงานวจิยั

ครั้งนี้ คำ�แนะนำ�ของบริษัทผู้ผลิตชุดตรวจวิเคราะห์

สำ�เร็จรูป Investigator® 24 plex Go kit ระบุว่า

ความเข้มข้นดีเอ็นเอที่เหมาะสมในปฏิกิริยา PCR 

เท่ากับ 0.5 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร(19) แต่บริษัท 

ผู้ผลิตชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex®  

Fusion 6C kit ระบุความเข้มข้นดีเอ็นเอที่เหมาะสม

เท่ากับ 1.0 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร(20) ซึ่งความเข้มข้น 

ตามที่บริษัทแนะนำ�ดังกล่าวสามารถวิเคราะห์ร้อยละ

จำ�นวนอัลลีลและความสูงของพีคได้ตามปกติ และ
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ไม่มีผลกระทบต่อการเกิดปฏิกิริยา PCR แต่อย่างใด 

แม้ว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex® 

Fusion 6C kit จะพบร้อยละอัลลีลที่ตรวจวิเคราะห์

ได้และค่าเฉลี่ยความสูงของพีคลดลงเม่ือวิเคราะห์ใน

ตัวอย่างที่มีปริมาณดีเอ็นเอน้อย แต่เมื่อเปรียบเทียบ

จำ�นวนตำ�แหน่งท้ังหมดท่ีสามารถวิเคราะห์ได้จาก 

ท้ังสองชุดตรวจดังกล่าว สามารถตรวจได้ท้ังส้ิน 27 

ตำ�แหน่งที่มากกว่าของชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป 

Investigator® 24 plex Go kit ที่ตรวจได้เพียง 22 

ตำ�แหน่ง ซึ่งจำ�นวนตำ�แหน่งท่ีมากข้ึนจะช่วยเพิ่ม

อำ�นาจในการตรวจสอบและคดัแยกแตล่ะบคุคลเมือ่มี

การคำ�นวณทางสถิติ(21) 

การตรวจสอบความสมดุลของอัลลีลในผล

การวิเคราะห์มีความสำ�คัญเช่นกัน โดยงานวิจัยครั้งนี้

ได้ศึกษาค่า heterozygous peak balance ซึ่งเป็น

อัตราส่วนความสงูของพคีสองพคีท่ีเปน็ homozygous 

allele ซึ่งกันและกัน ในทางทฤษฎีกระบวนการ 

เพิ่มปริมาณและตรวจสอบลักษณะของดีเอ็นเอท่ีมี

ประสิทธิภาพ จะพบความสูงของสองพีคที่เป็น het-

erozygous ดังกล่าวมีค่าใกล้เคียงกันซึ่งทำ�ให้ค่า 

heterozygous peak balance เท่ากับ 1 แต่ในทาง

ปฏิบัติค่า heterozygous peak balance ที่ยอมรับได้

คือมากกว่า 0.6(22) จากผลการศึกษาพบว่าค่า het-

erozygous peak balance ของสองชุดตรวจใน 

งานวิจัยนี้มีค่ามากกว่า 0.6 ในทุกความเข้มข้นของ 

ดีเอ็นเอทดสอบ ซึ่งแสดงว่าทั้งสองชุดตรวจวิเคราะห์

มปีระสิทธภิาพทีด่ีไมแ่ตกตา่งกัน แตเ่มือ่เปรยีบเทยีบ

ท่ีความเขม้ข้นของดเีอน็เอ 0.25 นาโนกรัมตอ่ไมโครลิตร 

พบว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator®  

24 plex Go kit มีค่า heterozygous peak balance 

มากกว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex® 

Fusion 6C kit อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ แสดงให้

เห็นว่าในกรณีตัวอย่างท่ีมีความเข้มข้นดีเอ็นเอน้อย 

ชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator® 24 plex 

Go kit สามารถตรวจวิเคราะห์ได้และมีความสมดุล

ของพีค heterozygous อยู่ในช่วงยอมรับได้ ขณะที่

การวิเคราะห์ Inter-locus balance ท่ีเปรียบเทียบ

ความสูงของอัลลีลในแต่ละตำ�แหน่งของลายพิมพ์

ดีเอ็นเอหนึ่งกับตำ�แหน่งอื่นๆ ในลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

เดยีวกนัซึง่ควรมคีา่ใกลเ้คยีงกัน พบวา่คา่ inter-locus 

balance ของลายพิมพ์ดีเอ็นเอท่ีตรวจวิเคราะห์ด้วย

ชดุตรวจวิเคราะหส์ำ�เรจ็รปู PowerPlex® Fusion 6C 

kit มคีา่นอ้ยกว่า 0.350 และมคีา่ต่ำ�กว่าการตรวจดว้ย

ชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator® 24 plex 

Go kit ซึ่งแสดงถึงประสิทธิภาพท่ีดีของชุดน้ำ�ยาใน

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอด้วยกระบวนการ PCR ส่วน

การพบค่า inter-locus balance ที่สูงกว่าเกณฑ์ท่ี

ยอมรับได้ อาจเนื่องมาจากการทดสอบกับความ 

เขม้ข้นของดเีอน็เอท่ีนอ้ยหรอืต่ำ� เนือ่งจากมกีารรายงาน

ว่าปริมาณดีเอ็นเอส่งผลต่อความสมดุลของพีค โดย

การใช้ดีเอ็นเอในช่วง 62.5-1000 พิโคกรัมส่งผลต่อ

ความไม่สมดุลของพีค(23) 

จากการตรวจพสิจูนท์างนติวิทิยาศาสตรส์ว่น

ใหญ่มกัพบความหลากหลายของตวัอยา่งสง่ตรวจ เชน่ 

ตัวอย่างเลือด ชิ้นเนื้อ เส้นผม เล็บ และกระดูกจาก

ศพ ยิง่กว่านัน้วัตถพุยานท่ีเกบ็จากท่ีเกิดเหตสุว่นมาก

จะประกอบไปด้วยดีเอ็นเอปริมาณน้อยและเสื่อม

สภาพ รวมท้ังมีการปนปื้อนสารยับยั้งจากธรรมชาติ 

สิ่งแวดล้อม ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้จึงทดสอบความ 

ทนของชดุตรวจวเิคราะหส์ำ�เรจ็รปูทัง้สองตอ่ตวัยบัยัง้

ปฏิกิริยา PCR 3 ชนิด ได้แก่ แคลเซียมคลอไรด์ กรด

ฮิวมิก และเฮมาติน ผลการศึกษาพบว่าประสิทธิภาพ

ของการเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอและการตรวจสอบรปูแบบ 

อัลลีลของชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex® 

Fusion 6C kit มีค่าลดลงเมื่อมีตัวยับยั้งปฏิกิริยา

แคลเซยีมคลอไรด ์ซึง่มกัพบในการตรวจดเีอ็นเอจาก

กระดูกและรากฟัน เพราะสารดังกล่าวส่งเสริมให้

กระดูกแข็งแรง เหนียวแน่น ทนทาน ไม่เปราะง่าย 
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ดังนั้นการสกัดดีเอ็นเอจากกระดูกจึงมีขั้นตอนท่ี 

ยุง่ยากและใชเ้วลานานเพือ่กำ�จดัแคลเซยีมออกไป(24) 

อย่างไรก็ตามแคลเซียมที่หลงเหลืออาจมีผลไป 

ยับยั้งปฏิกิริยา PCR โดยไปขัดขวางการทำ�งานของ

แมกนีเซียมมีผลทำ�ให้เอนไซม์ DNA polymerase 

ทำ�งานได้ ไม่ดีและส่งผลต่อปฏิกิริยาการสร้างสาย

ดีเอ็นเอลดน้อยลง(25) อย่างไรก็ตามในการศึกษาครั้งนี้ 

พบว่าความเข้มข้นแคลเซียมคลอไรด์ที่ 3 มิลลิโมลาร์

มีผลต่อกระบวนการตรวจวิเคราะห์ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ 

ซึ่งตรงข้ามกับท่ีมีรายงานมาก่อนซึ่งรายงานว่าความ

เข้มข้นของแคลเซยีมทีม่ากกว่า 3 มลิลิโมลาร ์สามารถ

ยบัยัง้การเพิม่ปรมิาณดเีอน็เอ โดยมผีลตอ่ AmpliTaq 

DNA polymerase(26) 

ขณะที่การทดสอบความทนทานต่อกรด 

ฮิวมกิ พบวา่ท้ังสองชดุตรวจวิเคราะหส์ำ�เรจ็รปูมคีวาม

ทนทานต่อกรดฮิวมิกความเข้มข้น 75 และ 150  

นาโนกรัมต่อไมโครลิตรได้ดีไม่แตกต่างกัน แต่ความ

สูงของพีคที่ตรวจวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จ 

รูป Investigator® 24 plex Go kit มีแนวโน้มลดลง 

นอกจากนั้นที่ความเข้มข้นของกรดฮิวมิกที่สูงสุดใน

การศึกษาครั้งนี้ (300 นาโนกรัมต่อไมโครลิตร) มีผล

ต่อกระบวนการเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอและการตรวจ 

รปูแบบดเีอ็นเอของชดุตรวจวเิคราะห์สำ�เรจ็รปูท้ังสอง 

อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ กรดฮิวมิกเป็นสารประกอบ

ท่ีมอียู่ในธรรมชาต ิเกิดจากการรวมตวัของสารอนิทรยี ์

โดยกรดฮิวมิกมีส่วนประกอบที่มีหมู่ anionic เช่น 

partially deprotonated phenolic และ carboxylic 

groups และเป็นสารประกอบที่มีลักษณะเป็น  

hydrophobic components (aromatic และ  

aliphatic moieties)(27) การปนเปื้อนกรดฮิวมิก 

มักพบในตัวอย่างท่ีอยู่ ในสภาวะแวดล้อมที่แช่หรือ

เสื่อมสภาพในดินหรือน้ำ�เป็นระยะเวลานาน(28) โดยมี

รายงานว่ากรดฮิวมิกรบกวนการทำ�งานของ DNA 

polymerase ในการเข้าจบักับสายแมแ่บบดีเอน็เอใน

ปฏิกิริยา PCR นอกจากนั้นกรดฮิวมิกสามารถ

แขวนลอยในน้ำ�และรวมตัวเป็นสารประกอบรวมกับ

ไออนของเหล็กและแคลเซยีมท่ีมผีลตอ่ปรมิาณไอออน

ในปฏิกิริยาการทำ�งานของ PCR(29) การศึกษาในครั้งนี้ 

พบว่าตรงข้ามกับรายงานทีผ่า่นมา ซึง่พบวา่กรดฮิวมกิ

ท่ีความเข้มขน้ 30 นาโนกรมัตอ่ไมโครลติรสง่ผลยบัยัง้

กระบวนการ PCR และการตรวจลายพิมพ์ดีเอ็นเอ

เมื่อวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Identi-

filer® และ SGM Plus®(30) นอกจากนั้นกรดฮิวมิก

ความเข้มข้นมากกว่า 200 นาโนกรัมต่อไมโครลิตรยัง

มีผลต่อการลดลงของค่าเฉลี่ยความสูงของพีค และ

ความเข้มข้นของกรดฮิวมิกที่ 400 นาโนกรัมต่อ

ไมโครลิตรจะไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ลายพิมพ์

ดีเอ็นเอได้อย่างสมบูรณ์ โดยชุดวิเคราะห์สำ�เร็จรูป 

PowerPlex Fusion(31) ส่วนการทนทานต่อเฮมาติ

นพบว่าเมื่อตรวจวิเคราะห์ด้วยชุดตรวจวิเคราะห์

สำ�เร็จรูป Investigator® 24 plex Go kit ความเข้ม

ข้นของเฮมาตนิในทุกความเขม้ข้นทดสอบมผีลตอ่การ

ลดลงของความสูงของพีคอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ  

ซึ่งเฮมาตินเป็นสารท่ีมีความสามารถจับกับโลหะได้ 

โดยพบในเซลล์เม็ดเลือดแดง ซึ่งเฮมาตินสามารถ

เ ข้ า ไปยับยั้ งก ารทำ � ง านของ เอนไซม์  DNA  

polymerase ในระหว่างขั้นตอนการต่อสายดีเอ็นเอ 

(extension) ทำ�ให้ประสิทธิภาพของกระบวนการ 

PCR ลดลง(25)

สรุป
จากการศึกษาเปรียบเทียบความไว ระหว่าง

ชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator® 24 plex 

Go kit และ PowerPlex® Fusion 6C kit ในตวัอยา่ง

ดีเอ็นเอหมายเลข 9948 พบว่าชุดตรวจวิเคราะห์

สำ�เร็จรูป Investigator® 24 plex Go kit มีความไว

สูงกว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex®  

Fusion 6C kit ที่ความเข้มข้นของ ดีเอ็นเอ ตั้งแต่ 
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1.0 ถึง  0.25 นาโนกรมัตอ่ไมโครลติร และการเปรยีบ

เทียบความทนทานต่อตัวยับยั้งปฏิกิริยา PCR พบว่า

ชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Investigator® 24 plex 

Go kit สามารถทนทานตอ่ตวัยบัยัง้แคลเซยีมคลอไรด์

ได้ดีกว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป PowerPlex® 

Fusion 6C kit แต่ชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป  

PowerPlex® Fusion 6C kit สามารถทนทานต่อ 

เฮมาติน ได้ดีกว่าชุดตรวจวิเคราะห์สำ�เร็จรูป Inves-

tigator® 24 plex Go kit และท้ังสองชุดตรวจ

วิเคราะห์สำ�เร็จรูปมีประสิทธิภาพและความไวในการ

ตรวจวเิคราะห์ตวัอยา่งทีม่กีารปนเปือ้นของกรดฮิวมกิ

ได้ดี ไม่แตกต่างกัน ดังนั้นข้อมูลดังกล่าวจึงเป็น

แนวทางสำ�หรบัห้องปฏบิตักิารในการเลอืกใช้ชดุตรวจ

ให้ตรงกับวัตถุประสงค์ของงานท่ีรับผิดชอบและชนิด

ของสิ่งส่งตรวจของแต่ละห้องปฏิบัติการเพื่อช่วย 

ในการตรวจวิเคราะห์ให้ได้ผลการตรวจท่ีถูกต้องและ
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Abstract
This study was designed to evaluate the diagnostic accuracy of the rapid urine strip test, 

nitrite and leukocyte esterase to predict urinary tract infection (UTI) by comparison with the 

gold standard of urine culture. A total of 492 samples were collected from the patients receiving 

treatment at the Hospital for Tropical Diseases, Faculty of Tropical Medicine, Mahidol  

University, Bangkok, Thailand, during the study period of January 2019 to August 2020. It was 

found that 58.13% were positive with bacterial culture. The prevalence of urinary tract  

infections in females (65.73%) was higher than that in males (34.27%). Almost all of the  

detected microorganisms were gram-negative, the Escherichia coli (52.21%) was the most  

frequently isolated, followed by Klebsiella pneumoniae (9.18%) and Enterococcus faecalis 

(7.59%), respectively. The sensitivity of nitrite alone and leukocyte esterase alone were 33.64% 

and 81.12% with the specificity of 97.57% and 71.84%. The combination of nitrite and leukocyte 

esterase test on the sensitivity, specificity, positive predictive value and negative predictive value 

were 67.18%, 97.99%, 96.70% and 77.25%, respectively. This study indicated that the rapid 

urine strip test, nitrite and leukocyte esterase, can be used as a screening tool before urine culture 

for UTI diagnosis. The test also showed a high sensitivity, accurate predictive value, low cost, 

and easy interpretation suitable for screening of infectious and non-infectious urine.

Keywords:  Rapid urine strip test, Urinary tract infection, Nitrite, Leukocyte esterase
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 48 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2563 นิพนธ์ต้นฉบับ

การเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์ปัสสาวะด้วยแถบ
ทดสอบกับการเพาะเชื้อเพื่อวินิจฉัยการติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ

พุทรา ชลสวัสดิ์ เบญจมาภรณ์ วงษ์พันธุ์* จันทวรรณ สัตยารักษ์ และ อัสรินดา อับดุลกานาน

งานห้องปฏิบัติการเวชศาสตร์ชันสูตร โรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อน คณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล 
กรุงเทพมหานคร

บทคัดย่อ
งานวิจัยน้ีเป็นการศึกษาผลของการใช้แถบตรวจปัสสาวะสำ�เร็จรูปไนไตรท์ (nitrite; N) และ 

ลิวโคซัยท์เอสเทอเรส (leukocyte esterase; LE) เปรียบเทียบกับผลการเพาะเชื้อจากปัสสาวะ ในการ

วนิิจฉัยการติดเช้ือในทางเดินปสัสาวะของผู้ปว่ยท่ีมารบับรกิารการรกัษาท่ีโรงพยาบาลเวชศาสตรเ์ขตรอ้น 

ตั้งแต่เดือนมกราคม พ.ศ. 2562 ถึงเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2563 จำ�นวนทั้งหมด 492 ตัวอย่าง ซึ่งผลการ

เพาะเช้ือในปัสสาวะ พบเช้ือจุลชีพ ร้อยละ 58.13 พบความชุกของการติดเช้ือทางเดินปัสสาวะใน 

เพศหญิง (รอ้ยละ 65.73) สงูกวา่ในเพศชาย (รอ้ยละ 34.27) เช้ือจลุชพีท่ีพบเกอืบท้ังหมดเปน็แบคทีเรยี

ชนิดแกรมลบ ซึ่งเชื้อที่พบมากที่สุดได้แก่ Escherichia coli (ร้อยละ 52.21) รองลงมาได้แก่ Klebsi-

ella pneumoniae (ร้อยละ 9.18) และ Enterococcus faecalis (ร้อยละ 7.59) ตามลำ�ดับ จากผลการ

ตรวจตัวอย่างปัสสาวะด้วยแถบทดสอบสำ�เร็จรูปไนไตรท์ (N) และ ลิวโคซัยท์เอสเทอเรส (LE) พบว่า

มีค่าความไวร้อยละ 33.64 และ 81.12 ตามลำ�ดับ และมีค่าความจำ�เพาะร้อยละ 97.57 และ 71.84  

ตามลำ�ดับ และเม่ือนำ�ผลการทดสอบท้ังสองชนิดประกอบกันพบว่าจะได้ค่าความไว ความจำ�เพาะ  

การทำ�นายผลบวก และการทำ�นายผลลบ เป็นร้อยละ 67.18, 97.99, 96.70 และ 77.25 ตามลำ�ดับ  

จากผลการวจิยัแสดงใหเ้หน็ว่าการใช้แถบทดสอบสำ�เรจ็รปู ไนไตรท์ และ ลวิโคซยัท์เอสเทอเรสรว่มกนั 

สามารถใช้เป็นแนวทางในการตรวจคัดกรองการติดเช้ือในทางเดินปัสสาวะก่อนการส่งเพาะเช้ือได้  

แถบทดสอบสำ�เร็จรูปมีความไวและการทำ�นายผลลบสูง และยังเป็นวิธีที่สะดวก ทำ�ง่าย ราคาถูก ตรวจ

และอ่านผลได้ในทันที สามารถนำ�มาใช้ตรวจขั้นต้นเพื่อแยกปัสสาวะที่มีและไม่มีเชื้อออกจากกันได้

คำ�สำ�คัญ: แถบตรวจปัสสาวะสำ�เร็จรูป ติดเชื้อในทางเดินปัสสาวะ ไนไตรท์ ลิวโคซัยท์เอสเทอเรส

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: benjamaporn.won@mahidol.ac.th
รับบทความ: 16 ตุลาคม 2563 	 แก้ไขบทความ: 10 พฤศจิกายน 2563 	 รับตีพิมพ์บทความ: 7 มกราคม 2564
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บทน�ำ
การตดิเชือ้ในระบบทางเดนิปสัสาวะ (urinary 

tract infection; UTI) เป็นโรคที่เกิดจากอวัยวะ 

ในระบบทางเดนิปสัสาวะซึง่ไดแ้ก่ ไต ท่อไต กระเพาะ

ปัสสาวะ และท่อปัสสาวะ เกิดการอักเสบจากการ 

ติดเชื้อ(1) จากการศึกษาของ Khazaei และคณะ  

ในประเทศอิหร่านพบการรายงานอุบัติการณ์การติด

เช้ือในทางเดินปัสสาวะสูงเป็นอันดับต้นของการติด

เช้ือในโรงพยาบาล(2) ส่วน Bency และคณะ ในปี 

พ.ศ. 2556 ท่ีประเทศอินเดีย พบว่าผู้หญิงมีการ 

ติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะสูงถึงร้อยละ 63.3 

ส่วนในเพศชายพบเพียงร้อยละ 36.7(3) โดยเกือบ

ท้ังหมดเป็นการติดเชื้อแบคทีเรีย ซึ่งจากการศึกษา

ของ Vranic และคณะ ในปี พ.ศ. 2558 พบว่าการ

ติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะมักพบการติดเชื้อ 

Escherichia coli บ่อยที่สุดประมาณร้อยละ 67.21 

รองลงมาเป็น Proteus spp., Enterococcus  

faecalis และ Enterobacter4 ซึง่เปน็สาเหตใุหผู้ป้ว่ย 

ตอ้งไดร้บัการรกัษาในโรงพยาบาล โดยเฉพาะในผูป้ว่ย

สูงอายุ ผู้ป่วยโรคเบาหวานหรือผู้ป่วยที่มีการอุดตัน

ของทางเดินปัสสาวะ และยังเป็นสาเหตุสำ�คัญท่ีสุด

ของการติดเชื้อในกระแสเลือดในผู้สูงอายุ(5) โดยการ 

ติดเชื้อในระบบทางเดินปัสสาวะ สามารถแบ่งได้เป็น

แบบที่มีอาการแสดง (symptomatic UTI) โดยมัก 

มีไข้ หนาวสั่น ซึ่งแพทย์จะสามารถตรวจและวินิจฉัย

ได้ และการติดเช้ือทางเดินปัสสาวะแบบไม่มีอาการ 

(asymptomatic bacteriuria)(6) ซึ่งมักไม่มีไข้ ดังนั้น

จึงต้องอาศัยการตรวจทางห้องปฏิบัติการ โดยเฉพาะ

การเพาะเลีย้งเชือ้ในปสัสาวะ (urine culture) ซึง่สว่น

ใหญ่จะพบการเจริญเติบโตของเช้ือจุลชีพ > 105  

โคโลนีต่อหน่วยปัสสาวะ 1 มิลลิลิตร (CFU/mL) โดย

การเก็บปสัสาวะจากการสวนปสัสาวะแบบสะอาดถือว่า

เปน็จำ�นวนเชือ้แบคทีเรยีท่ีมนียัสำ�คญั บง่ช้ีการตดิเช้ือ

ในทางเดินปัสสาวะไม่ว่าผู้ป่วยจะมีหรือไม่มีอาการ  

ดงันัน้การวนิจิฉัยการตดิเช้ือในระบบทางเดนิปสัสาวะ

ได้อย่างรวดเร็วและถูกต้องสามารถลดความเส่ียงต่อ

การเกิดภาวะแทรกซ้อนต่างๆ และการเสียชีวิตของ 

ผูต้ดิเชือ้ได ้ซึง่ในปจัจุบนัวธีิทีถื่อเปน็มาตรฐานในการ

วินิจฉัยการติดเช้ือในระบบทางเดินปัสสาวะ คือการ

เพาะเชือ้จากตวัอยา่งปสัสาวะ อยา่งไรก็ตามการตรวจ

ด้วยวิธีดังกล่าวมีราคาแพง ต้องใช้บุคลากรท่ีมีความ

ชำ�นาญเฉพาะทางและต้องใช้เวลารอผลการตรวจ

วิเคราะห์อย่างน้อย 24-48 ชั่วโมง ปัจจุบันได้มีการ

พฒันาแถบทดสอบสารเคมีในปสัสาวะ (dipstick test) 

ซึง่สว่นใหญ่ทำ�จากเซลลโูลสโดยท่ีบรเิวณรเูลก็ๆ ตอน

ปลายของแถบชุบด้วยสารเคมีซึ่งสามารถทำ�ปฏิกิริยา

กับสารท่ีผิดปกติในปัสสาวะ ทำ�ให้เกิดการเปล่ียนสี

ของผลิตผลข้ันสุดท้าย โดยความเข้มของสีท่ีเกิดข้ึน

จะเป็นปฏิภาคโดยตรงกับปริมาณของสารท่ีต้องการ

ตรวจ(7) วิธีนี้สามารถตรวจได้สะดวก รวดเร็ว มีความ

ไวและความนา่เชือ่ถือสงู แตก่ารใช้แถบทดสอบในการ

ตรวจมีข้อควรระวังคือต้องเก็บรักษาแถบทดสอบ 

ไม่ให้ถูกความช้ืน ควรตรวจปัสสาวะทันทีที่ไดร้บัตวัอยา่ง 

และไม่ควรตรวจปัสสาวะที่เก็บมานานเกิน 2 ชั่วโมง 

รวมทัง้การอ่านผลภายในระยะเวลาท่ีกำ�หนดก็จะช่วย

ให้การตรวจมีความถูกต้องมากยิ่งขึ้น

ดงันัน้ผูว้จิยัจงึสนใจท่ีจะศกึษาความสมัพนัธ์

ของผลการตรวจปัสสาวะโดยใช้แถบทดสอบไนไตรท์ 

(N) และ ลิวโคซัยท์เอสเทอเรส (LE) เปรียบเทียบ

กับผลการเพาะเช้ือจากปัสสาวะ ในด้านความไวและ

ความจำ�เพาะ โดยใช้ผลการเพาะเช้ือเป็นเกณฑ์

มาตรฐาน และนำ�ผลการศึกษาที่ได้มาใช้เป็นข้อมูล

สนบัสนนุเพือ่ลดการส่งตรวจเพาะเชือ้จากปสัสาวะใน

รายท่ีไม่จำ�เป็น เนื่องจากการใช้แถบทดสอบทำ�ได้

สะดวก รวดเร็วและมีราคาถูกกว่าการเพาะเชื้อ



พุทรา ชลสวัสดิ์ และคณะ7552

วัสดุและวิธีการ
การพิจารณาจริยธรรมการวิจัยในคน

โครงการวิจัยนี้ ได้รับการพิจารณาอนุมัติ

รับรองจากคณะกรรมการจริยธรรมในคน คณะ

เวชศาสตรเ์ขตรอ้น มหาวิทยาลยัมหิดล เลขท่ี TMEC 

18-065 

	

กลุ่มตัวอย่าง 

กลุ่มตัวอย่างคือผู้ป่วยท่ีมารับการรักษาท่ี 

โรงพยาบาลเวชศาสตร์เขตร้อน คณะเวชศาสตร์ 

เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล ซึ่งแพทย์ส่งตรวจเพาะ

เช้ือแบคทีเรียจากปัสสาวะ โดยไม่จำ�กัดเพศและ 

อายุ ดำ�เนินการเก็บตัวอย่างตั้งแต่เดือนมกราคม  

พ.ศ. 2562 ถึงเดือนสิงหาคม พ.ศ. 2563 จำ�นวนรวม 

492 ตัวอย่าง 

การเก็บตัวอย่างปัสสาวะ

ตัวอย่างปัสสาวะเก็บจากผู้ป่วยที่มารับบริการ

ท้ังแผนกผูป้ว่ยในและผูป้ว่ยนอก และเพือ่ปอ้งกันการ

ปนเปื้อน (contamination) จึงให้กลุ่มตัวอย่าง

ทำ�ความสะอาดอวยัวะสบืพนัธุภ์ายนอกดว้ยน้ำ�สะอาด 

และถ่ายปสัสาวะช่วงแรกท้ิง จากนัน้เก็บปสัสาวะสว่น

กลาง (mid-stream) ปรมิาตร 10 มลิลลิติร ใสภ่าชนะ

ปลอดเชื้อ (Labmaster, Thailand) แล้วส่งตัวอย่าง

มาทีง่านห้องปฏิบตักิารเวชศาสตรช์นัสตูร โรงพยาบาล

เวชศาสตรเ์ขตรอ้น คณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวทิยาลัย

มหิดล 

การตรวจปัสสาวะด้วยวิธีการเพาะเชื้อ

จุ่ม sterile calibrate loop ขนาด  

10 ไมโครลิตร (SterileRight®, Taiwan) ลงใน

ตวัอยา่งปสัสาวะ แลว้นำ�ไปขดีเพาะเช้ือ (streak plate) 

เพื่อหาจำ�นวนและชนิดของเช้ือใน blood agar 

(Scharlua, Thailand) และ Mac Conkey agar 

(Scharlua, Thailand) โดยบ่มที่อุณหภูมิ 35 องศา-

เซลเซียส (Memmert, Germany) เป็นเวลา 24 

ชั่วโมง จากนั้นนับจำ�นวนเชื้อแต่ละชนิดที่ข้ึนบน

อาหารเลี้ยงเชื้อ คูณด้วย 1000 เพื่อรายงานผลเป็น

จำ�นวนโคโลนตีอ่หนว่ยปสัสาวะ 1 มลิลิลติร (CFU/mL) 

เช้ือแบคทีเรียที่พบในปริมาณสูง (มากกว่า 103)  

นำ�ไปแยกชนิดเชื้อ (identify) ต่อ โดยการทดสอบ

ทางชีวเคมี (biochemical tests) จนทราบชนิด  

(species) ของเชื้อ 

การตรวจปสัสาวะทางเคมีด้วยการใช้แถบทดสอบ 

(strip test)

นำ�ตัวอย่างปัสสาวะท่ีส่งตรวจด้วยวิธีเพาะ

เช้ือแลว้มาตรวจดว้ยแถบทดสอบทันท ีโดยเทปสัสาวะ

ลงในหลอดทดลองพลาสติกก้นแหลม ปริมาตร  

5 มิลลิลิตร แล้วนำ�ไปตรวจวิเคราะห์โดยเครื่องตรวจ

วิเคราะห์ปัสสาวะอัตโนมัติ (Sysmex UX-2000, 

Germany) 

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 

นำ�ข้อมูลผลการเพาะเช้ือกับผลการตรวจ 

ไนไตรท์/ลิวโคซัยท์เอสเทอเรส มาคำ�นวณหาค่าความ

ไว (sensitivity), ความจำ�เพาะ (specificity),  

ค่า positive predictive value (PPV) และค่า 

negative predictive value (NPV) โดยใช้สูตร

คำ�นวณดังนี้ 

การศึกษาความไว 

% sensitivity 	= 	TP x 100 

 			   TP + FN

การศึกษาความจำ�เพาะ 

% specificity 	= 	TN x 100 

 			   TN + FP 
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positive predictive value (PPV) 

% PPV 	 =	 TP x 100 

 		   	 TP + FP 

negative predictive value (NPV) 

% NPV 	 = 	TN x 100 

 			   TN + FN

TP = true positive, FN = false negative,  

TN = true negative, FP = false positive 

ผลการวิจัย
จากการศึกษาความสัมพันธ์ของผลตรวจ

ด้วยแถบทดสอบไนไตรท์ (N) และลิวโคซัยท์เอส-

เทอเรส (LE) เปรียบเทียบกับผลการเพาะเชื้อจาก

ปัสสาวะของผู้ป่วยท่ีมารับการรักษาท่ีโรงพยาบาล 

จำ�นวนทั้งหมด 492 ตัวอย่าง พบว่า

1.	 ผลการเพาะเชื้อด้วยวิธีมาตรฐาน จาก

ตัวอย่างปัสสาวะของผู้ป่วย 492 ราย พบเชื้อจุลชีพ 

286 ราย (ร้อยละ 58.13) ไม่พบเชื้อจุลชีพ 206 ราย 

(ร้อยละ 41.87) เป็นชาย 98 ราย (ร้อยละ 34.27) 

หญิง 188 ราย (ร้อยละ 65.7) (Fig. 1) เชื้อจุลชีพ

Fig. 1 Distribution of patient with positive culture

ส่วนใหญ่เป็นเช้ือแบคทีเรียชนิดแกรมลบ (ร้อยละ 

80.38) เชื้อที่พบมากที่สุด ได้แก่ Escherichia coli 

(ร้อยละ 52.21) รองลงมา ได้แก่ Klebsiella  

pneumoniae (ร้อยละ 9.18) และ Enterococcus 

faecalis (ร้อยละ 7.59) (Table 1)

2. ผลการตรวจปัสสาวะด้วยแถบทดสอบ

เมื่อเปรียบเทียบกับผลการเพาะเช้ือ พบว่าแถบ

ทดสอบ LE ใหผ้ลตรวจท่ีเปน็บวกตรงกับผลเพาะเช้ือ

มากที่สุด 232 ราย (ร้อยละ 81.12) ส่วนแถบทดสอบ 

N ให้ผลเป็นบวก 99 ราย (ร้อยละ 34.62) และผล

แถบทดสอบ LE และ N ให้ผลบวกทั้งคู่ 88 ราย 

(ร้อยละ 30.77) การเพาะเช้ือให้ผลบวกแต่แถบ

ทดสอบ LE ให้ผลลบ 54 ราย (ร้อยละ 18.88) และ

แถบทดสอบ N ให้ผลลบ 187 ราย (ร้อยละ 65.38) 

ส่วนในรายท่ีการเพาะเช้ือให้ผลลบ แต่แถบทดสอบ 

LE ให้ผลบวก 58 ราย (ร้อยละ 28.16) และแถบ

Female,
65.73%

Male,
34.27%
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Table 1 Distribution of Bacteria isolated form Culture Positive Patient

Organisms Male (%) Female (%)
Total no. of 

isolates 

Escherichia coli (ESBL producing stain) 28 (24.78%) 61 (30.05%) 89 (28.16%)

Escherichia coli 16 (14.16%) 60 (29.56%) 76 (24.05%)

Klebsiella pneumoniae 9 (7.96%) 9 (4.43%) 18 (5.70%)

Klebsiella pneumoniae (ESBL producing stain) 2 (1.77%) 9 (4.43%) 11 (3.48%)

Enterococcus faecalis 9 (7.97%) 15 (7.39%) 24 (7.59%)

Proteus mirabilis 11 (9.74%) 10 (4.93%) 21 (6.65%)

Proteus mirabilis (ESBL producing stain) 1 (8.62%) 1 (0.49%) 2 (0.63%)

Yeast 7 (6.19%) 15 (7.39%) 22 (6.96%)

Pseudomonas aeruginosa 2 (8.85%) 9 (2.46%) 15 (4.75%)

Acinetobacter baumanii 6 (5.31%) 2 (0.99%) 8 (2.53%)

Streptococcus agalactiae (Gr.B) 4 (3.64%) 1 (0.49%) 5 (1.58%)

Enterococcus faecium 1 (0.88%) 3 (1.48%) 4 (1.27%)

Morganella morganii 0 (0%) 4 (1.97%) 4 (1.27%)

Providencia rettgeri 3 (2.66%) 0 (0%) 3 (0.95%)

Staphylococcus aureus 1 (0.89%) 2 (0.99%) 3 (0.95%)

Enterobacter agglomerans 0 (0%) 2 (0.99%) 2 (0.63%)

Enterobacter cloacae 0 (0%) 2 (0.99%) 2 (0.63%)

Staphylococcus aureus (MRSA) 2 (1.77%) 0 (0%) 2 (0.63%)

Citrobacter amalonaticus 0 (0%) 1 (0.49%) 1 (0.32%)

Citrobacter diversus 1 (0.89%) 0 (0%) 1 (0.32%)

Enterobacter aerogenes 0 (0%) 1 (0.49%) 1 (0.32%)

Staphylococcus epidermidis 1 (0.89%) 0 (0%) 1 (0.32%)

Viridans Streptococci 1 (0.89%) 0 (0%) 1 (0.32%)

Total 113 203 316
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ทดสอบ N ให้ผลบวก 5 ราย (ร้อยละ 2.43) (Table 2) 

3. ผลการตรวจปัสสาวะด้วยแถบทดสอบ 

เพื่อหาค่าความไวและความจำ�เพาะ จากผลการตรวจ

ด้วยแถบทดสอบ N และ LE ร่วมกัน และคำ�นวณหา

ค่าความไว และความจำ�เพาะ เมื่อเปรียบเทียบกับผล

การเพาะเชื้อพบว่า แถบทดสอบ N มีความไว และ

ความจำ�เพาะ ร้อยละ 33.64 และ 97.57 ตามลำ�ดับ 

ส่วนแถบทดสอบ LE มีความไว และความจำ�เพาะ 

ร้อยละ 81.12 และ 71.84 ตามลำ�ดับ และเมื่อใช้ผล

จาก 2 แถบทดสอบ N และ LE ร่วมกันให้ผลความ

ไวและความจำ�เพาะคดิเปน็รอ้ยละ 67.18 และ 97.99 

ตามลำ�ดับ (Table 3)

4. ผลการคำ�นวณค่าการทำ�นายผลบวกและ

ค่าการทำ�นายผลลบ จากผลการศึกษาค่าการทำ�นาย

ผลบวกของผลการตรวจ N และ LE คอืรอ้ยละ 95.19 

และ 80.00 ตามลำ�ดับ และค่าการทำ�นายผลลบ คือ

ร้อยละ 51.80 และ 73.27 ตามลำ�ดับ และเมื่อใช้ผล

จาก 2 การทดสอบคือผล LE และ N ร่วมกันพบว่า

คา่การทำ�นายผลบวกคดิเปน็รอ้ยละ 96.70 และคา่การ

ทำ�นายผลลบคิดเป็น ร้อยละ 77.25 (Table 3)

วิจารณ์ผล
จากผลการศึกษาครั้งนี้พบความชุกของการ

ติดเชื้อทางเดินปัสสาวะในเพศหญิง (ร้อยละ 65.73) 

สูงกว่าในเพศชาย (ร้อยละ 34.27) สอดคล้องกับ

รายงานของ Bency และคณะ ในปี พ.ศ. 2556  

ที่ประเทศอินเดีย(3) และ Parveen และ Rahim ใน

ปี พ.ศ. 2560 ที่ประเทศบังกลาเทศ(8) ด้วยลักษณะ

ทางกายภาพของเพศหญิงท่ีมีท่อปัสสาวะ (ความยาว

โดยเฉลีย่ประมาณ 4 เซนตเิมตร) สัน้กวา่ของเพศชาย 

(ความยาวโดยประมาณ 20 เซนติเมตร)(9) และอยู่ใกล้

ทวารหนัก ทำ�ให้มีโอกาสสัมผัสกับเชื้อโรคและติดเชื้อ

ได้ง่ายจากช่องคลอด อุจจาระ และจากการมีเพศ

สัมพันธ์ เชื้อจุลชีพที่พบมีความชุกมากที่สุดคือ E. coli 

(ร้อยละ 52.05) สอดคล้องกับผลการศึกษาของ  

Ralukrudej ในปี พ.ศ. 2554 ท่ีประเทศไทย(10) 

Table 2 Urine dipstick in comparison with urine culture

Dipstick tests 
Culture (%)

Positive Negative

Nitrite (N) 

	 Positive

	 Negative

99 (34.62) 

187(65.38)

5 (2.43) 

201 (97.57)

Leukocyte esterase (LE)

 	 Positive

 	 Negative

232 (81.12)

54 (18.88)

58 (28.16)

148 (71.84)

Nitrite (N) and 

Leukocyte esterase (LE)

 	 Positive

 	 Negative

88 (30.77)

43 (15.03)

3 (1.46)

146 (70.87)
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Bency และคณะในปี พ.ศ. 2556 ที่ประเทศอินเดีย(2) 

และผลการศกึษาของ Setu และคณะ ในป ีค.ศ. 2013 

ที่ประเทศบังกลาเทศ(11)

จากผลการศึกษาแถบทดสอบสำ�เร็จรูป 

ไนไตรท์ มีค่าความไวร้อยละ 33.64 ค่าความจำ�เพาะ

ร้อยละ 97.57 ซึ่งการตรวจไนไตรท์ ในปัสสาวะจะให้

ผลบวกในกรณีที่เป็นเช้ือแบคทีเรีย สาเหตุส่วนใหญ่

เป็นเช้ือแกรมลบ โดยเชื้อท่ีพบบ่อยคือ E. coli  

ซึ่งสามารถเปลี่ยนไนเตรทให้เป็นไนไตรท์ได้(14, 15)  

จากผลการศึกษาพบว่าไนไตรท์ มีค่าความไวต่ำ� แต่มี

ความจำ�เพาะสูง ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ 

Ralukrudej ในปีพ.ศ. 2554(10) ผลการศึกษาของ 

Marques และคณะในปี พ.ศ. 2557(12) และ  

Fernades และคณะในปีพ.ศ. 2560(13) ซึ่งอาจเป็น

เพราะเกิดผลลบลวงเนื่องจากปัสสาวะของผู้ป่วยค้าง

อยู่ในกระเพาะปสัสาวะไมถึ่ง 4 ช่ัวโมง ทำ�ใหแ้บคทีเรยี

เกิดปฏิกิรยิาไมเ่ตม็ท่ีไมน่านพอท่ีจะเปลีย่นไนเตรทไป

เป็นไนไตรท์ ได้ หรือหากทิ้งปัสสาวะไว้นานเกิน  

4 ชั่วโมงจะทำ�ให้แบคทีเรียในตระกูล non-fermen-

tative gram negative bacilli บางชนิดเปลี่ยน  

ไนเตรทไปเป็นไนไตรท์ และเป็นไนโตรเจนได้อย่าง

สมบรูณ์ทำ�ให้ตรวจไมพ่บไนไตรท์ นอกจากนีย้งัพบว่า

หากผู้ป่วยได้รับยาต้านจุลชีพจะทำ�ให้เอนไซม์ท่ีมีอยู่

ไม่สามารถเปลี่ยนไนเตรทไปเป็นไนไตรท์ได้ หรือ

ปัสสาวะมีสีเข้มและมีพีเอชต่ำ�กว่า 6 ซึ่งทำ�ให้ความไว

ในการทดสอบลดลง ในกรณีพบเชื้อ Enterococci 

spp., Staphylococci spp. และยีสต์ ไนไตรท์จะให้

ผลลบเพราะเชือ้เหลา่นี้ไมม่เีอนไซมเ์ปลีย่นไนเตรทไป

เป็นไนไตรท์ได้ ส่วนผลบวกปลอมมักเกิดจากผู้ป่วย

รับประทานอาหารท่ีมี ไนเตรทมากเกินไป หรือ 

เก็บปัสสาวะไม่ ถูกต้องมีการปนเปื้อนของเชื้อ

แบคทีเรีย(14, 15) 

จากผลการศึกษาแถบทดสอบสำ�เร็จรูป 

ลิวโคซัยท์เอสเทอเรส พบมีค่าความไวร้อยละ 81.12 

และค่าความจำ�เพาะร้อยละ 71.84 ซึ่งสอดคล้องกับ

งานวิจัยของ Marques และคณะใน พ.ศ. 255712 

ถึงแมล้วิโคซยัท์เอสเทอเรสจะมคีา่ความจำ�เพาะสงูแต่

ยังน้อยกว่าไนไตรท์ อาจเป็นเพราะมีผลลบลวง 

ซึง่อาจเกดิจากในปสัสาวะมกีลโูคสมากกวา่ 3 กรมัตอ่

เดซิลิตร ปัสสาวะมีความถ่วงจำ�เพาะสูง มีระดับอัลบูมิน 

มากกว่า 500 มิลลิกรัมต่อเดซิลิตร ได้รับยาปฏิชีวนะ 

เช่น เซฟาเล็กซิน เตตราไซคลิน และ กรดออกซาลิก 

Table 3 Performance characteristics of dipstick

Nitrite (N)
Leukocyte 

esterase (LE)

Nitrite (N) &

Leukocyte esterase (LE)

True positive (TP) 99 232 88

False negative (FN) 187 54 43

True negative (TN) 201 148 146

False positive (FP) 5 58 3

Sensitivity 34.62 81.12 67.18

Specificity 97.57 71.84 97.99

Positive predictive value (PPV) 95.19 80.00 96.70

Negative predictive value (NPV) 51.80 73.27 77.25
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หรอืผูป้ว่ยอาจมเีมด็เลือดขาวชนดิอืน่ที่ไม่ใชแ่กรนโูลซยัท์ 

ทำ�ให้ไม่สามารถตรวจหาเอนไซม์ได้ ในกรณีที่เกิดผล

บวกปลอม พบได้ในผูป้ว่ยท่ีเปน็โรคอ่ืนนอกเหนอืจาก

โรคติดเชื้อ เช่น โรคไต หรืออาจมีผงซักฟอกท่ีปน

เปื้อนมากับภาชนะเก็บปัสสาวะ

นอกจากนีเ้มือ่นำ�ผลการทดสอบทัง้สองชนดิ

ประกอบกันพบว่าจะได้ค่าความไว ความจำ�เพาะ  

การทำ�นายผลบวกและการทำ�นายผลลบสูงข้ึน คือ 

ร้อยละ 67.18, 97.99, 96.70 และ 77.25 ตามลำ�ดับ 

ซึ่งสอดคล้องกับผลการศึกษาของ Marques และ 

คณะใน พ.ศ. 2557(12) และ Hataysal และคณะใน 

พ.ศ. 2556(16) ซึ่งแสดงให้เห็นว่า การพิจารณาใช้ผล

การทดสอบทั้ง 2 ชนิดประกอบกันมีความไวท่ีไม่สูง

มาก แต่ค่าความจำ�เพาะ และค่าการทำ�นายผลบวก

ค่อนข้างสูง (ร้อยละ 97.99 และ 96.70) ดังนั้นแถบ

ทดสอบสำ�เร็จรูปจึงสามารถนำ�มาช่วยคัดกรองการติด

เชื้อในทางเดินปัสสาวะได้ดีในระดับหนึ่ง และแนะนำ�

ให้ประเมินผลการตรวจปัสสาวะด้วยกล้องจุลทรรศน์

อีกทางหนึ่ง เพื่อเพิ่มความน่าเชื่อถือของการตรวจ

วิเคราะห์ปัสสาวะให้มากข้ึน อย่างไรก็ตามหากผล 

การตรวจพบความผิดปกติอย่างใดอย่างหนึ่งในสอง

รายการนี้ควรส่งทำ�การเพาะเชื้อต่อไป 

สรุปและข้อเสนอแนะ
จากผลการศึกษาแถบทดสอบสำ�เร็จรูป 

ไนไตรท์ และลิวโคซัยท์เอสเทอเรส สามารถนำ�มาใช้

เป็นการช่วยคัดกรองการติดเชื้อในทางเดินปัสสาวะ 

นอกจากนี้ยังเป็นวิธีที่สะดวกในการใช้สำ�หรับห้อง

ปฏิบัติการ ขั้นตอนในการทำ�ง่าย ราคาถูก ตรวจและ

อ่านผลได้ในทันที ซึ่งสามารถนำ�มาใช้ตรวจขั้นต้นใน

การแยกปัสสาวะท่ีมีเ ช้ือแบคทีเรียและไม่มีเ ช้ือ

แบคทีเรียออกจากกันได้ใช้เป็นแนวทางท่ีแพทย์

สามารถเลือกส่งตรวจเพาะเชื้อในรายท่ีเหมาะสม  

เพื่อช่วยลดค่าใช้จ่าย นอกจากนี้ในรายที่แพทย์สงสัย

ก็สามารถตรวจซ้ำ� และได้ผลในเวลารวดเร็ว แต่พบ

ว่าการตรวจด้วยแถบทดสอบสำ�เร็จรูปมีข้อจำ�กัดใน

เรื่อง ความไวและการทำ�นายผลลบค่อนข้างต่ำ� ซึ่งใน

รายท่ีแพทย์สงสัยก็ควรใช้วิธีเพาะเช้ือมาตรฐานเป็น 

สิ่งตัดสินใจให้แน่ชัดอีกครั้ง

โดยรวม ลวิโคซยัทเ์อสเทอเรสเปน็ screening 

test เบื้องต้นท่ีจะตรวจหาสารซึ่งมีแนวโน้มท่ีจะเป็น

เม็ดเลือดขาว ส่วนไนไตรท์นั้น หากได้ผลเป็นบวก 

สามารถบอกการติดเชื้อทางเดินปัสสาวะ น่าจะเกิด

จากแบคทีเรียแกรมลบ (gram-negative bacteria) 

ทั้งนี้หากการติดเชื้อเกิดจากสาเหตุอื่นๆ เช่น เชื้อรา 

หรือเช้ือแบคทีเรียแกรมบวก (gram positive  

bacteria) การเพาะเชื้อจะยังคงมีความสำ�คัญอยู่ 

เพราะแพทย์จะได้ ให้การรักษาด้วยยาปฏิชีวนะ  

(antibiotics) ที่ถูกต้อง การติดเชื้อในระบบทางเดิน

ปสัสาวะนัน้ เชือ้กอ่โรคท่ีสำ�คญัสว่นใหญ่มกัจะเปน็เช้ือ

แบคทีเรียแกรมลบ ส่วนแบคทีเรียแกรมบวกและ 

เช้ือรา พบเปน็สาเหตไุดบ้า้งแตอ่บุตักิารณ์ต่ำ� โดยสรปุ

รายงานการวิจัยนี้น่าจะเป็นประโยชน์ต่อการพัฒนา

งานห้องปฏิบัติการต่อไป
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เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล ปีงบประมาณ 2561 
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	 Suggestion for Authors	 คำ�แนะนำ�สำ�หรับผู้เขียน

สมาคมเทคนิคการแพทยแ์ห่งประเทศไทย
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ

นโยบายการรับพิจารณาบทความ
	 วารสารเทคนิคการแพทย์ เป็นวารสารทาง
วิชาการของสมาคมเทคนิคการแพทย์แห่งประเทศไทย 
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี 
กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 มวีตัถปุระสงค์เพือ่ส่งเสรมิการเผยแพรค่วาม
รู้ทางวิชาการ และผลงานวิจัยโดยมีหลักเกณฑ์การ 
พิจารณาบทความดังนี้
	 1.	 เป็นบทความด้านเทคนิคการแพทย์ 
(สาขาเคมีคลินิก สาขาจุลชีววิทยาคลินิก สาขา
ภูมิคุ้มกันวิทยาคลินิก สาขาจุลทรรศนศาสตร์คลินิก 
สาขาปรสิตวทิยาทางการแพทย ์สาขาโลหิตวทิยา สาขา
เวชศาสตร์การธนาคารเลือด) วิทยาศาสตร์การแพทย์
และสาขาวิชาอื่นที่เกี่ยวข้องกับงานทางห้องปฏิบัติการ
ทางคลินิก
	 2.	 บทความต้องไม่เคยนำ�ไปเผยแพร่ใน
วารสารฉบับอืน่มาก่อน และไมอ่ยูร่ะหวา่งการพจิารณา
ลงในวารสารใดๆ
	 3.	 บทความจะต้องมีการอ่านตรวจทาน
ต้นฉบับ จากคณะบรรณาธิการหรือผู้ทรงคุณวุฒิ
เฉพาะสาขาจากภายนอกอย่างน้อย 2 ท่าน ทั้งนี้เพื่อ
ให้วารสารมีคุณภาพในระดับมาตรฐานสากลและนำ�ไป
อ้างอิงได้
	 4.	 บทความที่ตีพิมพ์ลงในวารสารเทคนิค
การแพทย์แล้วถือว่าเป็นลิขสิทธ์ิของวารสารเทคนิค
การแพทย์ สมาคมเทคนิคการแพทย์แห่งประเทศไทย  
ในพระอปุถมัภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวล ี
กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 5.	 ขอ้เขยีนและขอ้คิดเห็นใดๆ ในวารสารน้ี 
เป็นความคิดเห็นส่วนตวั และเปน็ความรบัผดิชอบของ

ผู้เขียนทั้งส้ิน ไม่ใช่ความเห็นของคณะบรรณาธิการ
วารสารเทคนิคการแพทย ์และสมาคมเทคนิคการแพทย์
แห่งประเทศไทย ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ 
พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ
	 6.	 การถอนบทความระหว่างขั้นตอนการ
พิจารณาโดยไม่มีเหตุผลสมควร กองบรรณาธิการขอ
สงวนสิทธ์ิงดรบัพิจารณาตพีมิพบ์ทความครัง้ตอ่ไปเปน็
ระยะเวลา 2 ปี
	 7.	 บทความประเภทนิพนธ์ตน้ฉบบั รายงาน
กรณีศึกษา และบทความวิจัยอย่างส้ัน ผู้นิพนธ์ต้อง
แนบหนังสือรับรองที่ได้รับอนุญาตจากคณะกรรมการ
พจิารณาจรยิธรรมการวจัิยในคน (Ethic committee)
	 8.	 บทความที่ตีพิมพ์ในวารสาร ผู้เขียนตั้ง
คำ�ถามให้ผู้อ่านตอบแบบทดสอบ ลักษณะคำ�ถามเป็น 
ปรนัย มี 4 ตัวเลือก จำ�นวน 5 ข้อ หรือ 10 ข้อ 
ต่อบทความแล้วแต่กรณี โดยผู้เขียนและผู้อ่านที่ตอบ
แบบสอบถามถูกต้องทุกข้อจะได้หน่วยคะแนน ใน
กิจกรรมประเภทที่ 4 กิจกรรมชนิดที่ 16 การศึกษา 
ด้วยตนเองผ่านส่ือสำ�เร็จรูป และผู้เขียนจะได้หน่วย
คะแนน จากกิจกรรมประเภทที่ 5 กิจกรรมชนิด 
ที่ 25 การตีพิมพ์ผลงานวิชาการทางเทคนิคการแพทย์
ในวารสารวิชาการ จากศูนย์การศึกษาต่อเนื่องเทคนิค
การแพทย์ สภาเทคนิคการแพทย์ ดูรายละเอียด 
เพิ่มเติมได้ที่เว็บไซต์ www.mtcouncil.org หรือ 
www.cmtethai.net 

ประเภทของบทความ แบ่งออกเป็น 9 ประเภท คือ
	 1.	 บทบรรณาธิการ (Editorials) เป็น
บทความซึ่งวิเคราะห์ผลงานทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
ที่มีความสำ�คัญในวิชาชีพเทคนิคการแพทย์ หรือ
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วทิยาศาสตรท์ีเ่ก่ียวขอ้ง หรอือาจจะเป็นขอ้คิดเห็นเพือ่
ประโยชน์ในด้านการยกระดับวิชาชีพเทคนิคการแพทย์
ให้สูงขึ้น
	 2.	 บทความปริทัศน์ (Review Article) 
เป็นบทความเพื่อฟื้นฟูวิชาการซ่ึงรวบรวมผลงาน 
เก่ียวกับเรื่องใดเรื่องหน่ึงโดยเฉพาะ ที่เคยลงตีพิมพ์
ในวารสารอื่นมาแล้วโดยนำ�เรื่องมาวิเคราะห์ วิจารณ์ 
และเปรียบเทียบเพื่อให้เกิดความกระจ่างแก่ผู้อ่าน 
เกี่ยวกับเรื่องนั้น
	 3.	 นิพนธ์ต้นฉบับ (Original Article) 
เป็นรายงานเก่ียวกับผลการวิจัยทางด้านเทคนิคการ
แพทยแ์ละวทิยาศาสตรก์ารแพทยท์ีเ่ก่ียวขอ้งโดยไมเ่คย
ตีพิมพ์ที่ใดมาก่อน
	 4.	 บทความพิเศษ (Special Article) 
เป็นบทความเก่ียวกับเรือ่งทัว่ๆ ไปทีม่เีน้ือหาและสาระ
ทีเ่ปน็ประโยชน์และสรา้งสรรค์ เพือ่พฒันาผูอ้า่นวารสาร
ทุกระดับให้ได้รับรู้ความสามารถ เพ่ือนำ�องค์ความรู้ 
ไปประยุกต์ใช้ในชีวิตประจำ�วัน เช่น เรื่องเก่ียวกับ 
หลักธรรมะ ศิลปะการพูด ฯลฯ
	 5.	 รายงานการประชุมวชิาการ (Seminar 
Report) เป็นรายงานจากการประชุมสัมมนาวิชาการ
ที่เป็นประโยชน์แก่ผู้อ่านวารสารเทคนิคการแพทย์
	 6.	 รายงานกรณีศึกษา (Case Report) 
เป็นรายงานเก่ียวกับการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยรายที่ 
น่าสนใจทั้งทางด้านประวัติผลการตรวจร่างกาย และ
การตรวจทางห้องปฏิบัติการคลินิกร่วมกัน
	 7.	 บทความวิ จัยอย่ างสั้ น (Short  
Communication) เป็นบทความวิจัยฉบับย่อ เป็น 
รูปแบบการรายงานการศึกษาแบบกระชับ อันเน่ือง
มาจากข้อจำ�กัดของการศึกษา แต่มีความสมบูรณ์ใน
เน้ือหาที่นำ�เสนอ รูปแบบที่เขียนเป็นลักษณะคล้าย
นิพนธ์ต้นฉบับ แต่จะสั้นและกระชับกว่า
	 8.	 จดหมายถึงบรรณาธิการ (Letter to 
the Editor) เป็นบทความซ่ึงเสนอข้อคิดเห็นและ
ประสบการณ์ทางด้านวิชาการที่เก่ียวข้องกับงานใน
สาขาวิชาชีพเทคนิคการแพทย์อย่างส้ันๆ ในรูปของ
จดหมายถึงบรรณาธิการ

	 9. 	ยอ่วารสาร (Abstract Review) เปน็ 
การย่อบทความทางวิชาการด้านเทคนิคการแพทย์
และวิทยาศาสตร์ที่เกี่ยวข้องและน่าสนใจ ซึ่งได้รับการ 
ตีพิมพ์แล้วในวารสารนานานชาติ เป็นภาษาไทย

การเตรียมต้นฉบับ
	 เพื่อให้การตีพิมพ์บทความเป็นไปอย่าง 
ถูกต้องและรวดเร็วผู้ นิพนธ์จะต้องปฏิบัติตาม 
รายละเอียด ดังนี้
	 1.	 ภาษา ให้ใช้ได้ 2 ภาษาคือภาษาไทย
และ/หรือภาษาอังกฤษ ถ้าต้นฉบับเป็นภาษาไทยควร
พยายามใช้ถ้อยคำ�และศัพท์ภาษาไทยมากที่สุด โดย
ใช้ตามพจนานุกรมศัพท์แพทย์อังกฤษ-ไทย และ
พจนานุกรมศัพท์วิทยาศาสตร์ฉบับราชบัณฑิตยสถาน 
สำ�หรับคำ�ศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทย 
แล้วแต่ยังไม่เป็นที่ทราบกันอย่างแพร่หลาย หรือแปล
แลว้เขา้ใจยาก ให้กำ�กับภาษาเดมิ (องักฤษ) ในวงเลบ็ 
หรืออนุโลมให้ใช้ภาษาอังกฤษได้
	 2.	 ต้นฉบับ พิมพ์ด้วยโปรแกรม Word for  
Windows ด้วยอักษร Cordia New ขนาด 14 และ
พิมพ์เลขหน้าที่ตรงกลางขอบล่างของทุกหน้า โดยไม่
ต้องพิมพ์ชื่อสกุลผู้นิพนธ์ในต้นฉบับ
	 ส่งตน้ฉบับของบทรายงานหรอืบทความตา่งๆ 
ทางเว็บไซต์ของวารสารฯ http://www.jmt-amtt.
com
	 3.	 ชื่อเรื่อง ชื่อผู้นิพนธ์ ชื่อหน่วยงานและ
สถาบันให้แยกไฟล์ต่างหาก
	 	 3.1	 ชื่อเรื่อง มีทั้งภาษาไทย และภาษา
อังกฤษ ซึ่งควรให้สั้นแต่ได้ใจความ ไม่ควรใช้คำ�ย่อใน
เรื่อง ยกเว้นคำ�ที่เป็นที่ยอมรับกันทั่วไป เช่น NADH 
ความยาวของชื่อเรื่องควรมีความชัดเจน สามารถ 
บ่งบอกผู้อ่านให้ทราบถึงสาระสำ�คัญของเน้ือหาและ 
รายละเอียดในตัวบทความ
	 	 3.2	 ชื่อผู้นิพนธ์ ให้เขียนชื่อต้นและ
นามสกุลตัวเต็มทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ไม่ต้อง
ระบุปริญญา ตำ�แหน่งทางวิชาการ หรือ ตำ�แหน่งทาง
ราชการ ในกรณีทีม่ผีูแ้ตง่หลายคน ระบชุือ่ผูร้บัผดิชอบ
บทความและ E-mail address ที่สามารถติดต่อได้
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	 	 3.3	 ช่ือหน่วยงานและสถาบันระบุ 
สถานที่ และ E-mail address ของผู้นิพนธ์ทุกคนที่
สามารถติดต่อได้
	 4.	 รายละเอียดของนิพนธ์ต้นฉบับและ 
บทความวิจัยอย่างสั้นให้เรียงหัวข้อ ตามลำ�ดับต่อไปนี้
	 	 1)	บทคัดยอ่ (Abstract) มทีัง้ภาษาไทย  
และภาษาอังกฤษ ความยาวไม่ เ กิน 300 คำ� 
2) คำ�สำ�คัญ (keywords) มีทั้งภาษาไทย และภาษา
อังกฤษ จำ�นวน 3-5 คำ�) บทนำ�  (introduction) 
ประกอบด้วยเหตุผลและวัตถุประสงค์ ในการวิจัย  
4) วัสดุและวิธีการ (materials and methods) 
รายละเอียดของเครื่องมือและน้ำ�ยา รวมทั้งขั้นตอนที่
สำ�คัญควรระบุให้ชัดเจน 5) ผลการวิจัย (results) 
เขียนใจความส้ันและชัดเจน อาจใช้ตารางหรือภาพ
ประกอบคำ�อธิบาย คำ�อธิบายภาพและตาราง ให้เป็น
ภาษาอังกฤษ 6) วิจารณ์ (discussion) 7) สรุป 
(conclusion) 8) กิตติกรรมประกาศ (acknowl-
edgements) 9) เอกสารอ้างอิง (references)  
ให้เรียงลำ�ดับเลขตามที่ปรากฏก่อนหลังในเนื้อเรื่อง
	 5.	 ตาราง  แผนภูม ิภาพประกอบ ให้แยกไว้
ท้ายบทความโดยใช้หนึ่งหน้าต่อหนึ่งตาราง  หรือหนึ่ง
แผนภมู ิ สำ�หรบัภาพเป็นระบบอเิลก็ทรอนิกส์ให้บันทกึ
ภาพโดยใช้นามสกุล .jpg หรือ .tif สำ�หรับข้อความ
และคำ�อธิบายในตารางและภาพใช้เป็นภาษาอังกฤษ
	 6.  การเขยีนเอกสารอา้งองิ  ให้ใชต้ามระบบ 
Vancouver  ซึ่งมีรายละเอียดดังนี้
	 	 1.	 ถ้ามาจากเอกสารภาษาอังกฤษ  ให้
ใช้ชื่อผู้นิพนธ์เป็นภาษาอังกฤษ เขียนช่ือสกุลตัวเต็ม 
นำ�หน้าตามด้วยอักษรย่อของชื่อต้น
	 	 2.	 ถ้ามาจากเอกสารภาษาไทย ให้แปล
เป็นภาษาอังกฤษและต่อท้ายด้วย (in Thai)
	 	 3.	 ถ้ามาจากภาษาอื่นให้แปลเป็นภาษา
อังกฤษ  และให้วงเล็บภาษาเดิมไว้ตอนท้าย
	 	 4.	 ปีที่อ้างอิงเป็นแบบ ค.ศ.
	 	 5.	 การอ้างอิงเอกสารให้ใช้ชื่อย่อของ
วารสารที่นำ�มาอ้างอิงตามแบบของ Index Medicus 
ปีทีต่พีมิพ ์ฉบบัที ่(volume) หน้าตน้และหน้าสุดทา้ย

		  6.1		ตัวอย่างการอ้างอิงเอกสาร
	 	 	 	6.1.1	ผู้นิพนธ์ตั้งแต่ 1 คนถึง 6 
คน ใส่ชื่อผู้แต่งทุกคน ถ้ามีผู้นิพนธ์มากกว่า 6 คน 
ให้ใส่ชื่อผู้แต่งเพียง 3 คนแรกตามด้วยคำ�ว่า et al.
	 	 	 			 	 -	Solter NA, Wasserman 
Sl, Austern KF, et al. Cold urticaria: release 
into the circulation of histamine and eosino-
philic chemotactic factor of anaphylaxis during 
cold challenge. N Engl J Med 1976; 294: 
687-90.
	 	 	 			 		 -	Manakul S, Inthachang 
N. Rapid haemocultures report. J Med Tech 
Assoc Thailand. 2012; 40: 4300-10. (in Thai)
	 	 	 6.1.2	ผู้นิพนธ์เป็นคณะหรือกลุ่ม 
บุคคล
	 	 	 			 		 -	The committee on 
Enzymes of the Scandinavian Society for 
Clinical Chemistry and Clinical Physiology, 
Recommended method for the determination 
of gamma-glutamyltransferase in blood. Scand 
J Clin Lab Invest 1976; 36: 119-25.
			   6.1.3		 ไม่มีชื่อผู้นิพนธ์ Anonymous.
	 	 	 			 		 -	Coffee drinking and 
cancer of the pancreas (Editorial). Br Med J 
1981; 283: 628.
			   6.1.4	 วารสารประเภท supplement
	 	 	 			 		 -	Frumin AM, Nussbaum 
J, Esposito M. Functional asplenia: demonstra-
tion of splenic activity by bone marrow scan 
(abstract). Blood 1979; 54 (suppl 1): 26a.
	 	 6.2		ตัวอย่างการอ้างอิงหนังสือ
	 	 	 	6.2.1	ผู้นิพนธ์คนเดียว
	 	 	 			 		 -	Eisen HN. Immunol-
ogy: an Introduction to molecular and cellular 
principle of the immune vesponse, 5th ed. New 
York: Harper and Row; 1974: 406	
	 	 	 			 		 -	Wijarm B. The Man-
agement of Knowledge toward Performance. 
Bangkok: Expernet Company; 2004. (in Thai)
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	 	 	 			 -	Chomeya R. Organiza-
tional Effcetiveness on Health Care Criteria 
for Performance Excellence Framework in 
Government Hospitals in Public Health Region  
6. [Ph.D. Thesis in Applied Behavioral Seience 
Research]. Bangkok: Faculty of Graduate 
School, Srinakharinwirot University; 2003. 
(in Thai)
	 	 	6.2.2	 ผู้ นิพนธ์ เ ป็นคณะหรือกลุ่ ม 
บุคคล
	 	 	 			 -	Ame r i c a n  Med i c a l  
Association Department of Drugs. AMA 
drug evaluations. 3rd ed. Littleton: Publishing 
Sciences Group, 1977.
	 	 	6.2.3	 บรรณาธิการ ผูร้วบรวม ประธาน
เป็นผู้แต่ง
	 	 		 			 -	Finegold SM, Martin WJ. 
Diagnostic Microbiology. 6th ed. St.Louis: C.V. 
Mosby Company, 1982.
	 	 	6.2.4	 บทในหนังสือ
	 	 		 			 -	Weinstein L, Swartz MN. 
Pathogenic properties of invading Microorgan-
isms. In: Sodenman Wa Jr., Sidenman Wa, 
editors. Pathologic physiology: mechanisms of 
disease. Philadelphia: WB Saunders; 1974. p. 
457-72.
	 	 		 			 - 	Tienboon P. Anthropo-
metric nutrional assessment. In: Chardapisak 
W, Gosarat C, editors. Ambulatory Pediatrics.  
Chiang Mai: Sangsilp Publishing; 2007. 
p. 363-9. (in Thai)
	 	 	6.2.5	 สิ่งตีพิมพ์ขององค์การต่างๆ 
	 	 		 			 -	National Center for Health 
Statistics. Acute condition: incidence and 
associated disability, United State July 1968-
June 1969. Rockville, MD: National Center 
for Health Statistics, 1972 (Vital and health 
statistics, Series 10: Data from the National 
Health Survey, no 69) (DHEW publication 
no. (HSM) 72-1036).

			  6.2.6	 หนังสือรายเดือนและรายปักษ์
	 	 		 			 -	Roueche B. Annals of 
medicine: the Santa Claus culture. The New 
York 1971 Sep. 4: 66-81.
	 	 	6.2.7	 หนังสือพิมพ์รายวัน
	 	 		 			 -	Shaffer RA. Advances 
in chemistry are starting to unlock mysteries 
of the brain : discoveries should help cure 
alcoholism and insomnia, explain mental  
illness. How the messangers work. Wall Street 
Journal 1977 Aug. 12:1 (col 1), 10 (col 1).
	 6.3		ตัวอย่างการอ้างอิงเอกสารอิเล็กทรอนิกส์
	 	 	6.3.1	 CD-ROM
	 	 		 			 -	Anderson SC, Poulsen 
KB, Anderson’s electronic atlas of hematology 
[CD-ROM]. Philadelphia: Lippincott Williams 
& Wilkins; 2002.
			  6.3.2	 บทความวารสารทางอินเทอร์เน็ต 
(Journal article on the Internet)
	 	 		 			 -	Sanders GD, Bayourni 
AM, Holodnity M, et al. Cost-effectiveness 
of HIV screening in patients older than 55 
year of age. Ann Intern Med [serial on the 
Internet]. 2008 Jun [cited 2008 Oct 7]; 148 
(12). Available from: http://www.annals.org/
cqi/reprint/148/12/889.pdf
	 	 	6.3.3	 ห นั ง สื อ ท า ง อิ น เ ท อ ร์ เ น็ ต 
(Monograph on the Internet)
	 	 		 			 -	Foley KM, Gelband H, 
editors. Improving palliative care for cancer 
[monograph on the Internet]. Washington: 
National Academy Press; 2001 [cited 2002 
Jul 9]. Available form: http://www.nep.edu/
books/0309074029/html/
	 	 	6.3.4	 โฮมเพจ/เว็บไซต์ (Home-
page/Website)
	 	 		 			 -	Cancer–Pain. org [home-
page on the Internet]. New York: Association 
of Cancer Online Resources, Inc.; c 2000-01 
[cited 2008 Oct 3]. Available from: http://
www.cancer-pain.org/



	 Check list การเตรียมต้นฉบับ วารสารเทคนิคการแพทย์

สมาคมเทคนิคการแพทยแ์ห่งประเทศไทย
ในพระอุปถัมภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวลี กรมหมื่นสุทธนารีนาถ

เอกสารประกอบพิจารณา และความรับผิดชอบของผู้แต่งหรือคณะผู้แต่ง
❑ 	ผูแ้ตง่หรอืคณะผูแ้ต่งออกหนงัสอืรบัรองวา่ กำ�ลงัสง่ใหว้ารสารเทคนคิการแพทยพ์จิารณาเท่านัน้ บทความนี ้

หรือบางส่วนของบทความไม่เคยตีพิมพ์ที่ไหนมาก่อน ถ้าบทความได้รับการยอมรับจากกองบรรณาธิการ
บทความและบางส่วนของบทความนี้ จะตีพิมพ์โดย “วารสารเทคนิคการแพทย์” เพียงแห่งเดียวเท่านั้น

❑	 การเสนอชื่อผู้ทรงคุณวุฒิเป็น Reviewer โดยผู้ทรงคุณวุฒิเป็นผู้มีผลงานวิชาการอย่างสม่ำ�เสมอ และต้อง
เป็นบุคคลจากภายนอกสถาบันของผู้แต่ง 2 ท่าน พร้อมสถานที่ทำ�งาน โทรศัพท์ และ E-mail address

❑	หนังสือรบัรองทีไ่ดร้บัอนุญาตจากกรรมการพจิารณาจรยิธรรมการวจัิยในมนุษย ์(Ethic committee) (สำ�หรบั
บทความประเภทนิพนธ์ต้นฉบับ และรายงานผู้ป่วย)

การพิมพ์ต้นฉบับ
❑	พิมพ์ต้นฉบับด้วยโปรแกรม Microsoft Word for Window
❑	 ตั้งค่ากระดาษ ขนาด A4
❑	 ตัวอักษร Cordia New ขนาด 14
❑	 ตาราง พิมพ์แยกจากเนื้อหาแต่รวมอยู่ในไฟล์เดียวกัน และเขียนคำ�ว่า (Table…) ใน text
❑	 รูปภาพ มีความคมชัด ความละเอียดไม่ต่ำ�กว่า 300 pixels/inches และเขียนคำ�ว่า (Fig. …) ใน text
❑	 คำ�ย่อ: ใช้เฉพาะที่เป็นสากลเท่านั้น และเขียนคำ�เต็ม วงเล็บคำ�ย่อครั้งแรกใน Abstract บทคัดย่อหรือ text
❑	 ชื่อยาหรือสารเคมีใช้ generic name เท่านั้น
❑	 บทความภาษาไทย: การเขียนคำ�ศัพท์ภาษาอังกฤษ ให้ยึดหลักการเขียนทับศัพท์หรือใช้ศัพท์บัญญัติตาม

พจนานุกรมฉบับราชบัณฑติยสถาน ยกเวน้คำ�ทีแ่ปลแลว้อาจไดใ้จความไมช่ดัเจน ให้ใชค้ำ�ศัพทภ์าษาองักฤษ 
หรือเขียนคำ�แปลเป็นภาษาไทยแล้ววงเล็บศัพท์ภาษาอังกฤษ ปีให้ใช้เป็นปี พ.ศ. โดยไม่ต้องวงเล็บปี ค.ศ. 
โดยรวมควรใช้เป็นภาษาไทยให้มากที่สุด

การอ้างอิงเอกสาร: วิทยานิพนธ์ไม่สามารถนำ�มาเป็นเอกสารอ้างอิงได้ 
	 ❑ 	ใส่หมายเลขเรียงลำ�ดับที่อ้างถึง
	 ❑ 	พิมพ์ยกระดับเหนือข้อความและมีวงเล็บ
	 ❑ 	อ้างอิงท้ายบทความตามคำ�แนะนำ�ผู้แต่ง (Suggestion for Authors: www.jmt-amtt.com) 
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หน้าแรก (title page) เขียนเป็นภาษาไทย และ อังกฤษ
❑ ชื่อเรื่อง 	 	 ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ ชื่อ-สกุล ของผู้แต่งและคณะ	 	 ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ สถานที่ทำ�งานของผู้แต่งและคณะ		  ❑ ภาษาไทย	 ❑ ภาษาอังกฤษ
❑ E-mail address: ของผู้แต่งและคณะ
❑ หมายเลขโทรศัพท์ผู้รับผิดชอบบทความ	

ประเภทบทความ
❑ บทบรรณาธิการ	 	 ❑ บทความปริทัศน์	 ❑ นิพนธ์ต้นฉบับ
❑ บทความพิเศษ	 	 ❑ รายงานการประชุมวิชาการ	 ❑ รายงานกรณีศึกษา
❑ บทความวิจัยอย่างสั้น	 	 ❑ จดหมายถึงบรรณาธิการ	 ❑ ย่อวารสาร

นิพนธ์ต้นฉบับและบทความวิจัยอย่างสั้น ให้ลำ�ดับเนื้อหาดังต่อไปนี้
❑ บทคัดย่อ ไม่เกิน 300 คำ�		  ❑ คำ�สำ�คัญ (เรียงตามอักษร) จำ�กัด 3-5 คำ�
❑	 Abstract ไม่เกิน 300 คำ� 		  ❑ Keywords (เรียงตามอักษร) จำ�กัด 3-5 คำ�
❑ เนื้อหา ประกอบด้วย
		  ❑ บทนำ� (Introduction)
		  ❑ วัสดุและวิธีการ (Materials and methods)
		  ❑ ผลการศึกษา (Results)
		  ❑ วิจารณ์ (Discussions)
		  ❑ สรุป (Conclusion)
		  ❑ เอกสารอ้างอิง (References) เป็นภาษาอังกฤษ (ตามคำ�แนะนำ�)
		  ❑ ตาราง และ รูปภาพ เป็นภาษาอังกฤษ (ตามคำ�แนะนำ�)

บทความปริทัศน์ 
	 อนุโลมตามผู้แต่ง แต่ให้มีขอบข่ายรูปแบบการเขียน ประกอบด้วย บทคัดย่อ บทนำ� เนื้อเรื่อง สรุป
❑ บทคัดย่อ ไม่เกิน 300 คำ�	 ❑ คำ�สำ�คัญ (เรียงตามอักษร) จำ�กัด 3-5 คำ�
❑ Abstract ไม่เกิน 300 คำ� 	 ❑ Keywords (เรียงตามอักษร) จำ�กัด 3-5 คำ�

	 	 	 	 ลงชื่อ ................................................................................................................. ผู้รับผิดชอบบทความ

 				         (..............................................................................................................)
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