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ซ่ึงสามารถส่งบทความได้ท้ังรูปแบบภาษาไทยและภาษาอังกฤษ	โดยลงทะเบียนเพ่ือส่งบทความเข้าสู่ระบบ

ออนไลน์	Thai	Journals	online	(ThaiJo	2)	ท่ี	https://www.tci-thaijo.org/index.php/jmt-amtt/index

และเลือก	 “สําหรับผู้แต่ง” เพ่ือศึกษาการเตรียมต้นฉบับบทความประเภทต่าง ๆ ของวารสารฯ	 ก่อน

เลือก	“ส่งบทความ”	 เข้าสู่ระบบออนไลน์	และขอเชิญชวนผู้แต่งส่งบทความปริทัศน์	 (Review	article)	

พร้อมคำาถามแบบปรนัย	 จำานวน	 5-10	 ข้อ	 ซ่ึงบทความท่ีได้รับการตีพิมพ์ในวารสารเทคนิคการแพทย์	

จะถูกนำาไปใช้ในการเก็บคะแนน	CMTE	สำาหรับนักเทคนิคการแพทย์ต่อไป

	 สำาหรับบทความในวารสารฉบับน้ี	 ประกอบด้วย	 บทความปริทัศน (Review article) จํานวน 

1 เร่ือง	คือเร่ือง	“การเปรียบเทียบข้อกำาหนดท่ัวไปสำาหรับความสามารถของผู้ให้บริการทดสอบความชำานาญ	

ISO/IEC	17043:2010	และ	ISO/IEC	17043:2023”		บทความนิพนธต้นฉบับ (Original article)

จํานวน 7 เร่ือง	 โดยเน้ือหาของบทความ	 จัดตามกลุ่มวิชาดังน้ี	 1)	 บทความทางด้านการสำารวจพ้ืนท่ี

ติดเช้ือ	 จำานวน	 1	 เร่ือง	 2)	 บทความทางด้านเซลล์ชีววิทยา	 จำานวน	 1	 เร่ือง	 3)	 บทความทางด้าน

จุลทรรศนศาสตร์คลินิก	 จำานวน	 1	 เร่ือง	 4)	 บทความทางด้านเคมีคลินิก	 จำานวน	 3	 เร่ือง	 และ	 5)	

บทความทางด้านโลหิตวิทยา	จำานวน	1	เร่ือง

àÍ¹¡ ÀÙ‹·Í§
บรรณาธิการวารสารเทคนิคการแพทย์
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 บทบาทการต้านเชื้อจุลชีพและแนวทาง
 การใช้งานทางการแพทย์
  ณัฐมน นิยมเดชา
●  ความแตกต่างของหมู่เลือดเก้าระบบ
 ในมนุษย์สามชาติพันธุ์หลัก
  กัลยา เกิดแก้วงาม และ
  จินตนา ทับรอด
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สารบัญ
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เปลี่ยนแปลงระดับไขมัน และอัตราส่วน

 ไตรกลีเซอไรด์ต่อโคเลสเตอรอลใน
 ไลโปโปรตนีชนดิความหนาแนน่สูง ในผูป้ว่ย

เบาหวานชนิดที่ 2
  จินตนา เส็งสุข
	 	 สาวิตร	สงวนวงศ์
   อรทัย ตั้งวรสิทธิชัย
   และ สุรพล ตั้งวรสิทธิชัย
●  ภาวะเครียดทางออกซิเดชันเพิ่มสูงขึ้น
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 ก่อนคลอด โรค Hemoglobin Bart’s 
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Comparison of General Requirements for the Competence 
of Proficiency Testing Provider: ISO/IEC 17043:2010  

and ISO/IEC 17043:2023

Supawan Piyaratanavarasakul* and Sitaphaisith Ekachampaka

Bureau of Laboratory Quality Standards, Department of Medical Sciences, 
Nonthaburi Province, Thailand

Abstract 
Proficiency testing (PT), the evaluation of laboratory performance against predefined 

criteria through interlaboratory comparisons, is an essential component of a quality assurance 

system. PT provider must perform this activity and demonstrate the ability to evaluate  

performance correctly and appropriately. It is essential to comply with the international standard 

generally required for the competence of PT providers. The International Organization for  

Standardization has announced ISO/IEC 17043:2010 as the first standard for PT. The recent 

revision was ISO/IEC 17043:2023. The updated standard has been harmonized with other ISO/ 

CASCO standards such as ISO/IEC 17025:2017 and ISO 15189:2022, facilitating easier  

integration with other management systems. To provide a better understanding, terminology 

definitions have also been updated to conform to ISO 13528:2022.  The new requirements have 

been adjusted from two main points of the first standard, technical and management requirements, 

to five main points: (1) general, (2) structure, (3) resources, (4) process, and (5) management 

system. Including applying concepts of evaluation to ensure that the objectives of PT will be 

achieved, collection and analysis of feedback from participants and stakeholders and a risk and 

opportunity management process was added to increase the reliability of proficiency test results 

and deliver valuable services to customers. Moreover, Annex A and B of ISO/IEC 17043:2023 

have been revised to improve the standard and Annex C has been removed to focus on key points 

only. This review article intended to provide an overview of the changes that have been made to 
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the standard for PT providers to better understand and be able to apply them to improve service 

quality. Delivering of accurate result of PT is valuable in reflecting the quality system. These 

promote laboratory quality assurance system for maximum benefit.

Keywords : ISO/IEC 17043, Proficiency testing, Interlaboratory comparison.



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 บทความปริทัศน์

การเปรียบเทียบข้อกำ�หนดทั่วไปสำ�หรับความสามารถ
ของผู้ให้บริการทดสอบความชำ�นาญ 

ISO/IEC 17043:2010 และ ISO/IEC 17043:2023

สุภาวัลย์ ปิยรัตนวรสกุล* และ สีตไพสิฐ เอกะจัมปกะ

สำ�นักมาตรฐานห้องปฏิบัติการ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ จังหวัดนนทบุรี

บทคััดย่่อ
การทดสอบความชำ�นาญหรอืการประเมินความสามารถหอ้งปฏิบติัการท่ีเขา้รว่มการทดสอบตาม

เกณฑท่ี์กำ�หนดไวล่้วงหน้า โดยการเปรยีบเทียบระหวา่งหอ้งปฏิบติัการเปน็องคป์ระกอบสำ�คญัของระบบ

การประกันคุณภาพท่ีจะต้องดำ�เนินงานอย่างมีศักยภาพและสามารถประเมินผลได้อย่างถูกต้องเหมาะสม  

จึงจำ�เป็นต้องดำ�เนินงานให้สอดคล้องกับมาตรฐานสากล ISO/IEC 17043:2010 ซ่ึงเป็นข้อกำ�หนดท่ัวไป

สำ�หรับการประเมินความสามารถของผู้จัดโปรแกรมทดสอบความชำ�นาญท่ีองค์การระหว่างประเทศ 

ว่าด้วยการมาตรฐานประกาศใชฉ้บบัแรกในปพีทุธศักราช 2553 และต่อมาได้เปลีย่นเปน็ฉบบัลา่สดุ  ISO/

IEC 17043:2023 ในปีพุทธศักราช 2566 เพื่อให้สอดคล้องกับ ISO/CASCO standard เช่นเดียวกับ

ระบบมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 และ ISO 15189:2022 เป็นการอำ�นวยความสะดวกในการบูรณาการ

เข้ากับระบบการบริหารจัดการอื่น ๆ ได้ง่ายข้ึน รวมท้ังปรับคำ�นิยามศัพท์เฉพาะให้สอดคล้องกับ ISO 

13528:2022 เพื่อความเข้าใจท่ีดียิ่งข้ึน มาตรฐาน ISO/IEC 17043:2023 น้ีมี 5 ข้อหลัก ได้แก่   

(1) ข้อกำ�หนดทั่วไป (2) โครงสร้าง (3) ทรัพยากร (4) กระบวนการ และ (5) ระบบบริหารจัดการ   

โดยปรับจากมาตรฐานฉบับแรกซ่ึงมี 2 ข้อหลัก ได้แก่ ข้อกำ�หนดด้านวิชาการและด้านบริหารจัดการ 

เพิม่การประเมินเพือ่ใหแ้น่ใจวา่จะดำ�เนินการได้บรรลวัุตถปุระสงค ์ใช้ขอ้มูลท่ีรวบรวมจากผู้เขา้รว่มและ

ผู้มีส่วนได้ส่วนเสียมาวิเคราะห์เพื่อบริหารความเสี่ยงและโอกาส รวมทั้งได้แก้ไขภาคผนวก A และ B  

ให้ชัดเจนย่ิงข้ึน ตัดภาคผนวก C ออกมุ่งเน้นเฉพาะประเด็นสำ�คัญเท่าน้ัน การเปรียบเทียบการปรับเปล่ียน

มาตรฐานน้ีจะช่วยให้ผู้จัดโปรแกรมทดสอบความชำ�นาญมีความเข้าใจรายละเอียดเน้ือหาได้ดียิ่งขึ้น 

สามารถประยุกต์ใช้ในการปรับปรุงคุณภาพบริการเพื่อส่งมอบผลการทดสอบความชำ�นาญท่ีถูกต้อง 

แม่นยำ� มีคุณค่าในการสะท้อนระบบคุณภาพ อันเป็นการส่งเสริมระบบการประกันคุณภาพทางห้องปฏิบัติการ

ให้เกิดประโยชน์สูงสุด

คำ�สำ�คัญ: ISO/IEC 17043 การทดสอบความชำ�นาญ การเปรียบเทียบระหว่างห้องปฏิบัติการ

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: supawan2510@gmail.com 
รับบทความ: 15 มกราคม 2567           แก้ไขบทความ: 8 มีนาคม 2567         รับตีพิมพ์บทความ: 13 มีนาคม 2567
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บทนำำ�
การทดสอบความชำำ�นาญ (proficiency 

testing: PT) หรืือการประเมิินความสามารถห้้อง

ปฏิิบััติิการที่่�เข้้าร่่วมตามเกณฑ์์ที่่�กำำ�หนดไว้้ล่่วงหน้้า

โดยใช้ก้ระบวนการเปรียีบเทียีบระหว่า่งห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร 

เป็็นองค์์ประกอบที่่�สำำ�คััญของระบบการประกััน

คุณุภาพทางห้อ้งปฏิิบััติกิารทดสอบโดยมาตรฐานสากล 

ISO/IEC 17025:2017(1) ซึ่่�งมีีข้้อกำำ�หนดด้้าน

กระบวนการในข้้อ 7.7 เรื่่�องของความมั่่�นใจในความ

ใช้้ได้้ของผลการวิิเคราะห์์ และข้้อย่่อย 7.7.2 ระบุุให้้

ห้้องปฏิิบััติิการต้้องมีีการเฝ้้าระวัังประสิิทธิิผลโดยการ

เปรียีบเทียีบระหว่า่งห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร  สำำ�หรับัการตรวจ 

ตััวอย่่างทดสอบจากมนุุษย์์ ในห้้องปฏิิบััติิการทาง 

การแพทย์์ตามมาตรฐานสากล ISO 15189:2022(2) 

ในข้้อกำำ�หนดด้้านกระบวนการ ข้้อย่่อย 7.3.7  

การรัับรองความถููกต้้องของผลการตรวจวิิเคราะห์์ 

ซึ่่�งระบุุไว้้ให้้ห้้องปฏิิบััติิการต้้องมีีการเฝ้้าระวัังผลการ

ตรวจวิิเคราะห์์ โดยใช้้วิิธีีการเปรีียบเทีียบระหว่่าง 

ห้้องปฏิิบััติิการหรืือการเข้้าร่่วมโปรแกรมการทดสอบ

ความชำำ�นาญที่่�เหมาะสม เพื่่�อแสดงถึึงความสามารถ

ของห้้องปฏิิบััติิการ ดัังนั้้�นจะเห็็นได้้ว่่าการทดสอบ

ความชำำ�นาญที่่�ดีีและมีีมาตรฐานการดำำ�เนิินงานนั้้�น 

ต้้องเริ่่�มตั้้�งแต่่ การวางแผน การจััดหาวััสดุุทดสอบ

ความชำำ�นาญที่่�มีีคุุณลัักษณะคล้้ายคลึึงกัับตััวอย่่าง

ทดสอบที่่�ตรวจวิิเคราะห์์ในงานประจำำ� กระบวนการ

จััดเตรีียมวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญที่่�ดีีมีีคุุณภาพ  

การตรวจสอบความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันและความคงตััว

ของสารทดสอบ การจััดส่่งวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญ

ให้้กัับห้้องปฏิิบััติิการที่่�เข้้าร่่วมเพื่่�อตรวจวิิเคราะห์์  

และส่่งรายงานผลกลัับภายในระยะเวลาที่่�กำำ�หนด 

การดำำ�เนิินการทดสอบความชำำ�นาญจะช่่วยให้้ห้้อง

ปฏิิบััติิการสามารถเปรีียบเทีียบผลการตรวจวิิเคราะห์์

กัับห้้องปฏิิบััติิการอื่่�น ที่่�ตรวจวิิเคราะห์์วััสดุุทดสอบ

ความชำำ�นาญชนิิดเดีียวกัันได้้ ผลการเปรีียบเทีียบ

ดัังกล่่าวเป็็นข้้อมููลในการช่่วยกระตุ้้�นและผลัักดััน

การจััดทำำ�ระบบคุุณภาพให้้มีีความสมบููรณ์์มากยิ่่�งขึ้้�น   

อีีกทั้้�งเป็็นดััชนีีชี้้�วััดการพััฒนาคุุณภาพอย่่างต่่อเนื่่�อง

และติิดตามการธำำ�รงรัักษาไว้้ซึ่่�งระบบคุุณภาพอย่่าง

ยั่่�งยืืนของห้้องปฏิิบััติิการได้้  

การทดสอบความชำำ�นาญได้้รัับการยอมรัับ

อย่า่งกว้้างขวางว่่าเป็น็เครื่่�องมืือสำำ�คัญัประการหน่ึ่�งใน

การแสดงให้้เห็็นถึึงความสามารถของห้้องปฏิิบััติิการ 

ผลการทดสอบความชำำ�นาญเป็็นหลัักฐานบ่่งชี้้�ถึึง

ปััญหาพื้้�นฐานหรืือปััญหาที่่�กำำ�ลัังเกิิดขึ้้�น และมีีส่่วน

ช่ว่ยในการสนัับสนุนุการพัฒันาระบบคุุณภาพและการ

รัับรองความสามารถทั้้�งห้้องปฏิิบััติิการทดสอบและ

ห้อ้งปฏิิบัตัิกิารสอบเทีียบ ดังันั้้�นเพื่่�อให้้ห้อ้งปฏิิบัตัิกิาร

และหน่่วยงานที่่�เกี่่�ยวข้้องมั่่�นใจและเชื่่�อมั่่�นจึึงมีีความ

จำำ�เป็็นอย่่างยิ่่�งที่่�ผู้้�จัดโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญ

จะต้้องแสดงให้้เห็็นการดำำ�เนิินงานที่่�มีีศัักยภาพและ 

สามารถประเมิินผลการทดสอบความชำำ�นาญของ 

ผู้้�เข้้าร่่วมได้้ถูกูต้้องเหมาะสม มีกีารธำำ�รงรักัษาระบบคุณุภาพ 

ตามมาตรฐานสากลอย่่างต่่อเนื่่�องและได้้รับัการรัับรอง

ความสามารถการเป็็นผู้้�จัดโปรแกรมทดสอบความ

ชำำ�นาญจากหน่่วยรัับรองระบบงาน ซึ่่�งข้้อกำำ�หนด 

พื้้�นฐานหลักัที่่�สำำ�คัญัในการทดสอบความชำำ�นาญ ได้แ้ก่่ 

มาตรฐานสากล ISO/IEC 17043 ซึ่่�งองค์์การ

ระหว่า่งประเทศว่า่ด้ว้ยการมาตรฐาน  (International 

Organization for Standardization) ได้้ประกาศ

ใช้้มาตรฐานสากล ISO/IEC 17043:2010(3)  

ฉบัับพิิมพ์์ครั้้�งแรก ในปีีพุุทธศัักราช 2553 เป็็น

ข้้อกำำ�หนดสำำ�หรัับการจััดทำำ�ระบบบริิหารจััดการให้้มีี

คุณุภาพสอดคล้้องกับัมาตรฐานสากลในประเด็็นต่่าง ๆ  

เช่่น การกำำ�หนดนโยบายคุุณภาพ จััดทำำ�คู่่�มืือคุุณภาพ  

มาตรฐานการปฏิิบััติิงาน วิิธีีปฏิิบััติิและกำำ�หนดวิิธีี

การประเมิินและเกณฑ์์การยอมรัับผลการประเมิิน   

การบริิหารจััดการข้้อมููลเพื่่�อป้้องกัันความผิิดพลาด 

จากการคำำ�นวณหรืือการสููญหายของข้้อมููล ระบบการ



การเปรียบเทียบข้อกำ�หนดทั่วไปสำ�หรับความสามารถของผู้ให้บริการทดสอบความชำ�นาญ 
ISO/IEC 17043:2010 และ ISO/IEC 17043:2023

9105

รัักษาความลัับของลููกค้้า ขั้้�นตอนการแก้้ปััญหาที่่�อาจ

เกิดิขึ้้�นได้้  โดยข้้อมููลที่่�กล่่าวเบื้้�องต้น้ต้อ้งมีกีารบัันทึึก

และจััดเก็็บอย่่างดีีเพื่่�อให้้สามารถทวนสอบความ 

ถูกูต้อ้งได้ ้มาตรฐานนี้้�สามารถนำำ�มาใช้้ในการประเมิิน

ความสามารถในการปฏิิบััติิงานด้้วยตนเองและใช้้

สำำ�หรัับการตรวจติิดตามภายใน รวมทั้้�งหน่่วยรัับรอง

ระบบงานก็็ใช้้มาตรฐานสากล ISO/IEC 17043 

เพื่่�อประเมิินให้้การรัับรองความสามารถผู้้�จัดโปรแกรม

ทดสอบความชำำ�นาญได้้ ต่่อมาในปีีพุุทธศัักราช 2566  

องค์์การระหว่่างประเทศว่่าด้้วยการมาตรฐานได้้

ปรัับปรุุงมาตรฐานสากล ISO/IEC 17043:2023(4) 

เป็็นฉบัับพิิมพ์์ครั้้�งที่่�สองใช้้ทดแทนมาตรฐานฉบัับ

พิิมพ์์ครั้้�งแรก จััดเป็็นข้้อกำำ�หนดทั่่�วไปสำำ�หรัับการ

ทดสอบความชำำ�นาญที่่�มีคีวามสามารถ เป็็นกลาง และ

มีีความสม่ำำ��เสมอในการดำำ�เนิินงาน ใช้้เป็็นพื้้�นฐาน

สำำ�หรับัผู้้�จัดัโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญ หน่ว่ยงาน 

กำำ�กัับดููแล หน่่วยรัับรองระบบงานและอื่่�น ๆ โดย

เพิ่่�มรายละเอีียดที่่�สำำ�คััญหลายประการเพื่่�อปรัับปรุุง

ประสิิทธิิผลของมาตรฐานให้้มีีความสอดคล้้องกัับ

มาตรฐานอื่่�น ๆ  ที่่�เกี่่�ยวข้้อง ได้แ้ก่ ่การปรัับข้อ้กำำ�หนด

วิชิาการและโครงสร้า้งให้ส้อดคล้อ้งกับัมาตรฐานสากล 

ISO/IEC 17025:2017 และการปรัับคำำ�นิิยามศััพท์์

เฉพาะทางสถิิติิให้้สอดคล้้องกัับมาตรฐานสากล ISO 

13528:2022(5) ส่่วนคำำ�นิิยามศััพท์์ทั่่�วไปจะยึึดตาม

มาตรฐานสากล ISO/IEC 17000(6) และ ISO/

IEC Guide 99(7)

มาตรฐานฉบัับแรกมีีข้้อกำำ�หนด 2 ข้้อหลััก 

ได้้แก่่ ข้้อกำำ�หนดด้้านวิิชาการและข้้อกำำ�หนดด้้านการ

บริหิารจัดัการ ได้ป้รับัเปลี่่�ยนเป็น็มาตรฐานฉบับัใหม่ม่ีี

ข้อ้กำำ�หนด 5 ข้อ้หลักั ได้แ้ก่ ่ (1) ข้อ้ 4 ข้อ้กำำ�หนดทั่่�วไป 

(2) ข้้อ 5 ข้้อกำำ�หนดด้้านโครงสร้้าง (3) ข้้อ 6  

ข้้อกำำ�หนดด้้านทรััพยากร (4) ข้้อ 7 ข้้อกำำ�หนดด้้าน

กระบวนการ และ (5) ข้้อ 8 ข้้อกำำ�หนดด้้านระบบ

บริิหารจััดการ  

การเปลี่่�ยนแปลงทั่่�วไปที่่�สำำ�คััญ ได้้แก่่ (1) 

การใช้้แนวทางที่่�อิิงตามความเสี่่�ยงสำำ�หรัับข้้อกำำ�หนด

ทางเทคนิคิที่่�เหมาะสม ให้ส้ามารถใช้ป้ระสบการณ์จ์าก

การทดสอบความชำำ�นาญรอบก่่อนหน้า้ในการพิิจารณา

ดำำ�เนินิการประเมิินโปรแกรมการทดสอบความชำำ�นาญ

เพื่่�อให้้แน่่ใจว่่าจะบรรลุุวััตถุุประสงค์์ มีีการรวบรวม

และการวิิเคราะห์์ข้้อเสนอแนะจากผู้้�เข้้าร่่วมและผู้้�มี

ส่่วนได้้ส่่วนเสีีย สร้้างกระบวนการบริิหารความเสี่่�ยง  

ระบุคุวามเสี่่�ยงที่่�อาจเกิดิขึ้้�นและใช้้มาตรการที่่�เหมาะสม 

เพื่่�อลดความเสี่่�ยง เป็็นการเพิ่่�มความน่่าเชื่่�อถืือของ

ผลการทดสอบความชำำ�นาญและสร้้างงานบริิการที่่�

มีีคุุณค่่ากัับลููกค้้า (2) การปรัับคำำ�นิิยามศััพท์์และ

สััญลัักษณ์์ทางสถิิติิให้้สอดคล้้องกัับมาตรฐาน ISO 

13528:2022 วิิธีีการทางสถิิติิสำำ�หรัับการทดสอบ

ความชำำ�นาญ (3) การปรัับปรุุงบรรณานุุกรมและการ

เปลี่่�ยนแปลงภาคผนวก  A (types of PT schemes) 

เกี่่�ยวกัับประเภทของการทดสอบความชำำ�นาญ และ

ภาคผนวก B (statistical methods for PT)  

เกี่่�ยวกัับวิิธีีการทางสถิิติิสำำ�หรัับการทดสอบความ

ชำำ�นาญโดยการเปรียีบเทียีบระหว่า่งห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร ให้้

สอดคล้้องกับัมาตรฐาน ISO 13528:2022 และยกเลิิก 

ภาคผนวก C (selection and use of proficiency 

testing) การเลืือกและการใช้้แผนการทดสอบความ

ชำำ�นาญ เพื่่�อมุ่่�งเน้้นเฉพาะประเด็็นสำำ�คััญเท่่านั้้�น 

การศึึกษาครั้้�งนี้้�ได้้สรุุปเปรีียบเทีียบความ

สอดคล้้องและความแตกต่่างของข้้อกำำ�หนดมาตรฐาน

ฉบัับแรกและมาตรฐานฉบัับใหม่่ บ่่งชี้้�รายละเอีียด

ที่่�เพิ่่�มขึ้้�นใหม่่หรืือประเด็็นที่่�ตััดทิ้้�งไป พร้้อมระบุุ

ข้้อควรระมััดระวัังให้้ความใส่่ใจเป็็นพิิเศษ เพื่่�อให้้

ผู้้�จัดโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญนำำ�ไปประยุุกต์์

ใช้้เป็็นแนวทางการดำำ�เนิินงานได้้อย่่างครอบคลุุม

ครบถ้้วนและสามารถจััดทำำ�เอกสารระบบคุุณภาพ

ให้้สอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับใหม่่ภายในระยะเวลา 

ที่่�กำำ�หนด ได้้รัับการรัับรองความสามารถการเป็็น 



สุภาวัลย์ ปิยรัตนวรสกุล และ สีตไพสิฐ เอกะจัมปกะ9106

ผู้้�จััดโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญตามเงื่่�อนไขที่่�

หน่่วยรัับรองมาตรฐานกำำ�หนด(8) รวมทั้้�งเป็็นการ

เพิ่่�มประสิิทธิิภาพการบริิการให้้สามารถส่่งมอบผล

การทดสอบความชำำ�นาญที่่�ถููกต้้องแม่่นยำำ� มีีคุุณค่่า

ในการสะท้้อนระบบคุุณภาพผลการตรวจวิิเคราะห์์

และสร้า้งความน่า่เชื่่�อถือืแก่ห่้อ้งปฏิบิัตัิกิาร ลูกูค้า้และ 

ผู้้�ที่่�เกี่่�ยวข้้อง อัันเป็็นการส่่งเสริิมระบบการประกััน

คุุณภาพทางห้้องปฏิิบััติิการให้้เกิิดประโยชน์์สููงสุุด   

การศึึกษาครั้้�งนี้้�เป็็นการทบทวน วิิเคราะห์์

และอภิิปรายมาตรฐาน 2 ฉบัับ เพื่่�อเปรีียบเทีียบ 

ความแตกต่่างระหว่่างมาตรฐาน ISO/IEC 17043:2010, 

Conformity assessment-General requirements 

for proficiency testing และ ISO/IEC 17043:2023, 

Conformity assessment-General requirements 

for the competence of proficiency testing 

providers โดยเรีียบเรีียงรายละเอีียดเนื้้�อหาตาม

มาตรฐานข้้อกำำ�หนดฉบับัใหม่ ่ISO/IEC 17043:2023   

เป็็นหลัักและนำำ�ข้อกำำ�หนดฉบับัก่่อนหน้้านี้้�มาเปรียีบเทียีบ 

ในแต่่ละข้้อกำำ�หนดหลัักและข้้อกำำ�หนดย่่อยเรีียง 

ตามลำำ�ดัับ การวิิเคราะห์์ข้้อมููลจััดกลุ่่�มเป็็น 2 กรณีี 

ได้้แก่่ (1) ความแตกต่่างทั่่�วไป  เปรีียบเทีียบจำำ�นวน

ข้้อกำำ�หนด ขอบข่่ายการนำำ�ไปใช้้งาน นิิยามศััพท์์และ

ภาคผนวก (2) ความแตกต่่างในรายละเอีียดของ 

ข้อ้กำำ�หนด ซึ่่�งประกอบด้้วยกลุ่่�มที่่� 2.1 ข้อ้กำำ�หนดใหม่่ 

และกลุ่่�มที่่� 2.2 ข้้อกำำ�หนดก่่อนหน้้านี้้�ที่่�มีีการ 

เปลี่่�ยนหมายเลขข้้อกำำ�หนดหรืือมีีการปรัับปรุุงเนื้้�อหา

รายละเอีียดดัังนี้้�

1. ความแตกต่างทั่วไป

การศึึกษาพบว่่าข้้อกำำ�หนด ISO/IEC 

17043:2010 ประกอบด้้วย (1) ขอบข่่าย (2) การ

อ้้างอิิง (3) นิิยามศััพท์์ (4) ข้้อกำำ�หนดด้้านวิิชาการ

มีี 10 ข้้อหลััก (5) ข้้อกำำ�หนดด้้านบริิหารจััดการมีี 

15 ข้้อหลััก และภาคผนวก A, B, C รวมเอกสาร

ทั้้�งหมด 39 หน้้า ในขณะที่่�มาตรฐานฉบัับใหม่่ 

ISO/IEC 17043:2023 มีีการจััดกลุ่่�มและเปลี่่�ยน

หมายเลขข้้อกำำ�หนดใหม่่ประกอบด้้วย (1) ขอบข่่าย 

(2) การอ้้างอิิง (3) นิิยามศััพท์์ (4) ข้้อกำำ�หนด

ทั่่�วไปมีี 2 ข้้อหลััก (5) ข้้อกำำ�หนดด้้านโครงสร้้าง   

(6) ข้้อกำำ�หนดด้้านทรััพยากรมีี 4 ข้้อหลััก  

(7) ข้้อกำำ�หนดด้้านกระบวนการมีี 7 ข้้อหลััก  

(8) ข้้อกำำ�หนดด้้านบริิหารจััดการมีี 9 ข้้อหลััก และ

ภาคผนวก A, B รวมเอกสารทั้้�งหมด 37 หน้้า  

มาตรฐานฉบัับแรกระบุุเป็็นข้้อกำำ�หนดทั่่�วไป

สำำ�หรับัการทดสอบความชำำ�นาญ แต่ม่าตรฐานฉบับัใหม่่ 

ระบุุเป็็นข้้อกำำ�หนดทั่่�วไปสำำ�หรัับความสามารถของ 

ผู้้�จัดัโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญ ซึ่่�งทำำ�ให้เ้ห็น็ความ

ชััดเจนในการพััฒนาโดยเพิ่่�มการให้้บริิการที่่�มีีความ

สามารถธำำ�รงรักัษาระบบคุณุภาพอย่า่งต่อ่เนื่่�องมีคีวาม

สม่ำำ��เสมอและมีีความเป็็นกลาง 

ทั้้�งนี้้�มาตรฐานฉบัับแรกระบุุมาตรฐานอ้้างอิงิ 

ISO/IEC 17000 การประเมิินความสอดคล้้อง -  

คำำ�ศัพัท์แ์ละหลักัการทั่่�วไป และ ISO/IEC Guide 99 

คำำ�ศััพท์์สากลของมาตรวิิทยา - แนวคิิดพื้้�นฐานทั่่�วไป

และคำำ�ศััพท์์ที่่�เกี่่�ยวข้้อง (VIM) ส่่วนมาตรฐานฉบัับ

ใหม่่เพิ่่�มมาตรฐานอ้้างอิิง ISO/IEC 17025:2017 

ข้้อกำำ�หนดทั่่�วไปสำำ�หรัับความสามารถของห้้องปฏิิบััติิ

การทดสอบและสอบเทีียบ และ ISO 17034(9) 

สำำ�หรัับคำำ�นิิยามศััพท์์มาตรฐานฉบัับแรกมีี 16 คำำ� 

ส่่วนมาตรฐานฉบัับใหม่่ตััดนิิยามศััพท์์จากฉบัับก่่อน

หน้้านี้้� 5 คำำ� ได้้แก่่ คำำ�ว่่า coordinator, robust 

statistical method, subcontractor,  metrological 

traceability และ measurement uncertainty 

เพิ่่�มนิิยามศััพท์์ ใหม่่ consensus value 1 คำำ�  

นอกจากที่่�กล่่าวมาแล้้ว มีีการปรัับนิิยามศััพท์์ 3.4 

in ter labora tory compar ison หมายถึึ ง  

การออกแบบการเปรีียบเทีียบระหว่่างประสิิทธิิภาพ

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารและการประเมินิการวัดัหรือืการทดสอบ
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ในรายการเดีียวกัันหรืือคล้้ายกัันโดยห้้องปฏิิบััติิการ

สองแห่่งขึ้้�นไปตามเงื่่�อนไขที่่�กำำ�หนดไว้้ล่่วงหน้้า  

รวมทั้้�งให้้หมายเหตุุคำำ�ว่่า “ห้้องปฏิิบััติิการ” “การวััด 

หรืือการทดสอบ” และการเปรีียบเทีียบระหว่่าง 

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารที่่�เกี่่�ยวข้อ้งกับัการวัดัด้ว้ย ทำำ�ให้ม้ีคีวาม

ชัดัเจนเพิ่่�มมากขึ้้�นจากมาตรฐานฉบับัแรกที่่�นิยิามศัพัท์์ 

3.4 interlaboratory comparison หมายถึึง การเปรียีบเทียีบ 

ประสิิทธิิภาพและการประเมิินผลการวััดหรืือการ

ทดสอบรายการเดีียวกัันหรืือคล้้ายกัันโดยห้้อง 

ปฏิบิัตัิกิารสองแห่่งขึ้้�นไปตามเงื่่�อนไขที่่�กำำ�หนดไว้้ ดังันั้้�น 

มาตรฐานฉบัับใหม่่จึึงมีีนิิยามศััพท์์ 12 คำำ� และมีี

ระบุุเฉพาะภาคผนวก A และภาคผนวก B เท่่านั้้�น  

รายละเอีียดดัังแสดงใน Table 1

Table 1	Differences in the number of requirements, scope, terms and definitions of ISO/IEC 17043:2023 

 	 and ISO/IEC 17043:2010 standards.

Title ISO/IEC 17043:2023 ISO/IEC 17043:2010

Number of 
requirements

There are 29 requirements, 
90 Sub-requirements and 2 Annexes. 

There are 25 requirements, 
89 Sub-requirements and 3 Annexes. 

Scope 1) General requirements for the competence 
and impartiality of proficiency testing (PT) 
providers and consistent operation of all 
proficiency testing schemes, and they can 
be used as a basis for specific technical 
requirements for particular fields of application.
2) Users of proficiency testing schemes, 
regulatory authorities, organizations and 
schemes using peer-assessment, accredita-
tion bodies and others can use these require-
ments in confirming or recognizing the 
competence of proficiency testing providers.

General requirements for the competence  
of providers of proficiency testing schemes  
and for the development and operation of 
proficiency testing schemes for all types of 
proficiency testing schemes, and they can  
be used as a basis for specific technical  
requirements for particular fields of application.

Terms and
definitions

12 Terms
New terms: consensus value (3.2)

16 Terms 
There are 5 terms that are not specified in the 
new edition.  
- Coordinator (3.2)
- Robust statistical method (3.12)
- Subcontractor (3.14)
- Metrological traceability (3.15)
- Measurement uncertainty (3.16)

Annex 2 Annexes 
A: Types of PT schemes
B: Statistical methods for PT

3 Annexes 
A: Types of proficiency testing schemes
B: Statistical methods for proficiency testing
C: Selection and use of proficiency testing
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2. ความแตกต่างในรายละเอียดของข้อกำ�หนด

ผลการศึึกษาเปรีียบเทีียบรายละเอีียดของ 

ข้อ้กำำ�หนดมาตรฐานฉบัับแรกกัับฉบัับใหม่่ จัดักลุ่่�มเป็็น 

2 กลุ่่�มย่่อย ได้้แก่่ 2.1 ข้้อกำำ�หนดใหม่่ และ 2.2  

ข้้อกำำ�หนดก่่อนหน้้านี้้�ที่่�มีกีารเปลี่่�ยนหมายเลขข้้อกำำ�หนด 

หรือืมีกีารปรับัปรุงุรายละเอียีดเนื้้�อหา สรุปุเปรียีบเทียีบ 

ข้้อกำำ�หนดมาตรฐาน ISO/IEC 17043:2023 และ 

ISO/IEC 17043:2010 ดัังแสดงใน Table 2  

Table 2	Summary and comparison of ISO/IEC 17043:2023 and ISO/IEC 17043:2010 standard  

	 requirements.

ISO/IEC 17043:2023 ISO/IEC 17043:2010 Main changes

1. Scope 1. Scope

2. Normative references 2. Normative references

3. Terms and definitions 3. Terms and definitions

4. General requirements

4.1 Impartiality (4.1.1-4.1.6) None New 4.1.1-4.1.6

4.2 Confidentiality (4.2.1-4.2.5) 4.10 Confidentiality (4.10.1-4.10.4) 4.2.2

5. Structural requirements (5.1-5.7) 5.1 Organization (5.1.1-5.1.6)

6. Resource requirements

6.1 General (6.1.1-6.1.3) 4.1 General 6.1.2, 6.1.3

6.2 Personnel (6.2.1-6.2.7) 4.2 Personnel (4.2.1-4.2.7) 6.2.2b

6.3 Facilities and environmental 

conditions (6.3.1-6.3.5)

4.3 Equipment, accommodation 

and environmental (4.3.1-4.3.6)

     6.4 Externally provided products 

and services (6.4.1-6.4.6)

5.5 Subcontracting services (5.5.1-5.5.5)

5.6 Purchasing services and supplies 

(5.6.1-5.6.4)
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ISO/IEC 17043:2023 ISO/IEC 17043:2010 Main change

7.  Process requirements

7.1 Establishing, contracting and 

communicating the PT scheme  

objectives

7.1.1 Review of requests, 

tenders and contracts

7.1.2 PT scheme communication

5.4 Review of requests, tenders and 

contracts  (5.4.1-5.4.5)

4.9 Communication with participants 

(4.9.1-4.9.5)

7.1.2.1c

7.2 Design and planning of a PT 

scheme

7.2.1 General

7.2.2 Statistical design

7.2.3 Determination of 

assigned values

4.4 Design of proficiency testing scheme

4.4.1 Planning 

4.4.4 Statistical design

4.4.5 Assigned values

7.2.2.3g

7.3 Production and distribution of 

PT items

7.3.1 Production of PT items

7.3.2 Homogeneity and stability 

assessment of PT items

7.3.3 Handling and storage of 

PT items

7.3.4 Packaging, labelling and 

distribution of PT items

7.3.5 Instructions for partici-

pants

4.4 Design of proficiency testing scheme

  

4.4.2 Preparation of proficiency test 

items

4.4.3 Homogeneity and stability

4.6.2 Proficiency test items handling 

and storage

4.6.3 Packaging, labelling and  

distribution of proficiency test items

4.5 Choice of method or procedure 

Table 2	Summary and comparison of ISO/IEC 17043:2023 and ISO/IEC 17043:2010 standard  

	 requirements. (Cont.)
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ISO/IEC 17043:2023 ISO/IEC 17043:2010 Main change

7.4 Evaluation and reporting of PT 

scheme results

7.4.1 Data analysis

7.4.2 Evaluation of  

performance

7.4.3 PT reports

4.7 Data analysis and evaluation of 

proficiency testing scheme results

     4.7.1 Data analysis and records

     4.7.2 Evaluation of performance

4.8 reports (4.8.1-4.8.5)

7.5 Control of the PT scheme 

process 

7.5.1 Technical records 

7.5.2 Control of data and 

information management 

7.5.3 Surveillance of the 

processes 

7.5.4 Nonconforming work          

5.13.2 Technical records

4.7.1 Data analysis and records

None

5.9 Control of nonconforming work 

(5.9.1-5.9.5)

5.12 Preventive actions (5.12.1-5.12.2)

7.5.2.3e, 7.5.2.4, 

7.5.2.5

New 7.5.3

7.6 Handling of complaints 5.8 Complaints and appeals 7.6.1-7.6.9

7.7 Handling of appeals 5.8 Complaints and appeals 7.7.1-7.6.7

8. Management system requirements 5. Management requirements

8 .1  Gene ra l  r equ i r emen ts  

(8.1.1-8.1.4)

5.2 Management system (5.2.1-5.2.8)

8 . 2  Manag emen t  s y s t em  

documentation  (8.2.1-8.2.3)

5.2 Management system (5.2.2)

8.3 Control of management system 

documents  (8.3.1-8.3.2)

5.3 Document control (5.3.1-5.3.3) 8.3.1

8.4 Control of records (8.4.1-8.4.3) 5.13 Control of records (5.13.1-5.13.2)

8.5 Actions to address risks and 

opportunities (8.5.1-8.5.3)

None New 8.5.1-8.5.2

Table 2	Summary and comparison of ISO/IEC 17043:2023 and ISO/IEC 17043:2010 standard  

	 requirements. (Cont.)



การเปรียบเทียบข้อกำ�หนดทั่วไปสำ�หรับความสามารถของผู้ให้บริการทดสอบความชำ�นาญ 
ISO/IEC 17043:2010 และ ISO/IEC 17043:2023

9111

ISO/IEC 17043:2023 ISO/IEC 17043:2010 Main change

8.6 Improvement (8.6.1-8.6.2) 5.10 Improvement

5.7 Service to the customer (5.7.1-5.7.2)

8.7 Corrective actions (8.7.1-8.7.3) 5.11 Corrective actions (5.11.1-5.11.5)

8.8 Internal audits (8.8.1-8.8.2) 5.14 Internal audits (5.14.1-5.14.4)

8.9 Management reviews (8.9.1-8.9.3) 5.15 Management reviews (5.15.1-

5.15.2)

8.9.2m, 8.9.3

Annex A: Types of PT schemes Annex A: Types of proficiency testing 

schemes

Annex B: Statistical methods for PT Annex B: Statistical methods for 

proficiency testing

None Annex C: Selection and use of 

proficiency testing

Table 2	Summary and comparison of ISO/IEC 17043:2023 and ISO/IEC 17043:2010 standard  

	 requirements. (Cont.)
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2.1 ข้้อกำำ�หนดใหม่่   

ข้้อ 4.1 ความเป็็นกลาง (impartiality) 

เป็็นข้้อกำำ�หนดทั่่�วไปมีี 6 ข้้อย่่อย ระบุุ

ทุุกกิิจกรรมต้้องดำำ�เนิินการด้้วยความเป็็นกลาง  

มีีโครงสร้า้ง การบริหิารจัดัการเพื่่�อรักัษาความเป็น็กลาง 

ไม่่ให้้มีีแรงกดดัันทางการค้้า การเงิิน หรืือสิ่่�งอื่่�นใด

เข้้ามามีีอิิทธิิพล กรณีีมีีการระบุุภััยคุุกคามต่่อความ

เป็็นกลางจะต้้องกำำ�จััดหรืือลดให้้เหลืือน้้อยที่่�สุุด ให้้มีี

การติิดตามกิิจกรรมและความสััมพัันธ์์ระหว่่างบุุคคล  

ผู้้�บริิหารระดัับสููงต้้องแสดงความมุ่่�งมั่่�นในเรื่่�องความ

เป็็นกลาง   

ข้้อ 7.5.3 การเฝ้้าระวัังกระบวนการ 

(surveillance of the processes) 

เป็็น ข้้อกำำ�หนดย่่อยในข้้อกำำ�หนดด้้าน

กระบวนการข้้อ 7.5 การควบคุุมกระบวนการ ระบุุให้้

มีขีั้้�นตอนเพื่่�อความถููกต้อ้งของโปรแกรมทดสอบความ

ชำำ�นาญ โดยมีีการจััดทำำ�แผนกิิจกรรมการเฝ้้าระวััง 

กระบวนการและมีีการทบทวน บัันทึึกข้้อมููลผลการ

เฝ้้าระวัังนำำ�เข้้าสู่่�กระบวนการปรัับปรุุงอย่่างต่่อเนื่่�อง   

มีีหมายเหตุุขยายความกิิจกรรมที่่�ควรเฝ้้าระวััง เช่่น 

การประเมิินผลิิตภััณฑ์์และบริิการที่่�จัดัหาจากภายนอก 

การใช้้วัสัดุอุ้า้งอิิงหรืือรายการควบคุุมอื่่�น ๆ   การถ่่ายโอน 

ผลจากผู้้�เข้้าร่่วมทดสอบความชำำ�นาญ เกณฑ์์เงื่่�อนไข

ทางสถิิติิเพื่่�อยืืนยัันความถููกต้้องของการประเมิิน

คุุณภาพของวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญหรืือความ

สามารถของห้้องปฏิิบััติิการ การตรวจสอบรายงาน

และการเปรีียบเทีียบกัับรอบการทดสอบความชำำ�นาญ

ที่่�ผ่่านมา  

ข้้อ 8.5 การปฏิิบััติิการจััดการความเสี่่�ยง

และโอกาส (actions to address risks and 

opportunities)

เป็น็ข้อ้กำำ�หนดใหม่ท่ี่่�สอดคล้อ้งกับัมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025:2017 จากมาตรฐาน ISO/IEC 

17043:2010 ระบุุเฉพาะข้้อกำำ�หนด 5.12 การ

ป้อ้งกันัเท่่านั้้�น ส่ว่นมาตรฐานใหม่มุ่่่�งเน้น้การพิจิารณา

ความเสี่่�ยงที่่�อาจส่่งผลกระทบต่่อความสำำ�เร็จ็หรือืทำำ�ให้้ 

ไม่่บรรลุุวััตถุุประสงค์์ แหล่่งที่่�มาของสิ่่�งที่่�ทำำ�ให้้งาน 

ไม่่เป็็นไปตามข้้อกำำ�หนด วางแผนการดำำ�เนินิการจััดการ 

กัับความเสี่่�ยงและโอกาส ดำำ�เนิินการป้้องกัันหรืือลด

ผลกระทบโดยบููรณาการเข้้ากัับระบบบริิหารจััดการ 

รวมทั้้�งประเมิินประสิิทธิิผลและสร้้างโอกาสปรัับปรุุง

การดำำ�เนิินการจััดการความเสี่่�ยงและโอกาส

จะต้้องเหมาะสมกัับสััดส่่วนและผลกระทบที่่�อาจ

เกิิดขึ้้�นตามที่่�ระบุุในข้้อ 8.5.3 ประเด็็นหลัักใน

การพิิจารณาจััดการความเสี่่�ยง 3 ประเด็็น ได้้แก่่  

(1) ข้้อ 7.2.1.2 การออกแบบและการวางแผน

เมื่่�อตั้้�งใจจะเปลี่่�ยนแปลงกิิจกรรมที่่�สำำ�คััญซึ่่�งอาจส่่ง 

ผลกระทบต่่อความถููกต้้องให้้มีกีารระบุุและจััดการความ 

เสี่่�ยงเพื่่�อให้้แน่่ใจว่่าแผนงานจะยัังคงมีีความถููกต้้อง 

(2) ข้อ้ 7.3.2.1 เกณฑ์์การตัดัสินิความเป็น็เนื้้�อเดียีวกันั

และความคงตััวที่่�เหมาะสมให้้มีีการระบุุและจััดการ

ความเสี่่�ยงที่่�เกณฑ์์ดัังกล่่าวอาจส่่งผลต่่อการประเมิิน

ผู้้�เข้้าร่่วม และ (3) ข้้อ 7.5.4.1 งานที่่�ไม่่เป็็นไปตาม

ข้้อกำำ�หนดจะต้้องมีีขั้้�นตอนดำำ�เนิินการ กรณีีให้้หยุุด

กิิจกรรม  เปลี่่�ยนรอบการรายงาน หรืือการระงัับแผน 

จะต้้องมีีการจััดการความเสี่่�ยงและโอกาสเพื่่�อกำำ�หนด

เกณฑ์์ตามระดัับความเสี่่�ยงที่่�วิิเคราะห์์ได้้  

นอกจากนี้้�มาตรฐานฉบัับใหม่่ระบุุให้้ผู้้�จััด

โปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญสามารถตััดสิินใจเลืือก

ความเสี่่�ยงจากประสบการณ์์และใช้้ข้้อมููลการดำำ�เนิิน

งานที่่�ผ่่านมาเป็็นพื้้�นฐานในการเพิ่่�มประสิิทธิิภาพของ

ระบบการจััดการให้้บรรลุุวััตถุุประสงค์์ได้้ผลลััพธ์์ที่่�ดีี 

ยิ่่�งขึ้้�นรวมทั้้�งป้้องกันัเหตุกุารณ์์เชิงิลบ จัดัการความเสี่่�ยง 

ตามระดัับความรุุนแรงของผลกระทบให้้สร้้างความ

มั่่�นใจแก่่ห้้องปฏิิบััติิการที่่�เข้้าร่่วม ลููกค้้า รวมทั้้�งผู้้�มี 

ส่่วนได้้ส่่วนเสีียอื่่�นๆ เช่่น หน่่วยงานกำำ�กัับดููแล  

หน่่วยงานให้้การรัับรองระบบงาน และองค์์กรอื่่�นๆ  
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2.2 ข้้อกำำ�หนดก่่อนหน้้านี้้�ที่่�มีกีารเปลี่่�ยน

หมายเลขข้้อกำำ�หนดหรือืมีกีารปรับัปรุงุรายละเอียีด 

เนื้้�อหา ดัังนี้้�

ข้้อ 4.2 การรัักษาความลัับ (confidentiality)  

เป็็นข้้อกำำ�หนดทั่่�วไป ซึ่่�งมีี 5 ข้้อย่่อยคืือ  

ข้้อ 4.2.1-4.2.5 ปรัับปรุุงจากข้้อกำำ�หนดฉบัับ 

ก่่อนหน้้านี้้�ในด้้านวิิชาการในข้้อ 4.10.3 โดยเพิ่่�ม 

รายละเอียีดหลักัที่่�สำำ�คัญั 3 ประเด็น็ ได้แ้ก่ ่(1) ความ

รัับผิิดชอบต่่อข้้อมููลที่่�ได้้รัับจากผู้้�เข้้าร่่วมและข้้อมููล

จากกิิจกรรมการดำำ�เนิินงานจะต้้องแจ้้งให้้ลููกค้้าทราบ

ล่่วงหน้้าถึึงข้้อมููลที่่�ตั้้�งใจจะเปิิดเผยเป็็นสาธารณะโดย 

คำำ�นึึงถึึงกฎหมายที่่�เกี่่�ยวข้้อง (2) ข้้อมูลูเกี่่�ยวกับัผู้้�เข้้าร่่วม 

หรืือลููกค้้าหรืือจากแหล่่งอื่่�น เช่่น ผู้้�ร้้องเรีียนหรืือ 

หน่่วยงานกำำ�กับัดูแูล จะต้้องเก็บ็เป็็นความลับัไม่่เปิิดเผย 

กัับผู้้�เข้้าร่่วมหรืือลููกค้้าอื่่�น เว้้นแต่่จะได้้รัับความ

ยิินยอมจากแหล่่งที่่�ได้้ข้้อมููล (3) บุุคลากรภายนอก

หน่่วยงานที่่�ดำำ�เนิินการในนามของผู้้�ให้้บริิการทดสอบ

ความชำำ�นาญจะต้้องเก็็บข้้อมููลทั้้�งหมดที่่�ได้้รัับหรืือ

ข้้อมููลที่่�สร้้างขึ้้�นไว้้เป็็นความลัับ

ข้้อ 5 ข้้อกำำ�หนดด้้านโครงสร้้าง (structural 

requirements) 

ข้้อกำำ�หนดด้้านโครงสร้้าง มีี 7 ข้้อย่่อย 

ปรัับปรุุงจากข้้อกำำ�หนดด้้านบริิหารจััดการ ในข้้อ 5.1 

องค์์กร และข้้อ 5.2 ระบบบริิหารจััดการ มาตรฐาน

ฉบัับใหม่่ตััดรายละเอีียดจากมาตรฐานฉบัับแรกที่่�

กำำ�หนดให้้มีีคู่่�มือคุุณภาพที่่�เชื่่�อมโยงอ้้างอิิงถึึงขั้้�นตอน

การปฏิิบัตัิงิานรวมถึึงวิิธีปีฏิบิัตัิทิางวิชิาการ มีีโครงสร้า้ง

ของเอกสารที่่�ใช้้ในระบบบริิหารจัดัการ รวมทั้้�งการระบุุ

บทบาทและความรัับผิิดชอบของผู้้�จัดัการวิิชาการและ

ผู้้�จัดัการคุณุภาพ โดยมาตรฐานฉบับัใหม่่ให้ม้ีบีุคุลากร

รัับผิิดชอบด้้านการบริิหารจััดการกิิจกรรมทดสอบ

ความชำำ�นาญ มีีอำำ�นาจและทรััพยากรที่่�จำำ�เป็็นใน 

การปฏิิบััติิหน้้าที่่� และมีีแผนการทดสอบความชำำ�นาญ

เป็็นเอกสารที่่�สอดคล้้องตามข้้อกำำ�หนดของมาตรฐาน 

ISO 17043 

ข้อ้ 6 ข้อ้กำำ�หนดด้า้นทรัพัยากร (resource 

requirements)

ข้้อกำำ�หนดด้้านทรัพัยากร มี ี4 ข้้อย่่อย ปรับัปรุงุ

จากข้้อกำำ�หนดฉบัับแรกด้้านวิิชาการ ข้้อ 4.1 ทั่่�วไป 

ข้้อ 4.2 บุุคลากร  ข้้อ 4.3 เครื่่�องมืือ สิ่่�งอำำ�นวยความ

สะดวก สิ่่�งแวดล้้อมและข้้อกำำ�หนดด้้านบริิหารจััดการ 

ข้้อ 5.5 บริิการรัับเหมาช่่วง และข้้อ 5.6 สิินค้้าและ

บริิการที่่�จััดหาจากภายนอก  

มาตรฐานฉบับัใหม่่ ข้้อ 6.1 ทั่่�วไป (General) เพิ่่�ม 

รายละเอียีดการวัดัหรือืการทดสอบที่่�เกี่่�ยวกับัคุณุลัักษณะ 

วััสดุุทดสอบความชำำ�นาญหรืือการประเมิินความเป็็น

เนื้้�อเดีียวกัันและความคงตััว จะต้้องดำำ�เนิินการโดย

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�สามารถปฏิิบััติิตามข้้อกำำ�หนด ISO/

IEC 17025 หรืือ ISO 15189 หรืือมาตรฐานที่่�

เกี่่�ยวข้้อง กรณีีวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญเป็็นวััสดุุ

อ้้างอิิงจะต้้องผลิิตภายใต้้เงื่่�อนไขข้้อกำำ�หนด ISO 

17034 

ข้้อ 6.2 บุุคลากร (Personnel) มาตรฐาน

ฉบัับใหม่่ตััดคำำ�ว่่าบุุคลากรด้้านบริิหารจััดการและ 

ด้้านวิิชาการ แต่่ระบุุเป็็นผู้้�จััดโปรแกรมทดสอบความ

ชำำ�นาญต้้องสามารถเข้้าถึึงบุุคลากรที่่�มีีความสามารถ

ปฏิิบััติิงานด้้วยความเป็็นกลาง จำำ�นวนที่่�เพีียงพอใน

การดำำ�เนิินกิิจกรรมต่่าง ๆ ที่่�จำำ�เป็็น

ข้้อ 6.3 สิ่่�งอำำ�นวยความสะดวกและสภาวะ

แวดล้้อม (Facilities and environmental 

condition) มีีรายละเอีียดสอดคล้้องตามมาตรฐาน

ฉบัับแรก 

ข้้อ 6.4 สิินค้้าและบริิการจากภายนอก   

(External provide products and services)

ปรัับเปลี่่�ยนจากมาตรฐานฉบัับแรกในข้้อกำำ�หนดด้้าน

บริิหารจััดการข้้อ 5.5 บริิการรัับเหมาช่่วงรวมกัับ 

ข้้อ 5.6 สิินค้้าและบริิการที่่�จััดหาจากภายนอก เพิ่่�ม

การสื่่�อสารข้อ้กำำ�หนดให้ผู้้้�ให้บ้ริกิารจากภายนอกทราบ
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เกี่่�ยวกับัรายละเอียีดผลิติภัณัฑ์์และบริกิาร เกณฑ์์การ

ยอมรัับความสามารถรวมถึึงคุุณสมบััติิที่่�จำำ�เป็็นของ

องค์์กรหรืือบุุคลากรที่่�เกี่่�ยวข้้องและกิิจกรรมที่่�ตั้้�งใจที่่�

จะดำำ�เนิินการในสถานที่่�ของผู้้�ให้้บริิการจากภายนอก

ข้้อ 7 ข้้อกำำ�หนดด้้านกระบวนการ 

(process requirements) 

ข้้อกำำ�หนดด้้านกระบวนการประกอบด้้วย 

7 ข้้อย่่อย ซึ่่�งได้้ปรัับปรุุงจากมาตรฐานฉบัับแรก 

ข้อ้กำำ�หนดด้า้นวิชิาการในข้อ้ 4.4 การออกแบบ ข้อ้ 4.5 

วิธิีกีารและขั้้�นตอนการทดสอบ ข้อ้ 4.6 การดำำ�เนินิการ  

ข้้อ 4.7 การวิิเคราะห์์และประเมิินผลข้้อมููล  ข้้อ 4.8 

รายงาน  ข้อ้ 4.9 การสื่่�อสารกับัผู้้�เข้า้ร่ว่มทดสอบความ

ชำำ�นาญ และข้อ้กำำ�หนดด้า้นบริหิารจััดการ ข้อ้ 5.4 การ

ทบทวนคำำ�ขอ การประมููลและสััญญา โดยมาตรฐาน

ฉบัับใหม่่มีีการปรัับเพิ่่�มรายละเอีียดดัังนี้้� 

ข้้อ 7.1 การจััดทำำ�สััญญาและการสื่่�อสาร

วััตถุุประสงค์์ (establishing, contracting and 

communicating the PT scheme objectives) 

ข้อ้กำำ�หนดนี้้�ครอบคลุุม 2 ข้อ้ย่อ่ย ได้แ้ก่่ (1) 

ข้้อ 7.1.1 การทบทวนคำำ�ขอ การประมููลและสััญญา 

เนื้้�อหาสอดคล้้องกับัมาตรฐานฉบัับแรกด้า้นวิิชาการใน

ข้้อ 5.4 ระบุุให้้มีีเอกสารขั้้�นตอนในการทบทวนคำำ�ขอ 

สััญญา ที่่�ครอบคลุุมทุุกประเด็็น มาตรฐานฉบัับใหม่่

เพิ่่�มเติิมเนื้้�อหาผลิิตภััณฑ์์และบริิการจากภายนอก 

และตััดเรื่่�องนโยบายการทบทวนคำำ�ขอ การประมููล

และสััญญา (2) ข้้อ 7.1.2 การสื่่�อสาร  รายละเอีียด

มีีความสอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับแรกด้้านวิิชาการ 

ข้้อ 4.9 การสื่่�อสารกัับผู้้�เข้้าร่่วมทดสอบความชำำ�นาญ  

มาตรฐานฉบัับใหม่่เพิ่่�มเติิมการสื่่�อสารกัับลููกค้้าและ

ข้้อมููลที่่�จะต้้องสื่่�อสาร เกี่่�ยวกัับเกณฑ์์ในการหาค่่า

กำำ�หนด การประเมิินผล และระยะเวลาการดำำ�เนิิน

งานที่่�สำำ�คััญ  

ข้้อ 7.2 การออกแบบและการวางแผน  

(design and planning of a PT scheme)

มาตรฐานฉบัับแรกด้้านวิิชาการในข้้อ 4.4.1 

มีีรายละเอีียดสอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับใหม่่ ใน

ข้้อ 7.2 ซึ่่�งครอบคลุุม 3 ข้้อย่่อย ได้้แก่่ (1) ข้้อ  

7.2.1 ทั่่�วไป มุ่่�งเน้้นการวางแผนก่่อนเริ่่�มโปรแกรม

ทดสอบความชำำ�นาญที่่�ครอบคลุุมรายละเอีียดสำำ�คััญ 

21 ประการ มีีการเพิ่่�มเติิมเนื้้�อหาใหม่่ในข้้อ 7.2.1.2 

การเปลี่่�ยนแปลงสำำ�คััญที่่�อาจส่่งผลกระทบต่่อความ 

ถูกูต้อ้งให้ม้ีกีารระบุุและจััดการความเสี่่�ยง รวมทั้้�งการ

จััดการกรณีีผลการทดสอบที่่�ได้้จากการวััดหรืือการ

ทดสอบที่่�แตกต่่างกััน (2) ข้้อ 7.2.2 การออกแบบ

ทางสถิติิ ิเน้น้เรื่่�องความจำำ�เป็น็ในการพัฒันาที่่�ตรงตาม

วััตถุุประสงค์์บนพื้้�นฐานของประเภทข้้อมููล และ (3) 

ข้้อ 7.2.3 การหาค่่ากำำ�หนด การวางแผน ส่่วนนี้้�ระบุุ

ขั้้�นตอนการหาค่่ากำำ�หนดให้้พิิจารณาถึึงความสามารถ

สอบกลับัได้ท้างมาตรวิทิยา การหาค่า่ความไม่แ่น่น่อน 

และนโยบายการเปิิดเผยค่่ากำำ�หนด 

ข้้อ 7.3 การผลิิตและการจััดส่่งวััสดุุทดสอบ

ความชำำ�นาญ (production and distribution of 

PT items)

ข้้อกำำ�หนด 7.3 ประกอบด้้วย 5 ข้้อย่่อย  

ได้้แก่่  ข้้อ 7.3.1 การผลิิตวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญ  

ข้้อ 7.3.2 การประเมิินความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันและ

ความคงตััว  ข้้อ 7.3.3 การจััดการและการเก็็บรัักษา  

ข้้อ 7.3.4 การบรรจุุภััณฑ์์ ติิดฉลากและการจััดส่่ง

วััสดุุทดสอบความชำำ�นาญ  และข้้อ 7.3.5 คำำ�แนะนำำ�

สำำ�หรัับผู้้�เข้้าร่่วมทดสอบความชำำ�นาญ   

ข้อ้ 7.3.1 การผลิติวัสัดุทุดสอบความชำำ�นาญ

และข้้อ 7.3.2 การประเมิินความเป็็นเนื้้�อเดีียวกััน

และความคงตััว พบว่่ามีีความสอดคล้้องกัับมาตรฐาน

ฉบัับแรกด้้านวิิชาการในข้้อ 4.4.2 และ ข้้อ 4.4.3  

โดยมาตรฐานฉบัับใหม่่เพิ่่�มเติิมเรื่่�องของการกำำ�หนด 

เกณฑ์์สำำ�หรับัความเป็็นเนื้้�อเดียีวกันัและความคงตััวที่่�

เหมาะสมบนพื้้�นฐานของการประเมิินความเสี่่�ยงที่่�อาจ

ส่ง่ผลต่อ่การประเมินิความสามารถของห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร   
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ข้้อ 7.3.3 การจััดการและการจััดเก็็บวััสดุุ

ทดสอบความชำำ�นาญ พบว่่าไม่่มีีการเปลี่่�ยนแปลง

รายละเอีียดจากมาตรฐานฉบัับแรก แต่่บ่่งชี้้�ไปที่่�การ

ทำำ�ให้้แน่่ใจว่่าวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญได้้รัับการระบุุ

และจััดเก็็บอย่่างเหมาะสม ป้้องกัันการปนเปื้้�อน เกิิด

ความเสีียหายหรืือการเสื่่�อมสภาพตลอดกระบวนการ

ตั้้�งแต่่การผลิิตจนถึึงการจััดส่่ง รวมถึึงการประเมิิน

วััสดุุทดสอบความชำำ�นาญที่่�จััดเก็็บเป็็นระยะ มีีการ

จััดการอย่่างปลอดภััยโดยเฉพาะการจััดการสิ่่�งที่่�อาจ

เป็็นอัันตราย  

ข้้อ 7.3.4 การบรรจุุ การติิดฉลาก และ

การจััดส่่งวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญ พบว่่าไม่่มีีการ

เปลี่่�ยนแปลงที่่�สำำ�คััญจากมาตรฐานฉบัับแรก ข้้อนี้้�

ครอบคลุุมถึึงกระบวนการขนส่่งและการรัักษาความ

ปลอดภัยัให้ม้ีกีารตรวจสอบและจัดัทำำ�เอกสารเกี่่�ยวกับั 

สภาพแวดล้้อมในระหว่่างการขนส่่งเพื่่�อให้้แน่่ใจว่่า

วัสัดุทุดสอบความชำำ�นาญได้ร้ับัการบรรจุ ุติดิฉลากและ 

ขนส่่งอย่่างเหมาะสมโดยคำำ�นึึงถึึงสภาวะสิ่่�งแวดล้้อม

ที่่�เกี่่�ยวข้้องด้้วย  

ข้อ้ 7.3.5 คำำ�แนะนำำ�สำำ�หรัับผู้้�เข้้าร่่วมทดสอบ

ความชำำ�นาญมีีความสอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับ

แรกในข้้อ 7.6.1 คำำ�แนะนำำ�โดยละเอีียดแก่่ผู้้�เข้้าร่่วม  

เช่่น การเก็็บรัักษาวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญ ปััจจััย

ที่่�มีีอิิทธิิพลต่่อการวััดหรืือการทดสอบ การจััดเตรีียม

วััสดุุทดสอบความชำำ�นาญ สภาพแวดล้้อม การบัันทึึก

และการรายงานผล รายละเอียีดของวิธิีวัีัดหรือืทดสอบ 

การส่่งคืืนหรืือส่่งต่่อ กำำ�หนดระยะเวลาในการส่่งผล

และรายละเอีียดการติิดต่่อกัับผู้้�จัดโปรแกรมทดสอบ

ความชำำ�นาญ นอกจากนี้้�มาตรฐานฉบัับใหม่่ยัังเพิ่่�ม 

รายละเอีียดในข้้อ 7.3.5.2 ให้้ระบุรุายละเอีียดเกี่่�ยวกัับ 

วิิธีีการวััดหรืือการทดสอบที่่�ผู้้�เข้้าร่่วมทดสอบความ

ชำำ�นาญ สามารถเลืือกใช้้โดยไม่จ่ำำ�เป็็นต้้องใช้้วิธิีวีัดัหรืือ

ทดสอบเฉพาะวิธิีีใดวิธิีหีนึ่่�ง ซึ่่�งสอดคล้อ้งกับัมาตรฐาน

ฉบัับแรกในข้้อ 4.5 การเลืือกวิิธีีการและขั้้�นตอน

ข้้อ 7.4 การประเมิินและการรายงานผล 

(evaluation and reporting of PT scheme 

results)

มาตรฐานฉบัับใหม่่แบ่่งออกเป็็น 3 ข้้อย่่อย 

ให้้เนื้้�อหาครอบคลุุมมากยิ่่�งขึ้้�น ได้้แก่่ 

ข้้อ 7.4.1 การวิิเคราะห์์ข้้อมููลมีีรายละเอีียด

สอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับแรกด้้านวิิชาการในข้้อ 

4.7.1 การวิิเคราะห์์และบัันทึึกข้้อมููล และข้้อ 4.5.2 

เรื่่�องการจััดการกัับผลจากวิิธีีการวััดหรืือทดสอบที่่� 

แตกต่่างกันั  โดยรายละเอียีดเกี่่�ยวข้้องกับัการบันัทึึกและ 

วิเิคราะห์์ผลที่่�ได้้รับัจากผู้้�เข้้าร่่วมทดสอบความชำำ�นาญ

โดยใช้้วิิธีีการที่่�เหมาะสม มีีการกำำ�หนดขั้้�นตอนเพื่่�อ 

ให้้มั่่�นใจในความถููกต้้องของการป้้อนข้้อมููล การถ่่ายโอน 

ข้อ้มูลู การวิิเคราะห์์ทางสถิติิ ิและการรายงาน รวมทั้้�ง 

การจัดัการกับัค่า่ที่่�ผิดิปกติ ิเช่น่ การรายงานหน่ว่ยผิดิ 

การรายงานผลสลัับกััน เป็็นต้้น โดยมีีการจััดการที่่�

เหมาะสม หรืือเลืือกใช้้วิิธีีการทางสถิิติิที่่�เหมาะสม 

นอกจากนี้้�ในข้้อ 7.4.1 นี้้�ยัังมีีขั้้�นตอนการจััดการที่่�

หลากหลายและกำำ�หนดหลัักเกณฑ์์ระเบีียบปฏิิบััติิ

เพื่่�อจััดการข้้อมููลที่่� ไม่่สมบููรณ์์หรืือมีีข้้อจำำ�กััดใน 

การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ    

ข้้อ 7.4.2  การประเมิินผล พบว่่ามีี 

รายละเอียีดสอดคล้้องกับัมาตรฐานฉบับัแรกในข้้อ 4.7.2 

ไม่่มีีการเปลี่่�ยนแปลงในข้้อนี้้� แต่่มีีการเพิ่่�มการอ้้างอิิง

ถึึง ISO 13528 ที่่�กำำ�หนดให้้ใช้้วิธิีกีารประเมิินที่่�ถูกูต้้อง 

และจััดทำำ�เป็็นเอกสารโดยให้้มีีการเพิ่่�มความเห็็นจาก

ผู้้�เชี่่�ยวชาญรวมทั้้�งข้อ้เสนอแนะเกี่่�ยวกับัประสิทิธิภิาพ

โดยรวม แหล่่งที่่�มาของข้้อผิิดพลาดที่่�เป็็นไปได้้  

คำำ�แนะนำำ�และข้้อเสนอแนะหรืือความคิิดเห็็นที่่�

เกี่่�ยวข้อ้งอื่่�น ๆ  เพื่่�อช่ว่ยในการปรัับปรุงุอย่า่งต่อ่เนื่่�อง  

ข้้อ 7.4.3 รายงาน พบว่่ามีีรายละเอีียด

สอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับแรกในข้้อ 4.8 โดยมีีการ

เพิ่่�มประเด็็นใหม่่จำำ�นวน 2 ข้้อ ได้้แก่่ (1) กรณีีที่่� 

ผู้้�เข้้าร่่วมระบุุค่่าความไม่่แน่่นอนของผลการวััด ผู้้�จััด
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โปรแกรมจะต้อ้งนำำ�มาระบุใุนรายงานผลด้ว้ย และ (2) 

เรื่่�องการแก้้ไขรายงาน ผู้้�จััดโปรแกรมทดสอบความ

ชำำ�นาญจะต้้องวิิเคราะห์์ผลกระทบที่่�อาจเกิิดขึ้้�นกัับ 

ผู้้�เข้้าร่่วมการทดสอบรายอื่่�น โดยจะต้้องมั่่�นใจว่่าการ

แก้้ ไขรายงานนี้้�ไม่่มีีผลกระทบกัับผลการประเมิิน 

รายอื่่�น ๆ ด้้วย

ข้้อ 7.5 การควบคุุมกระบวนการ  (control 

of the PT scheme process)

ข้้อกำำ�หนด 7.5 ประกอบด้้วย 3 ข้้อย่่อย 

ได้้แก่่ 

ข้้อ 7.5.1 บันัทึึกทางวิชิาการ พบว่่ารายละเอียีด 

มีีความสอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับแรกในข้้อกำำ�หนด

ด้้านบริิหารจััดการของข้้อ 5.13.2 โดยกำำ�หนดให้้มีี

การตรวจสอบให้้แน่่ใจว่่าบัันทึึกทางวิิชาการ รายงาน

ต่่าง ๆ ได้้บัันทึึกในวัันที่่�มีีกิิจกรรม การระบุุตััวตน

ผู้้�รัับผิิดชอบ ข้้อมููลที่่�ใช้้ในการตรวจสอบต้้นฉบัับและ 

ข้อ้มูลูอื่่�น ๆ  ที่่�เกี่่�ยวข้อ้งได้ร้ับัการบันัทึึกและเชื่่�อมโยง

กันั  การเปลี่่�ยนแปลงบัันทึึกสามารถทวนสอบกลัับได้้ 

ระบบการจััดการข้้อมููลได้้รัับการปกป้้องการเข้้าถึึง 

และการสููญหาย  

ข้้อ 7.5.2 การควบคุุมข้้อมููลและการจััดการ

ข้้อมููล มีีการปรัับปรุุงจากมาตรฐานฉบัับแรกด้้าน

วิิชาการในข้้อ 4.7.1 การวิิเคราะห์์ข้้อมููลและบัันทึึก  

โดยมุ่่�งเน้้นความจำำ�เป็็นในการสร้้างระบบการจััดการ

ข้้อมููลเพื่่�อการเก็็บรวบรวม ประมวลผล บัันทึึก  

การรายงาน จััดเก็็บ หรืือทวนสอบข้้อมููล ต้้องได้้รัับ

การตรวจสอบอย่่างเหมาะสมก่่อนมีีการนำำ�ไปใช้้งาน  

ส่่วนเรื่่�องการควบคุุมกระบวนการ เป็็นข้้อกำำ�หนดที่่�

เพิ่่�มรายละเอีียดใหม่่จำำ�นวนมากดัังนี้้� (1) ให้้มีีการ

ตรวจสอบที่่�เหมาะสมอย่่างเป็็นระบบในการคำำ�นวณ 

การจัดัการถ่า่ยโอนข้อ้มูลูอย่า่งเหมาะสมและเป็น็ระบบ 

(2) การดููแลระบบโดยผู้้�ให้บ้ริกิารจากภายนอกจะต้้อง

ปฏิบิัตัิติามข้อ้กำำ�หนดที่่�บังัคับัใช้ ้(3) ระบบการจัดัการ

ข้้อมููล จะต้้องป้้องกัันการเข้้าถึึงโดยไม่่ได้้รัับอนุุญาต 

การปลอมแปลง การสููญหาย มีีสภาพแวดล้้อม

ในการจััดเก็็บที่่�สอดคล้้องกัับข้้อกำำ�หนดเฉพาะ มีี 

การบำำ�รุงุรักัษาและบันัทึึกความล้ม้เหลวของระบบและ

การดำำ�เนินิการแก้้ไขที่่�เหมาะสม และ (4) มีคีำำ�แนะนำำ� 

คู่่�มือ ข้้อมููลอ้้างอิิงที่่�เกี่่�ยวกัับระบบการจััดการข้้อมููล

พร้้อมสำำ�หรัับบุุคลากร นอกจากนี้้� ในหมายเหตุุ 

ข้้อ 7.5.2 ได้้ระบุุเอกสารระบบการจััดการข้้อมููลให้้

รวมถึึงการจััดการข้้อมููลที่่�มีีอยู่่�ในระบบคอมพิิวเตอร์์

และไม่่ใช่่คอมพิิวเตอร์์  การใช้้ซอฟต์์แวร์์เชิิงพาณิิชย์์

ทั่่�วไปภายในขอบเขตการใช้้งานที่่�ออกแบบไว้้ให้้ถืือว่่า

ผ่่านการตรวจสอบเพีียงพอแล้้ว 

ข้้อ 7.5.3 เป็็นหนึ่่�งในข้้อกำำ�หนดฉบัับใหม่่ 

ซึ่่�งไม่่มีีในมาตรฐานฉบัับแรก โดยเพิ่่�มความจำำ�เป็็นที่่�

จะต้้องมีีขั้้�นตอนในการติิดตามและตรวจสอบความ

ถููกต้้อง กิิจกรรมการเฝ้้าระวััง ให้้ได้้รัับการวางแผน 

ทบทวน และบัันทึึก เพื่่�อสนัับสนุุนกระบวนการ

ปรัับปรุุงอย่่างต่่อเนื่่�อง  

ข้้อ 7.6 การจััดการข้้อร้้องเรีียน (handling 

of complaints) และข้้อ 7.7 การจััดการอุุทธรณ์์  

(handling of appeals) 

รายละเอียีดมาตรฐานฉบับัใหม่พ่บว่า่มีคีวาม

สอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับแรกในข้้อกำำ�หนดด้้าน

บริิหารจััดการ ข้้อ 5.8 การร้้องเรีียนและการอุุทธรณ์์  

โดยตััดคำำ�ว่า “นโยบาย” พร้้อมทั้้�งเพิ่่�มขั้้�นตอนการ

จััดการข้้อร้้องเรีียนจำำ�นวน 9 ข้้อย่่อย คืือข้้อ 7.6.1-  

7.6.9 ให้้มีีเอกสารขั้้�นตอนการจััดการ เปิิดเผย

กระบวนการต่่อสาธารณะ การพิิจารณาการร้้องเรีียน  

ความรัับผิิดชอบในการรวบรวมข้้อมููล การรายงาน

ความก้้าวหน้้า การสืืบสวนและการตััดสิินใจที่่�จะต้้อง

ไม่่ส่่งผลให้้เกิิดความแตกแยก การแก้้ไขข้้อร้้องเรีียน 

ตรวจสอบและอนุุมััติิ โดยบุุคคลที่่� ไม่่เกี่่�ยวข้้องกัับ

เรื่่�องร้้องเรีียน การแจ้้งให้้ผู้้�ร้องเรีียนทราบอย่่างเป็็น 

ทางการและความรัับผิิดชอบต่่อการตััดสิินใจทั้้�งหมด   
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สำำ�หรัับการจััดการอุุทธรณ์์ เพิ่่�มเติิมขั้้�นตอน

การจััดการทั้้�งหมด 7 ข้อ้ย่อ่ย คือืข้้อ 7.7.1-7.7.7 ระบุุ

ให้้มีีเอกสารขั้้�นตอนการจััดการ เปิิดเผยกระบวนการ

ต่่อสาธารณะ การรัับทราบการอุุทธรณ์์และรายงาน

ความคืืบหน้้า ความรัับผิิดชอบในการรวบรวมข้้อมููล  

และการตััดสิินใจทั้้�งหมดในกระบวนการจััดการ  

การตััดสิินใจ การทบทวน อนุุมััติิ โดยบุุคคลที่่� 

ไม่่เกี่่�ยวข้้องกัับประเด็็นอุุทธรณ์์  การสืืบสวนและการ

ตััดสิินใจจะต้้องไม่่ส่่งผลให้้เกิิดการเลืือกปฏิิบััติิใดๆ

ข้้อ 8 ข้้อกำำ�หนดการบริิหารจััดการ 

(management requirements)  

ข้้อกำำ�หนดด้้านการบริิหารจััดการมาตรฐาน

ฉบัับเดิิม ISO/IEC 17043:2010 อยู่่�ในข้้อกำำ�หนด

ที่่� 5 มีีจำำ�นวน 15 ข้้อ โดยข้้อกำำ�หนด 6 ข้้อ 

ถููกปรัับเปลี่่�ยนกลุ่่�มใหม่่ ได้้แก่่ ข้้อ 5.1 องค์์กร  

ปรัับเปลี่่�ยนเป็็นข้้อกำำ�หนดด้้านโครงสร้้าง ข้้อ 5.5  

การรับัเหมาช่ว่ง และข้้อ 5.6 สินิค้า้และบริกิารที่่�จัดัหา

จากภายนอก ปรับัเปลี่่�ยนเป็น็ข้อ้กำำ�หนดด้า้นทรัพัยากร  

ข้้อ 5.9 การควบคุุมงานที่่�ไม่่เป็็นตามข้้อกำำ�หนด  

ข้้อ 5.4 การทบทวนคำำ�ขอ การประมููล และสััญญา 

และข้อ้ 5.8 การร้อ้งเรียีนและการอุทุธรณ์ ์ปรับัเปลี่่�ยน

เป็น็ข้อ้กำำ�หนดด้า้นกระบวนการ ดังันั้้�นข้อ้กำำ�หนดที่่�จัดั

อยู่่�กลุ่่�มการบริิหารจััดการจึึงมีีเพีียง 9 ข้้อ มาตรฐาน

ใหม่ม่ีคีวามสอดคล้อ้งกัับมาตรฐานฉบับัแรกแต่เ่ปลี่่�ยน

หมายเลขข้้อกำำ�หนด รายละเอีียดที่่�เพิ่่�มเติิมหรืือการ

เปลี่่�ยนแปลงหลัักที่่�สำำ�คััญ ดัังแสดงใน Table 2 ดัังนี้้� 

ข้้อ 8.1 ข้้อกำำ�หนดทั่่�วไปเกี่่�ยวกัับระบบการ

บริิหารจััดการ (general requirements)

รายละเอียีดในเรื่่�องนี้้�ของมาตรฐานฉบับัใหม่่

มีีความสอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับแรกในข้้อ 5.2 

ระบบบริิหารจััดการ ผู้้�จััดโปรแกรมทดสอบความ

ชำำ�นาญจะต้้องสร้้างเอกสาร นำำ�ไปใช้้และบำำ�รุุงรัักษา

ระบบการบริิหารจััดการที่่�ตรงตามข้้อกำำ�หนด และ 

มีกีารเพิ่่�มรายละเอียีดในข้อ้ 8.1.3 ให้ส้ามารถนำำ�ระบบ

คุุณภาพอื่่�น เช่่น ISO 9001 มาใช้้เป็็นระบบการ

บริิหารจััดการคุุณภาพได้้  ส่่วนรายละเอีียดข้้อ 8.1.4 

การแสดงหลักัฐานความมุ่่�งมั่่�นในการพัฒันาและการนำำ�

ระบบการจััดการไปใช้้เพื่่�อปรัับปรุุงประสิิทธิิผลอย่่าง

ต่่อเนื่่�อง มีีความสอดคล้้องกัับข้้อกำำ�หนดฉบัับแรก

ในข้้อ 5.10 การปรัับปรุุง สำำ�หรัับเรื่่�องของนโยบาย

ระบบการบริหิารจัดัการคุณุภาพ และคำำ�แถลงนโยบาย

คุุณภาพ ที่่�มาตรฐานฉบัับแรกกำำ�หนดให้้มีีในคู่่�มืือ

คุุณภาพนั้้�น  มาตรฐานฉบัับใหม่่พบว่่าไม่่ได้้มีีการระบุุ

ไว้้เป็็นข้้อกำำ�หนด  

ข้้อ 8.2 เอกสารระบบบริิหารจััดการ 

(management system documentation)

เอกสารระบบบริิหารจััดการ ในมาตรฐาน

ฉบัับใหม่่ อยู่่�ในข้้อ 8.2.1 นโยบายและวััตถุุประสงค์์ 

ซึ่่�งระบุุถึึงความสามารถ ความเป็็นกลาง และความ

สม่ำำ��เสมอต่่อเนื่่�องในการดำำ�เนิินงาน โดยสอดคล้้องกัับ

ข้้อกำำ�หนดมาตรฐานฉบัับแรกในข้้อ 5.2.3 นโยบาย

ระบบการบริิหารจััดการ คำำ�แถลงนโยบายคุุณภาพ 

สำำ�หรัับวััตถุุประสงค์์ได้้รัับการจััดทำำ�และทบทวนโดย 

ผู้้�มีีอำำ�นาจบริิหารระดัับสููง มาตรฐานฉบัับใหม่่ได้้เพิ่่�ม 

อยู่่�ในข้้อ 8.2.2 เอกสารจากกระบวนการ ระบบการ

บริหิารจััดการและบัันทึึกทั้้�งหมดเกี่่�ยวกัับการปฏิิบัตัิงิาน 

โดยจะต้อ้งนำำ�เข้า้หรือือ้า้งอิงิสู่่�เอกสารระบบการบริหิาร 

จััดการ ซึ่่�งในมาตรฐานฉบัับใหม่่ ไม่่ ได้้กำำ�หนด 

ให้้ต้้องมีีคู่่�มือคุุณภาพและนโยบายคุุณภาพ รวมทั้้�ง

การระบุุตำำ�แหน่่งผู้้�จัดการคุุณภาพหรืือผู้้�จัดการวิิชาการ   

แต่่มีีระบุุในข้้อกำำ�หนดด้้านโครงสร้้างข้้อ 5.5c ให้้ต้้อง

จััดทำำ�เอกสาร ขั้้�นตอนในขอบเขตที่่�จำำ�เป็็นเพื่่�อให้้การ

ดำำ�เนิินงานสอดคล้้องกัับมาตรฐานและรัักษาไว้้ซึ่่�ง

ความถููกต้้องของงาน   

เ มื่่� อ พิิ จ า รณ า ค ว า ม ส อ ด ค ล้้ อ ง ข อ ง 

ข้้อกำำ�หนดฉบัับใหม่่พบว่่ามีีเอกสารจำำ�นวน 12 เรื่่�อง 



สุภาวัลย์ ปิยรัตนวรสกุล และ สีตไพสิฐ เอกะจัมปกะ9118

ที่่�ผู้้�จัดโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญสามารถปรัับปรุุง

เอกสารที่่�ได้จั้ัดทำำ�ตามข้อ้กำำ�หนดฉบับัก่อ่นหน้า้นี้้�เพียีง

เล็็กน้้อยเท่่านั้้�น ดัังนี้้�

(1) เอกสารแสดงความสามารถของบุคุลากร 

(2) เอกสารระบุุสภาวะแวดล้้อมที่่�มีีอิิทธิิพล

ต่อ่ความถูกูต้อ้งของวัสัดุทุดสอบความชำำ�นาญ การวัดั

หรืือการทดสอบ และให้้มีีการบัันทึึก 

(3) การจัดัซื้้�อหรือืการใช้บ้ริิการจากภายนอก 

และให้้มีีการบัันทึึกการประเมิินความสามารถของ 

ผู้้�ผลิิตและบริิการจากภายนอก 

(4) วิิธีีการตรวจสอบคำำ�ขอ การประมููล  

และสััญญา 

(5) วิิธีีการทางสถิิติิและการวิิเคราะห์์ข้้อมููล

พร้้อมทั้้�งระบุุเหตุุผลที่่�เลืือกใช้้วิิธีีทางสถิิติินั้้�น รวมทั้้�ง

วิิธีีการทางเลืือกในกรณีีที่่�ข้้อมููลไม่่ตรงกัับเกณฑ์์การ

วิิเคราะห์์ตามหลัักสถิิติิที่่�กำำ�หนด  

(6) วิิธีีการตรวจสอบสภาวะแวดล้้อมในการ

ขนส่่งวััสดุุทดสอบความชำำ�นาญ  

(7) การประเมิินความเป็็นเนื้้�อเดีียวกัันและ

ความคงตััว   

(8) คำำ�แนะนำำ�สำำ�หรัับผู้้�เข้้าร่่วมทดสอบความ

ชำำ�นาญ 

(9)  วิิธีีการจััดการกัับวััสดุุทดสอบความ 

ชำำ�นาญ 

(10) หลัักเกณฑ์์และวิิธีีจััดการกัับผลการ 

วััดหรืือการทดสอบที่่�ไม่่เหมาะสมกัับการประเมิินทาง

สถิิติิ  

(11) คำำ�แนะนำำ�สำำ�หรัับผู้้�เข้้าร่่วมทดสอบ

ความชำำ�นาญ และ 

(12) การปฏิิบัตัิเิมื่่�อพบสิ่่�งที่่�ไม่ส่อดคล้้องกับั

วิิธีีปฏิิบััติิงานหรืือข้้อกำำ�หนดและให้้มีีการบัันทึึก   

ดัังนั้้�นเอกสารที่่�จะต้้องจััดทำำ�เพิ่่�มตาม

มาตรฐานฉบัับใหม่่มีีเพีียง 3 เรื่่�อง ได้้แก่่ (1) การ

ตรวจสอบระบบการจััดการข้้อมููลและการบัันทึึก   

(2) การจััดการข้้อร้้องเรีียน และ (3) การจััดการ 

ข้้ออุุทธรณ์์ สำำ�หรัับเรื่่�องการจััดทำำ�แผน ในมาตรฐาน

ฉบัับแรกได้้ระบุุให้้มีีแผนทดสอบความชำำ�นาญ 

แผนการตรวจติิดตามภายใน และแผนการทบทวน

ระบบบริิหารจััดการ ดัังนั้้�นเพื่่�อให้้สอดคล้้องกัับ

มาตรฐานฉบัับใหม่่จำำ�เป็็นจะต้้องจััดทำำ�แผนเพิ่่�มเติิม 

สำำ�หรับัการเฝ้า้ระวัังกระบวนการ และแผนการจัดัการ 

กัับความเสี่่�ยงและโอกาส ทั้้�งนี้้�บุุคลากรทุุกคน 

ที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับกิิจกรรมจะต้้องสามารถเข้้าถึึงเอกสาร

ระบบบริิหารจััดการที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับงานที่่�รัับผิิดชอบได้้

ตามข้้อกำำ�หนด 8.2.3

ข้้อ 8.3 การควบคุุมเอกสารระบบการ

บริิหารงาน (control of management system 

documents)

ข้้อกำำ�หนด 8.3 ของมาตรฐานฉบัับใหม่่มีี

ความสอดคล้้องกัับข้้อกำำ�หนดมาตรฐานฉบัับแรกใน

ข้้อ 5.3 ที่่�ระบุุให้้มีีการตรวจสอบให้้แน่่ใจว่่าเอกสาร

ได้ร้ับัการอนุมุัตัิิใช้ ้โดยบุุคลากรที่่�ได้ร้ับัการมอบหมาย 

มีกีารทบทวนเป็น็ระยะตามความเหมาะสม มีกีารระบุุ

สถานะการแก้้ไขเอกสารและการแจกจ่่ายไปยัังจุุดที่่�

ใช้้งาน สิ่่�งสำำ�คััญที่่�ต้้องคำำ�นึึงคืือการป้้องกัันสิ่่�งที่่�ไม่่ได้้ 

ตั้้�งใจในการใช้้เอกสารที่่�ไม่่ทัันสมััย แต่่มาตรฐานฉบัับ

ใหม่่นี้้�พบว่่าไม่่ได้้ระบุุรายละเอีียดการเปลี่่�ยนแปลง

เอกสารและการแก้้ไขเอกสารด้ว้ยลายมือื ซึ่่�งมาตรฐาน

ฉบัับแรกได้้ระบุุไว้้ในข้้อกำำ�หนด 5.3.3  

ข้้อ 8.4 การควบคุุมบัันทึึก (control of 

records)

ข้้อกำำ�หนด 8.4 ของมาตรฐานฉบัับใหม่่มีี

ความสอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับแรกในข้้อ 5.13  

ที่่� ให้้จััดทำำ�บัันทึึก พร้้อมสำำ�หรัับการใช้้งาน การ

สำำ�รองข้้อมููลให้้สามารถเรีียกค้้นหาข้้อมููลได้้สะดวก  

การจััดเก็็บรัักษาและการกำำ�จััดบัันทึึกให้้กำำ�หนด

ระยะเวลาที่่�สอดคล้้องกัับภาระผููกพัันตามสััญญา  

การเข้้าถึึงบัันทึึกจะต้้องสอดคล้้องกัับข้้อผููกพัันใน 
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การรัักษาความลัับ

ข้้อ 8.6 การปรัับปรุุง (improvement)

ข้้อกำำ�หนด 8.6 ของมาตรฐานฉบัับใหม่่

มีีความสอดคล้้องกัับมาตรฐานฉบัับแรกในข้้อ 5.7 

การบริิการลููกค้้า และข้้อ 5.10 การปรัับปรุุง ผู้้�จััด

โปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญจะต้้องระบุุและเลืือก

โอกาสในการปรัับปรุุง พร้้อมทั้้�งดำำ�เนิินการตามความ

จำำ�เป็็นด้้วยวิิธีีการต่่าง ๆ เช่่น การทบทวนขั้้�นตอน

การดำำ�เนิินงาน การใช้้นโยบายและวััตถุุประสงค์์  

การวิิเคราะห์์ผลการตรวจติิดตามภายใน การดำำ�เนิิน

การแก้้ ไขตามมติิการประชุุมทบทวนระบบบริิหาร

จัดัการ  รวมทั้้�งข้อ้เสนอแนะจากบุุคลากร การประเมินิ

ความเสี่่�ยง ข้้อมููลการประเมิินจากองค์์กรภายนอก 

คำำ�ติิชมจากผู้้�เข้้าร่่วมและลููกค้้าทั้้�งเชิิงบวกและเชิิงลบ

สามารถนำำ�มาวิิเคราะห์์และใช้้เพื่่�อการปรัับปรุุงได้้  

ข้้อ 8.7 การดำำ�เนิินการแก้้ไข (corrective 

actions)

ข้้อกำำ�หนด 8.7 ของมาตรฐานฉบัับใหม่่มีี 

รายละเอีียดที่่�ปรัับเปลี่่�ยนจากมาตรฐานฉบัับแรก 

ในข้้อ 5.11 เมื่่�อเกิิดความไม่่สอดคล้้องจะต้้อง 

ตอบสนอง ดำำ�เนิินการควบคุุมและแก้้ไขให้้เหมาะสม 

กับัระดัับความเสี่่�ยง รวมทั้้�งประเมิินความจำำ�เป็น็ในการ 

กำำ�จัดัสาเหตุเุพื่่�อไม่่ให้้เกิดิซ้ำำ��อีกีหรือืเกิดิขึ้้�นที่่�กิจิกรรม

ส่่วนอื่่�น ๆ ให้้ทบทวนประสิิทธิิผลของการดำำ�เนิินการ

แก้้ไข มีีการระบุุความเสี่่�ยงและโอกาสเป็็นระยะตาม

ความเหมาะสม

ข้้อ 8.8 การตรวจติิดตามภายใน (internal 

audits)

มาตรฐานฉบัับแรกในข้้อ 5.14 ระบุุเป็็น

ความรัับผิิดชอบของผู้้�จััดการคุุณภาพในการวางแผน

และดำำ�เนิินการให้้มีีการตรวจติิดตามภายใน ส่่วน

มาตรฐานฉบัับใหม่่ไม่่ได้้ระบุุเป็็นหน้้าที่่�ของผู้้�จััดการ

คุุณภาพ แต่่ผู้้�จัดโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญ

จะต้้องดำำ�เนิินการให้้มีีการตรวจติิดตามภายในตาม

แผนที่่�กำำ�หนด ด้้วยบุุคลากรที่่�มีีความรู้้�ในกิิจกรรม

และข้้อกำำ�หนด ISO 17043 รวมทั้้�งเป็็นอิิสระจาก

กิิจกรรมที่่�ตรวจตามแนวทางมาตรฐานสากล ISO 

19011:2018(10) เพื่่�อประเมิินความสอดคล้้องและ

ประสิิทธิิผลของระบบการบริิหารจััดการ รวมทั้้�งเพิ่่�ม

การจััดทำำ�เกณฑ์์และขอบเขตการตรวจติิดตาม และ

ดููแลให้้มีีการรายงานผลการตรวจติิดตามภายในต่่อ 

ผู้้�บริิหารที่่�เกี่่�ยวข้้องด้้วย  

ข้้ อ  8 .9  การทบทวนระบบบ ริิหาร 

(management reviews)

มาตรฐานฉบัับแรกในข้้อ 5.15 การทบทวน

ระบบบริิหาร มีี 10 ประเด็็นและ 4 หมายเหตุุ ส่่วน

มาตรฐานฉบัับใหม่่ปรัับเปลี่่�ยนเป็็น 15 ประเด็็น โดย

เพิ่่�มรายละเอียีดเนื้้�อหาที่่�สำำ�คัญัจำำ�นวน 5 ประเด็น็ คือื 

(1) การเปลี่่�ยนแปลงภายในและภายนอกที่่�เกี่่�ยวข้้อง  

(2) การจััดการเพื่่�อให้้บรรลุุวััตถุุประสงค์์ (3) ความ

เหมาะสมและเพีียงพอของทรััพยากร (4) ผลการ

ระบุุความเสี่่�ยง และ (5) ผลลััพธ์์ของการเฝ้้าระวััง

กระบวนการ รวมทั้้�งให้้เพิ่่�มรายละเอีียดที่่�จะต้้อง

บัันทึึกการประชุุมเกี่่�ยวกัับ (1) ความมีีประสิิทธิิผล

ของระบบการบริิหารจััดการและกระบวนการต่่างๆ 

(2) การปรัับปรุุงกิิจกรรม (3) การจััดหาทรััพยากร 

และ (4) ความต้้องการเปลี่่�ยนแปลง อย่่างไรก็็ตาม

มาตรฐานฉบัับใหม่่พบว่่าไม่่ได้้มีีการระบุุหมายเหตุุ 

4 ข้้อที่่�มีี ในมาตรฐานฉบัับแรกที่่�ระบุุไว้้เกี่่�ยวกัับ  

(1) ระยะเวลาในการทบทวนระบบบริิหารจััดการทุุก 

12 เดืือน (2) ผลการทบทวนระบบบริิหารใช้้เป็็น

ข้้อมููลนำำ�เข้้าสู่่�ระบบการวางแผน (3) การทบทวน

ระบบบริิหารรวมถึึงการพิิจารณาหััวข้้อที่่�เกี่่�ยวข้้อง

ในการประชุุมฝ่่ายบริิหารตามปกติิ และ (4) กรณีี

หน่ว่ยงานหรืือองค์์กรขนาดใหญ่่มีหีลากหลายกิิจกรรม 

สามารถจััดการประชุุมทบทวนระบบบริิหารจััดการใน

แต่่ละประเด็็นเพื่่�อให้้ครอบคลุุมกิิจกรรมการทดสอบ

ความชำำ�นาญ
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สรุุป
มาตรฐานสากล ISO/IEC 17043:2023  

มีีการจััดโครงสร้้างตาม ISO/CASCO standard  

ประกอบด้้วย ข้้อกำำ�หนดทั่่�วไป ข้้อกำำ�หนดด้้าน

โครงสร้้าง ข้้อกำำ�หนดด้้านทรััพยากร ข้้อกำำ�หนดด้้าน

กระบวนการ และข้้อกำำ�หนดด้้านระบบบริิหารจััดการ  

โดยมีีการเรีียงหมายเลขข้้อกำำ�หนดเปลี่่�ยนใหม่่ให้้มีี

ความสอดคล้้องกัับมาตรฐานสากลอื่่�น เช่่น ISO/

IEC 17025:2017 และ ISO 15189:2022 เป็็นต้้น  

เป็็นการอำำ�นวยความสะดวกให้้หน่่วยงานหรืือองค์์กร

ที่่�มีีกิิจกรรมและดำำ�เนิินงานตามมาตรฐานมากกว่่า 1 

ระบบงาน สามารถบููรณาการข้้อกำำ�หนดของมาตรฐาน

เพื่่�อลดความซ้ำำ��ซ้้อนในการดำำ�เนิินการกิิจกรรมธำำ�รง

รัักษาระบบคุุณภาพ รวมทั้้�งการปรัับนิิยามศััพท์์ให้้

เป็็นแนวทางเดีียวกัับ ISO 13528:2022 เพื่่�อให้้

มีีความเข้้าใจความหมายเป็็นไปในทางเดีียวกัันและมีี 

ความชัดัเจนมากขึ้้�น มาตรฐานฉบับัใหม่่ได้้เพิ่่�มทางเลือืก 

ให้้ผู้้�จััดโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญสามารถใช้้

มาตรฐานระบบการบริิหารจััดการอื่่�น ๆ เช่่น ISO 

9001:2015 แสดงการดำำ�เนิินงานในส่่วนข้้อกำำ�หนด

ด้้านการบริิหารจััดการแบบบููรณาการระบบเพื่่�อให้้ 

การทดสอบความชำำ�นาญเป็็นไปอย่่างเหมาะสมกัับ 

ข้้อกำำ�หนดที่่�เกี่่�ยวข้้อง  

การเปรีียบเทีียบความแตกต่่างระหว่่าง

มาตรฐานสากล ISO/IEC 17043:2023  และ ISO/

IEC 17043:2010 มีีการปรัับเปลี่่�ยนชื่่�อ มาตรฐาน

การประเมิินความสอดคล้้อง ข้้อกำำ�หนดทั่่�วไปสำำ�หรัับ

การทดสอบความชำำ�นาญ เป็น็ข้อ้กำำ�หนดทั่่�วไปสำำ�หรับั

ความสามารถของผู้้�จัดัโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญ  

เป็็นการระบุุที่่�ชััดเจนถึึงหน้้าที่่�ความรัับผิิดชอบต่่อ 

ทุกุกระบวนการรวมทั้้�งการใช้บ้ริิการจากภายนอกด้ว้ย 

รายละเอีียดเนื้้�อหากระชัับและครอบคลุุมมากขึ้้�น 

ตั้้�งแต่่กระบวนการวางแผนดำำ�เนิินการทางวิิชาการ 

และกิิจกรรมการปฏิิบัตัิงิานต่่าง ๆ  โดยเฉพาะการเพิ่่�ม 

ข้อ้กำำ�หนดและแนวคิดิใหม่ท่ี่่�ไม่ม่ีีในมาตรฐานฉบับัแรก

ใน 3 ประเด็็น ได้้แก่่ 

(1) ความเป็็นกลาง ผู้้�บริิหารสููงสุุดและ

บุุคลากรทั้้�งหมดต้้องมีีความมุ่่�งมั่่�นปฏิิบััติิงานด้้วย

ความเป็็นกลาง มีีโครงสร้้าง การบริิหารจััดการ มีีการ

ติิดตามกิิจกรรมและความสััมพัันธ์์ของบุุคลากร กรณีี

มีีข้้อจำำ�กััดในเรื่่�องจำำ�นวนบุุคลากร จะต้้องมีีแนวทาง

การสืืบสวนและการตััดสิินใจที่่�ดีีและระมััดระวัังไม่่ให้้

กระทบต่่อความเป็็นกลางในการจััดการข้้อร้้องเรีียน

หรืือข้้ออุุทธรณ์์  

(2) การเฝ้้าระวัังกระบวนการ จะต้้องมีี

แผนการเฝ้้าระวัังกระบวนการที่่�สำำ�คััญเป็็นระยะๆ 

ในเวลาที่่�เหมาะสมเพื่่�อให้้มีีการปรัับปรุุงแก้้ไขสิ่่�งที่่�ไม่่

สอดคล้อ้งได้้ทันัเวลา ซึ่่�งจะช่่วยเติมิเต็ม็ระบบคุุณภาพ

ให้้มีีความสมบููรณ์์มากขึ้้�น  

(3) การจััดการความเสี่่�ยงและโอกาส  

มุ่่�งเน้้นการพิิจารณาความเสี่่�ยงที่่�อาจส่่งผลกระทบต่่อ

ความสำำ�เร็็จหรืือทำำ�ให้้ไม่่บรรลุุวััตถุุประสงค์์ ระบุุให้้มีี

การวางแผนการดำำ�เนินิการเพื่่�อจัดัการความเสี่่�ยง โดย

ไม่ร่ะบุขุ้อ้กำำ�หนดหรือืเอกสารวิธิีกีารจัดัการความเสี่่�ยง

หรืือกระบวนการจััดการความเสี่่�ยงอย่่างเป็็นทางการ  

ผู้้�จััดโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญมีีอิิสระในการ

เลือืกประยุกุต์์ใช้้วิธิีบีริหิารความเสี่่�ยงที่่�ครอบคลุมุจาก

แนวทางหรืือมาตรฐานอื่่�น ๆ ได้้  

ทั้้�งนี้้�ข้้อกำำ�หนดที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงสำำ�คััญ

ซึ่่� งอาจต้้องใช้้วิิธีีปฏิิบััติิ ใหม่่หรืือเปลี่่�ยนแปลงวิิธีี 

ปฏิิบััติิที่่�มีีอยู่่� ผู้้�จััดโปรแกรมทดสอบความชำำ�นาญ

จะต้้องบ่่งชี้้�สิ่่�งที่่�ได้้ดำำ�เนิินการเปลี่่�ยนแปลงให้้ชััดเจน  

สำำ�หรัับข้้อกำำ�หนดส่่วนใหญ่่ซึ่่�งมีีการเปลี่่�ยนหมายเลข

ข้้อกำำ�หนดและปรัับเปลี่่�ยนเล็็กน้้อยแต่่เจตนาโดยรวม

มีีความสอดคล้้องกััน ผู้้�จััดโปรแกรมทดสอบความ

ชำำ�นาญสามารถพิจิารณาดำำ�เนินิการได้้ตามความเหมาะสม 
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โดยมุ่่�งเน้้นให้้มีีการทำำ�กิิจกรรมเพื่่�อธำำ�รงรัักษาระบบ

คุุณภาพอย่่างสม่ำำ��เสมอและต่่อเนื่่�อง สามารถเพิ่่�ม

ประสิิทธิิผลของบริิการ ส่่งมอบผลการทดสอบความ

ชำำ�นาญที่่�แม่่นยำำ�น่าเชื่่�อถืือ มีีคุุณค่่าในการส่่งเสริิม

ให้้เกิิดระบบการประกัันคุุณภาพที่่�เข้้มแข็็งแก่่ห้้อง

ปฏิิบััติิการ 
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การตรวจวัดระดับไอโอเฮกซอลในพลาสมาด้วยวิธีโครมาโทกราฟี
ของเหลวสมรรถนะสูงพิเศษอย่างง่ายและรวดเร็ว

พรชัย หมีแหม่ว1 อัญชลี จันทร์ทอง1 สุกานดา ยิ่งยอดกุล1 เสาวนีย์ ไชยสุริยะศิริ1 
โยธิน คงนา2 และ ภาวิณี ถิ่นการ์1*

1ห้องปฏิบัติการเคมีคลินิก ภาควิชาพยาธิวิทยา คณะแพทยศาสตร์โรงพยาบาลรามาธิบดี มหาวิทยาลัยมหิดล 
กรุงเทพมหานคร

2งานเคมีคลินิกและภูมิคุ้มกันวิทยา กลุ่มงานเทคนิคการแพทย์ สถาบันประสาทวิทยา กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
การวดัคา่ไอโอเฮกซอลในพลาสมาอยา่งแม่นยำ�ถอืเปน็สิง่สำ�คญัในการตรวจวดัคา่อตัราการกรอง

ของไต (GFR) ในการศกึษาน้ี เราได้พฒันาและตรวจสอบความใช้ได้ของวธีิวเิคราะห์ใหม่ในการหาปรมิาณ

ไอโอเฮกซอลโดยใช้โครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูงพิเศษพร้อมการตรวจจับอัลตราไวโอเลต 

(UPLC-UV) การศึกษาน้ีเก่ียวข้องกับการเตรียมตัวอย่างและการแยกทางโครมาโทกราฟีสำ�หรับไอโอเฮกซอล 

ค่าพารามิเตอร์ต่าง ๆ ประกอบด้วยประเภทของคอลัมน์ องค์ประกอบและพีเอชของเฟสเคล่ือนท่ี ได้รับ 

การปรับให้เหมาะสมเพื่อให้ได้การแยกที่เหมาะสมที่สุด สภาวะโครมาโทกราฟีที่เหมาะสมที่สุดเป็นดังนี้ 

เฟสเคล่ือนท่ีคือร้อยละ 3.5 (ปริมาตรต่อปริมาตร) อะซีโตไนไตรล์ต่อน้ํา โดยไม่ต้องปรับความเป็นกรด-ด่าง 

คอลัมน์คือ Poroshell 120 EC-C18 โดยควบคุมอุณหภูมิที่ 30 องศาเซลเซียส และอัตราการไหล 0.2 

มิลลลิติรต่อนาที วธีิการท่ีพฒันาข้ึนมีความเปน็เสน้ตรงท่ีดีเยีย่มในช่วงความเขม้ขน้ 0 ถงึ 640 ไมโครกรมั

ต่อมิลลิลิตร (R2 = 0.9999) การทดสอบความเที่ยงของการวิเคราะห์แสดงด้วยค่าร้อยละ RSD ซึ่งเป็น

ไปตามเกณฑ์ยอมรับ (<ร้อยละ 2) ทั้งสำ�หรับการวิเคราะห์ with-in run และ between run การทดสอบ

ความแม่นยำ�มีค่าการคืนกลับอยู่ระหว่างร้อยละ 97.70 ± 2.11 ถึงร้อยละ 102.91 ± 1.47 วิธีน้ีมีขีดจำ�กัดใน

การตรวจพบ และขดีจำ�กดัในการวดัเชิงปรมิาณเท่ากบั 0.97 และ 3.26 ไมโครกรมัต่อมิลลลิิตรตามลำ�ดับ 

โดยใช้เวลาการวิเคราะห์ต่อตัวอย่างที่สั้น (6 นาที) โดยรวมแล้วการทดสอบ UPLC-UV ที่พัฒนาขึ้นนี้

ให้วิธีการที่ง่าย รวดเร็ว และเชื่อถือได้สำ�หรับการตรวจวัดไอโอเฮกซอลในพลาสมา ทำ�ให้เหมาะสำ�หรับ

การใช้งานทางคลินิกในการปฏิบัติงานด้านไตวิทยาและการวิจัยเพื่อการประเมิน GFR โดยการวัดตรง

คำ�สำ�คัญ: อัตราการกรองผ่านไต ไอโอเฮกซอล เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงพิเศษ   

	    การหาค่าที่เหมาะสมของวิธีทดสอบ การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีทดสอบ

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: pawinee.thi@mahidol.ac.th 
รับบทความ: 10 มกราคม 2567           แก้ไขบทความ: 3 มีนาคม 2567         รับตีพิมพ์บทความ: 5 เมษายน 2567
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Abstract 
Accurate measurement of iohexol in plasma is essential for determining glomerular 

filtration rate (GFR). In this study, we developed and validated a novel method for quantifying 

iohexol using ultra-performance liquid chromatography with ultraviolet detection (UPLC-UV). 

The method involved sample preparation and chromatographic separation for iohexol. Various 

parameters including the type of stationary phase, mobile phase composition, and pH of mobile 

phase were optimized to achieve optimal separation. The optimal chromatographic conditions 

are shown as follow; the mobile phase was 3.5% (v/v) of acetonitrile/water without adjusting 

pH, a flow rate was set at 0.2 mL/min, the analytical column was Poroshell 120 EC-C18 with a  

column temperature of 30 ำC. The developed method exhibited excellent linearity over a concentration 

range of 0 to 640 μg/mL (R2 = 0.9999). Precision analyses demonstrated %RSD values within 

acceptable limits (<2%) for within-run and between-run analyses. Recovery experiments yielded 

accurate results ranging from 97.70 ± 2.11% to 102.91 ± 1.47%. The method also achieved low 

limits of detection and quantitation (0.97 and 3.26 µg/mL, respectively) with a short analysis 

time per sample (6 minutes). Overall, the developed UPLC-UV assay provides a simple, rapid, 

and reliable method for iohexol determination in plasma, making it suitable for clinical applications 

in nephrology practice and research for direct GFR assessment.
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 		  Method optimization, Method validation
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Introduction
The glomerular filtration rate (GFR) 

is the amount of plasma filtered by the renal 

glomerular capillaries into the Bowman’s 

capsule per unit of time. It plays a key role 

in the clinical assessment of kidney function, 

the diagnosis of chronic kidney disease, the 

evaluation of living kidney donation before

nephrectomy, and the assessment of the 

progression of renal function decrease in 

kidney disease. Understanding GFR is essential

for dosing potentially toxic drugs with a narrow

therapeutic index and monitoring treatment’s 

impact on renal  function.(1, 2)

There are two methods for measuring 

GFR: direct measure GFR (measurement 

GFR; mGFR), which involves injecting 

exogenous substances like inulin, iothalamate, 
51Cr-ethylenediaminetetraacet ic acid 

(51Cr-EDTA), or iohexol that are almost 

completely excreted through the kidneys(3, 4),

and then calculating the GFR through the 

excretion rate of that exogenous substance by 

measuring its level in the blood and urine. 

Another method involves estimating GFR 

(estimated GFR; eGFR) by calculating the 

GFR using an accurate formula after assessing 

the amounts of endogenous substances 

produced by the body and cleared in the 

urine, such as creatinine and cystatin C.(5)

These include the CKD-EPI equation 

(CKD-epidemiology cooperation), the MDRD 

equation (modification of diet in renal 

disease), and the Cockcroft-Gault formula.(6, 7)

Direct measurement of GFR for 

obtaining a precise value is required in 

particular circumstances because it affects 

the choice of treatment. For instance, when 

a drug has a narrow therapeutic range and 

is toxic to the kidneys, or when assessing a 

potential living kidney donor.(8) In addition, 

it is advised to assess GFR using the direct 

measurement approach in chronic conditions 

such as liver cirrhosis because GFR 

estimations based on endogenous substances 

like creatinine in patients with liver cirrhosis 

may be invalid under certain conditions, 

such as reduced muscle mass, malnutrition, 

or excessive bilirubin.(9, 10) Moreover, the 

obese patient is encouraged to employ direct 

measurement since, in individuals with a BMI 

>30 kg/m2, a variety of body composition 

variables, like reduced muscle mass, may 

cause the use of creatinine-based equations 

to overstate GFR.(9, 11)

In daily practice, estimating GFR-

based equations are most frequently utilized. 

They have the advantage of being inexpensive 

and providing results immediately.(9) Their 

disadvantage is that they rely on endogenous 

biomarkers, which can be affected by factors 

including age, sex, muscle mass, medications, 

some chronic illnesses, food, and probably 

many more.(12) Therefore, in situations where 

more precise GFR is required, a technique 

for evaluating exogenous compounds qualified 

as an ideal marker for measurement of GFR 

properties was used instead, and iohexol is 



A Simple and Rapid Ultra-performance Liquid 
Chromatography Method for Plasma Iohexol Determination 

9125

another widely used exogenous marker.(13)

Iohexol is a safe and effective nonionic

contrast medium, structure as shown in Fig. 1,

that has various advantages in clinical practice

and could be utilized as a reliable GFR marker 

in patients with severe renal failure. As a result, 

it is becoming a more widely acknowledged 

marker for determining GFR. (14-17)

Iohexol clearance is recommended as a 

reference method for finding the glomerular 

filtration rate, which is important in nephrology

practice and research.(17, 18)

Fig. 1 The chemical structure of iohexol (N,N´-Bis (2,3-dihydroxypropyl)-5-[N-(2,3-dihydroxypropyl) acetamido] 
triiodoisophthalamide) (26).
Fig. 1	 The	 chemical	 structure	 of	 iohexol	 (N,N´-Bis	 (2,3-dihydroxypropyl)-5-[N-(2,3-dihydroxypropyl)	

	 acetamido]	triiodoisophthalamide).(26)

Currently, several studies have 

published methods for the determination 

of iohexol using high-performance liquid 

chromatography (HPLC)(14, 15, 19) methods, 

and these methods keep fulfilling the 

requirements of clinicians and researchers. 

Using the HPLC-UV method, the two 

isomers have different retention times.(20)

Since the endo-isomer is proportionally less 

than the exo-isomer (ratio about 20:80), 

most investigators measured only the major 

compound and generally used this isomer 

for the calculations of iohexol clearance 

and consequently GFR determination.(16, 21)

 The liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (LC-MS/MS) method is another 

highly accurate and precise method of 

determining iohexol in plasma.(22) However, 

because of the analyzer’s limitations and 

high cost, routine laboratories are unable 

to perform analysis using this method. 

That is why this method is still not widely 

used. However, the advantages of ultra-high 

performance liquid chromatography (UPLC), 

which include speed, good separation, and 

sensitivity and could be considered to 

be a new direction for chromatography 

method because of the analysis time and 
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sensitivity in clinical laboratories, are very 

important. As a result, UPLC is becoming 

increasingly important. UPLC differs from 

traditional HPLC in the size of particles of 

the stationary phase and the liquid handling 

system can be used to operate at much 

higher pressure. The knowledge from the 

Van Deemter equation, the efficiency of the 

chromatographic technique is proportional 

to particle size decrease. The small particle 

diameter can reduce height equivalent to a 

theoretical plate (HETP) which results in 

higher efficiency.(23) 

Due to the superior advantages of the 

UPLC method in terms of speed, separation, 

and sensitivity than HPLC, the development of 

measurement work has increasingly focused on 

this technique. This study aimed to develop a 

sensitive, fast, and reliable UPLC-UV method 

for iohexol determination.  Validation results 

were conducted following the International 

Conference on Harmonization (ICH) criteria(24) 

 and acceptance criteria following the study 

of Shabir G et al.(25)

Material and method
1. Samples

The 20 left-over EDTA plasma 

samples from the Division of Clinical 

Chemistry Department of Pathology, Faculty 

of Medicine Ramathibodi Hospital were 

collected in June 2020 and kept at -80 ำC 

until use. These samples were used for 

method development, optimization, and 

validation. This study received a proper 

institutional review and broad approval from 

the Human Research Ethics Committee, 

Faculty of Medicine Ramathibodi Hospital, 

Mahidol University, Bangkok, Thailand. 

The ethics number for this study is COA. 

MURA2020/915.

2. Materials and reagents

Iohexol standard was purchased from 

US Pharmacopeia (Rockville, USA). The 

iohexol-related compound B (5-amino-N, 

N’-bis(2,3-dihydroxypropyl)-2,4,6-triiodo-

1,3-benzenedicarboxamide) was purchased 

from Toronto Research Chemicals (Toronto, 

Canada). HPLC-grade acetonitrile was 

purchased from  RCI Labscan Limited 

(Bangkok, Thailand). AR-grade perchloric 

acid was purchased from Ajax Finechem 

(Taten Point NSW, Australia). AR-grade 

orthophosphoric acid was purchased from 

 RCI Labscan Limited (Bangkok, Thailand). 

Purified water was prepared with a Millipore 

(Molsheim, France) Milli-direct Q3 water- 

purification system.

3. UPLC-UV: condition and equipment

The study was carried out using the 

Agilent 1200 series UPLC system (Santa 

Clara, USA), consisting of a pump, an online 

vacuum degasser, an autosampler, a column 

oven, and a UV/VIS detector. The whole 

UPLC system was controlled by Agilent 

ChemStation Software, by which data were 
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acquired and quantified. The autosampler 

loop volume was kept at 10 μL. Detector 

wavelengths were set at 254 nm.  The iohexol-

related compound B was used as an internal 

standard (IS). For the optimized test, we 

used three analytical columns: Poroshell 120 

EC-C18 (50 × 3.0 mm; 2.7 μm), Zorbax 

Eclipse plus C18 (50 × 2.1 mm; 1.8  μm), 

and Zorbax SB-C18 (50 × 2.1 mm; 1.8 

μm) and the three analytical columns were 

purchased from Agilent Technologies (Santa 

Clara, USA). 

4. Preparation of standards

The stock solution of iohexol standard 

(10 mg/mL) was prepared in acetonitrile. 

Stock solutions were kept at -80 ำC. A total 

of six concentrations of iohexol standards 

(5, 20, 80, 160, 320, and 640 μg/mL) were 

prepared in EDTA plasma and used as 

calibrators. The iohexol-related compound B 

at a concentration of 10 μg/mL was prepared 

in 5% (v/v) perchloric acid and used as the 

protein precipitant solution containing IS.

5. Sample and sample preparation

The previous study by El Assri 

et al. (26) was adopted and optimized for 

the current UPLC-UV study. For sample 

preparation, the ratio of the volume of sample 

and protein precipitate solution was tried 

to determine the optimal ratio based on % 

extraction recovery, and it was calculated by 

using a formula as shown below. In short, 

aliquots of the calibrator, control material, or 

EDTA plasma samples (50 μL) were added 

to 1.5 mL microcentrifuge tubes added with a 

 protein precipitation solvent containing 10 μg/

mL IS in the volume 250 μL, 500 μL, 750 

μL, and 1,000 μL representing the ratio of 

1:5, 1:10, 1:15, and 1:20 respectively. Then, 

mixed well and centrifuged at 10,000 rpm 

for 10 minutes. The clear supernatant was 

then taken into the vial for further injection 

with a UPLC-UV analyzer. 

tubes added with a protein precipitation solvent containing 10 µg/mL IS in the volume 250 µL, 500 µL, 750 µL, and 
1,000 µL representing the ratio of 1:5, 1:10, 1:15, and 1:20 respectively. Then, mixed well and centrifuged at 10,000 
rpm for 10 minutes.  The clear supernatant was then taken into the vial for further injection with a UPLC-UV analyzer. 

%Extraction recovery = peak area of spike standard in plasma sample
peak area of neat standard X 100

2.6 Method optimization
The optimization of the UPLC-UV method in this study was experimentally adjusted for several parameters 

such as the type of column, the composition of the mobile phase, and the pH of the mobile phase. The resolution 
(Rs) between endo and exo-iohexol, retention time (RT), asymmetry factor (As), and theoretical plate (N) were all 
calculated using Agilent Technologies' ChemStation software in order to determine whether the optimization was 
adequate.

2.6.1 Stationary phase
Initially, we were inspired by the study of Niculescu et al. (27), who developed an HPLC method to measure 

iohexol, so we adopted the same mobile phase composition (3.5% acetonitrile/water, pH 2.5) to select appropriate
column in our study. The three candidate columns consisting of Poroshell 120 EC-C18, Zorbax Eclipse plus C18, 
and Zorbax SB-C18 were enrolled to test for iohexol separation. The column properties for each candidate column 
are shown in Table 1. The Poroshell 120 EC-18 was selected because it is a superficial porous silica column that is 
a new trend of support materials used in the production of columns. The Eclipse plus C18 was selected because it 
is the endcap bonded phase column, and Zorbax SB-C18 was selected because it is the non-endcap bonded 
phase column.

2.6.2 Mobile phase 
After obtaining an appropriate column for the determination of iohexol from trial 2.6.1, the composition of 

the mobile phase was studied. For the separation of iohexol, acetonitrile in water was optimized. Iohexol separation 
was investigated for the four different concentrations of acetonitrile in the mobile phase (2%, 3.5%, 5%, and 7%
(v/v)).

2.6.3 pH of mobile phase 
After an appropriate column and the composition of the mobile phase were obtained by trials 2.6.1 and 

2.6.2, the impact of the pH of the mobile phase on the determination of iohexol was examined. Orthophosphoric 
acid was added to the mobile phase to change the pH from no modification to 4 and 2.5 to assess the impact of 
pH. The pH values were selected based on previous studies of Niculescu et al. (27) at pH 2.5 and Nilsson-Ehle et al.
(28) at pH 4. No adjustments were selected because it was easy to prepare.

%Extraction recovery = 
peak area of neat standard

X 100peak area of spike standard in plasma sample

6. Method optimization

The optimization of the UPLC-UV 

method in this study was experimentally 

adjusted for several parameters such as the 

type of column, the composition of the mobile 

phase, and the pH of the mobile phase. The 

resolution (Rs) between endo and exo-iohexol, 

retention time (RT), asymmetry factor (As), 

and theoretical plate (N) were all calculated 

using Agilent Technologies’ ChemStation 

software in order to determine whether the 

optimization was adequate.
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6.2 Mobile phase 

 After obtaining an appropriate column 

for the determination of iohexol from trial 

2.6.1, the composition of the mobile phase 

was studied. For the separation of iohexol, 

acetonitrile in water was optimized. Iohexol 

separation was investigated for the four 

different concentrations of acetonitrile in the 

mobile phase (2%, 3.5%, 5%, and 7% (v/v)).

Table 1 The specification of three candidate columns for iohexol measurement by UPLC-UV technique.

Specification Poroshell 120 EC Zorbax Eclipse Plus Zorbax SB

Silane phase C18 C18 C18

Porous silica Superficial Total Total

Column length 3.0 x 50 2.1 x 50 2.1 x 50

Particle size (µm) 2.7 1.8 1.8

Pore size (°A) 120 95 80

Column endcapping Yes Yes No

Max.Pres. 600 600 1200

Carbon load (%) 10 9 10

6.1 Stationary phase

Initially, we were inspired by the 

study of Niculescu et al. (27), who developed 

an HPLC method to measure iohexol, so we 

adopted the same mobile phase composition 

(3.5% acetonitrile/water, pH 2.5) to select 

appropriate column in our study. The three 

candidate columns consisting of Poroshell 

120 EC-C18, Zorbax Eclipse plus C18, and 

Zorbax SB-C18 were enrolled to test for 

iohexol separation. The column properties 

for each candidate column are shown in 

Table 1. The Poroshell 120 EC-18 was 

selected because it is a superficial porous 

silica column that is a new trend of support 

materials used in the production of columns. 

The Eclipse plus C18 was selected because 

it is the endcap bonded phase column, and 

Zorbax SB-C18 was selected because it is 

the non-endcap bonded phase column.

 6.3 pH of mobile phase 

After an appropriate column and 

the composition of the mobile phase were 

obtained by trials 2.6.1 and 2.6.2, the 

impact of the pH of the mobile phase on 

the determination of iohexol was examined. 

Orthophosphoric acid was added to the 

mobile phase to change the pH from no 

modification to 4 and 2.5 to assess the 
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impact of pH. The pH values were selected 

based on previous studies of Niculescu  

et al.(27) at pH 2.5 and Nilsson-Ehle et al.(28) 

at pH 4. No adjustments were selected  

because it was easy to prepare.

7. Validation of the method 

7.1 Selectivity

Comparing the chromatograms 

of the six blank EDTA plasma samples 

with those plasma samples spiked with 

iohexol and iohexol-related compound B 

allowed researchers to evaluate the method’s 

selectivity. Selectivity was guaranteed that 

each blank sample had its interference 

levels checked. It was acknowledged that 

no interfering peaks existed.

7.2 Linearity of range

To assess the linearity of the 

calibration range, stock standard solutions 

containing 10 mg/mL of iohexol were added 

to the plasma and made in triplicate at seven 

different concentrations including a sample 

blank that covered the analytical range. The 

calibration curve was constructed by plotting 

the peak area ratios of the exo-iohexol to 

the IS (y) against the analyte concentration 

(expressed as μg/mL). For each concentration, 

the operation was done three times. The 

applied criteria for a valid calibration model 

were the coefficient of determination higher 

than 0.999 (R2), and the relative standard 

deviation (%RSD) to be within 3% for all 

concentrations of calibrators.

7.3 Precision 

Twenty samples per level injected 

into the UPLC-UV system were used to 

assess the intra-day precision. Free iohexol 

human plasma was spiked with standards to 

create three final concentrations of 40, 150, 

and 300 μg/mL. On five successive days, the 

inter-day precision was evaluated similarly. 

After determining the iohexol concentrations, 

%RSD was estimated. The acceptable criteria 

for precision are %RSD lower than 2%.

7.4 Accuracy

By using the recovery approach, 

the method’s accuracy was evaluated. The 

% recovery was estimated at three nominal 

concentrations by spiking the fresh plasma with 

iohexol standards. The final concentrations 

were comparable to those attained using 

the previously disclosed precision evaluation 

approach. The percentage of recovery was 

calculated using the formula below and the 

acceptable criteria for accuracy is %recovery 

range between 90-110%.

   %Recovery = 

7.5 Lower limit of detection and  

quantitation 

The detection and quantitation limits 

were calculated using the relationship between 

the standard deviation (SD) of the iohexol 

response at the lowest point on the calibration 

curve and the slope of the calibration curves. 

The quantitation limit was to be 10 SD, 

expected conc.
observed conc. x 100
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whereas the detection limit was to be a 

relation of 3 SD.

Results
1. Sample extraction

 The extraction of iohexol during 

sample preparation is essential for accuracy 

quantification. The data in Table 2 represent 

the mean of the %recovery and peak area 

values of endo-iohexol and exo-iohexol 

obtained by triplicate run, it shows the 

percentage recovery of iohexol obtained from 

the protein precipitation with a ratio of sample 

to precipitant solution at 1:5, 1:10, 1:15, and 

1:20. The extraction efficiency range between 

90.53 and 103.36% and 95.13 and 99.55% for 

endo-iohexol and exo-iohexol, respectively. 

The ratio of 1:10 shows a satisfied %recovery 

of 97.82 ± 1.27% and a high peak area in 

both isomers (shown in Fig. 5), Moreover, 

it has been shown to precipitate proteins by 

several previous studies.

Table 2	Recovery (%) of endo-iohexol and exo-iohexol with various ratios of sample to protein  

	 precipitation solution. 

The ratio of 

sample to 

protein 

precipitant 

solution

Endo-iohexol Exo-iohexol

Recovery 

(%)

Peak area

(mAu*s)

SD

(mAu*s)

Recovery 

(%)

Peak area

(mAu*s)

SD

(mAu*s)

1:5 103.36 367.89 0.85 99.55 1462.83 1.29

1:10 100.50 199.33 0.23 97.82 787.48 1.27

1:15 100.55 139.35 0.16 98.61 545.29 0.79

1:20 90.53 103.56 0.63 95.13 401.57 0.41
In this table, the recovery (%) and peak area (mAu*s) for both endo-iohexol and exo-iohexol are  
provided at various ratios of sample-to-protein precipitation solution. The standard deviation (SD) of the 
peak area is also included. This data helps assess the efficiency of protein precipitation and the  
recovery of the analytes under different conditions.
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2. Method optimization  

2.1 Stationary phase

Three columns were investigated 

for iohexol determination by the UPLC-UV 

system, including   Poroshell 120 EC-C18, 

Zorbax Eclipse plus C18, and Zorbax SB-

C18 column. Iohexol could be separated into 

endo- and exo-iohexol peaks by all three 

columns, and the IS was the final peak, as 

seen in Fig. 2. Table 3 displays the results 

of the column performance evaluation against 

this iohexol separation, and the result is the 

mean of the triplicate run. The RT, As, N, 

peak area, Rs, and isomer ratios mentioned are 

ordered by using the Poroshell 120 EC-C18, 

Zorbax Eclipse plus C18, and Zorbax SB-

C18 column, respectively. The RT of endo-

iohexol were 3.56, 2.19, and 2.17 minutes, 

and for exo-iohexol were 3.92, 2.51, and 

2.48 minutes and for IS were 4.76, 3.11, and 

3.09 minutes. The As of endo-iohexol were 

0.80, 0.76, and 0.88, and for exo-iohexol 

were 0.87, 0.76, and 0.90, and for IS were 

0.67, 0.58, and 0.73. The N of endo-iohexol 

were 5,507, 3,009, and 3,710, and for exo-

iohexol were 4,543, 2,520, and 2,810, and 

for IS were 7,357, 4,567, and 5,973. The 

peak area of endo-iohexol were 606, 624, and 

598 mAu*s, and for exo-iohexol were 2,137, 

2,192, and 2,140 mAu*s, and for IS were 

536, 553 and 558 mAu*s. The Rs between 

endo-iohexol and exo-iohexol were 1.71, 

1.78, and 1.88. The peak area between the 

isomer of endo-iohexol and exo-iohexol were 

0.283, 0.285, and 0.279. The Poroshell 120 

EC-C18 column performs that it fulfilled the 

acceptance criteria with values of Rs between 

the iohexol isomers with >1.5, asymmetry 

factor <2, N >2,000, high peak area, and 

lower back pressure with 65 bar.

Fig. 2  Chromatograms obtained from plasma sample adding iohexol concentration of 600 µg/mL and internal 
standard (IS) by using the three columns with the mobile phase composition suggested by Niculescu et al. (27)

(3.5% acetonitrile: water at pH 2.5).

Zorbax Eclipse plus C18

Zorbax SB C18

Poroshell 120 EC

Endo-iohexol
Exo-iohexol

IS

Fig. 2 Chromatograms	obtained	from	plasma	sample	adding	iohexol	concentration	of	600	µg/mL	and	

	 internal	standard	(IS)	by	using	the	three	columns	with	the	mobile	phase	composition	suggested	

	 by	Niculescu	et al.(27)		(3.5%	acetonitrile:	water	at	pH	2.5).	
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2.2 Mobile phase

The mobile phase composition was 

investigated to optimize the UPLC-UV assay 

parameters. Table 4 shows the value of peak 

parameters including RT, As, N, peak area, 

Rs, and isomer ratio obtained by usage of 

various acetonitrile/water as the mobile phase, 

and the result is the mean of the triplicate 

run.  All studied parameters are ordered by 

using the mobile phase at concentrations of 

2%, 3.5%, 5%, and 7% (v/v) acetonitrile/

water, respectively. The RT of endo-iohexol 

were 6.40, 3.56, 2.39, and 1.80 minutes, 

and for exo-iohexol were 6.86, 3.92, 2.63, 

and 1.93 minutes and for IS were 7.60, 

4.76, 3.32 and 2.42 minutes. The As of 

endo-iohexol were 0.92, 0.80, 0.81, and 

1.02, and for exo-iohexol were 0.96, 0.87, 

0.80, and 0.77, and for IS were 0.81, 0.67, 

0.62 and 0.65. The N of endo-iohexol were 

6,471, 5,507, 3,964, and 2,638, and for 

exo-iohexol were 5,911, 4,543, 3,456, and 

2,844, and for IS were 8,560, 7,357, 5,794 

and 4,321. The peak areas of endo-iohexol 

were 602, 606, 613, and 551 mAu*s, and 

for exo-iohexol were 2,053, 2,137, 2,180, 

and 2,244 mAu*s, and for IS were 463, 

536, 553 and 542 mAu*s. The Rs between 

endo-iohexol and exo-iohexol were 1.34, 1.71. 

1.43, and 0.87. The peak area ratio between 

the isomer of endo-iohexol and exo-iohexol 

were 0.293, 0.283, 0.281, and 0.246. The 

typical chromatograms for the iohexol and 

IS by using different acetonitrile/water as the 

Fig. 3 Chromatograms obtained from plasma sample adding iohexol concentration of 600 µg/mL and internal 
standard (IS) by using various acetonitrile/water (v/v) in the mobile phases by using the Poroshell EC120 column.

7% Acetonitrile

5% Acetonitrile

3.5% Acetonitrile

2% Acetonitrile

Endo-iohexol
Exo-iohexol

IS

Fig. 3	 Chromatograms	obtained	from	plasma	sample	adding	iohexol	concentration	of	600	µg/mL	and

		 internal	standard	(IS)	by	using	various	acetonitrile/water	(v/v)	in	the	mobile	phases	by	using	the	

	 Poroshell	EC120	column.
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Table 3	The optimization of the stationary phase by using three columns with the mobile phase  

	 composition suggested by Niculescu et al. (27) (3.5% acetonitrile: water at pH 2.5).

Column 

Type

Analytes RT

(min)

As N Peak

area

(mAu*s)

Rs* Ratio** Back 

pressure

(bar)

Poroshell 

EC120

Endo-iohexol 3.56 0.80 5,507 606 1.71 0.283 65

Exo-iohexol 3.92 0.87 4,543 2,137

IS 4.72 0.67 7,357 536    

Zorbax SB

Endo-iohexol 2.19 0.76 3,009 624 1.78 0.285 125

Exo-iohexol 2.51 0.76 2,520 2,192

IS 3.11 0.58 4,567 553    

Eclipse plus

Endo-iohexol 2.17 0.88 3,710 598 1.88 0.279 130

Exo-iohexol 2.48 0.90 2,810 2,140

IS 3.09 0.73 5,973 558    
In this table, the retention time (RT), asymmetric factor (As), theoretical plate number (N), peak area, 
resolution (Rs), ratio values, and back pressure are provided for each column type (Poroshell EC120, 
Zorbax SB, and Eclipse Plus) and each analyte (Endo-iohexol, Exo-iohexol, and IS). * The Rs and 
Ratio values are provided for endo-iohexol and exo-iohexol. The data allows for the evaluation of the 
performance of different stationary phases under the specified mobile phase conditions, aiding in the 
selection of the optimal stationary phase for the analysis.

mobile phase are given in Fig. 3. The 3.5% 

acetonitrile/water as mobile phase fulfill the 

acceptable criteria with good Rs between the 

iohexol isomer with > 1.5, asymmetry factor 

<2, N > 2,000, high peak area, and a short 

total run time of 6 minutes.
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Table 4	The optimization of acetonitrile concentration in the mobile phase using the Poroshell EC120  

	 column.

Acetonitrile/

water

Analytes RT

(min)

As N Peak area

(mAu*s)

Rs* Ratio**

2% 

Endo-iohexol 6.40 0.92 6,471 602 1.34 0.293

Exo-iohexol 6.86 0.96 5,911 2,053    

IS 7.60 0.81 8,560 463    

3.5% 

Endo-iohexol 3.56 0.80 5,507 606 1.71 0.283

Exo-iohexol 3.92 0.87 4,543 2,137    

IS 4.72 0.67 7,357 536    

5% 

Endo-iohexol 2.39 0.81 3,964 613 1.43 0.281

Exo-iohexol 2.63 0.80 3,456 2,180    

IS 3.32 0.62 5,794 553

7% 

Endo-iohexol 1.80 1.02 2,638 551 0.87 0.246

Exo-iohexol 1.93 0.77 2,844 2,244    

IS 2.42 0.65 4,321 542
In this table, the retention time (RT), asymmetric factor (As), theoretical plate number (N), peak area, 
resolution (Rs), and ratio values of endo-iohexol, exo-iohexol, and IS. * The Rs and Ratio values  
are provided for endo-iohexol and exo-iohexol at different acetonitrile concentrations in the mobile 
phase. The data allows for the evaluation of the chromatographic performance under varying solvent 
compositions, aiding in the selection of the optimal acetonitrile concentration for the analysis.
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Table 5	The optimization of the pH of the mobile phase using the Poroshell EC120 column with 3.5% 

 	 acetonitrile: water as mobile phase.

pH of mobile 

phase

Analytes RT

(min)

As N Peak area Rs* Ratio*

Not adjust pH

Endo-iohexol 3.56 0.80 5,507 606 1.71 0.283

Exo-iohexol 3.92 0.87 4,543 2,137

IS 4.72 0.67 7,357 536    

pH 4

Endo-iohexol 3.67 0.83 5,706 620 1.71 0.283

Exo-iohexol 4.04 0.89 4,710 2,188

IS 4.83 0.69 7,479 535

pH 2.5

Endo-iohexol 3.69 0.82 5,575 619 1.71 0.284

Exo-iohexol 4.06 0.90 4,611 2,182

IS 4.85 0.68 7,215 534
In this table, the retention time (RT), asymmetric factor (As), theoretical plate number (N), peak area, 
resolution (Rs), and ratio values of endo-iohexol, exo-iohexol, and IS. * The Rs and Ratio values are 
provided for endo-iohexol and exo-iohexol at different pH values of the mobile phase. The data indicates 
the performance of the chromatographic system under various pH conditions, allowing for the selection 
of the optimal pH for the analysis.

2.3 pH

The pH is a parameter that has been 

carefully chosen for iohexol measurement. 

 Orthophosphoric acid changes the  mobile 

phase’s pH from no adjustment to 4 and 

2.5. Table 5 displays the outcomes of a 

three-variable variation. The RT, As, N, 

peak area, Rs, and isomer ratios mentioned 

are ordered by using the mobile phase’s pH 

of no adjustment, 4 and 2.5, respectively. 

The RT of endo-iohexol were 3.56, 3.67, 

and 3.69 minutes, and for exo-iohexol were 

3.92, 4.04, and 4.06 minutes, and for IS 

were 4.72, 4.83, and 4.85 minutes. The As 

of endo-iohexol were 0.80, 0.83, and 0.82, 

and for exo-iohexol were 0.87, 0.89, and 

0.90, and for IS were 0.67, 0.69, and 0.68. 

The N of endo-iohexol were 5,507, 5,706, 

and 5,575, and for exo-iohexol were 4,543, 

4,710, and 4,611, and for IS were 7,357, 

7,479, and 7,215. The peak areas of endo-

iohexol were 606, 620, and 619 mAu*s, 

and for exo-iohexol were 2,137, 2,188, and 

2,182 mAu*s, and for IS were 536, 535, and 

534 mAu*s. The Rs between endo-iohexol 

and exo-iohexol were 1.71, 1.71, and 1.71. 

The peak area between the isomer of endo-

iohexol and exo-iohexol were 0.283, 0.283, 

and 0.284. The mobile phase with no pH 

adjustment produces a good chromatogram 

as same as pH of 2.5 and 4, however, it is 

easy to prepare (Fig. 4).
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Table 6 The optimized parameters for developing iohexol assay with UPLC.

Parameters Value

Analyzer UPLC

Stationary phase Poroshell EC120 column

Mobile phase 3.5% ACN: water with no pH adjustment

UV Detector wavelength 254 nm

Injection volume 10 µL

Column oven 30 C

Sample (µL): Precipitant solvent (µL) 50:500 (1:10)

3. Method validation

According to method-optimized data, 

the best chromatographic conditions are 3.5% 

(v/v) acetonitrile in water as the mobile phase 

and the Poroshell 120 EC-C18 column as 

the stationary phase. These conditions were 

selected for iohexol separation because they 

provide a clear resolution between endo- and 

exo-iohexol isomer peaks, have a total run 

time of less than 6 min per analysis, and 

have good peak characteristics for all analytes.

 3.1 Selectivity

Six different blank plasma samples 

were extracted to test the selectivity. The 

method’s selectivity was inferred from the 

lack of competing peaks at the retention 

times for iohexol and IS. Fig. 5 displays 

the chromatogram of a blank plasma sample 

spiked with iohexol and IS at a concentration 

of 600 μg/mL. With a resolution of 1.71 

for endo- and exo-iohexol and 4.55 for  

exo-iohexol and IS, this result showed 3 peaks 

with retention times of 3.56, 3.92, and 4.72 

minutes for endo-iohexol, exo-iohexol, and IS 

respectively. A blank plasma chromatogram 

(Fig. 5A) revealed no interference peaks at the 

iohexol and IS retention times. The outcome 

demonstrated that none of the endogenous 

compounds from the six distinct sources’ 

blank plasma interfered.
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Fig. 4 Chromatograms obtained from plasma sample adding iohexol concentration of 600 µg/mL and internal 
standard (IS) by using various pH of mobile phases using the Poroshell EC120 column with 3.5% acetonitrile: 
water as mobile phase.

pH 4

pH 2.5
No pH adjustment

Endo-iohexol
Exo-iohexol

IS

Fig. 4	 Chromatograms	obtained	from	plasma	sample	adding	iohexol	concentration	of	600	µg/mL	and

		 internal	standard	(IS)	by	using	various	pH	of	mobile	phases	using	the	Poroshell	EC120	column

		 with	3.5%	acetonitrile:	water	as	mobile	phase.

Fig. 5 The	chromatogram	of	blank	samples	(5A)	and	blank	sample	adding	iohexol	concentration	of	

	 600	µg/mL	and	 internal	standard	 (IS)	 (5B)	by	using	 the	Poroshell	EC120	column	with	3.5%	

	 acetonitrile:	water	as	mobile	phase	no	pH	adjustment.



Pornchai Meemaew et al.9138

3.2 Linearity of range

The peak area ratio of exo-iohexol 

to IS (y) versus the iohexol concentration 

was used to obtain the calibration curves for 

iohexol in EDTA plasma, which showed a 

strong linear relationship over the range of

0-640 μg/mL as shown in Fig. 6. The 

equation for a typical calibration curve was 

y=0.0119x-0.0424 (R2 = 0.9999). The iohexol 

concentrations fell within the 0-640 μg/mL 

assayed range. The %RSD at all levels of 

the calibration was < 3% and that is falling 

in acceptable criteria in the test range.

3.3 Limit of detection and quantitation

The detection limits and quantitation 

limits for the developed UPLC technique 

were 0.97 and 3.26 μg/mL, respectively. 

The low detection and quantitation limit 

values showed that iohexol had appropriate 

analytical sensitivity.

3.4 Precision and accuracy

As indicated in Table 7, precision 

and accuracy were determined using the 

within-run and between-run variation of 

the spiked sample at three concentrations. 

Within-run and between-run analyses had 

precision (%RSD) values of 1.43 to 2.16% 

and 1.38 to 1.53%, respectively. The recovery 

(%) range was between 97.70 (2.11) to 

102.91 (1.47)%. These results showed that 

this method fulfilled the acceptance criteria 

with values of %RSD <2% for precision and 

within 90-110% for accuracy.

Fig. 6 Linear responses in exo-iohexol/internal standard (IS) peak area ratio versus iohexol concentrations. 

y = 0.0119x - 0.0424
R² = 0.9999
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Fig. 6	 Linear	responses	in	exo-iohexol/internal	standard	(IS)	peak	area	ratio	versus	iohexol	concentrations.	
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Fig. 7 The performance of the new UPLC-UV method was evaluated by measuring EQA samples (Equalis (Uppsala, 
Sweden). The % relative deviation between the new UPLC-UV method and Equalis mean (7A), and the relative 
deviation to concentration (7B) are determined. The dashed line indicates the maximum acceptable of relative 
deviation and absolute relative value. This indicates that the new UPLC-UV method staying within the acceptable 
limits defined by the evaluation criteria.
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Fig. 7 The	performance	of	 the	new	UPLC-UV	method	was	evaluated	by	measuring	EQA	samples	

	 (Equalis	(Uppsala,	Sweden).	The	%	relative	deviation	between	the	new	UPLC-UV	method	and	

	 Equalis	mean	(7A),	and	the	relative	deviation	to	concentration	(7B)	are	determined.	The	dashed	line	

	 indicates	the	maximum	acceptable	of	relative	deviation	and	absolute	relative	value.	This	indicates

		 that	the	new	UPLC-UV	method	staying	within	the	acceptable	limits	defi	ned	by	the	evaluation	criteria.

4. Method application

Following the optimization process 

detailed in Table 6, the UPLC-UV conditions 

deemed optimal for iohexol determination 

were implemented in our laboratory. These 

conditions were applied to analyze External 

Quality Assessment (EQA) samples obtained 

from Equalis (Uppsala, Sweden). In the time 

period 2022 to 2023, a total of 6 EQA 

rounds were conducted, each comprising two 

samples. Before analysis, the EQA samples 

were stored at -80 ำC. The results of the EQA 

sample analysis are presented in Table 8.

In Table 8, “True concentration” refers 

to the concentration obtained from the weight 

standard added to the pooled plasma produced 

by EQUALIS. “Equalis mean” represents 

the average concentration determined by 
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all participating laboratories globally, with 

more than 50 laboratories involved. “UPLC-

UV” denotes the concentration of iohexol 

determined using the newly developed UPLC-

UV method, ranging from 19.4 to 90.8 μg/

mL. “Trueness” indicates the percentage 

closeness of agreement between the values 

obtained from the new UPLC-UV method 

and the true values, with a range of 99.40% 

to 102.07%. The “% relative deviation” 

represents the difference between the Equalis 

mean and the values obtained from the new 

UPLC-UV method, ranging from -5.92% to 

1.75%. The deviation to concentration varies 

from -2.05 to 1.48 μg/mL.

The performance of the new UPLC-

UV method is further depicted in Fig. 7. 

Fig. 7A illustrates the percentage relative 

deviation of EQA samples over different 

periods, while Fig. 7B shows the deviation 

to concentration. All EQA sample results 

fell within the allowed range specified by 

the Equalis quality goal, which dictates that 

the relative deviation for iohexol should be 

less than 8%.

Table 7 Analytical performance of the developed UPLC-UV method for iohexol determination.

Analytical characteristics Analytical performance

LLOD (µg/mL) 0.97

LLOQ (µg/mL) 3.26

Precision   within-run between-run

                  Low, 40 µg/mL 2.16 1.53

                  Medium, 300 µg/mL 1.43 1.38
                  High, 600 µg/mL            1.83 1.49

Accuracy   
                  Low, 40 µg/mL, % 97.70 ± 2.11
                  Medium, 300 µg/mL, % 102.91 ± 1.47

                  High, 600 µg/mL, % 101.72 ± 1.86

LLOD, lower limit of detection; LLOQ, lower limit of quantification
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Table 8 The performance of the new UPLC-UV method is assessed by EQA samples.

Survey

True 

concentration, 

µg/mL

Equalis mean 

group value, µg/mL 

(n)

New UPLC-

UV value, 

µg/mL

Trueness

(%)

Relative Dev.

(%)*

2022:01/A 90.0 90.65 (53) 90.0 100.00 -0.72

2022:01/B 50.1 50.15 (52) 49.8 99.40 -0.70

2022:02/A 35.4 37.56 (56) 35.9 101.41 -4.42

2022:02/B 19.3 20.64 (56) 19.7 102.07 -4.55

2022:03/A 90.0 91.28 (48) 90.8 100.89 -0.53

2022:03/B 70.7 69.95 (48) 70.7 100.00 1.07

2022:04/A 44.9 46.85 (50) 44.8 99.78 -4.38

2022:04/B 30.1 31.67 (51) 30.2 100.33 -4.64

2023:01/A 86.5 84.72 (56) 86.2 99.65 1.75

2023:01/B 67.3 68.73 (56) 67.2 99.85 -2.23

2023:02/A 302.0 31.28 (52) 30.2 100.00 -3.45

2023:02/B 19.2 20.62 (52) 19.4 101.04 -5.92
In this table, EQA survey, true concentration (µg/mL), Equalis mean group value (µg/mL) with sample size (n), 
new UPLC-UV value (µg/mL), trueness (%), and relative deviation (%) are provided for each EQA sample. The 
relative deviation is calculated to assess the accuracy of the new UPLC-UV method, and it’s noted that the 
relative deviation for iohexol is less than 8% for all EAQ samples which is acceptable.

Discussions
Serum clearance of iohexol is a safe 

and reliable method for GFR determination. 

It has shown that there is a good correlation 

between iohexol clearance and inulin 

clearance, the gold standard method. HPLC-

UV technique remains a method of choice 

for serum iohexol measurement since this 

method is reliable, precise, and accurate. 

The HPLC-UV technique is nevertheless 

less efficient than the UPLC-UV technique 

in terms of speed, separation, and sensitivity. 

Additionally, there is currently no research 

that provides a method for measuring iohexol 

utilizing the UPLC-UV method. 

In this study, we established a novel 

method for determining iohexol clearance 

from serum with UPLC-UV, which is simple, 

reliable, precise, and accurate and can be 

used to determine iohexol in clinical settings. 

Based on the results, the condition of 3.5% 

acetonitrile with no pH adjustment as the 

mobile phase, Poroshell 120 EC-C18 column 

as the stationary phase, UV wavelength set at 
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common elution periods of more than 10 

minutes, it offers an advantage over other 

published HPLC methods that have been 

described in the past.(14, 15, 19, 29)  The ability 

to separate endo-/exo-iohexol is another 

advantage of using this method. Based on 

the evaluation of resolution between isomers, 

it was found that this isomer can be clearly 

separated, and it is better than the HPLC-

UV method previously published by Cavalier 

et al.(30), Castagnet et al.(19), and Slack  

et al.(15), resulting in integration peaks being 

easy and get a good precision.

An efficient sample preparation 

method is very important for accurate and 

reliable bioanalysis by UPLC-UV. A simple 

and rapid protein precipitation using 5% (v/v) 

perchloric acid was employed in this work. 

The previous publications used the volume 

of plasma sample to precipitation solvent 

range from 1:5 to 1:15. In trials to find the 

appropriate amount of precipitant solution, the 

ratio of 1:10 was chosen since it provided a 

satisfactory amount of %recovery and a high 

peak area of iohexol that resulted in a good 

sensitivity, assuming that the sample was 

not overly diluted with protein precipitation 

solution. Based on observations of more 

than 20 blank samples, this amount can also 

remove the majority of interfering substances; 

no interfering peaks were seen at the RT of 

iohexol and IS.

254 nm, oven temperature set at 30 ำC, and 

injection volume set at 10 μL was identified 

as excellent chromatography condition for 

iohexol determination. We selected the 

Poroshell 120 EC-C18 because it provides 

good resolution (>1.5) between the analytes 

(endo-iohexol and exo-iohexol) and any 

interfering peaks. This is crucial for accurate 

quantification, especially in complex sample 

matrices, the theoretical plate number (N) 

for the Poroshell EC120 column is higher 

compared to other columns, indicating better 

peak shape and separation efficiency, this 

can result in sharper, better-defined peaks, 

facilitating accurate quantification. Moreover, 

the back pressure of the Poroshell EC120 

column is lower compared to other columns, 

this is likely due to its superficially porous 

silica property, indicating good column 

performance without excessive pressure 

buildup in the chromatographic system. 

Overall, the Poroshell EC120 column appears 

to offer favorable characteristics for iohexol 

determination, including high resolution, 

efficiency, and manageable back pressure, 

making it a suitable choice for this application. 

By this condition, it showed a better 

peak shape that is easy to integrate, and 

capable of clearly distinguishing interfering 

peaks leading to good accuracy and precision. 

This method provides a high speed, given 

that it can completely elute iohexol in less 

than 6 minutes as opposed to other methods’ 
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Method validation results showed a 

larger linearity range (0-640 μg/mL) than 

the previous study.(19, 29) In routine practice, 

after injecting 5 mL of Omnipaque® usually 

found the concentration of iohexol ranged 

from 40-600 μg/mL related to the renal 

function of the patient.(30) The advantages  

of larger linearity are to serve the patients 

who reduce the dose of iohexol administrated 

to avoid risk and get accurate results from a 

small iohexol concentration remaining in the 

blood circulation at the last of sampling time 

after administering iohexol to patients 300 

min. By the routine analytical work that we 

have done in Ramathibodi Hospital, at 300 

mins of the patient’s sample after iohexol 

administration, the lowest concentration that 

could be found was 6.59 μg/mL. However, 

our developed method can cover such low 

concentrations, which is an advantage over 

the traditional HPLC-UV method. The method 

has a low within-run and between-run %RSD  

and high %recovery and no substance  

coelute was found in any patient samples. 

Our method was able to measure a minimum 

value (LLOQ) of 3.23 μg/mL, which was 

significantly better than that of Soman  

et al.(14), Castagnet et al.(19), and Slack A  

et al.(15), which measured a minimum value of 

10, 15, 15 and μg/mL respectively. 

The studies by Assri et al.(26) and 

Cavalier et al.(30) both developed HPLC 

methods for measuring iohexol in plasma 

and urine matrices. These studies concluded 

that the optimal chromatographic conditions 

were similar to those investigated in our 

study. Assri et al. addressed chromatographic 

factors affecting iohexol separation and 

provided satisfactory HPLC conditions for 

iohexol determination in serum and urine. 

However, UPLC conditions were not explored 

in their study, prompting our investigation 

into UPLC parameters for iohexol analysis 

to fill this gap. On the other hand, Cavalier 

et al.’s study aimed to fully validate iohexol 

determination using risk assessment and 

uncertainty analysis. Their findings confirmed 

that the chromatography-based method for 

iohexol measurement is highly accurate and 

reliable, suggesting its potential as a reference 

method for direct glomerular filtration rate 

(GFR) measurement.

A very important issue that affects 

the results of the analysis of iohexol in 

plasma is the ratio of isomers (endo-/

exo-iohexol). If the ratio is very different 

between the calibrator used to create the 

calibration curve and the patient sample it 

will affect the analysis results, causing errors. 

According to the researcher’s routine work, 

the difference in this ratio shouldn’t be more 

than 10%; however, if the difference is more 

than the specified threshold, the extracted 

samples should stand at room temperature 

for about 2 hours before being injected into 

the UPLC-UV system. If it measures, it will 
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Table 9 The characteristics of isomerization are expressed by the ratio of exo/endo iohexol.

Immediate injection
Equilibration at ambient tempera-

ture for 2 hours before injection

% Area Ratio 

exo/endo 

iohexol

% Area Ratio 

exo/endo 

iohexol

endo-

iohexol

exo-

iohexol

endo-

iohexol

exo- 

iohexol

Calibrator (n=6) 18.2 ± 0.67 81.8 ± 0.67 4.50 20.7 ± 0.92 79.3 ± 0.92 3.84

Sample (n = 10) 21.0 ± 0.22 79.0 ± 0.22 3.76 20.7 ± 0.23 79.3 ± 0.23 3.82

%difference     -16.53     -0.35
In this table, the percentage area and the ratio of exo/endo iohexol are provided for both calibrator and 
sample. The immediate injection results are compared to those obtained after allowing the extraction 
solution to stand at room temperature for 2 hours before injection. The percentage difference between 
the two conditions is also calculated.

be observed that the ratio returns to being  

less different (the data are shown in Table 9). 

This might be a consequence of the two 

isomers achieving equilibrium. The factors 

determining the ratio have not, however, 

been clearly studied in relation to this topic. 

Therefore, further research into this topic is 

necessary.

Conclusion
We have developed a simple, rapid, 

sensitive, and reliable UPLC-UV method for 

measuring iohexol concentration in plasma. A 

large number of samples can be taken each 

day because the sample extraction is very 

straightforward and just requires one step of 

protein precipitation using 5% perchloric acid, 

along with the UPLC run time of 6 minutes 

which allows a large number of samples for 

each day. The technique was successfully used 

to figure out a patient’s GFR by calculating 

the plasma clearance of iohexol. This is 

crucial for usage in both clinical practice 

and research. However, an ongoing challenge 

with the UPLC-UV method is the variation 

in the ratios of the two iohexol stereoisomers 

between calibrators and samples. To address 

this issue, it is important to establish an 

appropriate acceptable threshold for these 

ratios. Further research and optimization may 

be necessary to refine the method and ensure 

accurate and reliable results in clinical and 

research settings.
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Abstract 
This research investigated the biological properties of different parts of Pomelo (Citrus 

maxima (Burm.f.) Merr.) extract involving antioxidant activity, total phenolic content, and wound 

healing activity. The extraction process employed the maceration in hexane and methanol, utilizing 

various parts of pomelo, namely flavedo (FL), albedo (AL), segmented membrane (SM), and  

juice sac (JS). The results indicated that the methanolic extract of JS demonstrated antioxidant 

activity with an IC
50
 of 1.021 ± 0.031 mg/mL by DPPH scavenging method, while methanolic 

extract of AL exhibited an IC
50
 of 0.126 ± 0.004 mg/mL by ABTS scavenging method. The 

highest total phenolic content was determined in methanolic extract of SM with the value of 3.196 

± 0.022 mg GAE g-1 dry material. Moreover, the cytotoxicity assay conducted on HaCaT cells 

using MTT revealed that extract from both hexane and methanol did not exhibit cytotoxicity at 

concentrations of 0.5 and 1 μg/mL respectively. Interestingly, at non-toxic dose, hexane and 

methanolic extracts of AL and methanolic extract of FL showed a significant reduction in wound 

area compared with control (p < 0.05). In conclusion, extracts from C. maxima (Burm.f.) Merr. 

exhibit both antioxidant and wound-healing activity. This study revealed significant promises for 
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advancing research and development in wound healing products for patients dealing with  

chronic wound issues. Furthermore, it explores an alternative utilization of agricultural waste, 

presenting potential avenues for its application.

Keywords:	Antioxidant, Wound healing assay, Total phenolic content, Khao-Yai Pomelo



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก 
และสมบัติการสมานแผลของสารสกัดจากส้มโอพันธุ์ขาวใหญ่

ปานทิพย์ รัตนศิลป์กัลชาญ1 ปิยมาภรณ์ แผนคู้1 ธนาภร จาตุรนต์วาณิชย์1 รุ่งระวี เพชรเศรษฐ์1 
อสมาภรณ์ ณ บางช้าง1 กนกพร ก้องเวหา1 ฐิตาภรณ์ ทิศเกล้ียง1 และ กิตติพัฒน์ โสภิตธรรมคุณ2*

1คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จังหวัดสมุทรปราการ
2คณะวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิมพระเกียรติ จังหวัดสมุทรปราการ

บทคััดย่่อ
งานวิจัยน้ีได้ศึกษาสมบัติการออกฤทธ์ิทางชีวภาพของสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของส้มโอพันธ์ุ

ขาวใหญ่ ได้แก่ การต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก และสมบัติการสมานแผล 

สารสกดัจากส้มโอพนัธ์ุขาวใหญ่เตรยีมจากเปลอืกช้ันนอก เปลอืกชัน้กลาง เยือ่หุม้เน้ือ และเน้ือผล ด้วย

การแช่ในเฮกเซน และเมทานอล การต้านอนุมูลอิสระที่ดีที่สุด พบในชั้นเมทานอลในเนื้อผล มีค่า IC
50 

ต่ออนุมูลอิสระ DPPH เท่ากับ 1.021 ± 0.031 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ในขณะที่ค่าการต้านอนุมูลอิสระ 

ABTS พบในส่วนของเปลือกชั้นกลางในชั้นเมทานอล มีค่า IC
50
 เท่ากับ 0.126 ± 0.004 มิลลิกรัมต่อ

มิลลิลิตร สารประกอบฟีนอลิกมีปริมาณรวมสูงสุดในชั้นเมทานอลในส่วนเยื่อหุ้มเนื้อผล มีค่าเทียบเท่า 

3.196 ± 0.022 มิลลิกรัมสมมูลของกรดแกลลิกต่อกรัมน้ำ�หนักแห้งของสารสกัด ผลการทดสอบความ

เป็นพิษต่อเซลล์ HaCaT ด้วยวิธี MTT ที่ความเข้มข้นของสารสกัดที่ใช้ในการทดลองครั้งนี้ สารสกัด

จากเปลือกชั้นนอก เปลือกชั้นกลาง และเนื้อผล ในเฮกเซนและเมทานอล ไม่พบความเป็นพิษต่อเซลล์

ทดสอบที่ความเข้มข้น 0.5 และ 1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งเป็นที่น่าสนใจอย่างยิ่ง ที่ความเข้มข้นที่

ไม่เป็นพิษต่อเซลล์น้ี สารสกัดจากเปลือกช้ันนอกในเมทานอล และสารสกัดจากเปลือกช้ันกลางใน 

เมทานอลและเฮกเซน สามารถลดพืน้ท่ีรอยแผลใหเ้ลก็ลงได้อยา่งมีนัยสำ�คญัทางสถติิเม่ือเทียบกบัตัวแปร

ควบคุม (p < 0.05) สรุปได้ว่า สารสกัดจากส้มโอมีทั้งฤทธิ์ต้านอนุมูลอิสระและฤทธิ์การสมานแผล การ

ศึกษาครั้งนี้จึงเป็นประโยชน์ต่อการวิจัย และการพัฒนาผลิตภัณฑ์เพื่อการสมานแผล สำ�หรับผู้ป่วยที่มี
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บทนำำ�		
ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ (Khao-Yai Pomelo) 

จััดอยู่่� ในกลุ่่�มไม้้ยืืนต้้นขนาดเล็็กถึึงขนาดกลาง  

กิ่่�งอ่่อนเป็น็เหลี่่�ยมมีขีน ใบประกอบ มีีใบย่อ่ยใบเดียีว 

รููปไข่่ถึึงวงรีี ปลายใบแหลมมน โคนใบกลมหรืือ 

กึ่่�งรููปหััวใจ ขอบใบเกืือบเรีียบถึึงหยัักมน ดอกช่่อ

กระจะกึ่่�งเชิงิหลั่่�น อาจพบว่า่มีดีอกย่อ่ย หรือื ดอกเดี่่�ยว 

ถึึงหลายดอก ออกดอกที่่�ซอกใบ กลีีบดอกสีีขาว  

มีีเกสรตััวผู้้� 20-25 อััน ผลส้้มโอมีีความคล้้ายผลส้้ม 

มีลีักัษณะทรงแป้้น ส่ว่นที่่�กว้้างที่่�สุดุอยู่่�บริิเวณกลางผล 

บริิเวณขั้้�วผลจะแบน สีีเปลืือกเขีียวแกมเหลืือง 

ความมัันของผิิวปานกลาง มีีต่่อมน้ำำ��มัันเด่่นชััด 

เปลืือกหนาประมาณ 2.5 เซนติิเมตร เนื้้�อผลมีีสีี 

ขาวอมเหลืือง มีีความฉ่ำำ��น้ำำ��ปานกลาง (Fig. 1) ส้้มโอ 

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่จััดอยู่่� ในวงศ์์ “Rutaceae” มีีชื่่�อ

วิทิยาศาสตร์์ คือื Citrus maxima (Burm.f.) Merr.  

เป็็นพืืชตระกููลส้้มขนาดใหญ่่ มีีรสเปรี้้�ยวอมหวาน(1)

เป็็นสายพัันธุ์์�ที่่�ได้้รัับความนิิยมในการบริิโภค พบได้้ 

ในทุุกภููมิิภาคของประเทศไทย แต่่นิิยมปลููกแถบ

จัังหวััดสมุุทรสงคราม โดยถืือเป็็นพืืชเศรษฐกิิจ

สำำ�คััญในภููมิิภาค มีีรายงานการศึึกษาการออกฤทธิ์์�

ทางชีีวภาพของสารสกััดหยาบจากเปลืือกส้้มโอ 

ได้้แก่่ ความสามารถในการต้้านอนุุมููลอิิสระและช่่วย

ชะลอการเกิิดปฏิิกิิริิยาออกซิิเดชััน ซึ่่�งเป็็นสาเหตุุ

สำำ�คัญัของการเกิิดโรคในมนุษุย์ ์มีกีารใช้ป้ระโยชน์จ์าก

ส่ว่นของเนื้้�อผลที่่�มีเีส้น้ใยอาหารสููง เพื่่�อนำำ�ไปสกัดัเป็น็

เซลลููโลสบริิสุุทธิ์์� และเส้้นใยนาโนเซลลููโลสที่่�มีีความ

เสถียีรทนความร้อ้นได้ด้ีี(2) ส่ว่นประกอบของไฟเบอร์์

ที่่�พบในเปลืือกส้้มโอยัังสามารถช่่วยป้้องกัันโรคอ้้วน 

และลดระดับัไขมัันที่่�ผิดิปกติิในเลืือดจากการศึึกษาใน

หนููทดลอง(3) รายงานการศึึกษาส้้มโอสายพัันธุ์์�ต่างๆ 

โดยการเปรีียบเทีียบปริิมาณรวมของสารประกอบใน

กลุ่่�มฟีีนอล และความสามารถในการต้้านอนุุมููลอิิสระ

ด้้วยวิิธีี DPPH scavenging ระหว่่างส้้มโอพัันธุ์์� 

ขาวใหญ่่ ทองดีี ขาวแตงกวา ขาวน้ำำ��ผึ้้�ง ท่่าข่่อย และ

ทับัทิิมสยาม พบว่่าส้ม้โอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่มีทีั้้�งปริิมาณรวม

ของสารประกอบฟีีนอลิิก และการต้้านอนุุมููลอิิสระ

ด้้วยวิิธีี DPPH scavenging สููงกว่่าสายพัันธุ์์�อื่่�นๆ(4) 

นอกจากนี้้�ยัังมีีรายงานการศึึกษาเกี่่�ยวกัับสารสกััด 

จากเปลืือกส้้มโอ ที่่�เตรีียมด้้วยวิิธีีแช่่ในตััวทำำ�ละลาย

อิินทรีีย์์ พบว่่ามีีสมบััติิช่่วยสมานแผลในหนููทดลองที่่�

มีีภาวะแผลเรื้้�อรัังจากการเป็็นเบาหวานด้้วย(5) 

การปลููกส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่เพื่่�อจำำ�หน่่าย  

ผู้้�บริิโภคส่่วนใหญ่่จะใช้้เฉพาะส่่วนของเนื้้�อผลเป็็นหลักั 

โดยมีีส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอที่่�ไม่่ได้้ใช้้ประโยชน์์และ

ถููกทิ้้�งเป็็นของเสีียทางการเกษตร จึึงเป็็นที่่�มาของ 

วััตถุุประสงค์์ในการวิิจััยครั้้�งนี้้� คืือ การทดสอบสมบััติิ

การต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH scavenging 

และการหาปริิมาณรวมสารออกฤทธิ์์�สำำ�คัญัที่่�พบในพืืช 

คืือ สารประกอบฟีีนอลิิก โดยการศึึกษาเปรีียบเทีียบ 

ระหว่่างส่่วนเนื้้�อผล ซึ่่�งเป็็นส่่วนที่่�นำำ�ไปบริิ โภค 

กัับส่่วนที่่�เหลืือทิ้้�งเป็็นขยะทางการเกษตร ได้้แก่่  

ส่่วนเปลืือกชั้้�นนอก เปลืือกชั้้�นกลาง และเยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ 

รวมทั้้�งการศึึกษาสารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอ 

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่เกี่่�ยวกัับสมบััติิการช่่วยสมานแผล 

(wound healing) ในเซลล์์ผิิวหนัังมนุุษย์์ HaCaT 

โดยกลุ่่�มผู้้�วิจัิัยมีคีวามหวังัว่า่ ข้อ้มูลูผลการวิจัิัยจากการ

ศึึกษาครั้้�งนี้้� จะได้้มีีการนำำ�ไปต่่อยอด และพััฒนาเป็็น

ผลิติภััณฑ์ส์ำำ�หรับัต้า้นอนุมุูลูอิสิระ รวมทั้้�งผลิติภััณฑ์ท์ี่่�

ใช้้สำำ�หรัับการสมานแผล โดยเฉพาะในกลุ่่�มผู้้�ป่่วยที่่�มีี 

ปััญหาเรื่่�องการเกิิดบาดแผลเรื้้�อรััง อีีกทั้้�งยัังเป็็น 

ช่อ่งทางการนำำ�ของเหลือืทิ้้�งทางการเกษตรมาใช้้ให้เ้กิดิ

ประโยชน์์อีีกทางหนึ่่�ง
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วััสดุุและวิิธีีการ
1. การเตรียมสารสกัดจากส่วนต่าง ๆ ของส้มโอ

พันธุ์ขาวใหญ่ 

ใช้้ตััวอย่่างส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่อายุุ 8 เดืือน 

จากพื้้�นที่่�สวนส้้มโอ จัังหวััดสมุุทรสงคราม (พิิกััด

อ้า้งอิิงแหล่่งเพาะปลููก 13.4268760, 99.9518210) 

ซึ่่�งมีีข้้อมููลขึ้้�นทะเบีียนสายพัันธุ์์� (geographical 

indication, GI)(6) นำำ�มาล้้างด้้วยน้ำำ��ให้้สะอาด เช็็ด

เปลืือกด้้านนอกด้้วยเอทานอลเข้้มข้้นร้้อยละ 70 

จากนั้้�นแยกส่่วนประกอบ ได้้แก่่ เปลืือกชั้้�นนอก 

(flavedo, FL) เปลืือกชั้้�นกลาง (albedo, AL) เยื่่�อ

หุ้้�มเนื้้�อ (segmented membrane, SM) และ เนื้้�อผล 

(juice sac, JS) (Fig. 1) ชั่่�งและบัันทึึกน้ำำ��หนัักสด 

แล้้วนำำ�ไปอบแห้้งที่่�อุุณหภููมิิ 60 องศาเซลเซีียส 

ใช้้ เวลา 48 ชั่่� ว โมง (ลัักษณะทางกายภาพ 

เปรีียบเทีียบระหว่่างตััวอย่่างสดกัับตััวอย่่างอบแห้้ง 

ของส่่วนประกอบต่่าง ๆ แสดงใน Fig. 2) ตััวอย่่าง

ที่่�แห้้งและผ่่านการอบแล้้วนำำ�มาชั่่� งและบัันทึึก

น้ำำ��หนัักแห้้งอีีกครั้้�ง เพื่่�อควบคุุมสััดส่่วนระหว่่าง 

น้ำำ��หนัักตััวอย่่างแห้้ง (กรััม) ต่่อปริิมาตรของ 

ตัวัทำำ�ละลาย (มิลิลิิลิิตร) โดยใช้ส้ัดัส่ว่น 1:8 ในการสกัดั 

ส่่วนประกอบของส้้มโอพันัธุ์์�ขาวใหญ่่แต่่ละส่่วนในเฮกเซน 

ด้ว้ยวิธิีแีช่่ในตัวัทำำ�ละลาย (maceration) เป็น็เวลา 48 

ชั่่�วโมง จากนั้้�นนำำ�ไปสกััดเพิ่่�มเติิมด้้วยวิิธีี sonication 

ใช้เ้วลาอีกี 30 นาทีี ด้ว้ยเครื่่�อง Sonicator (Bandelin 

Sonorex Digitec, Germany) แยกสารสกััดออก

จากกากที่่�ไม่่ละลายโดยการกรองผ่่านกระดาษกรอง 

Whatman no. 1 ทำำ�ซ้ำำ��อีกีครั้้�งโดยเปลี่่�ยนตัวัทำำ�ละลาย 

จากเฮกเซนเป็็นเมทานอล จากนั้้�นนำำ�สารสกััด 

ทั้้�งในชั้้�นตััวทำำ�ละลายเฮกเซนและชั้้�นเมทานอล 

ไประเหยตััวทำำ�ละลายส่่วนเกิินออก โดยใช้้วิิธีีระเหย

แห้้งภายใต้้ความดััน (evaporation) ด้้วยเครื่่�อง 

Rotary Evaporator (BUCHI Vacuum Controller 

V-850, Rotavapor R-210, Switzerland)  

จากนั้้�นนำำ�สารสกัดัที่่�แห้ง้ไปชั่่�งและบันัทึึกน้ำำ��หนักัด้ว้ย

เครื่่�องชั่่�งสี่่�ตำำ�แหน่ง่ เพื่่�อใช้้ในการคำำ�นวณความเข้ม้ข้น้

ที่่�แน่่นอน แล้้วแบ่่งเก็็บในขวดสีีชาที่่�อุุณหภููมิิ -20 

องศาเซลเซีียสเพื่่�อรอทำำ�การทดสอบในขั้้�นตอนต่่อไป 

สำำ�หรัับการทดสอบความสามารถในการต้้านอนุุมููล

อิิสระและสมบััติิการสมานแผล จะนำำ�สารสกััดส้้มโอ

ที่่�สกััดด้้วยเฮกเซนและเมทานอลไปละลายในตััวทำำ� 

ละลายเฮกเซน หรืือเมทานอลตามลำำ�ดับั และคำำ�นวณ

ความเข้้มข้้นที่่�แน่่นอนก่่อนนำำ�ไปทดสอบ 
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Fig. 1 Khao-Yai Pomelo (Citrus maxima (Burm.f.) Merr.) located plant at 13.4268760, 99.9518210                   
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Fig. 2 Fresh and dry components of Khao-Yai pomelo before maceration 
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2. การทดสอบสมบัติการต้านอนุมูลอิสระด้วยวิธี 

DPPH และ ABTS scavenging assay	

การทดสอบความสามารถในการต้้ าน

อนุุมููลอิิสระชนิิด DPPH (2,2-diphenyl-1-

picrylhydrazyl) ใช้้หลัักการ absorption 

spectrophotometry วััดการลดลงของอนุุมููลอิิสระที่่�

มีีค่่าการดููดกลืืนแสงสููงสุุด (λ
max

) ที่่�ความยาวคลื่่�น  

515 นาโนเมต ร(7) ในปฏิิกิิริิยาที่่�มีีปริิมาตรสุุดท้้าย

เท่่ากัับ 1 มิิลลิิลิิตร โดยมีีความเข้้มข้้นสุุดท้้ายของ

สารละลาย ซึ่่�งประกอบด้้วย DPPH 0.1 มิิลลิิโมลาร์์ 

(ละลายในเมทานอลเข้้มข้้นร้้อยละ 95) ผสมกัับ

สารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ 

ได้้แก่่ เปลืือกชั้้�นนอก เปลืือกชั้้�นกลาง เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ 

และเนื้้�อผล ที่่�ความเข้้มข้้นต่่าง ๆ ทำำ�การทดลอง 

เปรีียบเทีียบกัับสารละลายมาตรฐาน BHT (butylated 

hydroxytoluene) กรดแอสคอร์์บิิก และ Trolox 

(6 hydroxy-2,5,7,8-tetramethylchroman-2-

carboxylic acid) บ่่มปฏิิกิิริิยาที่่�อุุณหภููมิิห้้อง ในที่่�

ไม่่มีีแสงรบกวนเป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง นำำ�ไปวััดค่่าการ

ดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 515 นาโนเมตร แล้้ว

คำำ�นวณค่่าร้อ้ยละการต้้านอนุมุูลูอิสิระ (% inhibition) 

ดัังสมการที่่� 1

การทดสอบความสามารถในการต้้ าน

อนุุมููลอิิสระชนิิด ABTS (2,2’-azino-bis- 

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic) acid) ใช้้

หลัักการ absorption spectrophotometry โดยให้้

อนุุมููลอิิสระ ABTS อยู่่�ในรููป “cation radical” 

(ABTS•+) เตรีียมโดยชั่่�งน้ำำ��หนััก และคำำ�นวณค่่า 

ความเข้้มข้้นของ ABTS ให้้เท่่ากัับ 10 มิิลลิิโมลาร์์ 

ละลายในน้ำำ��กลั่่�น นำำ�ไปผสมกับัสารละลายโพแทสเซียีม 

เปอร์ซ์ัลัเฟตเข้ม้ข้น้ 2.45 มิลิลิิโมลาร์์ในสัดัส่ว่น 1:0.5 

(โดยปริิมาตร) บ่่มทิ้้�งไว้้ที่่�อุุณหภููมิิ 4 องศาเซลเซีียส

ในที่่�ไม่่มีีแสง ประมาณ 18-24 ชั่่�วโมง จากนั้้�น 

จึึงนำำ�สารละลายผสมดัังกล่่าว ไปหาความเข้้มข้้นของ 

ABTS•+ ที่่�แน่่นอน ด้้วยการใช้้ค่่า extinction 

coefficient ที่่� 734 นาโนเมตร(8) การวััดค่่าการ

ต้้านอนุุมููลอิิสระ ABTS•+ ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ 

ทำำ�ในปฏิิกิิริิยาที่่�มีีปริิมาตรสุุดท้้ายเท่่ากัับ 1 มิิลลิิลิิตร 

มีีความเข้้มข้้นสุุดท้้ายของสารละลาย ABTS•+  

เท่่ากัับ 0.066 มิิลลิิโมลาร์์ ผสมกัับสารสกััดจากส่่วน

ต่่าง ๆ  ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ได้้แก่่ เปลืือกชั้้�นนอก 

เปลืือกชั้้�นกลาง เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ และเนื้้�อผล ที่่�ความเข้้มข้้น 

ต่่าง ๆ ทำำ�การทดลองเปรีียบเทีียบกัับสารละลาย

มาตรฐาน BHT, กรดแอสคอร์์บิิก และ Trolox  

โดยบ่่มปฏิิกิิริิยาที่่�อุุณหภููมิิห้้อง ในที่่�ไม่่มีีแสงรบกวน 

เป็็นเวลา 10 นาทีี แล้้วนำำ�ไปวััดค่่าการดููดกลืืนแสง

ที่่�ความยาวคลื่่�น 734 นาโนเมตร คำำ�นวณค่่าร้้อยละ

การต้้านอนุุมููลอิิสระดัังสมการที่่� 1

สมการที่่� 1	ร้ ้อยละการต้้านอนุุมููลอิิสระ (% inhibition) = {(Abs 
cont.

 - Abs 
react.

) / Abs 
cont.

} ×100

กำำ�หนดให้้ Abs 
cont. 

และ Abs 
react.

 คืือ  

ค่่าการดููดกลืืนแสงของอนุุมููลอิิสระ DPPH (λ
max

  

515 นาโนเมตร) หรืือ อนุุมููลอิิสระ ABTS•+ (λ
max

  

734 นาโนเมตร) ที่่�ผสมกับัสารต้้านอนุมุูลูอิสิระมาตรฐาน 

(BHT, กรดแอสคอร์์บิิก หรืือ Trolox) หรืือ  

สารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ที่่�ใช้้

ในการทดสอบครั้้�งนี้้� 

การคำำ�นวณหาค่่าความเข้้มข้้นของสารสกััด

จากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ที่่�ให้้ผลการ

ต้้านอนุุมููลอิิสระที่่�ร้้อยละ 50 (half maximum 

inhibitory concentration, IC
50
) ต่่ออนุุมููลอิิสระ

แต่่ละชนิิด ใช้้วิิธีีเขีียนกราฟเส้้นตรงแสดงความ

สััมพัันธ์์ระหว่่างค่่าความเข้้มข้้นของสารทดสอบที่่�ใช้้ 

(X-axis) ต่อ่ค่า่ร้อ้ยละการต้า้นอนุมุูลูอิสิระ (Y-axis) 
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ใช้้ความสััมพัันธ์์เชิิงเส้้นตรง โดย m คืือค่่าความชััน 

(slope) ของกราฟเส้้นตรง ซึ่่�งแสดงในสมการที่่� 2 

(สมการเส้้นตรง) แล้้วจึึงคำำ�นวณหาค่่า IC
50
 ต่่อไป

สมการที่่� 2	 Y = mX + C

3. การหาปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก

การวัดัปริมิาณรวมของสารประกอบฟีนีอลิกิ 

ดััดแปลงวิิธีีการที่่�อ้้างอิิงจาก Ainsworth EA และ 

Gillespie KM, พ.ศ. 2550(9) โดยใช้้หลัักการวััด

การดููดกลืืนแสงของสารประกอบเชิิงซ้้อนระหว่่างสาร

วิิเคราะห์์ ที่่�มีีโครงสร้้างจััดอยู่่� ในกลุ่่�มสารประกอบ 

ฟีนีอลิกิ กับัสารละลาย Folin-Ciocalteu ซึ่่�งดูดูกลืนื 

คลื่่�นแสงสููงสุุดที่่�ความยาวคลื่่�น 765 นาโนเมตร  

การวิิเคราะห์์หาปริิมาณรวมของสารประกอบฟีีนอลิิก 

ใช้้วิิธีีสร้้างกราฟมาตรฐานโดยใช้้กรดแกลลิิกเป็็น

สารมาตรฐาน ปฏิิกิิริิยาการทดสอบประกอบด้้วย 

สารวิิเคราะห์์ 100 ไมโครลิิตร สารละลาย Folin-Ciocalteu 

reagent 10 ไมโครลิิตร บ่่มสารละลายผสมดัังกล่่าว

ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง ในที่่�ไม่่มีีแสง เป็็นเวลา 5 นาทีี  

แล้ว้เติมิสารละลายโซเดียีมคาร์บ์อเนตเข้ม้ข้้น 1 โมลาร์์ 

ปริมิาตร 500 ไมโครลิิตร  ขั้้�นตอนสุดุท้า้ยเติมิเมทานอล 

เข้้มข้้นร้้อยละ 95 เพื่่�อปรัับปริิมาตรสุุดท้้ายให้้ได้้

เท่่ากัับ 1 มิิลลิิลิิตร บ่่มปฏิิกิิริิยาในที่่�มืืดเป็็นเวลา  

2 ชั่่�วโมง จากนั้้�นนำำ�ไปวััดค่่าการดููดกลืืนแสง ด้ว้ยเครื่่�อง 

สเปกโตรโฟโตมิิเตอร์์ที่่�ความยาวคลื่่�น 765 นาโนเมตร 

ทำำ�การทดลองซ้ำำ�� 3 ครั้้�ง นำำ�ค่า่ที่่�ได้ม้าคำำ�นวณในหน่่วย

มิิลลิิกรััมสมมููลกรดแกลลิิกต่่อน้ำำ��หนัักแห้้ง 1 กรััม 

ของสารสกััดตััวอย่่าง

4. การทดสอบความเปน็พษิต่อเซลลด้์วยวธีิ MTT 

ทดสอบความเป็น็พิษิต่อ่เซลล์ด์้ว้ยวิธิี ีMTT 

อ้้างอิิงวิิธีีทดสอบของ Stockert JC และคณะ,  

พ.ศ. 2555(10) โดยใช้้หลัักการวััดจำำ�นวนเซลล์์ที่่�ยััง

มีีชีีวิิตอยู่่�ด้้วยเอนไซม์์ออกซิิโดรีีดัักเทส ซึ่่�งทำำ�งานได้้

เฉพาะในเซลล์ท์ี่่�มีชีีวีิติ ออกซิิโดรีดีักัเทสจะเร่ง่ปฏิกิิิริยิา 

การเปลี่่�ยน MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2, 

5-diphenyltetrazolium bromide) ไปเป็็นผลึึก

ฟอร์์มาซาน (MTT formazan crystal) ที่่�มีีสีีม่่วง 

โดยมีีปริิมาณแปรผัันตามจำำ�นวนเซลล์์ที่่�มีีชีีวิิต  

วิธิีกีารทดสอบทำำ�โดยเพาะเลี้้�ยงเซลล์ ์HaCaT จำำ�นวน 

5,000 เซลล์์ต่อ่หนึ่่�งหลุมุ ในจานเพาะเลี้้�ยงไมโครเพลท 

ชนิิด 96 หลุุม เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง แล้้วจึึงนำำ�ไป 

ทดสอบกัับสารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ ของส้้มโอ 

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�เตรีียมไว้้ โดยใช้้ตััวแปรควบคุุม 

(control) คืือ อาหารเลี้้�ยงเชื้้�อที่่�เติิมเฮกเซน และ

เมทานอล เข้้มข้้นร้้อยละ 1 เพื่่�อให้้แน่่ใจว่่าเซลล์์ที่่�

ตาย (cell cytotoxicity) ไม่่ได้้เกิิดจากผลของการ

เติิมเฮกเซน และเมทานอล นอกจากนี้้�ยัังมีีปััญหา

ของสารสกััดที่่�ได้้จากชั้้�นตััวทำำ�ละลายเฮกเซน และ

เมทานอล ซึ่่�งละลายได้้น้้อยมากในตััวทำำ�ละลายน้ำำ�� 

และ DMSO (dimethyl sulfoxide) จึึงต้้องใช้้วิิธีี

ละลายสารสกััดด้้วยตััวทำำ�ละลายที่่�ใช้้ในขั้้�นตอนการ

สกััดสาร เพื่่�อให้้สารสกััดละลายได้้ดีีที่่�สุุดก่่อนที่่�จะนำำ�

ไปทดสอบต่่อไป นำำ�เซลล์์ไปเลี้้�ยงในตู้้�ควบคุุมอุณุหภููมิิ 

ที่่� 37 องศาเซลเซีียส ในบรรยากาศที่่�มีีคาร์์บอน- 

ไดออกไซด์ร้้อยละ 5 บ่่มทิ้้�งไว้้เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง จากนั้้�น 

เติิมสารละลาย MTT ความเข้้มข้้น 5 มิิลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ปริิมาตร 10 ไมโครลิิตร เพื่่�อให้้ 

MTT เปลี่่�ยนเป็็นผลึึกฟอร์์มาซานที่่�มีีสีีม่่วง นำำ�ผลึึก 

ฟอร์์มาซานที่่�เกิิดขึ้้�น มาละลายในตััวทำำ�ละลาย DMSO 

ปริิมาตร 200 ไมโครลิิตร แล้้ววััดค่่าการดููดกลืืนแสง

ของสารละลายที่่�ความยาวคลื่่�น 540 นาโมเมตร ด้้วย

เครื่่�อง microplate reader ค่่าการดููดกลืืนแสงจะ

แปรผัันตรงกัับจำำ�นวนเซลล์์ที่่�มีีชีีวิิต ทำำ�การทดลอง

ซ้ำำ�� 3 ครั้้�ง นำำ�ค่่าที่่�ได้้มาประเมิินเพื่่�อเลืือกใช้้ค่่าความ
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เข้้มข้้นของสารสกััด โดยใช้้ช่่วงความเข้้มข้้นที่่�เซลล์์มีี

ชีวีิติรอดเกิินกว่่าร้อ้ยละ 90 สำำ�หรับัการทดสอบสมบััติิ

การสมานแผล 

5. การทดสอบความสามารถการสมานแผลใน

เซลล์ผิวหนัง HaCaT

ทดสอบสมบััติิก ารสมานแผลด้้วย วิิธีี  

in vitro กัับเซลล์์ผิิวหนััง (human keratinocyte) 

ชนิดิ HaCaT ด้ว้ยวิิธีี “scratch assay”(11) ใช้้หลักัการ

สร้า้งรอยขีดีข่ว่นบนผิวิเซลล์ท์ี่่�เพาะเลี้้�ยงบนจานเลี้้�ยง

เซลล์ ์ให้เ้กิดิพื้้�นที่่�ปลอดเซลล์เ์พื่่�อวัดัค่า่ความสามารถ

ในการสมานรอยแผลที่่�แยกออกจากกััน โดยสัังเกต

จากการเพิ่่�มของทั้้�งจำำ�นวนเซลล์์ และการเคลื่่�อนที่่�

ของเซลล์์ ด้ว้ยการบันัทึึกภาพนิ่่�งด้ว้ยกล้อ้งจุลุทรรศน์์

หััวกลัับ (inverted microscope) ตามขั้้�นตอนโดย

ย่่อดัังนี้้� นำำ�เซลล์์ HaCaT จำำ�นวน 2×105 เซลล์์  

ต่่อปริมิาตร 2 มิลิลิลิิติร ไปบ่ม่ในจานเพาะเลี้้�ยงขนาด 

35x10 มิิลลิิเมตร เป็็นเวลา 24 ชั่่�วโมง ในตู้้�ควบคุุม

อุุณหภููมิิที่่� 37 องศาเซลเซีียส ในบรรยากาศที่่�มีีความ

เข้้มข้้นคาร์์บอนไดออกไซด์์ร้้อยละ 5 จากนั้้�นสร้้าง 

รอยแผลโดยการขููดด้้วย sterile pipette tip ขนาด 200 

ไมโครลิิตร แล้้วล้้างเซลล์์ที่่�หลุุดออกด้้วยสารละลาย 

PBS (phosphate buffer saline) พีีเอช 7.4 เติิม

อาหารเลี้้�ยงเซลล์ท์ี่่�มีสีารสกัดัจากส่ว่นต่า่ง ๆ  ของส้ม้โอ

พันัธุ์์�ขาวใหญ่ ่เลือืกใช้ช้่ว่งความเข้ม้ข้น้ที่่�ไม่เ่ป็น็พิษิต่อ่

เซลล์์ (อ้้างอิิงผลการทดสอบจาก MTT assay) โดย

มีตีัวัแปรควบคุุมในการทดลองนี้้� คือื อาหารเลี้้�ยงเซลล์์ 

ที่่�มีเีฮกเซน หรืือเมทานอล เข้้มข้้นร้้อยละ 1 เนื่่�องจากสาร

สกััดส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�ได้้จากการสกััดด้้วยเฮกเซน 

และเมทานอล ละลายได้น้้อ้ยมากในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์ 

จึึงต้้องละลายในตััวทำำ�ละลายเฮกเซนและเมทานอล 

ก่่อน แล้้วจึึงเจืือจางให้้มีคีวามเข้้มข้้นของตััวทำำ�ละลาย

ทั้้�งสองไม่่เกิินร้้อยละ 1 ซึ่่�งไม่่เป็็นพิิษต่่อเซลล์์   

จากนั้้�นนำำ�เซลล์์ HaCaT ในภาวะต่่าง ๆ ไปบ่่มในตู้้�

เลี้้�ยงเซลล์เ์ป็น็เวลา 24 และ 48 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลา

แล้้วจึึงวััดหาค่่าพื้้�นที่่�รอยแผลภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์

หััวกลัับ (รุ่่�น CKX31, OLYMPUS, Japan) และ

ถ่่ายภาพโดยใช้้กล้้อง (Zeiss, Germany) คำำ�นวณ

หาพื้้�นที่่�รอยแผลโดยใช้้โปรแกรมสำำ�เร็็จรููป Zen 3.6 

(Blue Edition) วััดพื้้�นที่่�เริ่่�มต้้นการทดสอบในวัันที่่�

ทำำ�ให้้เกิิดเป็็นรอยแผล (day 0) และคำำ�นวณเทีียบให้้ 

เป็็นร้้อยละ 100 ติิดตามการเปลี่่�ยนแปลงของพื้้�นที่่�

รอยแผลในวัันที่่� 1 และวัันที่่� 2 เปรีียบเทีียบระหว่่าง

สภาวะควบคุุมกัับสภาวะที่่�ใส่่สารสกััดจากส่่วนต่่าง ๆ 

ของส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�ความเข้้มข้้นต่่าง ๆ ทำำ�การ

ทดลองซ้ำำ�� 3 ครั้้�ง นำำ�ค่่าที่่�ได้้มาวิิเคราะห์์ค่่าทางสถิิติิ 

6. สถิติที่ใช้ในการวิจัย

การวิิเคราะห์์ค่่าความแตกต่่างอย่่างมีีนััย

สำำ�คััญทางสถิิติิ ใช้้วิิธีีการ One-way ANOVA; 

p < 0.05, (SPSS Statistics version 15)

ผลการวิิจััย
1. สมบัติการต้านอนุมูลอิสระ DPPH และ ABTS 

ของสารสกัดจากส้มโอพันธุ์ขาวใหญ่  

การประเมิินความสามารถในการต้้านอนุุมููล

อิสิระ DPPH และ ABTS แสดงด้ว้ยค่่าความเข้้มข้น้ 

ของสารทดสอบที่่�มีีผลยัับยั้้�งจนทำำ�ให้้ปริิมาณอนุุมููล

อิิสระลดลงครึ่่�งหนึ่่�ง นั่่�นคืือค่่า “IC
50
” สารสกััดใน

ชั้้�นเมทานอลที่่�สามารถต้้านอนุุมููลอิิสระ DPPH ได้้

ดีีที่่�สุุด คืือ สารสกััดจากส่่วนเนื้้�อผล (JS) โดยมีีค่่า 

IC
50 

เท่่ากัับ 1.021 ± 0.031 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

ซึ่่�งมีีค่่าใกล้้เคีียงที่่�สุุดกัับค่่า IC
50
 ของสารต้้านอนุุมููล

อิิสระมาตรฐาน BHT (0.011 ± 0.001 มิิลลิิกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร) สำำ�หรัับความสามารถในการต้้านอนุุมููล

อิิสระชนิิด ABTS ที่่�ดีีที่่�สุุดก็็พบในสารสกััดจากชั้้�น
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เมทานอลเช่่นกััน แต่่พบในส่่วนของเปลืือกชั้้�นนอก 

(AL) โดยมีีค่่า IC
50
 เท่่ากัับ 0.126 ± 0.004  

มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ซึ่่�งใกล้้เคีียงที่่�สุุดกัับค่่า IC
50
 

ของสารต้้านอนุุมููลอิิสระมาตรฐานกรดแอสคอร์์บิิก 

(0.012 ± 0.002 มิลิลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร) ทั้้�งนี้้�ค่า่ IC
50
  

เมื่่�อเทีียบระหว่่างสารสกััดส่่วนอื่่�น ๆ ในตััวทำำ�ละลาย 

เมทานอลด้้วยกััน พบว่่าส่่วนประกอบต่่าง ๆ ของ

ส้้มโอมีีฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระแตกต่่างกัันอย่่าง

มีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) (Table 2)  

ผลการทดสอบการต้้านอนุุมููลอิิสระของสารสกััดจาก

ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ในชั้้�นเฮกเซน พบว่่ามีีปััญหา 

การละลายสารสกััดในระบบตััวทำำ�ละลาย (เมทานอล) 

ที่่�ใช้้ทดสอบการต้้านอนุุมูลูอิิสระ DPPH และ ABTS 

โดยมีีการแยกชั้้�นของสารสกััด จึึงทำำ�ให้้ ไม่่สามารถ 

วััดค่่าการต้้านอนุุมููลอิิสระได้้ 

2. ปริิมาณรวมของสารประกอบฟีีนอลิิกในสาร

สกััดจากส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่	

จากผลการทดลอง พบว่่า ค่่าการต้้าน

อนุุมููลอิิสระ DPPH และ ABTS ของสารสกััดจาก 

ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ไม่่สอดคล้้องกัับปริิมาณรวมของ

สารประกอบฟีนีอลิกิ (Table 2) โดยสารสกัดัจากส้ม้โอ

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่ในชั้้�นเมทานอลที่่�มีีปริิมาณรวมของสาร

ประกอบฟีนีอลิกิมากที่่�สุดุ คือื ส่ว่นเยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ (SM) 

มีีปริิมาณเทีียบเท่่า 3.196 ± 0.022 มิิลลิิกรััมสมมููล

ของกรดแกลลิิกต่่อน้ำำ��หนัักแห้้ง 1 กรััม รองลงมาคืือ

ส่ว่นเปลืือกนอก (FL) และเปลืือกชั้้�นกลาง (AL) ซึ่่�ง

พบปริิมาณเทีียบเท่่า 2.947 ± 0.063 และ 1.720 ± 

0.021 มิลิลิิกรััมสมมููลของกรดแกลลิิกต่่อน้ำำ��หนัักแห้้ง 

1 กรัมั ตามลำำ�ดับั ส่ว่นที่่�มีปีริมิาณสารประกอบฟีนีอลิกิ 

รวมน้้อยที่่�สุุดคืือส่่วนเนื้้�อผล (JS) ซึ่่�งมีีปริิมาณเทียีบเท่่า 

0.083 ± 0.001 มิิลลิิกรััมสมมููลของกรดแกลลิิก 

ต่่อน้ำำ��หนัักแห้้ง 1 กรััม ทั้้�งนี้้�ปริิมาณรวมของสาร 

ประกอบฟีีนอลิกิของแต่่ละส่่วนของส้้มโอในชั้้�นเมทานอล 

ที่่� ได้้จากการวิิเคราะห์์มีีค่่าแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััย 

สำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) (Table 2) และปริิมาณ

รวมของสารประกอบฟีีนอลิิกสามารถหาได้้เฉพาะใน

สารสกััดจากชั้้�นเมทานอล เนื่่�องจากสารสกััดในชั้้�น

เฮกเซนมีีปััญหาเรื่่�องการละลาย พบว่่ามีีการแยกชั้้�น 

และบางส่่วนตกตะกอนไม่่เป็็นเนื้้�อเดีียวกัันกัับระบบ

ตััวทำำ�ละลายที่่�ใช้้ในสารละลาย Folin-Ciocalteu 

จึึงไม่่สามารถทดสอบหาปริิมาณรวมของสารประกอบ 

ฟีีนอลิิกจากสารสกััดในชั้้�นเฮกเซนได้้

Table 1	Summary of fresh and dry weight pertaining to distinct components - flavedo (FL), albedo (AL),  

	 segmented membrane (SM) and juice sac (JS), derived from Khao-Yai pomelo.

Pomelo part Fresh Weight (g) Dry Weight (g) % Dry Weight

Flavedo (FL) 834 271 32.51

Albedo (AL) 781 280 35.84

Segmented membrane (SM) 631 250 39.62

Juice sac (JS) 1,314 202 15.38



ปานทิพย์ รัตนศิลป์กัลชาญ และคณะ9158

Table 2	The assessment of antioxidant properties and total phenolic contents extracted through  

	 hexane and methanol from each segment of Khao-Yai pomelo. 

Khao-Yai pomelo segments
IC

50
 (mg/mL)

Total phenolic contents 

(mg GAE g-1 DM)

DPPH ABTS 

Hexane extracts

Flavedo (FL)

Albedo (AL)

Segmented membrane (SM)

Juice sac (JS)

ND

ND

ND

ND

1.149 + 0.062

ND

ND

ND

ND

ND

ND

ND

Methanol extracts

Flavedo (FL)

Albedo (AL)

Segmented membrane (SM)

Juice sac (JS)

1.279 + 0.048 a

2.550 + 0.076 a

1.988 + 0.056 a

1.021 + 0.031 a

0.206 + 0.007 b

0.126 + 0.004 b

0.174 + 0.008 b

0.544 + 0.009 b

2.947 + 0.063 c

1.720 + 0.021 c

3.196 + 0.022 c

0.083 + 0.001 c

Standard antioxidant agent

BHT 0.011 + 0.001 0.006 + 0.0001

Ascorbic acid 0.005 + 0.0001 0.012 + 0.002

BHT 0.004 + 0.0001 0.005 + 0.0001
Data is presented as mean + standard deviation with triplicated values.
Total phenolic content is expressed as mg of Gallic acid equivalent (GAE) g-1 dry material (DM).
a IC

50
 in DPPH scavenging assay in methanolic extracts shows a significant difference at p < 0.05.

b IC
50
 in ABTS scavenging assay in methanolic extracts shows a significant difference at p < 0.05.

c Total phenolic contents in methanolic extracts shows a significant difference at p < 0.05.
ND is not determined due to the limitation of solubility in methanol.
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3. ค่่าความเป็็นพิิษของสารสกััดจากส้้มโอพัันธุ์์�

ขาวใหญ่่

การทดสอบค่่าความเป็็นพิิษของสารสกัดัจาก

ส่ว่นต่า่ง ๆ  ของส้ม้โอพันัธุ์์�ขาวใหญ่ท่ี่่�มีตี่อ่เซลล์ผ์ิวิหนังั

มนุษุย์์ชนิดิ HaCaT โดยการทดลองใช้้ตัวัแปรควบคุุม

คือืเฮกเซน และเมทานอล เข้ม้ข้น้ร้อ้ยละ 1 ในอาหาร

เลี้้�ยงเซลล์์ ผลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของ

สารสกััดในระยะเวลา 24 ชั่่�วโมง เมื่่�อพิิจารณาโดยใช้้

เกณฑ์์อัตัราการอยู่่�รอดของเซลล์จ์ากความเป็็นพิิษของ 

สารสกััดที่่�ต้้องมากกว่่าร้้อยละ 90 ขึ้้�นไป (อ้้างอิิงผล 

การทดลองใน Table 3) พบว่่าสารสกััดจากชั้้�น 

ตััวทำำ�ละลายเฮกเซนจากส่่วนต่่าง ๆ (เปลืือกชั้้�นนอก 

เปลืือกชั้้�นกลาง เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ และเนื้้�อผล) มีคี่า่ร้อ้ยละ 

การรอดของเซลล์์ (% survival) ที่่�มีีค่่ามากกว่่า 

ร้้อยละ 90 อยู่่�ในช่่วงความเข้้มข้้น 0.04-1.71 ไมโครกรัมั 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ในขณะที่่�สารสกััดจากชั้้�นตััวทำำ�ละลาย

เมทานอลมีีค่่าร้้อยละการรอดของเซลล์์ที่่�มากกว่่า 

ร้อ้ยละ 90 ที่่�แตกต่า่งกันัในแต่่ละส่่วน คือื ในส่่วนของ 

เปลืือกชั้้�นนอก (FL) อยู่่�ที่่�ความเข้้มข้้น 0.64-2.50 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร แต่่ ในส่่วนที่่�เหลืือ ได้้แก่่ 

เปลือืกชั้้�นกลาง (AL) เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ (SM) และเนื้้�อผล 

(JS) มีีค่่าอยู่่� ในช่่วงความเข้้มข้้น 0.69-25.53 

ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร สำำ�หรัับการทดลองที่่�เกี่่�ยวกัับ 

“สมบััติิการสมานแผลของเซลล์์ HaCaT โดย 

สารสกัดัจากส้ม้โอพันัธุ์์�ขาวใหญ่”่ ก็็ได้้ใช้เ้กณฑ์ส์มบัตัิิ

การละลายของสารสกััดในชั้้�นตัวัทำำ�ละลายเฮกเซน และ 

เมทานอลในอาหารที่่�ใช้เ้ลี้้�ยงเซลล์เ์ป็็นเกณฑ์์ที่่�ใช้เ้ลือืก

ค่่าความเข้้มข้้นในการทดสอบต่่อไป   

Table 3	Cytotoxicity of pomelo extract compartments on human keratinocytes (HaCaT).

Khao-Yai pomelo segments
MTT assay

μg/mL %survival (>95%)

Hexane extracts

Flavedo (FL)

Albedo (AL)

Segmented membrane (SM)

Juice sac (JS)

0.10 – 1.52

0.11 – 1.71

0.10 – 1.60

0.04 – 0.61

106.2 – 96.2

107.3 – 95.7

102.9 – 110.1

110.9 – 104.6

Methanol extracts

Flavedo (FL)

Albedo (AL)

Segmented membrane (SM)

Juice sac (JS)

0.64 – 10.19

0.96 – 15.30

0.69 – 10.97

1.60 – 25.53

95.9 – 5.1

98.0 – 89.1

114.8 – 123.1

117.2 – 117.4
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4. สมบัติการสมานแผลของเซลล์ HaCaT ด้วย 

สารสกัดจากส้มโอพันธุ์ขาวใหญ่ 

การทดสอบสมบััติิการสมานแผลของเซลล์์

ผิิวหนัังมนุุษย์์ชนิิด HaCaT ได้้ ใช้้เกณฑ์์เลืือก

ความเข้้มข้้นของสารสกััดโดยพิิจารณาปััจจััย 2 ข้้อ  

ข้อ้แรกคือือัตัราการอยู่่�รอดของเซลล์์จากความเป็็นพิษิ

ของสารสกัดัต้อ้งมากกว่า่ร้อ้ยละ 90 ขึ้้�นไป (อ้า้งอิงิจาก 

ผลการวิจัิัยค่า่ความเป็น็พิษิจากสารสกัดั) และข้อ้ที่่�สอง 

คือื ความเข้้มข้้นที่่�มากที่่�สุุดของสารสกััดจากส้้มโอ 

พัันธุ์์� ขาวใหญ่่ที่่�ละลายได้้ ในอาหารเลี้้� ยงเซลล์์ 

สำำ�หรัับการทดสอบสมบััติิการสมานแผลของเซลล์์ 

HaCaT จะเปรีียบเทีียบระหว่่างวัันที่่�เริ่่�มการทดลอง 

(day 0 - ยังัไม่่ใส่่สารสกัดั) กับัวันัที่่� 2 ที่่�ได้้รับัสารสกัดั 

(day 2) จากการทดลอง พบว่่าสารสกััดในชั้้�นตัวัทำำ�ละลาย 

เฮกเซนจากเปลือืกชั้้�นกลาง (AL) มีช่ี่วงความเข้้มข้้น 

ที่่�เหมาะสมคือื 0.06-0.50 ไมโครกรััมต่อ่มิลิลิลิิติร โดย

มีีค่่าความเข้้มข้้นที่่�ดีีที่่�สุุดในการออกฤทธิ์์�สมานแผลที่่� 

0.25 ไมโครกรััมต่อ่มิิลลิิลิติร (Fig. 3A) สารสกััดในชั้้�น 

ตัวัทำำ�ละลายเมทานอลจากเปลืือกชั้้�นนอก (FL) มีชี่ว่ง

ความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสม คืือ 0.13-1.00 ไมโครกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร โดยมีีค่่าความเข้้มข้้นที่่�ดีีที่่�สุุดในการ 

ออกฤทธิ์์�สมานแผลที่่� 0.50 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร 

(Fig. 3B) และสารสกัดัในชั้้�นตััวทำำ�ละลายเมทานอลจาก 

เปลืือกชั้้�นกลาง (AL) มีีช่่วงความเข้้มข้้นที่่�เหมาะสม 

คืือ 0.13-1.00 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร โดยมีี 

ค่่าความเข้้มข้้นที่่�ดีีที่่�สุุดในการออกฤทธิ์์�สมานแผล

ที่่� 0.13 ไมโครกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร (Fig. 3C) ในการ

ทดสอบสมบััติิการสมานแผลของเซลล์์ผิิวหนัังมนุุษย์์

ชนิิด HaCaT พบว่่าสารสกััดจากส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่

ในส่่วนที่่�กล่า่วมาแล้ว้ข้า้งต้น้ สามารถลดพื้้�นที่่�รอยแผล 

ให้้เล็็กลงได้้อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิเมื่่�อเทีียบกัับ

ตััวแปรควบคุุม (เมทานอล และเฮกเซน เข้้มข้้น 

ร้้อยละ 1) (p < 0.05, one-way ANOVA, 

SPSSv.15) 
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วิิจารณ์์และสรุุป
ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�ได้้นำำ�มาศึึกษาในครั้้�งนี้้� 

ได้้จากพื้้�นที่่�สวนส้้มโอ จัังหวััดสมุุทรสงคราม โดย 

มีีข้้อมููลลัักษณะทางสััณฐานวิิทยาของพัันธุ์์�พืืช ได้้แก่่ 

ลัักษณะต้้น ใบ ดอก และผล ดัังแสดงใน Fig. 1 

สำำ�หรับัอ้้างอิิงการเลือืกชนิดิและสายพันัธุ์์� หรือืลักัษณะ

ภายนอกเพื่่�อการศึึกษาครั้้�งนี้้� การศึึกษาสมบััติิทาง

ชีีวภาพของสารสกััดจากส่่วนประกอบต่่าง ๆ ของ

ตัวัอย่า่งส้ม้โอเตรียีมด้ว้ยวิธิีแีช่ต่ัวัอย่า่งในตัวัทำำ�ละลาย 

(maceration) คืือ เฮกเซนและเมทานอล โดยมีี

วัตัถุปุระสงค์เ์พื่่�อสกัดัสารที่่�มีคีวามมีขีั้้�วต่า่งกันัออกมา

ตรวจสอบสมบัตัิกิารต้า้นอนุมุูลูอิสิระ และปริมิาณรวม

ของสารประกอบฟีีนอลิิกในส่่วนประกอบต่่าง ๆ ของ 

ผลส้้มโอ ผลการทดสอบพบว่่าส่่วนของเนื้้�อผลมีนี้ำำ��หนักั 

แห้้งน้้อยที่่�สุุดเมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับส่่วนอื่่�น (Table 1) 

อาจเป็็นเพราะเนื้้�อผลมีีน้ำำ��เป็็นองค์์ประกอบหลััก 

ซึ่่�งมากกว่่าส่่วนอื่่�น และด้้วยการใช้้ระยะเวลาที่่�เท่่ากััน 

ในการอบแห้้งทำำ�ให้ส้่ว่นอื่่�น ๆ  ของส้ม้โอพันัธุ์์�ขาวใหญ่่ 

มีีสััดส่่วนของน้ำำ��หนัักแห้้งมากกว่่า จึึงมีีความ

เป็็นไปได้้ที่่�สารออกฤทธิ์์�สำำ�คัญในกลุ่่�มโพลีีฟีีนอล  

ฟลาโวนอยด์์ และคาโรทีีนอยด์์ น่่าจะพบได้้ในส่่วนที่่�

ไม่่ละลายน้ำำ�� และละลายได้้ดีีในไขมััน(12) ดัังนั้้�นส่่วน

ของเปลืือกชั้้�นนอก (FL) เปลืือกชั้้�นกลาง (AL) 

และเยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ (SM) จึึงน่่าจะเป็็นส่่วนที่่�น่่าสนใจใน

แง่ก่ารสะสมของสารออกฤทธิ์์�สำำ�คัญในกลุ่่�มที่่�ได้้กล่า่ว 

มาข้้างต้้น และผลการทดลองพบว่่าการสกัดัด้้วยเมทานอล 

ให้ร้้อ้ยละน้ำำ��หนักัแห้ง้ของสารสกััดสูงูกว่า่การสกััดด้ว้ย

เฮกเซน (Table 1) นอกจากนี้้�ยัังพบว่่าสารสกััด 

จากส่่วนต่่าง ๆ ของผลที่่�สกััดด้้วยเฮกเซน เมื่่�อนำำ�ไป

ทดสอบฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH และ 

ABTS scavenging เกิิดปััญหาการแยกชั้้�นระหว่่าง

ตัวัอย่า่งสารสกัดัและระบบตัวัทำำ�ละลายเมทานอลที่่�ใช้้

ในการทดสอบ ทำำ�ให้้ไม่่สามารถตรวจวััดฤทธิ์์�การต้้าน

อนุุมููลอิิสระในส่่วนที่่�สกััดด้้วยเฮกเซนได้้ การวิิจััยใน

ครั้้�งนี้้�จึึงได้เ้ปรีียบเทีียบฤทธิ์์�การต้้านอนุมุูลูอิิสระในสาร 

สกัดัจากส่่วนต่่าง ๆ  ของส้้มโอเฉพาะที่่�สกัดัด้้วยเมทานอล 

เท่่านั้้�น ผลการทดสอบพบว่่า ส่่วนของผลส้้มโอที่่�มีี

ฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระด้้วยวิิธีี DPPH scavenging  

ได้ด้ีทีี่่�สุดุคืือส่่วนเนื้้�อผล (JS) ลำำ�ดับัถััดมา ได้แ้ก่่ เปลืือก 

ชั้้�นนอก (FL) เยื่่�อหุ้้�มเนื้้�อ (SM) และเปลือืกชั้้�นกลาง 

(AL) ตามลำำ�ดัับ (Table 2) สอดคล้้องกัับผลการ

ทดลองของ Sukkhaphet K และ Kraiklang R, 

พ.ศ. 2557(13) ที่่�ได้้ศึึกษาการต้้านอนุุมููลอิิสระใน 

ส้ม้โอสายพันัธุ์์�ต่าง ๆ  และพบว่า่ส่ว่นของเนื้้�อผล มีฤีทธิ์์�

ต้้านอนุุมููลอิิสระได้้ดีีที่่�สุุด ทั้้�งนี้้�ผลการทดสอบมีีความ

แตกต่่างจากรายงานของ Pichaiyongvongdee S 

และคณะ, พ.ศ. 2557(14) ที่่�พบว่่าเปลืือกชั้้�นกลาง

มีีฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระที่่�ดีีที่่�สุุด ด้้วยวิิธีี DPPH 

scavenging สำำ�หรัับการทดสอบหาปริิมาณฟีีนอลิิก 

รวมในส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่พบว่่า มีีมากที่่�สุุดในเยื่่�อหุ้้�ม

เนื้้�อ (Table 2) ซึ่่�งแตกต่่างจากรายงานของ Chang 

SQ และ Azrina A, พ.ศ. 2560(15) ที่่�พบว่่าเปลืือก

ชั้้�นกลาง (AL) มีปีริิมาณรวมของสารประกอบฟีนีอลิกิ 

มากที่่�สุุด ดัังนั้้�นจะเห็็นได้้ว่่าความแตกต่่างระหว่่าง

ปริิมาณรวมของสารประกอบฟีีนอลิิก ในส่่วนต่่าง ๆ 

ของผลส้้มโอ อาจเป็็นผลจากหลายปััจจััย เช่่น  

สายพัันธุ์์�ของส้้มโอ ช่่วงเวลาเก็็บเกี่่�ยว ลัักษณะของ

ภูมูิปิระเทศ ตลอดจนพื้้�นที่่�เพาะปลููก รวมทั้้�งยังัขึ้้�นกัับ

วิธิีกีารสกััดและตััวทำำ�ละลายที่่�ใช้ ้สำำ�หรับัการวิิจัยัครั้้�งนี้้�

ใช้ว้ิธีิีอบแห้ง้ที่่� 60 องศาเซลเซียีสเป็น็เวลา 48 ชั่่�วโมง 

แล้้วจึึงบ่่มในตััวทำำ�ละลายเฮกเซนและเมทานอล 

และช่่วยเพิ่่�มประสิิทธิิภาพการสกััดด้้วยการใช้้วิิธีี 

sonication ส่่วน Chang SQ และ Azrina A, 

พ.ศ. 2560(15) เลืือกใช้้วิิธีีทำำ�แห้้งแบบแช่่แข็็ง 

(freeze dry) และนำำ�ผงที่่�ได้้มาสกััดในเมทานอล  

3 ชั่่�วโมง ที่่�อุุณหภููมิิ 30 องศาเซลเซีียส แล้้วจึึง 



การต้านอนุมูลอิสระ ปริมาณรวมของสารประกอบฟีนอลิก และสมบัติการสมานแผลของสารสกัดจากส้มโอพันธุ์ขาวใหญ่ 9163

กรองสารสกััดออกมาทดสอบ อย่่างไรก็็ตาม ทั้้�งสอง

การทดลองพบว่่าปริมิาณสารประกอบฟีีนอลิกิรวมไม่่มีี

ความสอดคล้้องกัับฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููลอิิสระ(15) ทั้้�งนี้้�

อาจเป็็นเพราะสารประกอบในกลุ่่�มฟีีนอลิิกซึ่่�งเป็็น

สารพฤกษเคมีี (phytochemical) ที่่�พบในพืืชนั้้�น 

นอกจากมีีฤทธิ์์�ต้้านอนุุมููลอิิสระแล้้วยัังอาจมีีฤทธิ์์�ทาง

ชีีวภาพอื่่�น ๆ อีีก เช่่น การต้้านการเจริิญเติิบโตของ

เซลล์์มะเร็็ง (in vitro experiment) ความสามารถ

ในการต้้านการอัักเสบ การลดน้ำำ��ตาล และไขมััน 

ในเลืือด(16) 

สมบััติิการสมานแผลของสารสกััดส้้มโอ

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่ที่่�พบในการศึึกษาครั้้�งนี้้� เมื่่�อทดสอบ

ด้้วยวิิธีี scratch assay โดยใช้้เซลล์์ผิิวหนัังมนุุษย์์

ชนิิด HaCaT พบว่่า สารสกััดที่่�มีีสมบััติิที่่�ดีีในการ

ช่่วยสมานแผลควรต้้องมีีผลต่่อการอยู่่�รอดของเซลล์์

ที่่�ต้้องมากกว่่าร้้อยละ 90 ขึ้้�นไป ซึ่่�งเป็็นข้้อมููลที่่�ได้้

จากการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ด้้วยวิิธีี MTT 

และยังัควรต้้องมีีสมบััติลิะลายได้้ดีีในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์

ด้้วย แต่่สารสกััดส้้มโอที่่�ได้้ในการวิิจััยครั้้�งนี้้�ละลายใน

อาหารเลี้้�ยงเซลล์์โดยตรงได้้ไม่่ดีีต้้องใช้้ตััวทำำ�ละลาย

ช่่วย จึึงทำำ�ให้้เกิิดข้้อจำำ�กััดจากความเป็็นพิิษของตััว

ทำำ�ละลายที่่�มีตี่อ่เซลล์์ ซึ่่�งต้้องเจืือจางลงให้้เหลืือเพีียง 

ร้้อยละ 1 ทำำ�ให้้การทดสอบฤทธิ์์�การสมานแผล 

โดยใช้้เซลล์์ HaCaT ต้้องใช้้ปริิมาณสารสกััดระดัับ

ไมโครกรััมซึ่่�งต่่างจากการทดสอบฤทธิ์์�การต้้านอนุุมููล

อิิสระซึ่่�งไม่่ได้้ทดสอบต่่อเซลล์์จึึงใช้้ปริิมาณสารสกััด

ได้้ในระดับัมิลิลิกิรัมั จากผลการวิจิัยัครั้้�งนี้้�พบสารสกัดั

ที่่�มีสีมบัตัิลิะลายน้ำำ��ได้ด้ีแีละมีคีวามเป็น็พิษิต่อ่เซลล์ต์่ำำ�� 

ในสารสกััดในชั้้�นตััวทำำ�ละลายเฮกเซนจากเปลืือก 

ชั้้�นกลาง (AL) และสารสกัดัในชั้้�นตัวัทำำ�ละลายเมทานอล 

จากเปลืือกชั้้�นนอก (FL) และเปลืือกชั้้�นกลาง 

(AL) (Fig. 3) โดยสามารถลดพื้้�นที่่�แผลลงได้้อย่่าง

มีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ เมื่่�อเทีียบกัับตััวแปรควบคุุม 

สอดคล้้องกัับรายงานของ Ahmad AA และคณะ, 

พ.ศ. 2561(5) ที่่�ทดสอบการสมานแผลในหนููที่่�มีภีาวะ

เป็็นโรคเบาหวาน โดยใช้้สารสกััดจากเปลืือกส้้มโอ 

(pomelo peel extract; PPE) ซึ่่�งพบว่่าสามารถ

สมานแผลในหนููที่่�เป็็นเบาหวาน เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�ม

ควบคุมุหนูทูี่่�เป็น็เบาหวานและกลุ่่�มควบคุมุหนูทูี่่�ไม่่ได้้ 

เป็็นเบาหวาน สอดคล้้องกัับงานวิิจััยในครั้้�งนี้้�ที่่�มีี 

ส่ว่นประกอบของส้้มโอ คือื เปลืือกชั้้�นนอก (FL) และ 

เปลือืกชั้้�นกลาง (AL) ซึ่่�งมีคีวามสามารถในการสมาน

แผลได้้ดีี ดัังนั้้�นสารสกััดจากส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่จึึงมีี

ฤทธิ์์�ต้า้นอนุุมูลูอิสิระและฤทธิ์์�ในการสมานแผล ทั้้�งใน 

ส่ว่นเนื้้�อและเปลือืก(5) นอกจากนี้้�ยังัมีรีายงานเกี่่�ยวกับั 

การศึึกษาสมบััติิการสมานแผลที่่�ทดสอบในเซลล์์

ผิวิหนังัมนุษุย์ช์นิดิ HaCaT ของสารสกัดัที่่�ได้้จากส่ว่น

ของเปลืือกและเนื้้�อผลของ grapefruit (Citrus × 

aurantium f. aurantium) ที่่�มีีสมบััติิในการสมาน

แผลสอดคล้้องกัับผลการวิิจััยที่่�ได้้จากการศึึกษาใน 

ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่เช่่นกััน(17) 

ความแตกต่่างระหว่่างสมบััติิทางชีีวภาพ 

ในแต่่ละส่่วนของส้้มโอพันัธุ์์�ขาวใหญ่่ อาจมีีสาเหตุุมาจาก

ส่่วนประกอบสำำ�คัญัในสารสกัดัจากส่่วนต่่าง ๆ  ของส้้มโอ 

มีีองค์์ประกอบของสารออกฤทธิ์์�ที่่�มีีโครงสร้้าง และมีี

สมบััติิทางชีีวภาพที่่�แตกต่่างกัันด้้วย ทั้้�งนี้้�อาจกล่่าว

ได้้เบื้้�องต้้นจากการวิิจััยครั้้�งนี้้�ว่่าความสามารถในการ

ต้้านอนุุมููลอิิสระของสารสกััด อาจไม่่มีีความสััมพัันธ์์

กัับสมบััติิการสมานแผลในแต่่ละส่่วนประกอบของ

ส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ และการที่่�พบว่่าส่่วนใดของส้้มโอ 

พัันธุ์์�ขาวใหญ่่มีีสมบััติิ ใดนั้้�นเป็็นขั้้�นตอนเบื้้�องต้้น  

งานวิิจัยัที่่�ควรดำำ�เนินิต่่อไปคืือการศึึกษาว่่าสารออกฤทธิ์์� 

นั้้�นคืือสารใด โดยแยกส่่วนประกอบที่่�อยู่่�ในสารสกััด

จากส้้มโอพัันธุ์์�ขาวใหญ่่ ซึ่่�งเป็็นความท้้าทาย ที่่�จะ 

นำำ�ไปสู่่�การสร้า้งองค์ค์วามรู้้�ที่่�สำำ�คัญัในทางเภสัชัศาสตร์์ 

และทางการแพทย์์ในอนาคตต่่อไปได้้ 
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Abstract 
Liver fibrosis is the excessive accumulation of extracellular matrix (ECM) proteins in 

the liver. Common causes include fatty liver disease and hepatitis C virus infection. Delayed or 

inaccurate diagnosis of liver fibrosis may elevate the risk of developing cirrhosis and liver cancer. 

Currently, there are no definitive pharmacological therapies for the treatment of liver fibrosis. 

Several studies have shown the anti-inflammatory effects of Moringa oleifera Lam. (MO) leaf 

extracts. In this study, we aimed to investigate the anti-fibrotic effect of two bioactive compounds 

identified in MO leaf crude extracts: 7-octenoic acid and 1-phenyl-2-pentanol. Hepatic stellate 

cells (HSCs) were treated with the active compounds, and cytokine levels were measured  

by using sandwich ELISA. In addition, protein expression in HSCs was analyzed by using  

proteomic technique. Proteomic analysis showed that 440 and 98 proteins were significantly 

upregulated and downregulated, respectively, in the 7-octenoic acid and 1-phenyl-2-pentanol-

treated cells (p < 0.05). Additionally, there were decreases in expression of casein kinase II 

subunit alpha (CSNK2A1), guanine nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 

(GNB2), and low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5), which are proteins 

related to the NF-κB, PI3K/Akt, and mTOR signaling pathways. TNF-α secretion was also 

suppressed by treatments with 7-octenoic acid and 1-phenyl-2-pentanol. In conclusion, these 

active compounds showed potent inhibitory activity on TGF-β1-induced HSCs and are  

promising candidates for anti-hepatic fibrosis drug research.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

ผลของสารออกฤทธ์ิ 7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol 
จากใบมะรุม ต่อเซลล์ตับชนิด hepatic stellate cells ในโมเดล

การเกิดพังผืดในตับในหลอดทดลอง

จุฑาทิพย์ ไชยประเทศ1 ธนัชพร จันตาใหม่1 ธมนวรรณ ชูจอหอ1 กาญจนา อู่สุวรรณทิม1  
และ วธัญญู บัวแก้ว2*

1ภาควิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ มหาวิทยาลัยนเรศวร จังหวัดพิษณุโลก
 2ภาควิชาจุลชีววิทยา คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ กรุงเทพมหานคร

บทคััดย่่อ
ภาวะพังผืดในตับ (liver fibrosis) คือภาวะที่มีการสะสมของ extracellular matrix protein ใน

ตับที่มากเกินไป ซึ่งสาเหตุที่พบบ่อย ได้แก่ ภาวะไขมันพอกตับและโรคไวรัสตับอักเสบซี หากไม่ได้รับ

การรักษาที่ถูกต้อง จะทำ�ให้เพิ่มโอกาสเสี่ยงต่อการเกิดภาวะตับแข็งและมะเร็งตับ ปัจจุบันภาวะพังผืด

ในตับยังไม่มียารักษาท่ีเป็นมาตรฐาน มีการศึกษาพบว่าสารสกัดจากมะรุมมีฤทธ์ิในการต้านการอักเสบ

ในตับได้ คณะผู้วิจยัจงึสนใจท่ีจะศกึษากลไกการต้านการเกดิพงัผืดในตับของสารออกฤทธ์ิท่ีแยกได้จาก

ใบมะรุม 2 ชนิด ได้แก่ 7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol ในเซลล์ตับชนิด hepatic stellate  

cells (HSCs) โดยวัดระดับไซโตไคน์ด้วยวิธี sandwich ELISA และวิเคราะห์การแสดงออกของโปรตีน

ภายในเซลล์ HSCs ด้วยเทคนิคโปรตีโอมิกส์ ผลการศึกษาพบว่าเซลล์ HSCs ที่ได้รับ 7-octenoic acid 

และ 1-phenyl-2-pentanol มีการเปลีย่นแปลงระดับการแสดงออกของโปรตีนท่ีเพิม่ขึน้และลดลงจำ�นวน 

440 และ 98 ชนิด ตามลำ�ดับ อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มควบคุม 

อกีท้ังพบการลดลงของการแสดงออกของโปรตีน casein kinase II subunit alpha (CSNK2A1), guanine 

nucleotide-binding protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 (GNB2) และ low-density lipoprotein 

receptor-related protein 5 (LRP5) ซ่ึงเปน็โปรตีนท่ีมีความเกีย่วขอ้งกบัวถิสัีญญาณ NF-κB pathway, 

PI3K/Akt signaling pathway และ mTOR signaling pathway นอกจากนี้ 7-octenoic acid และ 

1-phenyl-2-pentanol ยังสามารถลดการหลั่งของ TNF-α ได้อย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) โดย

ผลการศึกษาน้ีพบว่า สารท้ังสองชนิดมีคุณสมบัติลดการกระตุ้นสัญญาณ TGF-β1 ต่อเซลล์ตับชนิด 

HSCs ได้ ซึ่งมีความน่าสนใจสำ�หรับการศึกษาต่อเพื่อนำ�ไปใช้ในการพัฒนาเป็นยาต้านการเกิดพังผืดใน

ตับในอนาคต

คำ�สำ�คัญ: พังผืดในตับ มะรุม กรดออกทาโนอิก 1-ฟีนิล-2-เพนทานอล
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บทนำำ� 
ภาวะพัังผืืดในตัับ (liver fibrosis) 

เป็็นกระบวนการทางพยาธิิวิิทยาที่่�มีีการสะสมของ 

extracellular matrix (ECM)  protein เช่น่ คอลลาเจน 

ที่่�มากเกิินไปในตัับ กระบวนการนี้้�เกิิดขึ้้�นระหว่่างการ

ซ่่อมแซมเนื้้�อเยื่่�อที่่�เสีียหายหรืือการเกิิดการอัักเสบ

ของตัับ การสะสมของ ECM นี้้�ทำำ�ให้้โครงสร้้างของ

ตับัมีีการเปลี่่�ยนแปลงจนนำำ�ไปสู่่�การเกิิดความผิิดปกติิ

ต่อ่การทำำ�งานของตับัและเพิ่่�มความต้า้นทานภายในตับั 

(intrahepatic resistance) ส่่งผลให้้เลืือดไหลเวีียน

ไปที่่�ตัับไม่่เพีียงพอและยัังทำำ�ให้้ความดัันหลอดเลืือด

พอร์์ทััลตัับสููงขึ้้�น (portal hypertension)(1, 2)

หากภาวะพัังผืืดในตัับไม่่ได้้รัับการตรวจ

วิินิิจฉััยและรัักษาที่่�ถููกต้้อง จะทำำ�ให้้เพิ่่�มโอกาสใน

การพััฒนาไปเป็็นโรคตัับแข็็ง ปััจจุุบัันพบประชากร

ที่่�มีีภาวะพัังผืืดในตัับมีีอััตราเพิ่่�มสููงขึ้้�น โดยพบภาวะ

พัังผืืดในตัับในชาวเอเชีียร้้อยละ 15 ของประชากร 

และพบมากขึ้้�นในผู้้�ป่่วยกลุ่่�มโรคไม่่ติิดต่่อเรื้้�อรััง  

(non-communicable diseases, NCDs) ได้้แก่่  

โรคอ้้วน โรคเบาหวาน โรคความดัันโลหิิตสููง ภาวะ 

ไขมัันในเลืือดสููง สาเหตุุที่่�ทำำ�ให้้เกิิดภาวะพัังผืืดในตัับ 

ได้้แก่่ ภาวะไขมัันพอกตัับ (ร้้อยละ 66) ภาวะ 

ไขมันัพอกตัับที่่�ไม่่ได้เ้กิดิจากแอลกอฮอล์์ (ร้้อยละ 13) 

ภาวะไขมันัพอกตับัที่่�เกิดิจากแอลกอฮอล์ ์(ร้อ้ยละ 9) 

โรคไวรััสตัับอัักเสบซีี (ร้้อยละ 6) และสาเหตุุอื่่�น ๆ 

(ร้้อยละ 6) (p < 0.003)(3, 4) 

กลไกการเกิิดภาวะพัังผืืดในตัับเริ่่�มจากการ

บาดเจ็็บของตัับเรื้้�อรัังไปสู่่�การพััฒนาเป็็นภาวะพัังผืืด

ในตัับ โดยเซลล์์ตัับที่่�ได้้รัับบาดเจ็็บจะมีีการตายแบบ 

apoptosis ส่่วนแมคโครฟาจและ Kupffer cell  

จะถููกกระตุ้้�นให้้หลั่่�งสาร chemokine และไซโตไคน์์ 

ที่่�สำำ�คััญหลายชนิิด เช่่น tumor necrosis factor 

alpha (TNF-α), interleukin 6 (IL-6), 

transforming growth factor-beta (TGF-β) โดย

เซลล์์ในระบบภููมิิคุ้้�มกัันส่่วนใหญ่่จะสร้้าง TGF-β1 

ที่่�สามารถกระตุ้้�นให้้เกิิดวิิถีีสััญญาณภายในเซลล์์แบบ 

canonical และ non-canonical และทำำ�ให้้เกิิดการ

เปลี่่�ยนแปลงภายในเซลล์์ เช่่น เกิิดการสะสมของ

โปรตีีนและเกิิดการอัักเสบ การอัักเสบที่่�เกิิดขึ้้�นอย่่าง

ต่อ่เนื่่�องส่ง่ผลให้ม้ีกีารกระตุ้้�นเซลล์ต์ับั ชนิดิ hepatic 

stellate cells (HSCs) ให้้พััฒนาไปเป็็นเซลล์์ 

ไมโอไฟโบรบลาสต์์ (myofibroblast) ซึ่่�งจะผลิิต ECM  

ออกมาจนเกิิดการสะสมในตัับในปริิมาณสููงและนำำ�ไป

สู่่�การเกิิดพัังผืืดในตัับได้้ ดัังนั้้�นการลดกระบวนการ

กระตุ้้�นเซลล์์ไมโอไฟโบรบลาสต์์จะทำำ�ให้้การสะสมของ 

ECM ลดลงและตัับสามารถกลับัคืนืสู่่�สภาวะปกติิได้้(5-7)

ในปััจจุบุันั การรัักษาภาวะพัังผืดืในตัับมุ่่�งเน้้น 

ไปที่่�การยัับยั้้�งสาเหตุทุี่่�ก่่อให้้เกิิดการอัักเสบของตับั เช่่น 

การรัักษาโรคไวรััสตัับอัักเสบเรื้้�อรัังด้้วยยาต้้านไวรััส 

การลดน้ำำ��หนััก และการควบคุุมระดัับน้ำำ��ตาลในเลืือด

ในผู้้�ป่ว่ยที่่�มีภีาวะไขมันัพอกตับั นอกจากนี้้�ยังัมีกีารใช้้

ยา pentoxifylline เพื่่�อยัับยั้้�งการตายแบบ apoptosis 

ของเซลล์์ตัับ แต่่ยัังไม่่มีีแนวทางการรัักษาที่่�เป็็น

มาตรฐานในการต้้านพัังผืืดในตัับโดยตรง อีีกทั้้�งยัังมีี

การรัักษาทางเลืือกที่่�มีีการใช้้แพร่่หลายในผู้้�ป่วยโรค

ตัับเรื้้�อรััง รวมถึึง การใช้้ผลิิตภััณฑ์์สมุุนไพร วิิตามิิน 

หรืืออาหารเสริิมอื่่�น ๆ(8)

มะรุุม (Moringa oleifera Lam.) อยู่่�ใน 

วงศ์์ของ Moringaceae ซึ่่�งเป็็นไม้้ยืืนต้้น ความสููง

ประมาณ 3-6 เมตร เปลืือกของต้้นมะรุุมจะมีีสีีขาว 

รููปร่่างของใบมะรุุมเป็็นใบรููปไข่่ มีีการจััดเรีียงตััวสลัับ

แบบขนนก 2-3 ชั้้�น โดยจะมีคีวามยาวประมาณ 20-60 

เซนติเิมตร ส่่วนใบอ่่อนของมะรุมุจะมีขีนสีีเทาลักัษณะ

เด่่นของช่่อดอกมะรุุม จะมีีรูปูร่่างเป็็นแบบช่่อแยกแขนง 

มีกีลีบีดอก 5 กลีบี บริเิวณฐานด้้านนอก ยาวประมาณ 

1.4-1.9 เซนติิเมตร มีีสีีขาวอมเหลืืองแต้้มสีีแดง  
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ลักัษณะปลายกลีีบดอกจะกว้้างกว่่าตรงโคนดอก ภายใน 

เกสรตััวผู้้�ของดอกมะรุุมจะมีี 2 ชนิิด คืือ ชนิิดที่่�แยก

จากกัันโดยสมบููรณ์ ์5 อันั และชนิิดที่่�แยกจากกัันแบบ

ไม่่สมบููรณ์์ 5 อััน โดยผลมะรุุมจะมีีลัักษณะเป็็นฝััก

สามเหลี่่�ยม ภายในผลมีเีมล็ด็ ขนาดเส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลาง

ประมาณ 1 เซนติิเมตร(9) มีีคุุณค่่าทางเภสััชกรรมสููง 

โดยเฉพาะใบที่่�มีีคุุณค่่าทางโภชนาการสููงสุุด ซึ่่�งอุุดม

ด้้วยวิิตามิินซีี วิิตามิินเอ โพแทสเซีียม แคลเซีียม 

เหล็ก็ และโปรตีนี อีกีทั้้�งยังัมีสีารออกฤทธิ์์�ทางชีวีภาพ 

เช่่น carotenoid, alkaloid และ flavonoid ที่่�มีี 

คุุณสมบััติิในการต้้านอนุุมููลอิิสระ ต้้านการอัักเสบ  

ลดความดัันโลหิิต กระตุ้้�นภููมิคิุ้้�มกััน และต้้านมะเร็็ง(10)

ผลงานวิิจััยของ Wisitpongpun และคณะ 

ในปีี 2020 ซึ่่�งทดสอบฤทธิ์์�ต้้านมะเร็็งเต้้านมของ 

สารสกััดหยาบจากใบมะรุุมและสารออกฤทธิ์์� 2 ชนิิดที่่�

แยกได้้จากสารสกััดหยาบใบมะรุุม ได้้แก่ ่7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol พบว่่าทั้้�งสารสกััด

หยาบและสารออกฤทธิ์์�ทั้้�ง 2 ชนิิดสามารถกระตุ้้�น

กระบวนการ apoptosis ของเซลล์์มะเร็็งเต้้านม 

ชนิิด MDA-MB 231 ได้้ในหลอดทดลอง(11) 

คณะผู้้�วิจิัยัจึึงสนใจศึึกษาฤทธิ์์�ทางชีวีภาพเพิ่่�มเติมิของสาร 

ออกฤทธิ์์� 7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol 

และยังัไม่่มีกีารศึึกษาการต้า้นพังัผืดืในตับัของใบมะรุมุ 

รวมถึึงสารออกฤทธิ์์� 7-octenoic acid และ 

1-phenyl-2-pentanol ในหลอดทดลองโดยใช้้ 

เซลล์ ์HSCs ชนิดิ LX-2 ที่่�ถูกูกระตุ้้�นด้ว้ย TGF-β1  

ดังันั้้�นทางคณะผู้้�วิจัิัยจึึงสนใจศึึกษาฤทธิ์์�การต้า้นพังัผืดื

ในตัับและกลไกการออกฤทธิ์์�ของสาร 7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol จากใบมะรุุม 

เพื่่�อเป็็นข้้อมููลเบื้้�องต้้นในการนำำ�ไปศึึกษาวิิจััย 

เพิ่่�มเติิมเพื่่�อค้้นหาสารต้้านการเกิิดพัังผืืดในตัับ 

ในอนาคตต่่อไป

การศึึกษานี้้�มีวีัตัถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษาฤทธิ์์�และ

กลไกการต้้านพัังผืดืในตัับของสารออกฤทธิ์์�ทางชีวีภาพ  

2 ชนิดิ ที่่�แยกได้้จากใบมะรุุม ได้้แก่่ 7-octenoic acid และ  

1-phenyl-2-pentanol ในเซลล์์ตัับ HSCs ที่่�ถููก

กระตุ้้�นด้้วย TGF-β1 ในหลอดทดลอง โดยอาศััย

การวััดปริิมาณไซโตไคน์์ชนิิด TNF-α ด้้วยเทคนิิค 

sandwich enzyme-linked immunosorbent assay 

(sandwich ELISA) และวิิเคราะห์์การเปลี่่�ยนแปลง 

ของโปรตีีนภายในเซลล์์ด้้วยเทคนิิคโปรตีีโอมิิกส์์

วััสดุุและวิิธีีการ
﻿1. สารออกฤทธิ์์� 7-octenoic acid และ 1-phenyl-

2-pentanol

สาร 7-octenoic acid (Cat. No. 

715751-1G) และ 1-phenyl-2-pentanol (Cat. 

No. R425753-250MG) ที่่� ใช้้ ในงานวิิ จััยนี้้�  

ทางคณะผู้้�วิิจััยได้้ทำำ�การสั่่�งซื้้�อมาจากบริิษััท Sigma-

Aldrich (St. Louis, MO, USA) โดยมีีร้้อยละ

ความบริิสุุทธิ์์�ของสารออกฤทธิ์์�อยู่่�ที่่�ร้้อยละ 97 และ 

99 ตามลำำ�ดัับ ซึ่่�งสารทั้้�ง 2 ชนิิดถููกเตรีียมให้้อยู่่�ใน

ความเข้้มข้้นสููงสุุด 100 มิิลลิิกรััม/มิิลลิิลิิตร  ในตััว 

ทำำ�ละลายชนิิด dimethyl sulfoxide (DMSO)  

ผสมกัับ polysorbate 80 (Tween 80) ในอััตราส่่วน 

1:1 โดยที่่�ร้้อยละของตััวทำำ�ละลายคงเหลืือในสาร 

ออกฤทธิ์์�ที่่�ความเข้้มข้้นสููงสุุด ที่่�ใช้้ในการทดสอบกับัเซลล์์ 

จะมีีค่่าไม่่เกิินร้้อยละ 1

2. การเลี้้�ยงเซลล์์ hepatic stellate cells (HSCs) 

ชนิิด LX-2

นำำ�เซลล์์ ไลน์์ชนิิด LX-2 ซึ่่�งเป็็นเซลล์์ 

HSCs ที่่�แยกได้้จากเนื้้�อเยื่่�อตัับของมนุุษย์์ (Merck 

Millipore, USA) มาเพาะเลี้้�ยงในอาหารเลี้้�ยงเซลล์์

ชนิิด Dulbecco’s modified eagle medium 
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(D-MEM) (Gibco life technologies, USA) 

ที่่�มีีส่่วนผสมของ fetal bovine serum (FBS) 

(Biochrom Gmbh, Germany) ร้้อยละ 2 และ 

antibiotic-antimycotic (Gibco life technologies, 

USA) ทำำ�การเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ในตู้้�เพาะเลี้้�ยงเซลล์์ที่่�มีี

อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส ในสภาวะ CO
2
 ร้้อยละ 

5 โดยงานวิิจััยนี้้� ได้้ผ่่านการรัับรองจริิยธรรมการ

วิิจััย จากคณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััยในมนุุษย์์ 

มหาวิิทยาลััยนเรศวร (COA No. 422/2022)

3. การทดสอบความเป็็นพิิษของสาร 7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol ต่่อเซลล์์ LX-2 

เป็็นการทดสอบเพื่่�อหาค่่าความเข้้มข้้นที่่�

เหมาะสมของสารสกััดหยาบและสารออกฤทธิ์์�จาก 

ใบมะรุุมต่่อเซลล์์ LX-2 โดยคำำ�นวณหาความเข้้มข้้นของ 

สารที่่�สามารถยัับยั้้�งการมีีชีีวิิตของเซลล์์ (Inhibitory 

concentration, IC) ที่่�ร้้อยละ 5 (IC
5
), 10 (IC

10
) 

และ 50 (IC
50
) ตามลำำ�ดัับด้้วยวิิธีี Resazurin assay 

ทำำ�การทดสอบใน 96-well cell culture plate  

โดยใช้้เซลล์์ LX-2 จำำ�นวน 5 x 104 เซลล์์/หลุุม  

จากนั้้�นนำำ�สารสกััดหยาบและสารออกฤทธิ์์�มาเจืือจาง

ใน D-MEM แบบ two-fold dilution ที่่�ความเข้ม้ข้้น 

0-1,000 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร เติิมลงไปใน cell 

culture plate ที่่�มีีเซลล์์ LX-2 อยู่่� และบ่่มเซลล์์ที่่� 

37 องศาเซลเซีียส ในสภาวะ CO
2
 ร้้อยละ 5 เป็็น

เวลา 72 ชั่่�วโมง จากนั้้�นเติิม Resazurin working 

solution (HiMedia Laboratories Pvt., USA) 

ความเข้้มข้้น 25 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร และบ่่มที่่�  

37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 ถึึง 4 ชั่่�วโมง วััดค่่า

ดููดกลืืนแสง fluorescence โดยตั้้�งค่่าความยาวคลื่่�น 

excitation/emission ไว้้ที่่� 560/590 นาโนเมตร  

ด้้วยเครื่่�อง microplate reader (PerkinElmer, 

USA)

 4. การทดสอบฤทธิ์์�ต้านการเกิิดพัังผืืดในตัับใน

เซลล์์ LX-2 

กระตุ้้�นเซลล์์ LX-2 ให้้มีีการพััฒนาไป

เป็็นเซลล์์ ไมโอไฟโบรบลาสต์์ ด้้วย TGF-β1 

(STEMCELL Technologies, USA) ที่่�ความเข้้มข้้น 

10 นาโนกรััม/มิิลลิิลิิตร ใน 24-well plate เป็็น

ระยะเวลา 48 ชั่่�วโมง โดยอ้้างอิิงขั้้�นตอนการกระตุ้้�น

เซลล์์ LX-2 จากการศึึกษาก่่อนหน้้า(12-16) ในการ 

ทดสอบใช้เ้ซลล์จ์ำำ�นวน 2 x 105 เซลล์/์หลุมุ แบ่ง่กลุ่่�ม 

การทดลองออกเป็็น 1) กลุ่่�มควบคุุม (Control) ซึ่่�ง

มีีอาหารเลี้้�ยงเชื้้�ออย่่างเดีียว 2) กลุ่่�มควบคุุมแบบลบ 

(Model) ที่่�ถูกูกระตุ้้�นด้้วย TGF-β1 เพีียงอย่่างเดีียว 

และ 3) กลุ่่�มทดสอบ (Treatment) ซึ่่�งจะมีีการ 

กระตุ้้�นเซลล์์ด้้วย TGF-β1 พร้้อมกัับใส่่สารสกััดที่่�

ความเข้ม้ข้น้ที่่�เหมาะสม นำำ�ไปบ่ม่ที่่� 37 องศาเซลเซียีส 

ในสภาวะ CO
2
 ร้อ้ยละ 5 เป็น็เวลา 72 ชั่่�วโมง จากนั้้�น 

เก็็บน้ำำ��เลี้้�ยงเซลล์์เพื่่�อนำำ�ไปทดสอบหาปริมิาณไซโตไคน์์ 

และเก็บ็เซลล์เ์พื่่�อการสกัดัโปรตีนีในการวิเิคราะห์ด์้ว้ย

เทคนิิคโปรตีีโอมิิกส์์

5. ตรวจวััดระดัับไซโตไคน์์ด้้วยวิิธีี sandwich 

enzyme-linked immunosorbent assay 

(sandwich ELISA)

ตรวจวััดระดัับไซโตไคน์์ tumor necrosis 

factor alpha (TNF-α) ทำำ�การ coat plate ด้้วย 

capture antibody โดยเติิม mouse anti-TNF-α 
antibody (Sino Biological, USA) ที่่�เจืือจางด้้วย 

phosphate buffered saline (PBS) ลงใน 96-well 

plate นำำ�ไปบ่่มข้้ามคืืนที่่� 4 องศาเซลเซีียส ล้้างด้้วย 

wash buffer และ block plate โดยเติิม blocking 

buffer (2% BSA  ใน wash buffer) และนำำ�ไปบ่่ม 

ที่่�อุณุหภููมิหิ้อ้งเป็น็เวลา 1 ชั่่�วโมง ล้า้งด้ว้ย wash buffer 
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จากนั้้�นเติิม supernatant และ TNF-α ที่่�เจืือจาง

ใน dilution buffer นำำ�ไปบ่่มที่่�อุณุหภููมิหิ้อ้งเป็็นเวลา 

2 ชั่่�วโมง ล้้างด้้วย wash buffer เติิม rabbit or 

goat anti-mouse HRP-conjugated antibody 

นำำ�ไปบ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 1 ชั่่�วโมง จากนั้้�น

ล้้างด้้วย wash buffer ตามด้้วยเติิม substrate 

solution (Tetramethylbenzidine, TMB) นำำ�ไปบ่ม่ 

ที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 20 นาทีี และเติิม stop 

solution (2N H
2
SO

4
) วััดค่่าดููดกลืืนแสงด้้วย

เครื่่�อง Microplate reader (PerkinElmer, USA)  

ที่่�ความยาวคลื่่�น 450 นาโนเมตร

6.  การสกััดโปรตีีนเพื่่�อการวิิเคราะห์์ทางโปรตีีโอ-

มิิกส์์ 

นำำ�เซลล์ ์HSCs ของกลุ่่�ม Model กลุ่่�มที่่�ได้้รับั 

7-octenoic acid และกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ 1-phenyl-2-

pentanol ไปสกััดโปรตีีนเพื่่�อทำำ�การวิิเคราะห์์ทางโปรตีี- 

โอมิิกส์์ โดยหลัักการในการเลืือกความเข้้มข้้นของสาร

ทั้้�งสองชนิิด มีดีังันี้้� 1) 7-octenoic acid ที่่�ความเข้้มข้้น 

100 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิติร โดยอ้้างอิงิจากผลในการลด

ระดับัของ matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) 

จากผลการศึึกษาก่่อนหน้้า(17) และ 2) 1-phenyl-

2-pentanol ที่่�ความเข้้มข้้น 80 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

จากความสามารถในการลดระดัับของ TNF-α  

ได้้ดีีที่่�สุุดในการทดลองนี้้� ทำำ�การล้้างเซลล์์ด้้วย PBS  

จากนั้้�นเติมิ RIPA buffer ปริมิาตร 400 ไมโครลิติร/

หลุุม บ่่มบนน้ำำ��แข็็งเป็็นเวลา 5 นาทีี จากนั้้�นขููดเซลล์์ 

ด้้วย cell scraper และ sonicate นำำ�ไปปั่่�น 

เป็็นเวลา 10 นาทีี ที่่� 14,000 x g ที่่�อุุณหภููมิิ  

4 องศาเซลเซีียส และเก็็บ supernatant ที่่� -80 

องศาเซลเซีียส 

7. การเตรียีมโปรตีนีสำำ�หรับัการวิเิคราะห์โ์ปรตีโีอ-

มิิกส์์แบบ label-free proteomic analysis

เตรีียมตััวอย่่างโปรตีีนให้้มีีความเข้้มข้้นโดย

ให้้มีมีวลโมเลกุุลที่่� cut-off 3 kDa จากนั้้�นตกตะกอน 

โปรตีนีด้ว้ย acetone (1:5 v/v) และคืืนสภาพตะกอน

โปรตีนีด้ว้ย RapidGest SF ร้อ้ยละ 0.3 (Waters Co.) 

ในแอมโมเนีียมไบคาร์์บอเนต 2.5 mM (Sigma 

Aldrich Co., Germany) จากนั้้�นเติมิ trypsin เพื่่�อ

ย่่อยโปรตีีนทั้้�งหมด (30 ไมโครกรััม) และทำำ�การลด

พัันธะซััลฟ์์ไฮดริิล โดยใช้้ 1 mM TECP (Sigma 

Aldrich Co., Germany) ในแอมโมเนีียมไบ-

คาร์์บอเนต 2.5 mM บ่่มที่่� 37 องศาเซลเซีียส เป็็น

เวลา 2 ชั่่�วโมง จากนั้้�นทำำ�การ sulfhydryl alkylation 

โดยใช้้ 5 mM IAA (Sigma Aldrich Co., 

Germany) ในแอมโมเนีียมไบคาร์์บอเนต 2.5 mM 

บ่่มที่่�อุุณหภููมิิห้้องเป็็นเวลา 50 นาทีีในที่่�มืืด จากนั้้�น

ล้้างสารละลายโปรตีีนโดยใช้้ Zeba Spin Desalting 

Column (Thermo Scientific Co., USA) เติิม 

trypsin เพื่่�อย่่อยสารละลายโปรตีีน (Promega 

Co., Madison, WI, USA) ในอััตราส่่วน 1:40 

(เอนไซม์:์โปรตีนี) และบ่ม่ที่่�อุณุหภููมิ ิ37 องศาเซลเซียีส 

เป็็นเวลา 6 ชั่่�วโมง สารละลายโปรตีีนที่่�ย่่อยแล้้วจะ

ถููกทำำ�ให้้แห้้งด้้วยกรดฟอร์์มิิกร้้อยละ 0.1 ก่่อนนำำ�ไป

ทดสอบด้้วยวิิธีี LC-MS/MS

8 .  การวิิ เคราะห์์ โปรตีีน ด้้วยวิิ ธีี  L iqu id 

Chromatography-Tandem Mass Spectrometry 

(LC-MS/MS)  

ข้้อมููลสเปกตรััม LC-MS/MS จะถููก

รวบรวมใน positive mode ด้้วย HF-X hybrid 

Quadrupole-Orbitrap™ Mass Spectrometer ที่่�

รวมกับัระบบ EASY-nLC1000 nano-LC system 

ที่่�ใช้้ nano C18 column (Thermo Fisher 
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Scientific, USA) ซึ่่�งมีี mobile phase A  

ประกอบด้้วยกรดฟอร์์มิิก ร้้อยละ 0.1 ที่่�ละลายในน้ำำ�� 

และ mobile phase B ประกอบด้้วยอะซีีโตไนไตรล์์ 

ร้อ้ยละ 90 และกรดฟอร์ม์ิกิ ร้อ้ยละ 0.1 การแยก LC 

จะใช้้ linear gradient ที่่�ร้้อยละ 3-60 ของ mobile 

phase B ที่่�อััตราการไหลคงที่่� 300 นาโนลิิตร/นาทีี 

เป็็นเวลา 135 นาทีี ทำำ�การ regenerate คอลััมน์์

ที่่�ใช้้วิิเคราะห์์ด้้วย mobile phase B ร้้อยละ 90 

เป็็นเวลา 10 นาทีี และปรัับสมดุุลใหม่่ด้้วย mobile 

phase B ร้้อยละ 3 เป็็นเวลา 35 นาทีี จากนั้้�น 

วิเิคราะห์เ์ปปไทด์์โดยใช้ ้data-dependent (TopN15) 

acquisition 

ไฟล์์ Raw mass spectra (.raw file)  

ถูกูวิเิคราะห์์โดยซอฟต์์แวร์ ์Proteome Discoverer™ 

2.4 (Thermo Fisher Scientific, USA) เทีียบ

กัับฐานข้้อมููลโปรตีีน UniProt โดยการระบุุและการ

หาปริิมาณโปรตีีนจะใช้้พารามิิเตอร์์ต่่อไปนี้้� 

- MS tolerance: 20 ppm 

- MS/MS tolerance: 0.05 Da 

- Enzyme: trypsin 

- Fixed modification: cysteine 

carbamidomethylation 

- Variable modification: methionine 

oxidation

ค่่า false discovery rate (FDR) ถููก 

ตั้้�งค่่าไว้้ที่่�ร้้อยละ 1 สำำ�หรัับการระบุุโปรตีีนและ 

เปปไทด์์ จากนั้้�น normalized โปรตีีนสััมพััทธ์์ 

ให้้ ได้้เป็็นจำำ�นวนเปปไทด์์ทั้้�งหมดสำำ�หรัับใช้้ทดสอบ 

LC โดยใ ช้้  normal iza t ion a lgor i thm 

(total intensity count) ของ software และ 

ใช้้ความเข้้มของโปรตีีนในการวิิเคราะห์์ pathway  

ด้้วย PADOG algorithm ใน Reactome version 84

9. การวิิเคราะห์์ทางชีีวสารสนเทศ 

ทำำ�การคััดกรองโปรตีีนที่่�มีีการแสดงออก

เพิ่่�มขึ้้�นและลดลงในกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ 7-octenoic acid 

และ 1-phenyl-2-pentanol เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�ม

ควบคุุมแบบลบ โดยใช้้โปรแกรม Microsoft Excel 

ในการวิิเคราะห์์จะใช้้ค่่า log
2
 fold-change ของ

โปรตีีนในกลุ่่�มที่่� ได้้รัับ 7-octenoic acid หรืือ 

1-phenyl-2-pentanol เทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม โดย

โปรตีีนที่่�มีีค่่า log
2
 fold-change ≥ 1.5 ถืือว่่าเป็็น 

upregulated และ log
2 

fold-change ≤ -1.5  

จัดัเป็็น downregulated โดยโปรตีีนที่่�มีกีารแสดงออก

ที่่� เพิ่่�มขึ้้�นหรืือลดลงในกลุ่่�มที่่� ได้้รัับสารออกฤทธิ์์�  

ต้้องมีีความแตกต่่างอย่่ างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ  

(p < 0.05) เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม จากนั้้�นนำำ� 

UniProt ID ของโปรตีีนที่่�ได้้ ไปทำำ�การวิิเคราะห์์ 

protein-protein interaction ใน STRING 

database(18)  วิเิคราะห์ ์gene ontology ใน Enrichr 

database(19-21) และวิิเคราะห์์ pathway ด้ว้ย Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

mapper(22-24)

10. การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

ข้้อมููลความแตกต่่างของค่่าเฉลี่่�ย (mean) 

ที่่�ได้้จากการทดลองแต่่ละกลุ่่�มจะถููกวิิเคราะห์์ด้้วย

สถิิติิ One-way analysis of variance (ANOVA) 

และ post hoc analysis ด้้วย Tukey’s multiple 

comparison test ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�นที่่�ร้้อยละ 95 

(p < 0.05)
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ผลการวิิจััย
1. การทดสอบความมีีชีีวิิตของเซลล์์ LX-2

ผลการทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ตัับ

ชนิิด LX-2 ต่่อสารสกััดหยาบจากใบมะรุุม พบว่่า 

ค่่า IC
50

,
 
IC

10
 และค่่า IC

5
 เท่่ากัับ 357,  

65.86 และ 37.07 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำำ�ดัับ 

สำำ�หรัับผลทดสอบในสารออกฤทธิ์์�ชนิิด 7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol พบว่่าค่่า IC
50
 

เท่่ากัับ 324.6 และ 397.4 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

ตามลำำ�ดัับ ค่่า IC
10
 เท่่ากัับ 153.42 และ 173.05 

ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร ตามลำำ�ดัับ และค่่า IC
5
 เท่่ากัับ 

118.91 และ 130.44 ไมโครกรััม/มิิลลิลิิติร ตามลำำ�ดับั  

แสดงดัังใน Table 1 ในงานวิิจััยนี้้� ได้้เลืือกใช้้ความ

เข้้มข้้นของสารสกััดหยาบและสารออกฤทธิ์์� โดย 

ที่่�ความเข้้มข้น้ต้อ้งมีคี่า่น้อ้ยกว่่าค่่า IC
10
 ของแต่่ละสาร 

ในการทดสอบฤทธิ์์�ต้้านพังัผืดืในตัับ เพื่่�อลดผลข้้างเคีียง 

จากความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ของสารแต่่ละชนิิด  

แสดงดัังใน Fig. 1 

2. ผลการวััดระดัับไซโตไคน์์ด้้วยวิิธีี sandwich 

ELISA

เซลล์์ LX-2 ที่่� ได้้รัับการกระตุ้้�นด้้วย 

TGF-β1 เป็็นระยะเวลา 48 ชั่่�วโมง มีีการหลั่่�ง 

TNF-α ออกมาปริิมาณสููงขึ้้�นอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทาง

สถิิติิ (p < 0.05) เมื่่�อเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุม ในขณะ

ที่่�กลุ่่�มของเซลล์์ที่่�ได้ร้ับัสาร 7-octenoic acid ที่่�ความ

เข้้มข้น้ 25 และ 50 ไมโครกรัมั/มิลิลิลิิติร พบว่า่มีกีาร

ลดลงของปริิมาณ TNF-α ที่่�หลั่่�งออกมาจากเซลล์์

อย่า่งมีีนััยสำำ�คัญัทางสถิิติ ิ(p < 0.05) เมื่่�อเปรีียบเทีียบ 

กัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ ขณะที่่� 7-octenoic  

acid ที่่�ความเข้้มข้้น 100 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

สามารถกระตุ้้�นการหลั่่�ง TNF-α ในเซลล์์ LX-2 

เพิ่่�มขึ้้�น ในกลุ่่�มของสาร 1-phenyl-2-pentanol ที่่�

ความเข้้มข้้น 20, 40 และ 80 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

สามารถลดปริิมาณของ TNF-α ได้้อย่่างมีีนััยสำำ�คััญ

ทางสถิติิ ิ(p < 0.05) เมื่่�อเปรียีบเทียีบกับักลุ่่�มควบคุมุ

แบบลบ ส่่วนสารสกััดหยาบจากใบมะรุุมที่่�ความ 

เข้้มข้้น 20 และ 40 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร สามารถ

ลดปริิมาณของ TNF-α ได้้อย่่างมีีนััยสำำ�คัญ  

(p < 0.05) เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ  

ดัังแสดงใน Fig. 2

3. ผลการวิิเคราะห์์ทางโปรตีีโอมิิกส์์

ผลการทดสอบจากการกระตุ้้�นเซลล์์ LX-2 

ที่่�ถููกกระตุ้้�นเกิิดพัังผืืดด้้วย TGF-β1 ร่่วมกัับสาร 

7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol  

ที่่�ความเข้้มข้้น 100 และ 80 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ ที่่�ได้้รัับ 

TGF-β1 เพีียงอย่่างเดีียว พบว่่า ในกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ 

7-octenoic acid มีีโปรตีีนจำำ�นวน 224 ชนิิดที่่�มีี 

downregulation และโปรตีีนจำำ�นวน 216 ชนิิดที่่�มีี 

upregulation ในส่่วนของกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ 1-phenyl-

2-pentanol พบว่่า มีีโปรตีีนจำำ�นวน 30 ชนิิดที่่�มีี 

downregulation และมีีโปรตีีน 68 ชนิิดที่่�มีี 

upregulation 

 4. ผลการวิิเคราะห์์ทางชีีวสารสนเทศ

การวิิเคราะห์์ทางชีีวสารสนเทศ โดยนำำ�ผล

การวิิเคราะห์์ทางโปรตีีโอมิิกส์์ มาทำำ�การวิิเคราะห์์ 

protein-protein interaction (PPI) ด้ว้ย STRING 

database พบว่่า จำำ�นวนโปรตีีนทั้้�งหมดที่่�มีีการ

แสดงออกที่่�เปลี่่�ยนแปลงไป หลัังจากได้้รับัการกระตุ้้�น 

ด้้วยสารออกฤทธิ์์�ทั้้�ง  2 ชนิิด มีีปฏิิสััมพัันธ์์ระหว่่าง

โปรตีีนอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) ซึ่่�ง

โปรตีีนเหล่่านี้้�มีีความเชื่่�อมโยงเกี่่�ยวข้้องกัันทาง

ชีวีวิทิยาอย่า่งน้อ้ยบางส่ว่นหรือืหลายส่่วน ดังัแสดงใน 

Fig. 3 จึึงต้้องมีีการนำำ�ไปวิิเคราะห์์ในขั้้�นตอนต่่อไป 
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Table 1	The	 IC
5
,	 IC

10
	and	 IC

50
	values	 for	 treatments	of	LX-2	cells	with	7-octenoic	acid,	1-phenyl-

	 2-pentanol,	and	crude	extract	(MO).		

Compound
IC

5

(µg/mL)

IC
10

(µg/mL)

IC
50

(µg/mL)

7-octenoic	acid 118.91 153.42 324.60

1-phenyl-2-pentanol	 130.44 173.05 397.40

Crude	extract	(MO) 37.07 65.86 357.00

Fig. 1	 The	dose-response	curve	and	IC
10
	value	for	treatment	of	the	LX-2	cells	with	7-octenoic	acid	

(A),	1-phenyl-2-pentanol	(B),	and	crude	extract	(MO)	(C).

(A) (B)

(C)

(A) (B)

(C)
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Figure 2 Effects of 7-octenoic acid (7-OCT), 1-phenyl-2-pentanol (1-PHE), and crude Moringa oleifera (MO) 

extracts on TNF-α levels in the LX-2 cells. Cells were cultured in complete D-MEM medium (control), 

stimulated with TGF-β1 (10 ng/mL; Model), or treated with TGF-β1 plus 7-OCT, 1-PHE, or crude MO extracts. 

TNF-α levels were quantified. Data are presented as mean ± SEM. **p < 0.0021, ****p < 0.0001 compared 

to the Model group. 
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การวิเคราะห์ gene ontology ด้วย 

Enrichr database ของกลุม่ที�ไดร้บัสาร 7-octenoic 

acid พบว่า ผลการวิเคราะห์ด้านกระบวนการทาง

ชีวภาพ (biological process) โปรตีนส่วนใหญ่

มีความเกี�ยวข้องกับ cytoplasmic translation, 

mRNA processing และ gene expression ในดา้น

สว่นประกอบของเซึ่ลล ์(cellular component) พบว่า

โปรตนีส่วนใหญ่มคีวามเกี�ยวข้องกับ focal adhesion, 

cell-substrate junction และ intracellular 

membrane-bounded organelle สว่นดา้นหนา้ที�ใน

ระดับโมเลกุล (molecular function) พบว่าโปรตีน

ส่วนใหญ่ทำาหน้าที�เกี�ยวข้องกับ RNA binding, 

cadherin binding และ mRNA binding ในส่วน

ของโปรตนีในเซึ่ลล ์LX-2 ที�เปลี�ยนแปลงไปหลงัจาก

ได้รับสาร 1-phenyl-2-pentanol พบว่า ผลการ

วิเคราะห์ด้านกระบวนการทางชีวภาพ (biological 

process) โปรตีนส่วนใหญ่มีความเกี�ยวข้องกับ 

gene expression, cytoplasmic translation 

และ chaperone cofactor-dependent protein 

refolding ด้านส่วนประกอบของเซึ่ลล์ (cellular 

component) พบว่าโปรตนีส่วนใหญ่มคีวามเกี�ยวข้อง

กับ focal adhesion, cell-substrate junction 

และ ribosome ส่วนด้านหน้าที�ในระดับโมเลกุล 

(molecular function) พบว่าโปรตีนส่วนใหญ่ทำา

หน้าที�เกี�ยวข้องกับ RNA binding, cadherin 

binding และ mRNA binding

การวิเคราะห์ signaling pathway ด้วย 

KEGG Mapper คณะผู้วิจัยได้คัดกรองและมุ่งเน้น

signaling pathway ที�มีความเกี�ยวข้องกับ

พังผดืในตบัและเปน็โมเลกุลเปา้หมายของ anti-liver 

fibrosis drugs ได้แก่ PI3K-Akt, NF-κB และ 

mTOR signaling pathways อีกทั�งคณะผู้วิจัยได้

ศั่กษาใน pathway เหล่านี�ที�มีความสอดคล้องกับผล

โปรตีโอมิกส์ร่วมกับผลของระดับ TNF-α ดังนั�น

จ่งต้องศั่กษา signaling pathway ของแต่ละสาร

ออกฤทธิิ� ซึ่่�งผลการศัก่ษาพบว่าในเซึ่ลล์ LX-2 ที�ไดร้บั 

7-octenoic acid มกีารเปลี�ยนแปลงการแสดงออกของ

โปรตีนที�มีบทบาทในวิถีสัญญาณภายในเซึ่ลล์ทั�งสิ�น

284 signaling pathways โดยมี 2 signaling 

pathways ที�มคีวามสำาคญัในการเกิดพงัผดืในตบัหรอื

การลดลงของ TNF-α ไดแ้ก่ PI3K-Akt signaling 

pathway ซึ่่�งพบโปรตีนจำานวน 5 ชนิดสำาคัญที�มี

downregulation เช่น guanine nucleotide-binding

protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 (GNB2) 

และ NF-κB signaling pathway พบโปรตนีจำานวน 

1 ชนิดที�สำาคัญที�มี downregulation คือ casein 

kinase II subunit alpha (CSNK2A1) ดังแสดง

ใน Fig. 4 ในส่วนของเซึ่ลล์ตับที�ได้รับ 1-phenyl-

2-pentanol พบทั�งหมด 183 pathways โดย 

mTOR signaling pathway ซึ่่�งพบโปรตีนจำานวน 

1 ชนิดที�มี downregulation คือ low-density

lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5) 

ดังแสดงใน Fig. 5 ซึ่่�งส่งผลต่อการลดลงของระดับ 

TNF-α ได้ 

หลังจากได้โปรตีนเป้าหมายที�น่าสนใจแล้ว 

จง่ทำาการวิเคราะห์ PPI ดว้ย STRING database เพื�อ

ตรวจสอบการมีปฏิสัมพันธิ์ระหว่างโปรตีนเป้าหมาย

และโปรตีนอื�น ๆ อีกครั�ง โดยในกลุ่มที�กระตุ้นด้วย 

7-octenoic acid พบว่า GNB2 ที�มีปฏิสัมพันธิ์กับ 

GNAS (GNAS complex locus) และ CSNK2A1

ที�มีปฏิสัมพันธิ์กับ TP53 ซึ่่�งมีความเกี�ยวข้องกับการ

เกิดมะเรง็ ในส่วนของ 1-phenyl-2-pentanol พบวา่

LRP5 ที�มีปฏิสัมพันธิ์กับ PPP2R5E (protein 

phosphatase 2 regulatory subunit B epsilon) 

ซึ่่�งมคีวามเกี�ยวขอ้งกบั ECM deposition จง่สามารถ

สรุปได้ว่า การเปลี�ยนแปลงของโปรตีนภายในเซึ่ลล์ 
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LX-2 หลังจากได้รับสารออกฤทธิิ�ทั�ง 2 ชนิด ส่งผล

ให้ลดการแสดงออกของโปรตนีที�มปีฏสิมัพนัธิร์ะหวา่ง

โปรตีนที�สนใจและโปรตีนอื�น ๆ ซึ่่�งมีความเกี�ยวข้อง

กับการเกิดมะเร็งและ ECM deposition ดังแสดง

ใน Fig. 6
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Figure 3 The protein-protein interaction (PPI) network analysis of the LX-2 cells from both 7-octenoic 
acid (A) and 1-phenyl-2-pentanol (B) treatment groups by using STRING database.
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Fig. 3		The	protein-protein	interaction	(PPI)	network	analysis	of	the	LX-2	cells	from	both	7-octenoic	acid	
(A)	and	1-phenyl-2-pentanol	(B)	treatment	groups	by	using	STRING	database.
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Fig. 4	 The	signaling	pathway	analysis	of	the	proteomics	profi	ling	in	7-octenoic	acid-treated	LX-2	cells	
by	using	KEGG	Mapper	tool.	The	majority	of	proteins	were	categorized	in	PI3K-Akt	(A)	and	NF-κB 
signaling	pathways	(B). Proteins	exhibiting	upregulation	are	depicted	in	red,	while	those	exhibiting	
downregulation	are	depicted	in	green. Abbreviations:	TRIM25,	tripartite	motif	containing	25;	P65,	
transcription	factor	p65;	LAMC3,	laminin	subunit	gamma	3;	GRB2,	growth	factor	receptor	bound	
protein	2;	GNB5,	G	protein	subunit	beta	5;	YWHAQ,	 tyrosine	3-monooxygenase/tryptophan	
5-monooxygenase	activation	protein	theta;	NFκB1,	nuclear	factor	kappa	B	subunit	1.

(A)

(B)
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Figure 5 The signaling pathway analysis of the proteomics profiling in 1-phenyl-2-
pentanol treated LX-2 cells by using KEGG Mapper tool. The majority of proteins were 
categorized mTOR signaling pathway. Abbreviations: LRP5/6, low-density lipoprotein receptor-
related protein 5/6.

F ig. 5		The	signaling	pathway	analysis	of	the	proteomics	profi	ling	in	1-phenyl-2-pentanol	treated	LX-2	
cells	by	using	KEGG	Mapper	tool.	The	majority	of	proteins	were	categorized	mTOR	signaling	
pathway.	Abbreviations:	LRP5/6,	low-density	lipoprotein	receptor-related	protein	5/6.
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Figure 6 The PPI network analysis of selected proteins; guanine nucleotide-binding 
protein G(I)/G(S)/G(T) subunit beta-2 (GNB2) (A), casein kinase II subunit alpha (CSNK2A1) (B), 
and low-density lipoprotein receptor-related protein 5 (LRP5) (C), by using STRING database. 
Abbreviations: GNAS, neuroendocrine secretory protein 55; CDK5, cyclin-dependent kinase 5; 
TP53, cellular tumor antigen p53; PPP2R5E, serine/threonine-protein phosphatase 2A 56 kDa 
regulatory subunit epsilon isoform. 
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Fig. 6		The	PPI	network	analysis	of	selected	proteins;	guanine	nucleotide-binding	protein	G(I)/G(S)/G(T)	
subunit	 beta-2	 (GNB2)	 (A),	 casein	 kinase	 II	 subunit	 alpha	 (CSNK2A1)	 (B),	 and	 low-density	
lipoprotein	 receptor-related	protein	5	 (LRP5)	 (C),	by	using	STRING	database. Abbreviations:	
GNAS,	neuroendocrine	secretory	protein	55;	CDK5,	cyclin-dependent	kinase	5;	TP53,	cellular	
tumor	 antigen	 p53;	PPP2R5E,	 serine/threonine-protein	 phosphatase	 2A	 56	 kDa	 regulatory	
subunit	epsilon	isoform.
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วิิจารณ์์
คณะผู้้�วิจััยศึึกษากลไกการต้้านพัังผืืดในตัับ

ด้้วยสารออกฤทธิ์์�จากใบมะรุุม ได้้แก่่ 7-octenoic 

acid และ 1-phenyl-2-pentanol ต่่อเซลล์์ LX-2 

ที่่�ถููกกระตุ้้�นด้้วย TGF-β1 โดยวััดระดัับการมีีชีีวิิต

รอดของเซลล์์ วััดระดัับการแสดงออกของไซโตไคน์์ 

TNF-α วิิเคราะห์์ผลโปรตีีโอมิิกส์์ และวิิเคราะห์์ผล

ทางชีีวสารสนเทศ 

จากผลการตรวจวิิเคราะห์์ความเป็็นพิิษของ

สารสกััดแต่่ละชนิิดด้้วยวิิธีี Resazurin assay พบว่่า 

ช่่วงความเข้้มข้้นที่่�เลืือกใช้้ไม่่มีีความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์ 

LX-2 (Fig. 1) แต่่อย่่างไรก็็ตาม จากกราฟพบ 

การตายของเซลล์ ์LX-2 เพิ่่�มขึ้้�น เมื่่�อเพิ่่�มความเข้ม้ข้น้ 

ของสารสกััดไปจนถึึงระดัับหนึ่่�ง เช่่น สารออกฤทธิ์์� 

7-octenoic acid จากใบมะรุุม พบการตายของ

เซลล์์ LX-2 ที่่�ค่่า IC
10
 คืือ 153.42 ไมโครกรััม/

มิิลลิิลิิตร จึึงเลืือกใช้้ความเข้้มข้้นที่่� 25, 50 และ 

100 ไมโครกรัมั/มิลิลิลิิติร ในการทดสอบอื่่�น ๆ  ต่อ่ไป 

จากการวััดระดัับไซโตไคน์์ด้้วยเทคนิิค 

sandwich ELISA พบว่่า สารออกฤทธิ์์� 1-phenyl-

2-pentanol สามารถลดการหลั่่�งของ TNF-α ที่่�

ความเข้้มข้้น 80 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร โดยลดลง

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) ในขณะที่่�

กลุ่่�มของเซลล์์ที่่�ได้้รัับ 7-octenoic acid ที่่� 25 

และ 50 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร มีีระดัับของ TNF-α 
ที่่�ลดลงอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ เมื่่�อเปรีียบเทีียบ

กัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ แต่่พบแนวโน้้มการเพิ่่�มขึ้้�น

ของระดัับ TNF-α เมื่่�อมีีการเพิ่่�มความเข้้มข้้นของ 

7-octenoic acid จนถึึง 100 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร 

จากผลดังักล่า่ว ทางคณะผู้้�วิจัยัตั้้�งสมมติฐิานว่่า น่า่จะ

เกิิดจาก biphasic effect(25) ของสาร 7-octenoic 

acid ต่่อเซลล์์ LX-2 ในสภาวะที่่�มีี TGF-β1 โดยที่่� 

7-octenoic acid สามารถออกฤทธิ์์�ทั้้�งยัับยั้้�งและ

กระตุ้้�นการสร้้าง TNF-α ในเซลล์์ LX-2 ผ่่านการ 

กระตุ้้�นหรืือยับัยั้้�งการส่่งสััญญาณภายในเซลล์์ โดยฤทธิ์์�

ทางชีีวภาพจะขึ้้�นอยู่่�กับระดัับความเข้้มข้้นของสาร 

อย่่างไรก็็ตาม เนื่่�องจากข้้อมููลของ 7-octenoic acid 

ต่่อการสร้้าง TNF-α ยัังมีีไม่่เพีียงพอ จึึงควรมีี 

การศึึกษาวิิจััยเพิ่่�มเติิมถึึงผล biphasic effect ของ

สาร 7-octenoic acid ต่่อการสัังเคราะห์์ TNF-α 

ในเซลล์์ HSCs ที่่�ได้้รัับการกระตุ้้�นด้้วย TGF-β1 

เพื่่�อพิิสููจน์์สมมติิฐานเพิ่่�มเติิม 

สารสกััดหยาบจากใบมะรุุมสามารถลดการ

หลั่่�งของ TNF-α ที่่�ความเข้้มข้้น 20 และ 40 

ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร โดยลดลงอย่่างมีีนััยสำำ�คััญทาง

สถิติิ ิซึ่่�งสอดคล้อ้งกับังานวิจัิัยของ Armando และคณะ 

ในปีี ค.ศ. 1992 พบว่่าสารสกััดหยาบจากใบมะรุุม 

สามารถลดการอัักเสบและลด acetylcholine  

ในลำำ�ไส้้หนููทดลองได้้(26) งานวิิจััยของ Jimenez  

และคณะ ในปี ีค.ศ. 2017 สามารถลดการอักัเสบและ

ยับัยั้้�งการทำำ�งานของ NF-κB pathway(27) งานวิิจัยั

ของ Sharifudin และคณะ ในปีี ค.ศ.  2013 จากการ

ศึึกษาเนื้้�อเยื่่�อตัับจากหนููที่่�ได้้รัับสารสกััดจากใบมะรุุม 

พบว่่าความรุุนแรงและการเกิิดความเสีียหายใน 

ตัับหนููมีีการลดลงอย่่างมีีนััยสำำ�คัญทางสถิิติิ(28) แต่่

สามารถกระตุ้้�นการหลั่่�งของ TNF-α ที่่�ความเข้้มข้้น 

10 ไมโครกรััม/มิิลลิิลิิตร ที่่�เพิ่่�มขึ้้�นอย่่างมีีนััยสำำ�คััญ

ทางสถิิติิ

ผลการวิิเคราะห์์ pathway ด้้วย KEGG 

Mapper พบว่่าในเซลล์์ตัับที่่�ได้้รัับ 7-octenoic acid 

เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มควบคุุมแบบลบ มี ี CSNK2A1 

เป็็นโปรตีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ NF-κB pathway และ

มีี GNB2 เป็็นโปรตีีนที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ PI3K-Akt 

signaling pathway ซึ่่�งสอดคล้้องกัับงานวิิจััยของ 

Mittal และยังัสอดคล้อ้งกับังานวิจิัยัของ Yang Yang 

และคณะ ในปี ี2023 พบว่า่สารสกัดัจาก Macleaya 
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cordata สามารถลดการแสดงออกยีีน GNB2 ใน 

NF-κB และ PI3K/Akt signaling pathways ได้้  

อีีกทั้้�งพบว่่าระดัับของ TNF- α, IL-1β และ IL-6 

ลดลงอย่า่งมีนีัยัสำำ�คัญัทางสถิติิ ิใน C57BL/6 mice(29) 

บ่่งชี้้�การมีีฤทธิ์์�เป็็น anti-inflammatory และ  

anti-liver fibrosis ดังันั้้�นจึึงคาดว่่า 7-octenoic acid 

ที่่�สามารถลดการแสดงออกของโปรตีีน GNB2 ได้้

จึึงมีีฤทธิ์์�เป็็น anti-inflammatory และ anti-liver 

fibrosis นอกจากนี้้�เนื่่�องจากยัังไม่่พบงานวิิจััยใดที่่�

รายงานผลการศึึกษาของสาร 7-octenoic acid ใน 

ใบมะรุุมที่่�สามารถลดการแสดงออกของยีนี CSNK2A1

และส่่งผลให้้ระดัับไซโตไคน์์ที่่�เป็็นหน่ึ่�งในสาเหตุุของ

การเกิิดพัังผืืดในตัับลดลงได้้ ดัังนั้้�นงานวิิจััยนี้้�จึึง

เป็็นการค้้นพบว่่ายีีน CSNK2A1 อาจเป็็นเป้้าหมาย

ใหม่่ของสาร 7-octenoic acid จากใบมะรุุมในการ

ต้้านพัังผืืดในตัับ และในส่่วนของเซลล์์ตัับที่่�ได้้รัับ 

1-phenyl-2-pentanol เมื่่�อเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�ม

ควบคุุมแบบลบ มีี LRP5/6 เป็็นโปรตีีนที่่�เกี่่�ยวข้้อง

กัับ mTOR signaling pathway ซึ่่�งสอดคล้้องกัับ 

งานวิิจััยของ Li และคณะ ในปีี ค.ศ. 2023 พบว่่าสาร

โซเดีียมซาลิิโนไมซิินลดการแสดงออกของยีีน LRP6 

ผ่่านการทำำ�งานของ mTOR signaling pathway 

โดยทำำ�ให้้ระดัับ TNF-α, IL-1β และ IL-6 ลดลง 

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิใน germinal center 

B-cell (GCB) บ่่งชี้้�การมีีฤทธิ์์�ในการต้้านมะเร็็งใน

เซลล์์มะเร็็งต่่อมน้ำำ��เหลืือง(30) และสอดคล้้องกัับงาน

วิิจััยของ Huang และคณะ ในปีี ค.ศ. 2023 พบว่่า 

Dysphania ambrosioides (L.) Mosyakin & 

Clemants สามารถยัับยั้้�งการทำำ�งานของ mTOR 

signaling pathway ได้้ใน SMMC-7721 cell(31) 

บ่่งชี้้�การมีีฤทธิ์์�เป็็น anti-liver cancer อีีกทั้้�งยััง 

สอดคล้้องกับังานวิิจััยของ Li และคณะ ในปีี ค.ศ. 2019 

พบว่่าการแสดงออกของยีีน LRP6 ลดลง ส่่งผล

ให้้การทำำ�งานของ mTOR signaling pathway 

ลดลงเช่่นเดีียวกััน(32) ดัังนั้้�นจึึงคาดว่่า 1-phenyl-2-

pentanol ที่่�สามารถลดการแสดงออกของยีีน LRP5 

จึึงมีีฤทธิ์์�เป็็น anti-inflammatory และ anti-

liver fibrosis ทั้้�งนี้้�ควรมีีการทดสอบเพื่่�อยืืนยัันผล 

ของสารออกฤทธิ์์�ทั้้�ง 2 ชนิิดในเซลล์์ LX-2 ต่่อ 

การแสดงออกของโปรตีีนเป้้าหมายด้้วยเทคนิิคอื่่�น ๆ 

เพิ่่�มเติิม เช่่น western blot เพื่่�อเป็็นการยืืนยััน 

ผลการศึึกษาต่่อไป

สรุุป
จ า กผลก า ร วิิ จัั ย ส า ม า ร ถ ส รุุ ป ไ ด้้ ว่่ า 

7-octenoic acid จากใบมะรุุม อาจสามารถต้้าน

พัังผืืดในตัับ โดยลดการแสดงออกของโปรตีีนที่่�ถููก

สัังเคราะห์์จากยีีน CSNK2A1 และ GNB2 ซึ่่�ง

มีีความเกี่่�ยวข้้องกัับ NF-κB และ PI3K/Akt 

signaling pathways ขณะที่่� 1-phenyl-2-pentanol 

จากใบมะรุุม อาจสามารถต้้านพัังผืืดในตัับโดยลดการ

แสดงออกของโปรตีีนที่่�ถููกสัังเคราะห์์จากยีีน LRP5 

ซึ่่�งมีีส่่วนเกี่่�ยวข้้องกัับ mTOR signaling pathway 

โดยทั้้�ง 3 pathways มีคีวามเกี่่�ยวข้อ้งกัับพังัผืดืในตับั 

อีีกทั้้�งยัังพบว่่า 7-octenoic acid และ 1-phenyl-

2-pentanol สามารถลดการหลั่่�งของ TNF-α ได้้

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) ดัังนั้้�นจึึงมีี

ความเป็็นไปได้้ว่่าสารออกฤทธิ์์�ทั้้�ง 2 ชนิิด เป็็นสาร

ที่่�น่่าสนใจเพื่่�อศึึกษาต่่อในโมเดลการเกิิดพัังผืืดในตัับ 

อื่่�น ๆ เพิ่่�มเติิม เช่่น สััตว์์ทดลอง เพื่่�อช่่วยใน 

การศึึกษาค้้นคว้้าหาสารออกฤทธิ์์�ที่่�อาจพััฒนาไปเป็็น

ยาในการรัักษาพัังผืืดในตัับต่่อไป   



จุฑาทิพย์ ไชยประเทศ และคณะ9182

กิิตติิกรรมประกาศ
ขอขอบพระ คุุณ รองศาสตร าจ า ร ย์์ 

ดร.กาญจนา อู่่�สุุวรรณทิิม อาจารย์์ที่่�ปรึึกษา

วิิทยานิิพนธ์์ที่่�ให้้ความรู้้� คำำ�แนะนำำ�และข้้อคิิดเห็็น

ต่า่ง ๆ  ในการทำำ�การวิจิัยัมาโดยตลอด ขอขอบพระคุณุ  

รองศาสตราจารย์์ ดร. แพทย์์หญิงิศรัณัยภิญิ โพธิิกานนท์์ 

จากภาควิิชา เภสััชวิิทยา คณะแพทยศาสตร์์ 

มหาวิิทยาลััยเชีียงใหม่่ ที่่�ให้้ความอนุุเคราะห์์เซลล์์ 

LX-2 ที่่�ใช้้ในการทำำ�วิิจััยในครั้้�งนี้้� รวมถึึงงบประมาณ 

สนัับสนุุนการทำำ�วิ ิ จัั ยจากคณะสหเวชศาสตร์์

มหาวิิทยาลััยนเรศวร จึึงขอกราบขอบพระคุุณเป็็น

อย่่างสููง มา ณ โอกาสนี้้�

	
เอกสารอ้้างอิิง
1.	 Bataller R, Brenner DA. Liver fibrosis.  

J Clin Invest 2005; 115: 209-18.

2.	 Menggensilimu, Yuan H, Zhao C, et al. 

Anti-liver fibrosis effect of total flavonoids 

from Scabiosa comosa Fisch. ex Roem. 

et Schult. on liver fibrosis in rat models 

and its proteomics analysis. Ann Palliat 

Med 2020; 9: 272-85.

3.	 Sarin SK, Kumar M, Eslam M, et al. 

Liver diseases in the Asia-Pacific region: 

a Lancet Gastroenterology & Hepatology 

Commission. Lancet Gastroenterol Hepa-

tol 2020; 5: 167-228.

4.	 Poynard T, Lebray P, Ingiliz P, et al. 

Prevalence of liver fibrosis and risk factors 

in a general population using non-invasive 

biomarkers (FibroTest). BMC Gastroen-

terol 2010; 10: 1-13.

5.	 Khanam A, Saleeb PG, Kottilil S. Patho-

physiology and treatment options for  

hepatic fibrosis: can it be completely 

cured? Cells 2021; 10: 1097.

6.	 Yang YM, Seki E. TNFoc in liver  

fibrosis. Curr Pathobiol Rep 2015; 3:  

253-61.

7.	 Zelova H, Hosek J. TNF-alpha signalling 

and inflammation: interactions between 

old acquaintances. Inflamm Res 2013;  

62: 641-51.

8.	 Tan Z, Sun H, Xue T, et al. Liver fibrosis: 

therapeutic targets and advances in drug 

therapy. Front Cell Dev Biol 2021; 9: 

730176.

9.	 Camellia Seed Oil and Other Plant Oil Product 

Research and Development Center. (MOR- 

INGA) Chiang Rai, Thailand: [Available 

from:  https://www.camelliaoilcenter.com

/%E0%B8%A1%E0%B8%B0%E0%B8

%A3%E0%B8%B8%E0%B8%A1-mor-

inga/.

10.	 Kou X, Li B, Olayanju JB, Drake JM, Chen 

N. Nutraceutical or pharmacological  

potential of Moringa oleifera Lam.  

Nutrients 2018; 10: 343.

11.	 Wisitpongpun P, Suphrom N, Potup P,  

et al.  In vitro bioassay-guided identification 

of anticancer properties from Moringa 

oleifera Lam. leaf against the MDA-

MB-231 cell line. Pharmaceuticals 2020; 

13: 464.



ผลของสารออกฤทธิ์ 7-octenoic acid และ 1-phenyl-2-pentanol จากใบมะรุม 
ต่อเซลล์ตับชนิด hepatic stellate cells ในโมเดลการเกิดพังผืดในตับในหลอดทดลอง

9183

12.	 Yu J, Hu Y, Gao Y, et al. Kindlin-2 

regulates hepatic stellate cells activation 

and liver fibrogenesis. Cell Death  

Discovery 2018; 4: 93.

13.	 Xu Z, Li T, Li M, et al. eRF3b-37 inhibits 

the TGF-β 1-induced activation of hepatic 
stellate cells by regulating cell proliferation, 

G0/G1 arrest, apoptosis and migration. Int 

J Mol Med 2018; 42: 3602-12.

14.	 Wei S, Wang Q, Zhou H, et al. miR-455-

3p alleviates hepatic stellate cell activation 

and liver fibrosis by suppressing HSF1 

expression. Mol Ther Nucleic Acids 2019; 

16: 758-69.

15.	 Wang Y, Wu C, Zhou J, Fang H, Wang J. 

Overexpression of estrogen receptor β 

inhibits cellular functions of human  

hepatic stellate cells and promotes the 

anti-fibrosis effect of calycosin via  

inhibiting STAT3 phosphorylation. BMC 

Pharmacol Toxicol 2022; 23: 77.

16.	 Kang H, Seo E, Oh YS, Jun H-S. TGF-β 
activates NLRP3 inflammasome by an 

autocrine production of TGF-β in LX-2 

human hepatic stellate cells. Mol Cell 

Biochem 2022; 477: 1329-38.

17.	 Buakaew W, Krobthong S, Yingchutrakul 

Y, et al. Investigating the antifibrotic  

effects of β-Citronellol on a TGF-β 
1-stimulated LX-2 hepatic stellate  

cell Model. Biomolecules 2024; 14:  

800.

18.	 Szklarczyk D, Franceschini A, Wyder S, 

et al. STRING v10: protein–protein  

interaction networks, integrated over the 

tree of life. Nucleic Acids Res 2015; 43: 

447-52.

19.	 Chen EY, Tan CM, Kou Y, et al. Enrichr: 

interactive and collaborative HTML5 gene 

list enrichment analysis tool. BMC Bioin-

formatics 2013; 14: 128.

20.	 Kuleshov MV, Jones MR, Rouillard AD, 

et al. Enrichr: a comprehensive gene set 

enrichment analysis web server 2016  

update. Nucleic Acids Res 2016; 44:  

90-7.

21.	 Xie Z, Bailey A, Kuleshov MV, et al. Gene 

set knowledge discovery with Enrichr. 

Current Protocols 2021; 1: 90.

22.	 Kanehisa M, Goto S. KEGG: Kyoto  

encyclopedia of genes and genomes. 

Nucleic Acids Res 2000; 28: 27-30.

23.	 Kanehisa M. Toward understanding the 

origin and evolution of cellular organisms. 

Protein Science 2019; 28: 1947-51.

24.	 Kanehisa M, Furumichi M, Sato Y,  

Kawashima M, Ishiguro-Watanabe M. 

KEGG for taxonomy-based analysis of 

pathways and genomes. Nucleic Acids Res 

2023; 51: 587-92.

25.	 Jodynis-Liebert J, Kujawska M. Biphasic 

dose-response induced by phytochemicals: 

experimental evidence. J Clin Med 

2020; 9: 718.



จุฑาทิพย์ ไชยประเทศ และคณะ9184

26.	 Armando Ciiceresa’b AS, Sofia Rizzoa, 

Lorena Zabalaa, Edy De Leonb and  

Federico Naveb. Pharmacologic properties 

of Moringa oleifera. 2 : screening for 

antispasmodic, antiinflammatory and  

diuretic activity. J Ethnopharmacol 1992; 

36: 233-7.

27.	 Vergara-Jimenez M, Almatrafi MM,  

Fernandez ML. Bioactive components in 

Moringa Oleifera leaves protect against 

chronic disease. Antioxidants (Basel). 

2017; 6: 91.

28.	 Sharifudin SA, Fakurazi S, Hidayat MT, 

et al. Therapeutic potential of Moringa 

oleifera extracts against acetaminophen-

induced hepatotoxicity in rats. Pharm Biol 

2013; 51: 279-88.

29.	 Yang Y, Ding T, Xiao G, et al. Anti- 

Inflammatory Effects of allocryptopine  

via the target on the CX3CL1-CX3CR1 

axis/GNB5/AKT/NF-kappaB/apoptosis  

in dextran sulfate-induced mice.  

Biomedicines 2023; 11: 464.

30.	 Li L, Zeng P, Yu L, et al. Salinomycin 

sodium exerts anti diffuse large B-cell 

lymphoma activity through inhibition of 

LRP6-mediated Wnt/β-catenin and 

mTORC1 signaling. Leukemia & Lym-

phoma 2023; 64: 1151-60.

31.	 Huang J, Hao J, Nie J, et al. Possible 

Mechanism of Dysphania ambrosioides 

(L.) Mosyakin & Clemants Seed Extract 

Suppresses the Migration and Invasion of 

Human Hepatocellular Carcinoma Cells 

SMMC-7721. Chem Biodivers 2023;  

20: e202200768.

32.	 Li L, Xue J, Wan J, et al. LRP6 Knock-

down ameliorates insulin resistance via 

modulation of autophagy by regulating 

GSK3beta signaling in human LO2  

hepatocytes. Front Endocrinol (Lausanne) 

2019; 10: 73.



J Med Tech Assoc Thailand, Vol. 52 No. 3, December 2024 Original Article

Evaluation of Hemolysis, Icterus, and Lipemia Interference 
Effects in Biochemical Analysis Using an Automated 

Clinical Chemistry Analyzer

Somsak Fongsupa1, Boonyasirii Phothipatt2 and Wanlapa Chaibangyang1*

1Department of Medical Technology, Faculty of Allied Health Sciences, 
Thammasat University, Rangsit Campus, Pathum Thani Province, Thailand

2Graduate Program in Medical Technology, Faculty of Allied Health Sciences, 
Thammasat University, Rangsit Campus, Pathum Thani Province, Thailand

Abstract 
Serum or plasma samples exhibiting hemolysis (H), icterus (I), or lipemia (L) are  

common preanalytical errors that affect the test results in clinical chemistry laboratories. Sample 

assessment with HIL index by spectrophotometry on an automated clinical chemistry analyzer 

is a reliable and commonly used method. The aim of this study is to evaluate the hemolysis,  

icterus, and lipemia effects in biochemical analysis using the Beckman Coulter AU5800  

automated analyzer. The data, including semiquantitative and quantitative HIL indices and  

biochemical values, were collected from June to December 2023. The difference in biochemical 

values between HIL level (0) and other HIL index levels was compared. The correlation between 

biochemical values and the quantitative HIL index was determined, and linear regression models 

were generated to predict the clinically significant interference levels. Based on the HIL index 

data, the maximum interference level was evaluated in the present study up to level (2+).  

Clinically significant positive interference from hemolysis was detected for lactate dehydrogenase 

(LDH) and aspartate aminotransferase (AST) at hemolysis index (HI) (1+), whereas clinically 

significant negative interference was detected for total bilirubin (TB) at HI (2+). Moreover, AST 

at lipemia index (LI) (2+) showed clinically significant positive interference from lipemia. No 

clinically significant interference was detected for alanine aminotransferase (ALT), direct  

bilirubin (DB), blood urea nitrogen (BUN), and magnesium up to HI (2+); cholesterol up to 
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icterus index (II) (1+); and ALT up to LI (2+). In addition, the LDH linear regression model 

predicted both the hemolysis interference level and interference cutoff, even at the minimal 

hemolysis degree, HI level (0). Thus, the proper HIL index cutoff and interference level should 

be evaluated and established in the clinical laboratories to guide sample and patient’s result 

management for achieving patient safety.

Keywords: Interference, Hemolysis, Icterus, Lipemia, HIL index
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การประเมินผลกระทบจากการแตกของเม็ดเลือดแดง 
ความเหลือง และความขุ่น ต่อการวิเคราะห์สารชีวเคมี

ด้วยเคร่ืองวิเคราะห์อัตโนมัติทางเคมีคลินิก
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บทคััดย่่อ
สิ่งส่งตรวจประเภทซีรัมหรือพลาสมาท่ีมีการแตกของเม็ดเลือดแดง (hemolysis, H) มีความ

เหลืองจากบิลิรูบิน (icterus, I) หรือมีความขุ่น (lipemia, L) เป็นปัญหาในขั้นตอนก่อนการวิเคราะห์ซึ่ง

ส่งผลกระทบต่อค่าการตรวจวัด ที่พบเป็นประจำ�ในห้องปฏิบัติการเคมีคลินิก ปัจจุบันการประเมิน HIL 

index ในส่ิงส่งตรวจด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติทางเคมีคลินิกโดยวิธีวัดการดูดกลืนแสง เป็นวิธีท่ีมี

ความน่าเช่ือถือและนิยมใช้กันแพร่หลาย การศึกษาน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อประเมินผลการรบกวนจาก 

HIL ต่อการวิเคราะห์สารชีวเคมีในเลือดด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติทางเคมีคลินิก Beckman Coulter 

AU5800 โดยใช้ข้อมูลผลการประเมิน HIL index เชิงกึ่งปริมาณและเชิงปริมาณ โดยเก็บข้อมูลจากผล

การวิเคราะห์ระดับสารชีวเคมีของตัวอย่างผู้ป่วยระหว่างเดือนมิถุนายน-ธันวาคม พ.ศ. 2566 เพื่อ 

เปรียบเทียบความแตกต่างของระดับสารชีวเคมีที่เปลี่ยนแปลงไปตามระดับของ HIL index และศึกษา

ความสัมพันธ์ระหว่างระดับสารชีวเคมีกับ HIL index เชิงปริมาณเพื่อทำ�นายระดับ HIL index ที่มีการ

รบกวนการวิเคราะห์โดยใช้ตัวแบบถดถอยเชิงเส้น จากผลการวิจัยพบว่าจากข้อมูล HIL index  

สามารถประเมินผลการรบกวนได้สูงสุดท่ีระดับ (2+) โดยพบการรบกวนเชิงบวกจากการแตกของเม็ด

เลือดแดง (hemolysis) อย่างมีนัยสำ�คัญทางคลินิกในการวิเคราะห์ lactate dehydrogenase (LDH) และ 

aspartate aminotransferase (AST) ทีด่ัชนีการแตกของเม็ดเลอืดแดง (HI) ระดบั (1+) และการรบกวน

เชิงลบในการวิเคราะห์ total bilirubin (TB) ที่ HI ระดับ (2+) นอกจากนี้พบการรบกวนเชิงบวกจาก

ความขุ่น (lipemia) อย่างมีนัยสำ�คัญทางคลินิกในการวิเคราะห์ AST ที่ดัชนีความขุ่น (LI) ระดับ (2+) 

แต่ไม่พบการรบกวนอยา่งมนัียสำ�คญัทางคลนิิกในการวเิคราะห ์alanine aminotransferase (ALT), direct 

bilirubin (DB), blood urea nitrogen (BUN), และ magnesium จนถึงระดับ HI (2+) การวิเคราะห์ 

cholesterol จนถึงดัชนีความเหลืองจากบิลิรูบิน (II) ระดับ (1+) และการวิเคราะห์ ALT จนถึงระดับ  

LI (2+) ทั้งนี้ผลการทำ�นายระดับที่พบการรบกวนจากการแตกของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) โดยใช้

ตัวแบบถดถอยเชิงเส้นของการวิเคราะห์ LDH ช่วยระบุ cutoff ที่มีการรบกวนตั้งแต่ระดับ HI (0) ได้ 
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

ดังน้ัน หอ้งปฏิบติัการควรประเมินและกำ�หนดระดับคา่ cutoff ท่ีเหมาะสมของ HIL index เพือ่ประโยชน์

ในการตัดสินใจดำ�เนินการกับสิ่งส่งตรวจและผลการวิเคราะห์ เพื่อให้ผู้ป่วยได้รับความปลอดภัยสูงสุด

จากผลตรวจทางห้องปฏิบัติการ

คำ�สำ�คัญ: การรบกวน การแตกของเม็ดเลือดแดง ความเหลือง ความขุ่น HIL index 



การประเมินผลกระทบจากการแตกของเม็ดเลือดแดง ความเหลือง และความขุ่น  
ต่อการวิเคราะห์สารชีวเคมี ด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติทางเคมีคลินิก
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บทนำำ�
สิ่่�งส่ง่ตรวจประเภทซีรีัมัหรือืพลาสมาที่่�มีกีาร

แตกของเม็็ดเลืือดแดง (hemolysis) มีีความเหลืือง

จากบิิลิิรููบิิน (icterus) หรืือมีีความขุ่่�น (lipemia)  

ซึ่่�งเกิิดจากไลโปโปรตีีนชนิิด chylomicrons และ 

very low density lipoprotein (VLDL) เป็็น

ปััญหาคุุณภาพสิ่่�งส่่งตรวจที่่�พบเป็็นประจำำ�ในห้้อง

ปฏิิบััติิการเคมีีคลิินิิก โดยเฉพาะสิ่่�งส่่งตรวจที่่�มีีการ 

แตกของเม็็ดเลืือดแดง (hemolysis) เป็็นความ 

ผิดิพลาดที่่�พบมากที่่�สุดุในขั้้�นตอนก่อ่นการวิเิคราะห์์(1) 

นอกจากนี้้�สิ่่�งส่่งตรวจที่่�มีคีวามขุ่่�นจากไขมันั (lipemia) 

เป็็นปััญหาที่่� พบ เป็็นส่่ วน ใหญ่่ ในสิ่่� ง ส่่ งตรวจ 

ที่่�มาจากแผนกผู้้�ป่วยนอก(2) โดยสิ่่�งส่่งตรวจจะมีี 

ฮีีโมโกลบิิน (hemoglobin) และองค์์ประกอบอื่่�น ๆ  ที่่�

อยู่่�ภายในเม็็ดเลือืดแดง สารบิิลิริูบูินิ (bilirubin) และ

ไลโปโปรตีนี (lipoprotein) ตามลำำ�ดับั ซึ่่�งจัดัเป็น็สาร

รบกวนที่่�มีีอยู่่�ในสิ่่�งส่่งตรวจของผู้้�ป่่วยตามธรรมชาติิ 

(endogenous interference) แต่่พบในปริิมาณที่่�สููง

กว่่าปกติิและส่่งผลให้้ค่่าการวิิเคราะห์์เปลี่่�ยนแปลงไป

จากค่่าจริิง ทั้้�งนี้้�การรบกวนนั้้�นขึ้้�นอยู่่�กัับสิ่่�งส่่งตรวจ 

วิิธีีวิิเคราะห์์ และประเภทของปฏิิกิิริิยาที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับ

การวิิเคราะห์์(3) การรบกวนจากสารรบกวนเกิิดขึ้้�นผ่่าน 

กลไกหลััก คืือ การรบกวนเชิิงสเปกตรััม (spectral 

interference) โดยสารรบกวนมีีการดููดกลืืนแสงใน

ช่่วงความยาวคลื่่�นที่่�ซ้้อนทัับกัับความยาวคลื่่�นที่่�ใช้้ใน

การวิิเคราะห์์สารชีีวเคมีีนั้้�น ๆ ส่่งผลให้้วิิธีีวิิเคราะห์์

ที่่� ใช้้หลัักการวััดสารสีี (colorimetric method)  

ที่่�ช่ว่งความยาวคลื่่�นเดียีวกันัหรือืใกล้เ้คียีงกันัจะได้ร้ับั

ผลกระทบ เช่่น การรบกวนของฮีีโมโกลบิินในการ

วิิเคราะห์์ lipase, alkaline phosphatase (ALP) 

และ γ-glutamyl transferase (GGT)(4) หรืือการ 

กระเจิิงแสง (light scattering) ที่่�เกิิดจากความขุ่่�น

จากไลโปโปรตีีน (lipemia) ซึ่่�งรบกวนการอ่่านค่่า 

ในช่่วงความยาวคลื่่�นตั้้�งแต่่ 300-700 นาโนเมตร  

แต่่จะส่่งผลกระทบอย่่างมากในช่่วงความยาวคลื่่�นสั้้�น 

เช่่น การวิิเคราะห์์เอนไซม์์หลายชนิิดที่่�ใช้้วิิธีีติิดตาม

การเปลี่่�ยนแปลงของ NAD(P)H ที่่�ความยาวคลื่่�น 

340 นาโนเมตร(5) กลไกการรบกวนทางเคมีีเกิิด

จากตััวสารรบกวนหรืือเอนไซม์์จากเม็็ดเลืือดแดงทำำ�

ปฏิิกิิริิยาข้้าม (cross-reaction) หรืือรบกวนการทำำ�

ปฏิกิิริิยิาวิเิคราะห์ ์เช่น่ การทำำ�ปฏิกิิริิยิาระหว่า่งบิลิิริูบูินิ 

กัับ hydrogen peroxide ซึ่่�งเป็็นสารตััวกลางใน

ปฏิิกิิริิยาการวิิเคราะห์์ cholesterol, triglyceride, 

uric acid และ creatinine(5) นอกจากนี้้� 

การแตกของเม็็ดเลืือดแดงยัังทำำ�ให้้เกิิดการเพิ่่�มขึ้้�น

ของระดับัสารที่่�มีคีวามเข้ม้ข้น้สูงูภายในเม็ด็เลือืดแดง 

เช่่น potassium, lactate dehydrogenase (LDH), 

aspartate aminotransferase (AST) และ 

magnesium อีีกทั้้�งทำำ�ให้้เกิิดการลดลงของระดัับสาร

ซึ่่�งเป็็นผลจากการเจืือจางของสารน้ำำ��เมื่่�อมีีการแตก

ของเม็ด็เลือืดแดงในสิ่่�งส่ง่ตรวจได้้(4) กลไกการรบกวน

อีกีรูปูแบบหน่ึ่�ง คือื การทดแทนปริิมาตรน้ำำ��จากไขมััน 

(volume displacement) ซึ่่�งพบการรบกวนใน

การวิิเคราะห์์ด้้วยหลัักการ indirect ion-selective 

electrode (ISE) ที่่�มีีการเจืือจางสิ่่�งส่่งตรวจก่่อนการ

วิิเคราะห์์(6) จะเห็็นได้้ว่่าการแตกของเม็็ดเลืือดแดง 

(hemolysis) ความเหลือืงจากบิลิิริูบูินิ (icterus) หรือื

ความขุ่่�นจากไลโปโปรตีีน (lipemia) ในสิ่่�งส่่งตรวจ 

รบกวนการวิิเคราะห์์ในหลายรายการทดสอบ ซึ่่�ง 

ส่่งผลต่่อผลการวิิเคราะห์์ทางห้้องปฏิิบััติิการและ

กระทบต่่อความปลอดภััยของผู้้�ป่่วย

การประเมิินคุุณภาพสิ่่�งส่ง่ตรวจ (specimen 

quality assessment) นับัเป็น็ขั้้�นตอนที่่�มีคีวามสำำ�คัญั 

ช่ว่ยป้อ้งกันัความผิดิพลาดที่่�มีสีาเหตุจุากขั้้�นตอนก่อ่น

การวิิเคราะห์์ (preanalytical error) การแตกของ 

เม็ด็เลืือดแดง (hemolysis, H) ความเหลืือง (icterus, I) 

และความขุ่่�น (lipemia, L) ในซีีรััมหรืือพลาสมา 

รวมเรีียกว่่า HIL index สามารถประเมิินได้้จากการ 
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เปลี่่�ยนของสีีและ/หรืือความใสของสิ่่�งส่่งตรวจด้้วย 

ตาเปล่่า (visual inspection) เปรีียบเทีียบกัับแผนภููมิสิีี 

แล้้วระบุุระดัับแบบก่ึ่�งปริิมาณ (semiquantitative 

grade) ซึ่่�งเป็็นวิิธีีดั้้�งเดิิมที่่�ใช้้ในห้้องปฏิิบััติิการเคมีี

คลิินิิก(5) แต่่พบว่่าผลการบ่่งชี้้� HIL index ด้้วยวิิธีีนี้้�

มีคีวามสอดคล้อ้งต่ำำ��กับัระดับัความเข้ม้ข้น้จริงิของสาร

รบกวน(7) ขาดความแม่่นยำำ�และความน่่าเชื่่�อถืือ ด้้วย

ข้อ้จำำ�กัดัจากปัจัจััยหลายด้้านที่่�ส่ง่ผลต่อ่ความสามารถ

ในการระบุุแยกสีีที่่�แตกต่่างกัันในแต่่ละบุุคคล(8) 

ปััจจุุบัันเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิทางเคมีีคลิินิิกสมััย

ใหม่่สามารถตรวจวััด HIL index หรืืออีีกชื่่�อหน่ึ่�ง

คืือ serum indices ซึ่่�งโดยส่่วนใหญ่่ใช้้หลัักการวััด

การดููดกลืืนแสงแบบ 2 ความยาวคลื่่�น (bichromatic 

absorbance measurement) ซึ่่�งให้้ผลการตรวจวััด 

ที่่�น่่าเชื่่�อถืือมากกว่่าวิิธีีดั้้�งเดิิม(9, 10) อย่่างไรก็็ตาม 

ความยาวคลื่่�นที่่�ใช้้ รูปูแบบการรายงานผล การกำำ�หนด 

cutoff และเกณฑ์์การยอมรัับการรบกวนของการ

ทดสอบ serum indices ยัังมีีความหลากหลายและ

แตกต่่างกัันในแต่่ละผู้้�ผลิิต(11) แม้้ว่่าในปีี ค.ศ. 2012 

Clinical and Laboratory Standards Institute 

(CLSI) ได้้แนะนำำ�แนวทางสำำ�หรัับการสร้้างและ

ประเมิิน HIL index ที่่�วิิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์

อัตัโนมัตัิ ิโดยการประเมินิการเปลี่่�ยนแปลงของผลการ

วิิเคราะห์์หลัังการเติิมสารรบกวนที่่�ระดัับความเข้้มข้้น

ต่า่ง ๆ  ลงในซีีรัมัหรือืพลาสมา ได้แ้ก่่ สารละลายเลืือด 

(hemolysate) สารบิิลิิรููบิิน ชนิิด unconjugated 

หรืือ conjugated bilirubin และ สารละลายอิิมััลชััน

ไขมััน (commercial lipid emulsion)(12) อย่่างไร

ก็็ตามห้้องปฏิิบััติิการส่่วนใหญ่่ไม่่นิิยมกำำ�หนดระดัับ

การรบกวนด้้วยตนเอง อาจเนื่่�องด้้วยข้้อจำำ�กัดัทางด้้าน 

ทรััพยากรและงบประมาณ(13) จากผลสำำ�รวจพบว่่า

ร้้อยละ 95 ของห้้องปฏิิบััติิการใช้้ข้้อมููลจากผู้้�ผลิิต

ในการกำำ�หนด HIL index(14) ทั้้�งนี้้�ข้้อมููลเกี่่�ยวกัับ

การรบกวนจาก HIL ที่่�ผู้้�ผลิิตระบุุไว้้มีีค่่อนข้้างจำำ�กััด 

หรืือไม่่ได้้ระบุุผลการรบกวนไว้้ในบางรายการทดสอบ 

ดัังนั้้�นการศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อประเมิินผลการ

รบกวนจากการแตกของเม็็ดเลืือดแดง (hemolysis) 

ความเหลืือง (icterus) และความขุ่่�น (lipemia) ต่่อ

การวิิเคราะห์์สารชีีวเคมีีในเลืือดด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์

อััตโนมััติิทางเคมีีคลิินิิก โดยใช้้ข้้อมููลผลการประเมิิน 

HIL index และผลการวิิเคราะห์์ระดัับสารชีวีเคมีขีอง

ตััวอย่่างที่่�ส่่งมาวิิเคราะห์์ที่่�ห้้องปฏิิบััติิการเคมีีคลิินิิก

วััสดุุและวิิธีีการ
1. ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษา

การศึึกษานี้้�เป็็นการศึึกษาย้้อนหลัังแบบภาค

ตััดขวาง (retrospective cross-sectional study) 

โดยเก็็บข้้อมููลผลตรวจวิิเคราะห์์ของผู้้�ป่่วยที่่�เข้้ารัับ

การรัักษาในโรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ

ที่่�มีีผลตรวจวิิเคราะห์์ระดัับสารชีีวเคมีีในเลืือดจำำ�นวน

ทั้้�งสิ้้�น 9 การทดสอบ ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ 

Beckman Coulter AU5800 ในหน่่วยเคมีีคลิินิิก 

งานห้้องปฏิิบััติิการเทคนิิคการแพทย์์ ตั้้�งแต่่เดืือน 

มิิถุุนายน-ธัันวาคม พ.ศ. 2566 ทั้้�งนี้้�โครงการวิิจััยนี้้�

ได้้รัับการรัับรองจากคณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััย

ในคน มหาวิิทยาลััยธรรมศาสตร์์ สาขาวิิทยาศาสตร์์ 

(COE No.031/2566)

2. ข้้อมููลที่่�ใช้้ในการศึึกษา

ผู้้�วิจิัยัพิิจารณาเลืือกรายการทดสอบที่่�ทำำ�การ

ศึึกษาผลการรบกวนจากการแตกของเม็็ดเลืือดแดง 

(hemolysis) ความเหลืือง (icterus) และความขุ่่�น 

(lipemia) โดยมีีเกณฑ์์ดัังนี้้�

2.1 เป็็นรายการทดสอบที่่�เปิิดบริิการบน

เครื่่�องตรวจวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ Beckman Coulter 

AU5800 ไม่่รวมการวิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีี ISE

2.2 รายการทดสอบมีีลัักษณะเป็็นไปตาม

ข้้อใดข้้อหนึ่่�งต่่อไปนี้้� คืือ 1) มีีข้้อมููลการรบกวน
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ของ HIL จากผู้้�ผลิิตโดยแสดงผลการรบกวนที่่�ระดัับ 

HIL index เชิิงกึ่่�งปริิมาณน้้อยกว่่าหรืือเท่่ากัับ (3+) 

2) ไม่่มีีข้้อมููลการรบกวนของ HIL จากผู้้�ผลิิตและ

มีีรายงานผลการรบกวนจากการศึึกษาของ Akbas 

และคณะ(15) ที่่�ระดัับ HIL index เชิิงกึ่่�งปริิมาณ

น้อ้ยกว่า่หรือืเท่า่กับั (3+) 3) มีขี้อ้มูลูการรบกวนของ 

HIL จากผู้้�ผลิิตแต่่มีีรายงานผลการรบกวนจาก 

การศึึกษาของ Akbas และคณะ(15) ที่่�ระดัับ HIL 

index เชิิงกึ่่�งปริิมาณต่ำำ��กว่่าข้้อมููลของผู้้�ผลิิต

จากเกณฑ์์ดังักล่า่ว รายการทดสอบที่่�ทำำ�การ

ศึึกษาในครั้้�งนี้้� ประกอบด้้วย การศึึกษาผลการ

รบกวนจากการแตกของเม็็ดเลืือดแดง (hemolysis)  

ในการวิิเคราะห์์ alanine aminotransferase (ALT), 

aspartate aminotransferase (AST), total 

bilirubin (TB), direct bilirubin (DB), blood 

urea nitrogen (BUN), lactate dehydrogenase 

(LDH) และ magnesium การศึึกษาผลการ

รบกวนจากความเหลืือง (icterus) ในการวิิเคราะห์์ 

cholesterol และ lipase การศึึกษาผลการรบกวน

จากความขุ่่�น (lipemia) ในการวิิเคราะห์ ์ALT, AST 

และ lipase โดยใช้้ข้้อมููลผลตรวจระดัับสารชีีวเคมีีใน

เลืือดและข้้อมููลค่่า HIL index เชิิงกึ่่�งปริิมาณและ

เชิิงปริิมาณ ที่่�วิิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ 

Beckman Coulter AU5800

เกณฑ์์การคััดเข้้า (inclusion criteria) 

ได้้แก่่ ผลการตรวจวิิเคราะห์์ระดัับสารชีีวเคมีีใน

เลืือดทุุกรายในรายการทดสอบ ALT, AST, 

TB, DB, BUN, cholesterol, LDH, lipase  

และ magnesium ตั้้�งแต่่เดืือนมิิถุุนายน-ธัันวาคม 

พ.ศ. 2566

เกณฑ์์การคััดออก (exclusion criteria) 

ได้้แก่่ ผลการตรวจวิิเคราะห์์ระดัับสารชีีวเคมีีที่่� 

มีีค่่าน้้อยกว่่าหรืือเท่่ากัับศููนย์์ ผลการตรวจวิิเคราะห์์

ระดัับสารชีีวเคมีีที่่�ไม่่มีีผลการตรวจ HIL index 

เชิิงกึ่่�งปริิมาณและเชิิงปริิมาณ ผลการตรวจวิิเคราะห์์

ระดัับสารชีีวเคมีีที่่�มีีผลการตรวจ HIL index  

เชิิงปริิมาณมีีค่่าเป็็นลบ และผลการตรวจวิิเคราะห์์

ระดัับสารชีีวเคมีีที่่�มีีผลการตรวจ HIL index  

แจ้ง้เตือืนความผิดิปกติขิองการวิเิคราะห์ ์HIL index 

ในสิ่่�งส่่งตรวจนั้้�น

3. การวิเิคราะห์ ์HIL index และระดับัสารชีวีเคมีี

ในเลืือด 

สิ่่�งส่่งตรวจประเภทซีีรััมและพลาสมาจาก

ผู้้�ป่่วยที่่�มีีการสั่่�งตรวจวิิเคราะห์์ระดัับสารชีีวเคมีี ใน

หน่ว่ยเคมีคีลินิิกิ งานห้อ้งปฏิบิัตัิกิารเทคนิคิการแพทย์์ 

และทำำ�การวิิเคราะห์์ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ 

Beckman Coulter AU5800 จะได้้รัับการ

ประเมิิน HIL index โดยอััตโนมััติิทุุกตััวอย่่าง  

ซึ่่�งมีีชื่่�อการทดสอบว่่า LIH ในขั้้�นตอนนี้้�ตััวอย่่างจะ

ถููกเจืือจางด้้วยน้ำำ��ยา LIH ซึ่่�งมีีองค์์ประกอบหลัักคืือ 

0.9% sodium chloride และวััดการดููดกลืืนแสงที่่�

ความยาวคลื่่�น 6 ช่่วง ได้้แก่่ ความยาวคลื่่�น 410/ 

480 นาโนเมตร และ 600/800 นาโนเมตร สำำ�หรัับ

การประเมินิการแตกของเม็ด็เลือืดแดง (hemolysis) 

ความยาวคลื่่�น 480/570 นาโนเมตร และ 600/800 

นาโนเมตร สำำ�หรับัการประเมินิความเหลือืง (icterus) 

และความยาวคลื่่�น 660/800 นาโนเมตร สำำ�หรัับ 

การประเมินิความขุ่่�น (lipemia)(5) เครื่่�องจะรายงานผล 

HIL index แยกเป็็น hemolysis index (HI), 

icterus index (II) และ lipemia index (LI) 

ในรููปแบบเชิิงกึ่่�งปริิมาณแบ่่งเป็็น 6 ระดัับ ตาม 

ค่่าระดัับ HIL index เชิิงปริิมาณโดยใช้้ cutoff  

ที่่�ผู้้�ผลิิตกำำ�หนด(16) (Table 1) โดยผล HIL index 

เชิิงก่ึ่�งปริิมาณจะรายงานพร้้อมกัับผลวิิเคราะห์์ระดัับ

สารชีีวเคมีีในสิ่่�งส่่งตรวจนั้้�น
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Table 1 Semiquantitative and quantitative cutoffs for HIL indices and corresponding concentrations of  

	 hemoglobin (H index), bilirubin (I index), and Intralipid (L index) on the Beckman Coulter AU5800  

	 analyzer, according to the manufacturer’s specifications.

Semiquantitative 

scale

H index I index L index

Hemoglobin 

(mg/dL)

Cutoff Bilirubin 

(mg/dL)

Cutoff Intralipid 

(mg/dL)

Cutoff

0 < 50 < 0.1700 < 2.5 < 0.1100 < 40 < 0.0150

1+ 50 – 99 0.1700 – 0.3499 2.5 – 4.9 0.1100 – 0.2099 40 – 99 0.0150 – 0.0399

2+ 100 – 199 0.3500 – 0.6999 5.0 – 9.9 0.2100 – 0.4299 100 – 199 0.0400 – 0.0799

3+ 200 – 299 0.7000 – 0.9999 10 – 19.9 0.4300 – 0.8499 200 – 299 0.0800 – 0.1199

4+ 300 – 500 1.0000 – 1.6999 20 – 40 0.8500 – 1.6999 300 – 500 0.1200 – 0.1999

5+ > 500 > 1.7000 > 40 > 1.7000 > 500 > 0.2000

การวิิเคราะห์์ระดัับสารชีีวเคมีีในเลืือดด้้วย

เครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ Beckman Coulter 

AU5800 ภายใต้้คำำ�แนะนำำ�ของผู้้�ผลิิต โดยใช้้น้ำำ��ยา

วิิเคราะห์์ที่่�เหมาะสมตามข้้อกำำ�หนดของผู้้�ผลิิต ดัังนี้้� 

1) ALT หลัักการ enzymatic UV method 

ปราศจาก pyridoxal phosphate ตามคำำ�แนะนำำ�

ของ International Federation of Clinical 

Chemistry (IFCC) วััดการดููดกลืืนแสงที่่� 340/660 

นาโนเมตร 2) AST หลัักการ enzymatic UV 

method ปราศจาก pyridoxal phosphate  

ตามคำำ�แนะนำำ�ของ IFCC วััดการดููดกลืืนแสงที่่� 

340/660 นาโนเมตร 3) TB หลัักการ colorimetric 

diazo method โดยใช้้ 3,5-dichlorophenyl 

diazonium tetrafluoroborate (DPD) ร่่วมกัับ 

caffeine และ surfactant วััดการดููดกลืืนแสงที่่� 

540/660 นาโนเมตร 4) DB หลักัการ colorimetric 

diazo method โดยใช้้ 3,5-dichlorophenyl 

diazonium tetrafluoroborate (DPD) วััดการ 

ดููดกลืืนแสงที่่� 570/660 นาโนเมตร 5) BUN  

หลัักการ enzymatic UV method โดยใช้้ urease 

และ glutamate dehydrogenase วัดัการดูดูกลืนืแสง

ที่่� 340/660 นาโนเมตร 6) cholesterol หลัักการ 

enzymatic colorimetric method โดยใช้้ 

cholesterol oxidase และ peroxidase วััดการ 

ดูดูกลืนืแสงที่่� 540/600 นาโนเมตร 7) LDH หลักัการ 

enzymatic UV method ตามคำำ�แนะนำำ�ของ  

IFCC วััดการดููดกลืืนแสงที่่� 340/660 นาโนเมตร  

8) lipase หลักัการ enzymatic colorimetric method 

โดยใช้้ glycerol kinase, glycerol phosphate 

oxidase และ peroxidase วััดการดููดกลืืนแสงที่่� 

540/800 นาโนเมตร 9) magnesium หลัักการ 

colorimetric method โดยใช้้ xylidyl blue  

วััดการดููดกลืืนแสงที่่� 520/800 นาโนเมตร

4. วิิธีีการศึึกษา
4.1 การรบกวนจากการแตกของเม็็ด 

เลืือดแดง (hemolysis) ความเหลืือง (icterus)  

และความขุ่่�น (lipemia) ต่่อการวิิเคราะห์์สาร 

ชีีวเคมีี
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ศึึกษาแนวโน้้มความสััมพันัธ์ร์ะหว่า่งค่า่ HIL 

index เชิิงปริิมาณกัับระดัับสารชีีวเคมีีแบ่่งตามกลุ่่�ม

ของ HIL index เชิิงกึ่่�งปริิมาณ โดยใช้้แผนภาพ

การกระจาย (scatter plot) และแสดงเส้้นแนวโน้้ม

แยกตามกลุ่่�ม

4.2 การทำำ�นายการรบกวนจากการแตกของ

เม็็ดเลืือดแดง (hemolysis) ความเหลืือง (icterus) 

และความขุ่่�น (lipemia) ต่่อการวิิเคราะห์์สารชีีวเคมีี 

โดยใช้้ตััวแบบถดถอยเชิิงเส้้น

รวมข้้อมููลระดัับสารชีีวเคมีีภายหลัังการ

กำำ�จัด outlier แล้้วทุุกกลุ่่�ม โดยแต่่ละกลุ่่�มต้้องมีี  

n ≥ 25 ตรวจสอบความสััมพัันธ์์ระหว่า่งค่า่ HIL index 

เชิิงปริิมาณกัับระดัับสารชีีวเคมีีด้้วยแผนภาพการ 

กระจาย (scatter plot) วิเิคราะห์์ความสััมพัันธ์์เชิิงเส้้น 

โดยใช้้ Pearson correlation แล้้ววิิเคราะห์์ตััวแบบ

ถดถอยเชิิงเส้้น (linear regression model) โดย

จุุดตััดของแกน x ระหว่่างจุุดบนตััวแบบถดถอยเชิิง

เส้น้กับัเกณฑ์์การยอมรับั (acceptance limit) แสดง

ค่่า HIL index เชิิงปริิมาณที่่�พบการรบกวนอย่่างมีี

นััยสำำ�คััญทางคลิินิิก

5. เกณฑ์์การยอมรัับในการประเมิินการรบกวน

จากการแตกของเม็ด็เลือืดแดง (hemolysis) ความ

เหลืือง (icterus) และความขุ่่�น (lipemia)

ผู้้�วิิจััยกำำ�หนดเกณฑ์์การยอมรัับการรบกวน

การวิิเคราะห์์ระดัับสารชีีวเคมีี (acceptance limit) 

โดยใช้้ค่่า allowable total analytical error (TEa) 

ที่่�กว้้างที่่�สุุดสำำ�หรัับรายการทดสอบนั้้�นจากแหล่่งใด 

แหล่่งหนึ่่�งต่่อไปนี้้� (1) Clinical Laboratory 

Improvement Amendments (CLIA) 2024 (2) 

biological variation ที่่�ระดัับ desirable (BVd) 

จากฐานข้้อมููลของ European Federation of 

Clinical Chemistry and Laboratory Medicine 

(EFLM) Biological Variation Database(20) (3) 

จััดกลุ่่�มข้้อมููลผลตรวจระดัับสารชีีวเคมีี 

ตามค่่า HIL index เชิิงกึ่่�งปริิมาณ กลุ่่�มที่่� 1 

HIL index ระดัับ (0) กลุ่่�มที่่� 2 HIL index  

ระดัับ (1+) กลุ่่�มที่่� 3 HIL index ระดัับ (2+)  

กลุ่่�มที่่� 4 HIL index ระดัับ (3+) และกลุ่่�มที่่� 5 

HIL index ระดับัตั้้�งแต่ ่(4+) ขึ้้�นไป เนื่่�องจากข้อ้มูลู

ระดัับสารชีีวเคมีีในแต่่ละกลุ่่�มมีีการแจกแจงไม่่ปกติิ 

(non-normal distribution) แปลงข้้อมููลด้้วยวิิธีี 

Box-Cox transformation(17) เพื่่�อให้้ข้้อมููลมีีการ

แจกแจงปกติิ (normal distribution) แล้้วพิิจารณา 

outlier ของข้อ้มููลที่่�แปลงแล้้วด้้วยวิิธีขีอง Tukey(18) 

ที่่�เกณฑ์์ 1.5 เท่่าของ interquartile range (IQR) 

ร่่วมกัับการประเมิินด้้วย box plot ข้้อมููลที่่�เป็็น 

outlier จะถููกนำำ�ออกจากข้้อมููลดิิบ จากนั้้�นพิิจารณา 

outlier ในชุุดข้้อมููลดิิบอีีกครั้้�งด้้วยวิิธีีเดีียวกััน ทำำ�ซ้ำำ��

จนกว่่าจะไม่่พบ outlier หากชุุดข้้อมููลภายหลัังการ

กำำ�จััด outlier แล้้วมีี n < 25(19) จะไม่่นำำ�ข้้อมููล

มาวิิเคราะห์์ค่่าระดัับสารชีีวเคมีีของแต่่ละกลุ่่�มแสดง

ด้้วยค่่ามััธยฐาน (median) ช่่วงความเชื่่�อมั่่�นที่่�ระดัับ 

ร้้อยละ 95 (95% confidence interval) และ IQR 

ความแตกต่่างของระดัับสารชีีวเคมีีแต่่ละกลุ่่�มแสดง

ด้้วยค่่าความแตกต่่าง (absolute difference, Δ)  

และค่า่ร้อ้ยละความแตกต่า่ง (% difference, % Δ) 

เทีียบกัับค่่ามััธยฐานของกลุ่่�มที่่�มีี HIL index (0) 

ดัังสมการ

Absolute difference = Median
(N)

-Median
(0)

Difference (%) = [(Median
(N)

-Median
(0)
) / Median

(0)
] × 100

โดยที่่�  Median
(N) 

คืือ ค่่ามััธยฐานของระดัับสาร

ชีีวเคมีีของกลุ่่�มที่่�มีี HI, II หรืือ LI (1+) เป็็นต้้นไป

Median
(0) 

คืือ ค่่ามััธยฐานของระดัับสาร

ชีีวเคมีีของกลุ่่�มที่่�มีี HI, II หรืือ LI (0)
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biological variation ที่่�ระดัับ desirable (BVd) 

จากข้้อมููลของ RicÓs และคณะ(21) กำำ�หนดให้้ความ

แตกต่่างที่่�มากกว่่า acceptance limit หรืือระดัับ

สารชีีวเคมีีที่่�มีีค่่าเกิิน acceptance limit แสดงว่่า

มีีการรบกวนการวิิเคราะห์์ระดัับสารชีีวเคมีีนั้้�นอย่่างมีี

นััยสำำ�คััญทางคลิินิิก

6. การวิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิ

รวบรวมข้้อมููลเพื่่�อทำำ�การวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ

โดยใช้้โปรแกรม Microsoft Excel 2021 และ

โปรแกรมสำำ�เร็็จรููป SPSS version 25 ใช้้สถิิติิเชิิง

พรรณนา (descriptive statistic) แสดงข้้อมููลระดัับ

สารชีวีเคมีีด้ว้ยค่า่มััธยฐาน (median) ช่ว่งความเชื่่�อมั่่�น 

ที่่�ระดัับร้้อยละ 95 (95% confidence interval) 

และ interquartile range (IQR) เปรียีบเทียีบความ

แตกต่่างของระดัับสารชีีวเคมีีแยกตามกลุ่่�มของ HIL 

index กัับระดัับสารชีีวเคมีีที่่� HIL index (0) โดยใช้้

สถิติิ ิMann-Whitney U test วิเิคราะห์ค์วามสัมัพันัธ์์

ของค่่า HIL index เชิิงปริิมาณกัับระดัับสารชีีวเคมีี 

โดยใช้้ Pearson correlation และตััวแบบถดถอย

เชิิงเส้้น (linear regression) แสดงช่่วงความเชื่่�อมั่่�น 

ที่่�ระดับัร้้อยละ 95 โดยค่่านัยัสำำ�คัญัทางสถิติิ ิp < 0.05 

ผลการวิิจััย
1. การรบกวนจากการแตกของเม็็ดเลืือดแดง 

(hemolysis) ต่่อการวิิเคราะห์์ ALT, AST, TB, 

DB, BUN, LDH และ magnesium

ผลการศึึกษาการรบกวนจากการแตกของ

เม็็ดเลืือดแดง (hemolysis) โดยการเปรีียบเทีียบ

ความแตกต่่างของระดัับสารชีีวเคมีี แยกตามระดัับ 

hemolysis index (HI) เชิิงกึ่่�งปริิมาณ ดัังแสดง

ใน Table 2 พบว่่า ALT, AST, TB, DB, BUN 

และ magnesium มีีข้้อมููลที่่�เพีียงพอ (n ≥ 25) ต่่อ

การวิิเคราะห์์ผลการรบกวนสููงสุุดที่่�ระดัับ HI (2+) 

ส่่วน LDH มีีข้้อมููลที่่�เพีียงพอต่่อการวิิเคราะห์์ผล

การรบกวนสููงสุุดที่่�ระดัับ HI (1+) เท่่านั้้�น โดยพบ

ลักัษณะของการรบกวนเชิงิบวกในการทดสอบ ALT, 

AST, LDH และ magnesium และพบลัักษณะการ

รบกวนเชิิงลบในการทดสอบ TB และ DB โดยที่่�ไม่่

พบการรบกวนอย่่างมีนีัยัสำำ�คัญัทางสถิิติิในการทดสอบ 

BUN จนถึึงระดัับ HI (2+) ทั้้�งนี้้�พบความแตกต่่าง

ของระดัับ ALT, DB และ magnesium ที่่�ระดัับ 

HI (1+) และ HI (2+) อยู่่�ในช่่วงผลการรบกวน 

ที่่�ยอมรัับได้้ (acceptance limit) แต่่พบความ 

แตกต่่างของระดัับ AST และ LDH สููงกว่่าเกณฑ์์ 

การยอมรัับตั้้�งแต่่ระดัับ HI (1+) ซึ่่�งทั้้�งสอง 

รายการทดสอบไม่ม่ีขี้อ้มูลูการรบกวนจากการแตกของ

เม็็ดเลืือดแดง (hemolysis) จากผู้้�ผลิิต ส่่วนระดัับ

ของ TB ลดลงต่ำำ��กว่่าเกณฑ์์การยอมรัับที่่�ระดัับ HI 

(2+) นอกจากนี้้�ผลการศึึกษาแนวโน้้มความสััมพัันธ์์

ระหว่่างค่่า HI เชิิงปริิมาณกัับระดัับสารชีีวเคมีีแบ่่ง

ตามกลุ่่�มของ HI เชิิงกึ่่�งปริิมาณแสดงผลสอดคล้้อง

กัับระดัับที่่�พบการรบกวนจากการแตกของเม็็ดเลืือด

แดง (hemolysis) ในทุุกรายการทดสอบ (Fig. 1) 

ยกเว้้นการทดสอบ LDH ที่่�พบเส้น้แนวโน้ม้ของระดับั

สารชีีวเคมีีเพิ่่�มสููงขึ้้�นออกนอกขอบเขตการยอมรัับ

ตั้้�งแต่่ระดัับ HI (0)
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Table 2 	Hemolysis interference on seven biochemical parameters determined by the Beckman Coulter  

	 AU5800 analyzer.

Analyte 

(unit)

HI Number of 

patient results 

(%)

Number of 

patient 

results after 

outlier 

removal (%)

Median (95% CI) IQR Δ 

from 

HI (0)b

% Δ 

from 

HI (0)b

Acceptance 

criteria

Source of 

acceptance 

criteria

HI
TD

(criteria)

ALT 

(U/L)

0

1+

2+

3+

≥4+

40,579 (97.66)

755 (1.82)

183 (0.44)

21 (0.05)

11 (0.03)

33,994 (97.93)

583 (1.68)

136 (0.39)

ND

ND

19.15 (19.01 – 19.30)

21.26 (20.05 – 22.65)a

23.06 (20.13 – 25.48)a

N/A

N/A

13.89

14.97

14.66

N/A

N/A

0.00

2.11

3.91

N/A

N/A

0.0

11.0

18.4

N/A

N/A

± 6 U/L CLIA 2024 4+ 

(<10% 

or 

6 U/L)

AST 

(U/L)

0

1+

2+

3+

≥4+

36,516 (97.55)

710 (1.90)

176 (0.47)

19 (0.05)

12 (0.03)

29,056 (98.00)

473 (1.59)

121 (0.41)

ND

ND

24.99 (24.89 – 25.08)

32.23 (30.89 – 32.95)a

36.61 (34.95 – 40.15)a

N/A

N/A

10.00

11.43

15.70

N/A

N/A

0.00

7.24

11.62

N/A

N/A

0.0

29.0

46.5

N/A

N/A

± 6 U/L CLIA 2024 N/A

Total 

bilirubin 

(mg/dL)

0

1+

2+

3+

≥4+

18,130 (97.62)

348 (1.87)

80 (0.43)

14 (0.08)

0 (0.00)

15,083 (98.15)

234 (1.52)

51 (0.33)

ND

ND

0.60 (0.59 – 0.60)

0.47 (0.43 – 0.50)a

0.37 (0.26 – 0.52)a

N/A

N/A

0.30

0.37

0.36

N/A

N/A

0.00

-0.13

-0.23

N/A

N/A

0.0

-21.7

-38.33

N/A

N/A

± 27% BVd (Ricós) 1+ 

(<10%)

Direct 

bilirubin 

(mg/dL)

0

1+

2+

3+

≥4+

25,727 (97.29)

556 (2.10)

134 (0.51)

15 (0.06)

11 (0.04)

21,023 (97.78)

388 (1.80)

90 (0.42)

ND

ND

0.12 (0.12 – 0.12)

0.10 (0.10 – 0.11)a

0.09 (0.08 – 0.09)a

N/A

N/A

0.09

0.08

0.06

N/A

N/A

0.00

-0.02

-0.03

N/A

N/A

0.0

-16.7

-25.00

N/A

N/A

± 44.5% BVd (Ricós) N/A

BUN 

(mg/dL)

0

1+

2+

3+

≥4+

40,740 (97.51)

796 (1.91)

202 (0.48)

30 (0.07)

11 (0.023)

32,732 (97.79)

572 (1.71)

152 (0.45)

15 (0.05)

ND

14.11 (14.04 – 14.19)

14.26 (13.75 – 14.83)

14.17 (12.65 – 15.64)

ND

N/A

7.09

7.25

8.40

ND

N/A

0.00

0.15

0.06

N/A

N/A

0.0

1.1

0.4

N/A

N/A

± 16.9% BVd (EFLM) 3+ 

(<10%)

LDH 

(U/L)

0

1+

2+

3+

≥4+

1,901 (97.09)

36 (1.84)

15 (0.77)

2 (0.10)

4 (0.20)

1,545 (98.16)

29 (1.84)

ND

ND

ND

207.97 (203.32 – 212.77)

356.83 (279.67 – 550.94)a

N/A

N/A

N/A

87.21

292.1

N/A

N/A

N/A

0.00

148.86

N/A

N/A

N/A

0.0

71.6

N/A

N/A

N/A

± 15% CLIA 2024 N/A

Magne-

sium 

(mg/dL)

0

1+

2+

3+

≥4+

8,842 (96.69)

228 (2.49)

62 (0.68)

8 (0.09)

5 (0.05)

8,334 (96.95)

203 (2.36)

59 (0.69)

ND

ND

2.00 (1.99 – 2.01)

2.05 (1.98 – 2.13)a

2.02 (1.92 – 2.1)

N/A

N/A

0.37

0.46

0.53

N/A

N/A

0.00

0.05

0.02

N/A

N/A

0.0

2.5

1.0

N/A

N/A

± 15% CLIA 2024 2+ 

(<10% 

or 0.29 

mg/dL)

BVd, desirable biological variation; HI, hemolysis index; HI
TD
, hemolysis index from the manufacturer’s 

technical document; N/A, not applicable; ND, not determined
a Statistically significant difference in biochemical level compared to hemolysis index (0), p < 0.05. 
b Bold values for Δ from HI (0) or % Δ from HI (0) represent detected interference greater than  
acceptance limit, clinically significant difference.
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Fig. 2 Scatter plots showing the relationship between the biochemical levels and the quantitative 

hemolysis index (HI) of ALT (A), AST (B), TB (C), DB (D), BUN (E), LDH (F), and magnesium (G). 

Acceptance limits were calculated from the median biochemical level in HI (0) based on 

acceptance criteria. The trend lines of each group of semiquantitative HI shown as black dashed 

lines and the acceptance limits indicated as solid grey lines.   

Fig. 1	Scatter plots showing the relationship between the biochemical levels and the quantitative  
hemolysis index (HI) of ALT (A), AST (B), TB (C), DB (D), BUN (E), LDH (F), and magnesium (G). 
Acceptance limits were calculated from the median biochemical level in HI (0) based on  
acceptance criteria. The trend lines of each group of semiquantitative HI shown as black dashed 
lines and the acceptance limits indicated as solid grey lines. 
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2. การรบกวนจากความเหลืือง (icterus) ต่่อการ

วิิเคราะห์์ cholesterol และ lipase

ผลการศึึกษาการรบกวนจากความเหลืือง 

(icterus) โดยการเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของ

ระดัับสารชีีวเคมีี แยกตามระดัับ icterus index 

(II) เชิิงก่ึ่�งปริิมาณ ดัังแสดงใน Table 3 พบว่่า 

cholesterol และ lipase มีีข้้อมููลที่่�เพีียงพอ (n ≥ 

25) ต่่อการวิิเคราะห์์ผลการรบกวนสููงสุุดที่่�ระดัับ II 

(1+) เท่า่นั้้�น โดยพบลัักษณะของการรบกวนเชิิงลบใน

การทดสอบ cholesterol แต่่ไม่่พบการรบกวนอย่่าง

มีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิในการทดสอบ lipase ที่่�ระดัับ II 

(1+) ทั้้�งนี้้�พบความแตกต่่างของระดัับ cholesterol 

ที่่�ระดัับ II (1+) เทีียบกัับ II (0) อยู่่�ในช่่วงผล 

การรบกวนที่่�ยอมรัับได้้ (acceptance limit)  

อย่า่งไรก็ต็าม จากผลการศึึกษาแนวโน้ม้ความสัมัพันัธ์์

ระหว่า่งค่า่ II เชิงิปริมิาณกับัระดับัสารชีวีเคมีแีบ่ง่ตาม

กลุ่่�มของ II เชิิงกึ่่�งปริิมาณ (Fig. 2) พบว่่าระดัับ

ของ lipase มีีแนวโน้้มออกนอกขอบเขตการยอมรัับ

ในกลุ่่�ม II (1+) นอกจากนี้้�ระดัับของ cholesterol 

มีแีนวโน้ม้เพิ่่�มสููงขึ้้�นออกนอกขอบเขตการยอมรัับเมื่่�อ 

II เชิิงปริิมาณเพิ่่�มขึ้้�นในกลุ่่�ม II (0) แต่่มีีแนวโน้้ม 

ลดต่ำำ��ลงและออกนอกขอบเขตการยอมรัับเมื่่�อ II  

เชิิงปริิมาณเพิ่่�มขึ้้�นในกลุ่่�ม II (1+)

Table 3	Icteric interference on two biochemical parameters determined by the Beckman Coulter  

	 AU5800 analyzer.

Analyte 

(unit)

II Number of 

patient 

results (%)

Number of 

patient 

results after 

outlier 

removal (%)

Median (95% CI) IQR Δ 

from 

II (0)

% Δ 

from 

II (0)

Acceptance 

criteria

Source of 

acceptance 

criteria

IITD
 

(criteria)

Cholesterol 

(mg/dL)

0

1+

2+

3+

≥4+

30,024 (99.61)

95 (0.31)

15 (0.05)

6 (0.02)

2 (0.01)

29,339 (99.68)

94 (0.32)

ND

ND

ND

176.52 (175.86 – 177.24)

163.94 (146.36 – 177.79)a

ND

N/A

N/A

59.53

86.59

N/A

N/A

N/A

0.00

-12.6

N/A

N/A

N/A

0.0

-7.1

N/A

N/A

N/A

± 10% CLIA 2024 2+ 

(<10% 

or 

25.13 

mg/dL)

Lipase 

(U/L)

0

1+

2+

3+

≥4+

703 (87.22)

52 (6.45)

28 (3.48)

18 (2.23)

5 (0.62)

568 (90.45)

36 (5.73)

24 (3.82)

ND

ND

20.93 (18.79 – 22.45)

23.26 (19.39 – 36.26)

ND

N/A

N/A

21.33

25.16

ND

N/A

N/A

0.00

2.33

N/A

N/A

N/A

0.0

11.1

N/A

N/A

N/A

± 37.9% BVd (Ricós) 3+ 

(<10% 

or 

5.7 U/L)

BVd, desirable biological variation; II, icterus index; II
TD
, icterus index from the manufacturer’s technical 

document; N/A, not applicable; ND, not determined
a Statistically significant difference in biochemical level compared to icterus index (0), p < 0.05. 
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3. การรบกวนจากความขุ่่�น (lipemia) ต่่อการ

วิิเคราะห์์ ALT, AST และ lipase

ผลการศึึกษาการรบกวนจากความขุ่่�น 

(lipemia) โดยการเปรีียบเทีียบความแตกต่่างของ

ระดัับสารชีวีเคมีี แยกตามระดับั lipemia index (LI) 

เชิิงกึ่่�งปริิมาณ ดัังแสดงใน Table 4 พบว่่า ALT 

และ AST มีีข้้อมููลที่่�เพีียงพอ (n ≥ 25) ต่่อการ

วิิเคราะห์์ผลการรบกวนสููงสุุดที่่�ระดัับ LI (2+) ส่่วน 

lipase มีีข้้อมููลไม่่เพีียงพอต่่อการศึึกษาเปรีียบเทีียบ 

การรบกวนจากความขุ่่�น โดยพบลัักษณะของการ

รบกวนเชิิงบวกในการทดสอบ ALT และ AST ทั้้�งนี้้�

พบความแตกต่่างของระดัับ ALT ที่่�ระดัับ LI (1+) 

และ LI (2+) อยู่่�ในช่่วงผลการรบกวนที่่�ยอมรัับได้้ 

(acceptance limit) แต่่ระดัับของ AST ที่่�ระดัับ 

LI (2+) เพิ่่�มสููงขึ้้�นกว่่าเกณฑ์์การยอมรัับ โดยเป็็น

ระดัับการรบกวนที่่�ต่ำำ��กว่่าที่่�ผู้้�ผลิิตระบุุไว้้ ในขณะที่่� 

ผลการศึึกษาแนวโน้้มความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่า LI  

เชิิงปริิมาณกัับระดัับสารชีีวเคมีีแบ่่งตามกลุ่่�มของ  

LI เชิิงกึ่่�งปริิมาณ (Fig. 3) พบว่่าระดัับของ ALT  

มีีแนวโน้้มเพิ่่�มสููงขึ้้�นตั้้�งแต่่ระดัับ LI (1+) และออก
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Fig. 4 Scatter plots showing the relationship between the biochemical levels and the quantitative 

icterus index (II) of cholesterol (A) and lipase (B). Acceptance limits were calculated from the 

median biochemical level in II (0) based on acceptance criteria. The trend lines of each group of 

semiquantitative II shown as black dashed lines and the acceptance limits indicated as solid 

grey lines. 

  

Fig. 2 	Scatter plots showing the relationship between the biochemical levels and the quantitative  
icterus index (II) of cholesterol (A) and lipase (B). Acceptance limits were calculated from the 
median biochemical level in II (0) based on acceptance criteria. The trend lines of each group 
of semiquantitative II shown as black dashed lines and the acceptance limits indicated as solid 
grey lines.

นอกขอบเขตการยอมรัับที่่�ระดัับ LI (2+) ส่่วนระดัับ 

AST มีีแนวโน้้มสููงขึ้้�นออกนอกขอบเขตการยอมรัับ

ตั้้�งแต่่ช่่วงกลางของระดัับ HI เชิิงคุุณภาพ (1+)

4. การทำำ�นายการรบกวนจากการแตกของ 

เม็ด็เลือืดแดง (hemolysis) ความเหลืือง (icterus) 

และความขุ่่�น (lipemia) ต่อ่การวิเิคราะห์ส์ารชีวีเคมีี 

โดยใช้้ตััวแบบถดถอยเชิิงเส้้น

ค่่า HI เชิิงปริิมาณมีีความสััมพัันธ์์เชิิงเส้้น

เชิิงบวกกัับระดัับ ALT, AST, BUN, LDH และ 

magnesium (r = 0.015-0.384, p < 0.01) แต่่

มีคีวามสััมพันัธ์์เชิงิเส้น้เชิงิลบกับัระดัับ TB และ DB 

(r = -0.098, -0.057, p < 0.001) (Table 5) 

ค่่า II เชิิงปริิมาณมีีความสััมพัันธ์์เชิิงเส้้นเชิิงบวกกัับ

ระดัับ cholesterol (r = 0.133, p < 0.001) แต่่

ไม่่พบความสััมพัันธ์์เชิิงเส้้นระหว่่างค่่า II เชิิงปริิมาณ

กัับระดัับ lipase (p = 0.451) ค่่า LI เชิิงปริิมาณ

มีีความสััมพัันธ์์เชิิงเส้้นเชิิงบวกกัับระดัับ ALT และ 

AST (r = 0.068, 0.064, p < 0.001) 



การประเมินผลกระทบจากการแตกของเม็ดเลือดแดง ความเหลือง และความขุ่น  
ต่อการวิเคราะห์สารชีวเคมี ด้วยเครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติทางเคมีคลินิก

9199

ALT และ TB ที่่�ระดัับ HI (2+) (Fig. 4, A, C) 

DB และ magnesium ที่่�ระดัับ HI (3+) (Fig. 

4, D, G) และ BUN ที่่�ระดัับ HI (4+) (Fig. 

4, E) การทดสอบ cholesterol พบการรบกวน 

จากความเหลืือง (icterus) ที่่�ระดัับ II (1+) (Fig. 

4, H) การทดสอบ ALT และ AST พบการรบกวน

จากความขุ่่�น (lipemia) ที่่�ระดัับ LI (1+) และ LI 

(2+) (Fig. 4, I, J)

เมื่่�อวิเิคราะห์์ตัวัแบบถดถอยเชิิงเส้้น (linear 

regression model) ระหว่่างค่่า HIL index  

เชิิงปริิมาณกัับค่่าระดัับสารชีีวเคมีีเพื่่�อทำำ�นายระดัับ

ของ HIL index และ cutoff ที่่�พบการรบกวน

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางคลิินิิก (Table 5) พบว่่าการ

ทดสอบที่่�มีีความไวต่่อการรบกวนจากการแตกของ

เม็็ดเลืือดแดง (hemolysis) มากที่่�สุุด คืือ LDH  

ที่่�ระดัับ HI (0) cutoff 0.0393 (Fig. 4, F)  

รองลงมา คืือ AST ที่่�ระดัับ HI (1+) (Fig. 4, B) 

Table 4	Lipemic interference on three biochemical parameters determined by the Beckman Coulter  

	 AU5800 analyzer.

Analyte 

(unit)

LI Number of 

patient results 

(%)

Number of 

patient results 

after outlier 

removal (%)

Median (95% CI) IQR Δ 

from 

LI (0)b

% Δ 

from 

LI (0)

Acceptance 

criteria

Source of 

acceptance 

criteria

LITD
 

(criteria)

ALT 

(U/L)

0

1+

2+

3+

≥4+

44,060 (98.524)

589 (1.317)

61 (0.137)

9 (0.020)

1 (0.002)

36,991 (98.62)

469 (1.25)

48 (0.13)

ND

ND

19.03 (18.89 – 19.16)

21.87 (20.67 – 23.22)a

24.74 (18.33 – 28.95)a

N/A

N/A

13.64

17.05

16.75

N/A

N/A

0.00

2.84

5.71

N/A

N/A

0.0

14.9

26.1

N/A

N/A

± 6 U/L CLIA 2024 4+ 

(<3% or 

6 U/L)

AST 

(U/L)

0

1+

2+

3+

≥4+

39,555 (98.415)

570 (1.418)

58 (0.144)

8 (0.020)

1 (0.003)

31,557 (98.52)

428 (1.34)

46 (0.14)

ND

ND

24.95 (24.86 – 25.04)

26.98 (26.13 – 27.86)a

33.49 (26.88 – 40.70)a

N/A

N/A

9.99

12.27

22.77

N/A

N/A

0.00

2.03

8.54

N/A

N/A

0.0

8.1

34.2

N/A

N/A

± 6 U/L CLIA 2024 4+ 

(<5%)

Lipase 

(U/L)

0

1+

2+

3+

≥4+

758 (97.81)

16 (2.06)

1 (0.13)

0 (0.00)

0 (0.00)

596 (100.00)

ND

ND

ND

ND

20.93 (19.24 – 22.42)

N/A

N/A

N/A

N/A

21.54

N/A

N/A

N/A

N/A

0.00

N/A

N/A

N/A

N/A

0.0

N/A

N/A

N/A

N/A

± 37.9% BVd (Ricós) 4+ 

(<10% or 

5.7 U/L)

BVd, desirable biological variation; LI, lipemia index; LI
TD
, lipemia index from the manufacturer’s  

technical document; N/A, not applicable; ND, not determined
a Statistically significant difference in biochemical level compared to lipemia index (0), p < 0.05. 
b Bold value for Δ from LI (0) represents detected interference greater than acceptance limit, clinically 
significant difference.
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Fig. 6 Scatter plots showing the relationship between the biochemical levels and the quantitative 

lipemia index (LI) of ALT (A) and AST (B). Acceptance limits were calculated from the median 

biochemical level in LI (0) based on acceptance criteria. The trend lines of each group of 

semiquantitative LI shown as black dashed lines and the acceptance limits indicated as solid 

grey lines 

 

 

 

 

Fig. 3 	Scatter plots showing the relationship between the biochemical levels and the quantitative  
lipemia index (LI) of ALT (A) and AST (B). Acceptance limits were calculated from the median 
biochemical level in LI (0) based on acceptance criteria. The trend lines of each group of  
semiquantitative LI shown as black dashed lines and the acceptance limits indicated as solid 
grey lines.

Table 5	Pearson correlation and linear regression analysis of quantitative HIL index and biochemical  

	 level.

Analyte 

(unit)

Quantitative 

HIL index

Number 

of 

patient 

results

Pearson 

correlation 

coefficient

p 

value

r2 Mathematical 

relationship

HIL index cutoff for clinically significant 

difference

Semi-quantitative Quantitative 

ALT (U/L) HI

LI

34,713

37,508

0.059

0.068

<0.001

<0.001

0.003

0.005

12.610x + 20.730

192.566x + 

20.350

HI (2+)

LI (1+)

0.4758

0.0312

AST (U/L) HI

LI

29,650

32,031

0.205

0.064

<0.001

<0.001

0.042

0.004

32.785x + 25.231

130.787x + 

25.731

HI (1+)

LI (2+)

0.1830

0.0459

Total 

bilirubin 

(mg/dL)

HI 15,368 -0.098 <0.001 0.010 -0.470x + 0.645 HI (2+) 0.3705
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Analyte 

(unit)

Quantitative 

HIL index

Number 

of 

patient 

results

Pearson 

correlation 

coefficient

p 

value

r2 Mathematical 

relationship

HIL index cutoff for clinically significant 

difference

Semi-quantitative Quantitative 

Direct 

bilirubin 

(mg/dL)

HI 21,501 -0.057 <0.001 0.003 -0.076x + 0.128 HI (3+) 0.7495

BUN 

(mg/dL)

HI 33,456 0.015 0.006 0.0002 1.603x + 14.834 HI (4+) 1.5639

Cholesterol 

(mg/dL)

II 29,433 0.133 <0.001 0.018 364.018x + 

165.639

II (1+) 0.0455

LDH (U/L) HI 1,574 0.384 <0.001 0.147 761.399x + 

199.602

HI (0) 0.0393

Lipase 

(U/L)

II 604 0.031 0.451 - No significant 

correlation

N/A N/A

Magnesium 

(mg/dL)

HI 8,596 0.078 <0.001 0.006 0.391x + 1.984 HI (3+) 0.7611

HI, hemolysis index; II, icterus index; LI, lipemia index; N/A, not applicable

Table 5	Pearson correlation and linear regression analysis of quantitative HIL index and biochemical  

	 level. (Cont.)
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Table 6	Hemolysis and lipemic interference thresholds comparing HIL index obtained from the  

	 manufacturer and HIL index determined in this study for seven biochemical parameters  

	 determined by the Beckman Coulter AU5800 analyzer.

Analyte (unit) HIL index HIL index thresholds from 

manufacturer

HIL index thresholds for clinically 

significant difference

Semi-quantitative 

HIL index

Acceptance 

criteria

Semi-quantitative 

HIL index

Acceptance 

criteria

ALT (U/L) HI

LI

4+ 

4+ 

<10% or 6 U/L

<3% or 6 U/L

2+b

1+b
<6 U/L

AST (U/L) HI

LI

N/A

4+ 

N/A

<5%

1+a

2+a
<6 U/L

Total bilirubin 

(mg/dL)

HI 1+ <10% 2+a <27%

Direct bilirubin 

(mg/dL)

HI N/A N/A 3+b <44.5%

BUN (mg/dL) HI 3+ <10% 4+b <16.9%

LDH (U/L) HI N/A N/A 0b <15%

Magnesium 

(mg/dL)

HI 2+ <10% or 0.29 

mg/dL

3+b <15%

HI, hemolysis index; II, icterus index; LI, lipemia index; N/A, not applicable
a Clinically significant difference in biochemical level compared to HIL index (0)
b Clinically significant difference in biochemical level predicted by the linear regression model

Fig. 4 	Linear regression analysis of the biochemical levels and the quantitative serum indices.  
Hemolysis index (HI); ALT (A), AST (B), TB (C), DB (D), BUN (E), LDH (F), and magnesium (G). 
Icterus index (II); cholesterol (H). Lipemia index (LI); ALT (I) and AST (J). Solid black lines show 
linear regression lines with a 95% confidence interval (dashed lines). Acceptance limits were 
calculated from the constant of the linear regression model based on acceptance criteria. The 
upper acceptance limit (UAL) and lower acceptance limit (LAL) were indicated as red dashed 
lines.
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วิิจารณ์์
การศึึกษานี้้�เป็็นการประเมิินผลกระทบจาก 

การแตกของเม็็ดเลืือดแดง ความเหลืืองและ 

ความขุ่่�น ต่่อการวิิเคราะห์์สารชีีวเคมีีในเลืือด จำำ�นวน 

9 รายการทดสอบ ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ 

ทางเคมีีคลิินิิก Beckman Coulter AU5800  

โดยใช้้ฐานข้้อมููลจากการประเมิิน HIL index 

และผลตรวจระดัับสารชีีวเคมีีในงานประจำำ�วันเป็็น

เวลา 7 เดืือน พบว่่าสิ่่�งส่่งตรวจที่่�มีีระดัับ HIL  

index ตั้้�งแต่่ (3+) ขึ้้�นไป ได้้แก่่ hemolysis 

index (hemoglobin > 200 mg/dL), icterus 

index (bilirubin > 10 mg/dL) และ lipemia 

index (Intralipid > 200 mg/dL) มีีเพีียงร้้อยละ 

0.3, 2.9 และ 0.02 ตามลำำ�ดัับ (Table 2-4) ซึ่่�ง

ไม่่เพีียงพอต่่อการวิิเคราะห์์ทางสถิิติิ จึึงไม่่สามารถ

ประเมิินผลการรบกวนจาก HIL ที่่�ระดัับมากกว่่า 

(2+) ได้ ้อย่า่งไรก็ต็ามอััตราการพบดัังกล่า่วสะท้้อนถึึง 

การจััดการในขั้้�นตอนก่่อนการตรวจวิิเคราะห์์เพื่่�อ

ให้้ ได้้มาซึ่่�งสิ่่� งส่่งตรวจที่่�มีีคุุณภาพ โดยเฉพาะ

อย่่างยิ่่�งตััวอย่่างที่่�มีีการแตกของเม็็ดเลืือดแดง  

พบโดยเฉลี่่�ยน้อ้ยกว่่าร้อ้ยละ 3 ซึ่่�งใกล้้เคีียงกัับรายงาน

การประเมินิสิ่่�งส่ง่ตรวจที่่�มีกีารแตกของเม็็ดเลือืดแดง 

ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์อัตัโนมััติจิากโรงพยาบาลมหาวิิทยาลััย 

ระดัับตติิยภููมิิในประเทศจีีนในปีี พ.ศ. 2565 ที่่�พบ

ร้้อยละ 3.84(23) 

การศึึกษานี้้�นำำ�เสนอรููปแบบการประเมิิน

ผลกระทบจาก HIL อีีกรููปแบบหน่ึ่�ง นอกเหนืือ

จากแนวทางที่่�แนะนำำ�โดย CLSI(12) อย่่างไรก็็ตาม

วิิธีีการเตรีียมสารละลายเม็็ดเลืือดแดง เพื่่�อใช้้ใน 

การประเมิินการรบกวนการตรวจวิิเคราะห์์จากการ

แตกของเม็็ดเลืือดแดง มีีความหลากหลายและอาจ 

ส่่งผลต่่อระดัับการรบกวนการวิิเคราะห์์สารชีีวเคมีี 

ที่่�แตกต่่างกันัในแต่่ละวิิธีี(4) จากผลการศึึกษาในครั้้�งนี้้� 

พบว่่า การรบกวนที่่�เกิิดจากสารชีีวเคมีีที่่�มีีความ

เข้้มข้้นสููงภายในเม็็ดเลืือดแดง ได้้แก่่ LDH และ 

AST ส่่งผลต่่อการวิิเคราะห์์สารชีีวเคมีีนั้้�นอย่่างมาก

เมื่่�อเกิิดการแตกของเม็็ดเลืือดแดง ในสิ่่�งส่่งตรวจ 

โดยพบการรบกวนตั้้�งแต่่ระดัับ HI (0) ถึึง HI (1+) 

หรืือที่่�ระดัับฮีี โมโกลบิินน้้อยกว่่า 100 mg/dL 

ซึ่่�งให้้ผลที่่�สอดคล้้องกัันในหลายการศึึกษา แม้้ว่่า

จะใช้้เครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ น้ำำ��ยาตรวจวิิเคราะห์์ 

และวิิธีีการประเมิิน HIL index ที่่�แตกต่่าง

กัันในแต่่ละผู้้�ผลิิตก็็ตาม(15, 22-26) โดยพบว่่า 

การวิิเคราะห์์ LDH มีีความไวต่่อการถููกรบกวน

จากการแตกของเม็็ดเลืือดแดง มากที่่�สุุด ที่่�ระดัับ  

HI (1+) เมื่่�อเปรีียบเทีียบการเปลี่่�ยนแปลงของระดัับ 

LDH ที่่�ระดัับ HI (0) แต่่หากพิิจารณาแนวโน้้ม

การเปลี่่�ยนแปลงของระดัับ LDH ที่่�ระดัับ HI (0) 

ร่่วมกัับผลการทำำ�นายโดยใช้้ตััวแบบถดถอยเชิิงเส้้น 

พบว่่าการวิิเคราะห์์ LDH ถููกรบกวนจากการ

แตกของเม็็ดเลืือดแดง ตั้้�งแต่่ระดัับ HI (0) 

ซึ่่�งสอดคล้้องกัับผลการศึึกษาก่่อนหน้้าที่่�ทดสอบ

การรบกวนโดยใช้้สารละลายเม็็ดเลืือดแดง ที่่�

ระดัับฮีี โมโกลบิิน 25-27 mg/dL ด้้วยเครื่่�อง

วิิเคราะห์์อััตโนมััติิ Beckman Coulter โดยให้้ 

ผลการวิิเคราะห์์ LDH เปลี่่�ยนแปลงไปร้้อยละ 

18.3-21.1(15, 24) ดัังนั้้�นค่่า cutoff จากผู้้�ผลิิตที่่� 

0.1700 สำำ�หรัับประเมิิน hemolysis index  

ที่่�ระดัับ HI (1+) อาจมีีความไวไม่เ่พีียงพอที่่�จะใช้้ระบุุ

ระดัับที่่�มีีการรบกวนจากการแตกของเม็็ดเลืือดแดง  

ในการวิิเคราะห์์ LDH ซึ่่�งผลการทำำ�นายการรบกวน

โดยใช้้ตััวแบบถดถอยเชิิงเส้้นจากการศึึกษาในครั้้�งนี้้� 

พบว่่า cutoff ที่่�พบการรบกวนจากการแตก

ของเม็็ดเลืือดแดง เกิินเกณฑ์์การยอมรัับในการ

ทดสอบ LDH เท่่ากัับ 0.0393 (Table 5) 

นอกจากนี้้�ผลการเปรีียบเทีียบการเปลี่่�ยนแปลง
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ระดัับสารชีีวเคมีีในการวิิเคราะห์์ ALT, BUN และ 

magnesium ไม่่พบการรบกวนจากการแตกของ 

เม็็ดเลืือดแดง ที่่�ระดัับน้้อยกว่่าหรืือเท่่ากัับ HI (2+) 

ซึ่่�งผลจากการศึึกษาอื่่�น ๆ ได้้สนัับสนุุนการพบ

การรบกวนที่่�ระดัับสููงกว่่า คืือ พบการรบกวน

การวิิเคราะห์์ ALT ที่่�ระดัับ HI (3+)(15, 24) 

BUN ที่่�ระดัับมากกว่่า HI (3+)(15, 24) และ 

magnesium ที่่�ระดัับมากกว่่า HI (4+)(15, 23)

การแตกของเม็ด็เลือืดแดง ที่่�ระดับั HI (2+) 

ส่่งผลกระทบต่่อการวิิเคราะห์์ TB โดยมีีค่่าระดัับสาร

ชีีวเคมีีลดลงถึึงร้้อยละ 38 แต่่ไม่่พบการลดลงอย่่าง

มีีนััยสำำ�คััญทางคลิินิิก (> 44.5%) ต่่อการวิิเคราะห์์ 

DB ที่่�ระดับัเดียีวกัันนี้้� ซึ่่�งให้้ผลการศึึกษาเช่่นเดียีวกันั 

กัับการศึึกษาก่่อนหน้้าที่่�ทำำ�การศึึกษาผลของการแตก

ของเม็็ดเลืือดแดง ต่่อการวิิเคราะห์์ระดัับสารชีีวเคมีี

ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิรุ่่�น AU480 และ 

AU2700 โดยใช้้วิิธีีเตรีียมสารละลายเม็็ดเลืือดแดง  

ด้้วยวิิธีีเค้้นเฉืือน (shear stress) โดยการดููดเลืือด

ผ่่านเข็็มฉีีดยาด้้วยความเร็็ว และวิิธีีการแช่่แข็็งและ

ละลายอย่่างรวดเร็็ว (rapid freeze-thaw) พบการ

เปลี่่�ยนแปลงของระดัับ TB ลดลงจากระดัับเริ่่�มต้้น

มากกว่่าร้้อยละ 30 ที่่�ระดัับ HI (2+) (ความเข้้มข้้น

ฮีีโมโกลบิิน 100-199 mg/dL)(23, 24) และพบการ

เปลี่่�ยนแปลงของระดัับ DB ลดลงจากระดัับเริ่่�มต้้น

มากกว่า่ร้อ้ยละ 44.5 ที่่�ระดับั HI (4+) (ความเข้ม้ข้น้ 

ฮีีโมโกลบิิน 300-499 mg/dL)(23) การรบกวนนี้้�

อาจเป็็นผลจาก pseudoperoxidase activity ของ

ฮีีโมโกลบิินที่่�รบกวนปฏิิกิิริิยา diazotization ใน 

ขั้้�นตอนการตรวจวิเิคราะห์ ์โดยไปทำำ�ลาย azobilirubin 

ผ่่านปฏิิกิิริิยาออกซิิเดชััน (oxidation reaction) จึึง

ทำำ�ให้้ตรวจวััดบิิลิิรููบิินได้้ค่่าต่ำำ��ลง(27) แต่่จากผลการ

ศึึกษาผลกระทบจากการแตกของเม็็ดเลือืดแดง โดยใช้้ 

สารละลายฮีีโมโกลบิินที่่�เตรียีมจากฮีีโมโกลบิินบริสิุทุธิ์์� 

ไม่่พบการเปลี่่�ยนแปลงอย่่างมีีนััยสำำ�คััญของระดัับ 

TB (เปลี่่�ยนแปลงน้้อยกว่่าร้้อยละ 10.9) และ DB 

(เปลี่่�ยนแปลงน้้อยกว่่าร้้อยละ 18.4) จนถึึงระดัับ 

HI (5+)(13)

การรบกวนการวิิเคราะห์์จากความเหลืือง 

เนื่่�องจากปฏิิกิิริิยาระหว่่างบิิลิิรููบิินและ hydrogen 

peroxide ซึ่่�งเป็็นสารตััวกลางในปฏิิกิิริิยาการ

วิิเคราะห์์สารชีีวเคมีี เช่่น การวิิเคราะห์์ cholesterol 

และ lipase โดยจะส่่งผลให้้ค่่าระดัับสารชีีวเคมีี

ที่่� วิิ เคราะห์์ ได้้มีีค่่ าลดลง ดัังเ ช่่นผลการศึึกษา

ของ Akbas และคณะ(15) โดยพบระดัับของ 

cholesterol และ lipase ลดลงอย่่างมีีนััยสำำ�คััญ 

ทางคลิินิิก ที่่�ระดัับ II (3+) และ II (4+) แต่่ 

ผลจากการศึึกษาในครั้้�งนี้้� ไม่่พบการรบกวนจาก

ความเหลืือง ต่่อการวิิเคราะห์์สารดัังกล่่าวอย่่าง 

มีีนััยสำำ�คััญที่่�ระดัับ II (1+) และยัังไม่่พบแนวโน้้ม 

การเปลี่่�ยนแปลงที่่�ชััดเจนและสอดคล้้องกัันเมื่่�อมีี 

การเพิ่่�มขึ้้�นของ II เชิิงปริิมาณ ซึ่่�งอาจเป็็นผลจาก 

ข้้อจำำ�กััดของปริิมาณข้้อมููลที่่�สามารถวิิเคราะห์์ ได้้ 

มีีเพีียง 2 ระดัับ และระดัับที่่� II (1+) มีีจำำ�นวน

ตััวอย่่างน้้อยซึ่่�งส่่งผลต่่อความกว้้างของ IQR และ

ความแม่่นยำำ�ในการประเมิิน outlier ด้้วยวิิธีีของ 

Tukey(28)

การรบกวนการกระเจิิงแสง ของความขุ่่�น 

จากไลโปโปรตีีน (lipemia) โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�ง 

ในการวิิเคราะห์์ด้้วย UV เช่่น การวิิเคราะห์์เอนไซม์์ 

ALT และ AST จากผลการศึึกษาในครั้้�งนี้้� 

พบการเปลี่่�ยนแปลงของระดับัเอนไซม์เ์พิ่่�มขึ้้�นร้อ้ยละ 

26.1-34.2 ที่่�ระดัับ LI (2+) เปรีียบเทีียบกัับ

การศึึกษาผลของความขุ่่�น ต่่อการวิิเคราะห์์ระดัับ

สารชีีวเคมีีโดยใช้้ Intralipid ซึ่่�งเป็็นสารละลาย 

อิิมััลชัันไขมัันสัังเคราะห์์ และเป็็นสารที่่�ทางผู้้�ผลิิต 

ใช้ท้ดสอบการรบกวนการวิเิคราะห์จ์ากความขุ่่�น พบว่่า
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ระดัับของเอนไซม์์ ALT และ AST เปลี่่�ยนแปลง

ไปมากกว่่าร้้อยละ 24.2-35.6 ที่่�ระดัับ LI (2+) ถึึง 

LI (3+)(15) อย่่างไรก็็ตามมีีรายงานเกี่่�ยวกัับแนวโน้้ม 

ความไม่่สอดคล้้องกัันของผลการรบกวนระหว่่าง

การศึึกษาโดยใช้้ไขมัันตามธรรมชาติิ (endogenous 

lipid) กัับ Intralipid หรืือสารละลายอิิมััลชััน

ไขมัันอื่่�น เนื่่�องจากองค์์ประกอบที่่�แตกต่่างกััน

ระหว่่างสารละลายอิิมััลชัันไขมัันสัังเคราะห์์กัับไขมััน

ตามธรรมชาติิที่่�พบในสิ่่�งส่่งตรวจ ซึ่่�งประกอบด้้วย 

ไลโปโปรตีีนหลายชนิิดที่่�มีีขนาดแตกต่่างกััน รวมถึึง 

ยัังมีีจำำ�นวนที่่�แตกต่่างกัันในแต่่ละบุุคคล จึึงแนะนำำ�

ให้้ใช้้ไขมัันตามธรรมชาติิ (endogenous lipid) ใน

การประเมิินผลกระทบจากความขุ่่�น(29) ทั้้�งนี้้�การศึึกษา

ในครั้้�งนี้้�ประเมิินผลการรบกวนการตรวจวิิเคราะห์์สาร

ชีีวเคมีีโดยใช้้ลัักษณะตามธรรมชาติิของสิ่่�งส่่งตรวจที่่�

มีีความขุ่่�น ด้้วยการประเมิินจากค่่า lipemia index 

เพีียงอย่่างเดีียว โดยไม่่ได้้ประเมิินระดัับของไตรกลีี- 

เซอไรด์์ร่่วมด้้วย

การใช้้ตััวแบบถดถอยเชิิงเส้้นเพื่่�อทำำ�นาย

ระดัับที่่�มีีการรบกวนจากการแตกของเม็็ดเลืือดแดง 

และความขุ่่�นนั้้�น พบว่่า รายการทดสอบส่่วนใหญ่่ 

ให้้ผลที่่�สอดคล้้องกัับการศึึกษาเปรีียบเทีียบความ 

แตกต่่างของระดัับสารชีีวเคมีี ในการศึึกษาครั้้�งนี้้� 

และการศึึกษาก่่อนหน้้า(13, 15, 23, 24) ซึ่่�งศึึกษา 

ด้้วยวิิธีีการเติิมสารรบกวนตามแนวทางที่่� CLSI 

แนะนำำ� โดยมีคีวามแตกต่่างของระดับั HIL index 

ไม่่เกิิน 1 ระดัับ ยกเว้้นการศึึกษาการรบกวน

จากความเหลืืองต่่อการวิิเคราะห์์ cholesterol  

เนื่่�องด้้วยเหตุุผลด้้านข้้อจำำ�กััดดัังที่่�ได้้กล่่าวไปแล้้ว 

ทั้้�งนี้้�ระดัับที่่�พบการรบกวนจาก HIL นั้้�นอาจมีี

ความแตกต่่างกัันในแต่่ละการศึึกษา รวมถึึงแตกต่่าง 

จากที่่�ผู้้�ผลิิตระบุุไว้้ เนื่่�องจากขั้้�นตอนและวิิธีีที่่�ใช้้ใน

การศึึกษา ความเข้้มข้้นของสารรบกวนที่่�นำำ�มาทดสอบ 

และเกณฑ์์การยอมรัับการรบกวนที่่�แตกต่่างกััน

จากการเปรีียบเทีียบระดัับของ HIL index 

ที่่�ส่ง่ผลกระทบต่อ่การวิเิคราะห์แ์ละเกณฑ์ก์ารยอมรับั

การรบกวนระหว่า่งข้อ้มูลูจากผู้้�ผลิติกับัผลการศึึกษาใน

ครั้้�งนี้้� (Table 6) พบว่่าการแตกของเม็็ดเลืือดแดง 

ส่่งผลต่่อค่่าการวิิเคราะห์์ LDH และ AST เชิิงบวก 

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางคลิินิิกที่่� ระดัับ HI (0) 

และ HI (1+) ซึ่่�งเป็็นระดัับที่่�พบการแตกของ 

เม็็ดเลืือดแดงเพีียงเล็็กน้้อย ส่่วนการวิิเคราะห์์ DB 

ได้ร้ับัผลกระทบเชิงิลบจากการแตกของเม็ด็เลือืดแดง 

ที่่�ระดัับ HI (3+) โดยที่่�ทั้้�ง 3 รายการทดสอบ 

ไม่่มีีข้้อมููลผลกระทบของการแตกของเม็็ดเลืือดแดง 

จากผู้้�ผลิิต นอกจากนี้้�การแตกของเม็็ดเลืือดแดง 

และความขุ่่�นส่่งผลต่่อค่่าการวิิเคราะห์์ ALT และ 

AST ที่่�ระดัับต่ำำ��กว่่าที่่�ผู้้�ผลิิตระบุุไว้้ 2-3 ระดัับ 

แม้ว้่า่ในการศึึกษาครั้้�งนี้้�จะใช้เ้กณฑ์ก์ารยอมรัับที่่�กว้า้ง

กว่่าหรืือเท่่ากัับผู้้�ผลิิตก็็ตาม โดยเฉพาะอย่่างยิ่่�งใน 

การศึึกษาผลกระทบจากความขุ่่�น ในการทดสอบ ALT 

และ AST ซึ่่�งทางผู้้�ผลิิตรายงานระดัับการรบกวนที่่� 

LI (4+) ที่่�เกณฑ์์การยอมรัับการรบกวนร้้อยละ 3-5 

ในขณะที่่�การศึึกษานี้้�พบการเปลี่่�ยนแปลงของ

ระดัับสารชีีวเคมีีร้้อยละ 8-14 ที่่�ระดัับ LI (1+) 

ซึ่่� งความแตกต่่างนี้้�อาจเป็็นผลจากสารรบกวน 

Intralipid ที่่�ผู้้�ผลิิตนำำ�มาใช้้ทดสอบผลกระทบจาก

ความขุ่่�น สอดคล้้องกัับผลการศึึกษาของ Lim 

และคณะ(13) ซึ่่�งใช้้สาร Intralipid ในการศึึกษา

การรบกวนการวิิเคราะห์์ ALT และ AST 

ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์รุ่่�นเดีียวกัันนี้้� โดยพบการ

เปลี่่�ยนแปลงของระดัับเอนไซม์์ดัังกล่่าวน้้อยกว่่า 

ร้้อยละ 9.7 และ 6.2 ที่่�ระดัับ HI (5+) สำำ�หรัับ

ผลของการแตกของเม็็ดเลืือดแดง ต่่อการวิิเคราะห์์ 

TB, BUN และ magnesium พบผลกระทบ 

ที่่�ระดัับ HI สููงกว่่าที่่�ผู้้�ผลิิตระบุุไว้้ ทั้้�งนี้้�เนื่่�องจาก

เกณฑ์ก์ารยอมรับัการรบกวนของการศึึกษานี้้�ที่่�กำำ�หนด

โดยใช้้ค่่า allowable total analytical error (TEa) 
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ซึ่่�งแตกต่า่งกันัในแต่ล่ะสารชีวีเคมีแีละมีเีกณฑ์์ที่่�กว้า้ง

กว่า่ของผู้้�ผลิติซึ่่�งนิยิมใช้เ้กณฑ์์การยอมรับัการรบกวน

เดีียวกัันที่่�ร้้อยละ 10 

ข้้อจำำ�กััดของการศึึกษานี้้� คืือ การศึึกษาโดย

ใช้้ฐานข้้อมููลของการประเมิิน HIL ในสิ่่�งส่่งตรวจใน

งานประจำำ�วัันส่่งผลให้้ขนาดของตััวอย่่างที่่�มีีผล HIL 

index ตั้้�งแต่ร่ะดับั (3+) ขึ้้�นไป มีจีำำ�นวนไม่เ่พียีงพอ จึึง

ไม่่สามารถศึึกษาเปรีียบเทียีบผลกระทบ HIL ต่อ่การ

วิิเคราะห์์สารชีีวเคมีีในเลืือดได้้ครบทุุกระดัับ รวมถึึง 

ยัังไม่่ครอบคลุุมทุุกรายการทดสอบในงานประจำำ�วัน 

และเป็็นการศึึกษาผลกระทบของระดัับสารชีีวเคมีีใน

ระดัับปกติิ (normal level) เพีียงระดัับเดีียว ทั้้�งนี้้�

การเพิ่่�มระยะเวลาการศึึกษาอาจช่่วยให้้มีีข้้อมููลที่่�

ครอบคลุุมหลายระดัับมากยิ่่�งขึ้้�น อย่่างไรก็็ตามจากผล

การศึึกษาผลกระทบของ HIL ต่่อระดัับสารชีีวเคมีีที่่�

ระดัับผิิดปกติิ (pathogenic level) ที่่�เป็็นค่่าสููงจะ

ได้้รัับผลกระทบจากการรบกวนที่่�ระดัับ HIL index 

เดีียวกัันกัับผลกระทบที่่�พบในระดัับสารชีีวเคมีีปกติิ 

(normal level) หรืือในระดัับ HIL index  

ที่่�สููงกว่่า(13, 23)

สรุุป
การประเมิิน HIL ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์

อััตโนมััติิทางเคมีีคลิินิิกเป็็นวิิธีีประเมิินสิ่่�งส่่งตรวจที่่�

ใช้้กัันแพร่่หลายในปััจจุุบััน การศึึกษานี้้�นำำ�เสนอผล

ประเมิินการรบกวนจากการแตกของเม็็ดเลืือดแดง 

ความเหลืือง และความขุ่่�นต่่อการวิิเคราะห์์สารชีีวเคมีี

ในเลืือดด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ Beckman 

Coulter AU5800 และนำำ�เสนอรููปแบบการประเมิิน

ผลกระทบจาก HIL อีีกรููปแบบหนึ่่�ง ซึ่่�งสามารถนำำ�

ไปปรัับใช้้ในการประเมิินผลกระทบจาก HIL ด้้วย

เครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิทางเคมีีคลิินิิกอื่่�น ๆ ในห้้อง

ปฏิิบััติิการได้้ อย่่างไรก็็ตามเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ

ทางเคมีีคลิินิกิของแต่่ละบริิษััทอาจมีีความแตกต่่างใน

การวิิเคราะห์์ HIL index เกณฑ์์หรืือ cutoff limit  

รวมถึึงการแปลผล ซึ่่�งผู้้�ใช้จ้ะต้อ้งศึึกษาคู่่�มือืการใช้ข้อง

แต่่ละเครื่่�องประกอบด้้วย นอกจากนี้้�ห้้องปฏิิบััติิการ

ควรประเมิิน และกำำ�หนดระดัับค่่า cutoff ที่่�เหมาะสม 

ของ HIL index เพื่่�อประโยชน์์ในการตััดสิินใจ 

ดำำ�เนิินการกัับสิ่่�งส่่งตรวจ การปฏิิเสธสิ่่�งส่่งตรวจ หรืือ

การระบุุความเห็็นไปพร้้อมกัับผลการวิิเคราะห์์ เพื่่�อ

ให้้ผู้้�ป่่วยได้้รัับความปลอดภััยสููงสุุดจากผลตรวจทาง

ห้้องปฏิิบััติิการ 
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Abstract 
Automated fecal analyzers have been employed in many laboratories in Thailand due to 

advances in artificial technology, the advancement of concentration technique, and the need to 

lean laboratory process while maintaining testing efficiency. However, the laboratory must 

evaluate the performance of the fecal analyzer before implementation. This study evaluated the 

effectiveness of automated fecal analyzer ORIENTER FA280 in terms of process reduction of 

processing steps, and performance for red blood cells, white blood cells, yeast cells, and occult 

blood test. A total of 300 samples were collected for the comparison between ORIENTER FA280 

and normal saline simple smear. For occult blood test, 61 samples were used for comparison  

with Rapid Fecal Occult Blood Test Card (Boson Biotech). The results demonstrated that the 

utilization of the ORIENTER FA280 could minimize the specimen processing from 8 to 3 steps. 

The Cohen’s kappa agreement for red blood cells, white blood cells, and yeast cells ranged  

between 0.37 and 0.45 when compared to normal saline simple smear technique, indicating 

moderate agreement. This is owing to the enhanced detection intensity of ORIENTER FA280. 

Nonetheless, the difference was only one level higher, which was acceptable for qualitative  

detection. The agreement between ORIENTER FA280 and simple smear technique for parasite 

identification, as well as the agreement between ORIENTER FA280 and Boson Biotech for occult 

blood test, were almost comparative (Cohen’s kappa agreement scores were 0.82 and 0.93,  

respectively). On the other hand, ORIENTER FA280 provided better performance for larva and 

protozoa identification. In conclusion, the automated fecal analyzer ORIENTER FA280  
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demonstrated several advantages both for process reduction as well as fecal sediment  

examination. Still, to get the most out of this technology, continuous verification should be  

performed by the laboratory.

Keywords:	 Stool examination, Fecal analyzer, Performance evaluation, Occult blood test



วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การประเมินประสิทธิภาพของเครื่องอัตโนมัติ FA280 
ในการตรวจอุจจาระ

อนุชิน นาเจิมพลอย1* รุจนันท์ คะเชนทร์ชาติ1 เจนจิรา เจริญชัย1 และ ประสงค์ แคน้ำ�2*

1หน่วยจุลทรรศน์วินิจฉัย โรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น จังหวัดขอนแก่น
2คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยมหิดล จังหวัดนครปฐม

บทคััดย่่อ
เครื่องตรวจตะกอนอุจจาระอัตโนมัติเป็นเครื่องมือท่ีเริ่มมีการใช้งานในห้องปฏิบัติการใน

ประเทศไทย เน่ืองจากการพัฒนาด้านเทคโนโลยีปัญญาประดิษฐ์ การใช้เทคนิคการตรวจแบบเข้มข้น

และมีขั้นตอนอัตโนมัติจะช่วยลดการใช้ทรัพยากรบุคคลและเพิ่มประสิทธิภาพของการตรวจวินิจฉัยได้ 

ห้องปฏิบัติการจึงควรประเมินประสิทธิภาพของเครื่องก่อนนำ�มาใช้งาน โดยการศึกษาน้ีได้ทำ�การ 

เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการดำ�เนินการ และความสามารถในการตรวจตะกอนอุจจาระของเครื่อง 

ORIENTER รุ่น FA280 เทียบกับวิธี normal saline simple smear ในตัวอย่าง 300 ราย ท่ีเข้ารับบริการท่ี

โรงพยาบาลศรีนครินทร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยขอนแก่น และตัวอย่าง 61 รายจากกลุ่มนี้ใช้

ในการตรวจเลือดแฝงเทียบกับชุดทดสอบของบริษัท Boson Biotech ผลการศึกษาพบว่าเคร่ือง ORIENTER 

รุ่น FA280 สามารถลดขั้นตอนการทดสอบ 2 ชนิดนี้ได้จาก 8 ขั้นตอนเหลือ 3 ขั้นตอน โดยเฉพาะ 

ข้ันตอนการจัดการตัวอย่าง ส่วนการแยกชนิดส่ิงท่ีพบในตะกอนอุจจาระพบว่าเคร่ือง ORIENTER รุ่น FA280 

ให้ความแรงของความหนาแน่นของเม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาว และยีสต์มากกว่าวิธี simple smear  

เล็กน้อย (Cohen’s kappa อยู่ระหว่าง 0.37-0.45) แต่เน่ืองจากมีความแตกต่างเพียง 1 ระดับจึงถือว่าเป็น

ความแตกต่างท่ียอมรับได้ สำ�หรับการตรวจวินิจฉัยปรสิตและการตรวจหาเลือดแฝงพบว่าท้ังสองวิธีมี

ความสอดคลอ้งกนัสงู (Cohen’s kappa = 0.82 และ 0.93 ตามลำ�ดับ) แต่เครือ่ง ORIENTER รุน่ FA280 

จะมีโอกาสตรวจหาตัวอ่อนของหนอนพยาธิและโปรโตซัวได้ดีกว่า โดยสรุปเครื่องตรวจตะกอนอุจจาระ

อัตโนมัติช่วยเพิ่มประสิทธิภาพของการปฏิบัติงานได้ อย่างไรก็ตาม ห้องปฏิบัติการควรทำ�การประเมิน

อย่างต่อเนื่องระหว่างการใช้งาน เพื่อให้สามารถใช้งานเครื่องให้ได้ประโยชน์สูงสุด

คำ�สำ�คัญ: การตรวจวิเคราะห์อุจจาระ เครื่องตรวจตะกอนอุจจาระอัตโนมัติ การประเมินประสิทธิภาพ 

	    การตรวจเลือดแฝงในอุจจาระ

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: anucna@kku.ac.th, prasong.kha@mahidol.ac.th 
รับบทความ: 4 มกราคม 2567            แก้ไขบทความ: 21 มีนาคม 2567        รับตีพิมพ์บทความ: 27 มีนาคม 2567
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บทนำำ�
ปัจัจุบุันัแม้จ้ะมีกีารพัฒันาทางด้า้นเศรษฐกิจิ

และสัังคมไปค่่อนข้้างมากแล้้ว แต่่การติิดเชื้้�อปรสิิต

ยัังเป็็นปััญหาทางสาธารณสุุขที่่�มีีความสำำ�คัญของไทย 

โดยเฉพาะในเขตภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ(1, 2)  

ซึ่่�งมีีลัักษณะทางภููมิิศาสตร์์และวััฒนธรรมที่่�เอื้้�อต่่อ 

การติดิเชื้้�อปรสิติ ซึ่่�งจากการสำำ�รวจในประชากรจังัหวัดั

สกลนคร พบว่่าการติดิเชื้้�อสามารถพบได้้ตั้้�งแต่่วััยเด็็ก(3) 

นอกจากนี้้�การติิดเชื้้�อยัังอาจมาจากการย้้ายถิ่่�นฐาน 

เช่น่ จากแรงงานต่า่งด้า้ว(4) ดังันั้้�นในงานประจำำ�วันัจึึง

มีกีารตรวจวินิิิจฉัยัการติดิเชื้้�อปรสิติในตัวัอย่า่งอุจุจาระ 

ตามวััตถุุประสงค์์ต่่าง ๆ ได้้แก่่ การตรวจสุุขภาพ 

ประจำำ�ปี การตรวจวิินิิจฉััยในรายที่่�สงสััยว่่ามีีการติิด

เชื้้�อปรสิิต การวางแผนการรัักษาในโรคหรืือสภาวะ

อื่่�น ๆ เช่่น การเตรีียมการปลููกถ่่ายอวััยวะ เป็็นต้้น 

การตรวจวิินิิจฉััยด้้วยวิิธีีมาตรฐานคืือ normal saline 

simple smear technique เป็็นวิิธีีหลัักที่่�มีีใช้้ในห้้อง

ปฏิิบััติิการ เนื่่�องจากทำำ�ได้้ง่่าย ประหยััดและมีีความ

จำำ�เพาะสููง อย่่างไรก็็ตามวิิธีีนี้้�ใช้้เวลานาน และต้้อง 

จัดัสรรบุุคลากรที่่�มีีทักัษะความชำำ�นาญเข้้ามาปฏิิบัตัิงิาน 

จึึงอาจไม่่เหมาะกัับโรงพยาบาลขนาดใหญ่่ หรืือมีีการ

ส่ง่ตรวจอุจุจาระจำำ�นวนมาก โดยเฉพาะในช่ว่งเวลาเร่ง่

ด่ว่น ดังันั้้�นการใช้เ้ครื่่�องตรวจตะกอนอุจุจาระอัตัโนมัตัิิ

ที่่�สามารถตรวจตััวอย่่างได้้ครอบคลุุม ตั้้�งแต่่ลัักษณะ

ทางกายภาพ เคมี ีตลอดจนการวินิิจิฉัยัชนิดิของปรสิติ

ในตััวอย่่าง ก็็จะทำำ�ให้้ห้้องปฏิิบััติิการลดปััญหาต่่าง ๆ 

ดัังกล่่าวข้้างต้้นได้้

การศึึกษาโดย Lee และคณะ(5) พบว่า่เครื่่�อง

ตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ Automatic Vision-

Based Examination System (AVE-562) เพื่่�อ

วิินิิจฉััยไข่่พยาธิิ Clonorchis sinensis สามารถ

รายงานผล 5 ตััวอย่่างได้้ภายใน 27 นาทีี ในขณะที่่�

เทคนิคิ formalin-ether concentration technique 

(FECT) ใช้้เวลาถึึง 58 นาทีี อย่่างไรก็็ตามการ

วิินิิจฉััยด้้วยเครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิมีี

ความถููกต้้องเพีียงร้้อยละ 66.7 และมีีความไวเพีียง

ร้้อยละ 36.4 เมื่่�อเทีียบกัับวิิธีี formalin-ether 

concentration technique

Intra และคณะ(6) พบว่่าการใช้้เครื่่�องตรวจ

ตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ sediMAX ช่่วยเพิ่่�มความ

สะดวกในการปฏิิบััติิงาน มีีความไวและความจำำ�เพาะ

ถึึงร้อ้ยละ 100 อย่า่งไรก็ต็ามในการรายงานผลจะต้อ้ง

ให้้เจ้้าหน้้าที่่�ห้้องปฏิิบััติิการทบทวนภาพที่่�บัันทึึกได้้ 

และทำำ�การวิินิิจฉััยชนิิดของปรสิิตที่่�ตรวจพบ

ณััฐวิิชญ์์ ชุุมสาย และภาณุุพงษ์์ สหายสุุข(7) 

ศึึกษาเปรีียบเทียีบระหว่่างการตรวจวินิิจิฉัยัโรคติดิเชื้้�อ

ปรสิิตอย่่างง่่าย และวิิธีีตรวจด้้วยเครื่่�องตรวจตะกอน

อุุจจาระกึ่่�งอััตโนมััติิรุ่่�น Sciendox 50 ผลการศึึกษา

พบปรสิิต 18/150 ราย เมื่่�อตรวจด้้วยเครื่่�องตรวจ

ตะกอนอุุจจาระกึ่่�งอััตโนมััติิ ในขณะที่่�การตรวจด้้วย

วิิธีีอย่่างง่่ายพบปรสิิตเพีียง 7/150 ราย อย่่างไรก็็ตาม

การศึึกษานี้้�มีีตััวอย่่างเชื้้�อปรสิิตจำำ�นวนน้้อย จึึงอาจมีี

ข้้อจำำ�กััดในการประเมิินประสิิทธิิภาพ

จากตััวอย่่างของการพััฒนาเครื่่�องตรวจ

ตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติทิั้้�ง 3 รุ่่�น พบว่่ายังัมีขี้อ้จำำ�กัดั 

ที่่�ต้้องมีีนัักเทคนิิคการแพทย์์มาช่่วยทบทวนภาพ

และรายงานผล หากมีีการใช้้เทคโนโลยีี artificial 

intelligence (AI) มาช่่วยในขั้้�นตอนวิินิิจฉััยชนิิด

ของเชื้้�อปรสิิต และมีีการศึึกษาในจำำ�นวนตััวอย่่างที่่�

มากขึ้้�น ก็จ็ะทำำ�ให้้ได้ผ้ลการประเมินิความสามารถของ

เครื่่�องตรวจวิเิคราะห์ท์ี่่�เหมาะสมยิ่่�งขึ้้�น เมื่่�อไม่น่านมานี้้�

มีกีารศึึกษาเพื่่�อประเมิินประสิิทธิภิาพของเครื่่�องตรวจ

ตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ ORIENTER รุ่่�น FA280 

ซึ่่�งใช้้หลัักการ cuvette-based เช่่นเดีียวกัับเครื่่�อง 

sediMAX แต่่มีีการบัันทึึกภาพจำำ�นวนมากกว่่าคืือ 

104 ภาพที่่�กำำ�ลัังขยาย 10× และ 22 ภาพที่่�กำำ�ลััง
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ขยาย 40× โดยมีีพารามิิเตอร์์ที่่�ทำำ�การประเมิิน ได้้แก่่ 

เม็็ดเลืือดแดง เม็็ดเลืือดขาว ยีีสต์์ และปรสิิต โดย

เป็็นการศึึกษาเปรีียบเทีียบระหว่่างการตรวจหาปรสิิต

ด้้วย AI และวิิธีี FECT ซึ่่�งพบว่่าทั้้�งสองวิิธีีมีีความ

สอดคล้้องกัันสููง(8)  

การศึึกษานี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อประเมิิน

ประสิิทธิิภาพของเครื่่�องวิิเคราะห์์ตะกอนอุุจจาระ

อััตโนมััติิ ORIENTER รุ่่�น FA280 ในการตรวจ

อุุจจาระในงานประจำำ�วััน ซึ่่�งครอบคลุุมตั้้�งแต่่ขั้้�นตอน

การตรวจลัักษณะ สีี การตรวจเลืือดแฝง และการ

วิินิิจฉััยปรสิิตในตะกอนอุุจจาระ ผลการศึึกษาที่่�ได้้จะ

เป็็นประโยชน์์กัับห้้องปฏิิบััติิการในประเทศไทย เพื่่�อ

พิิจารณาความเหมาะสมของการนำำ�เครื่่�องวิิเคราะห์์

ตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิมาทดแทนวิิธีีมาตรฐานที่่�ใช้้

เป็็นหลัักในงานประจำำ�วััน

วััสดุุและวิิธีีการ
1. ตัวอย่างที่ใช้ในการศึกษา

เก็็บตััวอย่่างอุุจจาระที่่�ส่่งตรวจที่่�หน่่วย

จุุลทรรศน์์วิินิิจฉััย งานห้้องปฏิิบััติิการเวชศาสตร์์

ชัันสููตร โรงพยาบาลศรีีนคริินทร์์ คณะแพทยศาสตร์์ 

มหาวิิทยาลััยขอนแก่่น เพื่่�อใช้้ศึึกษาเปรีียบเทีียบ

ระหว่่างวิิธีี normal saline simple smear 

technique และเครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ 

ORIENTER รุ่่�น FA280 จำำ�นวน 300 ตััวอย่่าง

ที่่�ส่่งตรวจระหว่่างวัันที่่� 1-31 พฤษภาคม 2565   

โดยประเมิินจากการศึึกษาก่่อนหน้้าของทีีมผู้้�วิิจััยซึ่่�ง

มีีการเก็็บตััวอย่่างประมาณ 300 ตััวอย่่าง และพบ

ตัวัอย่่างที่่�มีกีารติดิเชื้้�อปรสิติประมาณร้้อยละ 4.6 การ

ศึึกษานี้้�ได้ผ้่า่นการพิิจารณาด้้านจริยิธรรมในมนุุษย์จ์าก 

คณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจัยัในมนุษุย์ ์มหาวิทิยาลัยั

ขอนแก่่น เลขที่่� HE651458

2. การตรวจวิเคราะห์อุจจาระด้วยวิธี normal  

saline simple smear technique

การตรวจอุุจจาระด้้วยวิิธีี normal saline 

simple smear technique ประกอบด้้วย การตรวจ

ทางกายภาพ ได้้แก่่ สีี ลัักษณะของอุุจจาระ การพบ

มููกเลืือด จากนั้้�นใช้้ไม้้จิ้้�มอุุจจาระเลืือกสุ่่�มให้้ทั่่�วทั้้�ง

ภาชนะบรรจุุ และเมื่่�อพบบริิเวณที่่�มีีมููกหรืือเลืือดปน

ก็็จะจิ้้�มในบริิเวณนั้้�นด้้วย นำำ�อุุจจาระที่่�ได้้ไปสเมีียร์์

ลงบนสไลด์์ที่่�หยดสารละลายนอร์์มััลซาไลน์์เข้้มข้้น

ร้้อยละ 0.85 (0.85% NSS) ปิิดด้้วย cover slip 

ขนาด 22×22 มิิลลิิเมตร แล้้วนำำ�ไปตรวจวิิเคราะห์์

ด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์ จากนั้้�นรายงานผลการตรวจพบ

โปรโตซััว ไข่่พยาธิิ ตััวอ่่อนพยาธิิ และรายงานจำำ�นวน

เม็็ดเลืือดแดง (red blood cell, RBC) เม็็ดเลืือด

ขาว (white blood cell, WBC) และยีีสต์์ ต่่อกำำ�ลััง

ขยาย 40× (high power field, HPF) 

 

3. การตรวจตะกอนอุจจาระและเลือดแฝงใน

อุจจาระ (occult blood) ด้วยเครื่องตรวจตะกอน

อุจจาระอัตโนมัติ ORIENTER รุ่น FA280

เครื่่� องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ 

ORIENTER รุ่่�น FA280 ใช้้หลัักการถ่่ายภาพ

ดิิจิิทััลจากกล้้องจุุลทรรศน์์ สามารถวิิเคราะห์์อุุจจาระ

ได้้จากระบบถ่่ายภาพของเครื่่�อง การตรวจวิิเคราะห์์

เริ่่�มจากตัักอุุจจาระด้้วยช้้อนที่่�อยู่่� ใน collection 

tube โดยใช้้อุุจจาระประมาณ 0.25 มิิลลิิลิิตร หรืือ

เต็ม็ช้อ้นพอดี ีซึ่่�งจะทำำ�ให้้ได้ต้ัวัอย่า่งน้ำำ��หนักัประมาณ 

5 กรััม วาง collection tube ลงใน rack เครื่่�อง

จะทำำ�การตรวจวิิเคราะห์์โดยถ่่ายภาพอุุจจาระที่่�อยู่่�ใน

ช้้อนและรายงานผลการตรวจทางกายภาพ ได้้แก่่ สีี

และลัักษณะของอุุจจาระ จากนั้้�นเครื่่�องจึึงเติิมน้ำำ��ยา

สำำ�หรัับเจืือจาง (diluent) ลงประมาณ 5 มิิลลิิลิิตร 

แล้้วคนผสมอุุจจาระโดยระบบที่่�เรีียกว่่า air mix  
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ใช้เ้วลาประมาณ 40 วินิาทีแีละกรองเอากากออกผ่า่น 

แผ่่นกรอง (filter) จะได้้ตะกอนอุุจจาระที่่�ตกลง

ด้้านล่่างของหลอดโดยใช้้เวลาตกตะกอนประมาณ 

1.5-2 นาทีี เครื่่�องจะดููดตะกอนอุุจจาระเข้้าไปสู่่�

ช่่องบรรจุุตััวอย่่าง (chamber) เพื่่�อถ่่ายภาพด้้วย

กล้้องจุุลทรรศน์์ที่่�อยู่่�ในตััวเครื่่�องที่่�กำำ�ลัังขยาย 10× 

(low power field, LPF) จำำ�นวน 104 ภาพและ

ที่่�กำำ�ลัังขยาย 40× (HPF) จำำ�นวน 22 ภาพ ซึ่่�งใน

จำำ�นวนนี้้�มี ี61 ตัวัอย่า่งที่่�จะนำำ�ไปตรวจหาเลือืดแฝงใน

อุุจจาระ (occult blood) โดยเครื่่�องจะแยกตััวอย่่าง

จากขั้้�นตอนการตรวจอุุจจาระไปหยดใส่่ชุุดทดสอบที่่�

อยู่่�ในเครื่่�อง และจัับเวลาการเกิิดปฏิิกิิริิยา เมื่่�อครบ

เวลาเครื่่�องจะถ่า่ยภาพปฏิกิิริิยิาที่่�เกิดิขึ้้�นพร้อ้มแปลผล 

เป็็นบวกหรืือลบ นัักเทคนิิคการแพทย์์จะตรวจสอบ 

การรายงานผลจากเครื่่�องโดยทบทวนภาพถ่่าย 

ของแต่่ละตััวอย่่างก่่อนสรุุปผลการตรวจปรสิิตและ

เลืือดแฝงในอุุจจาระ ก่่อนรายงานผลการทดสอบ 

ทั้้�งสองชนิิดในแต่่ละตััวอย่่าง 

4. การตรวจเลือดแฝงในอุจจาระด้วยวิธี manual

ใช้้ชุุดตรวจ  Rapid fecal occult blood 

test card ของ Boson Biotech โดยใช้้ช้้อนตััก

ตััวอย่่างอุุจจาระใส่่ลงในหลอดบััฟเฟอร์์ จากนั้้�น 

เขย่่าผสมตััวอย่่างให้้เข้้ากัันกัับสารละลายบััฟเฟอร์์ 

ก่่อนนำำ�ไปหยดลงชุุดทดสอบ และรายงานผลการเกิิด

ปฏิิกิิริิยาตามคำำ�แนะนำำ�ของชุุดทดสอบ

5. การวิเคราะห์ทางสถิติ

คำำ�นวณค่่า positive percent agreement 

(PPA), negative percent agreement (NPA) และ 

overall agreement โดยใช้้โปรแกรม Microsoft 

Excel และคำำ�นวณค่่าสััมประสิิทธิ์์�ความสอดคล้้อง 

(Cohen’s kappa statistic) โดยใช้้โปรแกรม

ออนไลน์์(9) 

ผลการวิิจััย
1. การตรวจสอบทางกายภาพของตัวอยา่งอจุจาระ

และภาพถา่ยการทดสอบเลอืดแฝงในอจุจาระด้วย

เครือ่งตรวจตะกอนอจุจาระอตัโนมัติ ORIENTER 

รุ่น FA280

เครื่่� องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ 

ORIENTER รุ่่�น FA280 สามารถถ่่ายภาพลัักษณะ 

ทางกายภาพของตััวอย่่างอุุจจาระ และทำำ�การทดสอบ 

เลือืดแฝงในอุจุจาระ และบันัทึึกผลไว้้โดยอััตโนมััติ ิทำำ�ให้้

ลดขั้้�นตอนทั้้�งสองนี้้�ได้้ เพื่่�อประเมิินความเหมาะสม 

ของการนำำ�เครื่่�องไปใช้้งาน จึึงได้้ทำำ�การตรวจสอบ

ภาพตััวอย่่างทั้้�งหมด เพื่่�อประเมิินความชััดเจน และ

รายละเอีียดของภาพที่่�ได้้ ผลการตรวจสอบพบว่่า

ภาพลัักษณะทางกายภาพ และภาพผลการทดสอบ

เลืือดแฝงในอุุจจาระมีีความชััดเจน คมชััดเพีียงพอ

ดัังตััวอย่่างที่่�แสดงใน Fig. 1 และเมื่่�อเปรีียบเทีียบ

ขั้้�นตอนในการทดสอบพบว่า่การใช้เ้ครื่่�องตรวจตะกอน

อุุจจาระอััตโนมััติิ ORIENTER รุ่่�น FA280 จะช่่วย

ลดขั้้�นตอนในการทดสอบจาก 8 ขั้้�นตอนเหลืือเพีียง 

3 ขั้้�นตอน ดัังแสดงใน Fig. 2
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Fig. 1 Photos taken by automated fecal analyzer OREINTER FA280 for physical examination of fecal specimen 
and occult blood test 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

Fig. 1 Photos taken by automated fecal analyzer OREINTER FA280 for physical examination of fecal 
specimen and occult blood test.
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A. Conventional methods 

 
B. ORIENTER FA280 

 
Fig. 2 Workflow of fecal examination process and occult blood testing by conventional method (A), and 
automated fecal analyzer ORIENTER FA280 (B). 

Fig. 2 	Workflow of fecal examination process and occult blood testing by conventional method (A), and 
automated fecal analyzer ORIENTER FA280 (B).
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2. การเปรีียบเทีียบผลการตรวจหาเม็็ดเลืือดแดง 

เม็็ดเลืือดขาว ยีีสต์์ โปรโตซััว ไข่่พยาธิิ และ 

หนอนพยาธิใินตััวอย่า่งอุจุจาระ ระหว่า่งวิธิี ีnormal 

saline simple smear technique (NSS) และ

เครื่่�องตรวจตะกอนอุจุจาระอัตัโนมััติ ิORIENTER 

รุ่่�น FA280

เนื่่�องจากการพบเม็็ดเลือืดแดง เม็็ดเลือืดขาว 

และยีสีต์ ์ในตััวอย่่างอุุจจาระ สามารถใช้้เป็น็ข้อ้มูลูบ่ง่ชี้้� 

ภาวะติิดเชื้้�อ หรืืออัักเสบในลำำ�ไส้้ได้้ นอกจากนี้้�ใน

การตรวจด้้วยเครื่่�องอััตโนมััติิอาจทำำ�ให้้การวิินิิจฉััย

คลาดเคลื่่�อนได้้ หากโปรแกรมที่่�ใช้้พััฒนามาอย่่างไม่่ 

เหมาะสม ดังันั้้�นการศึึกษาครั้้�งนี้้�จึึงได้้ทำำ�การเปรีียบเทีียบ 

ผลการตรวจหาเม็็ดเลืือดแดง เม็็ดเลืือดขาว และ

ยีีสต์์ ระหว่่างวิิธีี normal saline simple smear 

technique (NSS) และเครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระ

อััตโนมััติิ ORIENTER รุ่่�น FA280 ผลการศึึกษา

แสดงดััง Table 1, Table 2 และ Table 3

จากการเปรีียบเทีียบผลการตรวจหา 

เม็็ดเลืือดแดง RBC พบว่่า ทั้้�งสองวิิธีีมีีค่่า Kappa 

= 0.39 แสดงว่่ามีีความสอดคล้้องพอใช้้ ซึ่่�งมาจาก

การที่่�เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิตรวจพบ 

เม็็ดเลืือดแดงได้้มากกว่่าวิิธีี simple smear จำำ�นวน 

8 ตััวอย่่าง ในขณะที่่�วิิธีี simple smear ตรวจ

พบเม็็ดเลืือดแดงได้้มากกว่่าเครื่่�องอััตโนมััติิจำำ�นวน 

1 ตัวัอย่่าง อย่า่งไรก็็ตามเนื่่�องจากทั้้�ง 9 ตัวัอย่า่งที่่�ตรวจ

ได้้ผลไม่่ตรงกััน มีีความหนาแน่่นของเม็็ดเลืือดแดง 

0-1/HPF ดังันั้้�นจึึงถือืว่า่เป็น็ความคลาดเคลื่่�อนเพียีง  

1 ระดัับ ซึ่่�งถืือว่่าเป็็นความแตกต่่างที่่�ยอมรัับได้้ของ

การทดสอบเชิิงคุุณภาพ

ผลการตรวจหาเม็็ดเลืือดขาว พบว่่า ได้้ค่่า 

Kappa = 0.45 แสดงว่่าทั้้�งสองวิิธีีมีีความสอดคล้้อง

ของผลการตรวจปานกลาง เนื่่�องจากเครื่่�องตรวจ

ตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิตรวจพบเม็็ดเลืือดขาวได้้

มากกว่่าวิิธีี simple smear จำำ�นวน 6 ตััวอย่่าง  

ในขณะที่่�วิิธีี simple smear ตรวจพบเม็็ดเลืือดขาว

ได้ม้ากกว่่าเครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติจิำำ�นวน 

1 ตััวอย่่าง โดยทั้้�ง 7 ตััวอย่่างที่่�ตรวจได้้ผลไม่่ตรงกััน 

มีีความหนาแน่่นของเม็็ดเลืือดขาว 0-1/HPF ดัังนั้้�น

จึึงถืือว่่าเป็็นความคลาดเคลื่่�อนเพีียง 1 ระดัับ ซึ่่�ง

ถืือว่่าเป็็นความแตกต่่างที่่�ยอมรัับได้้ของการทดสอบ

เชิงิคุณุภาพเช่น่เดียีวกับัผลการเปรียีบเทียีบการตรวจ

หาเม็็ดเลืือดแดง 

ผลการตรวจหายีีสต์์ พบว่่าได้้ค่่า Kappa 

= 0.37 แสดงว่่ามีีความสอดคล้้องพอใช้้ เนื่่�องจาก

เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิตรวจพบยีีสต์์ได้้

มากกว่่าวิิธีี simple smear จำำ�นวน 46 ตััวอย่่าง 

โดยเป็็นตััวอย่่างที่่�มีีความหนาแน่่นของยีีสต์์ต่ำำ�� (few) 

จึึงสรุุปได้้ว่่าการตรวจหายีีสต์์ด้้วยเครื่่�องตรวจตะกอน

อุุจจาระอััตโนมััติิกัับวิิธีี simple smear มีีความ

สอดคล้้องกัันและมีีความคลาดเคลื่่�อนที่่�ยอมรัับได้้ 

เช่น่เดีียวกัับการตรวจหาเม็็ดเลืือดแดงและเม็็ดเลืือดขาว 

การตรวจหาปรสิิต พบไข่่พยาธิิ 2 ชนิิด 

ได้้แก่่ Opisthorchis viverrini และ minute 

intestinal fluke พบตััวอ่่อนพยาธิิ 1 ชนิิด ได้้แก่่ 

Strongyloides stercoralis rhabditiform larva 

พบ trophozoite ของโปรโตซััว 1 ชนิิด ได้้แก่่ 

Trichomonas spp. พบ vacuolated form ของ

โปรโตซััว 1 ชนิิด ได้้แก่่ Blastocystis hominis 

และพบซีีสต์์ของโปรโตซััว 3 ชนิิด ได้้แก่่ Giardia 

lamblia, Chilomestix mesnili และ Endolimax 

nana โดยตรวจพบปรสิติเหมือืนกันัทั้้�งสองวิธิีจีำำ�นวน 

17 ตััวอย่่าง ตรวจพบปรสิิตจากเครื่่�องอััตโนมััติิ 

อย่า่งเดียีว 6 ตัวัอย่า่ง และตรวจพบปรสิติจากวิธิี ีNSS 

อย่่างเดีียว 1 ตััวอย่่าง ดัังแสดงใน Table 4 และ

เปรีียบเทีียบผลระหว่า่งวิธีิี simple smear และเครื่่�อง

ตรวจตะกอนอุจุจาระอัตัโนมัตัิ ิORIENTER FA280 

แสดงดััง Table 5 ผลการเปรีียบเทีียบได้้ค่่า Kappa 

= 0.82 แสดงว่่าทั้้�งสองวิิธีีให้้ผลสอดคล้้องกัันสููง 
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อย่่างไรก็็ตามเครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิจะ

ตรวจพบไข่่พยาธิิและโปรโตซััวมากกว่่า ส่ว่นวิิธี ีNSS 

จะทำำ�ให้้ตรวจพบตััวอ่่อนพยาธิิ ซึ่่�งมีีความสามารถใน

การเคลื่่�อนไหวได้้ 

Table 1	The comparison of RBC detected by simple smear technique and ORIENTER FA280.

RBC
NSS

Not found Found Total

FA280

Not found 288 1 289

Found 8 3 11

Total 296 4 300

PPA 75.0%

NPA 97.3%

% overall agreement 97.0%

Kappa 0.39

Table 2	 The comparison of WBC, detected by simple smear technique and ORIENTER FA280.

WBC
NSS

Not found Found Total

FA280

Not found 290 1 291

Found 6 3 9

Total 296 4 300

PPA 75.0%

NPA 98.0%

% overall agreement 97.7%

Kappa 0.45
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Table 3 The comparison of yeast detected by simple smear technique and ORIENTER FA280.

Yeast
NSS

Not found Found Total

FA280

Not found 237 0 237

Found 46 17 63

Total 283 17 300

PPA 100%

NPA 83.7%

% overall agreement 84.7%

Kappa 0.37

Table 4	Types and frequencies of parasites detected by simple smear technique and ORIENTER FA280.

Parasite
Found both NSS only FA280 only Not found 

both

Opisthorchis viverrini egg 1 2

Minute intestinal fluke egg 1

Strongyloides stercoralis rhabditiform larva 1

Trichomonas spp. trophozoite 1

Giardia lamblia cyst 1*

Endolimax nana cyst 2*

Blastocystis hominis vacuolated form 14 3

Chilomestix mesnili cyst 1*

Not found 276
*A specimen from each of these groups were detected together with Blastocystis homonis 

vacuolated form.



การประเมินประสิทธิภาพของเครื่องอัตโนมัติ FA280 ในการตรวจอุจจาระ 9221

Table 5 The comparison of parasite detected by simple smear technique and ORIENTER FA280.

Parasite
NSS

Not found Found Total

FA280

Not found 276 1 277

Found 6 17 23

Total 282 18 300

PPA 94.4%

NPA 97.9%

% overall agreement 97.7%

Kappa 0.82

3. การเปรียบเทียบผลการตรวจเลือดแฝงใน

อุจจาระ ระหว่างชุดทดสอบ Boson Biotech และ

เครือ่งตรวจตะกอนอจุจาระอตัโนมัติ ORIENTER 

รุ่น FA280

ผลการเปรีียบเทีียบความสอดคล้้องของผล

การตรวจเลืือดแฝงในอุุจจาระ ระหว่่างชุุดทดสอบ 

Boson Biotech และเครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระ

อััตโนมััติิ ORIENTER รุ่่�น FA280 พบว่่าได้้ค่่า 

Kappa = 0.93 แสดงว่า่ทั้้�งสองวิธิีีให้้ผลสอดคล้อ้งกันั

มาก โดยมีตีัวัอย่า่งที่่�ให้้ผลบวกจากชุดุทดสอบ Boson 

Biotech อย่่างเดีียว 1 ตััวอย่่าง และให้้ผลบวกจาก

เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิเพีียงอย่่างเดีียว 

1 ตััวอย่่าง ดัังแสดงใน Table 6

Table 6 	The comparison of occult blood tested by Rapid Occult Blood Test Card (Boson Biotech) and  

	 ORIENTER FA280.

Occult blood
Boson Biotech

Negative Positive Total

FA280

Negative 35 1 36

Positive 1 24 25

Total 36 25 61

PPA 96.0%

NPA 97.2%

% overall agreement 96.7%

Kappa 0.93
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วิิจารณ์์ผลและสรุุปผล
การใช้้งานเครื่่�องวิิเคราะห์์อััตโนมััติิในห้้อง

ปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อช่่วยลด

ขั้้�นตอนและทรััพยากรบุุคคลในการปฏิิบััติิงานเพื่่�อให้้

บุุคลากรได้้มีีโอกาสใช้้ความเชี่่�ยวชาญเพื่่�อพััฒนางาน

ด้้านอื่่�น ๆ และช่่วยให้้เกิิดประสิิทธิิภาพสููงสุุดในการ

ปฏิบิัตัิงิานให้้ได้ม้ากที่่�สุดุ ดังันั้้�นหากพิจิารณาประเด็น็

การลดขั้้�นตอนการตรวจวิินิิจฉััยปรสิิตและการตรวจ

เลืือดแฝง จากตััวอย่่างอุุจจาระ พบว่่าสามารถช่่วย

ลดขั้้�นตอนได้้จาก 8 ขั้้�นตอนเหลืือเพีียง  3 ขั้้�นตอน  

โดยเฉพาะขั้้�นตอนในการเตรีียมและทดสอบตััวอย่่าง จึึง 

เห็็นได้้ว่่าหากนำำ�เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ 

ORIENTER รุ่่�น FA280 หรืือรุ่่�นอื่่�น ๆ(5-7) มาใช้้

ก็็จะช่่วยให้้ลดกระบวนการได้้ โดยต้้องประเมิินความ

เหมาะสมกัับหน่่วยงาน ทั้้�งด้้านงบประมาณ พื้้�นที่่�  

รวมถึึงปริิมาณงาน ซึ่่�งหน่่วยจุุลทรรศน์วิินิจิฉััย งานห้้อง

ปฏิิบััติิการเวชศาสตร์์ชัันสููตร โรงพยาบาลศรีีนคริินทร์์ 

คณะแพทยศาสตร์์ มหาวิิทยาลััยขอนแก่่น มีีปริิมาณ

การส่่งตรวจอุุจจาระเฉลี่่�ยเดืือนละ 1,500 ตััวอย่่าง

และตรวจเลืือดแฝงในอุุจจาระ เฉลี่่�ยเดืือนละ 1,400 

ตััวอย่่าง ดัังนั้้�นหากนำำ�เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระ

อััตโนมััติิมาใช้้ ก็็จะทำำ�ให้้เกิิดประสิิทธิิภาพมากขึ้้�น 

อย่่างไรก็็ตามการศึึกษานี้้�ไม่่ได้้วิิเคราะห์์ turnaround 

time ของการตรวจ เนื่่�องจากในการปฏิิบััติิงานยึึด 

turnaround time ที่่� ใช้้กัับวิิธีีดั้้�งเดิิม จึึงไม่่ได้้

ประเมิินประสิิทธิิภาพด้้านนี้้� แต่่ได้้ประเมิินในด้้าน

ความสามารถของเครื่่�องในการตรวจหาเม็็ดเลืือดแดง  

เม็็ดเลืือดขาว ยีีสต์์ และปรสิิตชนิิดต่่าง ๆ

ผลการประเมิินความสามารถในการตรวจ

ของเครื่่�อง ORIENTER รุ่่�น FA280 เมื่่�อเทีียบกัับ

วิิธีี simple smear พบว่่าสามารถตรวจพบเม็็ดเลืือด

แดง เม็็ดเลืือดขาว และยีีสต์์ ได้้ในความแตกต่่างที่่�

ยอมรัับได้้ แต่่เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ

จะมีีความสามารถในการตรวจพบมากกว่่าเล็็กน้้อย 

ซึ่่�งถืือว่่าการวิินิิจฉััยและคำำ�นวณความหนาแน่่นโดย

โปรแกรมของเครื่่�องมีีความถููกต้้อง และสามารถช่่วย

ลดปััญหาความแตกต่่างในการรายงานผลจากการใช้้

ความรู้้�สึึกของผู้้�ปฏิิบััติิงานได้้

สำำ�หรัับการตรวจวิินิิจฉััยชนิิดของปรสิิต 

เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ ORIENTER 

รุ่่�น FA280 ใช้้วิิธีีการกรองตััวอย่่างก่่อน จึึงเสมืือน

เป็็นวิิธีีการตรวจแบบเข้้มข้้น (concentration 

technique) อีกีประเภทหนึ่่�ง ซึ่่�งหากเป็น็การทดสอบ

โดยใช้้วิิธีี formalin-ethyl acetate หรืือ Kato’s 

thick smear ก็จ็ะมีีความยุ่่�งยาก การศึึกษาก่่อนหน้า้นี้้� 

โดย Aiadsakun และคณะ(10) พบว่า่การใช้เ้ครื่่�องตรวจ 

ตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิจะช่่วยลดความยุ่่�งยาก แต่่

ให้ป้ระสิทิธิิภาพและความถูกูต้อ้งสอดคล้อ้งกับัวิธีิีการ

ตรวจแบบเข้ม้ข้น้แบบต่า่ง ๆ  ส่ว่นในการศึึกษานี้้�พบว่า่ 

เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ ORIENTER 

รุ่่�น FA280 สามารถแยกชนิิดของปรสิิตได้้มากกว่่า

วิิธีี simple smear เล็็กน้้อย โดยเฉพาะปรสิิตที่่�มีี

ขนาดใหญ่่ อาจเกิิดจากความคมชััดของภาพถ่่ายที่่�ได้้ 

อย่่างไรก็็ตามเนื่่�องจากพื้้�นที่่�ของภาคตะวัันออก 

เฉีียงเหนืือ มีีความชุุกของการติิดเชื้้�อพยาธิิใบไม้้ตัับ

สููง(11) ดัังนั้้�นข้้อดีีที่่�ได้้จากเครื่่�องอััตโนมััติินี้้� น่่าจะมีี

ส่ว่นช่ว่ยในการตรวจวินิิจิฉัยัการติดิเชื้้�อพยาธิิใบไม้ต้ับั

ให้้ทำำ�ได้้สะดวกยิ่่�งขึ้้�น และบริิษััทผู้้�ผลิิตอาจสามารถ

พััฒนาความละเอีียดของภาพถ่่ายโปรโตซััวให้้มีี

ความคมชััดมากขึ้้�นและสามารถปรัับระดัับ (plane)  

เพื่่�อศึึกษารายละเอีียดภายในโปรโตซััวให้้ได้้มากขึ้้�น 

ส่่วนปรสิิตที่่�วิิธีี simple smear ตรวจได้้มากกว่่าคืือ 

ตััวอ่่อนของพยาธิิ Strongyloides stercoralis ซึ่่�ง

อาจเป็็นเพราะตััวอ่่อนมีีการเคลื่่�อนไหวรวดเร็็ว ทำำ�ให้้

ยากต่่อการจัับโฟกััส ดัังนั้้�นในขั้้�นตอนการตรวจสอบ

ภาพถ่่ายผู้้�ปฏิิบััติิงานอาจต้้องให้้ความใส่่ใจเป็็นพิิเศษ 
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เช่่น เมื่่�อเห็็นบางส่่วนของตััวอ่่อน หรืือเห็็นลัักษณะที่่�

คล้า้ยตััวอ่่อน อาจต้้องตรวจสอบภาพถ่่ายโดยละเอีียด

อีีก เพื่่�อเพิ่่�มโอกาสในการวิินิิจฉััยให้้ถููกต้้องยิ่่�งขึ้้�น  

ทั้้�งนี้้�เพื่่�อให้้ ได้้ข้้อสรุุปที่่�เหมาะสมควรทำำ�การศึึกษา 

เพิ่่�มเติมิโดยเพิ่่�มจำำ�นวนตัวัอย่่างที่่�มีีไข่่พยาธิิหรือืตัวัอ่่อน 

หนอนพยาธิิต่่าง ๆ นอกจากนี้้�ควรประเมิินความไว

ของเครื่่�องอััตโนมััติิในการตรวจพบไข่่หรืือพยาธิิชนิิด

ต่่าง ๆ โดยการเปรีียบเทีียบกัับวิิธีี formalin ether 

concentration technique หรืือการเพาะเลี้้�ยงเชื้้�อ 

เพื่่�อให้ท้ราบว่า่ควรมีจีำำ�นวนไข่ห่รือืตัวัอ่อ่นหนอนพยาธิิ

มากน้อ้ยเพียีงใด จึึงจะสามารถตรวจพบได้ด้้ว้ยเครื่่�อง

อััตโนมััติิ รวมถึึงทราบ clinical performance เช่่น 

ความไว (sensitivity), ความจำำ�เพาะ (specificity), 

อััตราการตรวจพบ (detection rate) ของการใช้้

เครื่่�องอััตโนมััติิ

โดยสรุุป เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระ

อััตโนมััติิ ORIENTER รุ่่�น FA280 สามารถ

นำำ�มาใช้้ทดแทนการตรวจตะกอนอุุจจาระด้้วยวิิธีี 

simple smear ได้้ โดยให้้ผลการตรวจเม็็ดเลืือดแดง  

เม็็ดเลืือดขาว และยีีสต์์ได้้ดีีกว่่าวิิธีี simple smear 

เล็็กน้้อย ส่่วนการตรวจเลืือดแฝงในอุุจจาระ  

ทั้้�งสองวิธิีีให้ผ้ลสอดคล้อ้งกันั แต่ก่ารใช้เ้ครื่่�องอัตัโนมัตัิิ

จะช่่วยลดขั้้�นตอนการตรวจวิิเคราะห์์ ได้้ เพราะ 

ขั้้�นตอนนี้้�ผู้้�ปฏิิบััติิงานสามารถสั่่�งการให้้เป็็นขั้้�นตอน

เพิ่่�มเติิมจากการตรวจตะกอนอุุจจาระได้้ ส่่วนการ

ตรวจหาปรสิิต เครื่่�องตรวจตะกอนอุุจจาระอััตโนมััติิ

สามารถตรวจหาโปรโตซััวได้้ แต่่อาจไม่่สามารถเห็็น

การเคลื่่�อนไหว ดัังนั้้�นผู้้�ปฏิิบััติิงานอาจต้้องพิิจารณา

ทำำ�การตรวจยืืนยัันโดยนำำ�ตะกอนที่่�เหลืือมาตรวจด้้วย

วิธิี ีsimple smear เพื่่�อให้้เกิดิความถููกต้อ้งมากยิ่่�งขึ้้�น 

นอกจากนี้้�การตรวจหาตััวอ่อ่นพยาธิ ิStrongyloides 

stercoralis ก็็อาจดำำ�เนิินการตรวจเพิ่่�มเติิมด้้วยวิิธีี 

simple smear เช่่นเดีียวกัันหากภาพที่่�ได้้ไม่่ชััดเจน

เพีียงพอที่่�จะให้้การวิินิิจฉััยได้้ ซึ่่�งห้้องปฏิิบััติิการ

ควรทำำ�การประเมิินประสิิทธิิภาพเพิ่่�มเติิมระหว่่างการ 

ใช้้งาน เพื่่�อให้้สามารถใช้้งานเครื่่�องให้้ได้้ประโยชน์์

สููงสุุด
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The Application of Geographic Information System (GIS) 
for Finding the Risk Area of Dengue Virus Infection

Chanon Naijitra*
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Abstract 
Dengue fever (DF) and Dengue hemorrhagic fever (DHF) are the main problems of 

worldwide public health caused by the Dengue virus (DENV). The most effective way to control 

the disease is to destroy the Aedes mosquito’s habitat by using the DF and DHF data in the  

community. In Thailand, dengue fever and dengue hemorrhagic fever is a disease that must be 

reported for monitoring and outbreak control. However, some people are misdiagnosed as DENV 

infection following the Department of Medical Services guidelines. So, the objectives of this study 

are to find the land use that poses a risk of being infected by Dengue virus and to analyze the 

relationship between the type of land use and the DENV infection rate. This study is a retrospec-

tive study evaluating the DENV screening test results of Thammasat University Hospital between 

2017 and 2022 and Pathum Thani Province land use data year 2021 of the Department of Land 

Development. The data of people who do not have addresses in Pathum Thani Province were 

excluded. The geographic information system (GIS) was used to analyze the data. The Pearson 

correlation tested the correlation between DENV infection rate and land use. The result  

illustrated that the urban area has the highest number of DENV screenings, and the agricultural area 

has the highest infection rate, in terms of the correlation, land use that has correlated with  

infection rate is integrated farm/diversified farm (r = 0.2584, p-value = 0.0462), and mine/pit  

(r = 0.4495, p-value = 0.0003), respectively. The study concluded that the GIS and medical 

laboratory results can be integrated to analyze the high-risk areas of DENV infection outbreaks 

and used as supporting data for disease control, prevention, and multidisciplinary health  

management policy.
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

การประยุกต์ใช้ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ (GIS) 
เพ่ือค้นหาพ้ืนท่ีเส่ียงติดเช้ือไวรัสเดงกี

ชานนท์ นัยจิตร*

ห้องปฏิบัติการเทคนิคการแพทย์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ จังหวัดปทุมธานี

บทคััดย่่อ
โรคเดงก ีและโรคไขเ้ลอืดออกเดงก ีเปน็ปญัหาด้านสาธารณสขุท่ีสำ�คญัของโลกซึง่เกดิจากการ

ติดเชือ้ไวรสัเดงก ีการควบคมุโรคท่ีมีประสิทธิภาพสูงสดุคอืการกำ�จดัแหลง่เพาะพนัธ์ุยงุลายพาหะโดยดู

จากอตัราการปว่ยของประชากร สำ�หรบัประเทศไทย โรคติดเช้ือไวรสัเดงกเีป็นโรคท่ีต้องรายงานจำ�นวน

ผู้ป่วยให้กระทรวงสาธารณสุขทราบ เพื่อทำ�การเฝ้าระวังและควบคุมโรค อย่างไรก็ตามมีผู้ติดเชื้อไวรัส

เดงกีจำ�นวนหน่ึงท่ีไม่ได้ถูกวินิจฉัยว่าเป็นผู้ป่วยตามแนวทางการวินิจฉัยของกรมการแพทย์ การศึกษา

ครั้งน้ีจึงมีวัตถุประสงค์เพื่อวิเคราะห์หาการใช้ประโยชน์ท่ีดินท่ีเสี่ยงต่อการติดเช้ือไวรัสเดงกี และเพื่อ

วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างการใช้ประโยชน์ท่ีดินและอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกี โดยทำ�การศึกษา

แบบย้อนหลังจากผลการตรวจคัดกรองการติดเชื้อไวรัสเดงกีของโรงพยาบาลธรรมศาสตร์

เฉลิมพระเกียรติ ระหว่างปี 2560-2565 ในผู้เข้ารับบริการเขตจังหวัดปทุมธานี ร่วมกับข้อมูลการใช้

ประโยชน์ที่ดินจังหวัดปทุมธานี ปี 2564 ของกรมพัฒนาที่ดิน วิเคราะห์ข้อมูลด้วยโปรแกรมสารสนเทศ

ภูมิศาสตรแ์ละทำ�การหาความสมัพนัธ์ด้วยสมัประสิทธ์ิสหสมัพนัธ์ ผลการศกึษาพบวา่พืน้ท่ีทีมี่จำ�นวนการ

ตรวจคัดกรองมากท่ีสุดคือพื้นท่ีเขตเมือง พื้นท่ีท่ีมีอัตราผลการทดสอบเป็นบวกสูงท่ีสุด ได้แก่ พื้นท่ี

การเกษตร การใช้ประโยชน์ท่ีดินท่ีสัมพันธ์กับอัตราการติดเช้ือไวรัสเดงกี ได้แก่ การเกษตรแบบผสมผสาน 

ไร่นาสวนผสม (r = 0.2584, p-value = 0.0462) และเหมืองแร่ บ่อขุด (r = 0.4495, p-value = 0.0003) 

การศึกษาคร้ังน้ีแสดงให้เห็นว่าสามารถประยุกต์ใช้ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ร่วมกับข้อมูลทางห้องปฏิบัติการ

เทคนิคการแพทย์เพื่อค้นหาและประเมินพื้นท่ีเสี่ยงของการเกิดโรคได้ เพื่อประโยชน์ในการควบคุม 

ป้องกัน และกำ�หนดนโยบายสุขภาพร่วมกับสหวิชาชีพอื่น ๆ ต่อไป

คำ�สำ�คัญ: ไวรัสเดงกี สารสนเทศภูมิศาสตร์ การใช้ประโยชน์ที่ดิน เทคนิคการแพทย์

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: saetwan@tu.ac.th 
รับบทความ: 13 กุมภาพันธ์ 2567        แก้ไขบทความ: 2 กรกฎาคม 2567      รับตีพิมพ์บทความ: 7 กรกฎาคม 2567



การประยุกต์ใช้ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ (GIS) เพื่อค้นหาพื้นที่เสี่ยงติดเชื้อไวรัสเดงกี 9227

บทนำำ�
โรคเดงกีี และโรคไข้้เลืือดออกเดงกีีเป็็น

โรคติิดเชื้้�อที่่�มีีสาเหตุุมาจากการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีี 

(Dengue virus: DENV) ซึ่่�งเป็็นไวรััสชนิิด single 

stranded RNA virus จัดัอยู่่�ใน family Flaviviridae  

มีทีั้้�งหมด 4 serotypes ได้แ้ก่ ่DENV-1, DENV-2, 

DENV-3 และ DENV-4 มีี antigen ร่่วมบางชนิิด

จึึงทำำ�ให้้มีี cross reaction และมีี cross protection 

ได้้ในระยะสั้้�น ๆ กล่่าวคืือ เมื่่�อมีีการติิดเชื้้�อชนิิดใด

ชนิดิหน่ึ่�งแล้้วจะมีีภูมูิคิุ้้�มกัันต่่อเชื้้�อไวรััสชนิิดนั้้�นอย่่าง

ถาวรตลอดชีีวิิต (permanent immunity) แต่่จะมีี

ภููมิิคุ้้�มกัันต่่อไวรััสเดงกีีอีีก 3 ชนิิดในช่่วงระยะสั้้�น ๆ 

(partial immunity) ประมาณ 6-12 เดืือน(1) โดยมีี

พาหะนำำ�โรคที่่�สำำ�คัญัในเขตร้อ้นคือืยุงุลายบ้า้น Aedes 

aegypti และยุุงลายสวน Aedes albopictus(2) ในปีี 

2564 ประเทศไทยมีีอุุบััติิการณ์์การระบาดของโรค 

ไข้เ้ดงกีี (dengue fever: DF), โรคไข้เ้ลืือดออกเดงกีี 

(dengue hemorrhagic fever: DHF) และไข้้เลืือด

ออกเดงกีทีี่่�ช็อ็ก (dengue shock syndrome: DSS) 

อยู่่�ที่่� 11.75, 4.18 และ 0.11 คน ต่่อประชากร 

100,000 คน โดยพบมากที่่�ภาคกลาง ภาคเหนืือ และ 

ภาคใต้้ ตามลำำ�ดัับ(3) แนวทางการตรวจคััดกรองทาง

ห้อ้งปฏิิบัตัิกิารสำำ�หรับัใช้ส้นับัสนุนุการวินิิจิฉัยัว่า่ผู้้�ป่วย

เป็น็ไข้เ้ดงกีจีากแนวปฏิบิัตัิขิองกรมควบคุมุโรค ได้แ้ก่่ 

การตรวจ NS1 antigen, PCR เพื่่�อดููว่่ามีีเชื้้�ออยู่่�

ในกระแสเลืือดหรืือไม่่ หรืือการตรวจหา antibody  

ด้ว้ยวิธีิี ELISA, rapid immunochromatographic 

test(1) จากแนวทางดัังกล่่าวอาจทำำ�ให้้ผู้้�ป่่วยบางส่่วน

ไม่่ได้้ถููกวิินิิจฉััยว่่าเป็็นไข้้เดงกีีถึึงแม้้ว่่าจะให้้ผลบวก

กับัการทดสอบบางการทดสอบเนื่่�องจากเป็็นเพียีงการ

ทดสอบที่่�ใช้ส้ำำ�หรับัสนับัสนุุนการวินิิจิฉััยเท่่านั้้�น ผู้้�ป่ว่ย

กลุ่่�มนี้้�จะไม่ถูู่กรายงานเข้า้ในระบบการรายงานโรคของ

กรมควบคุุมโรค ประกอบกัับปััจจุุบัันยัังไม่่มีียาต้้าน 

ไวรััสเดงกีีโดยตรงอีีกทั้้�งการให้้วััคซีีนยัังไม่่เป็็นที่่�นิิยม

เนื่่�องจากประสิิทธิิภาพที่่�ต่ำำ��และความเสี่่�ยงจากการรัับ

วััคซีีน ทำำ�ให้้มีีการใช้้ในวงจำำ�กััด(4) ดัังนั้้�นการป้้องกััน

การติิดเชื้้�อจึึงมุ่่�งเน้้นไปที่่�การจััดการพาหะนำำ�โรคและ

สภาพแวดล้้อมที่่�เอื้้�อต่่อการเพาะพัันธุ์์�ของยุุงลายเป็็น

หลััก(5) ซึ่่�งพิจิารณาจากพื้้�นที่่�ที่่�มีจีำำ�นวนผู้้�ป่ว่ยในพื้้�นที่่�

ก่่อนเป็็นลำำ�ดัับแรก(1) จากการศึึกษาที่่�ผ่่านมาพบว่่า 

ความชื้้�น อุุณหภููมิิ ลม ความหนาแน่่นของประชากร 

ตลอดจนสภาพนิิเวศวิิทยาทางสัังคม ล้้วนเป็็นปััจจััย

สำำ�คััญในการระบาดของไวรััสเดงกีี(6-9) 

บทบาทของนัักเทคนิิคการแพทย์์ที่่�ปฏิิบััติิ

งานประจำำ�โรงพยาบาล หรืือ คลิินิิกเทคนิิคการแพทย์์

เอกชน คืือ เป็็นผู้้�เชี่่�ยวชาญด้้านการตรวจวิิเคราะห์์ 

สิ่่�งส่่งตรวจจากมนุุษย์์ ครอบคลุุมงานด้้านจุุลชีีววิิทยา

ทางการแพทย์์ เคมีีคลิินิิก โลหิิตวิิทยา ธนาคารเลืือด  

ชีวีโมเลกุลุ รวมถึึงระบบการจัดัการห้้องปฏิบิัตัิกิารทาง 

การแพทย์์เพื่่�อช่่วยประสานในการดููแลรัักษาผู้้�ป่วย(10) 

ด้้วยขอบเขตการปฏิิบััติิงานดัังกล่่าวข้้างต้้นทั้้�งหมด

เป็็นงานลัักษณะตั้้�งรัับ ณ สถานที่่�ปฏิิบััติิงาน  

ถึึงแม้้ว่่าหลัักสููตรการเรีียนการสอนเทคนิิคการแพทย์์

ในมหาวิิทยาลััยมีีการสอนด้้านการจััดการข้้อมููล

สารสนเทศทางการแพทย์์(11) แต่่ในการปฏิิบัตัิงิานจริงิ

กรอบกำำ�หนดสมรรถนะประจำำ�ตำำ�แหน่ง่ของนักัเทคนิคิ

การแพทย์์ โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ  

ไม่่ได้้ระบุถุึึงคุณุสมบัตัิคิวามเชี่่�ยวชาญในด้้านดังักล่่าว(12) 

ผลการทดสอบทางห้้องปฏิิบััติิการเทคนิิคการแพทย์์ 

มัักถููกใช้้โดยบุุคลากรทางการแพทย์์วิิชาชีีพอื่่�น ๆ 

เพื่่�อใช้้ในการวางแผนการรัักษา กำำ�หนดนโยบายด้้าน

สาธารณสุุข การดููแลผู้้�ป่่วย การวิินิิจฉััย ตลอดจนงาน

ด้้านสาธารณสุุขชุุมชน(10) 

ระบบสารสนเทศภููมิิศาสตร์์ (geographic 

information systems: GIS) คือื กระบวนการจัดัการ

ข้้อมููลที่่�เกิิดขึ้้�นที่่�มีีความเกี่่�ยวข้้องกัับตำำ�แหน่่งหนึ่่�ง ๆ 
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ที่่�สััมพัันธ์์กัับพื้้�นผิิวโลก โดยอาศััยคอมพิิวเตอร์์เป็็น

เครื่่�องมือืในการจัดัเก็็บ วิเิคราะห์ ์ประมวลผล เชื่่�อมโยง 

ข้้อมูลูเชิงิพื้้�นที่่�ที่่�อ้้างอิงิพิกิัดัจริงิบนพื้้�นผิวิโลก พร้้อมทั้้�ง 

รายละเอีียดของวััตถุุหรืือพื้้�นที่่�นั้้�น ๆ เพื่่�อให้้ ได้้

ผลลััพธ์์ที่่�ดีีที่่�สุุดตามที่่�ต้้องการ(13) สำำ�หรัับงานด้้าน

สาธารณสุุข การประยุุกต์์ใช้้ GIS มีีส่่วนช่่วยในการ

ให้้ข้อ้มููลสนัับสนุุนในการวางแนวนโยบายด้้านสุุขภาพ 

ทั้้�งในด้้านระบบบริิการ ระบบบริิหาร และระบบ

ควบคุุมป้้องกัันโรค ทำำ�ให้้ข้้อมููลด้้านสุุขภาพมีีความ

ชััดเจนมากยิ่่�งขึ้้�นผ่่านการเชื่่�อมโยงกัับข้้อมููลด้้าน

ภููมิิศาสตร์์ ซึ่่�งบทบาทของ GIS ด้้านสาธารณสุุข

ได้้กลายเป็็นมาตรฐานที่่�ต้้องเรีียนรู้้�สำำ�หรัับองค์์กร

ด้้านการแพทย์์และการสาธารณสุุข ซึ่่�งจะยิ่่�งเด่่นชััด 

ขึ้้�นมากในอนาคต(14)

การศึึกษาวิิจััยในครั้้�งนี้้�จึึงมีีวััตถุุประสงค์์ 

เพื่่�อประยุุกต์์ใช้้ข้้อมููลการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิินพื้้�นที่่�

จัังหวััดปทุุมธานีีของกรมพััฒนาที่่�ดิินร่่วมกัับข้้อมููล

การตรวจคััดกรองผู้้�ป่่วยโรคติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีของ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิมิพระเกียีรติ ิระหว่่างปีี พ.ศ. 

2560-2565 ในการวิิเคราะห์์หาการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิิน

ที่่�เสี่่�ยงต่่อการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีในพื้้�นที่่�ให้บ้ริกิาร และ

ประเมิินความสััมพัันธ์์ระหว่่างการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิิน

และอััตราการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีี 

วััสดุุและวิิธีีการ
1. ตััวอย่่างที่่�ใช้้ในการศึึกษา

การศึึกษาวิิจััยในครั้้�งนี้้�เป็็นการศึึกษาแบบ 

retrospective study ซึ่่�งได้้รัับจริิยธรรมการวิิจััยใน

มนุุษย์์จากคณะกรรมการการวิิจััยในคน โรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ รหััสโครงการ TUH-

EC-MT-0-017/65 โดยการรวบรวมประวััติิผู้้�เข้้ารัับ 

การตรวจคัดักรองการติดิเชื้้�อไวรัสัเดงกีด้ี้วยการตรวจหา 

NS1 antigen และภููมิิคุ้้�มกัันต่่อเชื้้�อไวรััสเดงกีี 

ด้้วยหลัักการ immunochromatography test 

และตำำ�แหน่ง่ที่่�พักัอาศัยั ระหว่า่งปี ีพ.ศ. 2560-2565 

จากโรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ  

โดยทำำ�การสืืบค้้นข้้อมููลของผู้้�ป่วยทั้้�งหมดจากระบบ

สารสนเทศสำำ�หรัับห้้องปฏิิบััติิการทางการแพทย์์ และ

ระบบสารสนเทศโรงพยาบาล ซึ่่�งทำำ�การคัดักรองข้อ้มูลู

ผู้้�ป่่วยแบบไม่่ซ้ำำ��ราย และคำำ�นวณอััตราการติิดเชื้้�อ 

ไวรััสเดงกีีจากผลบวกต่่อการทดสอบ NS1 antigen  

และ/หรืือภููมิิคุ้้�มกัันต่่อไวรััสเดงกีีเพื่่�อใช้้ในการจััดเก็็บ

ค่า่ตำำ�แหน่ง่พิกิัดัทางภูมูิศิาสตร์แ์ละวิเิคราะห์พ์ื้้�นที่่�เสี่่�ยง

2. การประเมิินพื้้�นที่่�เสี่่�ยงการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีี

การประเมิินพื้้�นที่่�เสี่่�ยงการติิดเชื้้�อไวรัสัเดงกีี 

โดยการวิิเคราะห์์ข้้อมููลเชิิงพื้้�นที่่�เพื่่�อหาพื้้�นที่่�เสี่่�ยงต่่อ

การระบาดโรคไข้้เลืือดออก โดยนำำ�ผลการวิิเคราะห์์

อััตราการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีของผู้้�ป่่วยของโรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์เ์ฉลิมิพระเกียีรติิในภาพรวมย้อ้นหลังั 6 ปีี 

ข้้อมููลการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิินจัังหวััดปทุุมธานีีของ 

กรมพััฒนาที่่�ดิิน ปีี พ.ศ. 2564 และแผนที่่�จัังหวััด

ปทุุมธานีีแบบแยกรายตำำ�บล มาทำำ�การซ้้อนทัับกัับ

ข้อ้มูลูปัจัจัยัเชิงิพื้้�นที่่� (overlay analysis) ด้ว้ยระบบ

สารสนเทศภููมิิศาสตร์์ โดยใช้้โปรแกรมประมวลผล 

QGIS version 3.26.3 Buenos Aires

 

3. การประเมิินความสััมพัันธ์์ระหว่่างอััตราการ 

ติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีกัับการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิิน

 การประเมิินความสััมพัันธ์์ระหว่่างอััตราการ

ติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีและการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิิน ทำำ�ได้้

โดยการหาค่่าสััมประสิิทธิ์์�สหสััมพัันธ์์ (correlation 

coefficient) ระหว่า่งร้อ้ยละของชนิดิการใช้ป้ระโยชน์์

ที่่�ดิินต่่อพื้้�นที่่�ทั้้�งหมดในแต่่ละตำำ�บลของจัังหวััด

ปทุุมธานีี อ้้างอิิงข้้อมููลจากการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิิน

จังัหวััดปทุุมธานีีของกรมพััฒนาที่่�ดินิ ปี ีพ.ศ. 2564(15) 

และอััตราการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีในแต่่ละตำำ�บล ซึ่่�ง 

หาได้้จากสมการ



การประยุกต์ใช้ระบบสารสนเทศภูมิศาสตร์ (GIS) เพื่อค้นหาพื้นที่เสี่ยงติดเชื้อไวรัสเดงกี 9229
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ระหว่างปี พ.ศ.XYZ[-XYZY ในการวิเคราะห์หาการใช้ประโยชน์ที?ดินที?เสี?ยงต่อการติดเชื Gอไวรัสเดงกีในพื Gนที?ให้บริการ และ

ประเมินความสมัพนัธ์ระหวา่งการใช้ประโยชน์ที?ดนิและอตัราการตดิเชื Gอไวรัสเดงกี  

 

วัสดุและวธีิการ 

Ç. ตวัอยา่งที?ใช้ในการศกึษา 

การศึกษาวิจัยในครั Gงนี Gเป็นการศึกษาแบบ retrospective study ซึ?งได้รับจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์จาก

คณะกรรมการการวิจยัในคน โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ รหสัโครงการ TUH-EC-MT-0-017/65 โดยการ

รวบรวมประวตัิผู้ เข้ารับการตรวจคดักรองการติดเชื Gอไวรัสเดงกีด้วยการตรวจหา NS1 antigen และภมูิคุ้มกนัต่อเชื Gอไวรัส

เดงกี ด้วยหลกัการ immunochromatography test และตําแหน่งที?พกัอาศยั ระหว่างปี พ.ศ.XYZ[-XYZY จากโรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ โดยทําการสืบค้นข้อมลูของผู้ ป่วยทั Gงหมดจากระบบสารสนเทศสําหรับห้องปฏิบตัิการทาง

การแพทย์ และระบบสารสนเทศโรงพยาบาล ซึ?งทําการคดักรองข้อมลูผู้ ป่วยแบบไม่ซํ Gาราย และคํานวณอตัราการติดเชื Gอ

ไวรัสเดงกีจากผลบวกตอ่การทดสอบ NS1 antigen และ/หรือ ภมูิคุ้มกนัตอ่ไวรัสเดงกีเพื?อใช้ในการจดัเก็บคา่ตําแหน่งพิกดั

ทางภมูิศาสตร์และวิเคราะห์พื Gนที?เสี?ยง 

X.การประเมินพื Gนที?เสี?ยงการตดิเชื Gอไวรัสเดงกี 

การประเมินพื Gนที?เสี?ยงการติดเชื Gอไวรัสเดงกี โดยการวิเคราะห์ข้อมลูเชิงพื Gนที?เพื?อหาพื Gนที?เสี?ยงต่อการระบาดโรค

ไข้เลือดออก โดยนําผลการวิเคราะห์อตัราการติดเชื Gอไวรัสเดงกีของผู้ ป่วยของโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติใน

ภาพรวมย้อนหลงั Z ปี ข้อมลูการใช้ประโยชน์ที?ดินจงัหวดัปทมุธานีของกรมพฒันาที?ดิน ปี พ.ศ.XYZ] และแผนที?จงัหวดั

ปทุมธานีแบบแยกรายตําบล มาทําการซ้อนทับกับข้อมูลปัจจัยเชิงพื Gนที? (overlay analysis) ด้วยระบบสารสนเทศ

ภมูิศาสตร์ โดยใช้โปรแกรมประมวลผล QGIS version 3.26.3 Buenos Aires  

É. การประเมินความสมัพนัธ์ระหวา่งอตัราการตดิเชื Gอไวรัสเดงกีกบัการใช้ประโยชน์ที?ดนิ 

การประเมินความสมัพันธ์ระหว่างอัตราการติดเชื Gอไวรัสเดงกีและการใช้ประโยชน์ที?ดิน ทําได้โดยการหาค่า

สมัประสิทธิ_สหสมัพนัธ์ (correlation coefficient) ระหว่างร้อยละของชนิดการใช้ประโยชน์ที?ดินต่อพื Gนที?ทั Gงหมดในแต่ละ

ตําบลของจงัหวดัปทมุธานี อ้างอิงข้อมลูจากการใช้ประโยชน์ที?ดินจงัหวดัปทมุธานีของกรมพฒันาที?ดิน ปี พ.ศ.XYZ] (15) 

และอตัราการตดิเชื Gอไวรัสเดงกีในแตล่ะตําบล ซึ?งหาได้จากสมการ 

 

𝒓𝒓 = 	
∑(𝒙𝒙𝒊𝒊 − 𝒙𝒙𝒙)(𝒚𝒚𝒊𝒊 − ȳ)

,∑(𝒙𝒙𝒊𝒊 − 𝒙̄𝒙)𝟐𝟐 ∑(𝒚𝒚𝒊𝒊 − ȳ)𝟐𝟐
 

โดยกําหนดให้ 

 r   คือ คา่สมัประสทิธิ_สหสมัพนัธ์ 

 xi   คือ ร้อยละการใช้ประโยชน์ที?ดนิแตล่ะประเภทในแตล่ะตําบล 

 x ̄   คือ คา่เฉลี?ยของร้อยละการใช้ประโยชน์ที?ดนิแตล่ะประเภท 

 y   คือ อตัราการตดิเชื Gอไวรัสเดงกีในแตล่ะตําบล 

 y ̄   คือ คา่เฉลี?ยของอตัราการตดิเชื Gอไวรัสเดงกี 

 

ผลการศกึษา 

Ç.อตัราการตดิเชื Gอไวรัสเดงกี 

การศึกษาครั Gงนี Gรวบรวมข้อมลูของผู้ ป่วยของโรงพยาบาลธรรมศาสตร์เฉลิมพระเกียรติ  ที?เข้ารับการตรวจคดั

กรองการติด เ ชื Gอ ไว รัส เดง กี ด้ วยการตรวจหา  NS1 antigen และภูมิ คุ้ มกันต่อ เ ชื Gอ ไว รัส เดง กี ด้ วยหลักการ 

immunochromatography test จากระบบสารสนเทศ สําหรับห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ และระบบสารสนเทศ

โรงพยาบาล ระหว่างปี พ.ศ.XYZ[-XYZY โดยคดักรองข้อมลูผู้ ป่วยแบบไม่ซํ Gาราย และมีที?พกัอาศยัในจังหวดัปทุมธานี 

โดยกำำ�หนดให้้
r  คืือ ค่่าสััมประสิิทธิ์์�สหสััมพัันธ์์
x
i 
คืือ ร้้อยละการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิินแต่่ละ

ประเภทในแต่่ละตำำ�บล
x  คืือ ค่่าเฉลี่่�ยของร้้อยละการใช้้ประโยชน์์

ที่่�ดิินแต่่ละประเภท
y   คืือ อััตราการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีในแต่่ละ

ตำำ�บล
y คืือ ค่่าเฉลี่่�ยของอััตราการติิดเชื้้�อไวรััส

เดงกีี

ผลการศึึกษา
1.  อััตราการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีี

การศึึกษาครั้้�งนี้้�รวบรวมข้อ้มูลูของผู้้�ป่ว่ยของ

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์เ์ฉลิมิพระเกียีรติ ิ ที่่�เข้า้รับัการ

ตรวจคััดกรองการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีด้้วยการตรวจหา 

NS1 antigen และภููมิิคุ้้�มกัันต่่อเชื้้�อไวรััสเดงกีีด้้วย

หลักัการ immunochromatography test จากระบบ

สารสนเทศ สำำ�หรับัห้อ้งปฏิบิัตัิกิารทางการแพทย์ ์และ

ระบบสารสนเทศโรงพยาบาล ระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-

2565 โดยคััดกรองข้้อมููลผู้้�ป่่วยแบบไม่่ซ้ำำ��ราย และมีี

ที่่�พัักอาศััยในจัังหวััดปทุุมธานีี พบว่่ามีีผู้้�ป่่วยที่่�เข้้ารัับ

การตรวจคััดกรองสูงูสุดุ ในปีี 2561 จำำ�นวน 1,226 ราย 

รองลงมา ปี ี2562 จำำ�นวน 1,140  ราย และ ปี ี2563 

จำำ�นวน 700 ราย ตามลำำ�ดัับ ซึ่่�งให้้ผลบวกต่่อการ

ทดสอบ NS1 antigen และ/หรืือภููมิิคุ้้�มกัันต่่อ 

ไวรััสเดงกีีสููงสุุด ในปีี 2561 จำำ�นวน 513 ราย  

รองลงมา ปีี 2562 จำำ�นวน 335 ราย และ ปีี 2563 

จำำ�นวน 208 ราย ตามลำำ�ดัับ และมีีอััตราการติิดเชื้้�อ

ต่่อจำำ�นวนผู้้�รัับการตรวจคััดกรองสููงสุุด ในปีี 2561 

จำำ�นวน 0.42 รองลงมา ปีี 2565 จำำ�นวน 0.31 และ 

ปีี 2563 จำำ�นวน 0.30 ราย ตามลำำ�ดัับ (Table 1) 

_

_

Table 1 The number of DENV screening tests in Thammasat University Hospital between 2017 and  

	 2022.

Year

2017 2018 2019 2020 2021 2022

The total number of DENV screening (time) 534 1226 1140 700 200 435

The number of DENV-screened positive 156 513 335 208 46 133

DENV positive rate 0.29 0.42 0.29 0.30 0.23 0.31



ชานนท์ นัยจิตร9230

2.  การประเมิินพื้้�นที่่�การใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิิน

ผลการประเมิินพื้้�นที่่�การใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิิน

ของจัังหวััดปทุุมธานีีแบบแยกรายตำำ�บล โดยนำำ�

ข้้อมููลการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิินจัังหวััดปทุุมธานีีของกรม

พัฒันาที่่�ดินิ ปี ีพ.ศ. 2564 ประมวลผลร่่วมกับัแผนที่่�

จัังหวััดปทุุมธานีีแบบแยกรายตำำ�บล ด้้วยโปรแกรม 

QGIS version 3.26.3 Buenos Aires พบว่่า

พื้้�นที่่�ส่่วนใหญ่่เป็็นพื้้�นที่่�สำำ�หรัับการทำำ�เกษตรกรรม 

ร้อ้ยละ 40.99 รองลงมา ได้แ้ก่ ่พื้้�นที่่�เขตเมือืงร้อ้ยละ 

39.19 แหล่่งน้ำำ��ร้้อยละ 10.46 พื้้�นที่่�ชุุมชน และ

พื้้�นที่่�เบ็็ดเตล็็ดร้้อยละ 9.36 ซึ่่�งการเกษตรส่่วนใหญ่่

เป็็นการทำำ�นาข้้าวคืือร้้อยละ 70.57 ของพื้้�นที่่�ทำำ�การ

เกษตรทั้้�งหมด (Fig. 1)

3. การประเมิินพื้้�นที่่�เสี่่�ยงการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีี

ผลการประเมินิพื้้�นที่่�เสี่่�ยงการติดิเชื้้�อไวรัสัเดงกีี 

จากการวิิเคราะห์์อััตราการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีใน 

ภาพรวมจากผลบวกต่่อการทดสอบ NS1 antigen 

และ/หรืือภููมิิคุ้้�มกัันต่่อไวรััสเดงกีี ณ โรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ ระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-

2565 ร่่วมกัับพื้้�นที่่�การใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิินและแผนที่่�

จัังหวััดปทุุมธานีี โดยใช้้โปรแกรม QGIS version 

3.26.3 Buenos Aires พบกลุ่่�มผู้้�เข้้ารัับการตรวจ

คััดกรองสููงสุุด (49-1,143 ราย) ทั้้�งหมดจำำ�นวน 

11 จุุด กระจายอยู่่�ในพื้้�นที่่�เขตเมืือง จำำ�นวน 10 จุุด 

คิิดเป็็นร้้อยละ 90.91 ส่่วนกลุ่่�มผู้้�เข้้ารัับการตรวจ

คััดกรองรองลงมา (19.4-49.0 ราย) กระจายอยู่่�

ในทั้้�งพื้้�นที่่�ในเขตเมืือง พื้้�นที่่�เกษตรกรรม และพื้้�นที่่�

เบ็ด็เตล็็ด (Fig. 2) และเมื่่�อพิจิารณาอัตัราการติิดเชื้้�อ 

พบว่่าพื้้�นที่่�ที่่�มีีอััตราการติิดเชื้้�อสููงสุุด (0.8-1.0 ราย) 

และอััตราการติิดเชื้้�อสููง (0.6-0.8 ราย) ทุุกจุุดอยู่่�ใน

พื้้�นที่่�เกษตรกรรม ส่่วนรองลงมาพื้้�นที่่�ที่่�มีีอััตราการ 

ติดิเชื้้�อปานกลาง (0.4-0.6 ราย) กระจายอยู่่�ในทั้้�งพื้้�นที่่� 

ในเขตเมืือง พื้้�นที่่�เกษตรกรรม และพื้้�นที่่�เบ็็ดเตล็็ด 

(Fig. 3) 

4. ความสัมัพันัธ์์ระหว่า่งการใช้ป้ระโยชน์ท์ี่่�ดินิและ

อััตราการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีี

การศึึกษาความสััมพัันธ์์ระหว่่าง การใช้้

ประโยชน์ท์ี่่�ดินิในแต่ล่ะหมวดย่อ่ยและอัตัราการติดิเชื้้�อ

ไวรัสัเดงกี ีพบว่า่การใช้ป้ระโยชน์ท์ี่่�ดินิความสัมัพันัธ์ก์ับั

อััตราการให้้ผลบวกต่่อการตรวจคััดกรองการติิดเชื้้�อ 

ไวรััสเดงกีี มีีเพีียงสองประเภทเท่่านั้้�น คืือ เหมืืองแร่่ 

บ่่อขุุด และการเกษตรผสมผสาน ไร่่นาสวนผสม 

มีีค่่าสััมประสิิทธิ์์�สหสััมพัันธ์์ (r) เท่่ากัับ 0.45 

(p-value = 0.0003) และ 0.26 (p-value = 0.0462)  

ตามลำำ�ดัับ (Table 2)
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วิิจารณ์์
การศึึกษาครั้้�งนี้้�ศึึกษาหาพื้้�นที่่�เสี่่�ยงติิดเชื้้�อ

ไวรััสเดงกีีของจัังหวััดปทุุมธานีี ซึ่่�งมีีพื้้�นที่่�ทั้้�งหมด 

1,525.9 ตร.กม. และเขตการปกครองส่่วนภููมิิภาค 

แบ่่งเป็็น 7 อำำ�เภอ 60 ตำำ�บล 529 หมู่่�บ้้าน โดยการ

ศึึกษาข้อ้มูลูย้อ้นหลังัผลการตรวจคัดักรองการติดิเชื้้�อ

ไวรััสเดงกีีของผู้้�เข้้ารับับริิการโรงพยาบาลธรรมศาสตร์์

เฉลิมิพระเกีียรติ ิระหว่่างปี ีพ.ศ. 2560-2565 พบว่่าปีี 

ที่่�มีกีารตรวจคััดกรองสูงูสุดุ ได้แ้ก่ ่ปี ี2561 (1,226 ราย) 

2562 (1,140 ราย) และ 2563 (700 ราย) ตามลำำ�ดับั 

และต่ำำ��สุดในปีี 2564 (200 ราย) สอดคล้้องกัับ 

ผลการตรวจคัดักรองที่่�ให้ผ้ลบวกต่อ่การทดสอบ NS1 

antigen และ/หรืือภููมิิคุ้้�มกัันต่่อไวรััสเดงกีีสููงสุุด  

ในปีี 2561 (513 ราย) 2562 (335 ราย) และ 2563 

(208 ราย) ตามลำำ�ดับั และต่ำำ��สุดุในปี ี2564 (46 ราย) 

ซึ่่�งแสดงให้้เห็็นว่่าจำำ�นวนผู้้�เข้้ารัับการตรวจคััดกรอง 

และผลการตรวจคััดกรองที่่�ให้ผ้ลบวกมีีแนวโน้้มลดลง 

อย่่างไรก็็ตามหากพิิจารณาอััตราส่่วนระหว่่างจำำ�นวน

ผลบวกต่อ่จำำ�นวนการตรวจคัดักรองพบว่า่อัตัราการให้้ 

ผลบวกส่่วนใหญ่่อยู่่�ระหว่่าง 2.9-3.1 ในปีี 2560 

2562 2563 และ 2565 มีีอััตราการให้้ผลบวกสููงสุุด 

0.42 (2561) และต่ำำ��สุดุ 0.24 (2564) สอดคล้้องกัับ

สถานการณ์์ไข้้เลืือดออกในประเทศที่่�พบการระบาด 

สูงูขึ้้�นระหว่า่งปี ี2560 จนถึึง 2562(16) และลดลงจาก 

การระบาดของโรคโควิิด-19 ที่่�เริ่่�มมีรีายงานการระบาด

ในประเทศ(17) ส่ง่ผลให้ร้ัฐับาลออกมาตรการล็อ็กดาวน์์ 

จำำ�กััดการเดิินทางออกนอกเคหสถานโดยไม่่จำำ�เป็็น

เพื่่�อควบคุุมการแพร่่กระจายของโรค ซึ่่�งรััฐบาลไทย

กำำ�หนดล็็อกดาวน์์ครั้้�งแรกตั้้�งแต่่วัันที่่� 26 มีีนาคม 

2563 ถึึง วัันที่่� 30 มิิถุุนายน 2563(18) ประกอบกัับ 

ความตื่่�นตระหนกของประชาชนและเจ้้าหน้้าที่่�ต่่อ

สถานการณ์์การระบาดของโรคทำำ�ให้้ลดการรัับผู้้�ป่วย

รายใหม่่ลง(18, 19) 

ระบบสารสนเทศภููมิิศาสตร์์ ( โปรแกรม 

QGIS version 3.26.3 Buenos Aires) นำำ�มาใช้้

ในการประมวลผลข้้อมููลการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิินจัังหวััด

ปทุุมธานีีของกรมพััฒนาที่่�ดิิน ปีี พ.ศ. 2564 และ

อััตราการติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีี (ผลบวกต่่อการทดสอบ 

NS1 antigen และ/หรือืภูมูิคิุ้้�มกันัต่อ่ไวรัสัเดงกี)ี ของ 

โรงพยาบาลธรรมศาสตร์์เฉลิมิพระเกียีรติ ิระหว่่างปีี พ.ศ. 

2560-2565 ร่่วมกัับแผนที่่�จัังหวััดปทุุมธานีีแบบ 

แยกรายตำำ�บล พบว่่าพื้้�นที่่�ร้้อยละ 40.99 เป็็นพื้้�นที่่�

ทางการเกษตร ซึ่่�งส่่วนมากเป็็นพื้้�นที่่�ทำำ�นา ร้้อยละ 39.19 

เป็็นพื้้�นที่่�เขตเมืือง ร้้อยละ 10.46 เป็็นแหล่่งน้ำำ�� และ

ร้้อยละ 9.37 เป็็นพื้้�นที่่�เบ็็ดเตล็็ด (Fig. 1) ซึ่่�งกลุ่่�ม

ผู้้�เข้้ารัับการตรวจคััดกรองสููงสุุด (49-1,143 ราย) 

ส่ว่นใหญ่่กระจายอยู่่�ในพื้้�นที่่�เขตเมือืง (ร้้อยละ 90.91) 

ส่่วนกลุ่่�มผู้้�เข้้ารัับการตรวจคััดกรองรองลงมา (19.4-

49 ราย) กระจายอยู่่�ในทั้้�งพื้้�นที่่�ในเขตเมืือง พื้้�นที่่�

เกษตรกรรม และพื้้�นที่่�เบ็็ดเตล็็ด (Fig. 2) ขณะที่่� 

ตำำ�แหน่่งอััตราการติิดเชื้้�อสููงสุุด (0.8-1.0 ราย) และ

อััตราการติิดเชื้้�อสููง (0.6-0.8 ราย) ทุุกจุุดอยู่่�ในพื้้�นที่่�

เกษตรกรรม ส่่วนอััตราการติิดเชื้้�อปานกลาง (0.4-

0.6 ราย) กระจายอยู่่� ในทั้้�งพื้้�นที่่�เขตเมืือง พื้้�นที่่�

เกษตรกรรม และพื้้�นที่่�เบ็็ดเตล็็ด (Fig. 3) ซึ่่�งเขต

พื้้�นที่่�เกษตรกรรมส่่วนมากอยู่่�ห่างจากโรงพยาบาล 

ผู้้�เข้้ารัับการตรวจคััดกรองเป็็นผู้้�ป่่วยส่่งต่่อ จึึงอาจ

ส่่งผลให้้พบอััตราการติิดเชื้้�อสููงกว่่าเขตเมืือง และ

สอดคล้อ้งกับัค่่าสัมัประสิทิธิ์์�สหสััมพันัธ์์ (r) ของการใช้้

ประโยชน์ท์ี่่�ดินิแบบไร่น่าสวนผสม (0.45, p-value = 

0.0003) และแบบเหมืืองแร่่ บ่่อขุุด (0.26, p-value 

= 0.0462) มีีความสััมพัันธ์์ในทางบวกต่่ออััตราการ

ติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีในแต่่ละตำำ�บล ซึ่่�งไร่่นาสวนผสม

เป็น็การทำำ�กิจิกรรมทางการเกษตรตั้้�งแต่ส่องกิจิกรรม

ขึ้้�นไป(20) อาจทำำ�ให้ม้ีีโอกาสเกิดิน้ำำ��นิ่่�งขังั ทั้้�งในภาชนะ 

อุุปกรณ์์ทางการเกษตร ตลอดจนพื้้�นที่่�การทำำ�เกษตร 
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เช่่นเดีียวกัับเหมืืองแร่่ บ่่อขุุด ซึ่่�งน้ำำ��ลัักษณะดัังกล่่าว

เป็็นสภาพแวดล้้อมที่่�เหมาะสมในการเพิ่่�มจำำ�นวนของ

ยุงุลาย(1) นอกจากนี้้�แล้ว้การเปลี่่�ยนแปลงของลัักษณะ

การใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิินยัังเป็็นปััจจััยหลัักที่่�ทำำ�ให้้แหล่่ง

ที่่�อยู่่�ของยุุงเพิ่่�มมากขึ้้�น(21) ซึ่่�งส่่งผลโดยตรงต่่อการ 

เพิ่่�มจำำ�นวนของยุุงลายพาหะ 

การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่าพื้้�นที่่�เกษตรกรรม 

โดยเฉพาะไร่่นาสวนผสม และพื้้�นที่่�เหมืืองแร่่/บ่่อขุุด 

เป็็นพื้้�นที่่�ที่่�มีีอััตราการติิดเชื้้�อสููงที่่�สุุดซึ่่�งเป็็นไปใน

แนวทางเดีียวกัันกัับการศึึกษาอื่่�น ๆ ทั่่�วโลก เช่่น  

การศึึกษาของ Vanwambeke และคณะ ในปีี 2554 

ที่่�เมือืง Oahu ในรัฐั Hawaii พบว่า่พื้้�นที่่�ผสมระหว่า่ง

สิ่่�งปลููกสร้้างและพืืชร่ม่เงาทั่่�วไปเป็็นพื้้�นที่่�เหมาะสมใน

การเพาะพันัธุ์์�ของ Aedes albopictus(22) เช่น่เดียีว

กับั Adnan และคณะ ที่่�พบว่า่ชุมุชนที่่�มีสีนามเด็็กเล่น่

และบ้้านที่่�ปลููกพืืชยืืนต้้นไม้้ผลเป็็นร่่มเงาคลุุมบ้้านใน 

Kuala Lumpur ประเทศ Malaysia มีีประวััติิ 

การเป็็นโรคไข้้เดงกีีสููงกว่่าชุุมชนอื่่�นในปีี 2564(8) 

และการศึึกษาของ Andrade, A.C. ในปีี 2566 

พบว่่าเทศบาลเมืืองที่่�มีีอััตราการเปลี่่�ยนแปลงการใช้้ 

ประโยชน์ท์ี่่�ดินิสูงูจากพื้้�นที่่�ป่า่เป็น็พื้้�นที่่�ทางการเกษตร 

และอื่่�น ๆ ของรััฐ Minas Gerais State ประเทศ 

Brazil มีี โอกาสเจ็็บป่่วยจากโรคไข้้เดงกีีสููงกว่่า

เทศบาลที่่�มีีการเปลี่่�ยนแปลงต่ำำ��(23) สำำ�หรัับการ

ศึึกษาในประเทศก่่อนหน้้านี้้� ในจัังหวััดสุุโขทััยของ 

Nakhapakorn และ Tripathi ในปีี 2548 และ 

จัังหวััดพิิษณุุโลกของ Sarfraz และคณะ ใน 

ปีี 2555 พบว่่าพื้้�นที่่�ที่่�พบการระบาดของไวรััสเดงกีี

เป็น็พื้้�นที่่�ทางการเกษตร นาข้้าว พื้้�นที่่�ชุ่่�มน้ำำ�� และพื้้�นที่่� 

กึ่่�งเมือืง(24, 25) แต่่อย่่างไรก็็ตาม การติิดเชื้้�อไวรัสัเดงกีี 

ขึ้้�นอยู่่�กับัหลายปััจจััยร่่วมด้้วย เช่่น อุณุหภูมิูิ สภาพอากาศ 

ลักัษณะบ้า้นเรือืน ที่่�อยู่่�อาศัยั นโยบายของรัฐั สภาพทาง 

เศรษฐสัังคม เป็็นต้้น(6-9, 23)

การศึึกษาครั้้�งนี้้�แสดงพื้้�นที่่� เสี่่�ยงติิดเชื้้�อ 

ไวรััสเดงกีี ซึ่่�งมีีประโยชน์์สำำ�หรัับการนำำ�ไปใช้้ใน การ

วางแผนเพื่่�อควบคุุมและป้้องกัันการระบาดของ

โรคไข้้เดงกีีและไข้้เลืือดออกเดงกีีได้้ อย่่างไรก็็ตาม 

การเก็็บข้้อมููลของผู้้�เข้้ารัับบริิการการตรวจคััดกรอง

การติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีของโรงพยาบาลธรรมศาสตร์์

เฉลิิมพระเกีียรติิและมีีที่่�พัักอาศััยในพื้้�นที่่�จัังหวััด

ปทุุมธานีีเท่่านั้้�น ซึ่่�งหากมีีการเพิ่่�มข้้อมููลของสถาน

พยาบาลอื่่�น ๆ ในจัังหวััดปทุุมธานีี ผลการศึึกษาจะ

ฉายฉากทััศน์์พื้้�นที่่�เสี่่�ยงติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีได้้ชััดเจน

มากยิ่่�งขึ้้�น

สรุุป
การศึึกษาข้้อมููลการตรวจคััดกรองการ

ติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีีของผู้้�เข้้ารัับบริิการโรงพยาบาล

ธรรมศาสตร์์เฉลิิมพระเกีียรติิ ระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-

2565 และการใช้้ประโยชน์์ที่่�ดิินของจัังหวััดปทุุมธานีี 

อ้้างอิิงจากข้้อมููลของกรมพััฒนาที่่�ดิินปีี พ.ศ. 2564 

ประมวลร่่วมกัับแผนที่่�จัังหวััดปทุุมธานีีแบบแยกราย

ตำำ�บล ด้้วยระบบสารสนเทศภููมิิศาสตร์์ (โปรแกรม 

QGIS version 3.26.3 Buenos Aires) สามารถแสดง

แผนที่่�จุุดตำำ�แหน่่งของพื้้�นที่่�เสี่่�ยงติิดเชื้้�อไวรััสเดงกีี 

ของจัังหวััดปทุุมธานีีได้้ ผลการศึึกษาพบว่่าเป็็นพื้้�นที่่�

เกษตรกรรมแบบเกษตรผสมผสาน ไร่่นาสวนผสม 

และพื้้�นที่่�เหมืืองแร่่ บ่่อขุุด เป็็นพื้้�นที่่�เสี่่�ยงต่่อการพบ

การระบาดของโรค ซึ่่�งหน่่วยงานทางด้้านสาธารณสุุข 

สามารถนำำ�ข้้อมููลไปพิิจารณาวางแผน และจััดสรร

ทรัพัยากรที่่�จำำ�เป็น็ เพื่่�อควบคุมุและป้อ้งกันัการระบาด

ของโรคไข้้เดงกีี และไข้้เลืือดออกเดงกีี
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Abstract 
Hemoglobin H disease can be diagnosed by the identification of hemoglobin (Hb) H 

inclusion in red blood cells; however, a long incubation period of the blood-dye mixture is  

required for the testing procedure. The objective of this study was to investigate the impact of 

shortening the Brilliant cresyl blue staining duration on the ability to identify HbH inclusion 

bodies in red blood cells. Blood samples were collected from 28 HbH disease patients and 30 

healthy individuals. Hemoglobin typing was conducted by using HPLC. Incubation of the blood 

with Brilliant cresyl blue at 37oC for 30 and 120 minutes were set up for the detection of HbH 

inclusion bodies. Paired student’s t-test were utilized to assess the reliability of the test results 

and the variances in the number of HbH inclusion bodies. There were no HbH inclusion bodies 

found in the healthy control bloods. Conversely, the HbH inclusion bodies were detected in all 

HbH disease samples at the incubation times of 30 and 120 minutes. The quantities of HbH  

inclusion bodies at 30- and 120-minute incubation times were 43.7 ± 23.6 and 39.9 ± 22.1, 

respectively. There was no statistical significance in both incubation times (p < 0.05). These 

reveal significant amounts of HbH inclusion bodies detected following 30 minutes staining. 

Therefore, the identification of HbH inclusion elements using this 30 minutes staining method 

could facilitate a better turnaround time.

Keywords: Hemoglobin H inclusion, Red blood cell, HbH disease, Alpha globin gene
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วารสารเทคนิคการแพทย์ ปีที่ 52 ฉบับที่ 3 ธันวาคม 2567 นิพนธ์ต้นฉบับ

ประสิทธิภาพของการย้อม Brilliant Cresyl Blue อย่างรวดเร็ว 
เพ่ือตรวจหาฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์

ในเซลล์เม็ดเลือดแดง

เอกพงค์ บริบุญวงค์1* และ พลับพลึง แสนใส2

1แขนงวิชาโลหิตวิทยาและจุลทรรศนศาสตร์คลินิก สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยพะเยา จังหวัดพะเยา

2แขนงวิชาเคมีคลินิกและพิษวิทยา สาขาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะสหเวชศาสตร์ 
มหาวิทยาลัยพะเยา จังหวัดพะเยา

บทคััดย่่อ
การตรวจหาฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ในเซลล์เม็ดเลือดแดงสามารถช่วยวินิจฉัยโรค 

ฮีโมโกลบินเอชได้ อย่างไรก็ตามข้ันตอนการตรวจจำ�เป็นต้องอุ่นเลือดกับสีย้อมไว้เป็นเวลานาน การศึกษาน้ี

มีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของการปรับลดระยะเวลาการย้อมด้วย Brilliant cresyl blue ในการตรวจหา 

ฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันในเซลล์เม็ดเลือดแดง ตัวอย่างเลือดคนปกติ จำ�นวน 30 ราย และผู้ป่วย 

โรคฮีโมโกลบินเอช จำ�นวน 28 ราย ถูกนำ�มาตรวจวิเคราะห์ชนิดและปริมาณฮีโมโกลบิน ตรวจหา 

ฮโีมโกลบนิเอชอนิคลชูนับอดียด้์วยการอุน่สว่นผสมเลือดกบัส ีBrilliant cresyl blue ท่ี 37 องศาเซลเซยีส 

เป็นเวลา 30 นาที และ 120 นาที วิเคราะห์ความถูกต้องของผลการตรวจโดยใช้ผลการตรวจชนิดและ

ปริมาณฮีโมโกลบินเป็นมาตรฐาน วิเคราะห์ความสอดคล้องของผลการตรวจ และเปรียบเทียบจำ�นวน 

ฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ด้วยสถิติ paired student’s t-test จากการศึกษา ผู้วิจัยตรวจไม่พบ 

ฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ในกลุ่มตัวอย่างคนปกติ ขณะที่ตรวจพบฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์

ในกลุ่มผู้ป่วยโรคฮีโมโกลบินเอชทุกราย และให้ผลสอดคล้องกันร้อยละ 100 ท้ังการย้อมด้วยเวลา  

30 และ 120 นาที จำ�นวนฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ที่ย้อมด้วยเวลา 30 และ 120 นาที เท่ากับ  

43.7 ± 23.6 และ 39.9 ± 22.1 ตามลำ�ดับ ซึ่งแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ (p < 0.05) การย้อม

เป็นเวลา 30 นาทีมีแนวโน้มท่ีตรวจพบจำ�นวนฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ ได้มากกว่า ดังน้ัน  

การย้อม Brilliant cresyl blue เป็นเวลา 30 นาที สามารถตรวจหาฮีโมโกลบินเอชอินคลูชันบอดีย์ใน

เม็ดเลือดแดงได้อย่างมีประสิทธิภาพ อีกทั้งยังช่วยลดระยะเวลาการตรวจและการรอคอยผลได้ 

คำ�สำ�คัญ: ฮีโมโกลบินเอชอินคลูชัน เซลล์เม็ดเลือดแดง โรคฮีโมโกลบินเอช ยีนแอลฟาโกลบิน

*ผู้รับผิดชอบบทความ E-mail address: ekaphong.bo@up.ac.th
รับบทความ: 20 มีนาคม 2567         แก้ไขบทความ: 20 มิถุนายน 2567       รับตีพิมพ์บทความ: 27 กรกฎาคม 2567
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บทนำำ�
โ ร ค ฮีี โ ม โกล บิิน เอช เป็็ น โ รค ในกลุ่่� ม 

แอลฟาธาลััสซีีเมีีย (α-thalassemia) ที่่�มีีสาเหตุุจาก

การขาดหายไปหรือืมีคีวามบกพร่อ่งของยีนีที่่�สร้า้งสาย 

α-globin มากถึึง 3 ยีีนจากทั้้�งหมด 4 ยีีน (--/-α 
หรืือ --/ααT หรืือ --/αTα) ทำำ�ให้้สายโปรตีีน 

α-globin ถูกูสร้้างลดลงอย่่างมากและเป็็นผลให้้สาย

โปรตีีน β-globin อิิสระคงเหลืืออยู่่�ภายในเซลล์์เป็็น

จำำ�นวนมาก จนเกิดิการเข้า้คู่่�กันัเอง 4 สาย (β
4
) เรียีก

ฮีีโมโกลบินิผิดิปกติชินิดินี้้�ว่า่ “ฮีีโมโกลบินิเอช (HbH)” 

ซึ่่�งไม่่เสถีียร สามารถตกตะกอนภายในเซลล์์ได้้ง่่าย

เมื่่�อมีีภาวะเครีียดออกซิิเดชััน (oxidative stress) 

และเหนี่่�ยวนำำ�ให้้เกิิดการแตกทำำ�ลายของเซลล์์ ได้้ 

ผู้้�ที่่�เป็็นโรคนี้้�จึึงมัักจะมีีภาวะโลหิิตจาง(1) โรค HbH 

มีีรายงานพบร้้อยละ 0.1-0.5 ในแถบประเทศเอเชีีย

ตะวัันออกและทะเลเมดิิเตอร์์เรเนีียน(2)

ด้้วยโครงสร้้างระดัับโมเลกุุลของ HbH  

ไม่่เสถีียร HbH จึึงถููกออกซิิไดซ์์ได้้ด้้วยสีี Brilliant 

cresyl blue หรืือ methylene blue (redox dye) ได้้(3) 

ซึ่่�งเมื่่�อย้้อมเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงด้้วยสีีดัังกล่่าวและ 

อุ่่�นไว้้ภายใต้้สภาวะที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส  

เป็็นเวลา 1-3 ชั่่�วโมง HbH จะถููกออกซิิไดซ์์และ 

ตกตะกอนเป็็นเม็็ดกลมสีีน้ำำ��เงิินคล้้ายลููกกอล์์ฟอยู่่�

ภายในเซลล์์ (golf-ball like inclusion) เรีียกว่่า

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ ซึ่่�งมองเห็็นได้้ชััดเจน

ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์แสงธรรมดาที่่�กำำ�ลังัขยาย 400-

1,000 เท่่า(3-6) ผลการศึึกษาพบว่่าในผู้้�ป่วยโรค HbH  

จะตรวจพบเซลล์์เม็ด็เลือืดแดงมีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลู-ู 

ชัันบอดีีย์์ได้้ร้้อยละ 100 โดยพบเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง

ที่่�มีีอิินคลููชัันดัังกล่่าวร้้อยละ 33-95 ของเซลล์์เม็็ด

เลืือดแดงทั้้�งหมด(4) หลายการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้�ได้้ 

ทำำ�การศึึกษาความสอดคล้้องของการตรวจหาฮีีโมโกลบินิ 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ในผู้้�เป็็น α-thalassemia ที่่�มีี 

genotype ต่่าง ๆ ได้้แก่่ -α/αα, -α/-α, --/αα, 
--/-α พบว่่าการทดสอบอิินคลููชัันบอดีีย์์ให้้ผลบวก  

(ตรวจพบเซลล์์เม็ด็เลือืดแดงมีฮีีโีมโกลบินิเอชอินิคลูชูันั- 

บอดีีย์์อยู่่�ภายในเซลล์์) ได้้ในทุุก genotype ในผู้้�ที่่�

มีี genotype ชนิิด -α/αα ให้้ผลบวกต่่อการตรวจ 

ฮีี โมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์เพีียงร้้อยละ 59  

เช่่นเดีียวกัับผู้้�มีี genotype -α/-α โดยพบ

มีี อััตราส่่วนของจำำ�นวนเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีี 

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ต่่อจำำ�นวนเซลล์์เม็็ด

เลืือดแดงทั้้�งหมด 1:1,000-1:10,000 ส่่วนในผู้้�เป็็น

พาหะ α-thalassemia 1 (--/αα) พบมีีอััตราการ

ให้้ผลบวกสููงถึึงร้้อยละ 87 (7 รายใน 8 ราย)(5) 

ผลการศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่าอััตราการตรวจพบ 

เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงมีฮีีีโมโกลบิินเอชอินิคลููชันับอดีีย์์จะ

เพิ่่�มมากขึ้้�นตามจำำ�นวนยีีน α-globin ที่่�ผิิดปกติิไป 

ซึ่่�งสอดคล้้องกัับการศึึกษาของ Adirojnanon P  

และคณะ(4) ที่่�ทำำ�การศึึกษาปริิมาณ HbH และปริมิาณ

เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงมีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

ของผู้้�ป่่วยโรค HbH ชนิิด deletion (--/-α)  

และ non-deletion (--/αTα) ซึ่่�งพบว่่าตรวจพบ

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง

ของผู้้�ป่่วยทุุกราย (ร้้อยละ 100) โดยพบมีีปริิมาณ

มากถึึงร้้อยละ 67 ± 21 ในผู้้�ป่่วยกลุ่่�ม deletion 

และร้้อยละ 79 ± 18 ในผู้้�ป่่วยกลุ่่�ม non-deletion

นอกจากนี้้�ยัังมีีการศึึกษาประสิิทธิิภาพของ

การตรวจคััดกรองความผิิดปกติิของยีีน α-globin 

ด้้วยการตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ โดย

การย้้อมด้้วยสีี Brilliant cresyl blue(6) โดยศึึกษา 

ในตัวัอย่่าง 509 ราย จากผู้้�ที่่�มีภีาวะเม็็ดเลืือดแดงตััวเล็็ก 

และมีจีำำ�นวนมากกว่า่ค่า่ปกติ ิผลการศึึกษาพบว่า่ผู้้�เป็น็

พาหะ α-thalassemia 1 จำำ�นวน 180 ราย ตรวจพบ 

อินิคลูชูันับอดียี์ท์ุกุราย (ร้อ้ยละ 100) โดยอัตัราการพบ 

เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงมีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 
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0.1-30 ต่่อ 1,000 เซลล์์เม็็ดเลืือดแดง นอกจากนี้้� 

การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นการตรวจพบฮีีโมโกลบิิน 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ในสภาวะอื่่�นที่่�ไม่่มีีความผิิดปกติิ

ของยีีน α-globin ได้้ด้้วย (false positive) ซึ่่�ง

พบได้้สููงถึึงร้้อยละ 8.2 เช่่น พาหะ β-thalassemia 

ภาวะซีีดจากการขาดธาตุุเหล็็ก อย่่างไรก็็ตาม ผลการ 

ตรวจไม่พ่บฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชันับอดีีย์์ในคนปกติิ 

ดัังนั้้�นการตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

จึึงเป็น็วิธิีทีี่่�มีปีระสิทิธิภิาพและน่า่เชื่่�อถือืที่่�สามารถช่ว่ย

ในการคััดกรองพาหะ α-thalassemia ได้้ โดยเฉพาะ 

ในพื้้�นที่่�ที่่�มีีความชุุกของ α-thalassemia สููง(7) 

อย่่างไรก็็ตาม การศึึกษาของ Chan AY และคณะ(8) 

พบว่่าการตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์มีี

ความไวต่่อการคััดกรองผู้้�เป็็นโรค HbH และพาหะ 

α-thalassemia 1 ร้้อยละ 100 และ 95 ตามลำำ�ดัับ 

นอกจากนี้้�ยัังพบผลบวกปลอมได้้ในผู้้�ป่วยที่่�มีีภาวะ

ขาดธาตุุเหล็็ก เช่่นเดีียวกัับการศึึกษาของ Pan LL  

และคณะ(6) การตรวจหาฮีีโมโกลบินิเอชอินิคลูชูันับอดีย์ี์ 

ในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงจึึงเป็็นการทดสอบที่่�มีีความ

ไวต่่อการวิินิิจฉััยโรค HbH ซึ่่�งสามารถทำำ�ได้้ง่่าย 

ไม่่จำำ�เป็็นต้้องใช้้เครื่่�องมืือราคาแพง ปััจจุุบัันจึึงมีี

การนำำ�ไปใช้้อย่่างแพร่่หลายในห้้องปฏิิบััติิการทาง 

การแพทย์์ในโรงพยาบาลทั่่�วประเทศ

แม้้ว่่าการย้้อมฮีีโมโกลบินิเอชอินิคลููชันับอดีย์ี์ 

ในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงสามารถช่่วยวิินิิจฉััยโรค HbH  

ได้้อย่า่งมีีประสิิทธิภิาพ ทั้้�งชนิิดที่่�เป็น็ deletional HbH 

(HbH) และ non-deletional HbH (HbH-CS) 

และโดยเฉพาะในรายที่่�มีีผลการตรวจ Hb typing  

ไม่่พบการปรากฏของ HbH บน electrophoregram 

หรืือ chromatogram(9) แต่่วิิธีีนี้้�ก็็มีีข้้อจำำ�กัดคืือใช้้

เวลาในการตรวจนาน เนื่่�องจากต้อ้งอุ่่�นส่ว่นผสมเลือืด

กัับสีี Brilliant cresyl blue ที่่� 37 องศาเซลเซีียส

เป็็นเวลานาน อีีกทั้้�งต้้องใช้้เวลาในการตรวจด้้วย

กล้้องจุุลทรรศน์เป็็นเวลานาน รวมทั้้�งจำำ�เป็็นต้้องใช้้ 

ผู้้�ที่่�มีคีวามชำำ�นาญในการตรวจด้ว้ย จึึงทำำ�ให้ม้ีรีะยะเวลา

รอคอยผลที่่�นานในโรงพยาบาลบางแห่่งกำำ�หนดการ 

รอคอยผลนานถึึง 24-48 ชั่่�วโมง ซึ่่�งทำำ�ให้้ผู้้�ป่่วย 

ได้ร้ับัการวินิิจิฉัยัล่่าช้า้ได้ ้ดังันั้้�นการพัฒันาวิธิีกีารตรวจ

โดยการปรัับลดระยะเวลาการอุ่่�นส่่วนผสมเลืือดกัับสีี 

Brilliant cresyl blue โดยยัังให้้ผลการตรวจที่่�มีี

ประสิิทธิภิาพเทีียบเท่่ากับัการย้อ้มตามวิิธีมีาตรฐาน(10) 

ก็็จะช่่วยให้้สามารถตรวจและรายงานผลได้้เร็็วขึ้้�น  

ลดระยะเวลาการรอคอยผล แพทย์์สามารถให้้การ

วิินิิจฉััยและวางแผนการรัักษาผู้้�ป่่วยได้้รวดเร็็วยิ่่�งขึ้้�น

วััสดุุและวิิธีีการ
โครงการวิิจััยนี้้�ได้้รัับการรัับรองโดยคณะ-

กรรมการหน่ว่ยจริิยธรรมการวิจิัยัในมนุษุย์์ กองบริิหาร

งานวิิจััย มหาวิิทยาลััยพะเยา เลขที่่� HREC-UP-

HSST 1.2/012/67

ตััวอย่่างและการตรวจวิิเคราะห์์ทางโลหิิตวิิทยา

งานวิิจััยนี้้�ทำำ�การศึึกษากัับตััวอย่่างเลืือดที่่�มีี 

ethylene diamine tetraacetic acid (EDTA) เป็น็

สารกันัเลืือดแข็็งที่่�เหลือืจากการตรวจในงานประจำำ�วัน

จากผู้้�เข้้ามารัับบริิการในโรงพยาบาลพะเยา จำำ�นวน 

58 ราย จำำ�แนกเป็็นคนปกติิ (ไม่่มีีภาวะซีีดและ 

ค่่าพารามิิเตอร์์ของเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงไม่่พบมีีค่่าต่ำำ��

หรือืสููงกว่า่ปกติิในทุุกพารามิเิตอร์์ และมีีผลการตรวจ

ชนิิดฮีีโมโกลบิินเป็็น A
2
A และมีีปริิมาณ HbA

2
  

อยู่่�ในช่่วงปกติิ (ร้้อยละ 2.0-3.5)) จำำ�นวน 30 ราย 

คััดเลืือกจากกลุ่่�มผู้้�มารัับบริิการตรวจสุุขภาพประจำำ�ปีี 

และผู้้�ป่่วยโรค HbH จำำ�นวน 28 ราย (วิินิิจฉััยจาก

การตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณฮีีโมโกลบิิน โดยมีี

การปรากฏของ HbH บน chromatogram)

การตรวจวิิเคราะห์์ค่่าพารามิิเตอร์์ของเซลล์์

เม็็ดเลืือดแดง 8 ค่่าประกอบด้้วย red blood cell 

(RBC) count, hemoglobin concentration (Hb), 
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hematocrit (Hct), mean corpuscular volume 

(MCV), mean corpuscular hemoglobin (MCH), 

mean corpuscular hemoglobin concentration 

(MCHC) และ red cell distribution width 

(RDW) ด้้วยเครื่่�องวิิเคราะห์์เม็็ดเลืือดอััตโนมััติิ 

ยี่่�ห้อ้ Sysmex รุ่่�น XN-3000 (Sysmex Corporation, 

Kobe, Japan) ตรวจวิิเคราะห์์ชนิดิและปริิมาณฮีโีมโกลบินิ 

(Hb typing) ด้ว้ยเครื่่�องวิิเคราะห์์ฮีีโมโกลบิินอัตัโนมััติิ 

Premier-Resolution high pressure liquid 

chromatography (Trinity Biotech, Bray, 

County Wicklow, Ireland) การตรวจพารามิิเตอร์์

ของเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง และ Hb typing ดำำ�เนิินการ

ภายใน 24 ชั่่�วโมง หลัังจากเก็็บตััวอย่่างเลืือด

การตรวจหา HbH inclusion bodies

ตััวอย่่างเลืือดทั้้�ง 58 ราย ถููกนำำ�มาตรวจหา 

ฮีโีมโกลบิินเอชอิินคลููชันับอดีีย์์ภายในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง 

ภายในเวลา 24 ชั่่�วโมง หลัังจากเก็็บตััวอย่่างเลืือด 

เพื่่�อป้้องกัันการเสื่่�อมสลายของฮีีโมโกลบิินและเซลล์์

เม็็ดเลืือดแดง ตััวอย่่างเลืือดทุุกรายถููกเก็็บรัักษาไว้้ 

ที่่� 4 องศาเซลเซีียส ตลอดการทดสอบ ตััวอย่่างเลืือด

ทั้้�งหมดถููกแบ่่งเลืือดออกเป็็น 2 ชุุด (A และ B)  

ขั้้�นตอนการตรวจจะทำำ�การผสมตััวอย่่างเลืือด 1 ส่่วน

กับั 1% Brilliant cresyl blue 1 ส่ว่น ในหลอดทดลอง 

ขนาด 12x75 มิลิลิเิมตร ปิิดหลอดทดลองด้้วยพาราฟิิล์์ม 

แล้ว้นำำ�ไปอุ่่�นที่่� 37 องศาเซลเซีียส โดยชุุด A จะใช้เ้วลา

การอุ่่�นที่่� 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 120 นาทีี(10) และ 

ชุุด B จะใช้้เวลาอุ่่�นที่่� 37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 

30 นาทีี เมื่่�อครบเวลานำำ�ส่่วนผสมจำำ�นวน 20 

ไมโครลิิตร มาหยดลงบนสไลด์์แก้้วแล้้วไถสเมีียร์์บาง 

จำำ�นวน 3 แผ่่น ทิ้้�งไว้้ให้้แห้้งเป็็นเวลา 2 นาทีี แล้้ว

ทำำ�การตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ภายใน

เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์์กำำ�ลัังขยาย 

1,000 เท่่า เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิิน- 

เอชอิินคลูชูันับอดีย์ี์จะพบตะกอนฮีีโมโกลบิินติดิสีนี้ำำ��เงิิน 

มีีลัักษณะกลมคล้้ายลููกกอล์์ฟ (golf-ball like 

inclusion) การตรวจและนับัจำำ�นวนเซลล์์เม็ด็เลือืดแดง 

ที่่�มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ทำำ�โดยนัักเทคนิิค-

การแพทย์์ที่่�มีคีวามชำำ�นาญ จำำ�นวน 3 คน โดยแต่ล่ะคน 

ทำำ�การตรวจสเมีียร์ท์ั้้�งหมดที่่�ย้อ้มด้ว้ย 2 สภาวะดังักล่า่ว 

เพื่่�อความเที่่�ยงตรงของการตรวจ ผู้้�วิิจััยได้้ทำำ�การ

กำำ�หนดเป็็นรหััสบนสไลด์์ โดยนัักเทคนิิคการแพทย์์ 

จะไม่ท่ราบกลุ่่�มตััวอย่่างและสภาวะการย้้อม นักัเทคนิคิ 

การแพทย์์ทำำ�การตรวจนัับเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง 

จำำ�นวน 1,000-1,500 เซลล์์ และคำำ�นวณปริิมาณ

เซลล์เ์ม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลูชูันับอดียี์์ 

เป็็นร้้อยละของจำำ�นวนเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�ตรวจ

ทั้้�งหมด

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล 

นำำ�ผลการตรวจนับัจำำ�นวนเซลล์์เม็ด็เลือืดแดง 

ที่่�มีีฮีี โมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ที่่�ตรวจโดย 

นัักเทคนิิคการแพทย์์ทั้้�ง 3 คน ในทั้้�ง 2 สภาวะ  

มาหาค่่าเฉลี่่�ยและส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน เปรีียบเทีียบ 

จำำ�นวนฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลูชูันับอดีีย์ร์ะหว่่าง 2 สภาวะ 

ด้้วยสถิิติิ paired student’s t-test และระหว่่างชนิิด

ของโรค HbH ด้้วย สถิิติิ independent student’s 

t-test วิิเคราะห์์สถิิติิโดยใช้้โปรแกรม SPSS (IBM 

SPSS Inc, USA. Ver. 22) ค่่า p value < 0.05 

ถืือว่่ามีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ
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ผลการวิิจััย
ผลการตรวจวิเิคราะห์ค์่า่ทางโลหิติวิทิยาและ 

ดััชนีีเม็็ดเลืือดแดง ชนิิดและปริิมาณฮีีโมโกลบิิน 

ของตััวอย่่างกลุ่่�มคนปกติิทั้้�ง 30 ราย แสดงใน 

Table 1 โดยผลการตรวจชนิดิฮีีโมโกลบินิพบเป็น็ชนิดิ 

A
2
A ทั้้�งหมด มีีลัักษณะโครมาโตแกรมดัังแสดงใน  

Fig. 1A มีีปริิมาณ HbA
2
 เท่่ากัับร้้อยละ 2.9 ± 

0.27 (ร้้อยละ 2.3-3.3) และ HbF เท่่ากัับ ร้้อยละ 

0.25 ± 0.4 2 (ร้้อยละ 0.0-1.3) ผลตรวจวิิเคราะห์์

พารามิิเตอร์์เซลล์์เม็็ดเลืือดแดงพบว่่าตััวอย่่างทุุกราย

ไม่่มีีภาวะโลหิิตจาง และไม่่พบว่่ามีีเม็็ดเลืือดแดง

ชนิิด microcyte และ hypochromia มีีค่่าเฉลี่่�ย ±  

ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของ RBC count, Hb, Hct, 

MCV, MCH, MCHC, RDW เท่่ากัับ 4.43 ±  

0.35 x 106/ไมโครลิติร, 13.52 ± 0.97 กรัมั/เดซิลิิติร, 

ร้้อยละ 39.56 ± 2.45, 89.52 ± 3.84 เฟมโตลิิตร, 

30.59 ± 1.60 พิิโกกรััม, 34.18 ± 1.06 กรััม/

เดซิิลิิตร, ร้้อยละ 13.23 ± 0.99 ตามลำำ�ดัับ ในขณะ

ที่่�กลุ่่�มผู้้�ป่่วยโรค HbH มีีค่่าเท่่ากัับ 4.49 ± 0.87 

(x 106/ ไมโครลิิตร), 8.25 ± 1.17 กรััม/เดซิิลิิตร,  

ร้้อยละ 27.60 ± 3.62, 62.48 ± 6.13 เฟมโตลิิตร, 

18.63 ± 1.63 พิิโกกรััม, 29.87 ± 1.42 กรัมั/เดซิลิิติร, 

ร้้อยละ 24.76 ± 1.99 ตามลำำ�ดัับ ตััวอย่่างทั้้�งหมด

แสดงภาวะโลหิิตจางที่่�มีีความผิิดปกติิของเม็็ดเลืือด

แดงแบบ microcytic hypochromic anemia 

(Table 2) ผลการตรวจ Hb typing พบเป็็นชนิิด 

A
2
AH จำำ�นวน 19 ราย มีีลัักษณะโครมาโตแกรม 

ดัังแสดงใน Fig. 1B และ CSA
2
AH จำำ�นวน 9 ราย 

(Fig. 1C) ปริิมาณ HbA
2
 และ HbH สรุุปไว้้ใน 

Table 2

ผลตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์

โดยนัักเทคนิิคการแพทย์์ทั้้�ง 3 คน พบว่่าในกลุ่่�ม

ตััวอย่่างคนปกติิทั้้�ง 30 ราย ตรวจไม่่พบฮีีโมโกลบิิน

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ ทั้้�งที่่�อุ่่�นไว้้นาน 30 นาทีี และ 

120 นาทีี ลัักษณะของเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�ย้้อมได้้ 

แสดงดััง Fig. 2 ส่่วนในกลุ่่�มผู้้�ป่่วยที่่�เป็็นโรค HbH 

ทั้้�ง 28 ราย ตรวจพบฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์

ทั้้�ง 2 ระยะเวลาการย้้อม ลัักษณะของฮีีโมโกลบิิน 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ที่่�พบในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง  

แสดงไว้้ใน Fig. 3 และ 4 โดยให้้ผลการตรวจ 

พบฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์สอดคล้้องกัันจาก

นัักเทคนิิคการแพทย์์ทั้้�ง 3 คน ดัังแสดงใน Table 3

ค่่าเฉลี่่�ยและส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐานของ

จำำ�นวนเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลูู-

ชัันบอดีีย์์ในผู้้�ป่่วยโรค HbH แต่่ละราย ทั้้�งการย้้อม

ที่่�ใช้้เวลา 30 และ 120 นาทีี สรุุปไว้้ใน Table 4  

การย้้อมที่่�ใช้้เวลา 30 นาทีี ตรวจพบจำำ�นวนเซลล์์

เม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลูชูันับอดียี์เ์ฉลี่่�ย

เท่่ากัับร้้อยละ 43.70 ± 23.55 (5.30-80.16) และ 

39.90 ± 22.06 (4.95-75.82) เมื่่�อใช้้เวลาย้้อม 

120 นาทีี (Table 5) ซึ่่�งค่่าเฉลี่่�ยของจำำ�นวนเซลล์์ 

ดังักล่่าวทั้้�ง 2 เวลาการย้อ้มนี้้� มีคีวามแตกต่า่งกัันอย่า่งมีี 

นััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05) เมื่่�อทำำ�การวิิเคราะห์์

ความแตกต่่างของค่่าเฉลี่่�ยดัังกล่่าวระหว่่างการย้้อม

ที่่�ใช้้เวลา 30 และ 120 นาทีี จำำ�แนกตามชนิิด

ของโรค HbH พบว่่ามีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีี 

นััยสำำ�คััญทางสถิิติิ ที่่� p = 0.002 ในโรค HbH และ  

p = 0.012 ในโรค HbH-CS การวิิเคราะห์์ 

ค่า่เฉลี่่�ยของจำำ�นวนเซลล์เ์ม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบิิน 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ระหว่่างผู้้�ป่่วยโรค HbH และ  

HbH-CS พบว่า่ ผู้้�ป่ว่ยโรค HbH มีคี่า่เฉลี่่�ยของจำำ�นวน

เซลล์์ดัังกล่่าวต่ำำ��กว่่าในกลุ่่�มผู้้�ป่่วยโรค HbH-CS  

อย่่างมีีนััยสำำ�คััญทางสถิิติิ (p < 0.05 ของทั้้�ง 2 เวลา

การย้้อม ดัังแสดงใน Table 5
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Table 3	The results of HbH inclusion bodies examined in 30 healthy individuals and 28 HbH disease  

	 patients by three professional medical technologists. 

Sample group (N) Incubation time (30 mins) Incubation time (120 mins)

Present Absent Present Absent

Normal (30)

MT 1 0 30 0 30

MT 2 0 30 0 30

MT 3 0 30 0 30

HbH disease 
(28)

MT 1 28 0 28 0

MT 2 28 0 28 0

MT 3 28 0 28 0

Hb: Hemoglobin; MT: Medical technologist
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Table 4 The percentage of red blood cells containing inclusion bodies obtained from 30 mins and  

	 120 mins incubation time of 28 HbH disease patients. 

Sample no.
Incubation time (30 mins) Incubation time (120 mins)

Mean SD Min – Max Mean SD Min – Max

1 43.76 11.40 33.72 – 56.15 39.29 8.21 32.72 – 48.50

2 39.03 2.72 36.21 – 41.64 40.66 5.34 34.63 – 44.81

3 32.24 10.39 24.49 – 44.05 34.95 8.13 29.44 – 44.29

4 22.43 14.39 10.96 – 38.58 14.51 2.47 12.40 – 17.22

5 32.00 3.60 29.34 – 36.09 28.77 3.73 25.14 – 32.60

6 15.28 6.92 8.13 – 21.95 14.96 6.41 7.78 – 20.11

7 10.57 2.13 8.86 – 12.96 10.26 4.34 5.25 – 12.76

8 53.58 5.83 47.05 – 58.24 42.42 18.31 21.29 – 53.69

9 22.72 3.66 19.35 – 26.61 20.71 1.59 18.96 – 22.08

10 44.14 2.13 41.68 – 45.45 34.77 8.82 25.00 – 42.15

11 71.84 3.12 69.50 – 75.38 66.54 14.79 49.63 – 77.02

12 21.54 2.90 19.18 – 24.78 19.81 1.52 18.05 – 20.69

13 41.07 3.75 36.77 – 43.64 43.36 1.17 42.53 – 44.70

14 37.12 3.95 32.78 – 40.52 30.63 1.24 29.37 – 31.84

15 14.38 1.22 13.21 – 15.65 14.42 0.88 13.41 – 15.00

16 65.88 0.54 65.25 – 66.23 55.98 1.14 55.00 – 57.23

17 36.16 1.60 34.95 – 37.97 28.08 1.27 26.96 – 29.46

18 16.50 3.28 13.50 – 20.00 14.01 1.93 12.40 – 16.15

19 5.30 1.25 4.49 – 6.74 4.95 0.91 4.25 – 5.98

20 80.19 1.88 78.08 – 81.67 72.97 15.36 55.50 – 84.35

21 49.88 6.39 42.63 – 54.71 53.62 4.68 50.45 – 58.99

22 70.04 1.67 68.70 – 71.91 65.32 1.67 63.61 – 66.94

23 74.89 0.89 73.88 – 75.55 70.71 1.47 69.25 – 72.18

24 31.42 1.62 30.19 – 33.25 25.71 2.98 23.48 – 29.09

25 80.01 1.09 78.84 – 81.01 75.82 0.92 74.93 – 76.76

26 60.57 2.23 58.13 – 62.50 57.03 1.17 55.85 – 58.18

27 78.92 1.49 77.20 – 79.83 67.27 2.86 64.04 – 69.49

28 71.99 1.18 70.73 – 73.08 69.62 2.49 67.60 – 72.40
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Table 5	Percentage	of	red	blood	cells	containing	inclusion	bodies.	Data	are	presented	as	mean	±	SD	

	 and	min	-	max.

Group (N) 30 mins 120 mins p-value

Normal (30) 0 0 -

Total HbH disease (28)
43.70	±	23.55

(5.30	–	80.19)

39.90	±	22.06

(4.95	–	75.82)

0.000

HbH (19)
32.92	±	18.16

(5.30	–	71.84)

29.42	±	16.26

(4.95	–	66.54)

0.002

HbH-CS (9)
66.44	±	16.51

(31.42	–	80.19)

62.01	±	15.40

(25.71	–	75.82)		

0.012

p-value 0.000* 0.000*

	*compared		HbH	with		HbH-CS

19

Figure 1 Representative HPLC-chromatograms of healthy subjects (A), Hb H disease (B) and 

Hb H-CS disease (C).
Fig. 1	Representative	HPLC-chromatograms	of	healthy	subjects	 (A),	HbH	disease	 (B)	and	HbH-CS	

disease	(C).
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Figure 2 Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in healthy subjects. Blood smears 

prepared after 30 min and 120 min of incubation time were illustrated in A and B, respectively. 

The red arrow indicates the leakage of hemoglobin, visible as faintly blue-stained erythrocytes.  

  

Fig. 2		Peripheral	blood	stained	with	1%	Brilliant	cresyl	blue	in	healthy	subjects.	Blood	smears	prepared	
after	30	min	and	120	min	of	incubation	time	were	illustrated	in	A	and	B,	respectively.	The	red	
arrow	indicates	the	leakage	of	hemoglobin,	visible	as	faintly	blue-stained	erythrocytes.
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Figure 3 Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in HbH disease samples. (A) 

demonstrated blood smears prepared after 30 min of incubation time. (B) demonstrated blood 

smears prepared after 120 min of incubation time. The black arrow indicates a ‘golf ball’-like 

RBC containing an Hb H inclusion body appearance compared with the surrounding normal red 

blood cells. The blue arrow indicates reticulocyte containing Hb H inclusion body. The red arrow 

indicates the leakage of hemoglobin, visible as faintly blue-stained erythrocytes. 

  

Fig. 3 	Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in HbH disease samples. (A) demonstrated 
blood smears prepared after 30 min of incubation time. (B) demonstrated blood smears prepared 
after 120 min of incubation time. The black arrow indicates a ‘golf ball’-like RBC containing an 
HbH inclusion body appearance compared with the surrounding normal red blood cells. The 
blue arrow indicates reticulocyte containing HbH inclusion body. The red arrow indicates the 
leakage of hemoglobin, visible as faintly blue-stained erythrocytes.
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Figure 4 Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in Hb H-CS disease cases. (A) 

and (B) demonstrated blood smear prepared after 30 min and 120 min of incubation time, 

respectively. The black arrow indicates a ‘golf ball’-like RBC containing an Hb H inclusion. The 

blue arrow indicates reticulocyte containing HbH inclusion body. The red arrow indicates the 

leakage of hemoglobin in golf ball-like RBC, visible as faintly blue-stained. 

 

 

Fig. 4 	Peripheral blood stained with 1% Brilliant cresyl blue in HbH-CS disease cases. (A) and (B) 
demonstrated blood smear prepared after 30 min and 120 min of incubation time, respectively. 
The black arrow indicates a ‘golf ball’-like RBC containing an HbH inclusion. The blue arrow 
indicates reticulocyte containing HbH inclusion body. The red arrow indicates the leakage of 
hemoglobin in golf ball-like RBC, visible as faintly blue-stained.
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วิิจารณ์์
การตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

(β
4
) ในเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง โดยการย้้อมด้้วยสีี 

Brilliant cresyl blue จำำ�เป็็นต้้องอุ่่�นส่่วนผสม

ระหว่่างเลืือดกัับสีีย้้อมที่่�อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเซีียส  

ไว้้เป็็นระยะเวลานาน เพื่่�อให้้เกิดิกระบวนการออกซิิไดซ์์ 

HbH และตกตะกอนเป็น็เม็ด็กลมสีนี้ำำ��เงินิ ระยะเวลา 

การอุ่่�นที่่� 1-3 ชั่่�วโมง ถูกูแนะนำำ�ให้้ใช้้มากที่่�สุดุ เนื่่�องจาก 

เพิ่่�มโอกาสให้้ตรวจพบเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่� มีี 

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ได้้มากขึ้้�น(10-14) การ

ทดสอบหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ด้้วยสภาวะ

ดัังกล่่าว มีีประสิิทธิิภาพดีีต่่อการคััดกรองโรค HbH 

แต่่มีีความไวลดลงต่่อการตรวจคััดกรองกลุ่่�มพาหะ 

α-thalassemia โดยเฉพาะพาหะ α-thalassemia 2 

และ homozygous α-thalassemia 2(5) มีีหลาย

การศึึกษาที่่�มีกีารพัฒันาวิิธีกีารทดสอบให้้มีคีวามไวต่่อ 

การตรวจคััดกรองพาหะ α-thalassemia 1 และ 

α-thalassemia 2 ให้สู้งูขึ้้�น โดยการปั่่�นและเก็บ็ส่ว่น

บนสุุดของชั้้�นที่่�เป็็นเซลล์์ (buffy coat) ไปทำำ�การ

ทดสอบ และเพิ่่�มความเข้้มข้้นของสีีย้้อม นอกจากนี้้� 

ยัังมีีการปรัับเพิ่่�มเวลาการย้้อมให้้นานขึ้้�น โดย

สามารถเพิ่่�มความไวในการตรวจคััดกรองกลุ่่�มพาหะ 

α-thalassemia 1 ได้้มากถึึงร้้อยละ 91-100(6, 14)

ในการศึึกษานี้้�ผู้้�วิิจััยได้้ศึึกษาถึึงผลของการ

ปรัับลดระยะเวลาการย้้อมสีี Brilliant cresyl blue 

ที่่� 37 องศาเซลเซีียส ให้้เหลืือเพีียง 30 นาทีี ต่่อ 

การตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ในเซลล์์

เม็ด็เลือืดแดง ผลการศึึกษาพบว่่า การย้้อมสี ีBrilliant 

cresyl blue ที่่� 37 องศาเซลเซีียส เพีียง 30 นาทีี 

ให้้ผลการตรวจที่่�ถููกต้้องทุุกรายเมื่่�อเทีียบกัับผล 

การตรวจ Hb typing โดยไม่่พบผลบวกและ 

ผลลบปลอม และสอดคล้้องกัับผลการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 

120 นาทีี โดยในกลุ่่�มตััวอย่่างของคนปกติิซึ่่�งมีี 

ชนิิดฮีี โมโกลบิินเป็็น A
2
A ปริิมาณ HbA

2
  

และค่่าพารามิิเตอร์์ของเม็็ดเลืือดแดงอยู่่�ในช่่วงของ 

คนปกติิ(15, 16) ตรวจไม่่พบเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีี 

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ทุุกราย (Table 3)  

ผลการตรวจสเมีียร์์ด้้วยกล้้องจุุลทรรศน์ในตััวอย่่าง

กลุ่่�มนี้้�จะพบเพีียงเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงติิดสีีน้ำำ��เงิินของ 

Brilliant cresyl blue เนื่่�องจากสีีดัังกล่่าวสามารถ 

ย้้อมฮีีโมโกลบิินปกติิได้้ด้้วยดัังแสดงใน Fig. 2A  

อย่่างไรก็ต็ามลักัษณะของเซลล์เ์ม็ด็เลือืดแดงที่่�ได้จ้าก

การย้้อมโดยใช้้เวลา 120 นาทีี จะพบเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง 

ที่่�มีีลัักษณะคล้้าย ghost cell (ติิดสีีน้ำำ��เงิินจาง)  

ได้้จำำ�นวนเล็็กน้้อย (Fig. 2B) เนื่่�องจากระยะเวลา

การย้้อมที่่�นานส่่งผลให้้มีีการเปลี่่�ยนแปลงของเยื่่�อหุ้้�ม

เซลล์ ์อาจเกิดิการรั่่�วของฮีีโมโกลบินิออกจากเซลล์์ได้้ 

ส่ว่นในกลุ่่�มผู้้�ป่ว่ยโรค HbH ซึ่่�งมีกีารปรากฏของ HbH 

fraction บนโครมาโตแกรมทุกุราย(9) ตรวจพบเซลล์์

เม็ด็เลืือดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลููชันับอดีย์ี์ทุกุราย 

ผลที่่�ได้้นี้้�แสดงให้้เห็น็ว่่าการย้้อมสี ีBrilliant cresyl blue 

ด้้วยเวลาเพีียง 30 นาทีี เพีียงพอต่่อการออกซิิไดซ์์ 

HbH ให้้เป็็นฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ภายใน

เซลล์์ได้้ โดยไม่่ทำำ�ให้้เกิิดผลลบและผลบวกปลอม

ต่่อการทดสอบ

จำำ�นวนเซลล์์เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิิน 

เอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ที่่�ตรวจพบในกลุ่่�มผู้้�ป่่วยโรค 

HbH พบว่่า โรค HbH-CS ตรวจพบจำำ�นวน 

ที่่�มากกว่า่ในกลุ่่�มโรค HbH อย่า่งมีนีัยัสำำ�คัญทางคลินิิกิ  

ทั้้�งการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 30 และ 120 นาทีี (Table 5) 

สอดคล้้องกัับหลายการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้�ที่่�รายงานพบ 

จำำ�นวนเซลล์์เม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบิินเอชอิินคลูชูันั- 

บอดียี์์ในโรค HbH (deletional HbH) ร้อ้ยละ 33-85 

ในขณะที่่�พบร้้อยละ 52-95 ในโรค HbH-CS(4, 14)  

แสดงให้้เห็็นว่่าการย้้อมโดยใช้้เวลา 30 นาทีี ยัังคง

ประสิทิธิภิาพการตรวจได้้ไม่ต่่า่งไปจากเดิมิ นอกจากนี้้� 

จำำ�นวนเซลล์์เม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบิินเอชอิินคลูชูันั- 

บอดีีย์์ที่่�ใช้้เวลาย้้อม 30 นาทีี ตรวจนัับจำำ�นวนได้้
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มากกว่่าการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 120 นาทีี เมื่่�อวิิเคราะห์์

แยกตามชนิิดของโรค HbH ก็็ยัังพบว่่าการย้้อมที่่�

ใช้้เวลา 30 นาทีี ตรวจนัับจำำ�นวนเซลล์์ดัังกล่่าวได้้

มากกว่่าการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 120 นาทีี (Table 5) 

ทั้้�งนี้้�อาจเป็็นเพราะเกิิดการเสื่่�อมสลายของเซลล์์ที่่�มีี 

ฮีี โมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์เมื่่�อย้้อมเป็็นเวลา

นานได้้ เป็็นผลทำำ�ให้้จำำ�นวนเซลล์์ดัังกล่่าวมีีปริิมาณ

ลดลง สังัเกตได้จ้ากลักัษณะของเซลล์บ์นสเมีียร์์เมื่่�อดูู 

ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์จะพบเป็็นลัักษณะคล้้าย  

ghost cell เป็็นจำำ�นวนมาก (Fig. 3B และ 4B) 

โดยเซลล์์ติิดสีีจางมองเห็็นฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชััน- 

บอดีย์ี์ไม่ช่ัดัเจนในบางเซลล์์อินิคลููชันับอดียี์ม์ีลีักัษณะ

เป็็นก้้อนกลมขนาดใหญ่่ ติิดสีีน้ำำ��เงิินเข้้มกว่่าปกติิ 

คล้้ายกัับการตรวจในเลืือดที่่�เจาะเก็็บไว้้นานแล้้ว 

(aged specimen) ซึ่่�งฮีีโมโกลบิินปกติิเกิิดการเสื่่�อม

สลายและถููกออกซิิไดซ์์ได้้ง่า่ย  ผลที่่�ได้้นี้้�แสดงให้้เห็็น

ถึึงว่่ามีีการเสื่่�อมสลายของเซลล์์เกิิดขึ้้�น รวมทั้้�งมีีการ

เสื่่�อมสลายของฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ภายใน

เซลล์์ด้้วย ลัักษณะของเซลล์์ดัังกล่่าวอาจส่่งผลให้้ 

ผู้้�ตรวจสเมีียร์์สังัเกตและจำำ�แนกเซลล์์เหล่่านี้้�ได้้ยากด้้วย 

ดัังนั้้�นการย้้อมสีี Brilliant cresyl blue ไว้้เป็็นเวลา

นาน ถึึงแม้้จะช่่วยให้้เกิิดการออกซิิไดซ์์ของ HbH 

ได้้มากขึ้้�น และมองเห็็นเม็็ดตะกอนอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

ภายในเซลล์์ได้้ชััดเจนขึ้้�น (Fig. 3B และ 4B)   

แต่่ส่่งผลให้้เกิิดการเสื่่�อมสลายของเซลล์์ โดยเฉพาะ

เซลล์ท์ี่่�มีฮีีีโมโกลบิินเอชอินิคลูชูันับอดีีย์์ได้ม้ากขึ้้�นตาม

ไปด้้วย ซึ่่�งอาจจะนำำ�ไปสู่่�การเกิิดผลลบปลอมได้้ใน 

ผู้้�ป่่วยที่่�มีีปริิมาณเซลล์์ดัังกล่่าวจำำ�นวนน้้อย 

นอกจากนี้้�สีี Brilliant cresyl blue ยัังมีี

คุณุสมบััติยิ้อ้มเซลล์์ขณะที่่�มีชีีวิีิต (supravital stain) ได้้ 

ดัังนั้้�นเซลล์์เม็็ดเลืือดแดง reticulocyte จึึงถููกย้้อม

ติิดสีีน้ำำ��เงิินด้้วยและไรโบโซม หรืือ RNA ที่่�ยัังพบ

อยู่่�ในไซโตพลาสม ก็็จะตกตะกอนสานกัันเป็็นร่่างแห

ติิดสีีน้ำำ��เงิินเข้้ม (Fig. 3A, blue arrow) ดัังนั้้�น 

หาก reticulocyte มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

อยู่่�ภายในเซลล์ด์้ว้ย ก็จ็ะเห็็นตะกอนเม็็ดกลมสีีน้ำำ��เงิิน 

ร่่วมด้้วยเช่่นกััน ดััง Fig. 3 และ 4 ซึ่่�ง reticulocyte 

จะมีีจำำ�นวนเพิ่่�มมากขึ้้�นในผู้้�ป่วยโรค HbH ด้ว้ย ดังันั้้�น 

จะมีีโอกาสพบเซลล์์ดังักล่่าวจำำ�นวนมากในสเมีียร์เ์ลือืด 

ผู้้�ตรวจสเมีียร์์เลืือดจึึงจำำ�เป็็นต้้องมีีการสัังเกตและ

พิิจารณาอย่่างถี่่�ถ้้วนเพื่่�อให้้ได้้ผลการตรวจที่่�ถููกต้้อง 

และแม่่นยำำ� ดัังนั้้�นการตรวจสเมีียร์์ เลืือดด้้วย

กล้้องจุุลทรรศน์จำำ�เป็็นต้้องใช้้ผู้้�ที่่�มีีความชำำ�นาญใน

การจำำ�แนกเซลล์์มีีฮีี โมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ 

และ reticulocyte ในขั้้�นตอนการผสมสีีย้อ้มกัับเลืือด 

ควรเขย่่าให้้เข้้ากัันทั้้�งก่่อนและหลัังการอุ่่�นที่่� 37 

องศาเซลเซีียส เพราะการตั้้�งหลอดผสมเลืือดกัับ 

สีีไว้้เป็็นเวลานานจะทำำ�ให้้เซลล์์เม็ด็เลือืดแดงตกตะกอน 

อยู่่�ด้านล่่างได้้ ดัังนั้้�นหากไม่่มีีการเขย่่าให้้เข้้ากััน

ก่่อนเตรีียมสเมีียร์์เลืือดจะทำำ�ให้้มีีผลต่่อการตรวจนัับ

จำำ�นวนได้้ 

ปััจจุุบัันได้้มีีการพััฒนาระบบ Artificial 

Intelligent (AI) เข้้ามาช่่วยในการตรวจหาเซลล์์

เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์บน 

สเมียีร์ ์โดยผลจากการศึึกษาพบว่า่มีคีวามไวและความ

จำำ�เพาะในการตรวจหาเซลล์์ดัังกล่่าวสููงถึึงร้้อยละ 91 

และ 99 ตามลำำ�ดัับ(16) โดยสามารถตรวจพบเซลล์์

เม็็ดเลืือดแดงที่่�มีีฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ ได้้

ถึึงแม้้ว่่ามีีจำำ�นวนเซลล์์เพีียง 1 ใน 100,000 ดัังนั้้�น 

ในอนาคต หากมีีการประยุุกต์์ใช้้เทคโนโลยีีดัังกล่่าว 

ร่่วมกัับการปรัับลดเวลาย้้อมตามการศึึกษาครั้้�งนี้้�  

จะช่่วยให้้การตรวจหาเซลล์์เ ม็็ดเ ลืือดแดงที่่�มีี 

ฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ทำำ�ได้้รวดเร็็ว และ 

มีีประสิิทธิิภาพมากยิ่่�งขึ้้�น สามารถลดระยะเวลา  

ความผิิดพลาดในการตรวจและจำำ�แนกเซลล์์ รวมถึึง

กำำ�ลังคนได้้ด้้วย อีีกทั้้�งอาจจะช่่วยเพิ่่�มความไวและ

ความจำำ�เพาะต่อ่การคััดกรองพาหะ α-thalassemia 1 

ได้้อีีกด้้วย
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สรุุป
การปรัับลดเวลาการย้้อม Brilliant cresyl 

blue เป็็นเวลา 30 นาทีี ให้้ผลการตรวจสอดคล้้อง

กัับการย้้อมที่่�ใช้้เวลา 120 นาทีี โรค HbH ทุุกราย 

ไม่่พบผลบวกและผลลบปลอม  และตรวจพบจำำ�นวน

เซลล์เ์ม็ด็เลือืดแดงที่่�มีฮีีีโมโกลบินิเอชอินิคลูชูันับอดียี์์

ได้้สููงกว่่า 120 นาทีี ดัังนั้้�นการย้้อมด้้วยเวลาดัังกล่่าว

สามารถตรวจหาฮีีโมโกลบิินเอชอิินคลููชัันบอดีีย์์ ใน 

เม็็ดเลืือดแดงได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ อีีกทั้้�งยัังช่่วย

ลดระยะเวลาการตรวจและการรอคอยผลได้้ ส่่งผล

ให้้แพทย์์ได้้รัับผลการตรวจที่่�เร็็วขึ้้�น สามารถให้้การ

วิินิิจฉััยและวางแผนการรัักษาผู้้�ป่่วยได้้รวดเร็็วยิ่่�งขึ้้�น
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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 3 ท่าน ทั้งนี้เพื่อ
ให้วารสารมีคุณภาพในระดับมาตรฐานสากลและนำ�ไป
อ้างอิงได้
	 4.	 บทความที่ตีพิมพ์ลงในวารสารเทคนิค
การแพทย์แล้วถือว่าเป็นลิขสิทธ์ิของวารสารเทคนิค
การแพทย์ สมาคมเทคนิคการแพทย์แห่งประเทศไทย  
ในพระอปุถมัภ์ พระเจ้าวรวงศ์เธอ พระองค์เจ้าโสมสวล ี
กรมหมื่นสุทธนารีนาถ

	 5.	 ขอ้เขยีนและขอ้คิดเห็นใดๆ ในวารสารน้ี 
เป็นความคิดเห็นส่วนตวั และเป็นความรบัผดิชอบของ
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.	 บทความปริทัศน์ท่ีตีพิมพ์ในวารสาร ผู้เขียน
ต้ังคำ�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 
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ค่าธรรมเนียมการเผยแพร ่ไม่เสียค่าใช้จ่าย

ประเภทของบทความ แบ่งออกเป็น 6 ประเภท คือ
	 1.	 บทบรรณาธิการ (Editorials) เป็น
บทความซึ่งวิเคราะห์ผลงานทางวิทยาศาสตร์การแพทย์ 
ที่มีความสำ�คัญในวิชาชีพเทคนิคการแพทย์ หรือ
วทิยาศาสตรท์ีเ่ก่ียวขอ้ง หรอือาจจะเป็นขอ้คิดเห็นเพือ่
ประโยชน์ในด้านการยกระดับวิชาชีพเทคนิคการแพทย์
ให้สูงขึ้น
	 2.	 บทความปริทัศน์ (Review Article) 
เป็นบทความเพื่อฟื้นฟูวิชาการซ่ึงรวบรวมผลงาน 
เก่ียวกับเรื่องใดเรื่องหน่ึงโดยเฉพาะ ที่เคยลงตีพิมพ์
ในวารสารอื่นมาแล้วโดยนำ�เรื่องมาวิเคราะห์ วิจารณ์ 
และเปรียบเทียบเพื่อให้เกิดความกระจ่างแก่ผู้อ่าน 
เกี่ยวกับเรื่องนั้น
	 3.	 นิพนธ์ต้นฉบับ (Original Article) 
เป็นรายงานเก่ียวกับผลการวิจัยทางด้านเทคนิคการ
แพทยแ์ละวทิยาศาสตรก์ารแพทยท์ีเ่ก่ียวขอ้งโดยไมเ่คย
ตีพิมพ์ที่ใดมาก่อน
	 4.	 รายงานกรณีศึกษา (Case Report) 
เป็นรายงานเก่ียวกับการวินิจฉัยโรคในผู้ป่วยรายที่ 
น่าสนใจทั้งทางด้านประวัติผลการตรวจร่างกาย และ
การตรวจทางห้องปฏิบัติการคลินิกร่วมกัน
	 5.	 บทความวิ จัยอย่ างสั้ น (Short  
Communication) เป็นบทความวิจัยฉบับย่อ เป็น 
รูปแบบการรายงานการศึกษาแบบกระชับ อันเน่ือง
มาจากข้อจำ�กัดของการศึกษา แต่มีความสมบูรณ์ใน
เน้ือหาที่นำ�เสนอ รูปแบบที่เขียนเป็นลักษณะคล้าย
นิพนธ์ต้นฉบับ แต่จะสั้นและกระชับกว่า
	 6.	 จดหมายถึงบรรณาธิการ (Letter to 
the Editor) เป็นบทความซ่ึงเสนอข้อคิดเห็นและ
ประสบการณ์ทางด้านวิชาการที่เก่ียวข้องกับงานใน
สาขาวิชาชีพเทคนิคการแพทย์อย่างส้ันๆ ในรูปของ
จดหมายถึงบรรณาธิการ

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
พิมพ์เลขหน้าที่ตรงกลางขอบล่างของทุกหน้าพร้อม 
เลขบรรทดั โดยไมต่อ้งพมิพช์ือ่สกุลผูนิ้พนธ์ในตน้ฉบับ 
โดยเน้ือหาตน้ฉบับทัง้หมดรวมรปูภาพ/ตาราง ไมค่วรเกิน 
12 หน้ากระดาษ A4 รปูภาพ/ตารางรวมกันไมค่วรเกิน 
5 รูป/ตาราง
	 ส่งตน้ฉบับของบทรายงานหรอืบทความตา่งๆ 
ทางเว็บไซต์ของวารสารฯ ผ่านระบบจัดการวารสาร
อิเล็กทรอนิกส์ Thai Journals Online (ThaiJo) 
https://heo1.tci-thaijo.org/index.php/jmt-amtt 
	 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	 ชื่อผู้นิพนธ์และผู้ร่วมนิพนธ์ทุกคน 
ให้เขียนชื่อต้นและนามสกุลตัวเต็มทั้งภาษาไทยและ
ภาษาองักฤษ ไมต่อ้งระบุปรญิญา ตำ�แหน่งทางวชิาการ 
หรือ ตำ�แหน่งทางราชการ ในกรณีที่มีผู้แต่งหลายคน 
ระบุชื่อผู้รับผิดชอบบทความและ E-mail address 
ที่สามารถติดต่อได้
	      3.3 ผู้ร่วมนิพนธ์ทุกคนให้ระบุช่ือหน่วยงาน 
และสถาบัน สถานที ่และ E-mail address ทีส่ามารถ
ติดต่อได้
	 4.	 รายละเอียดของนิพนธ์ต้นฉบับและ 
บทความวิจัยอย่างสั้นให้เรียงหัวข้อ ตามลำ�ดับต่อไปนี้
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	 	 1)	บทคัดยอ่ (Abstract) มทีัง้ภาษาไทย  
และภาษาอังกฤษ ความยาวไม่ เ กิน 300 คำ� 
2) คำ�สำ�คัญ (keywords) มีทั้งภาษาไทย และภาษา
อังกฤษ จำ�นวน 3-5 คำ� 3) บทนำ� (introduction) 
ประกอบด้วยเหตุผลและวัตถุประสงค์ ในการวิจัย  
4) วัสดุและวิธีการ (materials and methods) 
รายละเอียดของเครื่องมือและน้ำ�ยา รวมทั้งขั้นตอนที่
สำ�คัญควรระบุให้ชัดเจน 5) ผลการวิจัย (results) 
เขียนใจความส้ันและชัดเจน ตารางหรือภาพคำ�อธิบายภาพ 
และตาราง ให้เป็นภาษาองักฤษ 6) วจิารณ์ (discussion) 
7) สรุป (conclusion) 8) กิตติกรรมประกาศ  
(acknowledgements) 9) เอกสารอ้างอิง (references) 
ให้เรียงลำ�ดับเลขตามที่ปรากฏก่อนหลังในเนื้อเรื่อง
	 5.	 ตาราง  แผนภมู ิภาพประกอบ ให้แทรกใน 
เน้ือหาในตำ�แหน่งที่เหมาะสม สำ�หรับภาพเป็นระบบ
อเิลก็ทรอนิกส์ให้บนัทกึภาพโดยใชน้ามสกุล .jpg หรอื 
.tif สำ�หรับข้อความและคำ�อธิบายในตารางและภาพ 
ใช้เป็นภาษาอังกฤษ
	 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. Immunology: 
an Introduction to molecular and cellular  
principle of the immune vesponse, 5th ed. New 
York: Harper and Row; 1974: 406	
	 	 	 			 		 -	Wijarm B. The Manage- 
ment 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
❑ 	ผู้แต่งหรือคณะผู้แต่งออกหนังสือรับรองว่า กำ�ลังส่งบทความให้วารสารเทคนิคการแพทย์พิจารณาเท่าน้ัน บทความน้ี 

หรือบางส่วนของบทความไม่เคยตีพิมพ์ที่ไหนมาก่อน ถ้าบทความได้รับการตอบรับจากกองบรรณาธิการ
บทความและบางส่วนของบทความนี้ จะตีพิมพ์โดย “วารสารเทคนิคการแพทย์” เพียงแห่งเดียวเท่านั้น

❑	 การเสนอชื่อผู้ทรงคุณวุฒิเป็น Reviewer โดยผู้ทรงคุณวุฒิเป็นผู้มีผลงานวิชาการอย่างสม่ำ�เสมอ และต้อง
เป็นบุคคลจากภายนอกสถาบันของผู้แต่ง 3 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) 
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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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