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บรรณาธิการแถลง

	 วารสารกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ฉบัับที่่� 1 ปีีที่่� 64 พุ ุทธศัักราช 2565 ซึ่่�งอยู่่�ในช่่วงวัันคล้้ายวัันสถาปนา 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ครบรอบ 80 ปีี ในวัันที่่� 10 มีีนาคม 2565 ดัังนั้้�นจึึงได้้มีีการเปลี่่�ยนโลโก้้หน้้าปกของวารสาร 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์เพื่่�อเป็็นการเฉลิิมฉลองวาระสำคััญนี้้�ทั้้�ง 4 ฉบัับ ตลอดปีี 2565 นอกจากนี้้�ยัังได้้มีีการออกแบบ

หน้้าปกให้้สอดคล้้องกัับวันดาวน์์ซิินโดรมโลก (World Down Syndrome Day) ในวัันท่ี่� 21 มีี นาคม ของทุุกปี ี

ที่่�ตั้้�งขึ้้�นโดย Down Syndrome International หรืือ (DSI) ซึ่่�งเป็็นองค์์กรท่ี่�มีีจุดุประสงค์์เพื่่�อการพััฒนาชีีวิตของผู้้�ที่่�เป็น็ 

ดาวน์์ซิินโดรมซึ่่�งเกิิดจากการมีีโครโมโซมแท่่งที่่� 21 เกิินมาเป็็น 3 แท่่ง รวมทั้้�งส่่งเสริิมให้้เกิิดความเข้้าใจ  การยอมรัับ

และเกิิดความเท่่าเทีียมกัันในสัังคม นอกจากนี้้�ยัังได้้มีีการเปลี่่�ยนแปลงรููปแบบของการนำเสนอบทความในฉบัับแบบใหม่่  

โดยการแบ่่งข้้อความเป็็นแบบหน้้าละ 2 คอลััมน์์ เพื่่�อทำให้้ผู้้�อ่่านสามารถอ่่านได้้ง่่ายสบายตามากขึ้้�นมากกว่่าแบบเดิิม  

หวัังว่่าผู้้�อ่่านคงสามารถสัังเกตเห็็นความแตกต่่างเหล่่านี้้�ได้้  

	 ในฉบับันี้้�ยังัคงมีีเนื้้�อหาบทความวิชิาการที่่�ให้ค้วามรู้้�และน่่าสนใจหลายเรื่่�อง ได้แ้ก่่ การตรวจวินิิจิฉัยัก่่อนคลอด

สำหรัับกลุ่่�มอาการดาวน์์และโครโมโซมผิิดปกติิที่่�พบบ่่อยโดยวิิธีี Molecular Karyotyping การตรวจวิินิิจฉััยการติิดเชื้้�อ 

HIV-1 จ ากตััวอย่่างหยดเลืือดแห้้งบนกระดาษซัับโดยตรงด้้วยวิิธีี  real-time PCR การพััฒนาระบบทดสอบสำหรัับ 

คััดกรองสารยัับยั้้�งการทำงานของเอนไซม์์ไทโรซีีนไคเนสเพ่ื่�อค้้นหาสารต้้านมะเร็็ง การพััฒนาและทดสอบความใช้้ได้้ของ 

วิธิีีวิเิคราะห์์สารฟิโิพรนิิลและเมตาโบไลต์ตกค้้างในไข่่และผลิตภัณัฑ์์ และ เว็บ็ไซต์และแอปพลิิเคชัันการทดสอบความชำนาญ

ทางห้้องปฏิิบััติิการของสำนัักยาและวััตถุุเสพติิด   

	 กองบรรณาธิิการวารสารกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ ขอขอบคุุณผู้้�นิิพนธ์์ทุุกท่่านที่่�ส่่งบทความมาให้้พิิจารณา

ตีีพิิมพ์์เผยแพร่่องค์์ความรู้้�และงานวิิจััย ซ่ึ่�งจะเป็็นประโยชน์์ต่่อการปฏิิบััติิงานด้้านการพััฒนาวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ 

และสาธารณสุุขของประเทศ ขอขอบพระคุุณผู้้�ทรงคุุณวุฒุิทิุกุท่่านในการพิิจารณาบทความ (peer review) ที่�ให้ข้้อ้เสนอแนะ

ในการปรับปรุงแก้้ไขบทความวิิจัยัต่่างๆ ให้ม้ีีความถููกต้้องทางวิิชาการและอ่่านได้้เข้้าใจง่่ายขึ้้�น และขอขอบพระคุุณทุุกท่่าน

ที่่�มีีส่่วนในการจัดัทำวารสารฉบับันี้้�ให้เ้สร็จ็สมบููรณ์ด์้ว้ยดีี กองบรรณาธิกิารหวังัเป็น็อย่่างยิ่่�งว่่าวารสารฉบับันี้้�จะเป็น็ประโยชน์์

สำหรัับผู้้�อ่่านทุุกท่่านในการเสริิมสร้้างองค์์ความรู้้�ทางด้้านวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์และสาธารณสุุข และโปรดติิดตามความรู้้�

และงานวิิจััยจากวารสารกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ฉบัับต่่อไป ซึ่่�งจะเผยแพร่่ภายในเดืือนมิิถุุนายน 2565 

	 	 ดร.อภิิวััฏ ธวััชสิิน

	 	 บรรณาธิิการวารสารกรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์





ค�ำแนะน�ำส�ำหรับผู้นิพนธ์

วารสารกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์รบัตพีมิพ์เผยแพร่บทความ เพือ่สนบัสนนุและส่งเสรมิการสร้าง

องค์ความรู้ใหม่ด้านวิทยาศาสตร์การแพทย์ที่เกี่ยวกับชีววัตถุ เครื่องมือแพทย์ เครื่องส�ำอาง ยาที่เป็นเภสัช 

เคมีภัณฑ์ อาหารและเครื่องดื่ม สมุนไพร ยาเสพติด วัตถุอันตราย รังสี โรคติดต่อ โรคไม่ติดต่อ พาหะน�ำโรค 

การประเมนิความเสีย่ง การวจิยัทางคลนิกิ ระบบบรหิารจัดการคณุภาพ และอืน่ ๆ  โดยก�ำหนดตพีมิพ์วารสาร

ปีละ 4 ฉบับ เป็นรายไตรมาส ได้แก่ 1) ฉบับเดือนมกราคม-มีนาคม 2) ฉบับเดือนเมษายน-มิถุนายน  

3) ฉบับเดือนกรกฎาคม-กันยายน และ 4) ฉบับเดือนตุลาคม-ธันวาคม  

วารสารกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ เริม่เผยแพร่ทางระบบออนไลน์เท่าน้ัน ตัง้แต่ฉบบัเดอืนตุลาคม-

ธันวาคม 2562 เป็นต้นไป

ประเภทของบทความ 

บทความสามารถเขียนได้ทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ โดยแบ่งบทความออกเป็นประเภทต่างๆ 

ดังนี้

1.	 นิพนธ์ต้นฉบับ 

เป็นรายงานผลการศึกษาวิจัย พัฒนาเทคโนโลยี หรือพัฒนาระบบคุณภาพห้องปฏิบัติการที ่

มีการวางรูปแบบ และด�ำเนินการศึกษาวิจัยพัฒนาตลอดจนวิเคราะห์ข้อมูลอย่างถูกต้องตามหลักวิชาการ 

ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์พร้อมสังกัด บทคัดย่อ ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ วัสดุและวิธีการ 

ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 25 หน้าขนาดกระดาษ A4 

2.	 รายงานจากห้องปฏิบัติการ 

เป็นรายงานผลการตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการที่มีผู้น�ำตัวอย่างมาส่งตรวจ หรือรายงานผล 

การด�ำเนินงานที่เป็นงานประจ�ำ ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์พร้อมสังกัด บทคัดย่อ 

ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ วัสดุและวิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมด

ไม่เกิน 25 หน้าขนาดกระดาษ A4 

3.	 บทความปริทัศน์ 

เป็นบทความที่ได้จากการทบทวนหรือรวบรวมความรู้วิชาการเรื่องใดเรื่องหนึ่งจากต�ำรา วารสาร 

วชิาการ หรอืหนังสอืต่าง ๆ  ทัง้ในและต่างประเทศ น�ำมาวเิคราะห์ วจิารณ์ หรอืเปรยีบเทียบ เพือ่ให้ได้บทความใหม่

ที่มีความเห็นของผู้นิพนธ์และท�ำให้เกิดความชัดเจนในเรื่องนั้น ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ 



ชือ่ผูน้พินธ์พร้อมสงักดั บทคดัย่อ ค�ำส�ำคญั บทน�ำ วธิกีารสบืค้นข้อมูล เน้ือหา วจิารณ์ สรุป กิตตกิรรมประกาศ 

และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 20 หน้าขนาดกระดาษ A4

4.	 บทความทั่วไป 

เป็นบทความทางวิทยาศาสตร์ที่เกี่ยวกับการพัฒนาระบบงานด้านการแพทย์และสาธารณสุข เช่น

รายงานการพัฒนาระบบสนับสนุนการปฏิบัติงาน การพัฒนาระบบเทคโนโลยีสารสนเทศ หรือการพัฒนา

ระบบบริหารจัดการคุณภาพตามมาตรฐานสากล เป็นต้น ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์

พร้อมสังกัด บทคัดย่อ ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ วัสดุและวิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสาร

อ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 15 หน้าขนาดกระดาษ A4 

5.	 บทความพิเศษ 

เป็นบทความทีเ่ป็นความรู้หรอืข้อคดิเหน็ท่ัวไป เก่ียวกับสถานการณ์ปัจจุบนัท่ีน่าสนใจทางการแพทย์

และสาธารณสขุในระดับประเทศหรือระดบันานาชาต ิเพือ่น�ำไปประยุกต์ใช้ในภารกจิท่ีเกีย่วข้องประกอบด้วย 

ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู ้นิพนธ์พร้อมสังกัด บทคัดย่อ ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ เน้ือหา วิจารณ์ สรุป 

กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 15 หน้าขนาดกระดาษ A4 

6.	 กรณีศึกษา 

เป็นรายงานเกีย่วกบัการสอบสวนโรคในกลุ่มตัวอย่างขนาดเลก็ หรอืการวนิิจฉยัผู้ป่วยรายท่ีน่าสนใจ

ทีม่กีารตรวจทางห้องปฏบิตักิารร่วมด้วย ทีอ่าจอยู่ภายใต้ตวัแปรท่ีควบคมุได้ หรือสภาพแวดล้อมท่ีไม่สามารถ

ควบคุมได้ ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์พร้อมสังกัด บทคัดย่อ ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ วัสดุ

และวิธีการ ผล วิจารณ์ สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวท้ังหมดไม่เกิน 10 หน้า 

ขนาดกระดาษ A4

7.	 จดหมายถึงบรรณาธิการ 

เป็นบทความที่ผู้อ่านวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์เขียนถึงบรรณาธิการหรือเจ้าของบทความ 

ที่ตีพิมพ์ในวารสารฯ แล้ว ทั้งนี้เพื่อเสนอแนะหรือแสดงข้อคิดเห็นเกี่ยวกับวารสารฯ หรือบทความนั้น ๆ

8.	 บทความวิจัยอย่างสั้น

เป็นรายงานวิจัยที่ด�ำเนินการแล้วเสร็จซึ่งมีประเด็นการศึกษาไม่มาก แต่มีรายละเอียดครบถ้วน  

ตามหลักเกณฑ์ของงานวิจัย หรือเป็นรายงานการศึกษาวิจัยอย่างย่อโดยอาจเป็นข้อมูลที่ศึกษาเพิ่มเติมจาก

รายงานการศึกษาวิจัยที่ได้เคยตีพิมพ์แล้ว หรืออาจเป็นการรายงานผลการศึกษาบางส่วนที่อยู่ในความสนใจ



ของสาธารณะหรือตอบปัญหาที่เกิดขึ้นในขณะนั้น ประกอบด้วย ชื่อเรื่อง ชื่อเรื่องโดยย่อ ชื่อผู้นิพนธ์ 

พร้อมสังกัด บทคัดย่อ (ไม่เกิน 100 ค�ำ) ค�ำส�ำคัญ บทน�ำ (อย่างย่อ) วัสดุและวิธีการ (โดยย่อ) ผล วิจารณ์ 

สรุป กิตติกรรมประกาศ และเอกสารอ้างอิง ความยาวทั้งหมดไม่เกิน 10 หน้าขนาดกระดาษ A4 ทั้งนี้ตาราง

และ/หรือภาพรวมกันมีจ�ำนวนทั้งหมดไม่เกิน 2 ตาราง/ภาพ

การพิจารณาบทความ

บทความทุกเรื่องท่ีผู้นิพนธ์เสนอขอรับตีพิมพ์ต้องไม่เคยตีพิมพ์ หรือก�ำลังตีพิมพ์ในวารสารอื่น  

คณะบรรณาธกิารทีไ่ด้รบัมอบหมายจะตรวจสอบความสมบรูณ์ของบทความในเบือ้งต้น ก่อนส่งพิจารณาตรวจ

แก้แบบไม่เปิดเผยตัวตน (double-blinded peer review) จากผู้เชี่ยวชาญในสาขาที่เกี่ยวข้อง   อย่างน้อย 

2 คน โดยบรรณาธิการเป็นผู้พิจารณาคัดเลือกผู้เชี่ยวชาญ และหากจ�ำเป็นอาจคัดเลือกผู้เชี่ยวชาญคนที่ 3 

พจิารณาทบทวนบทความเพิม่เติม บรรณาธกิารหรือรองบรรณาธกิารเป็นผูพิ้จารณาค�ำแนะน�ำของผูเ้ชีย่วชาญ

ทั้งหมด และแจ้งผลการพิจารณาแก่ผู้นิพนธ์ หลังจากผู้นิพนธ์แก้ไขอาจส่งให้ผู้เชี่ยวชาญพิจารณาตรวจสอบ

อกีครัง้ โดยบรรณาธิการเป็นผูต้รวจสอบบทความข้ันสดุท้ายก่อนส่งตพิีมพ์ ซึง่กองบรรณาธกิาร ขอสงวนสทิธิ์

ในการตรวจแก้ไขต้นฉบับและพิจารณาตีพิมพ์ตามล�ำดับก่อนหลัง

ความรับผิดชอบ

บทความที่ตีพิมพ์ในวารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์ ถือเป็นผลงานทางวิชาการ และเป็น 

ความเห็นส่วนตัวของผูน้พินธ์ ไม่ใช่ความเหน็ของกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์ หรอืกองบรรณาธกิาร ผูน้พินธ์

ต้องรับผิดชอบต่อบทความของตน

จริยธรรมการวิจัย

กรณีบทความเป็นผลการศึกษาวิจัยในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างใด ๆ จากมนุษย์ การวิจัยนั้น ๆ ต้อง

ผ่านการพิจารณาอนุมัติจากคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของหน่วยงาน และกรณีท่ีเป็นผล 

การศึกษาวิจัยท่ีใช้สัตว์ทดลอง การวิจัยนั้น ๆ ต้องผ่านการพิจารณาอนุมัติจากคณะกรรมการการเลี้ยงและ 

ใช้สัตว์เพื่องานทางวิทยาศาสตร์ของหน่วยงานเช่นกัน ถ้าหากไม่มี ต้องชี้แจงด้วย

การเตรียมต้นฉบับ

ภาษาที่ใช้คือ ภาษาไทยและภาษาอังกฤษ ต้นฉบับภาษาไทย ควรใช้ภาษาไทยให้มากที่สุด ค�ำศัพท์

เฉพาะหรือค�ำศัพท์ภาษาอังกฤษที่บัญญัติเป็นภาษาไทยแล้ว แต่ยังไม่เป็นที่ทราบกันอย่างแพร่หลาย 

หรือแปลแล้วเข้าใจยาก ให้ใส่ภาษาอังกฤษก�ำกับไว้ในวงเล็บ หรืออนุโลมให้ใช้ภาษาอังกฤษได้



ต้นฉบบัพมิพ์ด้วยโปรแกรม Microsoft Word for Windows เท่านัน้ และต้องไม่ม ีFile protection 

ตั้้�งค่่ากระดาษขนาด A4 ใช้้ตััวอัักษร TH Sarabun PSK ขนาด 16 ใส่่เลขกำกัับทุุกหน้้าและทุุกบรรทััด โดย

หน้้าที่่� 1 ประกอบด้้วย ชื่่�อเรื่่�อง ชื่่�อและนามสกุุลของผู้้�นิิพนธ์์ทั้้�งหมด หน่่วยงานสัังกััดของคณะผู้้�นิิพนธ์์ ชื่่�อ

เรื่่�องโดยย่่อ (Running title) และชื่่�อพร้้อมอีีเมล์์ผู้้�ประสานงาน (Corresponding author) กัับคณะ

บรรณาธิิการ หน้้าที่่� 2 และ 3 เป็็นบทคััดย่่อภาษาไทยและภาษาอัังกฤษ ตามลำดัับ ความยาวไม่่เกิิน 300 คำ 

และระบุค�ำส�ำคัญท้ายบทคัดย่อ

1.	 ชื่อเรื่องและชื่อเรื่องโดยย่อ มีทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษที่ชัดเจนและตรงกับประเด็นการศึกษา 

ไม่ใช้ค�ำย่อ

2.	 ช่ือผูน้พินธ์และผูร่้วมนิพนธ์ ระบชุือ่และนามสกลุเต็มทัง้ภาษาไทยและภาษาองักฤษ ไม่ต้องระบตุ�ำแหน่ง

และค�ำน�ำหน้าชื่อ 

3.	 ช่ือสังกัด/สถานท่ีปฏบิตังิาน มทีัง้ภาษาไทยและภาษาองักฤษของหน่วยงานทีผู่นิ้พนธ์สงักดั/ปฏิบติังาน 

หากมีผู้นิพนธ์หลายรายและอยู่คนละสังกัด ให้ก�ำกับด้วยตัวเลขเป็นตัวยก

4.	 บทคััดย่่อ ต้้องเขีียนทั้้�งภาษาไทยและภาษาอัังกฤษ ความยาวไม่่เกิิน 300 คำ เนื้้�อหาครอบคลุุมที่่�มา 

ของการศึกษา วัตถุประสงค์ ขอบเขตการศึกษา วิธีท�ำหรือวิธีการรวบรวมข้อมูลที่ส�ำคัญโดยย่อ แสดง

ผลการศกึษาเฉพาะขอ้มลูหลกัทีส่�ำคญัและสถิตทิีใ่ช้ (ถ้าจ�ำเปน็) รวมถึงหลกัการหรือองค์ความรู้ส�ำคญั     

ที่พบใหม่

5.	 ค�ำส�ำคัญ ระบุค�ำส�ำคัญทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษไม่เกิน 5 ค�ำ 

6.	 บทน�ำ ควรกล่าวถึงหลักการเหตุผล ปัญหาหรือสมมุติฐาน ที่น�ำไปสู่ความจ�ำเป็นที่ต้องศึกษา รวมท้ัง

วัตถุประสงค์ของการศึกษา การอ้างอิงควรเลือกใช้เฉพาะเอกสารอ้างอิงที่ส�ำคัญและเป็นปัจจุบัน 

7.	 วัสดุและวิธีการ แสดงรายละเอียดทางวิชาการเป็นเชิงพรรณนาท่ีมากพอเพ่ือผู้อ่านท่ีสนใจสามารถ 

ท�ำงานนี้ซ�้ำได้ เช่น กลุ่มตัวอย่างหรือข้อมูลที่ศึกษาวิธีสุ่มเก็บตัวอย่างหรือข้อมูล วิธีวิเคราะห์ตัวอย่าง

หรือข้อมูล วิธีการค�ำนวณหรือวิเคราะห์ข้อมูล และสถิติที่ใช้ เป็นต้น ให้ระบุบริษัทและประเทศผู้ผลิต

ของน�้ำยา สารเคมี เครื่องมือรวมถึงรุ่นของเครื่องมือ หรือสายพันธุ์ของจุลชีพในส่วนที่เกี่ยวข้อง 

โดยละเอียด

		  ทั้งนี้ บทความการศึกษาในมนุษย์หรือใช้ตัวอย่างจากมนุษย์ หรือการศึกษาที่ใช้สัตว์ทดลองให้

ระบุชื่อคณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ หรือคณะกรรมการการเลี้ยงและใช้สัตว์เพ่ืองาน 

ทางวิทยาศาสตร์ที่อนุมัติให้ท�ำการศึกษา และหมายเลขอ้างอิงที่ได้รับอนุมัติ

8.	 ผล น�ำเสนอผลงานตามล�ำดับ หลีกเลี่ยงการใช้กราฟหรือภาพที่ไม่จ�ำเป็น ถ้ามีตารางข้อมูล กราฟ หรือ

ภาพให้เสนอพร้อมกับค�ำอธิบายที่มีเนื้อหาชัดเจนครบถ้วน และให้แยกออกจากเนื้อเรื่อง หน้าละ 1 

รายการ โดยไม่ต้องใส่กรอบตารางหรือภาพที่ต้องการแสดง ภาพถ่าย (สีหรือขาวด�ำ) ที่มีความชัดเจน

ให้บนัทึกภาพโดยใช้นามสกลุ .jpg หากเป็นภาพวาดควรวาดบนกระดาษขาวอย่างดด้ีวยหมึกด�ำลายเส้น

คมและชัดเจน ระบุต�ำแหน่งที่ต้องการแสดงตารางหรือภาพไว้ในส่วนของเนื้อเรื่อง



9.	 วิจารณ์ วิจารณ์สิ่งที่ค้นพบและควรเปรียบเทียบกับงานที่ผู้อื่นท�ำและเผยแพร่ไว้ก่อนหน้านี้แล้ว หรือ

วเิคราะห์และสรุปเปรียบเทยีบกบัสมมติฐานทีว่างไว้ ว่าตรงหรือแตกต่างไปหรอืไม่ อย่างไร เพราะเหตุใด 

ทั้งนี้ควรระวังไม่น�ำส่วนของผลมากล่าวซ�้ำในส่วนน้ี หากจ�ำเป็นต้องกล่าวถึงควรเขียนผลในภาพรวม 

ทีส่�ำคญั และอาจเขยีนถงึผลกระทบตามหลกัวชิาการทีอ่าจเกดิขึน้หรอืการน�ำไปใช้ประโยชน์จากผลการ

ศึกษาวิจัยนี้

10.	 สรุป เน้นสิ่งที่พบใหม่ที่ส�ำคัญจากการศึกษาน้ี และเชื่อมโยงการสรุปกับวัตถุประสงค์ ควรอภิปราย 

ข้อจ�ำกดั/ข้อบกพร่อง ข้อดีเด่น ซึง่น�ำไปสูข้่อเสนอแนะในเชงินโยบาย ในทางการปฏบิตั ิและในการวจิยั

ต่อไป

11.	 กิตติกรรมประกาศ ระบุผู้สนับสนุน และ/หรือแหล่งทุนสนับสนุนการวิจัย

12.	 เอกสารอ้างอิง การอ้างเอกสารในเนื้อเรื่องให้ใช้รูปแบบการอ้างอิงในแวนคูเวอร์ (Vancouver  

Citation Style) โดยใส่ตัวเลขตัวยก ในวงเล็บ วางไว้หลังข้อความหรือหลังชื่อบุคคล การเรียงล�ำดับ

เอกสารอ้างอิงเริ่มจาก “(1)” และเรียงเลขอื่น ๆ ต่อไปตามล�ำดับการอ้างอิงของเนื้อหา ส่วนเอกสาร

อ้างองิท้ายเร่ืองให้อ้างเฉพาะบทความทีต่พีมิพ์แล้วในสิง่ตพีมิพ์ปฐมภมูเิท่านัน้ ผูน้พินธ์ต้องรบัผดิชอบ

ในความถูกต้องของเอกสารอ้างอิง

การเขียนเอกสารอ้างอิง

การเขียนเอกสารอ้างอิงให้ใช้รูปแบบดังตัวอย่าง ผู้นิพนธ์ตั้งแต่ 1 ถึง 6 คน ให้ใส่ชื่อทุกคน ถ้ามี

มากกว่า 6 คนให้ใส่ชือ่ 6 คนแรกตามด้วย และคณะ หรอื et al กรณีบทความไม่มีชือ่ผูน้พินธ์ให้ใช้ชือ่เอกสาร

แทนชื่อผู้นิพนธ์

1. 	การอ้างบทความวารสาร (Article in Journal)

วารสารภาษาไทย

ตัวอย่าง

สภุาวรรณ จงธรรมวฒัน์, บ�ำรุง คงด,ี วชิยั ประสาททอง, มณ ีเขม้นเขตรการ, จิราภรณ์ อ�ำ่พนัธุ,์ กมล 

ฝอยหริญั และคณะ. การส�ำรวจคณุภาพถงุยางอนามยัทัว่ประเทศ. ว กรมวทิย พ 2540; 39(2): 67-74.

วารสารภาษาอังกฤษ

ตัวอย่าง

Belshe RB, Coelingh K, Ambrose CS, Woo JC, Wu X. Efficacy of live attenuated 

influenza vaccine in children against influenza B viruses by lineage and antigenic  

similarity. Vaccine 2010; 28(9): 2149-56.



2. 	การอ้างหนังสือหรือต�ำรา (Text/Guideline)

ตัวอย่าง

ธีระพร วุฒยวนิช, บรรณาธิการ. เทคโนโลยีช่วยการเจริญพันธุ์. เชียงใหม่: คณะแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยเชียงใหม่; 2546.

Greenberg AE, Clescri LS, Eaton AD, editors. Standard methods for the exami-

nation off water and wastewater. 18th ed. Washington DC: American Public Health As-

sociation; 1992. p. 9-94. 

3. 	การอ้างเฉพาะบทในต�ำรา (Chapter in the text) 

ตัวอย่าง

ทวีศักดิ์ แทนวันดี. การวินิจฉัยโรคตับจากไวรัสทางคลินิก. ใน: สิริฤกษ์ ทรงศิวิไล, บรรณาธิการ. 

ตับอักเสบจากไวรัส เล่ม 1. กรุงเทพฯ: บางกอกบล๊อก; 2543. หน้า 281-309.

Phillips SJ, Whisnant JP. Hypertension and stroke. In: Laragh JH, Brenner BM, 

editors. Hypertension: pathophysiology, diagnosis and management. 2nd ed. New York: 

Raven Press; 1995. p. 465-78. 

4. 	การอ้างกฎหมาย (Legal material)

ตัวอย่าง

พระราชบัญญัติอาหาร พ.ศ. 2522 ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 61 (พ.ศ. 2524) 

ราชกิจจานุเบกษา เล่ม 98 ตอนที่ 157 (วันที่ 7 กันยายน 2524).

Preventive Health Amendments of 1993, Pub L No. 103-183, 107 Stat. 2226 (1993 

Dec 14)

5. 	การอ้างสิง่พมิพ์ขององค์กรหรอืหน่วยงาน (Organization as author and publisher)

ตัวอย่าง

กรมสนับสนุนบริการสุขภาพ กระทรวงสาธารณสุข. แผนยุทธศาสตร์การด�ำเนินงานสุขภาพ 

ภาคประชาชน. พิมพ์ครั้งที่ 2. กรุงเทพฯ: ชุมนุมสหกรณ์การเกษตรแห่งประเทศไทย; 2546.

Department of Medical Sciences. Guideline of method validation used in 

pharmaceutical analysis. Nonthaburi: Department of Medical Sciences; 1995.

Lamasil [package insert]. East Hanover (NJ): Sandoz Pharmaceuticals Corp; 

1993.



6. 	การอ้างรายงานการสมัมนา/ประชมุวชิาการ (Conference paper/Conference Proceeding)

ตัวอย่าง

วิยะดา เจริญศิริวัฒน์. เอกสารการประชุมสัมมนาเฉลิมพระเกียรติเรื่อง การคัดกรองภาวะพร่อง

ไทรอยด์ฮอร์โมนในทารกแรกเกิดเพื่อป้องกันปัญญาอ่อน. วันที่ 25 พฤศจิกายน 2542. นนทบุรี: กรม

วิทยาศาสตร์การแพทย์ กระทรวงสาธารณสุข; 2542.

Bengtsson S, Solheim BG. Enforcement of data protection, privacy and security 

in medical informatics. In: Lun KC, Degoulet P, Piemme TE, Rienhoff O, editors. MEDIN-

FO 92. Proceedings of the 7th World Congress on Medical Informatics; 1992 Sep 6-10; 

Geneva, Switzerland. Amsterdam: North-Holland; 1992. p. 1561-5.

7.	 การอ้างวิทยานิพนธ์ (Dissertation)

ตัวอย่าง

มณี เขม้นเขตรการ. ผลของ N-acetylcysteine ต่อการป้องกันพิษของพาราควอทในหนูขาว 

[วิทยานิพนธ์]. ภาควิชาพิษวิทยา, คณะวิทยาศาสตร์. เชียงใหม่: มหาวิทยาลัยเชียงใหม่; 2547.

Kaplan SJ. Post-hospital home health care: the elderly’s access and utilization 

[dissertation]. St. Louis, (MO): Washington University; 1995.

8. 	การอ้างสื่ออิเล็กทรอนิกส์ (Electronic material)

วารสารออนไลน์ (Journal on Internet)

ตัวอย่าง

ชวนพิศ ยิ้มสมบัติ. การประเมินคุณภาพการตรวจหาเชื้อมาลาเรียบนฟิล์มโลหิตบางด้วย

กล้องจุลทรรศน์. ว กรมวิทย์ พ [วารสารออนไลน์]. 2548; [สืบค้น 29 ก.ย. 2548]; 47(2): [8 หน้า].  

เข้าถึงได้จาก: URL: http://www.dmsc.moph.go.th/net/jms/.

Morse SS. Factors in the emergence of infectious diseases. Emerg Infect Dis  

[serial online] 1995. Jan-Mar [cited 1996 Jun 5]; 1(1): [24 screens]. Available from: URL:  

http://www.cdc.gov/ncidod/EID/eid.htm.

เว็บไซต์ (Website)

ตัวอย่าง

กรมควบคุมโรค. การป้องกันควบคุมโรคไข้หวัดนก Avian Influenza (Bird Flu). [ออนไลน์]. 

2548; [สืบคน้ 28 ก.ย. 2548]; [1 หน้า]. เข้าถึงได้ที:่ URL: http://www.ddc.moph.go.th/Bird_Flu_

main.html.



Hoffiman DL. St John’s Wort. [online]. [cited 1998 Jul 16]; [4 screens]. Available 

from: URL: http://www.healthy.net/library/books/hoffiman/materiamedica/stjohns.htm.

การส่งต้นฉบับและการตอบรับบทความทางออนไลน์

ส่งต้นฉบบัไฟล์บทความ ตาราง ภาพ และหนังสอืน�ำส่ง ผ่านทางระบบออนไลน์ได้ทาง http://webapp1. 

dmsc.moph.go.th/journals ทัง้นีผู้น้พินธ์จะต้องสมัครเข้าเป็นสมาชกิในระบบก่อนด�ำเนนิการส่งต้นฉบับ 

และจะได้รับการตอบรับอัตโนมัติเมื่อเสร็จสิ้นกระบวนการ

คณะบรรณาธิการจะแจ้งผูป้ระสานงาน (Corresponding author) ทราบทางอเีมล์ถงึการตอบรบั

หรือปฏิเสธการตีพิมพ์บทความ 

การตรวจทานต้นฉบับก่อนเผยแพร่ 

ผู้นิพนธ์ต้องตรวจพิสูจน์อักษรในล�ำดับสุดท้าย เพื่อให้ความเห็นชอบในความถูกต้องครบถ้วนของ

เนื้อหา

ปรับปรุง วันที่ 16 สิงหาคม 2562



INSTRUCTIONS FOR AUTHORS

	 The Bulletin of the Department of Medical Sciences welcomes the medical sciences 
articles in the areas of biological products, medical devices, cosmetics, pharmaceutical 
products, food and beverage, medicinal plants, narcotic drugs, hazardous substances,  
radiation, communicable diseases, non-communicable diseases, vectors of diseases, risk 
assessment, clinical researches, quality management systems, etc. The Bulletin is quarterly 
published: 1) January-March, 2) April-June, 3) July-September, and 4) October-December. 
The manuscripts can be submitted in either Thai or English.
	 The Bulletin of the Department of Medical Sciences will be published online-only 
from the issue of October-December 2019 onwards.

Types of journal manuscripts

1.	 Original article
	 Original article is the report of a study, technology development, or laboratory 
quality system development describing research question, details of methods as well as 
interpretation of results with discussion of possible implications. The manuscript should 
contain a title, a running title, the authors’ names with affiliations, an abstract, keywords, 
introduction, materials and methods, results, discussion, conclusion, acknowledgements 
and references. The total length should not exceed 25 pages of A4 paper.

2.	 Laboratory findings
	 Laboratory findings are the report of the results of laboratory examinations. 
The manuscript should contain a title, a running title, the authors’ names with affiliations, 
an abstract, keywords, introduction, materials and methods, results, discussion, conclusion, 
acknowledgements and references. The total length should not exceed 25 pages of A4 paper.

3.	 Review article
	 Review article is an article that summarizes the previously published studies as 
well as the current state of understanding on certain topics aiming to analyze or compare 
the concepts and introduce some clear perspectives on that matter. The manuscript should 
contain a title, a running title, the authors’ names with affiliations, an abstract, key-
words, introduction, how to review, content, discussion, conclusion, acknowledgements and 
references. The total length should not exceed 20 pages of A4 paper.



4.	 General article
	 General article is a scientific report related to medical and public health system 
development such as operation support, information technology, quality management, 
etc. The manuscript should contain a title, a running title, the authors’ names with 
affiliations, an abstract, keywords, introduction, materials and methods, results,  
discussion, conclusion, acknowledgements and references. The total length should not  
exceed 15 pages of A4 paper.

5.	 Special article
	 Special article is a small article which cannot be categorized to types of articles 
mentioned above. It can be the author’s opinions on any current or up-to-date issues. 
The manuscript should contain a title, a running title, the authors’ names with affiliations, 
an abstract, keywords, introduction, content, discussion, conclusion, acknowledgements and 
references. The total length should not exceed 15 pages of A4 paper.

6.	 Case study
	 Case study is a report of study involving particular group or situation over a period 
of time in order to illustrate a principle. The manuscript should contain a title, a running 
title, the authors’ names with affiliations, an abstract, keywords, introduction, materials 
and methods, results, discussion, conclusion, acknowledgements and references. The total 
length should not exceed 10 pages of A4 paper.

7.	 Letter to the editor
	 Letter to the editor is correspondences from readers to the editor or the authors 
providing different opinions or suggestions of recently published articles.

8.	 Short communications
	 Short communications are short papers that present original and significant  
material for rapid dissemination. The manuscript should contain a title, a running 
title, the authors’ names with affiliations, an abstract (limited to 100 words), keywords,  
introduction, materials and methods, results, discussion, conclusion, acknowledgements 
and references. The total length should not exceed 10 pages of A4 paper with no more than 
2 figures or tables, combined.



Publication process
	 Each article will be initially reviewed by the Editor and sent to at least 2 selected 
experts. The identities of both reviewers and authors throughout the review are concealed 
(double-blinded peer review). Comments from the experts will be considered by the Editor 
and sent to the author for revision. In some cases, more comments from the third expert 
is necessary. The editorial board reserves the right to edit any manuscripts for proper 
publication. The Editor will review the final draft of each article.

Responsibility
	 Articles published in this Bulletin represent the research activities or opinions of 
the authors, not the opinion of the editorial board or Department of Medical Sciences. 
The authors are responsible for its contents.

Research ethics
	 The clinical research and research involve human specimens must be approved by 
the Institutional Ethics Committee. The research that involves animals must be approved 
by the Institutional Animal Care and Use Committee.

Preparation of manuscripts
	 Both Thai and English manuscripts are acceptable. For Thai manuscript, the author 
should translate the English vocabulary to Thai as much as possible. In case of no official 
Thai words, having an English word in the parentheses is preferred. Manuscripts shall be 
prepared with Microsoft Word for Windows without file protection using 16-pt TH Sarabun 
PSK. Line numbers should be added on every page. The first page shall carry the title 
of the article, full names of authors with affiliations, a running title and corresponding  
author’s email address. The second and third page shall carry an abstract both in Thai 
and English of no more than 250 words. Key words should be added after the abstract. The 
structure of original articles and laboratory findings should be in the order as following:

1.	 Title (and running title): The title should be short and represent the focus of 

the study and should not use abbreviations.

2.	 Authors: The full name of each author and email address of corresponding author 

should be submitted.

3.	 Organization: The organizational affiliation of each author should be in numerical 

order.



4.	 Abstract: The abstract should be written in both Thai and English, not exceed 250 words, 

and it should consist of rationales, objectives, methodology, and body of knowledge.
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ABSTRACT For the prevention and control of Down syndrome and other chromosomal disorders, laboratory
procedures for prenatal diagnosis should be established for high-risk pregnancies. A rapid molecular 
karyotyping assay, BACs-on-Beads (BoBsTM), has been developed for diagnosis of Down syndrome and 
common aneuploidies of chromosomes 13, 18, X and Y as well as nine microdeletion/microduplication 
syndromes. The study evaluated the performance of BoBsTM assay for prenatal diagnosis of Down 
syndrome and other chromosomal disorders in amniotic fl uid samples (n = 1,004) obtained via amniocentesis 
between the 15th and 22th weeks of gestation in comparison with the gold standard conventional karyotyping.
Interpretable results were obtained with BoBsTM assay in detection of 26 chromosome abnormalities comprising
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(DiGeorge syndrome), n = 1 and 22q11.2 microduplication, n = 2] missed by conventional karyotyping.
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Introduction

Down syndrome is one of the most common

genetic birth defects caused by presence of all or 

part of a third copy of chromosome 21. The World

Health Organization (WHO) predicts Down 

syndrome prevalence to range from 1 in 1,000 

to 1 in 1,100 live births worldwide.(1) Children 

with Down syndrome usually have a wide range 

of intellectual impairment accompanied by

a variety of congenital anomalies and delayed 

growth, which require special care in monitoring

and treatment of several physiological systems.(2-6)

The rate of live births with Down syndrome

increases with maternal age: 0.61–1.46, 4.58, 

15.7, and 33.50 per 1,000 births for mothers

aged < 35, 35–39, 40–44, and 45–49 years,

respectively;(7)  however, the majority of children

with Down syndrome are born to mothers 

aged < 35.(8-10)  National public policies including

additional financial and welfare support are 

recommended to provide adequate antenatal 

care for mothers and reduce economic burden 

of lifelong medical care for offspring with Down 

syndrome.(10)  

Appropriate laboratory procedures for 

prenatal screening and diagnosis are required 

in programs for prevention and control of 

Down and other syndromes of chromosomal 

abnormalities. Screening tests should be carried

out based on maternal age, ultrasound for 

measurement of nuchal translucency, serum 

assays and non-invasive prenatal tests.(11-14)  

Pregnant women with high risk of having fetus 

with Down and other chromosomal abnormality

syndromes are usually offered prenatal diagnosis,

which consists of fetal karyotyping to analyze

numerical and structural changes of all 

observed chromosomes and is considered the 

gold standard.(15) The advantage of this type of 

karyotyping is that both imbalanced as well as 

balanced chromosome aberrations are detectable,

but suffers from several disadvantages, such as 

requirement of specialized technique, lengthy 

duration (10–14 days) of cell culture, possibility

of cell culture failure and limitation in detection

of chromosome abnormalities ~5 Mb in length, 

e.g., microdeletion and microduplication.(16-20)

The lengthy wait for laboratory results imposes 

high-risk mothers to stress and anxiety prior to 

genetic counseling and appropriate intervention 

measures. 

Rapid aneuploidy diagnoses (RAD), such 

as bacterial artificial chromosomes (BACs)-

on-Beads (BoBsTM), fluorescence in situ

hybridization (FISH), multiplex ligation-

dependent probe amplification and quantitative

fluorescence polymerase chain reaction 

(QF-PCR), have been developed to detect 

common aneuploidies.(16, 17, 21) In several countries,

implementation of RAD services for all prenatal 

samples are considered a necessary requirement

in optimization of prenatal services.(22) For 

instance, in the UK, RAD is recommended as 

a stand-alone approach in a Down syndrome 

screening program.(17,23)

A rapid molecular karyotyping BACs-

on-Beads (BoBsTM) assay is a multiplex assay 

employing beads impregnated with different 

concentrations of two different fluorochromes 

to create an array of up to 100 different unique 

probes to measure DNA copy numbers at 

chromosome arm resolution, such as DNA gain 

or loss and genomic rearrangement.(21) This 

molecular karyotyping assay has been developed 

to detect common aneuploidies of chromosomes 

13, 18, 21, X and Y, as well as nine common 
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chromosomal microdeletions/microduplications

responsible for Angelman, Cri du Chat,

DiGeorge, Langer-Giedion, Miller-Dieker, 

Prader-Willi, Smith-Magenis, Williams-

Beuren, and Wolf-Hirschhorn syndromes, 

selected based on their relatively high prevalence

(1/2,000–1/300,000 population), significant 

morbidity/mortality, mild or unspecific ultra-

sound findings, strong genotypic and phenotypic 

correlation and changes typically too small to 

be detected by conventional karyotyping.(24,25) 

The assay is accepted by European countries, 

Australia and New Zealand.(26,27)

The Department of Medical Sciences, 

Ministry of Public Health, Thailand, in 

collaboration with the Department of Obstetrics 

and Gynecology, Faculty of Medicine, Chiang 

Mai University, has the goal of developing 

a molecular karyotyping service for rapid 

detection of Down syndrome in prenatal 

amniotic fluid samples. In this study, molecular 

karyotyping BACs-on-Beads (BoBsTM) assay 

was evaluated as a potential rapid and reliable 

prenatal diagnosis for common aneuploidies of 

chromosomes 13, 18, 21, X and Y, as well as 

the nine common chromosomal microdeletions/

microduplications. The findings should provide 

baseline data for development of a prevention 

and control program for syndromes associated

with common chromosomal abnormalities 

present in the country. 

Materials and Methods

Participants and sample collection

Amniotic fluid samples (n = 1,008; 3–5 mL)

were obtained from pregnant mothers at 15–22 

weeks of pregnancy attending an antenatal 

clinic, Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital, 

Faculty of Medicine, Chiang Mai University, 

Chiang Mai, from August 2016 through October

2017. All subjects had undergone prenatal 

diagnosis by amniocentesis and chromosome

study with an indication of high risk of 

having fetus with Down syndrome. All cases 

have been counseled and informed that amniotic

fluid samples would be tested by using two 

techniques: the conventional one and the 

molecular karyotyping assay. The samples 

for the conventional method were sent to the 

cytogenetic unit of the Department of Anatomy, 

Faculty of Medicine, Chiang Mai University, 

as usual. The others (3–5 mL of amniotic fluid 

samples) were stored and transported at 2–8๐C 

within 7 days after collection to the Department 

of Medical Sciences, Ministry of Public Health, 

Nonthaburi, Thailand.  

The study protocol was approved by the 

Ethics committee, Faculty of Medicine, Chiang

Mai University (approval no. 188/2559,

research ID 3862, study code OBG-2559-03862). 

Prior written consent was obtained from all 

participants.

Molecular karyotyping protocol

DNA was extracted from amniotic fluid 

using a QIAamp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN,

Germany), concentrated and purity determined

by measurement of A260 nm:A280 nm (NanoDrop

1000 spectrophotometer; Thermo Scientific, 

USA). Molecular karyotyping was carried out 

using a Prenatal-BoBsTM BACs-on-Beads 

assay (Perkin Elmer, Finland) to detect aneuploidy

of chromosomes 13, 18, 21, X and Y and nine 

microdeletion/microduplication regions. In 

brief, genomic DNA samples and reference DNA 

(male and female) samples (Promega, USA)
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were labeled with biotin, purified based 

on ultrafiltration (NucleoFast® 96 PCR;

Macherey-Nagel GmbH & Co., Germany) and

hybridized to BoBsTM beads overnight at 52°C

in a 96-well plate (Perkin Elmer, Finland), 

washed with wash buffer (Perkin Elmer, 

Finland), and then transferred to a 96-well filter

plate (MultiScreen® HTS HV Sterile plate; 

Merck KGaA, Germany). The reactions were 

washed as described above, incubated at 37°C

for 30 minutes with phycoerythrin-labeled 

streptavidin (Perkin Elmer, Finland), washed 

as described above, and then fluorescent 

signals were measured using a LuminexTM 

200 spectrofluorometer (Luminex Corp., USA) 

(λ532 nm excitation, λ575 nm emission). 

Molecular karyotyping results were analysed 

by BoBsoft 2.0 analysis software (Perkin 

Elmer, Finland) and reported as fluorescence 

ratio relative to both normal female and male 

reference DNA at each chromosome locus of 

interest, acceptance requiring a coefficient of 

variation (CV) less than 6%. A sample is defined 

as normal disomic when fluorescence ratio for a

chromosome region has a value within the lower 

and upper threshold limits (mean fluores-

cence ratio±2 SD) and as having a deletion or 

duplication at a specific chromosomal locus 

when fluorescence ratio is below lower or above 

upper threshold, respectively.

Performance characteristics evaluation 

Performance characteristics including 

accuracy and precision were evaluated. 

Accuracy is defined as degree of compliance 

with standard karyotyping method (n = 1,004) 

carried out at the cytogenetic unit of the 

Department of Anatomy, Faculty of Medicine, 

Chiang Mai University. Precision of the assay 

is defined as between-run variation (n = 44) in 

fluorescence ratio of six chromosome loci (13C, 

18C, 21C, 22q11.2 (DiGeorge syndrome, DGS), 

X and Y) compared to male and female DNA 

reference samples performed by three different 

operators in the same laboratory setting. 

Statistical analysis

Primary output measure is concordance 

of any numerical, structural or submicroscopic 

chromosomal abnormalities between molecular 

karyotyping assay and conventional karyotyping.

Data are presented as numbers and percentages.

Maternal age and gestational age were

expressed as median, range and interquartile 

range (IQR). Mean, standard deviation (SD) 

and percent coefficient of variation (CV) were 

used to estimate precision.

Results

Participant ages, gestation status and DNA 

samples

Participants (n = 1,008) had a median age 

of 36 years (range 15–48 years) with a median

gestational age of 17 weeks (range 15–22 weeks).

DNA concentration and A260 nm:A280 nm 

values of amniotic fluid samples were 9.7±5.78 

ng/µL and 2.0±0.4, respectively.

Molecular karyotyping assay

Molecular karyotyping assay gave conclusive

results for 1,004 samples; failure in four samples

was due to maternal cells contamination. 

Among the samples karyotyped by molecular 

assay, 978 (97.4%) were normal disomic, 23 

(2.3%) aneuploidy and 3 (0.3%) microdeletion/

microduplication (Table 1). As expected, Down 
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syndrome was the most common, followed by 

Edwards, Turner and 22q11.2 microduplication 

syndrome, while there was only one case each 

of DiGeorge, Klinefelter, Patau, and Triple X 

syndromes. For Patau, Edwards, Down and 

22q11.2 microduplication syndromes, mean 

fluorescence ratios of chromosomes 13, 18, 21 and

22q11.2 marker, respectively, were above the 

upper threshold limit, whereas that of DGS 

marker in DiGeorge syndrome was below the 

lower threshold (Figures 1–3, Table 2). 

Table 1 Molecular karyotyping assay was compared to conventional karyotyping of amniocentesis 

 samples obtained from mothers attending the Antenatal Clinic, Maharaj Nakorn Chiang 

 Mai Hospital, Faculty of Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai, Thailand (August 

 2016-October 2017).

IQR, Interquartile range
mos, mosaic
del, deletion
dup, duplication

Syndrome

Number of 

samples (%)

(n = 1,004)

Maternal age (years)
Molecular  

karyotype

Conventional 

karyotypeMedian Range/ IQR

Normal, female 451 (44.9) 36 15-47/35-38 XX 46, XX

Normal, male 527 (52.5) 36 17-48/35-39 XY 46, XY

Down syndrome, female 2 (0.20) 34 30-38 XX,+21 47, XX,+21

Down syndrome, male 8 (0.8) 41 34-46/39-45 XY,+21 47, XY,+21

Edwards syndrome, female 1 (0.1) 38 38 XX,+18 47, XX,+18

Edwards syndrome, male 6 (0.6) 37 27-41/33-40 XY,+18 47, XY,+18

Patau syndrome, male 1 (0.1) 36 36 XY,+13 47, XY,+13

Turner syndrome 2 (0.2) 25 21-29 X 45, X

Mosaic Turner syndrome 1 (0.1) 36 36 X/XX mos 45, X/46, XX

(45%/55%) 

Triple X syndrome 1 (0.1) 36 36 XXX 47, XXX

Klinefelter syndrome 1 (0.1) 45 45 XXY 47, XXY

DiGeorge syndrome, female 1 (0.1) 38 38 XX, del(22)

(q11.2) 

46, XX

22q11.2 microduplication 

syndrome, female

1 (0.1) 26 26 XX, dup(22)

(q11.2q11.2)  

46, XX

22q11.2 microduplication

syndrome, male

1 (0.1) 27 27 XY, dup(22)

(q11.2 q11.2)  

46, XY
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 A) Normal male B) Normal female

Figure 1  Molecular karyotyping profiles of normal male (A) and normal female (B). Red 
 and blue spot represents sample:reference female and sample:reference male
 fluorescence ratio respectively.

Performance characteristics of molecular 

karyotyping 

In the accuracy study, all samples showing 

aneuploidy were in agreement with conventional

karyotyping, with no false-positive or false-negative

results. Molecular karyotyping assay successfully 

detected three microdeletion/microduplication

syndromes missed in the conventional method, 

including DiGeorge syndrome (22q11.2 microde-

letion syndrome) (n = 1) and 22q11.2 microdu-

plication syndrome (n = 2). Precision of the assay 

was determined as between-run variations of 

mean fluorescence ratio of six chromosome loci 

(13C, 18C, 21C, DGS, XC and YC) in male and 

female DNA internal control samples. Variability 

of between-run precision ranged 1.52-7.81% CV, 

considered satisfactory (Table 3). 

Application of molecular karyotyping for 

prenatal diagnosis

Preliminary molecular karyotyping for 

prenatal diagnosis of Down syndrome and other 

chromosomal disorders was implemented at 

the Hematology Laboratory, Thailand National 

Institute of Health (Thai NIH) according to 

ISO 15189, ‘Medical laboratories-particular 

requirements for quality and competence’.(28,29) 

Three medical scientists were trained to perform 

the analysis according to standard operating 

procedures. Of 19 samples investigated, 2 Down 

syndrome fetuses were identified. Performance 

specifications of the procedure were monitored 

for each analytical batch using male and female 

DNA internal quality controls and the findings of 

the participants in inter-laboratory comparison
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Figure 2 Molecular karyotyping profiles of Trisomy 21 (A), Trisomy 18 (B) and Trisomy 13

 (C). Red and blue spot represents sample:reference female and sample:reference

 male fluorescence ratio respectively.

 A) Trisomy 21 (Down syndrome)  B) Trisomy 18 (Edwards syndrome)

C) Trisomy 13 (Patau syndrome)
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Figure 3 Molecular karyotyping profiles of 22q11.2 microdeletion (A) and 22q11.2 

 microduplication (B). Red and blue spot represents sample:reference female

 and sample:reference male fluorescence ratio respectively.

 A) 22q11.2 microdeletion (DiGeorge syndrome) B) 22q11.2 microduplication

Table 2 Molecular karyotyping assay fluorescence ratios in chromosomal disorders of 13C, 18C, 

 21C and 22q11.2 DiGeorge syndrome (DGS) from amniocentesis samples of mothers 

 attending the Antenatal Clinic, Maharaj Nakorn Chiang Mai Hospital, Faculty of 

 Medicine, Chiang Mai University, Chiang Mai, Thailand (August 2016-October 2017).

Syndrome
Number

of samples

Fluorescence ratio (mean±SD)

13C 18C 21C 22q11 (DGS)

Down 10 0.98±0.03 1.01±0.02 1.29±0.03 0.99±0.02

Edwards 7 0.98±0.02 1.30±0.04 0.99±0.02 1.00±0.02

Patau 1 1.29 0.99 0.99 0.98

DiGeorge 1 1.03 0.99 0.96 0.69

22q11.2 microduplication 2 0.99±0.01 0.97±0.04 0.99±0.01 1.27±0.02

Normal 978 0.99±0.03 1.00±0.03 0.98±0.03 1.00±0.03
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were evaluated according ISO15189:2012

requirements. Turnaround time was reduced 

from three weeks using conventional method to 

three days with molecular karyotyping assay.

Discussion

In Thailand, the prevalence of Down 

syndrome is 1.21 per 1,000 births(9) and in 

2016 there were 1,100 newborns born with 

Down syndrome.(3) A national Down syndrome 

prenatal screening program was implemented 

in the country by the National Health Security 

Office (NHSO) in 2019 whereby mothers > 35 

years of age in the second trimester are offered 

free blood serum screening tests and prenatal 

diagnosis for at risk mothers to determine 

chromosome abnormality.(30)  Mothers carrying

Down syndrome fetuses are counseled on 

the choice of carrying to term or having an 

abortion.(9) Although advanced maternal age is 

the most important risk factor for Down 

syndrome, Adams MM et al.(8) reported 80% 

of infants with Down syndrome were born to 

mothers under 35 years of age and hence, from 

October 2020 the program was extended to all 

Thai pregnant women.(31)

In order to assist in the national Down 

syndrome prevention program, the Department

of Medical Sciences, Ministry of Public Health, 

Thailand has collaborated with the Department

of Obstetrics and Gynecology, Faculty of Medicine,

Chiang Mai University to assess the reliability 

of molecular karyotyping assay for detection 

of common aneuploidy and microdeletion/

microduplication syndromes, in comparison 

with conventional gold standard karyotyping 

technique. Aneuploidies detected by molecular 

karyotyping assay was in concordance with 

those observed by the gold standard karyotyping

technique and in addition three cases of 

microdeletion syndromes missed by conventional

karyotyping were detected. Precision of the 

assay was quite high, with an overall %CV 

of between-run precision within the required 

range.

The major advantage of molecular 

karyotyping is its ability to provide more

informative results than FISH and QF-PCR

Table 3  Between-run precision of molecular karyotyping assay (n = 44).

    Control Probe Min Max Mean SD %CV

Normal, male
Normal, female
Normal, male
Normal, female
Normal, male
Normal, female
Normal, male
Normal, female
Normal, male
Normal, female
Normal, male
Normal, female

13C
13C
18C
18C
21C
21C
DGS
DGS

X
X
Y
Y

0.96
0.98
0.95
0.96
0.93
0.95
0.96
0.95
0.79
0.96
0.94
0.46

1.05
1.05
1.03
1.04
1.07
1.05
1.04
1.04
0.89
1.15
1.07
0.71

1.01
1.01
0.99
0.99
1.01
1.00
1.01
0.99
0.84
1.01
0.99
0.59

0.02
0.02
0.02
0.02
0.03
0.03
0.02
0.02
0.02
0.03
0.04
0.05

1.87
1.52
2.10
2.03
2.55
2.62
1.97
1.73
2.64
3.08
3.92
7.81
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methods that can only reveal common
aneuploidies,(20) namely detection of micro-
deletion/microduplication syndromes. Total 
reagent and consumable costs per sample in 
molecular karyotyping assay are comparable
with FISH and QF-PCR but less than 
array-comparative genomic hybridization 
(CGH).(18,21,32)  In addition, molecular karyotyping
assay is less labor-intensive and suitable for a 
high throughput platform, with a turnaround 
time within three days. However, molecular 
karyotyping assay cannot detect chromosome 
inversions, balanced translocations, point 
mutations, polyploidies, alterations in methylation
and low-level mosaicism.(18,33,34) Both molecular
karyotyping assay and conventional karyotyping
alone could not detect all fetal chromosomal
 abnormalities. A combination of these 
techniques should improve the detection
and accuracy of prenatal diagnosis.(19,25,33)

In 2019, Miao Z et al(25) reported that the combined
use of molecular karyotyping assay and
conventional karyotyping could detect more 
fetal chromosomal abnormalities (4.51%) than 
either molecular karyotyping assay (2.97%) and 
conventional karyotyping (4.04%) alone. 

Conclusion

Molecular karyotyping assay is as reliable
as conventional gold standard karyotyping in 
detecting common aneuploidies and is able
to identify common microdeletion/micro-
duplication syndromes. Its high accuracy,
low sample volume requirement, ease in
implementation, adaptation to a high through-
put platform and rapid turnaround time should 
assist in improving acceptance of the national 
Down syndrome prenatal screening program 
especially among late antenatal care pregnant 

women.
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สิริภากร แสงกิจพร1 ชเนนทร วนาภิรักษ2 อารีรัตน ขอไชย3 ชลลดา ยอดทัพ1 สาวิตรี ดวงเรือง1

ณัชชา ปาณะจำนง1 พัชราภรณ นพปรางค1 อัจฉราพร  ดำบัว1 พัชราภรณ  บุญชู1 และ สมชาย แสงกิจพร1

1กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000
2ภาควิชาสูติศาสตรและนรีเวชวิทยา คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 50200
3โรงพยาบาล ๕๐ พรรษา มหาวชิราลงกรณ อุบลราชธานี 34000

การตรวจวนิิจฉัยกอนคลอดสำหรับกลุมอาการดาวนและ
โครโมโซมผิดปกตทิีพ่บบอย

โดยวธิ ีMolecular Karyotyping

บทคัดยอ  การตรวจวินิจฉัยกอนคลอดมีความสําคัญในการควบคุมและปองกันกลุมอาการดาวนและโครโมโซมผิดปกติ

ในหญิงตั้งครรภที่มีความเส่ียงสูง การตรวจวินิจฉัยกอนคลอดโดยวิธีทางอณูพันธุศาสตร BACs-on-Beads (BoBsTM)

เปนวิธีตรวจวินิจฉัยกลุมอาการดาวนและโครโมโซมผิดปกติคูที่  13, 18, X และ Y รวมถึง microdeletion/

microduplication syndromes 9 ชนิด อยางรวดเร็ว การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือประเมินประสิทธิภาพการตรวจ

วินิจฉัยโดยวิธีอณูพันธุศาสตรในตัวอยางน้ําครํ่าของหญิงตั้งครรภที่มีอายุครรภ 15-22 สัปดาห จํานวน 1,004 ราย ศึกษา

เปรียบเทียบกับวิธี conventional karyotyping จากการเพาะเลี้ยงน้ําคร่ําซึ่งเปนวิธีมาตรฐาน ผลการศึกษาพบความผิดปกติ

ทางโครโมโซม 26 ตัวอยาง เปน aneuploidies 23 ตัวอยาง (Down syndrome 10 ตัวอยาง Edwards syndrome

7 ตัวอยาง Klinefelter syndrome 1 ตัวอยาง Patau syndrome 1 ตัวอยาง Triple X syndrome 1 ตัวอยาง และ 

Turner syndromes 3 ตัวอยาง) ผลทั้งหมดสอดคลองกับวิธีมาตรฐาน นอกจากน้ียังสามารถวินิจฉัย microdeletion/

microduplication  syndromes ได 3 ตวัอยาง (22q11.2  microdeletion 1 ตวัอยาง และ 22q11.2 microduplication 2 ตวัอยาง) 

ซึง่วธิดีัง้เดมิตรวจไมพบ วธิกีารนีไ้ดบรูณาการสูการใหบรกิารตามมาตรฐานสากล ISO 15189:2012 ณ สถาบนัวจิยัวิทยาศาสตร

สาธารณสุข การตรวจทางอณูพันธุศาสตรนับเปนวิธีที่นาเชื่อถือและรวดเร็วในการตรวจวินิจฉัยกอนคลอดสําหรับโครโมโซมผิด

ปกติที่พบบอย ทั้งชนิด aneuploidies และ microdeletion/microduplication syndromes โดยไมตองเพาะเลี้ยงน้ําคร่ํา

นับเปนการสนับสนุนการควบคุมและปองกันกลุมอาการดาวนและโครโมโซมผิดปกติของประเทศ

คําสําคัญ: โครโมโซมผิดปกติ, กลุมอาการดาวน, Microdeletion/microduplication syndrome, อณูพันธุศาสตร,

 การตรวจวินิจฉัยกอนคลอด
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วิโรจน พวงทับทิม1 รัชณีกร ใจซื่อ1 นวลจันทร วิจักษณจินดา2 และ อาชวินทร โรจนวิวัฒน3

1สถาบันชีววิทยาศาสตรทางการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000
2สำนักวิชาการวิทยาศาสตรการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000
3สถาบันวิจัยวิทยาศาสตรสาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

1

การตรวจวนิิจฉยัการตดิเชือ้ HIV-1 จากตวัอยาง
หยดเลือดแหงบนกระดาษซบัโดยตรง

ดวยวธิ ีreal-time PCR

บทคัดยอ  การตรวจวินิจฉัยการติดเช้ือ HIV-1 ในเด็กที่คลอดจากแมที่ติดเชื้อโดยวิธี real-time PCR ดวยตัวอยาง

หยดเลือดแหงบนกระดาษซับ (dried blood spot: DBS) ทําใหเขาถึงการบริการการตรวจไดงาย เพื่อใหไดวิธีตรวจที่สะดวก

และประหยัดเวลามากข้ึนโดยตัดข้ันตอนการสกัดสารพันธุกรรม คณะผูวิจัยไดพัฒนาวิธีการตรวจตัวอยาง DBS โดยตรงดวย

วิธี real-time PCR (direct DBS real-time PCR) และเปรียบเทียบวิธีดังกลาวที่ใชชุดน้ํายา Coyote Bioscience กับ

วิธีปจจุบันที่มีการสกัดตัวอยางกอนการตรวจดวยชุดน้ํายา KAPA Probe Fast qPCR kit โดยใช primer และ probe ชุด

เดยีวกนั ประเมินขดีจาํกดัของการทดสอบ (limit of detection: LOD) โดยการตรวจสารพนัธกุรรม HIV-1 ในเซลลเพาะเลีย้ง 

8E5 ประเมินความไวและความจําเพาะโดยการตรวจ DBS ที่เหลือจากงานบริการที่สงตรวจวินิจฉัย ณ สถาบันชีววิทยาศาสตร

ทางการแพทย กรมวทิยาศาสตรการแพทย ระหวางป พ.ศ. 2559–2561 รวม 287 ตวัอยาง ประกอบดวยตัวอยางตดิเชือ้ 88 ตวัอยาง

ไมติดเชื้อ 199 ตัวอยาง พบวา LOD ของวิธี direct DBS real-time PCR และวิธีปจจุบันเทากับ 200 และ 500 cells/mL

ของเลือด ตามลําดับ โดยวิธี direct DBS real-time PCR มีความไวรอยละ 100 (88/88) ความจําเพาะรอยละ 90.5 

(180/199) และมีความสอดคลองกบัสภาวะการตดิเชือ้รอยละ 93.4 (268/287) ที ่kappa เทากับ 0.853 (p < 0.001) การศึกษานี้

แสดงใหเห็นวาวิธี direct DBS real-time PCR นอกจากลดระยะเวลาการตรวจวิเคราะหไดแลว ยังมี LOD ดีกวาวิธีที่ใช

ในปจจุบัน แตยังมีขอจํากัดเรื่องผลบวกปลอม การพัฒนาปรับปรุงใหวิธีนี้มีความจําเพาะมากกวารอยละ 99.5 ตามมาตรฐาน

กําหนดของสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา จะทําใหสามารถนําวิธีนี้มาใชงานบริการไดในอนาคต

คําสําคัญ: การตรวจวินิจฉัย HIV-1, real-time PCR, ตัวอยางหยดเลือดแหงบนกระดาษซับโดยตรง
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บทนํา

การใหบริการตรวจวิเคราะหหาการติดเช้ือ HIV-1

ในเด็กที่คลอดจากแมที่ติดเชื้อของกรมวิทยาศาสตร

การแพทยและเครือขายศูนยวิทยาศาสตรการแพทย

12 แหง ในปจจุบนัใชวิธ ีreal-time polymerase chain 

reaction (real-time PCR) โดยใชชุดน้ำยาตรวจที่

พัฒนาขึ้นเอง (in-house)(1-3) ประกอบดวยขั้นตอนที่

สำคัญ คือ การสกัดสารพันธุกรรมจากตัวอยางสงตรวจ 

การเพิ่มปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมายและการตรวจ

วัดสัญญาณแบบ real-time เปนวิธีท่ีมีความไว และ

ความจำเพาะสูง สามารถใชตรวจตวัอยางท่ีมีปรมิาตรนอย

เชน ตัวอยางชนิดหยดเลือดแหงบนกระดาษซับ

(dried blood spot: DBS) ซึง่เปนตวัอยางทีผู่ใชบรกิาร

ตรวจทางหองปฏิบัติการสวนใหญนิยม เนื่องจากมี

ความสะดวกในการเกบ็รกัษาสภาพและการขนสงตวัอยาง

อกีทัง้ยงัลดโอกาสการปนเปอนเชือ้โรคและอันตรายทีเ่กดิ

จากการแตกหกัของหลอดบรรจุตวัอยาง ทำใหเพิม่โอกาส

ในการเขาถึงบริการตรวจของประชาชน

การตรวจดวยเทคนิค real-time PCR มีขอดี

กวาวิธี PCR แบบดั้งเดิม (conventional PCR) คือ  

ลดเวลาในการตรวจวิเคราะห เนื่องจากไมมีขั้นตอน

การทำเจลอิเล็กโทรโฟเรซีส (gel electrophoresis) 

เพือ่ตรวจสอบสารพนัธกุรรมเปาหมายทีเ่พิม่จำนวน และ

ลดโอกาสการเกิดผลบวกปลอมจากการปนเปอนของ 

PCR product อยางไรก็ตามวิธีการตรวจวิเคราะหของ

เครอืขายหองปฏบิตักิารกรมวิทยาศาสตรการแพทย ทีใ่ห

บริการในปจจุบันยังมีชองวางที่สามารถพัฒนา เพื่อเพิ่ม

ประสิทธิภาพในการใหบริการ โดยขั้นตอนที่มีความเปน

ไปได คือ ขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมจากสิ่งสงตรวจ

ชนิด DBS ซึ่งเปนข้ันตอนที่สำคัญและใชระยะเวลาใน

การปฏิบัติงานประมาณหนึ่งชั่วโมง

ปจจุบัน DBS เปนตัวอยางที่ไดรับการยอมรับใน

การตรวจวินิจฉัยโรคในเด็ก(4-6) เชน การตรวจหาภาวะ

พรองไทรอยดฮอรโมน และการตรวจหาสารพันธุกรรม

ของเชื้อ HIV-1 เพราะมีความสะดวกในการเก็บ

และขนสงตัวอยาง แตตัวอยาง DBS มีสารยับยั้ง 

PCR (inhibitor) จากเลือด เชน โปรตีน โลหะหนัก

ฮีโมโกลบิน หรือเยื่อกระดาษที่นำมาใชเปนกระดาษ

ซับเลือด ขั้นตอนการสกัด DNA ออกจากกระดาษ

จะลดความคลาดเคล่ือนของผลตรวจทางหองปฏิบัติการ(7)

มีการศึกษาความเปนไปไดในการใชตัวอยางจากเลือด

(whole blood) หรือ DBS โดยตรงในการทำ PCR 

โดยไมมีขั้นตอนการสกัดสารพันธุกรรมออกจาก

ตัวอยาง(8-11) จำเปนตองใชน้ำยา PCR ชนิดพิเศษ เชน 

ใชเอนไซม DNA polymerase ที่สามารถทนตอ

สารยับยั้ง และปรับปรุงชนิดสวนประกอบ ความเขมขน

ของเกลือ (salt composition) และกลุมสาร detergent

รวมทั้งเพ่ิมขั้นตอนการทำใหเซลลแตกออกและ DNA 

หลุดจากนิวเคลียส เพื่อทำใหประสิทธิภาพการเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมเปาหมายเกิดไดดีขึ้น 

แมวาเทคโนโลยนีำ้ยา PCR แบบใหมนีจ้ะสามารถ

ลดขั้นตอนการปฏิบั ติงานในสวนของการสกัดสาร

พนัธกุรรมจากตวัอยางสิง่สงตรวจแบบ DBS ได และอาจ

มคีวามไวเพยีงพอทีจ่ะใชการตรวจวเิคราะหในงานบรกิาร

ประจำ แตยังขาดขอมูลประสิทธิภาพการตรวจวินิจฉัย

ดวยเทคนิคการตรวจ DBS โดยตรงในกลุมตัวอยาง

ศกึษาทางคลนิกิ(12) ดงันัน้คณะผูวจิยัจงึไดทำการศกึษาใน

หองปฏิบัติการโดยใชตัวอยาง DBS ของเด็กไทย

อายุนอยกวา 24 เดือน ที่คลอดจากแมที่ติดเชื้อ HIV-1 

เพื่อประเมินประสิทธิภาพการตรวจในดานความไวและ

ความจำเพาะของวธิกีารตรวจตวัอยาง DBS โดยตรงดวย

วิธี real-time PCR (direct DBS real-time PCR) 

เปรียบเทียบกับวิธีที่ใหบริการในปจจุบันดวยชุดน้ำยา

ตรวจที่พัฒนาขึ้นใชเอง

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางศึกษา

ชุดตัวอยางเพื่อประเมินขีดจำกัดของการตรวจวิเคราะห

เตรียมชุดตัวอยาง (sample panel) โดยนำ

เซลล 8E5 (CRL-8993, American Type Culture 

Collection, Manassas, VA, USA) ซึ่งเปน Human

Lymphoblastic Leukemia ที่มีสารพันธุกรรม 

whole genome ของเชื้อไวรัส HIV-1 จำนวน 1 ชุด

ตอเซลล (1 copy/cell) มานับจำนวนเซลลดวยเคร่ือง
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อตัโนมตั ิ(Sysmex XT-1800i cell counter, Sysmex
Coperation, Chuo-ku, Kobe, Japan) แลวจึง
เตรียมความเขมขนเซลล 8E5 ที่ 25, 50, 100, 200,
300, 400, 500 และ 600 cells/mL ดวยการเติมเซลล 
8E5 ลงในเลือดครบสวน (whole blood) จากผูบริจาค
ที่มีจำนวนเม็ดเลือดขาวไมนอยกวา 4,000 cells/μL
และมีผลตรวจการติดเชื้อ HIV-1 เปนลบ (negative)
ดวยวิธีมาตรฐานการตรวจคัดกรองเลือดบริจาคของ
ศูนยบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย ผสมเซลล 
8E5 และเลือดใหเขากันดีแลวหยดสวนผสมปริมาตร
50 μL ลงบนกระดาษซับเลอืด 903 Thailand NBS card
(Eastern Business Forms Inc, Mauldin, SC, 
USA) ที่มีรอยพิมพวงกลมเสนผานศูนยกลาง 10 mm 
จำนวน 6 วงตอกระดาษซับเลือด 1 แผน ผึ่งตัวอยางให
แหงที่อุณหภูมิหอง ในที่รม ไมนอยกวา 24 ชั่วโมง 

ตัวอยางศึกษาทางคลินิก (clinical samples)
ตัวอยาง DBS ของเด็กที่มีการสงตัวอยางตรวจ

อยางนอย 2 ครั้ง ในชวงอายุระหวาง 1 วัน ถึง 12 เดือน 
และมีผลตรวจทางซีโรโลยี เพ่ือสรุปสถานะการติดเชื้อ
รายบุคคลที่อายุ 24 เดือน(13-15) โดยเปนส่ิงสงตรวจ
ที่เหลือ (left over samples) จากงานบริการตรวจ
วินิจฉัยการติดเชื้อ HIV-1 จากแมสูลูก ของสถาบัน
ชีววิทยาศาสตรทางการแพทย ระหวางป พ.ศ. 2559–
2561 จำนวน 287 ตัวอยาง แบงเปน ตัวอยางที่มีผลการ
ตรวจเปนบวก (positive) ตอเชื้อ HIV-1 วิธี PCR 
ตดิตอกนัอยางนอย 2 ครัง้ รวมกบัขอมูลสถานะการตดิเชือ้
ของเด็กที่อายุ 24 เดือน จำนวน  88 ตัวอยาง เพื่อศึกษา
ความไวทางคลินิก (clinical sensitivity) และตัวอยาง
ที่มีผลการตรวจเปนลบ (negative) ตอเชื้อ HIV-1 วิธี 
PCR ติดตอกันอยางนอย 3 ครั้ง รวมกับขอมูลสถานะ
การไมติดเชื้อของเด็กที่อายุ 24 เดือน เพื่อศึกษาความ
จำเพาะทางคลินิก (clinical specificity) จำนวน 199 
ตัวอยาง

ตัวอยางควบคุมคุณภาพการทดสอบ (control 

samples)
ตวัอยางกระดาษซบัเลอืดควบคมุคณุภาพชนดิลบ 

(DBS negative control sample) เตรียมจากเลือด

ผูบรจิาคท่ีมีจำนวนเมด็เลอืดขาวไมนอยกวา 4,000 cells/μL
และผลตรวจตอเชื้อ HIV-1 เปนลบดวยวิธีมาตรฐาน

การตรวจคัดกรองเลือดบริจาค ของศูนยบริการโลหิต
แหงชาต ิสภากาชาดไทย แลวหยดลงบนกระดาษซบัเลอืด 
903 Thailand NBS card จำนวน 6 วงเลือดตอ 1 แผน

ตัวอยางกระดาษซับเลือดควบคุมคุณภาพชนิด
บวก (DBS positive control sample) เตรียมโดย
เจือจางเซลลมาตรฐาน 8E5 (ATCC CRL-8993) ดวย
เลอืดผูบรจิาคทีไ่มตดิเช้ือ HIV-1 ใหมจีำนวน 1 cell/μL
แลวหยดลงบนกระดาษซับเลือด 903 Thailand NBS 
card จำนวน 6 วงเลือดตอ 1 แผน

การขออนมุติัจากคณะกรรมการพจิารณาการศกึษาวจิยั
ในคน

การใชตัวอยางเลือดที่เหลือจากงานบริการการตรวจ
วิเคราะหไดรับการอนุมัติจากคณะกรรมการพิจารณา
การวิ จัยในคน กรมวิทยาศาสตรการแพทย เลขที่ 
EC116/62

การตรวจหาเชื้อ HIV-1 วิธีที่ใหบริการในปจจุบันดวย
ชุดน้ำยาตรวจที่พัฒนาขึ้นใชเอง
 การเตรียมตัวอยาง DNA

สกัดตัวอยาง DBS ที่ใชเปนตัวอยางศึกษา
ขีดจำกัดของการตรวจวิเคราะห ตัวอยางศึกษาทางคลินิก 
และตวัอยางควบคมุคณุภาพการทดสอบตวัอยางละ 2 วง
(เสนผานศูนยกลาง 10 mm) หรือคิดเปนปริมาตรของ

เลอืด 100 μL ดวยวธิมีาตรฐานชุดนำ้ยา QIAsymphony
DSP DNA (QIAGEN, Hilden, Germany) ดวย
เครื่องสกัดอัตโนมัติ QIAsymphony® Automate
Extraction (QIAGEN, Hilden, Germany)

ไดตัวอยาง DNA ปริมาตร 50 μL เก็บที่ -20 ํC จนกวา
จะใชงาน

 การตรวจ real-time PCR
การตรวจหาสารพันธุกรรมของไวรัส HIV-1 

ใชการตรวจ LTR gene และใชการตรวจ human 
RNAseP gene เพื่อเปน internal control ดวยวิธี 

Duplex real-time PCR(1) โดยผสมน้ำยาสำเร็จรูป 

KAPA Probe Fast qPCR kit (KAPA Biosystems,

MA, USA) กับ HIV-1 LTR primer/probe และ

human RNAseP primer/probe ในปริมาตร

15 μL รายละเอียดลำดับนิวคลิโอไทดและความเขมขน

ของ primers และ probes  ดังแสดงในตารางที่ 1 เติม
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DNA 5 μL รวมเปนสวนผสมทั้งหมด 20 μL นำไปเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมและอานผลดวยเครื่อง ABI 7300

Real-Time PCR System (Applied Biosystems,

CA, USA) โดยตั้งการทำงาน pre-amplification

ที ่50 ํC นาน 2 นาที และ 95 ํC  นาน 2 นาที หลังจากนัน้ทำ

PCR จำนวน 45 รอบ ประกอบดวย denature step ที่ 

95 ํC นาน 15 วินาที annealing และ extension step 

ที่ 52 ํC นาน 30 วินาที

การควบคุมคุณภาพและแปลผล

การตรวจตัวอยางทดสอบ มีการตรวจตัวอยาง

ควบคุมชนิดบวกและชนิดลบควบคูดวยทุกคร้ัง โดยใช

ตัวอยางควบคุมชนิดบวกที่มี HIV-1 DNA ที่ 5 copies/

reaction ตองพบสัญญาณของการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมของ HIV-1 LTR gene ที่มีคา Cycle 

threshold (Ct) ต่ำกวา 35 และพบสัญญาณการเพิ่ม

ปริมาณสารพันธุกรรมของ  human RNAseP gene 

มีคา Ct ต่ำกวา 25 สวนตัวอยางควบคุมชนิดลบ พบ

เฉพาะสัญญาณการเพิ่มปริมาณของ human RNAseP 

gene เทานั้น ตัวอยาง DNA ที่พบคา Ct ใน LTR gene 

และ human RNAseP gene ครบทั้ง 2 ยีน จะถูกแปล

ผลตรวจเปนบวก สวนตวัอยางตรวจลบจะตรวจพบเฉพาะ 

Ct ของ human RNAseP gene เทานัน้ ตวัอยางทีต่รวจ

ไมพบคา Ct ของทัง้ 2 ยนี จะรายงานผลวาตรวจวเิคราะห

ไมได (invalid)

การตรวจหาเชื้อ HIV-1 ดวยวิธีการตรวจตัวอยาง 

DBS โดยตรงดวยวิธี real-time PCR (direct 

DBS real-time PCR)

การเตรียมตัวอยาง DNA

เจาะ DBS ที่เปนตัวอยางศึกษา LOD ตัวอยาง

ศึกษาทางคลินิก และตัวอยางควบคุมคุณภาพชนิดบวก

และชนิดลบ ขนาดเสนผานศูนยกลาง 3 mm (คิดเปน

ปรมิาตรของเลอืด 3 μL/ตวัอยาง)(16,17)  จำนวนตวัอยางละ

1 วง เพื่อนำไปทำ PCR ในขั้นตอนถัดไป 

การตรวจ real-time PCR

ผสมน้ำยา DirectDetectTM QRT-PCR kit 

(Coyote Bioscience, Beijing, China) กับ primers

และ probes ที่มีลำดับนิวคลีโอไทดและความเขมขน

เชนเดียวกับวิธีการที่ใชชุดน้ำยาตรวจท่ีพัฒนาขึ้นเอง ใน

ปริมาตร 50 μL ใส DBS ที่เจาะไว 1 วง นำไปเพิ่ม

Target gene
Final

concention 
(nM)

Primer and probe sequence
(5’-3’)

GenBank
Accession no.

HIV-1 LTR gene (89 bp)
   forward primer

   reverse primer
   probe

300

500
400

TGCTTAAGCCTCAATAAAGCTT-
GCCTTGA
TCTGAGGGATCTCTAGTTACCAG
FAM-AAGTAGTGTGTGCCC-
GTCTGT-BHQ

AF033819.3
61- 89

127-149
97-117

Human RNAseP gene 
(65 bp) 
   forward primer
   reverse primer
   probe

100
200
400

AGATTTGGACCTGCGAGCG
GAGCGGCTGTCTCCACAAGT
HEX-TTCTGACCTGAAGGCTCT-
GCGC-TAMRA

AK296196.1

28-46
73-92
49-71

ตารางที่ 1 รายละเอียดลำดับนิวคลิโอไทดและความเขมขนของ primers/probes ที่ใชการศึกษา(1) 
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ปริมาณสารพันธุกรรมและอานผลดวยเครื่อง Mini8 

Real-Time PCR System (Coyote Bioscience, 

Beijing, China) ซึ่งตั้งการทำงานไวเพื่อทำ pre-

amplification ที่ 95 ํC  นาน  5 วินาที ที่ 45 ํC  นาน 5 

วินาที จำนวน 15 รอบ  ที่ 95 ํC  นาน 60 วินาที อีก 1 รอบ

แลวจึงทำปฏิกิริยา PCR ซ่ึงประกอบดวย denature 

step 95 ํC  นาน 5 วินาที annealing และ extension 

step ที่ 52 ํC  นาน 30 วินาที จำนวน 45 รอบ

การควบคุมคุณภาพและแปลผล

การตรวจตัวอยางทดสอบ มีการตรวจตัวอยาง

ควบคุมชนิดบวกและชนิดลบควบคูดวยทุกคร้ัง โดย

ตวัอยางควบคมุชนิดบวกท่ีมี HIV-1 DNA ท่ี 3 copies/

reaction ตองพบสัญญาณของการเพิ่มปริมาณสาร

พันธุกรรมของ HIV-1 LTR gene มีคา Ct ต่ำกวา 21

และพบสัญญาณการเพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรมของ  

human RNAseP gene มีคา Ct ตำ่กวา 13 สวนตวัอยาง

ควบคุมชนิดลบ พบเฉพาะสัญญาณการเพิ่มปริมาณของ 

human RNAseP gene เทานัน้ ตวัอยาง DNA ท่ีพบคา 

Ct ใน LTR gene และ human RNAseP gene ครบ

ทั้ง 2 ยีน จะถูกแปลผลตรวจเปนบวก  สวนตัวอยางตรวจ

ลบจะตรวจพบเฉพาะ Ct ของยีน human RNAseP 

gene เทานั้น ตัวอยางที่ตรวจไมพบคา Ct ของทั้ง 2 ยีน 

จะรายงานผลวาตรวจวิเคราะหไมได

การประเมินผลและการวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

การประเมินความไวเชิงวิเคราะห (analytical 

sensitivity) 

หาขีดจำกัดของการตรวจวิเคราะห (LOD) 

สำหรับการตรวจวิเคราะหเชื้อ HIV-1 วิธี real-time 

PCR ในชุดตัวอยางสำหรับศึกษาขีดจำกัดของการตรวจ

วิเคราะหที่มีความเขมขนเซลล 8E5 ระหวาง 25–600 

cell/mL ตรวจวิเคราะห 10 ซ้ำ ในแตละความเขมขน

โดยคา LOD คือ คาความเขมขนของเซลลที่ต่ำสุด ที่

ยังคงใหผลการทดสอบเปนบวกในทุกครั้งของการตรวจ

วิเคราะหซ้ำ

การประเมนิความไวทางคลนิกิ (clinical sensitivity)

ความจำเพาะทางคลนิกิ (clinical specificity) และ

ความสอดคลองของวิธีการตรวจ (agreement)

ประเมนิความไวทางคลนิกิ ความจำเพาะทางคลนิิก 

และความสอดคลองของการทดสอบ โดยเปรียบเทียบ

การตรวจวเิคราะหเชือ้ HIV-1 ดวยวธิ ีreal-time PCR 

ในตัวอยาง DBS ที่เหลือจากงานบริการกับผลอางอิง 

(สถานะการติดเชื้อ HIV-1 ของเด็ก) คำนวณคารอยละ

ของความไว ความจำเพาะ ความสอดคลอง และระดับ

ของความสอดคลองของวธิกีารตรวจ ดวยสถิตสิมัประสทิธิ์

แคปปาของโคเฮน (Cohen's kappa coefficient) ทีร่ะดบั

นัยสำคัญ p < 0.05 รายละเอียดวิธีการคำนวณความไว

ความจำเพาะ และความสอดคลองของวิธีการตรวจ

ดังแสดงในตารางที่ 2

ความไวทางคลินิก (clinical sensitivity) คือ

วิธีการทดสอบแสดงผลเปนบวก เมื่อทดสอบกับตัวอยาง

อางอิงที่มีสถานภาพติดเชื้อ คำนวณไดจาก 

   %sensitivity = {a/(a+b)} × 100

ความจำเพาะทางคลินิก (clinical specificity) คือ 

วิธีการทดสอบแสดงผลเปนลบ เมื่อทดสอบกับตัวอยาง

อางอิงที่มีสถานภาพไมติดเชื้อ คำนวณไดจาก 

%specificity = {d/(c+d)} × 100

ความสอดคลองของวิธีการตรวจ คือ วิธีการทดสอบ

แสดงผลตรงกนักบัสถานภาพของตวัอยางอางองิ คำนวณ

ไดจาก

%agreement = {a+d/(a+b+c+d)} × 100

ตารางที่ 2  วิธีการคำนวณความไวทางคลินิก ความจำเพาะทางคลินิก และความสอดคลองของการวิธีการตรวจ

ผลอางอิง (สถานะการติดเชื้อ HIV-1 ของเด็ก)

ติดเชื้อ ไมติดเชื้อ รวม

ผลการทดสอบที่ไดจากวิธีการตรวจ ผลบวก a c a+c

ผลลบ b d b+d

รวม a+b c+d a+b+c+d
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ผล

ความไวเชิงวิเคราะห (analytical sensitivity)

ของการตรวจหาเชื้อ HIV-1 ดวยวิธี direct DBS 

real-time PCR

การตรวจเซลล 8E5 ท่ีความเขมขนระหวาง

25-600 cells/mL พบวาขีดจำกดัของการตรวจวเิคราะห 

(LOD) วิธี real-time PCR โดยวิธีท่ีใหบริการใน

ปจจบุนัดวยชดุน้ำยาตรวจท่ีพฒันาข้ึนใชเอง มี LOD อยูที่ 

500 cells/mL หรือคิดเปน 5 DNA copies/reaction 

ในขณะที่วิธี direct DBS real-time PCR มี LOD 

อยูที่ 200 cells/mL หรือคิดเปน 0.6 DNA copies/

reaction ดังแสดงในตารางที่ 3

ความไวทางคลนิกิ (clinical sensitivity) ความจำเพาะ

ทางคลนิกิ (clinical specificity) ความสอดคลอง

ของวิธีการตรวจ (agreement) และคาสัมประสิทธิ์

แคปปาของโคเฮน (Cohen's kappa coefficient)

จากตวัอยางกระดาษซบัเลอืดทัง้หมด 287 ตัวอยาง 

เปนตัวอยางที่ติดเชื้อ HIV-1 จำนวน 88 ตัวอยาง และ

ตัวอยางที่ไมติดเชื้อจำนวน 199 ตัวอยาง วิธีการตรวจ

หาเชื้อ HIV-1 ดวย direct DBS real-time ใหผล    

การตรวจตรงกับสถานะการติดเชื้อ HIV-1 ในเด็กที่

อายุ 24 เดือน จำนวน 88 ตัวอยาง คิดเปนความไวทาง

คลนิกิ รอยละ 100 แตใหผลลบตรงกับสถานการณไมตดิ

เชื้อ HIV-1 จำนวน 180 ตัวอยาง คิดเปนความจำเพาะ

ตารางที่ 3  ความไวในการตรวจวิเคราะห (analytical sensitivity) ของการตรวจหาเช้ือ HIV-1 real-time PCR 

 โดยวิธีที่ใหบริการในปจจุบันดวยชุดน้ำยาตรวจที่พัฒนาขึ้นใชเองและวิธี direct DBS real-time PCR

   ความเขมขนของ
 เซลล 8E5 ที่เจือจาง
 ดวยเลือด
 (cells/mL)

วิธีที่ใหบริการในปจจุบัน
ดวยชุดน้ำยาตรวจที่พัฒนาขึ้นใชเอง

วิธี direct DBS real-time PCR

ความเขมขน DNA
จากปริมาตรเลือด 

10 μL
(copies/
reaction)

Positive 
(n/n)

%
positive

ความเขมขน DNA
จากปริมาตรเลือด 

3 μL
(copies/
reaction)

Positive 
(n/n)

%
 positive

 25
 50
 100
 200
 300
 400
 500
 600

0.25
0.5
1.0
2.0
3.0
4.0
5.0**
6.0

0/10
0/10
0/10
4/10
6/10
8/10
10/10
10/10

0
0
0
40
60
80
100
100

0.075
0.15
0.3
0.6*
0.9
1.2
1.5
1.8

0/10
5/10
7/10
10/10
10/10
10/10
10/10
10/10

0
50
70
100
100
100
100
100

*วิธี direct DBS real-time PCR มี LOD ที่ 0.6 DNA copies/reaction หรือคิดเปนความเขมขนของเซลลที่ติดเชื้อ
200 cells/mL
**วิธี real-time PCR โดยชุดน้ำยาตรวจที่พัฒนาขึ้นเองที่ใหบริการในปจจุบัน มี LOD ที่ 5.0 DNA copies/reaction หรือคิด
เปนความเขมขนของเซลลที่ติดเชื้อ 500 cells/mL
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รอยละ 90.5 คิดเปนคาสอดคลอง (agreement)

รอยละ 93.4 (95% CI: 89.9-96.0) โดยมีคาสมัประสทิธิ์

แคปปาของโคเฮน (Cohen's kappa coefficient) 

เทากับ 0.853 (p < 0.001) โดยพบผลบวกปลอมจำนวน

19 ตวัอยาง หรอืคดิเปนรอยละ 9.5 (95% CI: 5.8-14.5) 

ดังแสดงในตารางที่ 4

ตารางที่ 4  ความสอดคลองของผลการตรวจหาเชื้อ HIV-1 วิธี real-time PCR โดยชุดน้ำยาตรวจที่พัฒนาขึ้นเอง

 ที่ใหบริการในปจจุบันและวิธี direct DBS real-time PCR ในตัวอยางสงตรวจ (clinical samples

 ที่ทราบสถานภาพการติดเชื้อ HIV-1 ของเด็กที่อายุ 24 เดือน

วิธีการตรวจ

สถานภาพการติดเชื้อ HIV-1  ในตัวอยางสงตรวจ (n = 287)

 ติดเชื้อ 
 (n = 88)

ไมติดเชื้อ 
(n = 199)

วิธีที่ใหบริการในปจจุบันดวยชุดน้ำยา
ตรวจที่พัฒนาขึ้นใชเอง

ผลบวก 88 0

ผลลบ 0 199

วิธี direct DBS real-time PCR
ผลบวก 88* 19

ผลลบ 0 180**

*sensitivity = 100%, **specificity = 90.5%, agreement = 93.4%, kappa = 0.853 (p < 0.001)

วิจารณ

จากการทดสอบดวยเซลล 8E5 ที่ใชเปนตัวแทน

ของการตรวจหายนีเปาหมายของเชือ้ HIV-1 ในตวัอยาง

หยดเลือดแหงที่เก็บบนกระดาษซับ น้ำยาตรวจวิเคราะห

การติดเชื้อ HIV-1 วิธี direct DBS real-time PCR 

มีคา LOD เทากับ 200 cells/mL ดีกวาวิธีที่ใหบริการ

ในปจจุบันดวยชุดน้ำยาตรวจท่ีพัฒนาข้ึนใชเอง ท่ีมี 

LOD เทากับ 500 cells/mL ซึ่งใชตัวอยาง DBS ขนาด

3 mm เพียง 1 ชิ้น หรือเทากับปริมาตรเลือดเพียง 3 μL

โดยใสตวัอยางสงตรวจลงไปในนำ้ยาทำ PCR ไดโดยตรง

ไมตองมีกระบวนการสกัด DNA ทำใหไดสารพันธุกรรม

ทั้งหมดที่มีอยูในตัวอยางน้ัน ตางจากการตรวจดวยวิธี

ทีใ่หบรกิารในปจจุบนัดวยชดุน้ำยาตรวจท่ีพัฒนาข้ึนใชเอง

ที่มีกระบวนการสกัดตัวอยางหลายขั้นตอน ตั้งแตการ

ละลายสารพันธุกรรมออกจากกระดาษ การกำจัดสาร

รบกวนปฏิกิริยา การลางทำความสะอาดและการชะสาร

พันธุกรรมออกในรูปแบบสารละลายที่พรอมนำมาใชใน

การทำ PCR ซึ่งอาจทำใหเกิดการสูญหายของ DNA ใน

ระหวางกระบวนการดังกลาว(18)

การตรวจหาการติดเชื้อ HIV-1 วิธี direct DBS 

real-time PCR ในตัวอยาง clinical samples จาก

เด็กที่คลอดจากแมที่ติดเช้ือ พบผลตรวจเปนบวกปลอม

จากตัวอยางที่มีสถานะไมติดเช้ือ HIV-1 รอยละ 9.5 

(19/199 ตัวอยาง) ในปจจุบัน วิธีที่ใหบริการดวยชุด

น้ำยาตรวจที่พัฒนาขึ้นใชเองใหผลตรงกับสถานภาพ

การติดเชื้อ HIV-1 ของทุกตัวอยาง ตัวอยางที่ใหผลบวก

โดย direct DBS real-time PCR ที่ขัดแยง

กับสถานะการติดเช้ืออาจเกิดจากขั้นตอนการทำ pre-

amplification จำนวน 15 รอบ จากการทำ amplifica-

tion จำนวน 45 รอบ จึงเหมือนกับเปนการทำปฏิกิริยา 

PCR ซ้ำถึง 2 ครั้ง รวม 60 รอบ ในขณะที่การทำ

ปฏกิริยิา PCR ดวยชดุนำ้ยาตรวจทีพ่ฒันาขึน้เอง มกีารทำ

amplification จำนวน 45 รอบ ครั้งเดียวเทานั้น

ซึง่โดยทัว่ไปการทำ PCR มขีอแนะนำใหทำการเพิม่จำนวน

ไมเกนิ 45 รอบ(19,20) และการมขีัน้ตอน pre-amplification

อาจทำใหเกิด amplification bias เนื่องจากจะเปน

การเพิ่มปริมาณสัญญานของ target gene เปนจำนวน

หลายเทา (fold) จากจำนวนของ gene target
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ที่มีอยูจริงในตัวอยาง ทำใหเกิดการอานผลแบบการ

เปนตัวแทนมากเกินไป (overrepresentation)

ซึ่งมีแนวโนมที่ทำใหเกิดสัญญาณการอานเปนผลบวก

ปลอมได(21) อยางไรก็ตามชุดน้ำยาท่ีมีขั้นตอนการทำ 

pre-amplification มีขอดีในกรณีที่ตัวอยางมีสาร

พันธุกรรมเปาหมายปริมาณนอยหรือจำกัด

การอ านผลการตรวจด วย เครื่ อ ง  Mini8

Real-Time PCR System ซึง่เปนเครือ่งมือทีอ่อกแบบ

ใหมีความจำเพาะกับน้ำยาตรวจ DirectDetectTM

QRT-PCR kit ซ่ึงเปนผลิตภัณฑจากผูผลิตเดียวกัน 

โดยตัวรับสัญญาณแสง fluorescence (detector) 

เปนเทคโนโลยีและความลับของบริษัทผูผลิต ซึ่งตัวรับ

สัญญาณแสงถูกออกแบบใหมีความจำเพาะและความ

ไวของการตรวจจับสัญญาณ fluorescence ที่เกิดจาก

ปฏิกิริยา PCR ดวยน้ำยาของบริษัทในระดับสูง(22)

ซึ่งแตกตางจากวิธีที่ใหบริการในปจจุบันดวยชุดน้ำยา

ตรวจที่พัฒนาขึ้นใชเองที่ใชเครื่อง ABI 7300 Real-

Time PCR System ซึง่เปนเครือ่งมอืทีใ่ชกนัแพรหลาย 

โดยพบวาเมื่อใชตัวอยางที่มีความเขมขนของจำนวนยีน

เปาหมายที่ เทากัน เครื่อง Mini8 Real-Time

PCR System ใหคา Ct ต่ำกวาคาที่อานไดจากเครื่อง

ABI 7300 Real-Time PCR System ประมาณ

10 cycles (ขอมูลที่ไมไดเผยแพร) ซึ่งเปนการอาน

คา Ct แบบอัตโนมัติที่ไมสามารถปรับคา threshold

แบบ manual ได นอกจากน้ี เครือ่ง Mini8 Real-Time

PCR System มีระบบการอานสัญญาณแสงในแนว

ระนาบที่สูงกวาตำแหนงกระดาษ DBS ท่ีอยูกนหลอด

ทำใหใชไดกับหลอดปฏิกิริยาแบบแถว (strip tube)

หรือแบบหลอดท่ีวางในแนวแถวเดี่ยวเทาน้ันและจำกัด

จำนวนตัวอยางตรวจสูงสุดไดเพียง 8 ตัวอยาง และ

วิธี direct DBS real-time PCR ดวย ในขณะที่

เครื่อง ABI 7300 Real-Time PCR System มี

ระบบการอานสัญญาณแสงในแนวดิ่งเหมือนเครื่อง 

real-time PCR ทัว่ไป ซึง่จะไมสามารถอานคาสญัญาณ

แสง fluorescence จากวิธี direct DBS real-time 

PCR เพราะถูกบังดวยกระดาษ DBS ที่อยูกนหลอด

การนำวิธี direct DBS real-time PCR มาใช

ในการใหบรกิารของสถาบนัชวีวทิยาศาสตรทางการแพทย 

ตองมกีารปรบัปรงุขัน้ตอนการตรวจวเิคราะหใหเหมาะสม 

เชน ปรับลดรอบของการทำ amplification หรือ pre-

amplification อาจทำใหลดโอกาสเกิดผลบวกปลอม 

และยังลดเวลาในการทำปฏิกิริยาใหสั้นลงไดอีก

การเพิ่มตัวอยางศึกษาทางคลินิก (clinical 

samples) ใหเปนไปตามมาตรฐานการประเมินชุดน้ำยา

ทีส่ำนกังานคณะกรรมการอาหารและยากำหนด (ตวัอยาง

ติดเชื้ออยางนอย 100 ตัวอยาง และตัวอยางไมติดเชื้อ

อยางนอย 700 ตัวอยาง)(23) แมวาจากการเปรียบเทียบ

กับฐานขอมูลพันธุกรรม primer/probe ที่ใชในการ

ศึกษานี้มีความจำเพาะตอเปาหมาย HIV-1 LTR gene 

(in silico analysis) และไมจับกับยีนของเชื้ออื่นๆ 

(ขอมูลที่ไมไดเผยแพร) คณะผูวิจัยเห็นวาควรมีการ

ศึกษาการเกิด cross reactivity ของวิธีการตรวจที่อาจ

เกิดจากการติดเชื้ออื่นๆ เพิ่มเติมตอไป  เชน Hepatitis 

B virus, Hepatitis C virus และ Dengue virus 

เปนตน

สรุป
วิธี direct DBS real-time PCR มีความไวใน

เชิงวิเคราะหสูง เปนวิธีการที่งาย สะดวกรวดเร็ว และไมมี

ขัน้ตอนสกดัสารพนัธกุรรม จงึลดเวลาการตรวจวเิคราะห 

มีความเปนไปไดที่จะนำมาใชตรวจวินิจฉัยการติดเชื้อ 

HIV-1 ทางหองปฏิบัติการสำหรับเด็กที่คลอดจากแม

ทีต่ดิเช้ือ การพฒันาและปรบัปรงุใหวธิกีารมคีวามจำเพาะ

ที่สูงขึ้น รวมทั้งประเมินวิธีการตรวจดวยจำนวนตัวอยาง

ตามที่สำนักงานคณะกรรมการอาหารและยากำหนด

ในเรื่องชุดตรวจที่เก่ียวของกับการติดเช้ือเอชไอวี ซ่ึง

กำหนดเกณฑการทดสอบหรือวิเคราะหชุดตรวจที่ตรวจ

หากรดนวิคลอิกิเพือ่การวนิจิฉยัรายบคุคล กำหนดเกณฑ

ความไวเชิงวิเคราะหที่ 100% ของจำนวนตัวอยางไมนอย

กวา 100 ตัวอยาง และความจำเพาะเชิงวินิจฉัยที่ 99.5% 

ของจำนวนตวัอยาง ไมนอยกวา 700 ตวัอยาง(23) จะทำให

สามารถนำวิธีการนี้มาใชในการใหบริการไดตอไป

ในอนาคต
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1

HIV-1 Diagnosis from Direct Dried Blood 
Spot Samples Using real-time PCR

ABSTRACT   Perinatal HIV-1 diagnostic testing by real-time PCR using a dried blood spot (DBS) 

sample is easily accessible for service delivery. We proposed a novel method, using DBS samples without 

DNA extraction (direct DBS real-time PCR), which is convenient and less time-consuming. A compari-

son between the new method using Coyote Bioscience reagent and the current one using KAPA Probe 

Fast reagent with DNA extraction was performed with the same set of primer/probe. Limit of detection 

(LOD) was determined by using 8E5 cell line, while clinical sensitivity and specifi city were done on 287 

leftover DBS specimens sent to the Medical Life Science Institute, Department of Medical Sciences, during 

2016 to 2018. Of all the leftover samples, 88 were HIV-1 infected and 199 were non-infected. The LOD of 

the direct DBS real-time PCR and the current assays were 200 and 500 cells/mL of blood, respectively. 

The novel method had 100% (88/88) sensitivity and 90.5% (180/199) specifi city with 93.4% (268/287) 

concordant results at kappa score 0.853 (p < 0.001). This study showed that the direct DBS real-time PCR 

was not only less time-consuming, but also more sensitive (lower LOD) than the currently used method. 

However, optimization to raise the specifi city to be higher than 99.5% as per the Thai FDA criteria is 

needed for use in routine services.

Keywords: HIV-1 diagnosis, real-time PCR, direct dried blood spot samples
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1

การพฒันาระบบทดสอบสำหรับคดักรองสารยับยัง้
การทำงานของเอนไซมไทโรซนีไคเนส

เพือ่คนหาสารตานมะเรง็

บทคัดยอ ไทโรซีนไคเนสมีบทบาทสําคัญในการสงสัญญาณตางๆ ภายในเซลล ซ่ึงเก่ียวของกับการเจริญ การแพรกระจาย

การลุกลาม และการสรางหลอดเลือดใหมของเซลลมะเร็ง โปรตีนกลุมนี้หลายชนิดใชในการรักษามะเร็งแบบมุงเปา การศึกษานี้

มวีตัถปุระสงคเพือ่พฒันาระบบทดสอบสาํหรบัคดักรองสารยบัยัง้การทาํงานของไทโรซนีไคเนสจากตวัอยางสารจาํนวนมาก คณะ

ผูวิจัยไดพัฒนาระบบทดสอบ โดยเริ่มจากการศึกษาการแสดงออกของยีนที่เก่ียวของกับโปรตีนกลุมน้ีในเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง 

4 ชนิด ดวยวิธี quantitative real-time PCR รวมทั้งวัดระดับการทํางานของไทโรซีนไคเนสใน cell lysate แตละชนิดดวย

วิธี ELISA เพื่อคัดเลือกเซลลที่เหมาะสม คัดเลือกเซลล HeLa สําหรับพัฒนาระบบทดสอบ จากนั้นศึกษาสภาวะที่เหมาะสม 

พบวาปริมาณ cell lysate 0.125 mg/mL peptide substrate 0.25 µg ตอหลุม ATP 25 nM และเวลาในการทําปฏิกิริยา 

30 นาที เหมาะสมสําหรับการทําปฏิกิริยาไคเนส เมื่อทดสอบระบบที่พัฒนาดวยสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็ง พบวาสารกลุมที่มี

ฤทธิ์ยับยั้งการทํางานของไทโรซีนไคเนสลดคาสัญญาณในระบบได ทดสอบความใชไดของระบบโดยวิเคราะหความแปรปรวน

ของคาสัญญาณ พบวาพารามิเตอรทุกคาผานเกณฑการยอมรับ แสดงใหเห็นวาระบบทดสอบน้ีสามารถทําซํ้าไดและเหมาะสม

สําหรับใชทดสอบสาร คณะผูวิจัยยังนําระบบทดสอบดังกลาวทดสอบฤทธิ์กับสารสกัดสมุนไพร 180 ตัวอยาง และตรวจสอบ

ยืนยันฤทธิ์อีกครั้งดวยวิธี MTT assay และ transmembrane assay พบสารที่แสดงฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลเพาะเลี้ยงจริง 

ระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้นจึงเหมาะสมเปนระบบทดสอบสําหรับคัดกรองสารยับยั้งการทํางานของเอนไซมไทโรซีนไคเนส

คําสําคัญ: มะเร็ง, ระบบทดสอบสําหรับคัดกรองสารยับย้ังเอนไซมไทโรซีนไคเนส, สารยับยั้งการทํางานของไทโรซีนไคเนส,

 เปาหมายยาตานมะเร็ง
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บทนํา

โรคมะเร็งเปนปญหาสาธารณสุขที่สำคัญของโลก 

ในป พ.ศ. 2563 ประมาณการวามีผูเสียชวิีตดวยโรคมะเรง็

จำนวน 10 ลานคน และมีผูปวยเปนโรคมะเร็งเพิ่มขึ้น

จำนวน 19.3 ลานคน โดยในป พ.ศ. 2583  คาดการณวาจะมี

ผูปวยเปนโรคมะเร็งเพิ่มขึ้นเปนประมาณ 28.4 ลานคน

ตอป(1) สำหรบัประเทศไทยโรคมะเร็งเปนสาเหตกุารเสยีชวีติ

อันดับ 1 ติดตอกันหลายป ในป พ.ศ. 2562 มีผูเสียชีวิต

ดวยโรคมะเร็ง 84,073 คน โดยมีอตัราการตาย 128.2 คน

ตอประชากร 100,000 คน(2) การรักษามะเร็งทำไดโดย

การผาตัด การฉายรังสี และการใชวิธีเคมีบำบัด แพทย

อาจพิจารณารักษาดวยวิธีเดียวหรือหลายวิธีรวมกัน

การรกัษาในปจจบุนัยงัพบปญหาการกลบัเปนซำ้ การดือ้ยา

และการเกิดอาการไมพึงประสงคเนื่องจากยาเคมีบำบัด

ไมออกฤทธิ์จำเพาะกับเซลลมะเร็ง ทำลายเซลลปกติของ

รางกาย(3) การพัฒนายาที่มีประสิทธิผลดีและมีความ

จำเพาะตอเปาหมายจึงยังเปนที่ตองการสำหรับโรคนี้

ไทโรซนีไคเนส (tyrosine kinases) เปนเอนไซม 

(enzyme) ชนิดหนึ่งที่ เปนกุญแจสำคัญในการสง

สญัญาณเพ่ือควบคมุกระบวนการตางๆ ภายในเซลล เชน 

การเจริญ การเพิ่มจำนวน การเคลื่อนที่ และการเปลี่ยน

รปูราง  โปรตนีชนดิน้ีทำหนาท่ีถายโอนหมูฟอสเฟตตวัทาย

(γ phosphate group) จาก adenosine triphosphate 

(ATP) ไปยังโปรตีนเปาหมายที่ตำแหนงไทโรซีน แบง

เปน 2 กลุม คือ กลุมที่เปนตัวรับ (receptor tyrosine 

kinase: RTK) และกลุมท่ีไมเปนตวัรบั (non-receptor 

tyrosine kinase: NRTK) ภาพรวมกระบวนการสง

สัญญาณของไทโรซีนไคเนสกลุม RTK เริ่มจากลิแกนด

(ligand) จบักับ RTK สวนท่ียืน่อยูนอกเซลล ทำให RTK 

เขาคูกนัในรูปแบบไดเมอร (dimerization) และกระตุน

ใหเกิดการเติมหมูฟอสเฟตระหวางกัน (autophos-

phorylation) ที่ kinase domain ซึ่งอยูภายในเซลล 

จากนั้น RTK จะเริ่มสงสัญญาณโดยดึงหมูฟอสเฟตจาก 

ATP และถายโอนไปยงัโปรตนีอืน่ (phosphorylation)

ที่เกี่ยวของกับวิถีการสงสัญญาณ ซ่ึงสงผลตอการตอบ

สนองของเซลลตอไป การสงสัญญาณของไทโรซีนไคเนส

กลุม NRTK มีลักษณะคลายคลึงกัน โดยเมื่อ NRTK 

ถูกกระตุนจะเกิด autophosphorylation หรือเกิด

phosphorylation โดย NRTK ชนิดอื่นกอนจะเริ่ม

สงสัญญาณ การแสดงออกที่มากเกินไปของโปรตีน

หลายชนิดในกลุมนี้ เกี่ยวของกับการเจริญเติบโต

การแพรกระจาย การลุกลาม และการกระตุนการสราง

หลอดเลือดใหมในเซลลมะเร็ง(4,5) โปรตีนกลุมนี้จึงเปน

เปาหมายในการพัฒนายา เชน EGFR (epidermal

growth factor receptor หรือ ErbB-1), HER2

(human epidermal growth factor receptor 2

หรือ ErbB-2), c-Met (hepatocyte growth

factor receptor: HGFR) และ c-Kit (proto-

oncogene receptor tyrosine kinase) เปนตน

ยาที่จำเพาะตอเปาหมายเหลานี้ไดรับการข้ึนทะเบียน

ในหลายประเทศแลว(6,7) แตยังพบปญหาการดื้อยา

และการเกิดอาการไมพึงประสงค(6,7) ดังนั้น การคนหา

สารยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส (tyrosine

kinase inhibitors) เพื่อพัฒนายาใหมที่ออกฤทธิ์

ครอบคลุมโปรตีนเปาหมายหลายชนิด มีประสิทธิผลดี

และมีผลขางเคียงนอยจึงมีความสำคัญ

การวิเคราะหระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนส

เพื่อคนหาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของโปรตีน

ดังกลาวนั้น แตเดิมใชวิธี filtration assay (FA) ซึ่งใช 

[γ-32P] ATP ในการทำปฎิกิริยา และกรองแยกเปปไทด

ที่ถูกเติมหมูฟอสเฟต กอนจะตรวจวัดปริมาณดวยเครื่อง

วัดรังสีแบบซินทิลเลชั่น (scintillation counter)(8) 

วธินีีท้ำใหเกดิของเสยีทีป่ระกอบดวยสารกมัมนัตรงัส ีและ

ไมเหมาะสมกบัการทดสอบกบัสารตางๆ จำนวนมากจาก

คลังสารเคมี (compound library) จึงมีการพัฒนาวิธี

วิเคราะหระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสดวยวิธีการ

หรือหลักการอ่ืน เชน วิธี scintillation proximity

assay (SPA) ซึ่งใช [γ-33P] ATP แทน [γ-32P] ATP 

เนื่องจากมีความเสถียรมากกวา และวิเคราะหระดับ

การทำงานของไทโรซีนไคเนสจากโฟตอนที่ถูกปลอย

ออกมาจากการจับตัวกันของเปปไทดที่เช่ือมกับไบโอติน 

(biotinylated peptide) กบัเมด็บดีหรอืไมโครเพลททีม่ี

scintillant(9,10) นอกจากนี้ยังมีวิธี fluorescence

polarization (FP) ซึ่งใชระดับการบิดระนาบของแสง 
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(polarization) ในการตรวจวิเคราะห(11) วิธี fluores-

cence resonance energy transfer (FRET) ซึ่ง

วิเคราะหจากความเขมขนของการเรืองแสงท่ีเกิดจาก

การถายทอดพลังงานระหวางโมเลกุล(12) และวิธี 

luciferase-based ATP detection ซึ่งวัดระดับ

การทำงานของไทโรซีนไคเนสจากปริมาณ ATP ที่

เหลือในระบบโดยเอนไซม luciferase(13) วิธีตรวจ

วิเคราะหขางตนมีขอจำกัด เชน วิธี FA จำเปนตองใช

สารกัมมันตรังสี จึงตองปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการ

เฉพาะเทานั้น วิธี FP ใหคาสัญญาณวิเคราะหตอ

สัญญาณรบกวน (signal-to noise ratio: S/N) ต่ำ

และไมเหมาะกับการทดสอบกบัสารท่ีมีความเขมขนสงู วธิี 

FRET และ luciferase-based ATP detection เปน

การวดัปฏกิริยิาโดยออมและอาจถกูรบกวนจากสารยบัยัง้

protease หรือ luciferase ซึ่งเปนเอนไซมที่ใชในระบบ

ทดสอบดังกลาว

ELISA (enzyme-linked immunosorbent 

assay) เปนอีกเทคนิคหนึ่งท่ีถูกนำมาใชในการตรวจ

วัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนส วิธีที่ใชเทคนิคน้ี

จะใชแอนติบอดีที่จำเพาะตอไทโรซีนที่ถูกเติมหมูฟอสเฟต

(phosphotyrosine) ในการตรวจวเิคราะห(14-18)  ซึง่สะดวก

และสามารถปฏบิตัไิดในหองปฏบิตักิารทัว่ไป  แตสวนใหญ

มกัใชไทโรซนีไคเนสทีบ่รสิทุธิซ์ึง่มรีาคาสูงและมกัจำเพาะ

ตอไทโรซีนไคเนสชนิดหน่ึงๆ เทาน้ัน การศึกษานี้จึงมี

วัตถุประสงคเพื่อพัฒนาระบบทดสอบสำหรับวิเคราะห

ระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสดวยเทคนิค ELISA

โดยศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส

ในเซลลเพาะเลี้ยงเพื่อคัดเลือกเซลล สำหรับพัฒนา

ระบบทดสอบ หาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยา 

ทดสอบความใชไดของระบบและทดลองใชกับสาร

จำนวนมาก ใหไดระบบทดสอบสำหรับคัดกรอง

(screening assay) ท่ีสะดวก ประหยัดตนทุน และ

ครอบคลมุไทโรซีนไคเนสหลายชนิด สำหรบัเปนทางเลอืก

ในการประยุกตใชเพื่อคนหาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งไทโรซีน-

ไคเนสจากสารจำนวนมาก เพ่ือนำไปศกึษาและพฒันาเปน

ยารักษามะเร็งตอไป

วัสดุและวิธีการ

เซลลเพาะเลี้ยง

เซลลมะเร็งปากมดลูกเพาะเล้ียง HeLa (CLS, 

Germany) เซลลมะเร็งตับเพาะเลี้ยง PLC/PRF/5 

(CLS, Germany) และเซลลมะเร็งเตานมเพาะเลี้ยง 

MCF-7 (CLS, Germany) เลี้ยงในอาหาร MEM 

(Gibco, USA) ที่เสริมดวย 10% fetal bovine serum 

(FBS, Gibco, USA) และ 2 mM L-glutamine 

(Sigma-Aldrich, USA) เซลลมะเรง็ทอนำ้ดเีพาะเลีย้ง 

KKU-100 (Japanese Collection of Research 

Bioresources Cell Bank, Japan) เล้ียงในอาหาร 

DMEM (Gibco, USA) ที่เสริมดวย 10% FBS บมที่

อุณหภูมิ 37 ํC ภายใตสภาวะ CO
2
 5%

สารสกัดและพืชสมุนไพร

ตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดสอบเปน

ตัวอยางจากคลังสารสกัดสมุนไพรของสถาบันชีววิทยา-

ศาสตรทางการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย

โดยเปนสารสกัดเอทานอล จำนวน 180 ตัวอยาง 

จากพืช 120 ชนิด ดังแสดงในตารางที่ 1 การเตรียม

สารสกัดโดยตัดชิ้นสวนของตัวอยางพืชใหมีขนาดเล็ก

และผ่ึงใหแหงที่อุณหภูมิหอง นำช้ินสวนพืชแหงท่ีได

หมักดวยเอทานอล 95% เปนเวลา 24 ชั่วโมง กรองและ

หมักซ้ำอีก 24 ชั่วโมง นำสารที่กรองไดไประเหยแหง

ภายใตสุญญากาศ จากนั้นเตรียมตัวอยาง โดยละลายสาร

สกัดทีไ่ดดวย absolute ethanol ใหไดความเขมขน 0.3, 

1, 3 และ 10 mg/mL

สำหรบัตวัอยางพชืทีแ่สดงฤทธ์ิที ่IC50 <100 μg/mL

จากการคัดกรองดวยระบบทดสอบฤทธิ์ยับย้ังการทำงาน

ของเอนไซมไทโรซีนไคเนส ไดแก ทับทิม (Punica 

granatum L.) วานหอมแดง (Eleutherine bulbosa

(Mill.) Urb.) มะยม (Phyllanthus acidus (L.) 

Skeels) น้ำนมราชสีห (Euphorbia hirta L.) และพลู

(Piper betle L.) มีการเก็บรวบรวมตัวอยางอีกคร้ัง

จากพื้นที่จังหวัดราชบุรี เดือนกรกฎาคม 2562 และตรวจ

ระบุชนิดพรอมจัดทำตัวอยางพรรณไมอางอิง ตัวอยาง



Development of Tyrosine Kinase Inhibitor Screening Assay       Parnuphan Panyajai et al.

28 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2565

ทั้งหมดเก็บรักษาท่ีพิพิธภัณฑพืช กรมวิทยาศาสตร

การแพทย หมายเลขพรรณไม DMSC 5274, DMSC 

5278, DMSC 5275, DMSC 5277 และ DMSC 5273 

ตามลำดับ

  

การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส

เพาะเลี้ยงเซลล HeLa, PLC/PRF/5, MCF-7 

และ KKU-100 ชนิดละ 3 ตัวอยาง แลวนำเซลลแตละ

ชนิด จำนวน 1.5 × 106 เซลล มาสกัด RNA ดวยชุดน้ำยา 

RNeasy Mini Kit (Qiagen, Germany) สังเคราะห 

cDNA โดยใช RevertAid First Strand cDNA 

Synthesis Kit (Thermo Fisher, USA) และใช

ชุดน้ำยา LightCycler® FastStart DNA Master

PLUS SYBR Green I (Roche, Germany) ใน

การเพิ่มจำนวนยีนที่ตองการศึกษา โดยใช primers

และสภาวะ  ดังแสดงในตารางที่ 2 และ 3 ตามลำดับ

เพื่อศึกษายีนเปาหมาย คือ EGFR, HER2, MET

และ KIT ซึ่งขอมูลลำดับนิวคลีโอไทดของ primers

ไดมาจากฐานขอมูล PrimerBank(19) โดยการสกัด 

RNA การเตรียม cDNA และการเพิ่มปริมาณ DNA 

ดำเนินการตามวิธีของชุดน้ำยาทั้งหมด จากนั้นวิเคราะห

ระดับการแสดงออกของยีนเปาหมายดวยวิธี quanti-

tative real-time PCR ดวยเครื่อง LightCycler®

(Roche, Germany) ใชยีน GAPDH ซึ่งเปน

ยีนเจาบาน (housekeeping gene)(20) สำหรับ

normalization คำนวณคา relative expression

จากการนำคาการเพิ่มจำนวน (copy number) ของยีน

เปาหมายหารดวยคาการเพิ่มจำนวนของยีน GAPDH

ตารางที่ 1 ตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดสอบ

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

1 กระเจี๊ยบแดง กิ่งและใบ
ผลดิบ

2
3

กระเทียม
กระเทียมเถา

หัวใตดิน
ใบ

ดอก

4 กระชาย สวนเหนือดิน
เหงา

5 กระชายดำ สวนเหนือดิน
เหงา

6
7
8

กระดุมไพลิน
กระดูกไกดำ

กระถิน

สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน

กิ่งและใบ
ผล

9 กระถินปา ใบ
ดอก

10
11
12

กระพังโหม
กระสัง
กลวย

สวนเหนือดิน
ทุกสวน

ใบ
ดอก

ผลดิบ

13 กะเพราแดง สวนเหนือดิน

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

14 กาหลง ดอก

ใบ

15 กุม ใบ

เปลือกตน

16

17

18

19

20

21

22

แกว

โกสน

ขจร

ขมิ้น

ขอย

ขัดมอญ

ขา

ใบ

ใบ

กิ่งและใบ

สวนเหนือดิน

กิ่งและใบ

สวนเหนือดิน

สวนเหนือดิน

เหงา

23

24

25

26

27

ขิง

ขลู

จันทรกระจางฟา

ชะพลู

ชางกระ

สวนเหนือดิน

สวนเหนือดิน

ใบ

ใบ

ใบ

ดอก

28

29

ชำมะเลียง

ชำมะนาด

ผล

ใบ

ดอก
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ตารางที่ 1 ตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดสอบ (ตอ)

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

30 ชุมเห็ดเทศ ใบ
ดอก

31 ตอยติ่ง สวนเหนือดิน
ราก

32
33
34

ตะไคร
ตะขาบหิน
ตำแยแมว

ใบ
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน

ราก

35
36

ตีนตุกแก
ทองพันชั่ง

ทุกสวน
กิ่งและใบ

ราก

37
38

ทองหลาง
ทับทิม

ดอก
กิ่งและใบ

เมล็ด

39
40
41
42
43

เทียนหยด
ธรณีสาร
นอยหนา

น้ำนมราชสีห
บัวฉัตรขาว

ผล
กิ่งและใบ

เมล็ด
ทุกสวน

ใบ
กาน

กลีบดอก

44
45
46
47
48
49
50
51
52
53

บานไมรูโรย
ใบนาค

ผักเปดแดง
ผักเสี้ยน
ผักเสี้ยนผี
ผักแครด
ผักโขม

ผักกาดน้ำ
ผักชี

ผักชีฝรั่ง

สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน
สวนเหนือดิน

ทุกสวน
สวนเหนือดิน

ใบ
ดอก
ราก

54 ผักบุง ใบ
ผล

55
56

ผักปลาบ
ผักหวานบาน

สวนเหนือดิน
กิ่งและใบ

ผล

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

57
58

พญายอ
พริกไทย

ดอก
ใบ

ผลดิบ

59 พริกหอม กิ่งและใบ
ผล

60
61

พลู
พวงคราม

ใบ
ใบ

ดอก

62 พัดนางชี ราก
สวนเหนือดิน

63
64
65

พันงู
พุด

พุทธรักษา

สวนเหนือดิน
ดอก

สวนเหนือดิน
เหงา

66 โพ กิ่งและใบ
ผล

67 ไพลดำ สวนเหนือดิน
ดอก
เหงา

68
69

ฟาทะลายโจร
มะกรูด

สวนเหนือดิน
เปลือกผล

เมล็ด
กิ่งและใบ

70
71
72

มะกา
มะคำดีควาย

มะดัน

ใบ
ผล
ใบ
ผล

73 มะตูม ใบ
เนื้อผลสุก

เมล็ด
เปลือกผล

74 มะนาว กิ่งและใบ
เปลือกผล

75 มะปราง เปลือกผล
ใบ

76 มะพูด ใบ
เนื้อผลสุก

เมล็ด
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ตารางที่ 1 ตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่ใชในการทดสอบ (ตอ)

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 

(ชื่อทองถิ่น)
สวนที่ใช

77

78

มะมวงหาวมะนาวโห

มะยม

ใบ

เปลือกตน

ใบ

79

80

มะระ

มะระขี้นก

ผล

ผล

81 มะรุม ใบ

ผล

82 มะละกอ ใบ

ลำตน

83 มะลิ ใบ

ดอก

84 มะลิวัลย ใบ

ดอก

85

86

มะแวงเครือ

มันสำปะหลัง

สวนเหนือดิน

สวนเหนือดิน

หัวใตดิน

87

88

89

โมกบาน

ไมยราบ

ยอ

กิ่งและใบ

สวนเหนือดิน

ผล

ใบ

90

91

92

93

ยานาง

รัก

รางจืด

ราชพฤกษ

ใบ

กิ่งและใบ

ใบ

ใบ

ดอก

94

95

96

97

รำเพย

ลูกใตใบ

เล็บครุฑ

เล็บมือนาง

ใบ

ใบ

สวนเหนือดิน

ใบ

ดอก

ลำดับที่
พืชสมุนไพร 
(ชื่อทองถิ่น)

สวนที่ใช

98

99

100

วานกวนอิม

วานหอมแดง

วานหางจระเข

สวนเหนือดิน

เหงา

เปลือกใบ

เนื้อวุน

101

102

103

สนแผง

สรอยทอง

สะเดา

ใบ

สวนเหนือดิน

ใบ

ดอก

เมล็ด

104

105

106

สะเดาดิน

สะระแหน

สับปะรด

ทุกสวน

ทุกสวน

ใบ

เปลือกผล

107

108

109

110

สาบมวง

เสลดพังพอนตัวเมีย

เสาวรส

โสมไทย

สวนเหนือดิน

สวนเหนือดิน

กิ่งและใบ

สวนเหนือดิน

ราก

111 หญาแหวหมู สวนเหนือดิน

ราก

112 หญางวงชาง สวนเหนือดิน

ราก

113

114

115

116

117

118

119

120

หญาหมอนอย

หนอนตายหยาก

หนามแดง

หนามกระสุน

หนุมานประสานกาย

หมอน

เหงือกปลาหมอนา

อัญชัน

สวนเหนือดิน

ราก

ผลดิบ

ทุกสวน

ใบ

ใบ

สวนเหนือดิน

ดอก

กิ่งและใบ
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ตารางที่ 2 Primers ที่ใชในการศึกษา

ยีนเปาหมาย โปรตีน Forward primer Reverse primer

EGFR EGFR AGGCACGAGTAACAAGCTCAC ATGAGGACATAACCAGCCACC

HER2 HER2 TGCAGGGAAACCTGGAACTC ACAGGGGTGGTATTGTTCAGC

MET c-Met ACAGTGGCATGTCAACATCGCT CCATTGAGATCATCACTGGCT

KIT c-Kit GGCGACGAGATTAGGCTGTT CATTCGTTTCATCCAGGATCTCA

GAPDH GAPDH TGTTGCCATCAATGACCCCTT CTCCACGACGTACTCAGCG

ตารางที่ 3  สภาวะที่ใชในการเพิ่มจำนวนยีนที่ตองการศึกษา

ยีนเปาหมาย EGFR HER2 MET KIT GAPDH

Pre-incubation
Amplification

Melting curve
Cooling

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC,  8 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC,  9 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC,  8 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC,  4 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

95 ํC, 10 นาที
45 รอบ
95 ํC, 15 วินาที
62 ํC, 45 วินาที
72 ํC, 10 วินาที
65 ํC, 1 นาที
40 ํC, 30 วินาที

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะหระดับการทำงานของ

โปรตีนกลุมไทโรซีนไคเนส

การพัฒนาระบบทดสอบเริ่มจากการพัฒนาวิธี

ตรวจวเิคราะหระดบัการทำงานของโปรตนีกลุมไทโรซนี-

ไคเนส ซึ่งแบงเปน 2 ขั้นตอน คือ การทำปฏิกิริยาไคเนส 

(kinase reaction) และการตรวจ phosphotyrosine 

ดวยเทคนิค ELISA ดังแสดงในภาพท่ี 1 ลำดับแรก 

เพาะเลี้ยงเซลล HeLa, PLC/PRF/5, MCF-7 และ 

KKU-100 ชนิดละ 3 ตัวอยาง แลวนำเซลลแตละชนิด 

จำนวน 5 × 106 เซลล มาปนลางดวย PBS (Gibco, 

USA) และเตรียม cell lysate สำหรับทำปฏิกิริยา 

โดยเติม lysis buffer (KH
2
PO

4
 100 mM: pH 7.8, 

Na
3
VO

4
   1 mM, 0.2% Triton X-100, 10% glycerin)

ปริมาตร 1 มิลลิลิตร จากนั้นวางทิ้งไว 10 นาที ที่อุณหภูมิ

หองแลวนำไปปนตกตะกอนท่ี 1,200 rpm 10 นาที  

นำ cell lysate ไปวิเคราะหปริมาณโปรตีนดวยเครื่อง 

NanoDrop® ND-1000 (Thermo Fisher Scientific, 

USA) และปรับความเขมขนของโปรตีนใหเปน 1.50 

mg/mL ดวย lysis buffer

การทำปฏิกิริยาไคเนสดัดแปลงจากวิธีของ

Ghosh G และคณะ(21) ขั้นแรกเตรียม peptide

substrate สำหรับปฏิกิริยาไคเนส โดยนำเปปไทด

KKKAEEEEYFELVAC ที่ เ ชื่ อมกับ  b io t in

ซึง่สงัเคราะหจากบรษิทั GenScript (USA) ใน coating

buffer (Na
2
CO

3 
15 mM, NaHCO

3
 35 mM, pH 9.6)

เคลอืบลงบนไมโครเพลท Nunc MaxiSorpTM (Thermo

Fisher Scientific, USA) หลุมละ 2 µg บมที่ 4 ํC

ขามคืนแลวลางไมโครเพลทดวย tris buffered saline

with Tween 20 (TBST;  Tris base 20 mM, NaCl 

150 mM, 0.1% Tween 20, pH 7.6) จากนั้นเตรียม

ปฏกิิรยิาไคเนส โดยผสม 3X reaction buffer (HEPES 

60 mM: pH 7.2, MnCl
2 
30 mM, MgCl

2
 45 mM, 

bovine serum albumin 120 µg/mL, dithiothreitol 

3 mM) 50 µL, 50% glycerin 15 µL, 1 mM ATP 

(CALBIOCHEM, USA) 15 µL และ cell lysate 

70 µL (รวม 150 µL ตอปฏิกิริยา) นำสารละลายผสม

ดังกลาวเติมลงในไมโครเพลทที่เคลือบดวย peptide 

substrate ที่เตรียมไวหลุมละ 50 µL และบมที่อุณหภูมิ

หอง 30 นาที
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การตรวจ phosphotyrosine ดำเนินการโดยลาง

ไมโครเพลทที่ทำปฏิกิริยาไคเนสดวย TBST แลว block 

ดวย 3% skim milk (BD Biosciences, USA) ใน 

TBST ปริมาตร 100 µL ตอหลุม บมที่อุณหภูมิหอง

1 ชั่วโมง ลางไมโครเพลทดวย TBST แลวเติม phos-

pho-tyrosine monoclonal antibody, clone pY20 

(Invitrogen, USA) ซึ่งเปน primary antibody ใน 

3% skim milk/TBST อัตราการเจือจาง 1:1,000 

ปริมาตร 100 µL ตอหลุม บมที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง 

ลางไมโครเพลทดวย TBST จากนั้นเติม polyclonal 

rabbit anti-mouse immunoglobulins/HRP 

(DakoCytomation, Denmark) ซึ่งเปน secondary

antibody ใน TBST อัตราการเจือจาง 1:2,000 

ปริมาตร 100 µL ตอหลุม บมที่อุณหภูมิหอง 1 ชั่วโมง

ลางไมโครเพลทดวย TBST จากนั้นเติม TMB 

2-Component Microwell Peroxidase Substrate

(SeraCare, USA) 100 µL ตอหลมุ บมท่ีอณุหภมูหิอง

20 นาที แลวหยุดปฏิกิริยาดวยการเติม 1% HCl

ปริมาตร 100 µL ตอหลุม วัดคาการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 450 nm ดวยเครื่องอานไมโครเพลท

Infinite M200 PRO (TECAN, Switzerland)

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมสำหรบัการทำปฏิกริยิาไคเนส

การหาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับการทำปฏิกิริยา

ไคเนส ดำเนินการดังนี้

1) การแปรผันความเขมขนของ cell lysate 

0-2 mg/mL โดยเตรียม cell lysate ใหมีความเขม

ขน 0.008, 0.016, 0.031, 0.063, 0.125, 0.25, 0.5, 1 

และ 2 mg/mL และทำปฏิกิริยาไคเนส โดยกลุมควบคุม

ใหเติม lysis buffer ในปริมาตรเทากัน จากนั้นตรวจ 

phosphotyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส แลวเปรียบเทียบคาสัญญาณการดูดกลืน

แสงกบักลุมควบคุม เพือ่คดัเลือกความเขมขนท่ีเหมาะสม

ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

2) การแปรผันปริมาณ peptide substrate 

ในการเคลือบไมโครเพลท 0-2 µg ตอหลุม โดยนำ 

peptide substrate ใน coating buffer มาเคลือบลง

บนไมโครเพลท Nunc MaxiSorpTM หลุมละ 0.016, 

0.031, 0.063, 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 µg โดยกลุม

ควบคุมใหเติม coating buffer ในปริมาตรเทากัน บม

ที่ 4 ํC ขามคืนและทำปฏิกิริยาไคเนส โดยใชความเขมขน 

cell lysate ที่ไดจากการทดสอบในขอ 1) จากนั้นตรวจ 

phosphotyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงานของ

ไทโรซนีไคเนส แลวเปรยีบเทยีบคาสัญญาณการดดูกลนืแสง

กับกลุมควบคุมเพื่อคัดเลือกปริมาณที่เหมาะสม ทดสอบ 

3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

3) การแปรผนัความเขมขนของ ATP ในปฏกิริยิา

0-200 nM โดยเตรียมสารละลาย ATP ที่ความเขมขน 

0.031, 0.063, 0.125, 0.25, 0.5, 1 และ 2 mM แลวนำ

ไปผสมกับ 3X reaction buffer, 50% glycerin และ 

cell lysate และทำปฏิกิริยาไคเนส ใหมีความเขมขน

สุดทายในปฏิกิริยาเปน 3.1, 6.3, 12.5, 25, 50, 100 

และ 200 nM ตามลำดับ สวนกลุมควบคุมใหเติมน้ำ-

กลัน่ในปรมิาตรเดยีวกนั โดยใชความเขมขน cell lysate 

และปรมิาณ peptide substrate ในการเคลอืบไมโครเพลท

ที่ไดจากการทดสอบในขอ 1) และ 2) จากนั้นตรวจ 

phosphotyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงานของ

ไทโรซนีไคเนส แลวเปรยีบเทยีบคาสญัญาณการดดูกลนืแสง

กับกลุมควบคุมเพื่อคัดเลือกความเขมขนท่ีเหมาะสม 

ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

4)  การแปรผันเวลาในการทำปฏิกิริยาไคเนส 

0-60 นาที โดยทำปฏิกิริยาไคเนสและบมที่อุณหภูมิหอง 

0, 5, 10, 15, 30 และ 60 นาที โดยใชความเขมขน cell 

lysate ปริมาณ peptide substrate ในการเคลือบ

ไมโครเพลท และความเขมขน ATP ทีไ่ดจากการทดสอบ

ในขอ 1) - 3) จากนั้นตรวจ phosphotyrosine เพื่อ

วเิคราะหระดบัการทำงานของไทโรซนีไคเนส เปรยีบเทยีบ

คาสัญญาณการดูดกลืนแสงกับกลุมควบคุม (เวลาใน

การทำปฏิกิริยา 0 นาที) เพื่อคัดเลือกเวลาในการทำ

ปฏิกิริยาที่เหมาะสม ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบความคงทนตอตัวทำละลาย (solvent 
tolerance) ของระบบทดสอบ

ทดสอบระบบที่พัฒนาขึ้ นในสภาวะที่ มีตั ว
ทำละลายเอทานอล และ dimethyl sulfoxide (DMSO, 
Merck, USA) ปริมาณ 0-10% โดยเติม absolute 
ethanol หรือ DMSO ในขั้นตอนการเตรียมปฏิกิริยา
ไคเนส ใหมีความเขมขนสุดทายเปน 0.5, 1, 2, 4, 6, 8
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ภาพที่ 1 การตรวจวัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสดวยเทคนิค ELISA ขั้นแรกทำปฏิกิริยาไคเนสเพื่อใหเกิด

 การถายโอนหมูฟอสเฟตจาก ATP ไปยัง peptide substrate ที่ตำแหนงไทโรซีน จากนั้นใชแอนติบอดี

 ที่จำเพาะในการตรวจ phosphotyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงาน

และ 10% และบมที่อุณหภูมิหอง 15 นาที กอนนำ

สารละลายผสมดังกลาวเติมลงในไมโครเพลทที่เคลือบ 

peptide substrate ที่เตรียมไว เพื่อทำปฏิกิริยาไคเนส 

โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษา ไดแก cell

lysate ความเขมขน 0.125 mg/mL ปริมาณ peptide

substrate ในการเคลือบไมโครเพลท 0.25 µg ตอหลุม 

ATP ความเขมขน 25 nM และเวลาในการทำปฏิกิริยา

ไคเนส 30 นาที จากน้ันจึงวิเคราะหคาสัญญาณการดูด

กลืนแสงที่ความเขมขนตางๆ ของตัวทำละลาย และ

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งไมเติมตัวทำละลาย

ทั้งสองชนิด ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การตรวจสอบความถูกตองของระบบทดสอบ

ทดสอบระบบที่พัฒนาขึ้นกับสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง

มะเร็ง รวม 7 ชนิด แบงเปนสารที่มีรายงานฤทธิ์ยับยั้ง

โปรตีนกลุมไทโรซีนไคเนส EGFR, HER2, c-Met 

และ c-Kit รวม 6 ชนิด คือ axitinib, crizotinib, 

sunitinib, gefitinib, erlotinib และ lapatinib(6,7)

และสารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้มะเรง็ดวยกลไกการแทรกตวัเขาใน 

DNA (DNA intercalation) คือ doxorubicin สาร

ทัง้หมดเปนผลติภัณฑของ Sigma-Aldrich (USA) โดย
เติมสารในข้ันตอนการเตรียมปฏิกิริยาไคเนสใหมีความ
เขมขน 0.03, 0.1, 0.3, 1, 3, 10, 30 และ 100 µg/mL
บมที่อุณหภูมิหอง 15 นาที กอนนำสารละลายผสมเติม
ลงในไมโครเพลทที่เคลือบ peptide substrate เพื่อ

ทำปฏิกิริยาไคเนส โดยใชสภาวะที่เหมาะสมที่ไดจาก
การศกึษา ไดแก cell lysate ความเขมขน 0.125 mg/mL 
ปริมาณ peptide substrate ในการเคลือบไมโครเพลท 
0.25 µg ตอหลุม ATP ความเขมขน 25 nM และเวลา
ในการทำปฏิกิริยาไคเนส 30 นาที จากนั้นวัดคาสัญญาณ
การดดูกลนืแสง และวเิคราะหรอยละการยบัยัง้การทำงาน
ของไทโรซีนไคเนส (%inhibition) แลววาดกราฟ
เพือ่หาคาความเขมขนของสารทีส่ามารถยบัยัง้การทำงาน
ของไทโรซีนไคเนสไดรอยละ 50 (inhibitory concen-
tration at 50%, IC

50
) เพื่อตรวจสอบวาระบบทดสอบ

ที่พัฒนาขึ้นสามารถใชสำหรับคัดกรองสารที่มีฤทธิ์ยับยั้ง
ไทโรซีนไคเนสไดหรือไม ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบความใชไดของระบบทดสอบ
การทดสอบความใชไดของระบบ กรณีทดสอบ

ตางหลมุ (intra-plate) ตางไมโครเพลท (inter-plate)
และตางวนั (inter-day)  ดดัแปลงจากวธิขีอง Iversen 
PW และคณะ(22) ทดสอบระบบที่พัฒนาขึ้นในสภาวะ
ตางๆ ที่ทำใหไดคาสัญญาณที่ผานการปรับคาแลว 
(normalized signal ซึง่ในทีน่ี ้คือ %inhibition) ระดบั
สูงสุด (max) ปานกลาง (mid) และต่ำสุด (min) ดังนี้

การทดสอบในสภาวะที่ทำใหไดคาสัญญาณสูงสุด
(max) โดยทำปฏิกิริยาไคเนส แตไมเติม cell lysate
และสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส
ลงในปฏิกิริยา ใช lysis buffer ในปริมาตรเดียวกันแทน 
cell lysate ในขั้นตอนการเตรียมปฏิกิริยาไคเนส
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การทดสอบในสภาวะที่ทำใหไดคาสัญญาณ
ปานกลาง (mid) โดยทำปฏิกิริยาไคเนส และเติมสาร
ที่มีฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส (gefitinib) 
ในข้ันตอนการเตรยีมปฏิกริยิาไคเนสท่ีความเขมขนตางๆ 
คือ 0.25, 0.5, 1, 2, 4 และ 8 µg/mL

การทดสอบในสภาวะที่ทำใหไดคาสัญญาณต่ำสุด
(min) โดยทำปฏิกิริยาไคเนส แตไมเติมสารท่ีมีฤทธิ์
ยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนสในขัน้ตอนการเตรยีม

ปฏิกิริยาไคเนส

การทำปฏิกิริยาไคเนส ใชสภาวะที่เหมาะสมที่ได

จากการศึกษา ไดแก cell lysate ความเขมขน 0.125 

mg/mL ปริมาณ peptide substrate ในการเคลือบ

ไมโครเพลท 0.25 µg ตอหลมุ ATP ความเขมขน 25 nM

และเวลาในการทำปฏิกิริยาไคเนส 30 นาที จากนั้น

วัดคาสัญญาณการดูดกลืนแสง โดยทดสอบสภาวะละ 

4 ซ้ำ ในไมโครเพลทเดียวกัน (intra-plate) จำนวน 3 

ไมโครเพลท (inter-plate) ตดิตอกนั 3 วนั (inter-day)

แลวคำนวณคา Z′ factor ซ่ึงเปนพารามิเตอรหลักใน

การพจิารณาความใชไดและคณุภาพของระบบ คาสมัประสทิธ์ิ

ความแปรปรวน (%coefficient of variation หรือ 

%CV) ของคาสัญญาณ และคา %inhibition จากสูตร

คำนวณตอไปนี้

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

นำระบบทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นทดสอบกับตัวอยาง

จากคลังสารสกัดสมุนไพร โดยเปนสารสกัดเอทานอล 

จำนวน 180 ตัวอยาง จากพืช 120 ชนิด โดยเติมตัวอยาง

สารสกดัความเขมขน 0.3, 1, 3 และ 10 mg/mL ปรมิาตร 

1.5 µL ในขัน้ตอนการเตรยีมปฏกิิรยิาไคเนส ใช gefitinib

ที่ความเขมขนและปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุมควบคุม

บวก และใช absolute ethanol ทีป่รมิาตรเดยีวกนัสำหรบั

กลุมควบคุมลบ นำสารละลายผสมบมที่อุณหภูมิหอง

15 นาที และเติมลงในไมโครเพลทที่เคลือบ peptide

substrate เพื่อทำปฏิกิริยาไคเนส โดยใชสภาวะ

ที่เหมาะสมที่ไดจากการศึกษา ไดแก cell lysate

ความเขมขน 0.125 mg/mL ปรมิาณ peptide substrate

ในการเคลือบไมโครเพลท 0.25 µg ตอหลุม ATP

ความเขมขน 25 nM และเวลาในการทำปฏกิิริยาไคเนส

30 นาที จากนั้นวัดคาสัญญาณการดูดกลืนแสง ทดสอบ

2 ซำ้ สำหรบัการทดสอบเบือ้งตน (primary screening)

จากนั้นวิเคราะหคารอยละการยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส (%inhibition) และ IC
50 

และคัดเลือก

สารสกัดที่แสดงฤทธิ์ที่ IC
50
 < 100 µg/mL ทดสอบฤทธิ์

อีกครั้ง โดยทำการทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบฤทธิ์ ยับย้ังการเจริญของเซลลมะเร็ง

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

นำตัวอยางสารสกัดสมุนไพรที่แสดงฤทธิ์ที่ IC50

<100 µg/mL ในการยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนส

มาทดสอบฤทธ์ิยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง เพ่ือ

ตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลเพาะเลี้ยง โดย

เตรียมเซลล HeLa ใหมีปริมาณ 2 x 105 cells/mL 

แลวเพาะเลี้ยงในไมโครเพลทชนิด 96 หลุม หลุมละ

200 µL เปนเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ เตมิตวัอยางสารสกัด

สมุนไพรความเขมขน 0.3, 1, 3 และ 10 mg/mL

ปริมาตร 2 µL ใช  gefitinib เติมที่ความเขมขนและ

ปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุมควบคุมบวก และใช 

absolute ethanol เติมที่ปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุม

ควบคุมลบ เพาะเลีย้งตอ 48 ช่ัวโมง และตรวจวดัการเจรญิ

ของเซลลดวยวธิ ีMTT assay(24) เพือ่วเิคราะหคารอยละ

Z′ factor = 1 - 3 x    
SD

max
 - SD

min

                                             
mean

max
- mean

min

 %CV =   SD   x 100
            mean

 %inhibition =   OD
control    

- OD
test

                                     
           OD

control

โดย SD คือ สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน, mean คือ

คาเฉลี่ย, OD
control

 และ OD
test

 คือ คาการดูดกลืนแสง

ของกลุมควบคุมและกลุมทดสอบ ตามลำดับ

เกณฑการยอมรับของผลการทดสอบ(22,23)

ไดแก การทดสอบ intra-plate โดยแตละไมโครเพลท

จะตองมีคา %CV
max

, %CV
mid

, %CV
min

 ≤ 20%, คา 

SD ของ %inhibition ระดบัปานกลาง (SD
mid-normalized

)

≤ 20 และคา Z′ factor ≥ 0.5 สวนการทดสอบ inter-plate

และ inter-day คา %inhibition ระหวางไมโครเพลท

และระหวางวันตองแตกตางกันนอยกวา 15%
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การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง (%inhibition)

สำหรับหาคา IC
50
 ทำการทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบฤทธิย์บัยัง้การแพรกระจายของเซลลมะเรง็

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

นำตัวอยางสารสกัดสมุนไพรท่ีแสดงฤทธิ์ที่

IC50 <100 µg/mL ในการยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนสมาทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจาย

ของเซลลมะเร็ง เพื่อตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ตานมะเร็ง

ในเซลลเพาะเลี้ยง โดยดัดแปลงจากวิธี  trans-

membrane assay(25) โดยเตรียมเซลล HeLa 

ใหมีปริมาณ 2.5 x 105 cells/mL ในอาหารเลี้ยง

เซลล MEM ที่ไมผสม FBS ใสลงใน cell culture

insert (Corning, USA) หลุมละ 300 µL และเติม

ตวัอยางสารสกดัสมุนไพรความเขมขน 1 หรอื 3 mg/mL

ปริมาตร 3 µL ใช gefitinib ที่ความเขมขนและปริมาตร

เดียวกันสำหรับกลุมควบคุมบวก และใช absolute 

ethanol ที่ปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุมควบคุมลบ 

จากนั้นเตรียมไมโครเพลทสำหรับวาง cell culture 

insert โดยเติมอาหารเลี้ยงเซลล MEM ท่ีผสม FBS 

10% และรีคอมบิแนนทโปรตีน SDF-1 (stromal

cell-derived factor 1) 100  mg/mL ปรมิาตรรวม 700  µL

ลงในไมโครเพลทชนิด 24 หลุม และเติมตัวอยาง

สารสกดัสมนุไพรความเขมขน 1 หรอื 3 mg/mL ปรมิาตร 

7 µL ใช gefitinib ที่ความเขมขนและปริมาตรเดียวกัน

สำหรับกลุมควบคุมบวก และใช absolute ethanol ที่

ปริมาตรเดียวกันสำหรับกลุมควบคุมลบ จากนั้นนำ cell 

culture insert ท่ีเตรียมวางลงบนไมโครเพลท และ

เพาะเลี้ยง 18-24 ชั่วโมง เมื่อครบกำหนด ตรึงเซลลดวย

เมทานอล (JT Baker, USA) และยอมสเีซลลดวย 25% 

Giemsa strain solution (Merck, USA) นับจำนวน

เซลลที่เกาะอยูกน cell culture insert และคำนวณ

คารอยละการยบัยัง้การแพรกระจายของเซลล (%inhibi-

tion) ทำการทดสอบ 3 ครั้ง

สำหรับรีคอมบิแนนทโปรตีน SDF-1 ซึ่งเปนสาร

กระตุนการแพรกระจายของเซลลมะเรง็(26) ผลิตโดยโคลน

ยีน SDF-1 จากเซลล PLC/PRF/5 เขาสูพลาสมิด 

pGEM®-T (Promega, USA) เพื่อตรวจสอบลำดับ

นวิคลโีอไทด จากน้ัน subclone เขาสูพลาสมิด pET-21a 

(Novagen, USA) และนำเขาสู E. coli BL21 (DE3) 

เพื่อผลิตรีคอมบิแนนทโปรตีน และทำใหบริสุทธิ์ดวยวิธี 

Ni-NTA affinity chromatography(27)

การวิเคราะหขอมูลทางสถิติ

ขอมูลนำเสนอในรูปคาเฉลี่ย±คาเบี่ยงเบน

มาตรฐาน การเปรียบเทียบความแตกตางของคาเฉลี่ย

มากกวา 2 กลุม ใช ANOVA (analysis of variance)

จากนั้นเปรียบเทียบขอมูลที่ตางกันดวย Tukey’s 

multiple comparisons test กำหนดคา p < 0.05 ถอืวา

มนียัสำคญัทางสถติ ิวเิคราะหโดยซอฟตแวร GraphPad 

Prism 6 (GraphPad Software, USA)

ผล

การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส

การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีน-

ไคเนส พบวาโดยภาพรวม เซลล HeLa มีระดับการ

แสดงออกของยีนทั้งสี่ชนิด คือ EGFR, HER2, MET 

และ KIT สูงกวาเซลล PLC/PRF/5, MCF-7 และ 

KKU-100 อยางไรก็ตามระดับการแสดงออกของยีน 

EGFR, HER2 และ KIT ไมแตกตางกันในแตละ

เซลล ยกเวนยีน MET ที่มีการแสดงออกในเซลล HeLa 

มากกวาเซลลเพาะเลี้ยงอื่น ดังแสดงในภาพที่ 2A 

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะหระดับการทำงานของ

โปรตีนกลุมไทโรซีนไคเนส

การพัฒนาวิธีตรวจวิเคราะหระดับการทำงาน

ของโปรตีนกลุมไทโรซีนไคเนส โดยนำ cell lysate 

ของเซลล HeLa, PLC/PRF/5, KKU-100 และ 

MCF-7 มาทำปฏิกิริยาไคเนส และตรวจ phos-

photyrosine เพื่อวิเคราะหระดับการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส พบวาเซลล HeLa, PLC/PRF/5, 

KKU-100 และ MCF-7 ใหคาสัญญาณเปน 2.88, 

1.45, 1.79 และ 1.02 ตามลำดับ ดังแสดงในภาพ

ที่ 2B เนื่องจากเซลล HeLa มีระดับการแสดงออก

ของยีนกลุมไทโรซีนไคเนสสูงกวาเซลลชนิดอื่นโดย

ภาพรวม และมรีะดบัการทำงานของโปรตนีไทโรซนีไคเนส

สูงที่สุด จึงเลือกใชเซลล HeLa ในการพัฒนาระบบ

ทดสอบ
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ภาพที่ 2 ผลการศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส และการตรวจวัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนส

ในเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยงชนิดตางๆ  (A) การศึกษาการแสดงออกของยีนกลุมไทโรซีนไคเนส 

ไดแก EGFR, HER2, MET และ KIT ในเซลลเพาะเลี้ยง HeLa, PLC/PRF/5, KKU-100

และ MCF-7 ดวยวิธี quantitative real-time PCR ทดสอบกับเซลลชนิดละ 3 ตัวอยาง

* คือ แตกตางอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับเซลล HeLa (B) การตรวจวัดระดับ

การทำงานของไทโรซีนไคเนสจาก cell lysate ของเซลลเพาะเลี้ยง HeLa, PLC/PRF-5, 

KKU-100 และ MCF-7 เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมซึ่งไมเติม cell lysate จากการวัด 

phosphotyrosine ที่เกิดจากปฏิกิริยาไคเนส ดวยวิธี ELISA ทดสอบ 3 ครั้ง ครั้งละ 3 ซ้ำ * คือ แตกตาง

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) เมื่อเทียบกับกลุมควบคุม

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมสำหรบัการทำปฏกิริยิาไคเนส

การศกึษาความเขมขนท่ีเหมาะสมของ cell lysate 

ในชวง 0-2 mg/mL พบวาคาสัญญาณจากการตรวจ

วัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสในกลุมควบคุม

ซึง่ไมเตมิ cell lysate เปน 0.15 โดยคาสัญญาณจะเพิม่ขึน้

อยางมนียัสำคญั ตัง้แตความเขมขน 0.008 mg/mL (0.53) 

และจะสูงขึ้นอยางตอเนื่องตามความเขมขนที่เพิ่มข้ึน

จากนั้นจะเริ่มคงที่เมื่อ cell lysate มีความเขมขนตั้งแต 

0.25 mg/mL ขึ้นไป โดยคาสัญญาณในชวงความเขมขน

0.25-2 mg/mL จะอยูระหวาง 3.68-3.87 ซึ่งไมมี

ความแตกตางกัน แสดงใหเห็นถึงปริมาณ cell lysate

ที่มากเกินพอ จึงเลือกความเขมขน 0.125 mg/mL ซึ่ง

ใหคาสัญญาณเปน 3.44 ในการทดลองตอไป ดังแสดง

ในภาพที่ 3A 

การศกึษาปรมิาณ peptide substrate ท่ีเหมาะสม

ในการเคลือบไมโครเพลท และการศึกษาความเขมขนที่

เหมาะสมของ ATP ในปฏิกิริยา พิจารณาดวยหลักการ

เดียวกัน สำหรับ peptide substrate พบวาที่ปริมาณ 

0.031 µg ตอหลุมขึ้นไป จะใหคาสัญญาณที่สูงกวากลุม

ควบคุมอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ และจะเริ่มคงที่เมื่อมี

ปริมาณตั้งแต 0.5 µg ตอหลุม ดังแสดงในภาพที่ 3B 

จงึเลอืกใชปรมิาณ 0.25 µg ตอหลมุ ในการทดลองตอไป 

สวน ATP จะใหคาสัญญาณที่สูงกวากลุมควบคุมอยาง

มีนัยสำคัญทางสถิติ ตั้งแตความเขมขน 3.1 nM ขึ้นไป

และจะเริ่มคงที่ที่ความเขมขนตั้งแต 50 nM จึงเลือกใช

ความเขมขน 25 nM ในการทดลองตอไป ดังแสดงใน

ภาพที่ 3C

สำหรับเวลาที่เหมาะสมในการทำปฏิกิริยาไคเนส 

พบวาคาสญัญาณจะสงูขึน้อยางมนียัสำคัญทางสถิต ิเมือ่ทำ

ปฏิกิริยาตั้งแต 10 นาทีขึ้นไป และจะสูงขึ้นอยางตอเนื่อง

เมื่อทำปฏิกิริยานานขึ้น โดยที่เวลา 30 และ 60 นาที 

จะใหคาสัญญาณเปน 3.24 และ 3.76 ซึ่งแตกตางกัน

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ เมื่อพิจารณา Z′ factor ซึ่งเปน

พารามเิตอรหลกัในการทดสอบความใชไดของระบบ พบ
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วาคา Z′ factor ของระบบทดสอบเปน 0.83 และ 0.89 

ซึง่ใกลเคยีงกันและผานเกณฑการยอมรบั เพือ่ไมใหระบบ

ทดสอบนี้ใชเวลามากเกินไป จึงเลือกใชเวลา 30 นาที

ในการทำปฏิกิริยา ดังแสดงในภาพที่ 3D

การทดสอบความคงทนตอตัวทำละลาย (solvent 

tolerance) ของระบบทดสอบ

การทดสอบความคงทนตอตวัทำละลายของระบบ

พบวาตัวทำละลายเอทานอลและ DMSO จะเริ่มทำให

คาสัญญาณลดลงอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ ตั้งแต

ความเขมขน 6% และ 8% ตามลำดับ โดยจะทำใหคา

สญัญาณลดลงเหลือ 74.02±12.67% และ 74.40±6.91% 

ตามลำดับ ดังแสดงในภาพท่ี 4A การทดสอบกับสาร

ทดสอบจึงไมควรมีตัวทำละลายเหลานี้เกินความเขมขน

ดังกลาว

การตรวจสอบความถูกตองของระบบทดสอบ

การตรวจสอบความถูกตองของระบบโดยทดสอบ

กับสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็ง พบวาสารกลุมที่มีฤทธิ์ยับยั้ง

การทำงานของไทโรซนีไคเนสท้ัง 6 ชนดิ ไดแก axitinib, 

crizotinib, sunitinib, gefitinib, erlotinib และ

lapatinib ลดคาสัญญาณในระบบตามความเขมขนที่

เพิ่มขึ้น ดังกราฟแสดงความสัมพันธของความเขมขน

สารแตละชนิดกับคารอยละการยับย้ังการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส ดังแสดงในภาพที่ 4B โดยเมื่อคำนวณคา

IC
50 

ของสารกลุมน้ี พบวา sunitinib, crizotinib,

axitinib, gefitinib และ erlotinib มีฤทธิ์ยับยั้ง

การทำงานของไทโรซีนไคเนสสูง โดยมีคา IC
50 

อยูใน

ชวง 0.1-2.5 µg/mL ในขณะที่ lapatinib มีฤทธิ์ยับยั้ง

การทำงานของไทโรซีนไคเนสต่ำกวาสารอื่นในกลุม

โดยมีคา IC
50
 เปน 88.53±9.95% ดังแสดงในตารางที่ 4

สวน doxorubicin ซึ่งเปนสารยับยั้งมะเร็งกลไกอื่น

ไมลดคาสัญญาณ ยกเวนที่ความเขมขน 100 µg/mL

การทดสอบความใชไดของระบบทดสอบ

การทดสอบความใชไดของระบบกรณทีดสอบตาง

หลุม (intra-plate) พบวาคา Z′ factor, %CV
max

, 

%CV
mid

, %CV
min

 และ SD
mid-normalized

 ของแตละ

ไมโครเพลทอยูในชวง 0.77-0.96, 1.06-7.05, 0.71-

12.09, 4.45-13.13 และ 0.44-4.15 ตามลำดับ

ซึ่งทุกคาอยูในเกณฑการยอมรับ ดังแสดงในตารางที่ 5

การทดสอบความใชไดของระบบกรณีทดสอบตาง

ไมโครเพลท (inter-plate) และตางวัน (inter-day) 

พบวาผลตางของคารอยละการยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนส (%inhibition) ระหวางไมโครเพลท

และระหวางวันอยูในชวง 0.08-5.67 และ 0.08-13.07 

ตามลำดับ ซึ่งนอยกวา 15% และอยูในเกณฑการยอมรับ

ดังแสดงในตารางที่ 6 ผลการศึกษานี้จึงแสดงใหเห็นวา

ระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้นสามารถทำซ้ำได

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

เมื่อนำระบบทดสอบสำหรับคัดกรองสารยับยั้ง

การทำงานของเอนไซมไทโรซีนไคเนสที่พัฒนาขึ้น

ทดสอบกับตัวอยางสารสกัดเอทานอลจากพืช 120 ชนิด

จำนวน 180 ตัวอยาง พบสารสกัดจากพืช 5 ชนิด ไดแก

สารสกัดจากทับทิม วานหอมแดง มะยม น้ำนมราชสีห

และพลู มีคา IC50 สำหรับฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนสเปน 16.25±3.27, 23.16±1.94,

30.59±7.47, 50.44±1.64 และ 73.82±10.45 µg/mL

ตามลำดับ ในขณะที่ gefitinib ซึ่งเปนสารควบคุมบวก

มีคา IC50 เปน 1.71±0.50 µg/mL ดังแสดงในตารางที่ 

7 สำหรับสารสกัดสมุนไพรอีก 175 ตัวอยาง พบวามีคา 

IC50 มากกวา 100 µg/mL

เนื่องจากระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้นเปนระบบ

ทดสอบสำหรับคัดกรองเบื้องตน และใชปฏิกิริยา

ทางชีวเคมีในการทดสอบ การศึกษานี้จึงคัดเลือก

สารสกัดสมุนไพรที่แสดงฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของ

ไทโรซีนไคเนสที่ IC50 < 100 µg/mL ไดแก ทับทิม วาน

หอมแดง มะยม น้ำนมราชสีห และพลู ทดสอบฤทธิ์

ยับยั้งการเจริญ และฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของเซลล

มะเรง็ เพือ่ตรวจสอบยนืยนัฤทธิต์านมะเรง็ในเซลลมะเร็ง

เพาะเลี้ยง
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ภาพที่ 3 ผลการศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมสำหรับทำปฏิกิริยาไคเนส (A) การศึกษาความเขมขนที่เหมาะสมของ

cell lysate โดยเติม cell lysate ของเซลลเพาะเลี้ยง HeLa ที่ความเขมขน 0-2 mg/mL ในปฏิกิริยา

และตรวจวัดคาสัญญาณที่เกิดจากการทำงานของไทโรซีนไคเนส (B) การศึกษาปริมาณที่เหมาะสมของ

peptide substrate โดยเคลือบเปปไทด KKKAEEEEYFELVAC ที่เชื่อมกับ biotin ที่ไมโครเพลท

ปรมิาณ 0-2 µg ตอหลุม และทำปฏกิริยิาไคเนส เพือ่ตรวจวดัคาสญัญาณทีเ่กดิขึน้ (C) การศกึษาความเขมขน

ที่เหมาะสมของ ATP ในปฏิกิริยา โดยเติม ATP ในปฏิกิริยาใหความเขมขนสุดทายเปน 0-200 nM

และตรวจวัดคาสัญญาณท่ีเกิดข้ึน (D) การศึกษาระยะเวลาที่เหมาะสม สำหรับการทำปฏิกิริยาไคเนส

โดยทำปฏิกิริยาไคเนส 0, 5, 10, 15, 30 และ 60 นาที และตรวจวัดคาสัญญาณที่เกิดขึ้น ทดสอบ 3 ครั้ง 

ครั้งละ 3 ซ้ำ

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง 

พบวาสารสกดัจากวานหอมแดงและพลมีูคา IC50 สำหรบั

ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเทากับ 89.89±6.31 

และ 90.91±2.21 µg/mL สวนสารสกัดจากทับทิม 

มะยม และน้ำนมราชสีห มีคา IC50 มากกวา 100 µg/mL

ในขณะที่  gefitinib ซึ่งเปนสารควบคุมบวกมีคา

IC50 เปน 19.58±0.17 µg/mL เมื่อพิจารณาคารอยละ

การยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง พบวาที่ความเขมขน

100 µg/mL สารสกัดจากวานหอมแดงและพลูยับยั้ง

การเจริญของเซลลมะเร็งรอยละ 64.99±7.34 และ 
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สาร IC
50
 (µg/mL)

Axitinib
Crizotinib
Sunitinib
Gefitinib
Erlotinib
Lapatinib
Doxorubicin

1.58±0.54
0.50±0.01
0.12±0.02
2.11±0.17
2.16±0.13
88.53±9.95
> 100

ตารางที่ 4 คา IC
50

 ของสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งที่ได

 จากการทดสอบดวยระบบทดสอบสำหรับ

 คัดกรองสารยับยั้งการทำงานของเอนไซม

 ไทโรซีนไคเนส

ภาพที่ 4 ผลการทดสอบความคงทนตอตวัทำละลายและการตรวจสอบความถกูตองของระบบทดสอบสำหรบัคดักรอง

สารยับยั้งการทำงานของเอนไซมไทโรซีนไคเนส (A) การทดสอบความคงทนตอตัวทำละลาย โดยเติมตัว

ทำละลายเอทานอล และ DMSO ที่ความเขมขน 0-10% ในปฏิกิริยาไคเนสและเปรียบเทียบคา

สญัญาณท่ีเกดิข้ึน เพ่ือตรวจสอบผลกระทบของตวัทำละลายทีม่ตีอระบบทดสอบ (B) ความสมัพนัธของความ

เขมขนสารแตละชนดิกบัคารอยละการยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนส ตรวจสอบความถกูตองของระบบ

โดยทดสอบกบัสารท่ีมฤีทธิย์บัยัง้มะเรง็ 7 ชนดิ ทีค่วามเขมขน 0.03-100 µg/mL ทดสอบ 3 ครัง้ ครัง้ละ 3 ซ้ำ

62.93±8.18 ตามลำดับ สวนสารสกัดจากมะยมแสดง

ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งใกลเคียงกัน ในชวง

ความเขมขนที่ทดสอบ ตั้ งแต  3-100 µg/mL

เฉลี่ยรอยละ 49.00±2.66 ในขณะที่สารสกัดจากทับทิม

และน้ำนมราชสีหยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งเพียง

การทดสอบฤทธิย์บัยัง้การแพรกระจายของเซลลมะเรง็

ในตัวอยางสารสกัดสมุนไพร

การทดสอบฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของเซลล

มะเร็ง พบวาสารสกัดจากพลูยับยั้งการแพรกระจาย

อยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) ที่ความเขมขน 30

และ 10 µg/mL โดยยับยั้งรอยละ 98.58±1.23 

และ 50.86±9.97 ตามลำดับ สวนสารสกัดจาก

วานหอมแดงยับยั้งการแพรกระจายอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถติ ิ(p < 0.05) ทีค่วามเขมขน 30 µg/mL โดยยบัย้ัง

รอยละ 47.08±2.90 ในขณะที่สารสกัดจากมะยม 

ทับทิม และน้ำนมราชสีห ไมแสดงฤทธิ์ที่ความเขมขนท่ี

ทดสอบ สำหรบั gefitinib ซึง่เปนสารควบคมุบวก ยบัยัง้

การแพรกระจายอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
ที่ความเขมขน 30 และ 10 µg/mL โดยยับยั้งรอยละ 
99.97±0.04 และ 86.57±11.77 ตามลำดับ ดังแสดง
ในตารางที่ 7

รอยละ 21.75±5.43 และ 22.26±1.02 ตามลำดับ

ที่ความเขมขน 100 µg/mL สำหรับ gefitinib ซึ่งเปน

สารควบคุมบวก ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งรอยละ 

82.65±4.64 ที่ความเขมขน 100 µg/mL
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พารามิเตอร Z’ factor %CVmax %CVmid %CVmin  SDmid-normalized

วันที่ 1
plate 1
plate 2
plate 3

0.93
0.89
0.96

2.04
3.27
1.06

0.76-4.12
1.17-6.44
1.30-7.75

13.04
6.70
8.42

0.62-1.77
1.08-2.56
1.21-3.28

วันที่ 2
plate 1
plate 2
plate 3

0.95
0.94
0.84

1.61
1.45
5.14

0.83-7.19
1.43-12.09
4.28-9.21

4.45
12.65
5.13

0.44-2.35
1.31-3.85
1.07-4.15

วันที่ 3
plate 1
plate 2
plate 3

0.87
0.82
0.77

3.96
5.35
7.05

2.07-4.71
0.71-7.29
1.22-4.06

6.74
13.13
8.15

0.90-2.56
0.69-3.68
0.22-3.00

เกณฑการยอมรับ ≥ 0.5 ≤ 20 ≤ 20 ≤ 20 ≤ 20

ตารางที่ 6  ผลตางของคารอยละการยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนสระหวางไมโครเพลทและระหวางวนั เม่ือทดสอบ

 กับสาร gefitinib ที่ความเขมขนตางๆ

ความเขมขน
gefitinib 
(µg/mL)

คาเฉลี่ย
%inhibition

เกณฑการยอมรับ

ผลตางของคารอยละการยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนส (%)

inter-plate
inter-day

วันที่ 1 วันที่ 2 วันที่ 3

0.25
0.50
1.00
2.00
4.00
8.00

5.77±2.12
13.50±2.87
25.72±3.57
42.65±4.63
62.62±3.37
79.29±1.85

< 15

0.95-2.84
0.90-2.34
2.44-5.67
0.14-3.88
0.44-3.24
0.15-2.05

0.59-2.23
0.28-2.95
0.55-1.44
0.08-2.58
0.25-1.84
0.17-0.49

0.45-2.71
1.25-2.71
2.68-5.58
1.17-3.59
0.46-3.09
0.31-2.67

0.27-5.95
0.09-7.53
0.25-10.50
0.08-13.07
0.25-9.89
0.15-5.37

ตารางที่ 5  คาพารามิเตอรตางๆ จากการทดสอบความใชไดของระบบทดสอบ เพื่อคัดกรองสารยับยั้งการทำงาน

 ของเอนไซมไทโรซีนไคเนส กรณีทดสอบตางหลุม

ตารางที่ 7  ผลการศกึษาฤทธิย์บัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนส ฤทธิย์บัยัง้การเจรญิ และฤทธิย์บัยัง้การแพรกระจาย

 ของเซลลมะเร็ง ของสารสกัดสมุนไพร 5 ชนิด

สมุนไพร สวนที่ใช

ฤทธิ์ยับยั้ง
การทํางานของ
ไทโรซีนไคเนส

(IC
50
, µg/mL)

ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญ
ของเซลลมะเร็ง

(IC
50
, µg/mL)

ฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจาย
ของเซลลมะเร็ง (%inhibition)

30 µg/mL 10 µg/mL

วานหอมแดง เหงา 23.16±1.94 89.89±6.31 47.08±2.90 5.53±1.39

พลู ใบ 73.82±10.45 90.91±2.21 98.58±1.23 50.86±9.97

มะยม เปลือกตน 30.59±7.47 > 100 - -

ทับทิม กิ่งและใบ 16.25±3.27 > 100 - -

น้ำนมราชสีห ทุกสวน 50.44±1.64 > 100 - -

Gefitinib 
(positive control)

1.71±0.50 19.58±0.17 99.97±0.04 86.57±11.77
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วิจารณ

ระบบทดสอบฤทธิ์เปนปจจัยหนึ่งที่มีความสำคัญ

ในการพัฒนายา การเลือกใชระบบทดสอบท่ีเหมาะสม

จะชวยใหคนพบสารออกฤทธิ์ที่อาจนำไปพัฒนาตอยอด

เปนสารตนแบบทางยาได ระบบทดสอบที่ดีสำหรับการ

ทดสอบฤทธิ์เบื้องตน ควรตรวจวัดฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา

ที่สนใจได ทำซ้ำได มีความคงทนตอสารเคมี มีคุณภาพ 

และประหยัดตนทุน(28) การวิเคราะหระดับการทำงาน

ของไทโรซีนไคเนส เพ่ือคนหาสารที่มีฤทธิ์ยับยั้งการ

ทำงานของโปรตีนดังกลาวนั้นทำไดหลายหลักการ

ซึ่ง ELISA เปนหลักการหนึ่งที่ถูกนำมาใชพัฒนาระบบ

ทดสอบ ระบบทดสอบหลักการ ELISA น้ันงายและ

สามารถปฏิบัติไดในหองปฏิบัติการท่ัวไป มีทั้งรูปแบบ

ที่ใชเซลล (cell-based assay)(14,15) และรูปแบบที่ใช

ปฏกิริยิาทางชวีเคมี (biochemical assay)(16-18)  อยางไร

ก็ตามยังมีขอจำกัด ระบบทดสอบที่ใชเซลลตองทดสอบ

สารกับเซลลในแตละหลุมของไมโครเพลทกอน แลว

จึงเตรียม cell lysate และถายไปยังอีกไมโครเพลทหนึ่ง 

เพือ่วเิคราะหการทำงานของไทโรซีนไคเนส แตผลของสาร

ทดสอบอาจทำใหเซลลในแตละหลุมมีจำนวนมากนอย

ตางกัน การจะควบคุมใหมีความเขมขนเทากันจึงเปน

เร่ืองยาก สวนระบบทดสอบที่ใชปฏิกิริยาทางชีวเคมีมัก

ใชโปรตีนที่บริสุทธิ์ซึ่งมีราคาสูง และจำเพาะตอไทโรซีน-

ไคเนสชนิดหน่ึงๆ เทาน้ัน ระบบทดสอบท่ีพัฒนาขึ้นนี้

ไมจำเปนตองใชโปรตีนท่ีบริสุทธิ์ ไมจำเพาะกับโปรตีน

ชนิดใดชนิดหน่ึง และไมมีความยุงยากในการควบคุม

ความเขมขนของ cell lysate จึงอาจเปนทางเลือกหนึ่ง

สำหรบัใชในการคดักรองสารท่ีมีฤทธิย์บัยัง้การทำงานของ

ไทโรซีนไคเนสได

การศึกษาน้ีเลือกศึกษาการแสดงออกของยีน 

EGFR, HER2, MET และ KIT ในเซลลมะเร็ง

เพาะเลี้ยงชนิดตางๆ เพื่อคัดเลือกเซลลสำหรับพัฒนา

ระบบทดสอบ เนื่องจากยีนทั้งสี่ชนิดเปนยีนของโปรตีน

กลุมไทโรซนีไคเนสทีเ่ปนเปาหมายการรกัษา และมยีาทีไ่ดรบั

การขึ้นทะเบียนจากองคการอาหารและยา สหรัฐอเมริกา

แลว(6,7)  ผลการศึกษาพบวาเซลลเพาะเล้ียงชนิดมะเร็ง

ปากมดลูก (HeLa), มะเรง็ตบั (PLC/PRF/5),  มะเรง็

ทอน้ำดี (KKU-100) และมะเร็งเตานม (MCF-7)

มีการแสดงออกของยีนกลุมนี้ทั้งหมด ซึ่งสอดคลองกับ

การศึกษาที่พบวาเซลลมะเร็งจากคนไขมีการแสดงออก

ของโปรตนีของยนีกลุมดงักลาว(29-31)  สำหรบัการตรวจวดั

ระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสของเซลลมะเร็งเพาะ

เล้ียงทั้งส่ีชนิด พบวาเซลล HeLa ใหคาสัญญาณสูงสุด 

สอดคลองกบัผลการศกึษาการแสดงออกของยนี ซึง่พบวา

เซลล HeLa มกีารแสดงออกของยนีทัง้สีช่นดิสงูกวาเซลล

อ่ืนโดยภาพรวม อยางไรก็ตามเนื่องจากระบบทดสอบ

ที่พัฒนาขึ้นไมจำเพาะกับโปรตีนไทโรซีนไคเนสชนิดใด

ชนิดหนึ่ง คาสัญญาณที่เกิดขึ้นจึงอาจเกิดจากการทำงาน

ของไทโรซีนไคเนสชนิดอื่นที่พบในเซลล HeLa รวมดวย 

เชน Janus kinase (JAK), focal adhesion kinase 

(FAK), platelet-derived growth factor receptors 

(PDGFR) และ fibroblast growth factor receptors 

(FGFR) เปนตน(32)

การหาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับปฏิกิริยาไคเนส 

พบวาการเพิ่มความเขมขนของ cell lysate, peptide 

substrate และ ATP ทำใหคาสัญญาณจากการตรวจ

วัดระดับการทำงานของไทโรซีนไคเนสเพิ่มขึ้น เมื่อเพิ่ม

ความเขมขนถึงระดับหนึ่ง คาสัญญาณจะเริ่มคงที่ แสดง

ใหเห็นถึงปริมาณที่มากเกินพอ ซึ่งอาจสงผลกระทบตอ

การทดสอบฤทธิ์สาร การเลือกความเขมขนที่เหมาะสม

จงึควรเลอืกความเขมขนทีย่งัอยูในระยะเอกซโพเนนเชียล

(exponential phase) และทำใหไดคาสัญญาณที่สูง

เพยีงพอ การศกึษานีจ้งึเลอืก cell lysate 0.125 mg/mL,

peptide substrate 0.25 µg ตอหลมุ และ ATP 25 nM

ในการทำปฏิกิริยา สำหรับการหาระยะเวลาที่เหมาะสม 

พิจารณาดวยหลักการเดียวกัน เพื่อไมใหระบบทดสอบ

ที่พัฒนาข้ึนใชเวลามากเกินไป จึงเลือกใชเวลา 30 นาที

ในการทำปฏกิริยิา เนือ่งจากใหคาสญัญาณทีส่งู และใหคา 

Z′ factor ที่ใกลเคียงกับการทำปฏิกิริยา 60 นาที 

ซึ่งสภาวะที่ไดนี้อาจแตกตางจากระบบทดสอบลักษณะ

เดียวกันในการศึกษาอื่น(16-18, 21) เนื่องจากเซลล โปรตีน 

หรือซับสเตรตที่ใชตางกัน

การศึกษานี้ไดทดสอบความคงทนของระบบ

ทดสอบทีพ่ฒันาขึน้ตอตวัทำละลายทีน่ยิมใชในการละลาย

สารทดสอบ ไดแก เอทานอลและ DMSO เนื่องจาก

สารละลายทัง้สองชนดิมคุีณสมบตัทิำใหโปรตีนตกตะกอน
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หรือเสียสภาพ(33,34) จึงอาจสงผลกระทบตอเอนไซมใน

ปฏิกิริยาไคเนส ผลการทดสอบพบวาสารละลายทั้ง

สองชนิดจะทำใหคาสัญญาณลดลงอยางมีนัยสำคัญ

ตั้งแตความเขมขน 6% และ 8% ตามลำดับ โดยทั่วไป

การทดสอบฤทธิข์องสารมกัมสีารละลายในสดัสวน 0.1%

ถึง 5%(34) จึงแสดงใหเห็นวาระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้น

มีความคงทนตอตัวทำละลายท้ังสองชนิด การศึกษาน้ี

ยังไดตรวจสอบความถูกตองของระบบทดสอบโดยใช

สารท่ีมีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็ง ผลการศึกษาพบวาสารกลุมที่

มีฤทธิ์ยับยั้งไทโรซีนไคเนสทั้งหมดลดคาสัญญาณของ

ระบบ ขณะที่สารที่มีฤทธิ์ยับยั้งมะเร็งดวยกลไกอื่นไมลด

คาสัญญาณโดยรวม จึงแสดงใหเห็นวาระบบทดสอบ

ที่พัฒนาขึ้นสามารถใชในการตรวจสอบฤทธิ์ ยับยั้ง

การทำงานของไทโรซีนไคเนสได อยางไรก็ตามพบการ

ลดลงของคาสญัญาณเล็กนอยจากการทดสอบสารทีม่ฤีทธิ์

ยับยั้งมะเร็งดวยกลไกอ่ืนท่ีความเขมขน 100 µg/mL

ซ่ึงอาจเกิดจากปริมาณสารท่ีมากเกินไปรบกวนการทำ

ปฏกิริยิา ระบบทดสอบน้ีจึงอาจมีขอจำกดัในกรณทีดสอบ

กับสารที่มีความเขมขนมากเกินไป

การศึกษานี้ใช Z′ factor เปนพารามิเตอร

หลักในการตรวจสอบคุณภาพและความใชไดของระบบ 

โดย Z′ factor เปนพารามิเตอรที่แสดงชวงความกวาง

ของคาสัญญาณ ระบบทดสอบที่มีคา Z′ factor ตั้งแต 

0.5 ขึ้นไปถือวาเปนระบบทดสอบท่ีดี(23) จึงใชคานี้

ในการกำหนดเกณฑการยอมรบั นอกจากนีย้งัใช %CV และ 

SD เพือ่ตรวจสอบความแปรปรวนของคาสัญญาณ และใช

ผลตางของคา %inhibition ตรวจสอบความแตกตางของ

การทดสอบระหวางไมโครเพลทและระหวางวัน(22) ผล

การศึกษาพบวาคาพารามิเตอรทุกคาผานเกณฑการ

ยอมรับ จึงแสดงใหเห็นวาระบบทดสอบท่ีพัฒนามี

คุณภาพและสามารถทำซ้ำได

การทดสอบกับตัวอยางสารสกัดสมุนไพรจำนวน

180 ตัวอยาง จากพืช 120 ชนิด พบสารสกัด 5 ชนิด

แสดงฤทธิ์ยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนสที่ IC
50

< 100 µg/mL  คอื ทบัทมิ วานหอมแดง มะยม นำ้นมราชสหี

และพล ูเนือ่งจากระบบทดสอบท่ีพัฒนาเปนระบบทดสอบ

สำหรับคัดกรองเบื้องตน และใชปฏิกิริยาทางชีวเคมี

ในการทดสอบ อาจถูกรบกวนจากสารอื่น เชน สารที่มี

คุณสมบัติทำใหโปรตีนเส่ือมสภาพ จึงมีความจำเปน

ตองตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลมะเร็ง

เพาะเลี้ยงอีกครั้ง เนื่องจากไทโรซีนไคเนสเก่ียวของ

กับกระบวนการเจริญ และการแพรกระจายของเซลล

มะเร็ง การศึกษานี้จึงเลือกที่จะศึกษาฤทธิ์ยับยั้งการ

เจริญและฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็ง

ของสารสกัดทั้ง 5 ชนิด เพื่อตรวจสอบยืนยันฤทธิ์ตาน

มะเร็ง ผลการศึกษาพบวา สารสกัดจากใบพลูแสดง

ฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของเซลลมะเร็งอยางมีนัย

สำคัญทางสถิติที่ความเขมขน 30 และ 10 µg/mL

สวนสารสกดัจากเหงาวานหอมแดงยบัยัง้การแพรกระจาย

ของเซลลมะเร็งอยางมีนัยสำคัญทางสถิติเฉพาะท่ี

ความเขมขน 30 µg/mL โดยสารสกัดทั้งสองชนิดนี้

มีคา IC
50

 สำหรับฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็ง

ต่ำกวา 100 µg/mL แสดงใหเห็นถึงฤทธิ์ตานมะเร็งใน

เซลลเพาะเลี้ยง สอดคลองกับการศึกษาอื่นซึ่งพบวา สาร

สกัดจากพืชท้ังสองชนิดนี้แสดงฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง(35-38) สำหรับสารสกัดจากเปลือก

ตนมะยม แมจะไมแสดงฤทธิ์ยับยั้งการแพรกระจายของ

เซลลมะเรง็ทีค่วามเขมขนทีท่ดสอบ และมคีา IC
50 

สำหรบั

ฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลลมะเร็งสูงกวา 100 µg/mL 

แตสารสกัดชนิดนี้มีคารอยละการยับยั้งการเจริญของ

เซลลมะเรง็ใกลเคยีงกันในชวงความเขมขนทีท่ดสอบ คอื

49.00±2.66% แสดงใหเห็นวาสารสกัดจากเปลือก

ตนมะยมแสดงฤทธิ์ตานมะเร็งไดระดับหนึ่ง โดยยับย้ัง

การเจริญของเซลลในชวงความเขมขนที่กวาง ซึ่งยังไมมี

รายงานการศึกษาฤทธิ์ตานมะเร็งในสารสกัดจากเปลือก

ตนมะยม แตมีรายงานสารออกฤทธิ์บางชนิดที่สกัด

แยกไดจากรากและใบของตนมะยมแสดงฤทธิ์ยับย้ัง

การเจริญของเซลลมะเร็งเพาะเลี้ยง(39, 40) จึงจำเปนตอง

ศึกษาเพิ่มเติม สำหรับสารสกัดจากก่ิงและใบทับทิมและ

ตนน้ำนมราชสีห แมจะแสดงฤทธิ์ดีจากการทดสอบดวย

ระบบทดสอบที่พัฒนาขึ้น แตเมื่อตรวจสอบยืนยัน

ฤทธิ์ตานมะเร็งในเซลลเพาะเลี้ยง พบวาไมแสดงฤทธิ์

ที่ความเขมขนที่ทดสอบ สาเหตุอาจเกิดจาก 1) การ

ตรวจสอบยังไมครอบคลุม เนื่องจากไทโรซีนไคเนส

เกี่ยวของกับหลายกระบวนการ ทั้งการเจริญเติบโต

การแพรกระจาย การลุกลาม และการกระตุนการสราง

หลอดเลือดใหมของเซลลมะเร็ง  แตการศึกษานี้
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ตรวจสอบเฉพาะฤทธิ์ยับยั้งการเจริญและฤทธิ์ยับยั้ง

การแพรกระจายของเซลลมะเร็งเทานั้น จึงอาจตอง

ตรวจสอบเพิ่มเติม 2) สารแสดงฤทธิ์ที่ความเขมขน

สูงกวาที่ทดสอบ เชน สารสกัดจากน้ำนมราชสีห ซึ่งมี

รายงานฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของเซลล HeLa ที่ความ

เขมขนสูงกวา 100 µg/mL โดยมีคา IC50 ตอเซลลที่

เพาะเลี้ยงเปนเวลา 24, 48 และ 72 ชั่วโมง เปน > 200,

100.13±10.01 และ 144.60±5.52 µg/mL ตาม

ลำดับ(41)  และ 3) เกิดผลบวกปลอม สารสกัดสมุนไพร

มีสารกลุม tannins เปนองคประกอบ ซึ่งสารกลุมนี้มี

คุณสมบัติทำใหโปรตีนตกตะกอน(42) สารสกัดที่มีสัดสวน

ของสารกลุม tannins สูง อาจทำใหไทโรซีนไคเนสเสีย

สภาพ จนสงผลกระทบตอระบบทดสอบ ซึ่งทับทิมและ

น้ำนมราชสีหตางมีสารกลุมนี้(43,44) ซึ่งอาจเปนสาเหตุ

หนึง่ทีท่ำใหคารอยละการยบัยัง้การทำงานของไทโรซนีไคเนส

สูงเกินจริงจนเกิดผลบวกปลอม

ผลการศึกษานี้แสดงใหเห็นวาระบบทดสอบที่

พัฒนาข้ึนสามารถใชคัดกรอง เพื่อคนหาสารตานมะเร็ง

ที่มีกลไกยับยั้งการทำงานของไทโรซีนไคเนสได อยางไร

ก็ตามอาจเพิ่มประสิทธิภาพของระบบทดสอบไดหาก

ศึกษาปจจัยอื่นที่เกี่ยวของกับปฏิกิริยาไคเนสเพิ่มเติม 

เชน pH อุณหภูมิ ปริมาณ Mg2+ และ Mn2+ รวมถึงสวน

ประกอบในสารละลายบฟัเฟอร และอาจนำไปปรบัเปลีย่น

เพ่ือประยกุตใชในการทดสอบฤทธิท่ี์จำเพาะตอไทโรซนี-

ไคเนสชนิดใดชนิดหน่ึงได โดยใชไทโรซนีไคเนสทีบ่รสิทุธิ์ 

หรือใช cell lysate ของเซลลที่ถูกทำใหมีการแสดงออก

ของโปรตนีทีส่นใจเพิม่สงูขึน้จากการนำยนีของโปรตนีดัง

กลาวเขาสูเซลล  ซ่ึงจำเปนตองทำการตรวจสอบและศกึษา

สภาวะที่เหมาะสมเพิ่มเติม

สรุป

การศึกษาน้ีไดพัฒนาระบบทดสอบสำหรับ

วเิคราะหระดบัการทำงานของเอนไซมไทโรซนีไคเนสดวย

เทคนิค ELISA ซึ่งระบบทดสอบดังกลาวสามารถปฏิบัติ

ไดในหองปฏิบัติการทั่วไป ครอบคลุมไทโรซีนไคเนส

หลายชนิด และประหยัดตนทุน การทดสอบความใชได

ของระบบ พบวาระบบท่ีพฒันาขึน้สามารถตรวจสอบฤทธิ์

ของสารตานมะเร็งที่มีกลไกยับยั้งไทโรซีนไคเนส มีความ

คงทนตอตัวทำละลาย และสามารถทำซ้ำได เมื่อนำระบบ

ทีพ่ฒันานีม้าทดสอบกบัตวัอยางสารสกดัสมนุไพรจำนวน

มาก พบสารที่แสดงฤทธิ์จริง ระบบทดสอบนี้จึงอาจเปน

ทางเลอืกหนึง่ในการใชสำหรบัคดักรองสารทีม่ฤีทธิย์บัยัง้

การทำงานของไทโรซีนไคเนสจากสารหลายชนิด เพื่อนำ

ไปศึกษาและพัฒนาเปนยารักษามะเร็งตอไป
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Development of Tyrosine Kinase Inhibitor 
Screening Assay for Anti-cancer Agents

ABSTRACT Tyrosine kinases play a key role in various cellular signaling pathways, linking to prolife-

ration, migration, invasion and angiogenesis of cancer cells. Many of these are therapeutic targets for 

the treatment of cancers. This study aimed to develop the tyrosine kinase inhibitor assay for compound 

library screening. The assay development was started by investigating the expression levels of genes 

associated with these proteins in four cancer cell lines by quantitative real-time PCR, and measuring the 

tyrosine kinase activity of each cell lysate by ELISA. HeLa cell was chosen for the development. We further 

optimized the assay conditions, and the following were found: cell lysate, 0.125 mg/mL; peptide substrate, 

0.25 µg/well; ATP, 25 nM; and incubation time of 30 minutes was suitable for the kinase reaction. The assay

system was verifi ed by using anti-cancer agents. The results showed that tyrosine kinase inhibitors 

decreased the assay signal. We also validated this assay by quantitative measurement of signal variability. 

It was shown that all parameters met the acceptance criteria, indicating that this assay was reproducible 

and suitable for screening. This developed assay was also used to test 180 medicinal plant extracts, and 

the active extracts were further tested by MTT and transmembrane assays. The results showed that some 

extracts exhibited potential anti-cancer activity in cell lines. Thus, the developed assay could be used for 

screening of tyrosine kinase inhibitors in a large number of samples.

Keywords:  Cancer, Tyrosine kinase inhibitor screening assay, Tyrosine kinase inhibitors, Cancer 

 therapeutic targets
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วีรวุฒิ วิทยานันท และ ธรณิศวร ไชยมงคล 

สำนักคุณภาพและความปลอดภัยอาหาร กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000 

1

การพฒันาและทดสอบความใชไดของวธิวีเิคราะห

สารฟโพรนิลและเมตาโบไลตตกคางในไขและผลิตภณัฑ

บทคัดยอ ฟโพรนิล (fi pronil) เปนสารกําจัดแมลงที่เมื่อสลายตัวใหสารเมตาโบไลตที่มีพิษทําลายระบบประสาทรุนแรง 
ประเทศไทยอนุญาตใหใชในพืชแตหามใชกับสัตวท่ีเปนอาหาร ในป พ.ศ. 2560 พบไขที่ผลิตในสหภาพยุโรปปนเปอน
สารฟโพรนิล สรางความวิตกแกผูบริโภคไทย ทําใหตองหาวิธีเพื่อใชสําหรับตรวจสอบการตกคางของสารฟโพรนิลในไขและ
ผลิตภัณฑที่จําหนายในประเทศไทย จึงไดพัฒนาการสกัดจากวิธี EN 15662: 2018 QuEChERS ตรวจวัดดวยเทคนิค
selected reaction monitoring  (SRM)  จากเครือ่ง GC-MS/MS คาํนวณผลดวย matrix-matched calibration curve 
ผลการทดสอบความใชไดของวธีิวเิคราะหสารฟโพรนลิและเมตาโบไลต 2 ชนิด (fi pronil-desulfi nyl และ fi pronil-sulfone)
ในไขไกและไขเปด พบวาคา LOD และ LOQ เปน 0.002 และ 0.005 mg/kg ตามลําดับ การทดสอบความแมน
กับตวัอยางทีเ่ติมสารทีร่ะดบั 0.005, 0.05 และ 0.1 mg/kg คารอยละในการคนืกลบั (recovery)  อยูในชวง 92.9–111.6% โดยมี
ความเท่ียงแสดงดวย RSD นอยกวา 8.6% การประมาณคาความไมแนนอนของการวดัใหคา relative standard uncertainty 
นอยกวา 20% มีชวงการวิเคราะหอยูระหวาง 0.005–0.5 mg/kg อยูในเกณฑยอมรับ เปนวิธีที่มีความไว แมนยําและเชื่อถือได 
เหมาะสําหรับใชในหองปฏิบัติการ เมื่อใชวิธีนี้ตรวจสอบไขและผลิตภัณฑจํานวน 66 ตัวอยาง ที่เก็บจากกรุงเทพมหานครและ
ปริมณฑลในป พ.ศ. 2564 ผลไมพบการตกคางของสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตในทุกตัวอยาง บงชี้วาวิธีที่พัฒนานี้สามารถนํา
ไปใชสําหรับการเฝาระวังการตกคางในไขและผลิตภัณฑตอไป

คําสําคัญ: ฟโพรนิล, ไข, GC-MS/MS, การพัฒนาและทดสอบความใชไดของวิธี
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บทนํา

ฟโพรนิล (fipronil) เปนสารเคมีปองกันกำจัด

ศัตรูพืช (pesticide) ประเภทสารฆาแมลง (insecti-

cide) กลุม phenyl pyrazole มีขอบขายในการใชงาน

กวาง สามารถกำจัดแมลงไดหลายชนิด เชน ใชกำจัดเห็บ

และหมัดในสุนัข ใชฆาเพลี้ย หนอน มด ปลวก เปนตน(1) 

เปนสารที่ถูกจำกัดใหใชเฉพาะกับพืชและสัตวเลี้ยงใน

บานเพือ่การสาธารณสขุเทานัน้ หามมใิหใชในฟารมเลีย้ง

สัตวที่ใชเปนอาหาร เนื่องจากเมื่อสัตวไดรับสารฟโพรนิล

เขาสูรางกายจะเกิดกระบวนการ metabolism เปนสาร

เมตาโบไลตที่มีความเปนพิษตอมนุษยสูงโดยเฉพาะ

กับเด็ก(2) สำนักงานปกปองสิ่งแวดลอมแหงชาติของ

สหรัฐอเมรกิา (Environmental Protection Agency: 

EPA) พบวาเม่ือไดรับสารน้ีเขาไปจะเกิดอาการเหงื่อ

ออกมาก คลื่นไส อาเจียน ปวดและเวียนศีรษะ ปวดทอง

ชัก และเสียชีวิตได(3) ขอมูลจากองคการอนามัยโลก 

(World Health Organization: WHO) ระบุวาสาร

ฟโพรนิลเปนสารพิษระดับกลาง จัดอยูใน Class II 

moderately hazardous เมือ่ไดรบัในปริมาณมากจะเปน

อนัตรายตอตบั ไต และระบบนำ้เหลอืง(4) ฟโพรนลิเปนสาร

ทีม่โีมเลกลุขนาดเล็ก มีความเปนข้ัวปานกลางและสามารถ

ละลายในตวัทำละลายบางชนดิไดด ีเชน acetone  toluene

เปนตน(5) ในธรรมชาติสารฟโพรนิลจะทำปฏิกิริยา

ตางๆ เชน photolysis, hydrolysis, reduction 

และ oxidation เกิดเปนสาร fipronil-desulfinyl, 

fipronil-amide, fipronil-sulfide และ fipronil-

sulfone ตามลำดับ(6) ดังแสดงในภาพที่ 1 การตรวจวัด

การปนเปอนตกคางจึงตองคำนึงถึงสารเมตาโบไลต

ตางๆ ที่เกิดขึ้นดวย เชน เมื่อสารฟโพรนิลถูก oxidized 

ดวย cytochrome P450 ในสัตวจะเกิดเปน fipronil-

sulfone(7) ซึ่งเปนสารที่มีความเปนพิษตอสัตวมีกระดูก

สันหลังมากกวาเดิมถึง 20 เทา แมวาฟโพรนิลเปนสารที่

มคีวามคงตวัตำ่ แตสารเมตาโบไลตกลบัมคีวามคงตวัสงูกวา

มาก(8) นอกจากนี้ยังสามารถจับตัวกับชั้นไขมันไดดีมี

คุณสมบัติเปน bioaccumulate ในหวงโซอาหาร พบวา

ในธรรมชาติเมือ่ฟโพรนลิถูกเรงปฏกิริยิาดวยแสงเกิดเปน

สาร fipronil-desulfinyl ในปริมาณมาก งานวิจัยนี้จึง

เลอืกตรวจวเิคราะหสารรวม 3 ชนดิ ไดแก สารตัง้ตนหรอื 

active form คือ ฟโพรนิล  และสารเมตาโบไลต 2 ชนิด 

ไดแก fipronil-desulfinyl และ fipronil-sulfone

จากการสบืคนวิธตีรวจวเิคราะหสารฟโพรนลิ พบวา

มขีอมลูการพฒันาและทดสอบความใชไดของวธิวีเิคราะห

ในปริมาณจำกัด โดยปกติจะใชเครื่อง GC-ECD, 

GC-MS/MS และ LC-MS/MS เปนเครื่องมือ

ตรวจวิเคราะห(9,10) สวนวิธีการเตรียมตัวอยางมีทั้งวิธี 

liquid-liquid partition, solid-phase extraction

(SPE) และ solid-phase microextraction ซึ่งเปน

วิธีที่ยุงยาก ใชสารเคมีจำนวนมาก และสงผลกระทบ

ตอสิง่แวดลอม ปจจบุนัมกีารนำวธิ ีQuEChERS (quick, 

easy, cheap, effective, rugged, and safe) มา

ประยกุตใชอยางแพรหลาย(11)  มรีายงานการใชวธินีีส้ำหรบั

การเตรยีมตวัอยางไขเพือ่วเิคราะหสารฟโพรนลิไมมากนกั

ภาพที่ 1  โครงสรางทางเคมีของสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตที่เกิดจากปฏิกิริยาตางๆ(5)



Analysis of Fipronil and Its Metabolite in Eggs and Products       Weerawut Wittayanan and Thoranit Chaimongkol 

50 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2565

ซึ่งเปนวิธีที่นาจะมีความเหมาะสมตอการใชงานมากที่สุด

เพราะนอกจากจะใชตรวจวิเคราะหฟโพรนิลแลวยัง

สามารถใชเปน multiresidue method รวมกับสาร

ชนิดอื่นๆ ไดเปนจำนวนมาก(12) มีรายงานการใชวิธีนี้

สำหรับเตรียมตัวอยางไขเพ่ือวิเคราะหสารฟโพรนิล

ไมมากนัก รวมทั้งความทาทายของการเตรียมตัวอยางไข

คือ การกำจัดสารรบกวน (interference) ที่เปนโปรตีน 

ไขมัน และคอเลสเตอรอล ซึ่งเปนองคประกอบใหไดมาก

ทีส่ดุ เพือ่เพิม่ความไว (sensitivity) ใหสามารถตรวจวดั

ไดที่ระดับต่ำมากได การเลือกใช GC-MS/MS เปน

เคร่ืองมือที่มีความเหมาะสมเพราะใหความไวและความ

เปนเสนตรง (linearity) ของการวิเคราะหที่ดี

ในป พ.ศ. 2560 องคการความปลอดภัยของ

อาหารแหงสหภาพยุโรป (European Food Safety 

Authority: EFSA) พบการปนเปอนของสารฟโพรนิล

และสารอื่นๆ ในตัวอยางไขไกท่ีมีการสุมตรวจ สูงเกิน

กวากฎหมายของสหภาพยุโรปซึ่งกำหนดไวที่ 0.005 

มิลลิกรัมตอกิโลกรัม(13-15) ทำใหมีการทำลายไขไกเปน

จำนวนมาก และมีการขยายผลการตรวจในสินคาเนื้อไก

และผลิตภัณฑแปรรูปจากไขไกดวย สงผลใหเกิดความ

ตระหนกัไปทัว่โลก ประเทศญีปุ่น และ Codex(16) กำหนด

ปริมาณสารพิษตกคางสูงสุด (Maximum Residue

Limit: MRL) ของสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตใน

ไขที่ 0.02 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม สำหรับประเทศไทย 

กำหนดตามประกาศกระทรวงสาธารณสุข เลขที่ 387 

พ.ศ. 2560 เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง โดยกำหนด

ปริมาณสารพิษตกคางสูงสุดในพืชบางชนิดที่ระดับ

แตกตางกันไป และคาดีฟอลตลิมิต (default limit)

สำหรับอาหารอื่นๆ รวมทั้งไขไวที่ 0.005 มิลลิกรัมตอ

กิโลกรัม โดยชนิดสารพิษตกคางในพืชเปน fipronil

(ละลายในไขมัน) และในสัตวเปนผลรวมของ fipronil

และ fipronil-sulfone รายงานผลเปน fipronil

(ละลายในไขมัน)(17) ซึ่งปจจุบันกรมวิทยาศาสตร

การแพทย โดยสำนักคุณภาพและความปลอดภัย

อาหาร ใหบริการตรวจวิเคราะหสารฟโพรนิลในผักและ

ผลไม(18) โดยมี limit of detection (LOD) เทากับ 

0.01 มิลลิกรัมตอกิโลกรัม แตยังไมมีวิธีตรวจสาร

ฟโพรนิลและเมตาโบไลตในไขและผลิตภัณฑในระดับ

ที่กฎหมายกำหนด จึงตองมีการพัฒนาวิธีเตรียมตัวอยาง

การสกัดและการตรวจวัดดวยเครื่องมือ ใหสามารถตรวจ

วิเคราะหไดตามคาที่กฎหมายกำหนด นอกจากนี้ตอง

มีการประเมินความใชไดของวิธี เพื่อใชในงานบริการ

เม่ือไดวิธีวิเคราะหที่เหมาะสมแลว จึงทำการสุมเก็บ

ตัวอยางเพื่อสำรวจติดตามเบื้องตนการปนเปอนของ

สารฟโพรนิล ปจจุบันไมพบขอมูลการใชสารฟโพรนิล

ในฟารมไกในประเทศไทย และยงัไมมรีายงานการสำรวจ

การปนเปอนของสารฟโพรนิลในไขไกในประเทศ

จึงเปนการสำรวจครั้งแรกของประเทศไทยวามีการใช

งานผิดวัตถุประสงคหรือไม เพื่อทราบสถานการณและ

สามารถใชเพื่อแจงเตือนภัย โดยทำการสุมเก็บตัวอยาง

จากตลาดสด หางสรรพสินคา รานคาปลีก และราน

สะดวกซื้อในพื้นที่ประชากรหนาแนนของประเทศ คือ

เขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 5 จังหวัด ไดแก 

ปทมุธาน ีนครปฐม นนทบรุ ีสมทุรปราการ และสมทุรสาคร

รวมทัง้สิน้ 6 จงัหวดั ซึง่สนิคาทีผ่ลติในเขตเกษตรกรรมอืน่

ถูกนำมาจำหนายในบริเวณนี้จำนวนมาก และมีการ

กระจายตัวของสินคาออกไปในบริเวณกวาง หากพบ

การปนเปอนจะสามารถตรวจสอบกลับไปยังแหลง

ผลิตได แตหากไมพบการปนเปอนใดๆ ในบริเวณนี้

อาจมีการขยายผลเปนโครงการสำรวจติดตามไปยังพื้นท่ี

ตางๆ ใหครอบคลุมทั้งประเทศตอไป

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาและทดสอบ

ความใชไดของวิธีวิเคราะหสารฟโพรนิลตกคางในไขและ

ผลิตภัณฑ สำหรับใหบริการตรวจวิเคราะหตามประกาศ

กระทรวงสาธารณสขุ ฉบบัที ่387 พ.ศ. 2560 เรือ่ง อาหาร

ที่มีสารพิษตกคาง และคากำหนดของโครงการมาตรฐาน

อาหารระหวางประเทศ (Codex Alimentarius) 

โดยมีคุณลักษณะของวิธีสอดคลองกับมาตรฐานและ

กฎหมายที่เกี่ยวของ รวมทั้งสำรวจและตรวจสอบสินคา

ไขและผลติภณัฑจากไขทีจ่ำหนายในเขตกรงุเทพมหานคร

และปริมณฑล เพื่อใหทราบสถานการณเบื้องตนของ

การตกคางของสารฟโพรนลิในอาหารกอนถงึมอืผูบรโิภค

ใชผลสำหรับแจงเตือนภัยและขยายผลการสำรวจ

ติดตามในวงกวางใหครอบคลุมทั้งประเทศตอไป อีกทั้ง

สามารถนำเสนอขอมลูใหแกหนวยงานทีเ่กีย่วของสำหรบั

การจัดการความเสี่ยงของการไดรับสารพิษอีกดวย
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วัสดุและวิธีการ

สารเคมีและสารมาตรฐาน  

สารเคมี (Reagents) ไดแก acetonitrile 

(HPLC, Merck, USA) acetone (AR, RCl Labscan,

USA) n-hexane (PG, Burdick & Jackson, USA)

ethyl acetate (HPLC, Burdick & Jackson

Korea) QuEChERS Extraction Packet (Agilent

Technologies,  USA) EN Method Part 

No: 5982-7650 เปนสวนผสมของ MgSO4 4 g 

NaCl 1 g sodium citrate dehydrate 1 g และ

disodium hydrogen citrate sesquihydrate 0.5 g

Dispersive SPE 15 mL, Fatty sample, EN

(Agilent Technologies, USA) เปนสวนผสมของ

MgSO4 900 mg PSA 150 mg และ C18EC 150 mg

(Agilent Technologies,USA) น้ำ rverse osmosis

(RO) D-sorbitol (AR, purity ≥ 98%) วัสดุควบคุม

คณุภาพ Quality Control Material (QCM) FCPM11-

EGG2QC Pesticide Residues (fat soluble) in 

Chicken (Hens) 

สารมาตรฐาน (standards) ไดแก fipronil 

fipronil-desulfinyl และ fipronil-sulfone เกรด

วัสดุอางอิงรับรอง (Certified Reference Material: 

CRM, Dr. Ehrenstorfer, Germany) ความบริสุทธิ์ 

(purity) ≥ 98.5% 

การเตรยีมสารละลายมาตรฐาน ทำโดยเตรียมสารละลาย

มาตรฐาน (Stock standard solution) แตละชนิด

ที่มีความเขมขน 100 μg/mL ใน acetone แลวเตรียม

สารละลายมาตรฐานผสม 3 ชนิด (mixed intermediate

standard solution) ความเขมขน 10 μg/mL ใน

volumetric flask ขนาด 10 mL ปรับปริมาตรดวย

acetone เก็บรักษาที่อุณหภูมิ ≤ -18°C กอนการใชงาน

เจือจาง intermediate standard solution ดวย

acetone หรือสารสกัดจากตัวอยาง เพื่อทำ working

standard solution ชวงความเขมขน 0.002, 0.005,

0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.25, 0.5 และ 1.0 μg/mL

เติมสารละลาย  D-sorbitol 3% (analytical protec-

tant) ปริมาตร 3  μL ในสารละลาย 1  mL ใชวิเคราะห

ทนัทหีรอืสามารถเกบ็รกัษาทีอ่ณุหภมู ิ≤ -18°C ไดไมเกนิ

1 สัปดาห

เครื่องมือและอุปกรณ   

เครื่องชั่งความละเอียด 0.001 g Sartorius รุน 

LP 620S และ 0.01 mg Sartorius รุน MC 210S 

(Sartorius AG, Germany) สำหรับชั่งตัวอยางและ

สารมาตรฐานเครื่องระเหยสารละลายแบบ heating

box และใชแกสไนโตรเจน (N2) ในการระเหยสาร

สกัด REACTI-THERM III #TS-18824 Thermo

scientific เครื่องหมุนปนผสมสารละลาย Vortex-2 

Genie micropipette ขนาด 2–20 μL amber vial

centrifuge tube ตูแชแข็งอุณหภูมิต่ำกวา -18°C 

certified volumetric flask กอนการใชงานเครื่องแกว

ทกุชนดิใหลางดวย acetone 2 ครัง้ และ n-hexane 2 ครัง้

จากนั้นผึ่งใหแหงกอนนำมาใชงาน

เครื่อง Gas Chromatograph-Tandem 

Mass Spectrometry (GC-MS/MS) ของ Thermo 

Scientific TRACE™ 1300 Gas Chromatograph

(Thermo Scientific, Italy) ตอกับเครื่อง TSQ 

9000, Triple Quadrupole Mass Spectrometer

(Thermo Scientific, Italy) โดยใช PAL RTC auto-

sampler และใช TraceFinder 4.1 EFS software 

ทำใหสารเปนประจุดวย electron ionization mode 

(EI, 70 eV) สารจะถูกแยกดวย fused silica capillary 

column DB-5ms (30 m x 0.25 mm i.d., 0.25 µm 

film thickness) ของ Agilent Technologies โปรแกรม

ทีใ่ชสำหรบัปรบัอุณหภมูใิน oven ของเครือ่ง GC เริม่จาก 

70°C เปนเวลา 1 นาที เพิ่มที่อัตรา 50°C ตอนาที จนถึง 

150°C เพิ่มที่อัตรา 6°C ตอนาที จนถึง 200°C เพิ่มที่

อตัรา 16°C ตอนาท ีจนถงึ 280°C คงไว 8.5 นาท ีจากนัน้

เพิ่มที่อัตรา 50°C ตอนาที ถึงอุณหภูมิสุดทายที่ 300°C

คงไว 0.5 นาที ใชเวลาทั้งสิ้นประมาณ 25 นาที โดยมี 

injection volume เปน 2 μL ใช inlet ชนิด pro-

grammable temperature vaporizing (PTV) 

ตั้งอุณหภูมิของ PTV ไวที่ 80°C คางไว 0.1 นาที

เพิ่มที่อัตรา 5°C ตอวินาที จนถึง 300°C ตั้งอุณหภูม ิ
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ion source เปน 280°C และ quadrupole MS1 

และ MS2 เปน 180°C เมื่อสารเขาสูเครื่อง GC-MS/

MS จะถูกทำใหแตกตัวเปนประจุโดยใชแกสไนโตรเจน 

เปน quench gas และ Argon เปน collision gas 

ถูกตรวจวัดดวย selected reaction monitoring

(SRM) mode ดังแสดงในตารางที่ 1 และภาพที่ 2

ตารางที่ 1 Selected reaction monitoring (SRM) transitions และ collision energies ของสาร fipronil 

 และเมตาโบไลต

Compound 

(RT, min)

Precursor

(m/z)

Product 

(m/z)

Collision Energy 

(eV)
Transition type

fipronil-desulfinyl 

(12.07)

333

333

388

388

390

390

231

281

281

333

333

335

20

12

26

12

12

12

Quantification

Qualification-1

Qualification-2

Qualification-3

Qualification-4

Qualification-5

fipronil 

(13.86)

255

255

351

367

367

369

157

228

255

213

245

215

34

14

14

28

20

30

Quantification

Qualification-1

Qualification-2

Qualification-3

Qualification-4

Qualification-5

fipronil-sulfone

(15.02)

255

335

383

385

452

452

228

255

255

257

241

255

10

10

15

15

20

25

Quantification

Qualification-1

Qualification-2

Qualification-3

Qualification-4

Qualification-5
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ภาพที่ 2 กลไกการทำงานของ selected reaction monitoring (SRM) mode ดวยเครื่อง GC-MS/MS
       (ภาพจากเอกสารประกอบการบรรยายการใชเครื่องมือจากบริษัท AB Sciex Thailand Ltd.)

ตัวอยางและการเตรียมตัวอยาง 

ตัวอยางที่ใชในการพัฒนาและทดสอบความใชได

ของวธิ ี2 ชนดิ ไดแก ไขไกและไขเปด ใชเฉพาะไขขาวและ

ไขแดง ไมรวมเปลือก ปนผสมตัวอยางแตละชนิดใหเปน

เนื้อเดียวกันดวยเครื่องตีผสมอาหาร ชั่งแบงตัวอยางเพื่อ

เปน analytical portions โดยชั่งตัวอยางน้ำหนักไขไก

และไขเปด 10.0±0.1 g ลงใน centrifuge tube ขนาด 

50 mL ตัวอยางที่ยังไมนำมาวิเคราะหจะถูกเก็บรักษา

ในตูแชแข็งที่อุณหภูมิต่ำกวา -15°C สำหรับตัวอยาง

ที่ เปนผลิตภัณฑจากไข ใชตัวอยางอาหารประมาณ

200–300 กรัม ปนผสมใหเปนเนื้อเดียวกัน

การสกดัตวัอยาง นำตวัอยางท่ีชัง่ไวเติม acetonitrile

ปริมาตร 10 mL เขยาดวยมืออยางแรง 1 นาที เติม 

QuEChERS extraction pocket เขยาตออีก 1 นาที

นำไปปนตกตะกอนดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที

นาน 5 นาที แบงสารสกัดสวนใสดานบน 5 mL

ใสใน centrifuge tube ขนาด 15 mL จากนั้นเติม 

Dispersive SPE เขยาดวยมือ 30 วินาที นำไปปนตก

ตะกอนดวยความเร็ว 4,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที

เก็บสารละลายชั้นบน ปริมาตร 2  mL นำไประเหยแหง 

ปรบัปริมาตรดวยตวัทำละลายผสมของ n-hexane:ethyl 

acetate (3:1) เปน 2 mL เติม D-sorbitol 3% ปรมิาตร 6 

μL ไดความเขมขนตวัอยาง 1 g/mL จากนัน้นำไปวิเคราะห

ดวยเครื่อง GC-MS/MS

ตัวอยางสำหรับการสำรวจติดตามเบื้องตน สำนัก

คุณภาพและความปลอดภัยอาหาร ทำการเก็บตัวอยาง

ไดแก  ไขสดชนิดแบงขายและชนิดมีบรรจุ ภัณฑ 

ประกอบดวยไขไกและไขเปด ตัวอยางละ 12 ฟอง

ไขนกกระทา ตัวอยางละ 30 ฟอง และผลิตภัณฑจากไข

ไดแก ขนมที่ทำจากไข เชน ทองหยอด ทองหยิบ

ฝอยทอง ตวัอยางละ 200–300 g ไขเหลวบรรจขุวดไขตุน

พรอมบริโภคเตาหูไข ตัวอยางละ 2 หนวย (ขวด/ถวย/

หลอด) และไขผง ตัวอยางละ 200–300 g โดยสถานที่

เก็บตัวอยางเปนตลาดสด หางสรรพสินคารานคาปลีก และ

รานสะดวกซือ้ในเขตกรงุเทพมหานคร ปทมุธาน ีนครปฐม 

นนทบุรี สมุทรปราการ และสมุทรสาคร รวม 6 จังหวัด 

จำนวน 11 ตัวอยางตอจังหวัด รวมทั้งสิ้น 66 ตัวอยาง 

โดยแบงระยะการเก็บเปน 3 เดือน เดือนละ 2 จังหวัด 

ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที ่2 แผนการเก็บตวัอยางไขและผลติภณัฑ  จำนวน 

66 ตัวอยาง ในป พ.ศ. 2564 (จังหวัดละ 11 ตัวอยาง)

เดือน จังหวัด

เมษายน กรุงเทพมหานคร นนทบุรี

พฤษภาคม ปทุมธานี สมุทรสาคร
มิถุนายน นครปฐม สมุทรปราการ

การพัฒนาและทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห 

การพัฒนาวิธีวิเคราะห

ประยกุตใชวธิทีีอ่างองิจากวธิมีาตรฐานของสหภาพ

ยุโรป EN 15662:2018 ซึ่งเปนวิธีวิเคราะหสารเคมี

ปองกันกำจัดศัตรูพืชในอาหารที่เปนผลิตภัณฑจากพืช 

(food of plant origin) แบบ multiresidue method 
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(S/N) จากนั้นยืนยันคา LOD ที่ระดับความเขมขน

0.002 mg/kg โดยเติมสารมาตรฐานลงในตัวอยางไขไก

และไขเปด สกดัตามขัน้ตอนวเิคราะหจำนวน 7 ซำ้ (n = 7)

แลวคำนวณคา S/N คา LOD คือ ระดับความเขมขนที่

ใหคา S/N มากกวา 3

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ 

ขดีจำกดัของการวดัเชงิปรมิาณ (limit of quan-

titation: LOQ) ศึกษาโดยใชขอมูลจากการทดสอบ

ความแมนและความเที่ยงของการวิเคราะห ที่ระดับความ

เขมขน 0.005 mg/kg วิเคราะห จำนวน 7 ซ้ำ (n = 7) 

แลวคำนวณ %recovery กำหนดเกณฑยอมรับอยูใน

ชวงรอยละ 70–120 และคาเบ่ียงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

(RSD) กำหนดเกณฑยอมรับ ≤ 20%

ความเปนเสนตรงของชวงการวิเคราะห 

ความเปนเสนตรงของชวงการวิเคราะหศึกษาโดย

การเติมสารมาตรฐานในตัวอยาง (sample blank) ที่ 6

ระดับความเขมขน ไดแก 0.005, 0.020, 0.050, 0.1,

0.2 และ 0.5 mg/kg วิเคราะหระดับละ 3 ซ้ำ (n = 3)

สรางกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนที่เติมลง

ในตัวอยางกับความเขมขนที่ตรวจพบ คำนวณหา

คาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ (correlation coefficient: r)

กำหนดเกณฑยอมรับ r มีคามากกวา 0.995

ความแมน (accuracy) และความเที่ยง 

(precision)

ศึกษาโดยเติมสารมาตรฐานในตัวอยาง (sample 

blank) ที่ 3 ระดับความเขมขน ไดแก LOQ, 10 และ

20 เทาของ LOQ ซึง่มคีวามเขมขนเปน 0.005, 0.05 และ 

0.1 mg/kg ตามลำดับ วิเคราะหระดับละ 7 ซ้ำ (n = 7) 

แลวคำนวณ %recovery และ RSD โดยเกณฑยอมรับ

ความแมน (mean recovery) ในชวง 70–120% และ

เกณฑยอมรับความเที่ยง (RSD) มีคา ≤ 20%

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด

การประมาณคาความไมแนนอนของการวัด 

(Estimation of Measurement Uncertainty: MU)

ของการวิเคราะหสารกำจัดศัตรูพืชในอาหารที่ทดสอบ

ใชวิธีการของ EURACHEM(19) ซึ่งเปนการคำนวณ

โดยใชทุกแหลงที่มาของความไมแนนอน จากนั้น

ดวยเครื่องแกสโครมาโทกราฟ (GC) และเครื่องลิควิด

โครมาโทกราฟ (LC) โดยการสกัดดวย acetonitrile 

และ partition ดวยวิธี QuEChERS ทำใหบริสุทธิ์ดวย

dispersive SPE ดัดแปลงใหใชกับอาหารที่เปน

ผลิตภัณฑจากสัตว (animal origin food) ซึ่งเปน

ตัวอยางไขไกและไขเปด ดวยการหา mass transition 

condition จากเครื่อง GC-MS/MS ที่จำเพาะตอสาร

สนใจและคัดเลือก dispersive SPE ท่ีเหมาะสมตอ

การวิเคราะหอาหารท่ีมีไขมันเปนองคประกอบ (fatty 

sample) รวมถึงการปรับตัวทำละลายสุดทายใหมีความ

เปนขั้วที่เหมาะสมกับสารฟโพรนิล

ความจำเพาะของวิธี 

ฉีดสารมาตรฐานเขาเครื่อง GC-MS/MS ตาม

สภาวะที่กำหนด จำนวน 3 ซ้ำ บันทึก retention time 

(RT) และ ion intensity ratio แลวทดสอบความ

จำเพาะของวิธีโดยวิเคราะห method blank (reagent 

blank) ที่ใชน้ำ RO แทนตัวอยาง และ sample blank 

ไดแก ไขไกและไขเปด เมื่อไมพบพีคหรือพบพีคที่มี

สัญญาณ signal-to-noise ratio (S/N) นอยกวา 3 

ที่มี RT และ/หรือ คา m/z ใกลเคียงกับสารมาตรฐาน

ถือวาวิธีปราศจากสารรบกวนและวิธีมีความจำเพาะ

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐาน 

กราฟมาตรฐานแบบ matrix-matched 

calibration (MMC) ศึกษาโดยใชสารสกดัท่ีไดจากไขไก

และไขเปดท่ีเปน blank เปนตัวทำละลาย เจือจาง 

intermediate standard solution ใหได 12 ระดับ

ความเขมขน ไดแก 0.0002, 0.0005, 0.001, 0.002, 

0.005, 0.01, 0.02, 0.05, 0.1, 0.2, 0.5 และ 1 μL/mL

และฉีดเขาเคร่ือง GC-MS/MS แบบสุม (random, 

n = 3) คำนวณหาคาสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ (correlation

coefficient: r) กำหนดเกณฑยอมรับ r มีคามากกวา 

0.995

ขีดจำกัดของการตรวจพบ 

ขีดจำกัดของการตรวจพบ (limit of detection:

LOD) ศึกษาโดยเติมสารละลายมาตรฐานลงในสารสกัด

จากไขไกและไขเปดท่ีระดบั LOD แลวนำไปฉีดเขาเครือ่ง 

GC-MS/MS คำนวณคา signal-to-noise ratio 
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คำนวณคาความไมแนนอนขยายที่ระดับความเชื่อมั่น

รอยละ 95 โดยใชคา k = 2 เปนวิธีที่มีความถูกตองเปน

ที่ยอมรับและเหมาะสมตอการนำไปใชงาน

การทดสอบผลกระทบของเมทริกซ 

ศกึษาผลกระทบของเมทรกิซ (matrix effect: ME)

โดยฉีดสารมาตรฐานความเขมขนที่ตองการที่ไดจาก 

spiked matrix blank และ standard on solution

แลวสราง curve ระหวางความเขมขน (x-axis) กับ peak

area หรือ intensity/response (y-axis) คำนวณ 

slope ของกราฟมาตรฐาน จากสมการ y = ax+b  โดย x 

คือ analyte concentration, y คือ analyte peak, 

a คือ ความชันของ calibration curve และ b คือ จุด

ตัดแกน y คำนวณ matrix factor จากสมการ MF

(matrix factor) = a(matrix)/a(solvent)  จากนั้น

คำนวณ ME (%) จากสมการ ME (%) = (MF-1) × 100

หากผลการประเมินพบวา ME (%) มีผลกระทบนอย 

(soft) แสดงวาผลกระทบของเมทริกซไมมีผลอยางมีนัย

สำคญัทางสถติขิองการวเิคราะห และสามารถใช standard

on solution ในการคำนวณผลได หากพบวามีผลกระทบ

ปานกลางและมาก (medium and strong) แสดงวา

ไมสามารถใช standard on solution ในการคำนวณ

ผลได เกณฑการตัดสินผลกระทบของเมทริกซ ดังแสดง

ในตารางที่ 3 หากเครื่องหมาย ME (%) เปนบวก 

ผลกระทบของเมทรกิซจะเปนแบบ enhancement หาก

เครื่องหมาย ME (%) เปนลบ ผลกระทบของเมทริกซ

จะเปนแบบ suppression(20)

การทวนสอบความใชไดของวิธี

การทวนสอบความใชไดของวิธีศึกษาโดยนำวัสดุ

ควบคุมคุณภาพในตัวกลาง (matrix quality control

material) QCM Product Code FCPM11-EGG2QC

จาก FAPAS® ซึ่งทราบคาความเขมขนของ fipronil-

sulfone ใน chicken (hens) eggs เปน 12.0 μg/kg

มีชวงยอมรับอยูระหวาง 6.7–17.3 μg/kg เมื่อวิเคราะห

ดวยวิธีที่พัฒนาขึ้นแลว ผลที่ไดตองอยูในชวงยอมรับ

จึงจะแสดงวาวิธีมีความถูกตอง และขยายขอบขายชนิด

ตัวอยางจากการใชตัวอยางไขไกและไขเปดในขั้นตอน

การทดสอบความใชไดของวิธี ดวยการทำ internal 

quality control โดยการทดสอบการคืนกลับที่ระดับ 

LOQ ในตัวอยางไขนกกระทาและผลิตภัณฑอาหารท่ีทำ

จากไขอื่นๆ ทุกชนิดที่ทำการทดสอบ ผลตองอยูในเกณฑ

ยอมรับ %recovery อยูระหวาง 70–120% 

ตารางที่ 3  เกณฑการตัดสินผลกระทบของเมทริกซ

Matrix effect (%) Consideration Result Consideration

-20% to 20 % Soft Negative (-) Suppression

 > 20% to 50% Medium Zero (0) No matrix effect

 > 50% Strong Positive (+) Enhancement

ผล

ผลการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห ความ

จำเพาะของวิธี พบวา peak ท่ีไดจากการวิเคราะห 

method blank และ sample blank ที่เปนไขไกและ

ไขเปด โดยใชเครื่อง GC-MS/MS ดวยเทคนิค SRM 

ตรวจไมพบสารรบกวนที่ใหพีคตรงหรือใกลเคียงกับ 

retention time (RT) ของสารมาตรฐาน และพีคที่

ตรวจพบมีสัญญาณ signal-to-noise ratio (S/N)

นอยกวา 3 ซึ่งแสดงวาวิธีมีความจำเพาะ ดังแสดงในภาพ

ที่ 3 การวิเคราะหแบบ SRM ดวยเครื่อง GC-MS/MS

ทำใหตรวจวัดพีคสารฟโพรนิลและเมตาโบไลต ไดอยาง

ชัดเจน เปนเทคนิคที่มีความไวและความจำเพาะสูง 

สามารถตรวจวัดสารสนใจในเมทริกซที่มีสารรบกวนไดดี

ดังแสดงในภาพที่ 4-5
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ภาพที่ 3 โครมาโทแกรมของ method blank (a) matrix blank ไขไก (b) และ matrix blank ไขเปด (c)

ภาพที่ 4 Quantification and qualification peak ของสาร fipronil-desulfinyl (a), fipronil (b) และ 

 fipronil-sulfone (c)
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ภาพที่ 5 Total ion chromatogram (TIC) ของสาร fipronil-desulfinyl, fipronil และ fipronil-sulfone 

 ใน acetone (a), ไขไก (b) และไขเปด (c)

ความเปนเสนตรงของกราฟมาตรฐานสามารถ

สรางกราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง concentra-

tion กับ peak area (response) ของสารสนใจมีความ

เปนเสนตรงในชวง 0.0002 ถึง 1 µL/mL ดังแสดงใน

ภาพที ่6 โดยกราฟมาตรฐานของสารทุกชนิดมคีา r ในชวง 

0.997–0.999 ซึ่งสูงกวาเกณฑยอมรับที่ 0.995

ผลการทดสอบขดีจำกดัของการตรวจพบ (LOD) 

ของสารทั้ง 3 ชนิด เทากับ 0.002  mg/kg (S/N > 3) 

และการยืนยันโดยการสกัดตัวอยางท่ีระดับ LOD ผล

พบวาพบสารทุกชนิดทั้ง 7 ซ้ำ โดยมีขีดจำกัดของการวัด

เชงิปรมิาณ (LOQ) มคีาเทากบั 0.005 mg/kg ดงัแสดง

ในตารางที่ 4

ผลการทดสอบความแมนและความเที่ยงของวิธี

ดังแสดงในตารางที่ 5 ความแมนและความเที่ยงที่ระดับ 

LOQ, 10 และ 20 เทาของ LOQ ที่ 0.005, 0.05 และ

0.1 mg/kg ให %recovery อยูระหวาง 92.9–111.6%

โดยมีความเที่ยงแสดงดวย RSD นอยกวา 8.6% ซึ่งอยู

ในเกณฑยอมรับที่ 70–120% และ ≤ 20% ตามลำดับ

ผลการทดสอบความเปนเสนตรงของชวงการ

วิเคราะหดังแสดงในตารางที่ 4 LOD ที่ 0.002 mg/kg

และ LOQ ที่ 0.005 mg/kg พบวาสารทั้ง 3 ชนิด มีชวง

ความเปนเสนตรงอยูระหวาง 0.005–0.5 mg/kg ดวย

คุณลักษณะทั้งหมดที่ทำการทดสอบความใชไดแสดงวา

สามารถใชวิธีนี้วิเคราะหสารสนใจดังกลาวได

การทดสอบผลกระทบของเมทริกซ จากภาพท่ี 6

ความชันของกราฟมาตรฐานสาร fipronil-desulfinyl,

fipronil และ fipronil-sulfone และคา ME  (%) ทีค่ำนวณ

ไดดังแสดงในตารางที่ 6 พบวาผลกระทบของเมทริกซ
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ตารางที่ 4  ผลการทดสอบ Limit of detection (LOD), Limit of quantitation (LOQ) และ Linearity 

 of working range

Compounds
S/N ratio

(at LOD = 0.002 mg/kg)
Working range

(mg/kg)
r

(chicken egg/duck egg)

fipronil-desulfinyl Infinity 0.005-0.5 0.9998/0.9990

fipronil 31-4329 0.005-0.5 0.9997/0.9991

fipronil-sulfone 63-170 0.005-0.5 0.9998/0.9995

Compounds Matrix
Spiked level 

(mg/kg)
%Recovery 

(mean, mg/kg)
%RSD

fipronil-desulfinyl

chicken egg
0.005
0.05
0.1

95.7 (0.00479)
99.1 (0.04956)
99.1 (0.09908)

8.62
6.11
4.86

duck egg
0.005
0.05
0.1

98.8 (0.00494)
94.4 (0.04720)
111.0 (0.11100)

6.17
5.55
7.86

fipronil

chicken egg
0.005
0.05
0.1

92.9 (0.00465)
100.7 (0.05033)
101.0 (0.10100)

6.47
6.40
5.77

duck egg
0.005
0.05
0.1

111.6 (0.00558)
100.7 (0.05034)
104.2 (0.10420)

6.55
8.57
8.56

fipronil-sulfone

chicken egg
0.005
0.05
0.1

96.2 (0.00481)
105.1 (0.05256)
101.6 (0.10160)

5.64
5.41
2.85

duck egg
0.005
0.05
0.1

107.0 (0.00535)
99.1 (0.04954)
110.8 (0.11080)

6.03
6.22
8.15

ตารางที่ 5  ผลการทดสอบความแมนและความเที่ยง (accuracy and precision)
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ตารางที่ 6  ผลกระทบของ matrix ของ fipronil-desulfinyl, fipronil และ fipronil-sulfone แบบ on solution,

  matrix ไขไก และ matrix ไขเปด

Compound
Matrix Effect (%)

chicken/solution duck/solution chicken/duck

fipronil-desulfinyl 39.67 medium 54.47 strong 9.58 soft

fipronil 60.60 strong 92.07 strong 6.39 soft

fipronil-sulfone 53.75 strong 78.74 strong 13.98 soft

ภาพที่ 6 กราฟมาตรฐานของสาร fipronil-desulfinyl (a), fipronil (b) และ fipronil-sulfone (c) ใน 

 solution, matrix ไขไก และ matrix ไขเปด
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ภาพที่ 7  แผนภูมิแทง ME (%) ของ fipronil และเมตาโบไลต

ไขไกและไขเปดตอการวิเคราะห on solution เปนแบบ

เพิ่มสัญญาณ (enhancement) และไขทั้ง 2 ชนิด ไมมี

ผลกระทบอยางมีนัยสำคัญทางสถิติของการวิเคราะห

ตอกัน สามารถใชทดแทนกันไดและพบวาผลกระทบ

ของเมทริกซไขไกและไขเปดมีผลอยางมีนัยสำคัญ

ทางสถิติของการวิเคราะหตอการวิเคราะห on solution 

ดังแสดงในภาพที่ 7

ผลการประมาณคาความไมแนนอนของการวดัตาม

แนวของ ISO GUM Approach หรือ Bottom-up 

approach (ที่ระดับความเชื่อมั่นประมาณ 95%, k = 2)

จากการประมาณคาความไมแนนอน พบวาแหลงความ

ไมแนนอนที่สำคัญที่สุด คือ calibration curve (C0) 

(43%) และ method precision (36%) สวน bias หรอื 

recovery (8%), standard concentration (6%) และ 

sample weight (3%) และองคประกอบอื่นๆ นั้นถือ

เปนองคประกอบที่นอยมาก ดังแสดงในภาพที่ 8 

ภาพที่ 8 สัดสวนขององคประกอบแหลงความไมแนนอนของการวิเคราะหสารฟโพรนิลในไขไก 

                          ที่ระดับ 0.005 mg/kg (C0 = calibration curve)
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ตารางที่ 7  ผลการตรวจวิเคราะหสาร fipronil และเมตาโบไลต  แบงตามประเภทของผลิตภัณฑ

ประเภทตัวอยาง
Analyte

Fipronil-desulfinyl Fipronil Fipronil-sulfone

ไขสดชนิดแบงขาย ไมมีบรรจุภัณฑ (n = 18) Not detected Not detected Not detected

ไขสดบรรจุในบรรจุภัณฑที่ระบุแหลงผลิต

(n = 18)

Not detected Not detected Not detected

ผลิตภัณฑจากไข (n = 30) Not detected Not detected Not detected

ผลการทวนสอบความใชไดของวิธีที่พัฒนาข้ึน

กอนนำไปใชงาน ซ่ึงตองสามารถใหผลการวิเคราะหที่

ถูกตอง พบวาเมื่อนำวัสดุควบคุมคุณภาพในตัวกลาง 

matrix quality control material, QCM Product 

Code FCPM11-EGG2QC ท่ีผลิตโดย FAPAS®

ซึง่ทราบคาทีแ่นนอนของ fipronil-sulfone ใน chicken

(hens) eggs เปน 12.0 μg/kg ชวงยอมรับอยูระหวาง

6.7–17.3 μg/kg ผลการวิเคราะห fipronil-sulfone

เปน 11.0μg/kg ซึ่งอยูในชวงยอมรับได จากนั้นทดสอบ 

IQC โดยการศึกษาการคืนกลบั ผลพบวา %recovery อยู

ในเกณฑยอมรับที่ 70–120% ผลการสำรวจเบื้องตน พบ

วาเมื่อใชวิธีที่พัฒนาขึ้นและผานการทดสอบความใชได

ของวิธีวิเคราะหแลว ตรวจสอบไขและผลิตภัณฑจำนวน 

66 ตวัอยาง ทีเ่ก็บจากกรงุเทพมหานครและปริมณฑลในป 

พ.ศ. 2564 ผลไมพบการตกคางของสารฟโพรนิลและ

เมตาโบไลตในทุกตัวอยาง ดังแสดงในตารางที่ 7

วิจารณ

การเตรียมตัวอยางเปนขั้นตอนที่มีความสำคัญ

ตอการใหผลการวิเคราะหท่ีถกูตอง การเตรยีมตวัอยางไข

ใหเปนเนื้อเดียวกัน (homogenization) ทำไดงายกวา

การเตรียมตัวอยางผักผลไม เนื่องจากตัวอยางมีสถานะ

เปนของเหลว การวิจัยน้ีไมไดทำการวิเคราะหสารฟโพรนิล

ที่อาจตกคางหรือเคลือบที่เปลือกไข แตจะทำการตรวจ

วิเคราะหเฉพาะสวนที่บริโภคไดเพื่อใหสอดคลองกับ

มาตรฐานการเตรียมตัวอยาง(21) สำหรับการสกัดใช 

acetonitrile ที่มีความเปนขั้วระดับกลางสามารถละลาย

สารฟโพรนิลและเมตาโบไลตไดดี และมีคุณสมบัติทำให

โปรตีนในตัวอยางเสื่อมสภาพและจับตัวกันเปนกอน

แยกออกจากสวนอื่นๆ (protein precipitation) การ

สกัดควรใชการเขยาในแนวตั้งของ centrifuge tube 

และเขยาดวยมืออยางแรง สามารถใชเครื่องเขยาแบบ 

mechanic แทนได โดยใสแทงเซรามิกเพื่อชวยในการ

ทำใหกอนโปรตีนแตกตวัไดดข้ึีน หากเขยาไมแรงเพยีงพอ 

กอนตวัอยางจะตดิท่ีหลอดพลาสตกิทำใหไมสามารถสกดั

สารออกมาได หลังจากไดสารสกัดแลว ใช dispersive 

SPE ในการทำใหบริสุทธิ์(22) ซึ่งมีสวนผสมสำคัญ คือ 

C18EC สารนี้มีคุณสมบัติดูดซับไขมันไดดี จึงเปนการ

กำจัดไขมันจากตัวอยางผลิตภัณฑจากสัตวไดอยางมี

ประสิทธิภาพ 

เนื่องจากสารฟโพรนิลและเมตาโบไลตเปนสาร

ระเหยไดเมื่อถูกความรอนและคงตัวที่ อุณหภูมิสูง

จึงสามารถใชเครื่องมือชนิด gas chromatograph 

สำหรบัแยกและวเิคราะหสารได สารฟโพรนลิเปนสารทีม่ี 

electron สามารถตรวจวดัดวยตวัตรวจวดัชนดิ electron 

capture detector (ECD) ซึ่งเปนเครื่องมือพื้นฐาน

ที่ใชในหองปฏิบัติการสำหรับวิเคราะหสารเคมีปองกัน

กำจัดศัตรูพืชที่มี electron ในกลุม organochlorine 

(OC) ดังนั้นเบื้องตนคณะผูวิจัยจึงไดทดลองฉีดสาร

มาตรฐานเพื่อวิเคราะหดวยเครื่อง GC-ECD พบวา

เครื่องมือนี้มี selectivity และ sensitivity ที่ดี สามารถ

ตรวจวัดไดระดับต่ำมากที่ 0.0002 mg/mL (0.2 ppb)

และสามารถแยกสารสนใจออกจากกันไดอยางชัดเจน

ในขั้นตอนการทดสอบความเปนเสนตรงของกราฟ
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มาตรฐาน พบวาชวงความเปนเสนตรงอยูที่ระดับความ

เขมขนต่ำ ในชวงแคบระหวาง 0.0002–0.005 mg/mL

เทานั้น และเมื่อความเขมขนสูงขึ้น ECD detector

จะอิ่มตัว (saturated) ทำใหกราฟมีลักษณะโคงที่

ความเขมขนสูง จึงไมสามารถใชงานในชวงการวิเคราะห

ที่ยาวครอบคลุมคากำหนดได ดังแสดงในภาพที่ 9

ภาพที่ 9 Chromatogram ที่ไดจากเครื่อง ECD ของ method blank (a) fipronil และ metabolites (b) และ

 กราฟมาตรฐาน

ดวยคุณสมบัติดานความไว (sensitivity) ที่ดี จึงนำมา

ประยุกตใชในการตรวจแบบคัดกรอง (screening

method) ที่ระดับต่ำมากไดและหากตรวจพบเบื้องตน

จึงทำการตรวจวิเคราะหเชิงปริมาณดวยเทคนิค single 

point calibration หรือใชเครื่อง GC-MS/MS

ในลำดับตอไป

ในข้ันตอนการพัฒนาและการทดสอบความใชได

ของวิธีวิเคราะหนั้น ดำเนินการไดตรงตามวัตถุประสงค 

กลาวคือ parameters ตางๆ ที่ทำการทดสอบมี

คุณลักษณะและคุณสมบัติอยูในเกณฑยอมรับตาม 

pesticide analytical guideline ของสหภาพยุโรป 

SANTE/12682/2019 สามารถนำวิธีน้ีไปใชในหอง

ปฏิบัตกิารได ทัง้น้ีหากหองปฏบิตักิารมีประสบการณดาน

การเตรียมตวัอยางดวยวิธ ีQuEChERS ในการวิเคราะห

ผกัและผลไมอยูแลว สามารถนำวิธนีีไ้ปประยกุตใชไดโดย

ปรับเพียงขั้นตอนการเลือก dispersive SPE ที่เหมาะสม

สำหรับขั้นตอนท่ีสำคัญและมีความทาทายท่ีสุด คือ

การหาสภาวะทีเ่หมาะสมของเครือ่งมอืวเิคราะห และการ

ตรวจวัดที่ระดับต่ำมาก 2–5 สวนในพันลานสวน (ppb) 

ทั้งนี้เครื่องมือที่เลือกใช คือ GC-MS/MS จะตอบ

สนอง detection limit ได เนื่องจากเปนเครื่องมือที่มี

ประสิทธิภาพสูง จากการวิเคราะหแบบ SRM โดยการ

เลือก mass transition จำเพาะของสารและเครื่องมือ

จะตรวจจับเฉพาะสารสนใจโดยไมมี interferences อื่น

ปนเปอนในระบบ วิธีนี้ชวยเพิ่ม sensitivity ใหสามารถ

ตรวจที่ระดับต่ำมากได การใช mass ของ 2 products 

ion จากเครือ่ง GC-MS/MS ชนดิ triple quadrupole 

ให degree of selectivity ซึ่งใชในการประเมินความ

เช่ือมั่นในการระบุชนิดสารสูงตรงตามมาตรฐานและเปน

ที่ยอมรับในระดับสากลโดยไมตองมีการยืนยันเพิ่มเติม 

อุปสรรคที่พบระหวางการดำเนินงาน คือ ประสบ

ปญหาที่ไมสามารถควบคุมไดในชวงการเก็บตัวอยาง
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ในเขต พ้ืนที่ ก ารระบาดของโรคติดตอ อุบัติ ใหม

(COVID-19) อยางรุนแรงในชวงธันวาคม 2563 

ถึง เมษายน 2564 ทำใหภาครัฐตองออกมาตรการ

หามเขาถึงพื้นที่เปาหมายของการเก็บตัวอยาง ไดแก 

กรุงเทพมหานครและปริมณฑล และเพื่อความปลอดภัย

ของคณะผูวิจัยจึงตองมีการปรับแผนในการเก็บตัวอยาง

ออกไป  1–2 เดอืน เพือ่รอจนกวาสถานการณจะคลีค่ลายลง

แตเนื่องจากพื้นท่ีเปาหมายเปนพื้นท่ีใกลเคียงกับหอง

ปฏิบัติการในรัศมีไมเกิน 100 กิโลเมตร หลังจากมีการ

ผอนคลายมาตรการลง จึงจะเขาเก็บตัวอยางในพื้นที่

เปาหมายไดอยางรวดเร็วและดำเนินการตามแผนที่วาง

ไวจนสำเร็จ ผลการสำรวจเบื้องตนไมพบการตกคางของ

สารฟโพรนิลและเมตาโบไลตในทุกตัวอยาง ทำใหทราบ

สถานการณเบื้องตนของการตกคางของสารฟโพรนิลใน

อาหารในเขตพืน้ทีเ่ปาหมาย ซึง่บงชีว้า ณ บรเิวณทีส่ำรวจ

ตัวอยางไมมีการตกคางของสารสนใจในระดับท่ีจะกอให

เกดิอนัตราย และสถานท่ีผลิตไมมีการใชงานสารฟโพรนลิ

ผิดวัตถุประสงคในฟารมเลี้ยงสัตว ซึ่งผลการวิเคราะหนี้

สะทอนความปลอดภัยของอาหารเฉพาะสวนที่บริโภคได

เทานัน้ หากตองการศกึษาเพิม่เตมิการใชสารในการกำจดั

ไรในฟารมไกหรอืไม อาจมีการตรวจเพ่ิมเตมิการวิเคราะห

ในสวนเปลือกไขไดดวย ขอมูลดังกลาวนี้สามารถใชสราง

ความมัน่ใจแกผูบรโิภคไขและผลติภณัฑมีความปลอดภยั

ตอการบริโภค อาจมีการขยายผลเพื่อจัดทำโครงการ

สำรวจติดตามในวงกวางครอบคลุมทั้งประเทศตอไปได 

สำหรับการควบคุมคุณภาพผลการวิเคราะห เพ่ือ

ใหเกิดความเชื่อมั่นตองทำการควบคุมคุณภาพ เชน 

การวิเคราะห method blank/reagent blank, 

spiked sample และ duplicate sample ทุกชุดของ

การสกัด (batch) หรืออยางนอย 10% ของตัวอยาง 

และเนื่องจาก MS detector เปนเครื่องมือตรวจวัดที่ 

sensitivity สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไดตามระยะ

เวลาการใชงาน จึงตองมีการตรวจสอบ instrument

drift ดวยเสมอ โดย response ใน analytical batch

เดยีวกนั จะตองแตกตางกนัไมเกนิ 30% และหากพบสาร

ที่สงสัยวาเปนสารสนใจจะตองทำการตรวจยืนยันดวย

ทุกครั้งการยืนยันชนิดของสารท่ีตรวจพบตองยืนยันผล

ดวย ion intensities ratio โดยคา ion intensities

ratio ของสารที่วิเคราะหแตละตัวในตัวอยาง และ

ion intensities ratio เฉล่ียของสารมาตรฐานนั้น

จะตองแตกตางกันไมเกิน 30% หรือใชวิธีทางเลือกอื่น

(alternative method) เชน GC-ECD หรือ 

LC-MS/MS เปนตน และยืนยันปริมาณที่ตรวจพบ

โดยทำการทดสอบตัวอยางใหม (retest) แบบ

duplicate test รายงานโดยใชคาเฉลี่ยของการทำซ้ำ

และเกณฑยอมรับของ %RPD ตองไมเกิน 25% เปนการ

ยืนยันวากระบวนการวิเคราะหทั้งหมดมีความถูกตอง

เหมาะสมและสอดคลองกับเอกสารอางอิงและมาตรฐาน

หองปฏิบัติการทดสอบและสอบเทียบ ISO/IEC 

17025:2017

จากปญหาตั้งตนที่สหภาพยุโรปพบไขจำนวนมาก

ถูกปนเปอนดวยสารฟโพรนิล ซึ่งเปนสารเคมีที่หามใช

ในฟารมเลี้ยงสัตวที่ใชเปนอาหาร ทำใหตองสั่งปดฟารม

เลี้ยงไกจำนวนมากเพื่อดำเนินการตรวจสอบ และตอง

ระงับการขายและเรียกคืนไขเพื่อนำไปทำลายทิ้ง เรื่อง

ดังกลาวบงช้ีวาแมกลุมประเทศพัฒนาแลวและมีความ

เขมขนของการตรวจสอบสินคาอาหารจากตางประเทศ

ที่จะนำเขามาจำหนายภายในประเทศสมาชิก แตกลับ

มีมาตรการที่หละหลวมตอการตรวจสอบภาคการผลิต

ภายในสหภาพยุโรปเอง ในสวนของประเทศไทยซึ่งเปน

ประเทศผูผลิตอาหารรายใหญของโลกและมีการสงออก

สินคาเกษตรเปนมูลคามหาศาล จำเปนตองมีหนวยงาน

ที่ดูแลดานความปลอดภัยของอาหาร ดำเนินการตรวจ

สอบสินคาที่มีวางจำหนายอยางสม่ำเสมอและตอเนื่อง

อยางเปนระบบ ภาครัฐตองใหการสนับสนุนทรัพยากร

ที่เพียงพอตอการสำรวจติดตาม ซึ่งจะเปนประโยชน

โดยตรงตอประชาชนตอการดำรงไวซึ่งสุขภาพที่ดี ลด

คาใชจายทางการแพทยและการสาธารณสุข ในสวนของ

ภาคการผลิตนอกจากจะตองมีการใหความรูดานการใช

สารเคมีอยางถูกตองในภาคเกษตรกรรมแลว ยังตอง

มีการกำกับดูแลอยางเขมงวดจากหนวยงานตนน้ำใน

ขัน้ตอนการผลติ ตรวจสอบความปลอดภยัสนิคาหนาฟารม

กอนวางจำหนาย ผลการสำรวจเบ้ืองตนของโครงการ

แสดงใหเห็นวาไขและผลิตภัณฑจากไขที่จำหนายในเขต

กรุงเทพมหานครและปริมณฑลยังคงมีความปลอดภัย 

และเพื่อเปนการรักษาระดับคุณภาพสินคาที่จำหนายใน
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ทองตลาด จำเปนตองมีการวิเคราะหสารตกคางทั้งจาก

ฟารมผูผลิตกอนนำออกจำหนาย ผูผลิตรายใหญที่มีหอง

ปฏบัิตกิารสามารถนำวธิทีีพั่ฒนาขึน้นีไ้ปใชในหองปฏบิติัการ

เพ่ือควบคุมคุณภาพสินคาของตนได และหนวยงาน

กำกับดูแลดานกฎหมายตองมีแผนการเก็บตัวอยางอยาง

สมำ่เสมอและตองไดรบัการสนับสนุนทรพัยากรจากหนวย

งานที่เกี่ยวของอยางตอเนื่องดวย

สรุป

วิธีทดสอบท่ีไดจากการพัฒนาและทดสอบความ

ใชไดของวิธีวิเคราะหมีคุณสมบัติเหมาะสม สอดคลอง

กับมาตรฐานและกฎหมายของประเทศไทย ไดแก 

ประกาศกระทรวงสาธารณสุข ฉบับที่ 387 พ.ศ. 2560 

เรื่อง อาหารที่มีสารพิษตกคาง และมาตรฐานระดับ

นานาชาติตามโครงการมาตรฐานอาหารระหวางประเทศ

(Codex Alimentarius) สามารถใชเปนวิธีการ

ทดสอบที่ใหบริการของหนวยงาน และเพื่อใชในการ

สำรวจติดตามเพ่ือประเมินสถานการณการตกคางของ

สารพิษได ผลการสำรวจสินคาไขและผลิตภัณฑจากไข

ที่ จำหนายในเขตกรุงเทพมหานครและปริมณฑล 

ไมพบสาร fipronil และเมตาโบไลตตกคางในทุก

ตัวอยาง สามารถสรางความมั่นใจแกผูบริโภคได

ระดับหนึ่ง รวมถึงการเฝาระวังความปลอดภัยจำเปน

ตองดำเนินการอยางเปนระบบและตอเน่ือง เพื่อสราง

ความเชื่อมั่นใหแกผูบริโภคและประเทศคูคา

กิตติกรรมประกาศ

งานวจิยันีไ้ดรบัทนุสนบัสนนุจากกรมวิทยาศาสตร

การแพทย ภายใตโครงการพัฒนาขีดความสามารถและ

เครือขายหองปฏิบัติการดานอาหารเพื่อความมั่นคงดาน
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Weerawut Wittayanan and Thoranit Chaimongkol 

Bureau of Quality and Safety of Food, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

ABSTRACT Fipronil is an insecticide whose degradation products are highly neurotoxic for humans. 
In Thailand, fi pronil is approved to use for plant protection but not as a veterinary drug. It was found that, 
egg contamination by fi pronil in Europe in 2017 has generated concerns in Thai consumers. Thus, an 
analytical method is required for the investigation of the fi pronil residues in commercialized egg and egg 
products in Thailand. Fipronil was extracted by a developed procedure based on EN 15662:2018 QuEChERS, 
detected by selected reaction monitoring techniques in GC-MS/MS and quantifi ed by matrix-matched calibration
curve. The validation of the method to detect fi pronil and two metabolites, fi pronil-desulfi nyl, and 
fi pronil-sulfone, in chicken and duck eggs showed that the LOD and the LOQ were 0.002 and 0.005 mg/kg,
respectively. Satisfactory recoveries were obtained in the range of 92.9–111.6% in spiked samples at 0.005, 
0.05 and 0.1 mg/kg with RSD lower than 8.6%. The relative standard uncertainty value was less than 
20% and the method working ranges were between 0.005–0.5 mg/kg which were acceptable. This method 
was sensitive, precise, reliable, and suitable for use in the laboratory. The validated method was further 
applied for the analysis of 66 egg and egg product samples collected from Bangkok Metropolitan Region 
in 2021. The result showed no detectable fi pronil residues in any samples. Overall results indicated that 
the described method would be applied for detecting the fi pronil and its metabolite residues in the future. 

Keywords:  Fipronil, Eggs, GC-MS/MS, Method development and validation
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Method Development and Validation for 
the Determination of Fipronil and Its 

Metabolite Residues in Eggs and Products
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ศิริพร เหลามานะเจริญ มาศวลัย ลิขิตธนเศรษฐ และ อังคณา กริชพิทักษเงิน
สำนักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

เวบ็ไซตและแอปพลิเคชนัการทดสอบความชำนาญ
หองปฏบิตักิารของสำนกัยาและวัตถเุสพตดิ

บทคัดยอ สํานักยาและวัตถุเสพติด เปนผูจัดการทดสอบความชํานาญหองปฏิบัติการดานยาและยาเสพติด มีวัตถุประสงค
เพื่อใชประเมินความสามารถของหองปฏิบัติการทดสอบ และเปนหลักฐานแสดงถึงความนาเชื่อถือผลการทดสอบของ
หองปฏิบัติการ การดําเนินงานในระยะแรกติดตอประสานงานกับสมาชิกผานหนังสือราชการสงทางไปรษณียและโทรสาร 
พบปญหาการสูญหายของเอกสาร การเสียคาใชจายจัดทําและจัดสงเอกสารจํานวนมาก และความยุงยากในการบริหาร
จัดการและจัดเก็บเอกสารในรูปแบบกระดาษ ในป พ.ศ. 2560 และ 2561 ไดพัฒนาการดําเนินงานโดยใชเว็บไซตและ
แอปพลิเคชันตามลําดับ จากขอมูลการดําเนินงานจัดการทดสอบระหวางป พ.ศ. 2560 ถึง 2563 พบวาคาใชจายในการจัด
ทําเอกสารและคาขนสง ปริมาณการใชกระดาษและระยะเวลาที่ใชในการจัดการเอกสาร เปรียบเทียบระหวางการใชและไม
ใชเว็บไซตในการดําเนินงาน มีความแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญทางสถิติโดยใช paired sample t-test (p < 0.05) เม่ือ
เปรียบเทียบความพึงพอใจของสมาชิกตอเว็บไซตในแตละป (พ.ศ. 2560-2563) พบวาไมแตกตางกัน สมาชิกมีความ
พึงพอใจมากที่สุด เร่ืองการมีระบบความปลอดภัยโดยการใชรหัสผาน เว็บไซตและแอปพลิเคชันการทดสอบความชํานาญ
หองปฏิบัติการสํานักยาและวัตถุเสพติด ชวยใหการดําเนินงานมีความสะดวก รวดเร็ว และลดคาใชจายในการดําเนินงาน 
นอกจากนี้ชวยสงเสริมการดําเนินงานที่เปนมิตรตอสิ่งแวดลอม และมีความปลอดภัยในสถานการณการแพรระบาดของ
โรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 ดวยการลดการสัมผัส สามารถสรางภาพลักษณที่ดีในการดําเนินงานและมีความทันสมัย
ดวยการใชเทคโนโลยีสารสนเทศสอดคลองกับนโยบายไทยแลนด 4.0

คําสําคัญ : การทดสอบความชํานาญ, เว็บไซต, แอปพลิเคชัน, สํานักยาและวัตถุเสพติด
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บทนํา

ในอดีต ประเทศไทยไมมีหนวยงานท่ีใหบริการ

ทดสอบความชำนาญดานยาและยาเสพติด หองปฏิบัติ

การจึงตองเขารวมกิจกรรมจากตางประเทศที่มีคาใชจายสูง

และเปนอุปสรรคสำหรับหองปฏิบัติการจากภาครัฐหรือ

หนวยงานขนาดเล็กที่ตองการประเมินความสามารถและ

เพื่อประกันคุณภาพหองปฏิบัติการ สำนักยาและวัตถุ

เสพติดมีภารกิจตามกฎหมาย คือ เปนหองปฏิบัติการ

อางอิงระดับชาติ มีหนาที่สงเสริมและสนับสนุนกิจกรรม

เพือ่พฒันาศกัยภาพหองปฏบิตักิารตรวจวิเคราะหยา หอง

ปฏิบัติการตรวจสารเสพติดในปสสาวะและสถานตรวจ

พสิจูนยาเสพตดิภายในประเทศ  เหน็ถงึความสำคญัเรือ่ง

น้ี จึงริเริ่มเปนผูจัดบริการทดสอบความชำนาญในแผน

งานดานยาและยาเสพตดิตัง้แตป พ.ศ. 2546 สาเหตทุีก่าร

ทดสอบความชำนาญมีความสำคัญ เน่ืองจากหองปฏิบัติ

การที่จัดทำระบบคุณภาพหองปฏิบัติการตามมาตรฐาน 

ISO/IEC 17025:2017 และตองขอรับการรับรองความ

สามารถหองปฏิบัติการ ตองเขารวมการทดสอบความ

ชำนาญ (Proficiency testing: PT)(1) เพื่อเปนการ

ประเมินความสามารถของหองปฏิบัติการทดสอบ และ

เปนหลักฐานแสดงถึงความนาเชื่อถืออยางเปนรูปธรรม 

สามารถสะทอนไดวาหองปฏิบัติการนั้นมีการพัฒนา 

ปรับปรุงการปฏิบัติงานตางๆ อยางตอเนื่อง 

ปจจุบันมีสมาชิกทั้งภายในและภายนอกประเทศ

ทั้งภาครัฐและเอกชนจำนวนประมาณ 1,300 แหง เปด

ใหบริการทดสอบความชำนาญ จำนวน 4 แผนงาน คือ 

ดานยา ดานสารเสพติดในปสสาวะ ดานยาเสพติดให

โทษในของกลาง และดานวัตถุออกฤทธิ์ในของกลาง โดย

ดานยามีหนวยงานในประเทศภูมิภาคอาเซียนเขารวม

กิจกรรมดวย ในแตละปเปดใหบริการทดสอบความ

ชำนาญ 6-10 โปรแกรม ซ่ึงไดรับการรับรองอยาง

ตอเนือ่งและขยายขอบขายการรบัรองการเปนผูจัดบรกิาร

ทดสอบความชำนาญตามมาตรฐานสากล ISO/IEC 

17043:2010(2) เมื่อมีการทบทวนระบบบริหารคุณภาพ 

(management review) พบวางานดานระบบคุณภาพ

มกีารพัฒนาอยางตอเน่ือง และงานดานบรกิารยงัมีโอกาส

พัฒนาได การบริหารจัดการงานบริการทดสอบความ

ชำนาญ มีกระบวนการท่ีตองสื่อสารเพื่อใหขอมูลกับ

สมาชิก โดยสามารถดำเนินการผานสื่อตางๆ ท่ีมีความ

เหมาะสม เชน การสื่อสารในรูปแบบอิเล็กทรอนิกส(3) 

จากการที่สำนักยาและวัตถุเสพติดเปนสมาชิกกับ

ผูใหบริการทดสอบความชำนาญมาอยางตอเนื่อง ซ่ึง

เปนหนวยงานจากตางประเทศ เชน European 

Directorate for the Quality of Medicines &

Health Care (EDQM)(4) และ United Nation Office

on Drugs and Crime (UNODC)(5) พบวามีการใช

เทคโนโลยีสารสนเทศในการสื่อสารกับสมาชิกและการ

เขาถึงขอมูลผานระบบเว็บไซต (website) ในขั้นตอน

การประชาสัมพันธโปรแกรมการทดสอบ สงผลการ

ทดสอบ และการดาวนโหลด (download) รายงานผลการ

ทดสอบ ในป พ.ศ. 2559 เริม่พฒันาระบบบรกิารทดสอบ

ความชำนาญของสำนกัยาและวตัถเุสพตดิ จากการดำเนนิ

งานและสื่อสารกับสมาชิกในรูปแบบกระดาษเอกสาร

ผานทางขนสงไปรษณียและทางโทรสาร เปลี่ยนเปน

รูปแบบเว็บไซตเต็มรูปแบบ ตั้งแตการรับสมัครจนถึง

ดาวนโหลดใบประกาศนยีบตัร เพือ่ใชงานกับคอมพวิเตอร

แบบตั้งโตะและโนตบุกคอมพิวเตอร (notebook 

computer) รวมถงึพฒันาแอปพลเิคชัน (application) 

ควบคูกันไป สามารถใชงานบนโทรศัพทเคลื่อนที่แบบ

สมารตโฟน (smart phone) และแทบ็เลต็ (tablet) โดย

เปดใชเว็บไซตและแอปพลิเคชันอยางเปนทางการในป

พ.ศ. 2560 และ 2561 ตามลำดับ และมีการปรับปรุง

พัฒนาอยางตอเนื่องทุกป (พ.ศ. 2560-2563) เพ่ือ

เปนการเขาถึงผูรับบริการและสามารถเลือกใชงานตาม

ความสะดวก โดยขอมูลสามารถเชื่อมโยงและจัดเก็บท่ี

เดยีวกนั ซึง่ปจจบุนัควรมรีปูแบบการใหบรกิารทีส่นบัสนนุ

ผูใชงานใหสามารถทำงานไดทุกที่ทุกเวลา เปนการตอบ

สนองความตองการและสรางความพงึพอใจใหผูรบับรกิาร

ตามนโยบายไทยแลนด 4.0  

วัสดุและวิธีการ

การจัดทำเว็บไซตและแอปพลิเคชันเพื่อเปน

ตวักลางในการสือ่สารและดำเนนิงานบรกิารทดสอบความ

ชำนาญของสำนักยาและวัตถุเสพติด กลุมผูใชงานหลัก 

คือ สมาชิกหองปฏิบัติการทดสอบความชำนาญ ซึ่งเปน
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กลุมเฉพาะของแตละแผนงาน รปูแบบการเขาถงึกระบวน

งานทดสอบความชำนาญ เปนการแยกชองทางการเขาถึง

โดยเลือกผานเมนู และกำหนดสีที่แตกตางกันในแตละ

แผนงาน นอกจากนี้มีเมนูหรือพื้นที่ประชาสัมพันธและ 

แจง ขาวสารสมาชิกทราบ โดยมีองคประกอบของเนื้อหา

และคุณลักษณะเปนไปตามมาตรฐานเว็บไซตภาครัฐ 

(Government Website Standard)(6, 7) มีระบบ

การดำเนินงานจัดบริการทดสอบความชำนาญที่สามารถ

ติดตอสื่อสารและแจงสมาชิกทราบรายละเอียดในแตละ

ขั้นตอ เชน การรับสมัครเขารวมทดสอบ การสงตัวอยาง

ทดสอบ การสงผลทดสอบ การสงรายงานผลการทดสอบ

และการรกัษาความลับของสมาชกิใหเปนไปตามมาตรฐาน

สากล ISO/IEC 17043:2010(2)

การออกแบบและพัฒนาเว็บไซตและแอปพลเิคชนั

ดำเนินการโดยรวบรวมขอมูลตางๆ จากขั้นตอนแรก

ประเมินและวางระบบ เพื่อใหไดโครงสรางขอมูล นำไป

สรางแผนผังเว็บไซตและแอปพลิเคชัน รูปแบบของเมนู 

ระบบการเขาถึงขอมูลสวนบุคคล ขั้นตอนการดำเนินงาน

แบบฟอรมอิเล็กทรอนิกส การจัดรูปแบบและองค

ประกอบของภาพและกราฟฟกที่เหมาะสม ระบบจัดการ

เว็บไซตหรือระบบหลังบาน (back-office) ที่ใชบริหาร

จัดการขอมูล และระบบการตั้งสิทธิการเขาถึงเพื่อบริหาร

จัดการระบบหลังบาน โดยมอบหมายงานใหผูรับจาง

ดำเนินการจัดทำเว็บไซตและแอปพลิเคชันตามระบบที่

วางไว ดำเนินการตรวจสอบ แกไข และทดลองระบบ

เพื่อใหมั่นใจวาสามารถใชงานได 

ก า รประชาสั มพันธ เ ผยแพร เ ว็ บ ไซต และ

แอปพลิเคชันและเปดการใชงานในการประชุมสัมมนา

สมาชิกประจำป โดยประชาสัมพันธใหสมาชิกทราบผาน

ทางหนังสือราชการและไปรษณียอิเล็กทรอนิกส

การสำรวจความพึงพอใจการใหบริการทดสอบ

ความชำนาญ ดำ เนินการผ านทาง เว็บไซตและ

แอปพลิเคชันเปนประจำทุกป จากหองปฏิบัติการตรวจ

วิเคราะหที่สมัครเปนสมาชิกเขาใชงานเว็บไซตและ

แอปพลิเคชัน และเขารวมการทดสอบความชำนาญ 

โดยสำรวจความพึงพอใจทั้งความเหมาะสมของรูปแบบ

และความสะดวกในการใชงาน ประเมินผลโดยใชสถิติ

ไคสแควร (χ2-test) พิจารณาความแตกตางทางสถิติที่

ระดับ p < 0.05

การประเมินความคุมคาของการใชเว็บไซตและ

แอปพลิเคชัน ดำเนินการโดยการรวมขอมูลการทดสอบ

ความชำนาญระหวางป พ.ศ. 2560-2563 ในดานคาใชจาย

ในการจัดทำเอกสารและการขนสงทางไปรษณีย ,

ปริมาณการใชกระดาษ และระยะเวลาที่ใชในการจัดการ

เอกสารสำหรับจัดสงไปรษณีย โดยเปรียบเทียบระหวาง

การดำเนนิงานแบบใชและไมใชเวบ็ไซต ประเมนิความคุม

คาของการใช เว็บไซตและแอปพลิ เคชัน คำนวณ

คาเฉลี่ยตอปของคาจัดทำเอกสารและคาขนสงไปรษณีย

ปริมาณการใชกระดาษ และระยะเวลาที่ใชในการจัดการ

เอกสารสำหรับสงไปรษณีย โดยใชสถิติ paired sample 

t-test พิจารณาความแตกตางทางสถิติที่ระดับ p < 0.05

การบำรุงรักษา ปรับปรุง และพัฒนา ดำเนินการ

โดยมีการรวบรวมปญหาที่พบในปที่ผานมา ทั้งในสวน

ของเนื้อหา โครงสรางและการออกแบบ เพื่อปรับปรุง

ความสะดวกในการใชงานและผูใชงานมคีวามรูสกึถงึการ

เปลี่ยนแปลงที่ทันสมัยอยูเสมอ ทบทวนและปรับเปลี่ยน

ระบบการสำรองขอมลู (backup data) ทีเ่หมาะสม รวม

ทัง้ความถีใ่นการสำรอง และปรบัปรงุขอมลูใหเปนปจจบุนั 

ผล

เว็บไซตและแอปพลิเคชันใชในการสื่อสารและ
ดำเนนิงานบรกิารจดัการทดสอบความชำนาญ โดยมกีลุม
ผูใชงานเปนหองปฏบิตักิารตรวจวเิคราะหของ 4 แผนงาน
คือ ดานยา ดานสารเสพติดในปสสาวะ ดานยาเสพติด
ใหโทษในของกลาง และดานวัตถุออกฤทธิ์ในของกลาง 
โดยมีชองทางการเขาถึงผานเมนูและกำหนดสีที่แตกตาง
กันในแตละแผนงาน คือ ดานยาเปนสีเขียว ดานปสสาวะ
เปนสีเหลอืง  ดานยาเสพตดิใหโทษในของกลางเปนสแีดง
และดานวัตถุออกฤทธิ์ในของกลางเปนสีน้ำเงิน มีการ
ปองกันรักษาความลับโดยใชรหัสผาน (password) 
กอนเขาสูระบบ นอกจากนีม้พีืน้ทีป่ระชาสมัพนัธและแจง
ขาวสารใหสมาชิกทราบ

การแสดงผลเปน 2 ภาษา คือ ภาษาไทยและภาษา

อังกฤษ ในลักษณะรูปแบบขอความภาษาอังกฤษกำกับ

ดวยภาษาไทย โดยชื่อเมนูใชเครื่องหมายทับ (/) ค่ัน

ระหวางภาษา สวนลางของเว็บไซตทุกๆ หนาแสดงขอมูล 

ไดแก ชือ่หนวยงานและทีอ่ยู หมายเลขโทรศพัทหมายเลข

โทรสาร คำสงวนลิขสิทธิ์ (copyright) และหนาแรกของ
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เว็บไซต (Home) ดังแสดงในภาพที่ 1 ประกอบดวย

i) ชองทางสมัครสมาชิกเว็บไซต (PT register)

ii) ชองทางเขาสูระบบเว็บไซต (PT login)

iii) เมนูหลัก 6 เมนู ไดแก Home, About us, 

 PT scheme, News&KM, Q&A และ 

 Contact us

iv) ทางลัดเขาสูเมนูแผนการทดสอบ

v) ทางลัดเขาสูเมนูเกี่ยวกับหนวยงาน 

 (About us)

vi) ชองทางเขาสูการสมัครเขารวมประชุม

 สัมมนาสมาชิก

vii) พื้นที่ประชาสัมพันธขอมูลและขาวสาร

viii) เว็บลิงก (web link)

ix) ชองทางการสมัครรับจดหมายขาว

 (E-Newsletter)

x) ผังเว็บไซต (Site map)

ภาพที่ 1 เว็บไซตการทดสอบความชำนาญหองปฏิบัติการ สำนักยาและวัตถุเสพติด
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x
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เว็บไซตจดชือ่โดเมน (Domain name) ในหมวด 

go.th และตั้งชื่อโดเมน  https://bdn.go.th/pt ที่สื่อ

ความหมายชื่อของหนวยงาน โดยใชอักษรยอชื่อภาษา

อังกฤษของสำนักยาและวัตถุเสพติด (Bureau of Drug 

and Narcotic: BDN) และงานบริการทดสอบความ

ชำนาญ (Proficiency Testing: PT) ซึ่งเปนคำเฉพาะ

ที่เขาใจและคุนเคยสำหรับกลุมผูใชงานงายตอการจดจำ

เมน ู“About us/เกีย่วกบัเรา” มีเมนูยอยประกอบ

ดวย Our history/ประวตัขิองเรา แสดงขอมูลความเปน

มาจุดเริ่มตนของการจัดงานบริการทดสอบความชำนาญ

ของสำนักยาและวัตถุเสพติด, Quality standards/

มาตรฐานคุณภาพ แสดงขอมูลมาตรฐานคุณภาพที่ใชใน

การดำเนินงานบริการทดสอบความชำนาญของสำนักยา

และวัตถุเสพติด และการไดรับการรับรองตามมาตรฐาน 

ISO/IEC 17043:2010, Our team/คณะทำงาน 

แนะนำผูดำเนินงานบริการทดสอบความชำนาญ

เมนู “News & KM/ขาวสารและความรู” มีเมนู

ยอยประกอบดวย News/ขาวสาร แสดงขอมูลขาวสาร

ประชาสัมพันธท่ัวไป กิจกรรมของหนวยงาน และแจง

ชองทางการรองเรยีนและอทุธรณ โดยสามารถกำหนดให

แสดงที่หนาแรกของเว็บไซตได เพื่อใหเขาถึงไดงาย KM 

/คลังความรู แสดงบทความทั่วไปทางวิชาการ

เมน ู“Q&A/ถาม-ตอบ” แสดงคำถามและคำตอบ

ที่มีผูนิยมสอบถาม โดยทำในรูปแบบซอนคำตอบและ

แสดงคำตอบเมื่อคลิกที่คำถามนั้น

เมนู “Contact us/ติดตอเรา” แสดงชองทางที่

ผูใชบรกิารสามารถสงขอความสอบถามหรอืขอสงสัยมายงั

ผูจัดงานบริการทดสอบความชำนาญ สำนักยาและวัตถุ

เสพตดิ และไดรบัคำตอบผานทางไปรษณยีอเิล็กทรอนกิส 

และแสดงขอมูลที่อยู ชองทางติดตอผูจัดงานบริการ

ทดสอบความชำนาญผานทางโทรศัพท โทรสาร และ

ไปรษณยีอเิลก็ทรอนิกส นอกจากน้ีแสดงตำแหนงทีต่ัง้ของ

สำนักยาและวตัถเุสพตดิในรปูแบบแผนท่ีภาพและแผนที่

อิเล็กทรอนิกสผาน Google Map

เวบ็ลิงกเชือ่มตอหนวยงานท่ีเกีย่วของและเวบ็ไซต

อื่นที่เกี่ยวของกับการทดสอบความชำนาญ เชน เว็บไซต

แผนการทดสอบความชำนาญกรมวิทยาศาสตรการแพทย

เว็บไซตกระทรวงสาธารณสุข เว็บไซตสำนักงานคณะ

กรรมการอาหารและยา  เวบ็ไซตสำนกังานพสิจูนหลกัฐาน

ตำรวจ เว็บไซตสถาบันนิติวิทยาศาสตร เว็บไซตกรม

ราชทัณฑ เว็บไซตกรมคุมประพฤติ เว็บไซตสถาบัน

นิติเวชวิทยา โรงพยาบาลตำรวจ เว็บไซตสำนักงาน

วาดวยยาเสพติดและอาชญากรรมแหงสหประชาชาติ

เว็บไซตสำนักงานคณะกรรมการปองกันและปราบปราม

ยาเสพติด และเว็บไซตกรมวิทยาศาสตรบริการ

ผังเวบ็ไซตเปนสวนทีแ่สดงแผนผังเวบ็ไซตทัง้หมด 

เพื่ออธิบายโครงสรางทั้งหมดของเว็บไซต จัดทำใหผูใช

บริการสามารถเขาถึงขอมูลที่ตองการไดรวดเร็วยิ่งขึ้น

การรบัฟงความคดิเหน็ ขอเสนอแนะตองานบรกิาร

ทดสอบความชำนาญ และการใชบริการผานเว็บไซต รวม

ถึงความตองการจากผูใชบริการ ทำในรูปแบบสำรวจ

ออนไลน (online survey) และประชาสัมพันธการ

สำรวจในเมนู News & KM/ขาวสารและความรู เชน

แบบสำรวจความพึงพอใจ 

ระบบการใหบริการ ออกแบบใหมีการลงทะเบียน

แบบออนไลน (register online) เพือ่สมคัรเปนสมาชกิ

กอนการใชงานเวบ็ไซต โดยการกรอกขอมลูในแบบฟอรม

อิเล็กทรอนิกส ขอมูลที่จำเปนของสมาชิกสำหรับการ

ลงทะเบียน เชน ชื่อหนวยงาน ประเภทของหนวยงาน

ทีอ่ยู ชือ่ผูประสานงาน และไปรษณยีอเิลก็ทรอนกิส เพือ่ใช

ในการตดิตอประสานงาน มีการใช CAPTCHA (Com-

pletely Automated Public Turing test to tell 

Computers and Humans Apart) ซึ่งเปนการรักษา

ความปลอดภยัในการสมคัรใชบรกิารเวบ็ไซต และการลง

ทะเบยีนตองมกีารยอมรบัในประกาศนโยบายรกัษาขอมูล

สวนบุคคลกอน เมื่อมีการลงทะเบียนแลวจะมีการตรวจ

สอบขอมูลสมาชิก เพื่อพิจารณาอนุมัติการเปนสมาชิก 

ระบบการสมัครสมาชิก ออกแบบใหผูสมัครสามารถ

กำหนดไปรษณยีอเิลก็ทรอนกิสและรหสัผานสำหรบัใชเขา

สูระบบ รวมทั้งสามารถแกไขเปลี่ยนแปลงไดดวยตัวเอง

เมือ่เขาใชงานเวบ็ไซตระบบจะตรวจสอบและยนืยนัตวัตน

ผูใชงานดวยไปรษณียอิเล็กทรอนิกสและรหัสผาน มี

การแจงเตือนกรณีที่กรอกไปรษณียอิเล็กทรอนิกสหรือ

รหัสผานไมถูกตอง กรณีที่ผูใชลืมรหัสผาน ระบบจะสง

รหัสผานใหทางไปรษณียอิเล็กทรอนิกสที่ไดลงทะเบียน

ไว กระบวนการทดสอบความชำนาญมสีวนของงานบรกิาร
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ทีต่องสือ่สาร ตดิตอรบั-สงขอมลูกบัสมาชกิทุกข้ันตอนจน

กระทัง่ดำเนนิการแลวเสรจ็ และเปนกระบวนการท่ีเกิดขึน้

เหมอืนกันในทกุแผนงาน โดยข้ันตอนตางๆ ในงานบรกิาร

ทดสอบความชำนาญ ดังแสดงในภาพที่ 2

ภาพที่ 2  ขั้นตอนการใหบริการทดสอบความชำนาญทางหองปฏิบัติการ สำนักยาและวัตถุเสพติด

ขั้นตอนดังกลาวออกแบบใหมีลักษณะเปนผัง

ขัน้ตอนการใหบริการ (tracking bar) และกำหนดสขีอง 

tracking bar และหนาเว็บไซตของแตละแผนงานแตก

ตางกนั สมาชกิสามารถตดิตามสถานะปจจบุนัของแผนการ

ทดสอบที่สมัครได เม่ือดำเนินการในแตละข้ันตอน

จะมีไปรษณียอิเล็กทรอนิกสตอบกลับอัตโนมัติ (auto 

reply E-mail) แจงยืนยันดำเนินการ แผนผังขั้นตอน

การใหบรกิาร (tracking bar) มีกจิกรรมรวม 8 ขัน้ตอน

ดังแสดงในภาพที่ 3 (ยกเวนแผนดานสารเสพติด

ในปสสาวะ ดานยาเสพติดใหโทษในของกลาง และ

ดานวัตถุออกฤทธิ์ในของกลาง มี 7 ขั้นตอนเนื่องจาก

ไมมีขั้นตอนการชำระเงิน) ไดแก Register/สมัครการ

ทดสอบ, Payment/ชำระเงนิ, Lab Code/รหสัสมาชกิ, 

Sample Acknowledgement/ตอบรับตัวอยาง, Re-

sult Report/สงผลการทดสอบ, Interim Report/

ตอบรับรายงานฉบับราง, Final Report/รายงานฉบับ

สมบูรณ และ Certificate/ใบประกาศนียบัตร

ภาพที่ 3 Tracking bar ของแผนการทดสอบความชำนาญดานยา (สีเขียว) ดานสารเสพติดในปสสาวะ (สีเหลือง) 

 ดานยาเสพติดใหโทษในของกลาง (สีแดง) และดานวัตถุออกฤทธิ์ในของกลาง (สีน้ำเงิน) 

Register

สมัครการทดสอบ

Register

สมัครการทดสอบ

Register

สมัครการทดสอบ

Register

สมัครการทดสอบ

Payment

ชำระเงิน

Lab Code

รหัสสมาชิก

Lab Code

รหัสสมาชิก

Lab Code

รหัสสมาชิก

Lab Code

รหัสสมาชิก

Result Report

สงผลการทดสอบ

Result Report

สงผลการทดสอบ

Result Report

สงผลการทดสอบ

Result Report

สงผลการทดสอบ

Interlm Report

ตอบรับรายงานฉบับราง

Interlm Report

ตอบรับรายงานฉบับราง

Interlm Report

ตอบรับรายงานฉบับราง

Interlm Report

ตอบรับรายงานฉบับราง

Final Report

รายงานฉบับสมบูรณ

Final Report

รายงานฉบับสมบูรณ

Final Report

รายงานฉบับสมบูรณ

Final Report

รายงานฉบับสมบูรณ

Certificate

ใบประกาศนียบัตร

Certificate

ใบประกาศนียบัตร

Certificate

ใบประกาศนียบัตร

Certificate

ใบประกาศนียบัตร

Sample
Acknowledgement

ตอบรับตัวอยาง

Sample
Acknowledgement

ตอบรับตัวอยาง

Sample
Acknowledgement

ตอบรับตัวอยาง

Sample
Acknowledgement

ตอบรับตัวอยาง
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ขั้นตอนการใหบริการ 8 ขั้นตอน ดังตอไปดังนี้ 

1. Register/สมัครการทดสอบ สมาชิกเลือก

โปรแกรมที่ตองการสมัครจากรายการที่เปดใหบริการ

และศึกษาขอมูลรายละเอียดของแตละโปรแกรมไดจาก

คูมือการทดสอบ (PT Protocol) โดยกดปุม Protocol 

Download เม่ือเลือกสมัครโปรแกรมแลวระบบจะบนัทกึ

เปนกจิกรรมแรกตามผังข้ันตอนการใหบรกิาร (tracking 

bar) 

2. Payment/ชำระเงิน สมาชิกแนบไฟลหลัก

ฐานการชำระเงินไดทั้งในรูปแบบ PDF และ JPEG จาก

นัน้ผูจดับริการทดสอบความชำนาญ ตรวจสอบและยนืยนั

ความถูกตองในขั้นตอนการชำระเงิน 

3. Lab Code/รหัสสมาชิก ผูจัดบริการทดสอบ

ความชำนาญออกรหัสสมาชิกกอนจัดสงตัวอยางทดสอบ 

เพ่ือใหสมาชิกใชรหัสนี้อางอิงในการตรวจสอบผลการ

ประเมิน โดยเปนรหัสเฉพาะของสมาชิกแตละรายและ

ออกรหัสใหมในแตละโปรแกรมการทดสอบที่สมาชิก

สมัคร

4. Sample Acknowledgement/ตอบรับ

ตวัอยาง เมือ่จดัสงตวัอยางทดสอบใหสมาชกิแลว สมาชิก

ตรวจสอบสภาพตัวอยางและตอบรับตัวอยางทดสอบ

โดยกรอกรายละเอียดของตัวอยาง วันท่ีไดรับตัวอยาง 

สภาพตวัอยางทีไ่ดรบัในแบบฟอรมตอบรบัตวัอยาง กรณี

ตัวอยางที่ไดรับมีสภาพไมปกติสามารถระบุรายละเอียด

สภาพตัวอยางและแนบไฟลรูปภาพประกอบได เพื่อให

ผูจัดบริการทดสอบความชำนาญพิจารณาการจัดสง

ตัวอยางใหมใหสมาชิก 

5. Result Report/สงผลการทดสอบ เมื่อ

ทดสอบตัวอยางแลว สมาชิกสงผลการทดสอบโดยกรอก

รายละเอียดในแบบฟอรมอิเล็กทรอนิกส ซ่ึงมีรูปแบบ

เฉพาะสำหรบัแตละโปรแกรม ขึน้อยูกบัชนดิและลกัษณะ

ของขอมูล เชน ขอมูลตัวเลขและสัญลักษณพิเศษ

ขอมูลตัวหนังสือ กรอกรายละเอียดหรือเลือกคำตอบ

อยางใดอยางหน่ึง โดยขอมูลท่ีบังคับกรอกจะแสดง

เครื่องหมายดอกจัน (*) สีแดงกำกับ ซึ่งเปนขอมูล

ที่ใชสำหรับการประเมินผล 

6. Interim Report/ตอบรับรายงานฉบับราง

เมื่อผูจัดบริการทดสอบความชำนาญจัดทำรายงานฉบับ

รางเสร็จ นำขึ้นแสดงบนเว็บไซต เพื่อใหสมาชิกสามารถ

เรียกดูและบันทึกในรูปแบบไฟล PDF รวมทั้งแจง

การแกไขหรือขอเสนอแนะตอรายงานฉบับราง

7. Final Report/รายงานฉบับสมบูรณ เมื่อ

ผูจัดบริการทดสอบความชำนาญจัดทำรายงานฉบับ

สมบูรณเสร็จ นำข้ึนแสดงบนเว็บไซต เพื่อใหสมาชิก

สามารถเรียกดูและบันทึกในรูปแบบไฟล PDF รวมท้ัง

ตอบรับรายงานฉบับสมบูรณ 

8. Certificate/ใบประกาศนียบัตร สมาชิก

ที่สงผลการทดสอบและไดรับการประเมินจะไดรับใบ

ประกาศนียบัตร เพื่อแสดงถึงการเขารวมการทดสอบ

ความชำนาญกับสำนักยาและวัตถุเสพติด สามารถ

เรียกดูและบันทึกในรูปแบบไฟล PDF ได โดยใบ

ประกาศนียบัตรมีทั้งฉบับภาษาไทยและภาษาอังกฤษ

การใหบริการ 8 ขั้นตอนดังกลาว เมื่อสมาชิก

ดำเนินการเสร็จในแตละข้ันตอน จะมีระบบสงไปรษณีย

อิเล็กทรอนิกสตอบกลับอัตโนมัติแจงเพื่อใหสมาชิก

ทราบและยืนยันการดำเนินการ การนำขอมูลแสดงบน

เว็บไซตและการรับขอมูลจากผูใชงานเว็บไซต มีระบบ

จัดการเว็บไซตหรือระบบหลังบาน (back-office) เพื่อ

บริหารจัดการ เก็บรวบรวมขอมูลและสงออก (export) 

ขอมูลนำมาประมวลผลผาน https://bdn.go.th/pt/

weadmin/index.php โดยกำหนดผูที่สามารถเขา

ใชงานระบบหลังบาน รวมถึงการกำหนดสิทธิในการ

เขาถึงขอมูลเพื่อรักษาความปลอดภัย ซึ่งการกำหนด

สิทธินี้เปนไปตามหนาที่ของผูปฏิบัติงาน ที่เก่ียวของกับ

ระบบคุณภาพผูจัดโปรแกรมการทดสอบความชำนาญ 

ไดแก Administrator คือ ผูจัดการคุณภาพหรือรอง

ผูจัดการคุณภาพ ISO/IEC 17043 มีหนาที่ดูแลระบบ

และบริหารจัดการเว็บไซตการทดสอบความชำนาญ

หองปฏบัิตกิารสำนกัยาและวตัถุเสพติด สามารถนำเขา ลบ

และสงออกขอมูลได Webmaster คือ ผูประสาน

แผนการทดสอบความชำนาญ (coordinator) หรือ

ผูที่ไดรับมอบหมาย มีหนาที่บริหารจัดการนำเขา ลบ

และสงออกขอมลูบนเวบ็ไซตเฉพาะในสวนทีเ่กีย่วของกบั

แผนการทดสอบที่รับผิดชอบ และ Assistant คือ ผูรวม

ดำเนินแผนการทดสอบความชำนาญ มีหนาที่เปนผูชวย 

webmaster สามารถเห็นและสงออกขอมูลบนเว็บไซต

เฉพาะในสวนทีเ่กีย่วของกบัแผนการทดสอบทีร่บัผดิชอบ



Proficiency Testing Website and Application     Siriphorn Laomanacharoen et al.

74 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2565

สำนักยาและวัตถุเสพติด ไดพัฒนาแอปพลิเคชัน

การทดสอบความชำนาญ ใหสามารถใชไดกับระบบ

ปฏิบัติการ iOS และ Android ซึ่งสามารถดาวนโหลด

ผานรหัสคิวอาร  (QR code) รูปภาพท่ีใชแทน

แอปพลิเคชันหรือไอคอน (icon) ออกแบบโดยใชสี

โทนเดียวกับเว็บไซต คือ สีเขียวและเหลือง มีตัวอักษร 

PT BDN สื่อความหมายชื่อภาษาอังกฤษของสำนักยา

และวัตถุเสพติด และงานบริการทดสอบความชำนาญ

มีภาพกราฟกที่สื่อถึงแผนภูมิแทงของ Z-Score สำหรับ

ใชประเมินผลการทดสอบความชำนาญ ดังแสดงในภาพ

ที ่4 ก) รปูแบบการใชงานและเมนแูอปพลเิคชันมีลกัษณะ

เดียวกับเว็บไซต สมาชิกสามารถเขาสูขั้นตอนการดำเนิน

งานผานแอปพลเิคชนัไดเชนเดยีวกนักบัผานเวบ็ไซต โดย

แอปพลิเคชันมีระบบการใชงานที่มากกวาเว็บไซต คือ 

การแจงเตือน (notification) สามารถสงขอความสั้นๆ

สำหรับแจงเตือนสมาชิกในเรื่องตางๆ ที่เก่ียวกับการ

ดำเนินงานทดสอบความชำนาญ โดยแสดงบนหนาจอ

ของโทรศัพทเคลื่อนที่แบบสมารตโฟนหรือแท็บเล็ต

ดังแสดงในภาพที่ 4 ข)

ภาพที่ 4  ก) แอปพลิเคชันการทดสอบความชำนาญ สำนักยาและวัตถุเสพติด และ ข) ตัวอยาง

             ขอความแจงเตือนแสดงบนหนาจอของโทรศัพทเคลื่อนที่แบบสมารตโฟน

ก) ข)

เมื่อเว็บไซตมีความพรอมเปดใชงาน จึงเริ่ม

ประชาสัมพันธและแนะนำการใชงานในการประชุม

สัมมนาสมาชิกแผนการทดสอบความชำนาญประจำ

ปงบประมาณ พ.ศ. 2560 ของแตละแผนงานในชวง

พฤศจิกายน พ.ศ. 2559 ถึง กุมภาพันธ พ.ศ. 2560 

สวนแอปพลิเคชันเปดใชงาน โดยเริ่มประชาสัมพันธและ

แนะนำการใชงานในการประชุมสัมมนาสมาชิกแผนการ

ทดสอบความชำนาญประจำปงบประมาณ พ.ศ. 2561 ของ

แตละแผนงานเมือ่วันที ่19-20 ธนัวาคม พ.ศ. 2560 และ

ประชาสัมพันธใหสมาชิกทราบผานทางหนังสือราชการ

และไปรษณียอิเล็กทรอนิกส

ตัง้แตเริม่เปดการใชงานถงึป พ.ศ. 2563 มีจำนวน

หองปฏิบัติการสมัครเปนสมาชิกเขาใชเว็บไซตประมาณ 

1,300 ราย และแอปพลิเคชันประมาณ 370 ราย มีการ

สำรวจความพึงพอใจการใหบริการทดสอบความชำนาญ

ผานทางเว็บไซตและแอปพลิเคชันเปนประจำทุกป โดย

มีสมาชิกที่สมัครเขารวมการทดสอบความชำนาญเฉลี่ย

ปละ 878 ราย ตอบแบบสอบถามความพึงพอใจเฉลี่ย

ปละ 235 ราย อัตราการตอบกลับแบบสอบถามเฉลี่ย

รอยละ 27 รูปแบบของแบบสอบถามเปนการเลือก

ระดับความพึงพอใจ 5 ระดับ ป พ.ศ. 2560 ซึ่งเปดใช

เว็บไซตเปนครั้งแรก สำรวจความพึงพอใจในประเด็น

รปูแบบของเวบ็ไซต เพือ่นำผลสำรวจมาพจิารณาปรบัปรงุ 

โดยเปนการสำรวจรูปแบบดานความเหมาะสมของ

การออกแบบ ความถูกตองของขอมูลและเนื้อหา การเขา

ถึงเว็บไซตและระบบรักษาความปลอดภัย ความเหมาะสม
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ของเมนูคำสั่ง และความสะดวกในการใชงานแตละลำดับ

ขัน้ตอน พบวาคะแนนความพงึพอใจรปูแบบของเวบ็ไซต

ในแตละดานคิดเปนรอยละ 87.5, 86.8, 86.9, 84.7 

และ 85.4 ตามลำดับ ในป พ.ศ. 2560-2563 พบวาเมื่อ

สำรวจความพึงพอใจของสมาชิกตอเว็บไซตในประเด็น

การมีขอมูลและเนื้อหาที่เขาใจงาย ครบถวน และทันสมัย 

ดังแสดงในตารางที่ 1 เมื่อเปรียบเทียบความพึงพอใจ

เว็บไซตในแตละป โดยใชสถิติไคสแควร (χ2-test) พบ

วา χ2 มีคาเทากับ 20.181, degree of freedom เทากับ 

12 ดังนั้นในแตละป (พ.ศ. 2560-2563) สมาชิกมีความ

พึงพอใจตอเว็บไซตไมแตกตางกัน (p > 0.05)

ป พ.ศ.
ผลความพึงพอใจเว็บไซต

รวม
คะแนน
รอยละพอใจมาก พอใจ ปานกลาง ไมพอใจ ไมพอใจมาก

2560 66 73 8 0 1 148 87.4

2561 155 142 41 3 2 343 86.0

2562 98 90 11 1 0 200 88.5

2563 115 122 12 2 0 251 87.9

ผลการสำรวจความพึงพอใจในภาพรวมของการให

บริการทดสอบความชำนาญ ผานทางเว็บไซตและ

แอปพลิเคชัน ประจำปงบประมาณ พ.ศ. 2560-2563 

พบวาสมาชิกมีความพึงพอใจมากที่สุด คือ การมีระบบ

ความปลอดภัยดวยการใชรหสัผาน และสมาชกิมคีวามพงึ

พอใจนอยทีส่ดุ คอื ความยุงยากของขัน้ตอนการชำระเงนิ

และความซับซอนของแบบฟอรมการสงผลการทดสอบ

เมื่อนำขอมูลการดำเนินงานจัดโปรแกรมการ

ทดสอบความชำนาญระหวางป พ.ศ. 2560-2563

มาประ เมินความคุ มค าของการใช เ ว็บไซตและ

แอปพลิเคชัน โดยคำนวณคาเฉลี่ยตอปของคาจัดทำ

เอกสารและคาขนสงทางไปรษณีย ปริมาณการใช

กระดาษ และระยะเวลาที่ใชในการจัดการเอกสารสำหรับ

สงไปรษณีย (คิดระยะเวลาการจัดและตรวจสอบความ

ถูกตองของเอกสารตอสมาชิก 1 รายเทากับ 30 วินาที)

เปรียบเทียบระหวางการใชและไมใชเว็บไซตในการ

ดำ เนินงาน (ไม รวมขั้ นตอนการจัดส งตั วอย า ง

ทดสอบ) โดยใชสถิติ paired sample t-test

ดังแสดงในตารางที่ 2 พบวามีความแตกตางกันอยางมี

นัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05)

รายการ ใชเว็บไซต ไมใชเว็บไซต ประหยัดได (รอยละ) t-value

คาเฉลี่ยจัดทำเอกสารและคาขนสง
ทางไปรษณีย (บาท)

45,900 268,562 222,662 (82.9) 17.066*

ปริมาณเฉลี่ยการใชกระดาษ (แผน) 1,080 213,294 212,214 (99.5) 12.862*

ระยะเวลาเฉลี่ยที่ใชจัดการเอกสาร (นาที) 540 1,589 1,049 (66.0) 23.541*

*p < 0.05

ตารางที่ 1 ผลการสำรวจความพึงพอใจของสมาชิกแผนการทดสอบความชำนาญของสำนักยาและวัตถุเสพติดตอ

 เว็บไซต ระหวาง ป พ.ศ. 2560-2563

ตารางที่ 2  ความแตกตางของคาจดัทำเอกสารและคาขนสงทางไปรษณยี ปรมิาณการใชกระดาษ และระยะเวลาทีใ่ชใน

 การจัดการเอกสารสำหรับสงไปรษณีย ระหวางการใชและไมใชเว็บไซตในการดำเนินงานระหวางป

 พ.ศ. 2560-2563
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เมือ่ปดใชงานเวบ็ไซตแลวมกีารบำรุงรักษา ปรบัปรงุ

และพัฒนาเปนประจำทุกป เชน ป 2561 การเพิ่ม

ความปลอดภัยของเว็บไซต เนื่องจากมีขอมูลสวน

ตัวและขอมูลการชำระเงินของสมาชิกในฐานขอมูล 

รวมทั้ งการทดสอบความชำนาญเปนการประเมิน

ความสามารถของสมาชิก ซึ่งการรักษาความลับเปน

ข อก ำหนดที่ ส ำคัญตามมาตรฐ าน  ISO/IEC 

17043:2010 ผูจัดบริการแผนการทดสอบความชำนาญ

ตองดำเนินการตามขอกำหนด จึงเปลี่ยนจากการใช  

http (Hypertext Transport Protocol) เปน https 

(Hypertext Transfer Protocol over Secure Socket 

Layer หรือ http over SSL) เพ่ือปองกันการเขาถึง

ขอมลูจากผูอืน่ การปรบัรปูแบบของแบบฟอรมการสงผล

การทดสอบ เนือ่งจากบางโปรแกรมการทดสอบมีตวัอยาง

ทดสอบมากกวา 1 ตัวอยาง การจัดเรียงแบบฟอรมจึงมี

ลกัษณะเรยีงตอกนัเปนแนวยาว ตองใชแถบเลือ่นจอภาพ

เพื่อกรอกขอมูลใหครบทุกตัวอยาง ซึ่งมีความยุงยากใน

การกรอกขอมลูและมโีอกาสผดิพลาด ดงันัน้จงึออกแบบ

ใหมลีกัษณะเปนแบบฟอรมของแตละตวัอยางแยกกนัและ

วางซอนทบักนั โดยมีแถบคัน่แสดงชือ่ตวัอยางสำหรบัคลกิ

เพื่อเลือกแสดงหนาแบบฟอรมของตัวอยางน้ันๆ เปน

การลดระยะการเล่ือนจอภาพใหส้ันลง การใชหนาตาง

แบบผุดข้ึน (pop-up window) แสดงทางเขาแบบ

สำรวจความพงึพอใจซอนทบัทีห่นาแรกของเวบ็ไซต เพือ่

เชิญชวนใหสมาชิกมีสวนรวมในการตอบแบบสอบถาม

ซึง่เปนชองทางทีส่ะดวกและเขาถงึไดงาย ในป 2562 มกีาร

เปลี่ยนภาพประกอบที่หนาแรกของเว็บไซต เนื่องจากใน

ชวงแรกของการจดัทำเว็บไซตใชภาพประกอบจากเวบ็ไซต

รูปภาพที่ไมมีลิขสิทธิ์และไมเสียคาใชจาย เมื่อเปดใชงาน

เว็บไซตไดระยะหน่ึง จึงมีการเปล่ียนเปนภาพประกอบ

แบบเคลื่อนไหว ที่สื่อถึงกิจกรรมทางหองปฏิบัติการ

ของสมาชิก โดยเปนภาพท่ีถายจากหองปฏิบัติการของ

สำนักยาและวัตถุเสพติด เพื่อใหเว็บไซตนาสนใจ มี

เอกลักษณและทันสมัย ในป 2563 เพิ่มความถี่ในการ

สำรองขอมูล (backup data) เนื่องจากการเพิ่มจำนวน

แผนการทดสอบที่เปดใหบริการและจำนวนสมาชิกที่

เพิ่มขึ้น ปริมาณขอมูลที่จัดเก็บในฐานขอมูลมีเพิ่มขึ้น จึง

ปรับความถี่ในการสำรองขอมูลจากทุก 3 วัน เปนทุกวัน

เพื่อปองกันความเสี่ยงจากการสูญหายและการถูก

โจรกรรมขอมูล การปรับรูปแบบของ tracking bar 

เนือ่งจากในแตละแผนงานเมือ่เปดใหบรกิารจำนวนหลาย

โปรแกรมทดสอบพรอมกัน จะมกีำหนดชวงเวลา (time-

line) แตละขั้นตอนของกิจกรรมที่ทับซอนกัน สมาชิกที่

สมคัรหลายโปรแกรมทดสอบอาจไมสามารถจดจำขัน้ตอน

ได จึงใชความเขมของสี tracking bar ชวยแสดงสถานะ

ปจจุบัน โดยสีเขม 100% แสดงถึงขั้นตอนของกิจกรรม

ที่ดำเนินการเสร็จเรียบรอย สีเขม 50% แสดงถึงขั้นตอน

ของกิจกรรมที่สามารถดำเนินการได แตสมาชิกยังไมได

ดำเนินการ และสีขาวแสดงถึงขั้นตอนของกิจกรรมที่ยัง

ไมสามารถดำเนินการได 

วิจารณ

การจัดบริการทดสอบความชำนาญของสำนัก

ยาและวัตถุเสพติด เปนการดำเนินงานที่มีระบบงาน

หลายขั้นตอนที่เหมือนกันในทุกแผนงาน สวนใหญเปน

การติดตอสื่อสารกับสมาชิก ดังนั้นหากมีวิธีจัดการที่ดี

จะสามารถออกแบบเว็บไซตใหมีลักษณะที่ใชไดกับทุก

แผนงาน สมาชิกสามารถเขาใจขั้นตอนการดำเนินงาน

ติดตามสถานะ และไมพลาดข้ันตอนการเขารวมการ

ทดสอบ เนื่องจากแผนงานเปดใหบริการเพียงปละหนึ่ง

ครั้ง สมาชิกจึงอาจจำขั้นตอนไมได รูปแบบเว็บไซตจึง

ออกแบบใหมสีเีฉพาะของแตละแผนงานและมผีงัขัน้ตอน

การใหบริการ (tracking bar) แสดงสถานะปจจุบัน 

สมาชกิสามารถเขาถงึขอมลู เอกสาร และแบบฟอรมตางๆ 

ผานทางเวบ็ไซตและแอปพลเิคชันไดตลอดเวลา ทำใหลด

การจัดสงเอกสารในรูปแบบกระดาษ จึงไมมีปญหาการ

สญูหายของเอกสารและไมมกีารจดัสงเอกสารซำ้ ลดภาระ

งานในการแกไขปญหาเอกสารสูญหายได เชน การแจง

รหัสสมาชิก ซึ่งใชสำหรับการตรวจสอบผลการทดสอบ

ในรายงาน กอนการดำเนินงานดวยระบบเว็บไซตไดรับ

การรองขอจากสมาชิกใหจัดสงเอกสารแจงรหัสสมาชิก

อีกครั้งเนื่องจากการสูญหาย เมื่อมีการใชเว็บไซตสมาชิก

สามารถเขาถึงขอมูลดวยตนเอง การสงผลทดสอบเปน

ขั้นตอนที่มีความสำคัญ เนื่องจากเปนการนำขอมูลจาก

สมาชิกมาประเมินผล กอนการดำเนินงานดวยระบบ
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เว็บไซต สมาชิกตองกรอกผลการทดสอบในแบบฟอรม

ตามรูปแบบกระดาษท่ีจัดสงให และสงกลับมาที่สำนัก

ยาและวัตถุเสพติดทางไปรษณียหรือโทรสาร พบวาเกิด

ปญหาความยุงยาก การบริหารจัดการแบบฟอรมที่ไดรับ

จากสมาชิก ตองตรวจสอบความถูกตองของเอกสารกอน

นำขอมูลไปประเมินผลและตองมีวิธีจัดการเก็บเอกสาร

เพ่ือรักษาความลับตามขอกำหนดของมาตรฐาน ISO/

IEC 17043:2010 นอกจากนี้การนำขอมูลจากสมาชิก

มาประเมนิผลตองมขีัน้ตอนการถายโอนขอมลู โดยนำมา

พมิพจากแบบฟอรมกระดาษบนัทึกเปนไฟลคอมพวิเตอร

เพ่ือคำนวณผลทางสถิติ จึงมีโอกาสเกิดความผิดพลาด 

สงผลใหการประเมินไมถูกตองและกระทบภาพลักษณ

ความนาเชื่อถือของหนวยงาน เมื่อดำเนินงานดวยระบบ

เว็บไซตจะสงออกขอมูลจากระบบจัดการเว็บไซตเปนรูป

แบบไฟลและนำไปคำนวณไดโดยตรง ทำใหขอมลูมคีวาม

ถูกตอง งายตอการบริหารจัดการ การจัดเก็บ และการ

สืบคนขอมูล นอกจากน้ีไดออกแบบเว็บไซตใหมีระบบ

ลงทะเบียนสำหรับการจัดอบรมสัมนาใหแกสมาชิก รวม

ถึงการประชาสัมพันธแจงขาวสารที่เกี่ยวของ ซึ่งสามารถ

ใหบริการแบบเบ็ดเสร็จภายในเว็บไซต

จากการดำเนินงานดวยระบบเว็บไซตและ

แอปพลิเคชันชวงระหวางป พ.ศ. 2560-2563 ไดมีการ

สำรวจความพึงพอใจของสมาชิกทุกป เพ่ือรับฟงปญหา 

ขอคิดเห็นและขอเสนอแนะ นำมาปรับปรุงพัฒนางาน 

ในป พ.ศ. 2560 เปดการใชงานเว็บไซตพบวามีจำนวน

ผูตอบแบบสำรวจจำนวนนอย เนือ่งจากแบบสำรวจแสดง

อยูในเมน ู“News & KM/ขาวสารและความรู” อาจทำให

การเขาถึงแบบสำรวจไมสะดวก ในปถัดมาจึงปรับปรุง

โดยการใชหนาตางแบบผุดข้ึน เพ่ือประชาสัมพันธการ

สำรวจความพึงพอใจ ส่ิงท่ีสมาชิกมีความพึงพอใจมาก

ที่สุด คือ การมีระบบความปลอดภัยดวยการใชรหัสผาน

เนื่องจากเว็บไซตและแอปพลิเคชันเปนเครื่องมือที่

เหมาะสม สามารถนำขอดขีองเทคโนโลยสีารสนเทศ เรือ่ง 

การรักษาความปลอดภัยในการเขาถึงขอมูลดวยรหัส

ผานมาชวยในการดำเนินงาน สามารถสรางความมั่นใจ

ใหกับสมาชิกวาไมมีการรั่วไหลของขอมูลไปบุคคลอ่ืนได 

ประเด็นที่สมาชิกมีความพึงพอใจนอยท่ีสุด คือ ความ

ยุงยากของข้ันตอนการชำระเงินและความซับซอนของ

แบบฟอรมสงผลการทดสอบ เน่ืองจากขั้นตอนการชำระ

เงินเปนการแนบไฟลหลักฐานการชำระเงิน ภายหลัง

จากสมาชิกดำเนินการชำระเงินที่ธนาคารแลว เพื่อนำมา

ตรวจสอบและดำเนินการตามระเบียบของราชการ ท้ังนี้

ไดมกีารชีแ้จงและสรางความเขาใจกบัสมาชกิ ถงึขอจำกดั

ของการปรบัเปลีย่นวธิกีารชำระเงนิในการประชุมสมัมนา

สมาชิกแผนการทดสอบความชำนาญประจำป สวนความ

ซับซอนของแบบฟอรมสงผลการทดสอบนั้น ไดมีการ

ปรับปรุง แกไขแบบฟอรมใหเหมาะสมอยางตอเนื่อง 

เนือ่งจากแตละโปรแกรมการทดสอบมขีอมลูรายละเอยีด

ที่สมาชิกตองกรอกแตกตางกันไป โดยการออกแบบ

แบบฟอรมสงผลการทดสอบไดคำนึงถึงรูปแบบการก

รอก ซึ่งไมทำใหสมาชิกเกิดความสับสนและเขาใจงาย 

แตตองไดขอมูลจากสมาชิกที่ครบถวน ชัดเจน เพื่อนำมา

ประเมินผลการทดสอบของสมาชิกไดอยางถูกตองและมี

ประสิทธิภาพ

การดำเนินงานและการส่ือสารกับสมาชิกใน

ขั้นตอนตางๆ ผานระบบของเว็บไซต สามารถลดปริมาณ

การใชกระดาษ ลดคาใชจายในการจัดทำเอกสารและ

คาจัดสงทางไปรษณียไดอยางมาก รวมทั้งลดระยะเวลา

ที่ใชในการจัดการ ภายหลังการเริ่มใชเว็บไซตตั้งแต 

พ.ศ. 2560-2563 มีการปรับปรุงพัฒนาเว็บไซตและมี

การขยายงานบริการทดสอบความชำนาญอยางตอเนื่อง

เชน เปดโปรแกรมการทดสอบใหม เพิ่มรายการทดสอบ

ตามที่ไดรับการรับรองความสามารถการเปนผูจัดการ

ทดสอบความชำนาญ การคิดจุดคุมทุนระหวางการ

ประหยัดคาใชจายเปรียบเทียบกับคาจางพัฒนา และ

คาดแูลรกัษาเวบ็ไซตไมสามารถทำไดอยางชัดเจน การจดั

บริการทดสอบความชำนาญสามารถสรางรายได

จากการเขารวมทดสอบของสมาชิก ซึ่งมีมูลคาที่สามารถ

รองรับคาจางพัฒนาและคาดูแลรักษาเว็บไซตได เม่ือ

เว็บไซตสามารถใหการบริการทดสอบความชำนาญ

ที่ดี มีความนาเชื่อถือ และสรางความพึงพอใจใหกับ

สมาชิก นอกจากจะสามารถรักษาฐานจำนวนสมาชิก

ที่ใชบริการเขารวมทดสอบใหคงไวไดแลว ยังสามารถ

เพิ่มสมาชิกรายใหมไดในแตละป การประหยัดคาใชจาย

และรายไดทีส่รางขึน้จะมมีลูคาทีม่ากกวาคาใชจายในการ

ดแูลรกัษาเวบ็ไซต ดงันัน้การใชเวบ็ไซตในการดำเนนิงาน

จัดบริการทดสอบความชำนาญจึงมีความคุมคา
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นอกจากมีการนำระบบเว็บไซตมาใชในการ

ดำเนินงานแลว แอปพลิเคชันไดรับการพัฒนาขึ้นเพื่อใช

ควบคูไปกบัเวบ็ไซต สามารถใชงานในการใหบรกิารทัง้ 8

ขั้นตอนไดเชนเดียวกับเว็บไซต เนื่องจากประโยชนจาก

แอปพลิเคชันที่สามารถทำใหสมาชิกเขาถึงข้ันตอนการ

ดำเนินงานทดสอบความชำนาญไดงายไดทุกเวลา ผาน

โทรศัพทเคลื่อนที่ นอกจากนี้ระบบการแจงเตือนผาน

แอปพลิเคชันมีประโยชนชวยใหสมาชิกไมพลาดในการ

ดำเนินงานแตละขั้นตอนของการทดสอบซึ่งมีกำหนด

ระยะเวลาในการดำเนินงาน แตแอปพลิเคชันก็มีขอ

จำกัดในบางข้ันตอนเชนการกรอกผลการทดสอบผาน

แอปพลิเคชันบนโทรศัพทเคลื่อนท่ี ซึ่งขอมูลท่ีสมาชิก

ตองกรอกในบางโปรแกรมทดสอบนั้นมีจำนวนมาก และ

ขนาดของการแสดงภาพบนหนาจอโทรศัพทเคลื่อนท่ีนั้น

มีจำกัด ทำใหการกรอกผลการทดสอบทางคอมพิวเตอร

ผานเว็บไซตจึงสะดวกกวาการใชแอปพลิเคชัน 

การนำประโยชนของเทคโนโลยีสารสนเทศมา

พัฒนางานบรกิารจดัการทดสอบความชำนาญโดยการจดั

ทำเว็บไซตและแอปพลิเคชันนั้น สามารถเปลี่ยนรูปแบบ

การดำเนนิงานใหทนัสมัยและรวดเรว็ สามารถลดคาใชจาย

ลดระยะเวลาในการดำเนินงานไดอยางมาก ผูจัดการ

ทดสอบความชำนาญตองมีการตรวจสอบและทวน

สอบความถูกตองของการดำเนินงานผานเว็บไซตและ

แอปพลิเคชัน ความถูกตองของขอมูล มีการจัดเก็บ

และการรักษาความปลอดภัยของขอมูลดวย เพื่อ

ใหการดำเนินงานเปนผูจัดบริการทดสอบความชำนาญ 

สอดคลองกับระบบคุณภาพมาตรฐาน ISO/IEC 

17043:2010 เพิ่มประสิทธิภาพในการดำเนินงานและ

สรางความเชื่อมั่นใหกับสมาชิกในการเขารวมทดสอบ

ความชำนาญกับสำนักยาและวัตถุเสพติด 

สรุป

สำนักยาและวัตถุเสพติดไดพัฒนาการดำเนินงาน

ทดสอบความชำนาญทางหองปฏิบัติการ โดยจัดทำ

เว็บไซตและแอปพลิเคชันการทดสอบความชำนาญ

หองปฏิบัติการ เริ่มใชงานเมื่อ พ.ศ. 2560 และ 2561 

ตามลำดับ เปดใหบริการทดสอบความชำนาญ จำนวน 

4 แผนงาน คือ ดานยา ดานสารเสพติดในปสสาวะ

ดานยาเสพติดใหโทษในของกลางและดานวัตถุออกฤทธิ์

ในของกลางมีสมาชิกประมาณ 1,300 แหง เว็บไซต

และแอปพลิ เคชันที่พัฒนาขึ้นสามารถชวยใหการ

ดำ เนิ น ง านสะดวกและรวด เร็ ว ขึ้ น  ลดขั้ นตอน

การดำเนินงาน เมื่อเปรียบเทียบคาจัดทำเอกสาร

และคาขนสงทางไปรษณีย ปริมาณการใชกระดาษ

และระยะเวลาที่ใชในการจัดการเอกสารสำหรับสง

ไปรษณีย ระหวางการใชและไมใชเว็บไซตในการดำเนิน

งานดวยสถิติ paired sample t-test พบวามีความ

แตกตางกันอยางมีนัยสำคัญทางสถิติ (p < 0.05) โดย

ลดคาใชจายไดรอยละ 82.9 ลดปรมิาณการใชกระดาษได

รอยละ 99.5 และลดระยะเวลาการดำเนินงานไดรอยละ

66.0 เมื่อเปรียบเทียบความพึงพอใจของสมาชิกตอ

เว็บไซตในแตละป (พ.ศ. 2560-2563) ประเด็น

การมีขอมูลและเนื้อหาที่เขาใจงาย ครบถวน และทันสมัย 

โดยใชสถิติไคสแควร พบวาสมาชิกมีความพึงพอใจตอ

เว็บไซตไมแตกตางกัน (p > 0.05) นอกจากนี้สามารถ

สรางภาพลักษณการทำงานที่ดีใหกับสำนักยาและวัตถุ

เสพติดในฐานะการเปนผูจัดการทดสอบความชำนาญ

ทางหองปฏิบัติการ สงเสริมการดำเนินงานที่เปนมิตร

ตอส่ิงแวดลอมและมีความปลอดภัยในสถานการณ

การแพรระบาดของโรคติดเช้ือไวรัสโคโรนา 2019 ดวย

การลดการสัมผัส ความทันสมัยดวยการใชเทคโนโลยี

สารสนเทศ สอดคลองกับนโยบายไทยแลนด 4.0

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ นางสาวสุรัชนี เศวตศิลา ผูอำนวยการ

สำนกัยาและวตัถเุสพตดิ ทีใ่หการสนบัสนนุในการดำเนนิ

งาน นางอรพิณ ทนันขัติ และ นางสาวพัชรินทร เนื่องสาร

ทีใ่หคำแนะนำ ทำใหการพฒันาเวบ็ไซตและแอปพลเิคชนั

การทดสอบความชำนาญสำนักยาและวัตถุเสพติด สำเร็จ

ลุลวงไปดวยดี
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Proficiency Testing Website and Application 
of the Bureau of Drug and Narcotic

ABSTRACT The Bureau of Drug and Narcotic provides profi ciency testing (PT) for pharmaceutical and 
narcotic analysis programs. The objective of this study was to evaluate competency of drug and narcotic 
testing laboratories for use as evidence to indicate the reliability of testing results. Initially, the bureau 
coordinated with drug and narcotic laboratories by sending formal letters via post and facsimile. It was 
found that there were problems of document loss, high cost of document preparation and distribution,
difficulties with management, and storage of paper documents. In 2017-2018, website and 
application programs were implemented, respectively, to develop the document management for PT 
operations. Based on the website and application in PT operation during 2017–2020, the diff erence
of cost of document preparation and distribution, paper and time consumption for document
management between the use and non-use periods of the website was found to be statistically
signifi cant (paired sample t-test, p < 0.05). The diff erence of website satisfaction in each year (during
2017–2020) was not signifi cant. The most satisfaction was noted for security system by using password.
The profi ciency testing website and application programs have been found to promote convenient
and rapid operations and reduce the operating cost. In addition, it can enhance contactless 
operations with environmental friendliness and safety during the COVID-19 pandemic, promote good image 
and modernize the operation by using information technology in accordance with the Thailand 4.0 policy.

Keywords: Profi ciency testing, Website, Application, Bureau of Drug and Narcotic
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