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บรรณาธิการแถลง

 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทยฉบับนี้ เปนฉบับประจำปที่ 64 ฉบับที่ 4 สงทายปพุทธศักราช 2565

ซึ่งผมไดทำหนาที่บรรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทยมาทั้งสิ้น จำนวน 9 ฉบับ เปนระยะเวลา 2 ป 3 เดือน 

ตอนนี้ถึงเวลาสงมอบตำแหนงใหกับ ดร.นวลจันทร วิจักษณจินดา เพื่อรับหนาที่เปนบรรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตร

การแพทย ตัง้แตฉบบัประจำปท่ี 65 ฉบบัที ่1 เปนตนไป ผมจำไดวาในบทบรรณาธกิารฉบบัแรกของผม ตอนหนึง่มใีจความ

วา “เราจะสานตองานสรรหาความรูที่มีคุณคาทางวิชาการมาใหคุณผูอานตลอดไป” น่ีคือภารกิจท่ีสำคัญซึ่งผมคิดวาได

ดำเนินการเกี่ยวกับวารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทยมาอยางเต็มความสามารถที่มีอยูตั้งแตนั้นเปนตนมา โดยที่ไดรับทั้ง

คำติและคำชมจากผูที่เกี่ยวของและผูอานอยางกวางขวาง ซึ่งผมก็ไดนอมรับคำติชมเหลาน้ีนำมาปรับปรุงการทำงานอยาง

ตอเนื่องตลอดเวลา อยางไรก็ตามหนึ่งในความภาคภูมิใจในระหวางการทำหนาที่บรรณาธิการของผม ก็คือ การที่วารสาร

กรมวิทยาศาสตรการแพทยไดรับการรับรองคุณภาพเลื่อนเปนวารสารกลุมที่ 1 โดยศูนยดัชนีการอางอิงวารสารไทย 

(Thai Journal Citation Index: TCI) ซ่ึงสะทอนถึงความสำเรจ็ในการมุงมัน่พฒันาคุณภาพของวารสารกรมวทิยาศาสตร

การแพทยมาอยางตอเนื่อง และภารกิจนี้ก็จะไดรับการสานตอจากบรรณาธิการคนใหมตอไป   

         กองบรรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย  ขอขอบคุณผูนิพนธทุกทานที่สงบทความมาใหพิจารณาตีพิมพ

เผยแพรองคความรูและงานวิจัย ซ่ึงจะเปนประโยชนตอการปฏบิตังิานดานการพฒันาวทิยาศาสตรการแพทยและสาธารณสขุ

ของประเทศ ขอขอบพระคณุผูทรงคณุวุฒทุิกทานในการพจิารณาบทความ (peer review) ทีใ่หขอเสนอแนะในการปรบัปรงุ

แกไขบทความวิจัยตางๆ ใหมีความถูกตองทางวิชาการและอานไดเขาใจงายขึ้น และขอขอบพระคุณทุกทานที่มีสวนในการ

จัดทำวารสารฉบับนี้ใหเสร็จสมบูรณดวยดี กองบรรณาธิการหวังเปนอยางยิ่งวาวารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทยจะเปน

ประโยชนสำหรับผูอานทุกทานในการเสริมสรางองคความรูทางดานวิทยาศาสตรการแพทยและสาธารณสุขตอไป

                                                      

       

  ดร.อภิวัฏ ธวัชสิน

  บรรณาธิการวารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย

คำแนะนำสำหรับผูนิพนธ
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รจนาพรรณ ปนกาญจนโต1 ภาวิณี อินนาค1 มะลิวัลย นุมนวล1 ธีระยุทธ สมบุญ1 สุภาพร นามมูลนอย1 

นวลจันทร วิจักษณจินดา2 หรรษา ไทยศรี1 และ สุรัคเมธ มหาศิริมงคล1

1สถาบันชีววิทยาศาสตรทางการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000
2สำนักวิชาการวิทยาศาตรการแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย นนทบุรี 11000

การกลายพนัธุของยีนฟนลิอะลานนีไฮดรอกซเีลส
ในทารกไทยทีส่งสยัเปนโรคฟนิลคโีตนเูรยี
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บทคัดยอ โรคฟนิลคีโตนูเรียเปนโรคหายาก เกิดจากความผิดปกติทางพันธุกรรมในยีนฟนิลอะลานีนไฮดรอกซีเลส ซ่ึงทํา

หนาที่สรางเอนไซมยอยกรดอะมิโนฟนิลอะลานีนไปเปนไทโรซีน การสะสมของฟนิลอะลานีนในรางกายสงผลใหเซลลสมองถูก

ทาํลายและสตปิญญาบกพรอง เพ่ือศกึษาการกลายพนัธุของยนีฟนิลอะลานนีไฮดรอกซเีลสในทารกไทย คณะผูวิจยัไดนาํตัวอยาง

กระดาษซับเลอืดแหงทีเ่หลอืจากการตรวจในงานประจาํของศูนยปฏบิติัการตรวจคดักรองสขุภาพทารกแรกเกิดแหงชาติ ท่ีสงสยั

เปนโรคฟนลิคโีตนเูรยีจากการตรวจคดักรองและมผีลการตรวจยนืยนัคาฟนลิอะลานนีในซรีัม่มากกวา 2.3 มลิลกิรมัตอเดซิลติร 

และอัตราสวนของฟนิลอะลานีนตอไทโรซีนมากกวา 2 จํานวน 32 ตัวอยาง มาสกัดดีเอ็นเอและวิเคราะหลําดับนิวคลิโอไทด

ของยีนดังกลาว พบการกลายพันธุ 2–5 ตําแหนง ในทุกตัวอยางรวม 17 รูปแบบ ซึ่งเปนแบบเปลี่ยนรหัสเบสหนึ่งตําแหนง 

แบงเปนหลังแปลรหัสแลวเปลี่ยนกรดอะมิโน 13 รูปแบบ เปนกรดอะมิโนเดิม 3 รูปแบบ และแบบที่สงผลตอการแสดงออก

ของยีน 1 รูปแบบ โดยการกลายพันธุชนิดเปลี่ยนกรดอะมิโนพบใน 17 ตัวอยาง (รอยละ 53.12) และมีผลตรวจวิเคราะห

ฟนิลอะลานีนในซีร่ัมมากกวา 5 มิลลิกรัมตอเดซิลิตรขึ้นไป เน่ืองจากขอจํากัดของการหาลําดับเบสดวยเทคนิค Sanger

sequencing  และมกีารตรวจพบการกลายพนัธุหลายตาํแหนง จงึอาจนาํเทคโนโลยกีารวเิคราะหลาํดบัเบสสมยัใหมมาใชวเิคราะห

ลําดับนิวคลิโอไทดเฉพาะยีนเปาหมาย เพื่อวินิจฉัยโรคฟนิลคีโตนูเรียใหมีประสิทธิภาพตอไป

คําสําคัญ: การกลายพันธุ, ยีนฟนิลอะลานีนไฮดรอกซีเลส, โรคฟนิลคีโตนูเรีย, ทารกไทย
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บทนํา

โรคฟนิลคีโตนูเรีย (phenylketonuria, PKU) 

เปนโรคหายากทางพนัธกุรรมแบบยนีดอย (autosomal 

recessive) ทีก่ารกลายพันธุทำใหการผลิตเอนไซมฟนลิ-

อะลานนีไฮดรอกซิเลส (phenylalanine hydroxylase, 

PAH) บกพรอง มีผลทำใหผูที่เปนโรคนี้ไมสามารถยอย

สลายกรดอะมโินฟนิลอะลานีน (phenylalanine, Phe) 

ไปเปนไทโรซีน (tyrosine, Tyr) ไดเหมือนคนปกติ

เกิดการสะสมของ Phe ในรางกายมากผิดปกติ รวมทั้งมี

กรดฟนลิไพรวูกิ (phenylpyruvic acid) และกรดอนิทรยี

(oganic acid) อื่นๆ ปนมาในปสสาวะ แม PKU เปน

โรคที่พบไดคอนขางนอย แตหากไมไดรับการรักษา

อาจทำใหเกิดปญหาสุขภาพรายแรง อาการที่อาจพบ 

ไดแก สั่น ชัก สมาธิสั้น ไมอยูนิ่ง ผิวซีด ผมสีออน หรือ

อาจมีแผลที่เกิดจากผิวหนังอักเสบ ลมหายใจ ผิว และ

ปสสาวะมีกล่ินสาบหนู ทารกมีอัตราการเจริญเติบโตชา

กวาปกติ อาการมีตั้งแตระดับนอยจนถึงระดับรุนแรง ที่

ทำใหระบบประสาทและสมองเกิดความเสียหายและสติ

ปญญาบกพรอง โรคน้ีพบไดมากในคนผวิขาว (อบัุตกิารณ

ประมาณ 1 ตอ 10,000) ประเทศไทยพบไดนอย

(อบุตักิารณประมาณ 1 ตอ 200,000) หากผูปวยมีอาการ

ที่อาจเปนสัญญาณของโรคนี้ แพทยจะสั่งตรวจเลือด

หาปรมิาณ Phe เพือ่การวินจิฉยัโรค และอาจตรวจยนืยนั

เพิ่มเติมดวยวิธีอื่น เชน ตรวจปสสาวะหรือตรวจทาง

พันธุกรรม เปนตน กรณีท่ีผูปวยหรือคนในครอบครัว

เคยมปีระวตัเิปนโรคนี ้กอนวางแผนมบีตุรควรไปปรกึษา

แพทยหรือผูเชี่ยวชาญทางพันธุศาสตร(1–3)

ปจจุบันทารกแรกเกิดในประเทศไทยรอยละ 95 

ไดรับการตรวจคัดกรองโรค PKU โดยทางโรงพยาบาล

ทำการเก็บตัวอยางเลือดของทารกแลวหยดบนกระดาษ

ซับเลือด จากนั้นสงกระดาษซับเลือดแหง (dried blood

spot, DBS) ตรวจที่กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

กระทรวงสาธารณสุข หากพบ Phe ในเลือดมีคาเกิน 

20 มิลลิกรัมตอเดซิลิตร (mg/dL) วินิจฉัยวาเปนโรค 

PKU ในคนปกติคา Phe ต่ำกวา 2 mg/dL แตในราย

ที่เปนโรคไมรุนแรง Phe อาจอยูที่คาตั้งแต 5 mg/dL 

ขึ้นไป ซึ่งอาจทำใหระดับไอคิวต่ำกวาคนปกติ แพทยจะ

รกัษาตามอาการและปองกันการเกดิภาวะแทรกซอน โดย

ใหผูปวยควบคุมอาหารและตองรับประทานอาหารตาม

ที่แพทยหรือนักโภชนาการแนะนำ สำหรับผูปวยวัยทารก

สามารถรับประทานนมแมไดตามปกติ เนื่องจากนมแมมี

ระดับ Phe ต่ำ สวนเด็กโตแพทยแนะนำใหงดอาหารที่มี

โปรตนีสูง เชน เนือ้สตัว ไข ถัว่ หรอืเนย และควรรบัประทาน

อาหารจำพวกผัก ผลไม และอาหารที่มี Phe ในปริมาณ

ที่เหมาะสม ซึ่งอาจแนะนำใหรับประทานอาหารเสริม

Tyr ดวย นอกจากน้ีผูปวยควรหลีกเลี่ยงยาบางชนิดท่ี

อาจมีสวนประกอบของแอสปารแตม วิตามิน หรืออาหาร

เสรมิบางชนดิทีอ่าจมสีวนผสมของกรดอะมโินหรอืนมผง

ขาดมนัเนย ทัง้นีผู้ปวยควรไปตรวจตดิตามผลเปนประจำ 

เพื่อใหแพทยประเมินผลและวางแผนการรักษาอยาง

เหมาะสมตอไป(3–6)

เอนไซม PAH ถกูสรางทีเ่ซลลตบั ทำหนาทีย่อยกรด

อะมิโน Phe เปน Tyr โดยมีเตตราไฮโดรไบออปเทอริน

(tetrahydrobiopterin, BH4) เปนตัวชวยเรงใน

การยอย เอนไซม PAH ถูกสรางจากยนี PAH (Gene ID:

5053) ที่อยูบนโครโมโซมคูที่ 12 (12 q22-24.1) 

ประกอบไปดวย 13 เอ็กซอน (exons) ขนาดความ

ยาว 90 กิโลเบส (kb) ปจจุบันในฐานขอมูล The 

PAH Mutation Analysis Consortium มีขอมูล

การกลายพันธุของยีน PAH จากคนปวยโรค PKU

ที่แตกตางกันมากกวา 520 ตำแหนง(7,8) 

การเปลีย่นแปลงสารพนัธกุรรมหรอืการกลายพนัธุ

ของส่ิงมีชีวิต โดยเฉพาะในระดับยีนที่มีนิวคลิโอไทด 

(nucleotide) ในสายดีเอ็นเอ (DNA) เปลี่ยนแปลงไป

จากเดิม ซึ่งอาจสงผลใหโปรตีนเสียสภาพการทำงานหรือ

มีการสรางโปรตีนที่ผิดปกติ ประเภทของการกลายพันธุ

แบงเปน แบบการขาดหายไป (deletion) หรือแบบ

การแทรกเพิ่ม (insertion) ของนิวคลิโอไทดตั้งแต

หนึ่งเบสข้ึนไป แบบเปล่ียนรหัสเฉพาะตำแหนง (point

mutation) ซึ่งอาจเปนเบสเดียวหรือเบสจำนวนไมมาก

ทำให ได โปรตีนที่ มีคุณสมบัติ เปลี่ ยนไปจากเดิม

(missense mutation) หรือไดโปรตีนตัวเดิม (silent 

mutation) แบบเปล่ียนเปนรหัสหยุด (nonsense 

mutation) ทำใหไดโปรตีนสั้นลงกวาเดิม แบบเลื่อน

กรอบแปลรหัส (frameshift mutation) จากการ

มีเบสแทรกเพิ่มหรือขาดหายไปแบบไมครบโคดอน
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(1 codon = 3 นวิคลโิอไทด) และแบบสงผลตอการแสดง

ออกของยีน(transcriptional mutation) ที่ทำให

เกิดจากความผิดปกติในกระบวนการสังเคราะหและ

ตบแตงเอม็อารเอน็เอ  (mRNA) สงผลใหการสงัเคราะห

โปรตีนผิดปกติไปโดยเฉพาะบริเวณที่ควบคุมการ

แสดงออกของยีน(regulatory elements) ไดแก 

โปรโมเตอร (promoter) เอนแฮนเซอร (enhancer)

และตำแหนงแคป (cap site) เปนตน(9)

ก ารตรวจหาลำดับ นิ วคลิ โ อ ไทด  (DNA

sequencing) เปนเทคนคิทีใ่ชอยางแพรหลายเพือ่ตรวจ

หาลำดบันวิคลิโอไทดในบรเิวณท่ีสนใจศกึษาหรอืตองการ

ตรวจสอบลำดบันิวคลิโอไทดของผลผลิตจากกระบวนการ

สังเคราะหชิ้นสวน DNA วาถูกตองหรือไม DNA

sequencing เปนวิธมีาตรฐาน (gold standard) สำหรบั

ใชยืนยันผลของทุกเทคนิคท่ีเปนการตรวจคัดกรองการ

กลายพนัธุ DNA sequencing มีหลายวิธแีตวิธทีีน่ยิม คอื 

เทคนิคของแซงเกอร (Sanger sequencing) ซึ่งมีขอ

จำกดัในการอานลำดบันิวคลิโอไทดไดสูงสุดไมเกนิ 1,000 

คูเบส (bp) และตองทราบลำดับนิวคลิโอไทดของ DNA 

ทีอ่ยูบรเิวณปลายหรอืบรเิวณขนาบขางของบรเิวณทีศ่กึษา

เพ่ือออกแบบไพรเมอร (primer) และจำเปนตอง

ทราบลำดับนิวคลิโอไทดบริเวณน้ันในคนปกติทั่วไป 

(reference sequence) เพื่อนำมาใชเปรียบเทียบ

ในกรณีตรวจหาลำดับนิวคลิโอไทดที่เปลี่ยนแปลงไป(10)

ประเทศไทยมีการนำเทคนิค DNA sequencing 

มาใชศึกษาโรค PKU จากการตรวจยีน PAH และยีนที่

เกี่ยวของกับการพรอง BH4 ที่เปนตัวชวยในการทำงาน

ของเอนไซม ป พ.ศ. 2560 มีรายงานการศึกษาในผูปวย 

4 ราย พบการกลายพันธุของยีน PAH 2 ราย และยีน 

6-pyrovoyl-tetrahydropterinsynthase (PTS)

2 ราย รวม 8 รูปแบบ(11) และป พ.ศ. 2564 มีรายงาน

การศึกษาคุณสมบัติของยีน PAH ที่มีการกลายพันธุ

11 รูปแบบ ในคนปวยโรค PKU 13 ราย พบวามี

ประสิทธิภาพนอยกวาเอนไซมปกติ(12)  ศูนยปฏิบัติการ

ตรวจคัดกรองสุขภาพทารกแรกเกิดแหงชาติ ใหบริการ

ตรวจคัดกรองโรคฟนิลคีโตนูเรียใน DBS ดวยวิธีของ

กัทธรี (guthrie) ซึ่งเปนตัวอยางของทารกแรกเกิด

อายุตั้งแต 48 ชั่วโมงขึ้นไป และไดรับนมแลว กรณีพบคา

Phe มีแนวโนมผิดปกติ (ตั้งแต 4 mg/dL ขึ้นไป)

จะขอตัวอยางใหมเปนชนิดซีรั่ม เพื่อตรวจยืนยันผลดวย

วิธีแมสสเปกโตรเมทรี (mass spectrometry) ซึ่งหาก

สามารถตรวจยืนยันจาก DBS ได จะชวยใหแพทย

วินิจฉัยและวางแผนการดูแลรักษาทารกไดเร็วข้ึน ดังนั้น

งานวจิยันีไ้ดนำ DBS มาสกัด DNA หาลำดบันวิคลโิอไทด

ดวยวิธี Sanger sequencing และวิเคราะหความผิด

ปกติของยีน PAH ที่เปนสาเหตุของโรค PKU ในทารก

ไทย เพือ่ดูอบุตักิารณการกลายพนัธุของยนี PAH ซึง่อาจ

นำมาใชออกแบบการตรวจวเิคราะหยนีสำหรบัวนิจิฉยัโรค 

PKU ใหมีประสิทธิภาพตอไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ

ดำเนินการสืบคนขอมูลการตรวจคัดกรองสุขภาพ

ทารกแรกเกิดยอนหลัง ในระบบสารสนเทศของหอง

ปฏิบัติการตรวจคัดกรอง (NNSPLims) ตั้งแต ป พ.ศ. 

2554–2564 โดยใชเกณฑผลการตรวจยืนยันคา Phe 

ในซีรั่มมากกวา 2.3 mg/dL และ Phe/Tyr มากกวา 2 

ที่วิเคราะหดวยเครื่อง Tandem mass spectrometer 

(Waters, United states) จำนวน 32 ตัวอยาง ซึ่งเปน 

DBS ที่เหลือจากการตรวจคัดกรองที่จัดเก็บไดในคลัง

ตัวอยางท่ีควบคุมอุณหภูมิ 25±5°C และไดรับอนุญาต

ใหใชตัวอยางตามหลักเกณฑการใชประโยชนจากคลัง

ตัวอยางกระดาษซับเลือดที่จัดเก็บไดจากกิจกรรมการ

ตรวจคัดกรองสุขภาพทารกแรกเกิดแหงชาติของกรม

วิทยาศาสตรการแพทย พ.ศ. 2563(13)  

การวจิยันีไ้ดรบัอนมุตัจิากคณะกรรมการจรยิธรรม

การวิจัยในมนุษย กรมวิทยาศาสตรการแพทย เลขที่ สธ 

0625/EC082 รหัสโครงการวิจัยที่ 16/2564 เมื่อวันท่ี 

16 กันยายน 2564

เจาะ DBS ขนาดเสนผาศูนยกลาง 3.2 มิลลิเมตร 

จำนวน 6 วง เพื่อนำไปสกัด DNA ตามขั้นตอนที่ระบุใน

เอกสารกำกับชุดน้ำยา QIAamp DNA Blood Mini 

Kit (QIAGEN, Germany)(14) ไดตัวอยาง DNA 

ปริมาตร 50 µL ตรวจสอบคุณภาพ DNA ดวยวิธี gel

electrophoresis และ/หรือวัดปริมาณดวยเคร่ือง 

Nanodrop 2000/2000c Spectrophotometers 

(Thermo Scientific, United states) เก็บรักษา

ตัวอยาง DNA ที่ -20°C จนถึงขั้นตอนการตรวจหา

ลำดับนิวคลิโอไทด  
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เพ่ิมปริมาณสารพันธุกรรม โดยใช primers 

สำหรับ 13 exons ของยีน PAH อางอิงจากงานวิจัย

กอนหนา(15,16) และตำแหนงนิวคลิโอไทดของยีน PAH 

อางอิง (reference sequence, Ref) ตาม GenBank:

Accession no.NG008690.2 จากฐานขอมูล NCBI 

(The National Center for Biotechnology

Information)(17) ดงัแสดงในตารางท่ี 1 เตรยีมสวนผสม 

PCR master mix ของ KAPA2G Fast Multiplex 

PCR Kit (KAPA Biosystems, United states) โดย

ใช primer ที่ความเขมขนสุดทาย 200 nM และตัวอยาง 

DNA 10 ng ในปฏกิิรยิา  ปรมิาตร 25 µL ตามขัน้ตอนทีร่ะบุ

ในเอกสารกำกับน้ำยา(18) นำเขาเครื่อง Thermal cycle

(รุน ProFlex PCR System, Applied Biosystems,

United states) ตั้งอุณหภูมิเริ่มตนในการทำ PCR ที่ 

95°C นาน 3 นาที หลงัจากนัน้เพิม่ปรมิาณ DNA จำนวน 

35 รอบ โดยตั้งอุณหภูมิที่ 95°C นาน 15 วินาที ที่ 60°C 

นาน 30 วินาที และที่ 72°C นาน 45 วินาที เมื่อครบเพิ่ม

ที่ 72°C นาน 1 นาที และตรวจสอบคุณภาพผลิตภัณฑ 

PCR ดวยวิธี gel electrophoresis

ตารางที่ 1  รายละเอียด Forward และ Reverse primers สำหรับ 13 exons ของยีน PAH 

Primer
Name

Sequence (5′ to 3′)
Position

(Ref: 
NG008690.2)

Length 
(bp)

Tm
(°C)

PCR Product 
size (bp)

1F

1R

2F

2R

3F

3R

4F

4R

5F

5R

6F

6R

7F

7R

8F

8R

9F

9R

10F

10R

11F

11R

12F

12R

13F

13R

CCTCCTGCGTCAGGACAAC

AAAGCCACCGAGGACAGAT

TGATCATTTAATTGCCCTGGA

TGGAAAAACTGAAGCTCAGA

TCTCCATTTTGTTGCGTTAGG

AATCCCCCAAACAGTCTTCC

CCGGTTTCTAAGGAAAATG

CCAGCCCTCGTGTAAATAG

GCCCCCATTCAAAGCATT

CCATCCTCAACTGGATGA

TGAAATTCACTGTAGCAAGT

TTCCTGGAGGAATCAACCTG

TGGGAATTTACTTGATCCAGAT

GATGGAGCAAATCTCCAGAA

GCCTTTTATGATCCCAACC

ACCACACACCCATTTCAGGT

ATGGCCAAGTACTAGGTTGG

GGAAAGTTTCAAAGACCTGAGGGC

TCATCCAGTCAAGGTGA

ACTGGAGAATGAGTTCCC

GCATTTGGGCTGTGATGTAG

GTGTGTGCAAAGGTCAGCAT

GCTGTTGAAGACCCTGCTCTA

TGGAGTGGAATCTAGGAAGG

TGAGGCTGTAAGCTCCTTGAA

CTTGAATGAAGCAGGTCCC

46093-111

46528-46

50320-40

50790-809

68392-412

68841-61

85687-705

86075-93

96668-85

96883-900

107953-72

108399-418

110273-94

110745-64

111489-507

111852-71

116386-405

116565-88

118910-26

119189-206

119503-22

119945-64 

122766-86

123214-33

124048-68

124536-54

19

19

21

20

21

21

19

19

18

18

20

20

22

20

19

20

20

24

17

18

20

20

21

20

21

19

59.1

56.4

51.1

50.9

52.8

54.8

47.8

52.7

53.5

50.9

48.2

54.2

50.4

51.8

50.8

56.8

54.3

58.5

49.1

50.9

54.1

56.2

57.0

53.2

55.8

53.5

454

490

470

407

233

466

492

383

223

297

462

478

507

หมายเหตุ:  Tm = melting temperature, F = Forward primer, R = Reverse primer
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นำผลิตภัณฑ PCR ที่ไดมาทำใหบริสุทธิ์ตามข้ัน

ตอนที่ระบุในเอกสารกำกับน้ำยา ExoSAP-IT PCR 

Product Cleanup Reagent (Thermofisher,

United states)(19) จากนั้นทำ sequencing reaction 

ตามขั้นตอนที่ระบุในเอกสารกำกับชุดน้ำยา BigDye 

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit

(Thermofisher, United states)(20) โดยตั้งอุณหภูมิ

เริม่ตนที ่96°C นาน 1 นาท ีที ่96°C นาน 10 วินาท ีที ่50°C

นาน 5 วินาที และที่ 60°C นาน 4 นาที จำนวน 25 รอบ 

นำผลิตภัณฑที่ไดมาทำใหบริสุทธิ์ตามข้ันตอนท่ีระบุ

ในเอกสารกำกับชุดน้ำยา D-Pure dye terminator

removal kit (NIMAGEN, Netherlands)(21)

ดูดสารละลายสวนใสที่ไดปริมาตร 15 µL ใสในเพลท

วเิคราะหหาลำดบันวิคลโิอไทดดวยเครือ่งอานนวิคลโิอไทด

อัตโนมัติ 3500XL genetic analyzer (Applied 

Biosystems, United states) ประมวลผลเปรยีบเทยีบ

ลำดบันวิคลิโอไทดของตวัอยางท่ีวิเคราะหไดกบัยนี PAH 

อางอิงตาม GenBank: Accession no.NG008690.2 

ดวยโปรแกรม SeqScape version 3.0 (Applied 

Biosystems, United states) นำเสนอขอมูลดวย

สถิติเชิงพรรณา แสดงความถี่ของรูปแบบการกลายพันธุ

เปนจำนวนและรอยละท่ีตรวจพบ โดยแตละตวัอยางแสดง

ผลการตรวจยืนยันคา Phe ในซีรั่ม (mg/dL) เพื่อดู

ความสัมพันธระหวางรูปแบบการกลายพันธุที่ตรวจพบ

และคา Phe ในซีรั่ม (mg/dL)

ผล

การตรวจสอบผลิตภัณฑ PCR ดวยวิธี gel

electrophoresis ของ DNA ที่สกัดจาก DBS พบ

ผลิตภัณฑ PCR ทั้ง 13 exons ของยีน PAH มีขนาด

ตามตองการ ดังแสดงในภาพที่ 1

ผลการวเิคราะหลำดบันวิคลโิอไทด 13 exons ของ

ยนี PAH ทีไ่ดจาก 32 ตวัอยาง เปรยีบเทยีบกบั ยนี PAH 

อางอิงตาม GenBank: Accession no.NG008690.2 

พบทุกตัวอยางมีการกลายพันธุ 2–5 ตำแหนง โดย

มนีวิคลโิอไทดแตกตางไปจากยนี PAH อางอิง 17 รูปแบบ

ซึ่ ง เปนแบบเปลี่ยนรหัสเบสหนึ่ งตำแหนงทั้ งชนิด

homozygous mutation และ heterozygous mutation

แบงเปนหลังแปลรหัสแลวเปลี่ยนเปนกรดอะมิโนตัว

ใหม (missense mutation) 13 รูปแบบ ซึ่งพบใน 17 

ตัวอยาง (รอยละ 53.1) ไดกรดอะมิโนตัวเดิม (silence 

mutation) 3 รูปแบบ พบในทุกตัวอยาง (รอยละ 100) 

และแบบที่สงผลตอการแสดงออกของยีน (transcrip-

tional mutation) 1 รูปแบบ ที่อยูบริเวณควบคุม

การแสดงออกของยีน (regulatory element) พบใน 

8 ตัวอยาง (รอยละ 25.0) เมื่อดูความสัมพันธระหวาง

รูปแบบการกลายพันธุและคาความเขมขน Phe ในซีร่ัม

ของแตละตัวอยางจากมากไปนอย พบการกลายพันธุ

แบบ missense เฉพาะตัวอยางที่มีคาความเขมขน Phe

ในซีรั่มตั้งแต 5.7 mg/dL ขึ้นไป ดังแสดงในตารางที่ 2
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ภาพที่ 1  ผลิตภัณฑ PCR ทั้ง 13 exons ของยีน PAH โดยใช DNA ที่สกัดจากตัวอยาง DBS

Lane 1 – DNA Marker 1 kb ladder  Lane 2 – PCR Product Exon-1 (454 bp)

Lane 3  –  PCR Product Exon-2 (490 bp)  Lane 4 – PCR Product Exon-3 (470 bp) 

Lane 5  –  PCR Product Exon-4 (407 bp) Lane 6  – PCR Product Exon-5 (233 bp)

Lane 7  –  PCR Product Exon-6 (466 bp)  Lane 8  – PCR Product Exon-7 (492 bp)

Lane 9  –  PCR Product Exon-8 (383 bp)  Lane 10 – PCR Product Exon-9 (223 bp) 

Lane 11 – PCR Product Exon-10 (297 bp)  Lane 12 – PCR Product Exon-11 (462 bp)

Lane 13 – PCR Product Exon-12 (478 bp) Lane 14 – PCR Product Exon-13 (507 bp) 
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วิจารณ

ผลการวิเคราะหลำดับนิวคลิโอไทดของยีน PAH 

ในทารกไทยทีส่งสัยเปนโรค PKU จำนวน 32 ราย เปรยีบ

เทียบกับยีน PAH อางอิงตาม GenBank: Accession 

no.NG008690.2 ในฐานขอมูล NCBI พบการกลายพนัธุ

ในทกุตวัอยาง 2–5 ตำแหนง รวมท้ังหมด 17 รปูแบบ โดย

ทั้งหมดเปนการกลายพันธุที่เคยมีรายงานมากอนหนานี้

ในฐานขอมูล PAHvdb(22)  ซึ่งตำแหนงการกลายพันธุ

ของยีน PAH ที่พบมีดังนี้ 

ตำแหนงการกลายพันธุ ท่ีพบเปนสวนใหญ

(> รอยละ 80) ไดแก c.696A>G (p.Gln232Gln) ของ

เอก็ซอน 6 พบจำนวน 28 ราย (รอยละ 87.5) c.735G>A 

(p.Val245Val) ของเอก็ซอน 7 พบจำนวน 26 ราย (รอยละ

81.2) และตำแหนง c.1155C>G (p.Leu385Leu) ของ

เอ็กซอน 11 พบจำนวน 31 ราย (รอยละ 96.9) โดยทั้ง 3

ตำแหนง เปนการกลายพันธุแบบ silence จึงไมใชการ

กลายพันธุที่กอใหเกิดโรค ซึ่งสอดคลองกับการวิจัยกอน

หนาในมณฑลซานซีของประเทศจีน ในป พ.ศ. 2555 มี

รายงานการถูกตรวจพบความผิดปกตินี้ทั้งในเด็กปวยที่

เปนโรค PKU และเด็กสุขภาพดี(23)

การกลายพันธุที่ตำแหนง c.(-71)A>C ของ

เอ็กซอน 1 พบจำนวน 8 ราย (รอยละ 25.0) โดย 5 ราย 

ที่ไมพบการกลายพันธุรวมชนิด missense mutation

จะมีคา Phe ในชวง 2.4–3.5 mg/dL และ 2 ราย ซึ่ง

พบการกลายพันธุรวมชนิด missense mutation มีคา

Phe สูง (35.4 และ 53.1 mg/dL) อยางไรกต็ามม ี1 ราย

ที่ไมพบการกลายพันธุรวมชนิด missense mutation

แตกลับมีคา Phe สูงถึง 53.1 mg/dL เนื่องจากการ

กลายพันธุนี้อยูที่ตำแหนง 71 เบส กอนถึง start codon 

ซึ่งเปนบริเวณ upstream ที่มีลำดับเบสจำเพาะตอการ

เขาจับของ DNA-binding protein ที่ทำหนาที่ควบคุม

การแสดงออกของยีน (regulatory element) จึงอาจ

ยับยั้งหรือกระตุนใหเกิดกระบวนการสังเคราะห mRNA 

(transcription) ที่ผิดปกติได(24)

ตำแหนง c.143T>C (p.Leu48Ser) ของ

เอ็กซอน 2 พบจำนวน 2 ราย (รอยละ 6.2) มีคา Phe 

12.1 และ 50.5 mg/dL มีรายงานพบการกลายพันธุนี้ 

ป พ.ศ. 2551 ในคนเกาหลีท่ีเปนโรค PKU ชนิดรนุแรง(8)

ป พ.ศ. 2558 พบในคนอหิรานทีป่วยเปนโรค PKU 1 ราย 

(รอยละ 2.6)(16) และป พ.ศ. 2559 พบในคนโรมาเนีย

ที่ปวยเปนโรค PKU 14 ราย (รอยละ 17.3) ที่มีผลการ

ตรวจคัดกรองคา Phe ตั้งแต 4–32 mg/dL(25)

ตำแหนง c.473G>A (p.Arg158Gln) ของ

เอ็กซอน 5 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

35.2 mg/dL ป พ.ศ. 2555 มรีายงานพบการกลายพนัธุนี้

ในคนไซปรัสที่เปนโรค PKU 1 ราย (รอยละ 8.3)  โดย

มีคาพลาสมา Phe 5.6 mg/dL และวินิจฉัยวาเปนโรค 

PKU ชนิดไมรุนแรง(26)

ตำแหนง c.493 G>C  (p.Ala165Pro) ของ

เอ็กซอน 5 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

48.0 mg/dL ป พ.ศ. 2559 มีรายงานพบการกลายพันธุ

นี้ในคนฝรั่งเศสที่เปนโรค PKU แตไมสามารถอธิบาย

การกลายพันธุไดอยางชัดเจน เนื่องจากพบผูปวยท่ีมี

การตอบสนองตอการให BH4 รอยละ 30–40(27)   

ตำแหนง c.506G>T (p.Arg169Leu) ของ

เอ็กซอน 5 พบจำนวน 6 ราย (รอยละ 18.8) ท่ีมีคา 

Phe 5.7-12.3 mg/dL ป พ.ศ. 2564 มีรายงานพบการ

กลายพนัธุนีใ้นคนไทยทีป่วยเปนโรค PKU จำนวน 5 ราย 

(รอยละ 38.5) โดยเปนแบบไมรุนแรง(12)

ตำแหนง c.561 G>C (p.Trp187Cys) ของ

เอ็กซอน 6 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

40.2 mg/dL ป พ.ศ. 2565 มรีายงานพบการกลายพนัธุนี้

ในคนเปรูและสเปนที่ปวยเปนโรค PKU ซึ่งวินิจฉัยวา

เปนโรค PKU ชนิดรุนแรง(28)

ตำแหนง c.611A>G (p.Tyr204Cys) ของ

เอ็กซอน 6 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

11.3 mg/dL มีรายงานพบการกลายพันธุนี้ในผูปวย 

PKU ของคนไทย โดยป พ.ศ. 2564 พบจำนวน 2 ราย

(รอยละ 15.4) ที่มีอาการรุนแรง(12) และป พ.ศ. 2560 

พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 25.0)(11) ป พ.ศ. 2551 พบ

ในคนเกาหลีที่เปน PKU ชนิดรุนแรงจำนวน 3 ราย

(รอยละ 9.1)(8) และป พ.ศ. 2534 พบในคนจีนและ

คนญี่ปุน คิดเปนรอยละ 13 และรอยละ 5 ของคนเอเชีย

ตะวันออกที่เปนโรค PKU ตามลำดับ เมื่อนำยีนที่มีการ

กลายพันธุนี้มาสังเคราะหโปรตีน พบวามีประสิทธิภาพ

ใกลเคียงกับเอนไซม PAH ปกติ แตการกลายพันธุนี้
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เกิดเฉพาะโครโมโซมของคนเปนโรค PKU จึงเปน

ประโยชนในการใชตรวจคัดกรองผูท่ีเปนพาหะของโรค 

PKU(29)

ตำแหนง c.674 C>T (p.Pro225Leu) ของ

เอ็กซอน 6 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

32.8 mg/dL ป พ.ศ. 2554 มีรายงานพบการกลายพันธุ

นี้ในคนญี่ปุนที่เปนโรค PKU โดยตำแหนงนี้เปน 1 ใน 

22 ตำแหนง ทีถ่กูพบวาเปนการกลายพนัธุรปูแบบใหม(30)   

ตำแหนง c.728G>A (p.Arg243Gln) ของ

เอ็กซอน 7 พบจำนวน 4 ราย (รอยละ 12.5) ที่มีคา 

Phe 22.2, 35.4 และ 48.0 mg/dL ป พ.ศ. 2551 

มีรายงานพบการกลายพันธุนี้ในคนเกาหลีที่เปนโรค 

PKU ชนิดรุนแรงจำนวน 4 ราย (รอยละ 12.1)(8) และป

พ.ศ. 2534 พบในคนจนี คดิเปนรอยละ 18 ของคนเอเชีย

ตะวนัออกทีเ่ปนโรค PKU เมือ่นำยนีทีม่กีารกลายพนัธุนี้

มาสงัเคราะหโปรตนี พบวามีประสิทธภิาพนอยกวารอยละ 

10 ของเอนไซม PAH ปกติ และถาเปนกลายพันธุแบบ 

homozygous mutation ผูปวยจะมีอาการรุนแรง(29)

ตำแหนง c.754C>T (p.Arg252Trp) ตำแหนง 

c.842C>T (p.Pro281Leu) ของเอก็ซอน 7 และตำแหนง 

c.1222C>T (p.Arg408Trp) ของเอ็กซอน 12 โดยพบ

ตำแหนงละ 1 ราย (รอยละ 3.1) โดยมีคา Phe 40.7, 12.3 

และ 35.2 mg/dL ตามลำดับ ป พ.ศ. 2559 มีรายงาน

พบการกลายพันธุ 3 แบบนี ้ในคนโรมาเนยีท่ีปวยเปนโรค 

PKU โดยพบ 1 ราย (รอยละ 1.2) 11 ราย (รอยละ 

13.6) และ 45 ราย (รอยละ 55.6)  ตามลำดับ(25) และ

ป พ.ศ. 2564 พบการกลายพันธุที่ตำแหนง c.842 C>T 

ในคนไทยที่ปวยเปนโรค PKU จำนวน 1 ราย (รอยละ 

7.7) โดยเปนแบบไมรุนแรง(12)

ตำแหนง c.809 G>A (p.Arg270Lys) ของ

เอ็กซอน 7 พบจำนวน 1 ราย (รอยละ 3.1) ที่มีคา Phe 

50.5 mg/dL ป พ.ศ. 2565 มีรายงานพบการกลายพนัธุนี้

ในคนสเปนทีป่วยเปนโรค PKU ซ่ึงวินิจฉัยเปนโรค PKU 

ชนิดไมรุนแรง(28)

ตำแหนง c.1223G>A (p.Arg408Gln) ของ

เอ็กซอน 12 พบจำนวน 2 ราย (รอยละ 6.2) ที่มีคา Phe 

7.2 และ 22.2 mg/dL ป พ.ศ. 2564 มีรายงานพบการ

กลายพันธุนี้ในคนไทยที่ปวยเปนโรค PKU จำนวน

4 ราย (รอยละ 30.8) โดยเปนแบบไมรุนแรงจนถึง

แบบปานกลาง(12)

การวิเคราะหความสัมพันธระหวางรูปแบบการ

กลายพันธุและคาความเขมขนของ Phe พบวารายที่มีคา

ความเขมขนของ Phe ในซีรั่มมากกวา 5 mg/dL ขึ้นไป 

จะมีการกลายพันธุแบบ missense mutation ซึ่งกรด

อะมิโนเปลี่ยนไปมีผลทำใหเอนไซม PAH ที่สรางขึ้น

มีรูปรางและการทำงานผิดปกติ(9) จึงไมสามารถยอย

กรดอะมิโน Phe ได ทำใหมีปญหาการคั่งของ Phe ใน

เลือด ทั้งนี้ในทุกตัวอยางยังพบการกลายพันธุ 2–5 

ตำแหนง ซึง่อาจมผีลตอการแสดงออกของยีนทัง้ในแงสง

เสริมหรือยับยั้งการทำงานของเอนไซม PAH ได

ขอจำกัดในการศึกษานี้ คือ ไมสามารถติดตาม

ขอมลูระดบัอาการปวยของโรค PKU ในทารกกลุมศกึษา

ทำใหไมสามารถเชื่อมโยงการกลายพันธุกับความรุนแรง

ของโรคได นอกจากนี้การทำ DNA sequencing จาก

ผลิตภัณฑ PCR 13 exons ที่ไดจากการออกแบบ

primers เพื่อใชในการวิเคราะหลำดับนิวคลิโอไทด

เปนเพียงรอยละ 6.64 ของความยาวยีน PAH ทั้งหมด 

(5,332 ใน 80,356 นวิคลโิอไทด) และไมครอบคลมุสวน

promoter ของยีนที่ตำแหนง 47079-138 (Ref: 

NG008690.2)(31) และสวน splicing site ซึ่งอาจเปน

สาเหตใุหไมพบการกลายพนัธุทีส่มัพนัธกบัคา Phe  และ 

Phe/Tyr ratio ในตัวอยาง เชน ตัวอยางที่มีคา Phe 

มากกวา 10 mg/dL (ตัวอยางที่ 1, 10, 12, 14 และ 

19) บางรายพบเพียงการกลายพันธุแบบ silence หรือ 

transcriptional element mutation เทานั้น

การศึกษาเพิ่มเติมใหครอบคลุมทั้งยีน โดยนำเทคโนโลยี

การวิเคราะหลำดับเบสสมัยใหม (next generation 

sequencing, NGS) มาวิเคราะหลำดับนิวคลิโอไทด

ของทั้งยีน PAH และนำการกลายพันธุที่พบมาศึกษา

การแสดงออกของยีน เพื่อเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ

เอ็นไซม PAH ที่ไดจากการกลายพันธุกับเอนไซมปกติ 

ทั้งนี้ควรศึกษา DNA sequencing เพิ่มเติมในทารก

ที่มีคา Phe  และ Phe/Tyr ratio ปกติ เพื่อเปนกลุม

ควบคุมการพบการกลายพันธุของยีน PAH ของทารกที่

สงสัยเปนโรค PKU ดวย
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สรุป

DNA ที่สกัดจากกระดาษซับเลือดที่เหลือจาก

การตรวจคัดกรองสุขภาพทารกแรกเกิดของตัวอยางที่

สงสัยเปนโรค PKU จากเกณฑคา Phe ในซีรั่มมากกวา 

2.3 mg/dL และอัตราสวนของ Phe ตอ Tyr มากกวา 

2 จำนวน 32 ตัวอยาง สามารถเพิ่มขยายยีน PAH ไดทั้ง 

13 exons เมื่อนำไปหาลำดับนิวคลิโอไทดดวยเทคนิค 

Sanger sequencing และวิเคราะหการกลายพันธุ

เทียบกับลำดับเบสในยีน PAH อางอิง พบทุกตัวอยาง

มีการกลายพันธุ 2–5 ตำแหนง รวมทั้งหมด 17 รูปแบบ 

ซึ่งเปนแบบเปลี่ยนรหัสเบสหนึ่งตำแหนง หลังแปลรหัส

แลวเปน missense mutation 13 รูปแบบ silence 

mutation 3 รูปแบบ และ transcriptional muta-

tion บริเวณ regulatory element ของยีน 1 รูปแบบ 

ซึง่การกลายพันธุท่ีพบมีระบใุนฐานขอมูล PAH vdb แลว 

การกลายพันธุชนิดเปลี่ยนกรดอะมิโนพบใน 17 ตัวอยาง

(รอยละ 53.12) และมีผลตรวจวิเคราะห Phe ในซีรั่ม

ตัง้แต 5 mg/dL ขึน้ไป งานวิจยันีจ้งึไมพบการกลายพนัธุ

แบบใหม อาจเนื่องจากขอจำกัดของจำนวนตัวอยาง

(n = 32) และเทคนิคการหาลำดับเบสดวย Sanger 

sequencing ที่ยังไมครอบคลุมการกลายพันธุทั้งหมด

ของยีน PAH การนำเทคโนโลยี NGS มาวิเคราะห

ลำดับนิวคลิ โอไทด เฉพาะสวนเอ็กโซม (exome

sequencing) หรือเฉพาะยีนเปาหมาย (targeted

sequencing) อาจชวยใหการวินิจฉัยโรค PKU มี

ประสิทธิภาพตอไปในอนาคต

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณศูนยการแพทยจิโนมิกสที่ใหความ

อนเุคราะหในการใชเครือ่งมือ อปุกรณ และชดุนำ้ยาตางๆ 

ขอขอบคุณกรมวิทยาศาสตรการแพทยที่ใหงบประมาณ

ในการทำวจิยั และขอขอบคณุผูอำนวยการสถาบนัชีววทิยา

ศาสตรทางการแพทย ผูอำนวยการศูนยปฏิบัติการตรวจ

คดักรองสุขภาพทารกแรกเกดิแหงชาต ิท่ีปรกึษาโครงการ

วิจัย หัวหนาโครงการวิจัย และผูรวมวิจัยทุกทาน ที่เปน

แรงผลักดันและใหความรวมมือในการดำเนินงานวิจัย

เปนอยางด ีตลอดจนชวยตรวจทานแกไขนิพนธตนฉบบันี้

ใหสำเร็จลุลวงดวยดี

เอกสารอางอิง

1. Williams RA, Mamotte CD, Burnett JR. 

Phenylketonuria: an inborn error of 

phenylalanine metabolism. Clin Biochem Rev 

2008; 29(1): 31-41.

 2. Loeber JG. Neonatal screening in Europe; the 

situation in 2004. J Inherit Metab Dis 2007; 

30(4): 430-8.

 3. Pangkanon S, Charoensiriwatana W, Janejai 

N, Boonwanich W, Chaisomchit S. Detection 

of phenylketonuria by the newborn screening 

program in Thailand. Southeast Asian J Trop 

Med Public Health 2009; 40(3): 525-9.

 4. Diamond A. Phenylalanine levels of 6-10 mg/

dl may not be as benign as once thought. Acta 

Paediatr Suppl 1994; 407: 89-91.

 5. Nelwan ML. Phenylketonuria: Genes in 

phenylketonuria, diagnosis, and treatments. 

Afr J Bio Sc 2020; 2(1): 1-8.

 6. Mitchell JJ, Trakadis YJ, Scriver CR.

Phenylalanine hydroxylase defi ciency. Genet 

Med 2011; 13(8): 697-707.

 7. Hoang L, Byck S, Prevost L, Scriver CR. PAH 

mutation analysis consortium database: a 

database for disease-producing and other 

allelic variation at the human PAH locus. 

Nucleic Acids Res 1996; 24(1): 127-31.

 8. Lee YW, Lee DH, Kim ND, Lee ST, Ahn JY, 

Choi TY, et al. Mutation analysis of PAH gene 

and characterization of a recurrent deletion 

mutation in Korean patients with phenylke-

tonuria. Exp Mol Med 2008; 40(5): 533-40.

 9. วรทัย ไหมศรีขาว. การตรวจกรองการกลายพันธุและ

การศึกษาความสัมพันธของยีน COMT ในเด็กไทยที่

เปนออทซึิมสเปคตรมั [วทิยานิพนธ]. สาขาวชิาชวีวทิยา

โมเลกุลและชีวสารสนเทศ, คณะวิทยาศาสตร. สงขลา: 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร; 2553; หนา 10.



Mutations of PAH Gene in Thai Neonates  Rotjanapan Pankanjanato et al.

234 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2565

 10. Valencia CA, Pervaiz MA, Husami A, Qian 

Y, Zhang K. Sanger sequencing principles, 

history, and landmarks. In: Next generation 

sequencing technologies in medical genetics. 

New York: Springer; 2013. p. 3-11.

 11. Chaiyasap P, Ittiwut C, Srichomthong C, 

Sangsin A, Suphapeetiporn K, Shotelersuk 

V. Massive parallel sequencing as a new 

diagnostic approach for phenylketonuria and 

tetrahydrobiopterin-defi ciency in Thailand. 

BMC Med Genet 2017; 18: 102. (6 pages).

 12. Ngiwsara L, Vatanavicharn N, Sawangareet-

rakul P, Liammongkolkul S, Ratanarak P, 

Boonyawat B, et al. Molecular characterization 

of Thai patients with phenylalanine hydroxy-

lase defi ciency and in vitro functional study 

of two novel PAH variants. Mol Biol Rep 2021; 

48(3): 2063-70.

 13. ประกาศกรมวิทยาศาสตรการแพทย เรื่อง หลักเกณฑ

การใชประโยชนจากคลังตัวอยางกระดาษซับเลือด

ที่จัดเก็บไดตามกิจกรรมการตรวจคัดกรองสุขภาพ

ทารกแรกเกิดแหงชาติของกรมวิทยาศาสตรการแพทย

พ.ศ. 2563. ราชกจิจานเุบกษา เลม 138 ตอนพิเศษ 69 ง

(วันที่ 26 มีนาคม 2564). หนา 17.

 14. QIAamp DNA blood mini kit – QIAGEN. [online].

2022; [cited 2022 Sep 26]; [10 screens]. Available

from: URL: https://www.qiagen.com/us/

landing-pages/microbiome-rna-research-

workfl ow/sample-disruption/qiaamp-dna-

blood-mini-kit.

 15. Vilarinho L, Esteves S, Ramos E, Amorim A, 

Azevedo L. PAH mutational spectrum: still 

expanding. Open J Genet 2011; 1(2): 9-12.

 16. Biglari A, Saff ari F, Rashvand Z, Alizadeh S, 

Najafi pour R, Sahmani M. Mutations of the 

phenylalanine hydroxylase gene in Iranian 

patients with phenylketonuria. Springerplus. 

2015; 4: 542. (5 pages).

 17. National Library of Medicine. Homo sapiens 

phenylalanine hydroxylase (PAH), RefSeqGene

on chromosome 12. [online]. 2022; [cited 2022 

Sep 26]. Available from: URL: https://www.

ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NG_008690.2.

 18. Kapa Biosystems. KAPA2G fast multiplex 

PCR kit. [online]. 2016; [cited 2022 Sep 26]; [4 

screens]. Available from: URL: https://www.n-

genetics.com/products/1104/1023/12664.pdf.

 19. Thermo Fisher Scientifi c. ExoSAP-IT™ PCR 

product cleanup reagent. [online]. 2017; [cited 

2022 Sep 26]; [2 screens]. Available from: 

URL: https://assets.thermofi sher.com/TFS-

Assets%2FLSG%2Fmanuals%2F78200b.pdf.

 20. Applied Biosystems. BigDye® Terminator v3.1 

cycle sequencing kit. [online]. 2010; [cited 2022 

Sep 26]; [72 screens]. Available from: URL: 

https://assets.thermofi sher.com/TFS-Assets/

LSG/manuals/cms_081527.pdf.

 21. NimaGen BV. D-Pure™ DyeTerminator

removal kit. [online]. 2018; [cited 2022 Sep 

26]; [4 screens]. Available from: URL: https://

www.nimagen.com/gfx/brands/D-Pure/D-

pure_protocol%20v2.pdf.

 22. BIOPKUdb: database of patients and genotypes

causing HPA/PKU. [online]. 2022; [cited 2022 

Sep 26]. Available from: URL: http://www.

biopku.org/home/biopku.asp.

 23. Zhou YA, Ma YX, Zhang QB, Gao WH, Liu JP, 

Yang JP, et al. Mutations of the phenylalanine 

hydroxylase gene in patients with phenylke-

tonuria in Shanxi, China. Genet Mol Biol 2012; 

35(4): 709-13.

 24. กวี สุจิปุลิ. บทที่ 8 การควบคุมการแสดงออกของยีน. 

ใน: พันธุศาสตรโมเลกุลเบื้องตน. [online]. 2547; 

[สืบคน 11 ต.ค. 2565]; [34 หนา]. เขาถึงไดที่: URL: 

http://conf.agi.nu.ac.th/webnewasp/ereading/

gene/unit8.pdf.



การกลายพันธุของยีนฟนิลอะลานีนไฮดรอกซีเลสในทารกไทย รจนาพรรณ ปนกาญจนโต และคณะ

235วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2565

 25. Gemperle-Britschgi C, Iorgulescu D, Mager 

MA, Anton-Paduraru D, Vulturar R, Thöny B. 

A novel common large genomic deletion and 

two new missense mutations identifi ed in the 

Romanian phenylketonuria population. Gene 

2016; 576(1): 182-8.

 26. Georgiou T, Ho G, Vogazianos M, Dionysiou M, 

Nicolaou A, Chappa G, et al. The spectrum of 

mutations identifi ed in Cypriot patients with 

phenylalanine hydroxylase defi ciency detected 

through neonatal screening. Clin Biochem 

2012; 45(7-8): 588-92.

 27. Jeannesson-Thivisol E, Feillet F, Chéry C, 

Perrin P, Battaglia-Hsu SF, Herbeth B, et al. 

Genotype-phenotype associations in French 

patients with phenylketonuria and importance 

of genotype for full assessment of tetrahydro-

biopterin responsiveness. Orphanet J Rare Dis 

2015; 10: 158. (22 pages).

 28. Martín-Rivada Á, Palomino Pérez L, Ruiz-Sala P,

Navarrete R, Cambra Conejero A, Quijada 

Fraile P, et al. Diagnosis of inborn errors of 

metabolism within the expanded newborn 

screening in the Madrid region. JIMD Rep 

2022; 63(2): 146-61.

 29. Wang T, Okano Y, Eisensmith RC, Lo WH, 

Huang SZ, Zeng YT, et al. Missense mutations

prevalent in Orientals with phenylketonuria:

molecular characterization and clinical 

implications. Genomics 1991; 10(2): 449-56.

 30. Okano Y, Kudo S, Nishi Y, Sakaguchi T,

Aso K. Molecular characterization of

phenylketonuria and tetrahydrobiopterin-re-

sponsive phenylalanine hydroxylase defi ciency 

in Japan. J Hum Genet 2011; 56(4): 306-12.

 31. Eukaryotic Promoter Database - PAH_1 viewer 

[online]. 2019; [cited 2022 Oct 7]; [2 screens]. 

Available from: URL: https://epd.epfl.ch/

cgi-bin/get_doc?db=hgEpdNew&format=geno

me&entry=PAH_1.



Mutations of PAH Gene in Thai Neonates  Rotjanapan Pankanjanato et al.

236 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2565

Rotjanapan Pankanjanato,1 Pawinee Innark,1 Maliwan Numnuan,1 Thirayut  Sombun,1 

Supaporn Nammoonnoy,1 Nuanjun Wichukchinda,2 Hansa Thaisri,1

and Surakameth Mahasirimongkol1

1Medical Life Science Institute, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand
2Medical Sciences Technical Office, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Mutations of the Phenylalanine
 Hydroxylase Gene in Thai Neonates with 

Suspected Phenylketonuria

ABSTRACT Phenylketonuria (PKU) is a rare genetic disease caused by mutations of the phenylalanine 

hydroxylase (PAH) gene. This gene produces an enzyme, which metabolizes phenylalanine (Phe) into 

tyrosine (Tyr). Accumulation of Phe in the body leads to brain damage and mental retardation. To study 

PAH mutation in PKU-suspected Thai neonates, DNA extraction and sequencing were performed using 

leftover dried blood spot samples from the routine work of The Neonatal Screening Operating Centre.  

We selected 32 DBS which had confi rmed Phe in serum > 2.3 mg/dL and Phe/Tyr ratio > 2 (n = 32). 

The sequencing results showed all samples had 2–5 point mutations. From the total of 17 mutation types; 

13 were missense mutations, 3 were silence mutations and 1 was a mutation at regulatory element. 

Especially, missense mutations were found in 17 samples (53.12%) with Phe in serum > 5 mg/dL. Due 

to the limitation of Sanger sequencing and many point mutations found, Next Generation Sequencing 

(NGS) may be used for targeted gene sequencing to diagnose PKU eff ectively.

Keyword: Mutations, Phenylalanine hydroxylase gene, Phenylketonuria, Thai neonates
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ปรมิาณ 5,7-dimethoxyflavone ในสารสกดันำ้
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บทคดัยอ กระชายดาํ (Kaempferia parvifl ora Wall. ex Baker) มสีรรพคณุในทางการแพทยแผนไทย โดยใชบาํรงุกาํลงั 

เพิ่มสมรรถภาพทางเพศ ชวยใหระบบไหลเวียนโลหิตดีขึ้น และแกปวดกระเพาะอาหาร ซึ่งมีสารสําคัญ คือ 5,7-dimethoxy-

fl avone (5,7-DMF)  มฤีทธิต์านอนุมลูอสิระ ตานอกัเสบ และตานมะเรง็ ในปจจบุนัยังไมมวีธิกีารควบคมุคณุภาพของปรมิาณ

สารสําคัญในสารสกัดน้ําจากเหงากระชายดํา การศึกษานี้จึงมีวัตถุประสงคเพื่อพัฒนาและทดสอบความใชไดของวิธีเคราะห

ปริมาณ 5,7-DMF ในสารสกัดน้ําจากเหงากระชายดําดวยวิธีโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง (UHPLC) ตรวจวัดดวย 

photodiode array detector ทีค่วามยาวคลืน่ 264 นาโนเมตร โดยใชคอลมัน ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolution 

HD (2.1×50 mm, 1.8 µm) และวัฏภาคเคลื่อนที่ของ (A) 0.2% glacial acetic acid ในน้ํา และ (B) methanol แบบ 

gradient การเตรียมสารละลายตัวอยางโดยสกัดดวยวิธี sonicate ใน methanol เปนเวลา 30 นาที ผลการศึกษาพบวาวิธีที่

พัฒนาขึ้นมีความจําเพาะ มีชวงความเปนเสนตรงที่ความเขมขนตั้งแต 0.06–0.36 mg/ml โดยคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) 

มากกวา 0.999 รอยละการคนืกลบั (%recovery) อยูในชวง 98.31–105.12 ความเทีย่งจากการทาํซ้าํในวนัเดียวกันและระหวาง

นักวิเคราะหมีคาที่ยอมรับได (%RSD < 2, %RSD < 4 และ HORRAT < 2 ตามลําดับ) ขีดจํากัดการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) 

เทากับ 0.04 mg/ml วิธีการตรวจวิเคราะหท่ีพัฒนาขึ้นน้ีสามารถนําไปใชประโยนชในการตรวจวิเคราะหปริมาณ 5,7-DMF 

เพื่อควบคุมคุณภาพของสารสกัดน้ํากระชายดําที่มีการจําหนายในเชิงพาณิชยได

คําสําคัญ: การพัฒนาวิธีวิเคราะห, การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห, 5,7-dimethoxyfl avone, สารสกัดน้ํา

 เหงากระชายดํา, UHPLC
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บทนํา

กระชายดำ มีชื่อวิทยาศาสตร คือ Kaempferia 

parviflora Wall. ex Baker อยูในวงศ Zingibera-

ceae(1) ชื่ออังกฤษ คือ Black ginger(2) สวนที่นำมาใช

ประโยชนทางยา คือ เหงา ซึ่งมีลักษณะกลม เรียงตอกัน 

อวบน้ำ ผิวสีน้ำตาล เนื้อมีสีมวงออน มวงเขม จนถึงสี

มวงดำ สรรพคุณในทางการแพทยแผนไทยใชบำรุงกำลัง 

เพิ่มสมรรถภาพทางเพศ เปนยาอายุวัฒนะ ชวยใหระบบ

ไหลเวียนโลหิตดีขึ้น ขับลม แกจุกเสียด แกปวดกระเพาะ

อาหาร เปนตน(2) ดังแสดงในภาพที่ 1

สารเคมีที่เปนองคประกอบหลักในน้ำมันหอม

ระเหยจากเหงากระชายดำ คือ borneol การสกัดเหงา

กระชายดำดวยตัวทำละลายที่มีความเปนขั้วสูง เชน 

methanol และ ethanol พบสารกลุม flavonoids(3) 

เชน 5,7-dimethoxyflavone (5,7-DMF) ซึง่เปนองค

ประกอบทางเคมทีีส่ำคัญ(4) ดงัแสดงในภาพที ่2 โดยสารนี้

มีรายงานวามีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ตานมะเร็ง โดย

สามารถยับยั้งการเจริญของ human cervical cancer 

HeLa cell line และ human gastric adrenocar-

cinoma AGS cell line(5) ฤทธิ์ตานอักเสบ โดยยับยั้ง

การแสดงออกของ iNOS, COX-2 และ Rel A 

mRNA(6) ฤทธิ์ขยายหลอดเลือดและตานอนุมูลอิสระ

ซึ่งสามารถปองกันความเสียหายของ ischaemia-

refusion(7) ตานการอักเสบและ degranulation ของ

basophilic leukemia cell ของหนู(8) และยับยั้ง 

human immunodeficiency virus type 1 (HIV-1)  ได(9)

ดวยฤทธิ์ทางชีวภาพที่สำคัญของกระชายดำ ทำให

กระชายดำไดรับการขนานนามวา โสมเมืองไทย

ภาพที่ 2 โครงสรางทางเคมีของ 5,7-dimethoxyflavone

ภาพที่ 1  เหงากระชายดำสด
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แผนแมบทแหงชาติวาดวยการพัฒนาสมุนไพร 

ฉบับที่ 1 พ.ศ. 2560–2564 โดยกระทรวงสาธารณสุข 

และองคกรภาครฐั-เอกชน กำหนดสมุนไพรทีม่ศีกัยภาพ

เปน product champion ซึ่งกระชายดำไดรับการ

คัดเลือกใหเปนสมุนไพรเปาหมายเพื่อขับเคลื่อนแผน

ดังกลาว(10-12) ผลิตภัณฑ เสริมอาหารหลายยี่หอ

ในทองตลาดมีสวนประกอบของสารสกัดกระชายดำ

ซึง่จากขอมลูโครงการศกึษาโอกาสทางการตลาดสารสกดั

สมนุไพรเปาหมาย ป พ.ศ. 2561 พบวาสารสกดักระชายดำ

มมีลูคาการตลาดประมาณ 34 ลานบาท สวนใหญประมาณ

รอยละ 69 เปนการจำหนายไปยังอุตสาหกรรมยาแผน

โบราณ และรองลงมาประมาณรอยละ 24 จำหนาย

ไปยังอุตสาหกรรมผลิตภัณฑเสริมอาหาร(13) ดังนั้น

การควบคุมคุณภาพสมุนไพรสารสกัดกระชายดำ

จึงมีความจำเปน เพราะจะทำใหผูบริโภคไดรับประโยชน

จากการใชสมุนไพรและทำใหมั่นใจถึงประสิทธิภาพที่ได

รับดวย การตรวจวิเคราะหปริมาณสารสำคัญในสมุนไพร

เปนวิธีการควบคุมคุณภาพทางเคมีซึ่งการใช UHPLC

ซึ่งเปนวิธีการวิเคราะหท่ีมีความไวและความจำเพาะสูง

สามารถวิ เคราะหตัวอย างไดอย างรวดเร็วและมี

ประสทิธภิาพ(14) การศกึษานีจ้งึมีวัตถปุระสงคเพือ่พฒันา

และทดสอบความใชไดของวิธีตรวจปริมาณ 5,7-DMF 

ในสารสกดันำ้กระชายดำ เพ่ือใหไดวิธท่ีีนาเชือ่ถอืเพยีงพอ

และสามารถนำไปใชในการควบคุมคุณภาพของสารสกัด

น้ำกระชายดำ

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางสารสกัดน้ำกระชายดำ

วัตถุดิบกระชายดำ จำนวน 5 ตัวอยาง ประกอบ

ดวย เหงากระชายดำสด จำนวน 1 ตัวอยาง จากแหลง

ปลูก อำเภอเขาคอ จังหวัดเพชรบูรณ ไดรับการระบุช่ือ

วิทยาศาสตร ตามหลักอนุกรมวิธานพืชจากสถาบันวิจัย

สมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย โดยมีหมายเลข 

Herbarium specimen DMSC 5285 วัตถุดิบผง

กระชายดำ จำนวน 4 ตวัอยาง ซือ้จากรานขายยาสมนุไพร

ในเขตกรุงเทพมหานคร

การเตรียมตัวอยางจากเหงากระชายดำสด โดย

นำวัตถุดิบเหงากระชายดำสดจากแหลงปลูกมาคัดแยก 

ลาง หั่น และตากใหแหง นำไปอบแหงในตูอบรอนที่

อุณหภูมิ 45–50 องศาเซลเซียส จากนั้นนำมาบดเปนผง

และผานแรงเบอร 180 เก็บตัวอยางที่ไดในขวดแกวสีชา

ปดสนิท การเตรียมตัวอยางจากวัตถุดิบผงกระชายดำ

ทีไ่ดจากรานขายยาสมนุไพร  โดยนำวตัถุดบิผงกระชายดำ

มาผานแรงเบอร 180 และเก็บในขวดแกวสีชาปดสนิท

ปดฉลากระบุชื่อ แหลงที่มา และหมายเลขตัวอยาง

การเตรียมสารสกัดน้ำกระชายดำ โดยชั่งตัวอยาง 

500 กรัม ใสลงในขวดแกวกนกลมขนาด 4 ลิตร เติม

น้ำกล่ัน 3.5 ลิตร จากนั้นนำไป reflux แลวกรองดวย

กระดาษกรองเบอร 4 สกัดดวยการ reflux ซ้ำ จำนวน

3 ครั้ง ทำใหสารสกัดน้ำกระชายดำเขมขนดวยเครื่อง

ระเหยสุญญากาศและทำใหแหงดวยวิธีระเหิดดวย

ความเย็น (freeze drying) เก็บสารสกัดน้ำกระชาย

ดำในขวดสีชาปดสนิทที่อุณหภูมิ 2–8 องศาเซลเซียส

ปดฉลากระบุชื่อ แหลงที่มา วิธีเตรียม และหมายเลข

ตัวอยาง จากนั้นนำสารสกัดน้ำกระชายดำไปพัฒนาวิธี

วิเคราะหและทดสอบความใชไดของวิธีตอไป

สารมาตรฐาน

5,7-DMF ความบริสุทธิ์ 99.95% (Chengdu 

Biopurify Phytochemicals Ltd., China, Lot. 

PRF20082101)

สารเคมี

methanol (HPLC grade), นำ้ (ultra purified

water), glacial acetic acid (AR grade) และ

ethanol (AR grade)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่อง UHPLC รุน 1290 Infinity II (Agilent 

Technologies®, Germany), guard column ชนิด 

Eclipse XDB-C18 ขนาด 2.1×5 มิลลิเมตร, ขนาด

อนภุาค 1.8 ไมโครเมตร และ Extend-C18 ขนาด 2.1×5 

มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร, column 

ชนดิ ZORBAX Eclipse C18 Rapid Resolution HT

ขนาด 2.1×100 มลิลเิมตร, ขนาดอนภุาค 1.8 ไมโครเมตร

และ ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolution HD

ขนาด 2.1×50 มลิลเิมตร, ขนาดอนภุาค 1.8 ไมโครเมตร

(Agilent®, USA), เครื่องชั่งความละเอียด 0.1-0.01

มิลลิกรัม (Mettler Toledo®, Switzerland),

เครื่องระเหยสุญญากาศ (Eyela®, USA), ตูอบรอน 
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(Memmert®, Germany), อางน้ำรอน (Contherm 

scientific Ltd., New Zealand), sonicator (Ney®, 

ULTRA sonikTM, USA), freeze dryer (Labconco®,

USA), PVDF syringe membrane filter ขนาด

0.22 ไมโครเมตร และกระดาษกรองเบอร 4

การพัฒนาวิธีวิเคราะห

การศึกษาระบบการวิเคราะหดวย UHPLC

สารละลายตัวอยาง เตรียมโดยชั่งสารสกัดน้ำ

กระชายดำ (จากเหงากระชายดำสด) 500 มิลลิกรัม ละลาย

และปรับปริมาตรดวย methanol ใหได 25 มิลลิลิตร 

กรองสารละลายผาน PVDF syringe membrane filter 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร

สารละลายมาตรฐาน เตรียมโดยชั่ง 5,7-DMF

1 มิลลิกรัม ละลายและปรับปริมาตรดวย methanol

ใหได 10 มลิลิลติร กรองสารละลายผาน PVDF syringe 

membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร

ความยาวคลื่น ศึกษาโดยนำสารละลายมาตรฐาน

และสารละลายสารสกัดน้ำกระชายดำไปวิเคราะหดวย

UHPLC การเลือกความยาวคลื่นพิจารณาจากความยาว

คลื่นสูงสุด (λmax) ในการดูดกลืนแสงของ 5,7-DMF 

และพื้นที่ใตพีคของ 5,7-DMF เมื่อเปรียบเทียบกับ

สารอื่นโดยใชความยาวคลื่น 264 และ 308 นาโนเมตร

วัฏภาคเคล่ือนที่ ศึกษาโดยวิเคราะหสารละลาย

มาตรฐานดวย UHPLC ใชวัฏภาคคงที่ชนิด ZORBAX 

Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution HT ขนาด 

2.1×100 มลิลเิมตร  ขนาดอนภุาค 1.8 ไมโครเมตร วัฏภาค

เคลือ่นทีแ่บบ gradient ไดแก 0.2% glacial acetic acid 

ในน้ำ และ methanol การตัดสินผลวิเคราะหพิจารณา

จาก tailing factor เมื่อไดผลการวิเคราะหเปรียบเทียบ

ระหวางความเขมขนของ glacial acetic acid ที่

แตกตางกัน จากนัน้นำสารละลายมาตรฐานและสารละลาย

สารสกัดน้ำกระชายดำไปวิเคราะห เปรียบเทียบผล

การศึกษาระหวางวัฏภาคเคล่ือนที่แบบ gradient ของ 

0.2% glacial acetic acid ในนำ้ และ methanol ระบบท่ี 1

ดงัแสดงในตารางที ่1 และระบบที ่2 ดงัแสดงในตารางที ่2

การตัดสินผลวิเคราะหพิจารณาจาก resolution

วัฏภาคคงที่  ศึกษาโดยวิเคราะหสารละลาย

มาตรฐานและสารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำกระชายดำ

ดวย UHPLC เปรียบเทียบผลการวิเคราะหระหวาง

ตารางที่ 1 วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 1

ตารางที่ 2 วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 2

Time (minute)
0.2% Glacial acetic acid in water

(%)
Methanol

(%)

0
1
7
8
11
12

45
45
15
15
45
45

55
55
85
85
55
55

Time (minute)
0.2% Glacial acetic acid in water

(%)
Methanol

(%)

0
1
9
10
13
15

50
50
15
15
50
50

50
50
85
85
50
50
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วัฏภาคคงที่ซึ่งมีลักษณะของอนุภาคภายในแตกตางกัน

ไดแก วัฏภาคคงที่ชนิด ZORBAX Eclipse XDB-C18 

Rapid Resolution HT ขนาด 2.1×100 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร ใชวัฏภาคเคลื่อนที่

ระบบที่ 2 ดังแสดงในตารางท่ี 2 กับวัฏภาคคงที่ชนิด 

ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolution HD

ขนาด 2.1×50 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร 

ใชวัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 3 ดังแสดงในตารางที่ 3

การตัดสินผลวิเคราะหพิจารณาจาก resolution

และ tailing factor จากนั้นศึกษาเปรียบเทียบผล

การปรับสัดสวนของวัฏภาคเคล่ือนท่ีระหวางระบบท่ี 3

ดงัแสดงในตารางท่ี 3 และระบบท่ี 4 ดงัแสดงในตารางที ่4

เพื่อใหมีการแยกที่ดีขึ้น การตัดสินผลวิเคราะหพิจารณา

จาก resolution และ tailing factor

การศึกษาปจจัยในการเตรียมสารละลายตัวอยางสาร

สกดันำ้กระชายดำสำหรบัวเิคราะหปรมิาณ 5,7-DMF

ชนิดของตัวทำละลาย ชั่งสารสกัดน้ำกระชายดำ 

500 มลิลกิรมั เตมิตวัทำละลาย ethanol หรอื methanol

20 มิลลิลิตร นำไป reflux นาน 30 นาที กรองผาน

กระดาษกรองเบอร 4 แลวระเหยสารละลายใหแหงดวย

เครื่องระเหยสุญญากาศ จากนั้นละลายและปรับปริมาตร

ดวยตัวทำละลาย methanol ใหได 25 มิลลิลิตร กรอง

สารละลายผาน PVDF syringe membrane filter 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวนำไปวเิคราะหดวย UHPLC 

และเปรียบเทียบผลการวิเคราะห

ระยะเวลาการสกดั ชัง่สารสกดันำ้กระชายดำ 500 

มลิลกิรมั เตมิตวัทำละลาย methanol 20 มลิลลิติร นำไป 

reflux นาน 30 นาที หรือ 60 นาที กรองผานกระดาษ

ตารางที่ 3 วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 3

ตารางที่ 4 วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 4

Time (minute)
0.2% Glacial acetic acid in water

(%)
Methanol

(%)
0

0.5
5
6
7
8

50
50
25
25
50
50

50
50
75
75
50
50

Time (minute)
0.2% Glacial acetic acid in water

(%)
Methanol

(%)

0

0.5

7

8

9

10

50

50

25

25

50

50

50

50

75

75

50

50



Method Development of 5,7-dimethoxyflavone Content of Black Ginger Extract Using UHPLC  Sununta Srisopon et al.

242 วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 64 ฉบับที่ 4 ตุลาคม - ธันวาคม 2565

กรองเบอร 4 แลวปรับปริมาตรดวย methanol ใหได

25 มิลลิลิตร จากนั้นกรองสารละลายที่ไดผาน PVDF 

membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร นำไป

วเิคราะหดวย UHPLC และเปรยีบเทียบผลการวิเคราะห

วิธีการสกัด ชั่งสารสกัดน้ำกระชายดำ 500 

มิลลิกรัม เติม methanol 20 มิลลิลิตร นำไป reflux 

นาน 30 นาที กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 และปรับ

ปริมาตรดวย methanol ใหได 50 มิลลิลิตร จากนั้น

กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF membrane filter 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร  นำไปวิเคราะหดวย UHPLC 

เปรียบเทียบกับอีกวิธี คือ ชั่งสารสกัดน้ำกระชายดำ 500 

มิลลิกรัม เติม methanol 40 มิลลิลิตร นำไป sonicate

30 นาท ีท้ิงไวทีอ่ณุหภูมิหอง ปรบัปรมิาตรดวย methanol

ใหได 50 มิลลิลิตร จากนั้นกรองสารละลายท่ีไดผาน 

PVDF membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

แลวนำไปวิเคราะหดวย UHPLC และเปรียบเทียบผล

การวิเคราะห

การทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห

ความจำเพาะ (specificity)

วิเคราะหสารละลายมาตรฐานและสารละลายสาร

สกดันำ้กระชายดำดวย UHPLC แลวเปรยีบเทียบผลของ 

UV spectrum และการปนเปอนของสารอื่น

ความเปนเสนตรง (linearity)

ชั่งสารมาตรฐาน 5,7-DMF 60 มิลลิกรัม ละลาย

และปรับปริมาตรดวย methanol ใหได 100 มิลลิลิตร 

ได stock standard solution จากนัน้เตรยีมสารละลาย

มาตรฐาน 6 ระดบัความเขมขน โดยปเปต stock standard

solution จำนวน 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 มิลลิลิตร ตามลำดบั

เจือจางและปรับปริมาตรดวย methanol ใหได 10 

มิลลิลิตร

การวิเคราะห sample blank ทำโดยชั่ง sample

blank 500 มลิลกิรัม (7 ซ้ำ) เตมิ methanol 40 มิลลลิติร

นำไป sonicate 30 นาที ท้ิงไวใหเย็นท่ีอุณหภูมิหอง

ปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร

กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF membrane filter 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวนำไปวิเคราะหดวย UHPLC 

ไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0.06, 0.12, 0.18, 

0.24, 0.30 และ 0.36 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ 

กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF membrane filter 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวนำไปวเิคราะหดวย UHPLC 

โดยวิเคราะหความเขมขนละ 3 ซ้ำ สรางกราฟมาตรฐาน

ระหวางความเขมขน (แกน x) กับ peak area (แกน y)

พจิารณาความเปนเสนตรงของชวงทีท่ำการทดสอบจากคา

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient, r)

คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determi-

nation, R2) และ residual plot โดยเกณฑการยอมรับ

ความเปนเสนตรง คือ r > 0.99(15), R2 > 0.99 และ re-

sidual plot ที่ไดจากผลตางของความเขมขนสังเกตและ

คาความเขมขนประมาณ (y-residual) ของทุกระดับ

ความเขมขนมีการกระจายตัวรอบๆ คาศูนย(16)

ความแมน (accuracy)

การเตรียม sample blank นำสารสกัดน้ำ

กระชายดำทัง้ 5 ตวัอยาง มาวเิคราะหปรมิาณ 5,7-DMF 

โดยชัง่สารสกดันำ้กระชายดำ 500 มลิลกิรมั เตมิ methanol

40 มิลลิลิตร นำไป sonicate 30 นาที ทิ้งไวใหเย็นท่ี

อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย methanol ใหได 50 

มิลลิลิตร กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF membrane 

filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวนำไปวิเคราะห

ดวย UHPLC แบบ triplicate และหาคาเฉลี่ยของผล

วเิคราะหโดยคำนวณความเขมขนของ 5,7-DMF ในสาร

สกัดน้ำกระชายดำจาก calibration curve กำหนดให

ตัวอยางที่มีปริมาณ 5,7-DMF นอยที่สุดเปน sample 

blank โดยคำนวณปริมาณรอยละโดยน้ำหนักของ

5,7-DMF จากสูตรดังนี้
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กรองเบอร 4 แลวปรับปริมาตรดวย methanol ใหได

25 มิลลิลิตร จากนั้นกรองสารละลายที่ไดผาน PVDF 

membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร นำไป

วเิคราะหดวย UHPLC และเปรยีบเทยีบผลการวเิคราะห

วิธีการสกัด ชั่งสารสกัดน้ำกระชายดำ 500 

มิลลิกรัม เติม methanol 20 มิลลิลิตร นำไป reflux 

นาน 30 นาที กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 และปรับ

ปริมาตรดวย methanol ใหได 50 มิลลิลิตร จากนั้น

กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF membrane filter 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร  นำไปวิเคราะหดวย UHPLC 

เปรียบเทียบกับอีกวิธี คือ ชั่งสารสกัดน้ำกระชายดำ 500 

มิลลิกรัม เติม methanol 40 มิลลิลิตร นำไป sonicate

30 นาท ีท้ิงไวทีอ่ณุหภมูหิอง ปรบัปรมิาตรดวย methanol

ใหได 50 มิลลิลิตร จากนั้นกรองสารละลายท่ีไดผาน 

PVDF membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร 

แลวนำไปวิเคราะหดวย UHPLC และเปรียบเทียบผล

การวิเคราะห

การทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห

ความจำเพาะ (specificity)

วิเคราะหสารละลายมาตรฐานและสารละลายสาร

สกดันำ้กระชายดำดวย UHPLC แลวเปรยีบเทยีบผลของ 

UV spectrum และการปนเปอนของสารอื่น

ความเปนเสนตรง (linearity)

ชั่งสารมาตรฐาน 5,7-DMF 60 มิลลิกรัม ละลาย

และปรับปริมาตรดวย methanol ใหได 100 มิลลิลิตร 

ได stock standard solution จากน้ันเตรยีมสารละลาย

มาตรฐาน 6 ระดบัความเขมขน โดยปเปต stock standard

solution จำนวน 1, 2, 3, 4, 5 และ 6 มลิลลิติร ตามลำดบั

เจอืจางและปรบัปรมิาตรดวย methanol ใหได 10 มลิลลิติร

ไดสารละลายมาตรฐานความเขมขน 0.06, 0.12, 0.18, 

0.24, 0.30 และ 0.36 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ 

กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF membrane filter 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวนำไปวเิคราะหดวย UHPLC 

โดยวิเคราะหความเขมขนละ 3 ซ้ำ สรางกราฟมาตรฐาน

ระหวางความเขมขน (แกน x) กับ peak area (แกน y)

พจิารณาความเปนเสนตรงของชวงทีท่ำการทดสอบจากคา

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (correlation coefficient, r)

คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (coefficient of determi-

nation, R2) และ residual plot โดยเกณฑการยอมรับ

ความเปนเสนตรง คือ r > 0.99(15), R2 > 0.99 และ re-

sidual plot ที่ไดจากผลตางของความเขมขนสังเกตและ

คาความเขมขนประมาณ (y-residual) ของทุกระดับ

ความเขมขนมีการกระจายตัวรอบๆ คาศูนย(16)

ความแมน (accuracy)

การเตรียม sample blank นำสารสกัดน้ำ

กระชายดำทัง้ 5 ตวัอยาง มาวเิคราะหปรมิาณ 5,7-DMF 

โดยชัง่สารสกดันำ้กระชายดำ 500 มลิลกิรมั เตมิ methanol

40 มิลลิลิตร นำไป sonicate 30 นาที ทิ้งไวใหเย็นที่

อุณหภูมิหอง ปรับปริมาตรดวย methanol ใหได 50 

มิลลิลิตร กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF membrane 

filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวนำไปวิเคราะห

ดวย UHPLC แบบ triplicate และหาคาเฉลี่ยของผล

วเิคราะหโดยคำนวณความเขมขนของ 5,7-DMF ในสาร

สกัดน้ำกระชายดำจาก calibration curve กำหนดให

ตัวอยางที่มีปริมาณ 5,7-DMF นอยที่สุดเปน sample 

blank โดยคำนวณปริมาณรอยละโดยน้ำหนักของ

5,7-DMF จากสูตรดังนี้

                          ความเขมขน (mg/ml) × dilution factor × 100
                %w/w =

              น้ำหนักตัวอยาง (mg)

การวิเคราะห sample blank ทำโดยชั่ง sample

blank 500 มลิลกิรมั (7 ซำ้) เตมิ methanol 40 มลิลลิติร

นำไป sonicate 30 นาที ทิ้งไวใหเย็นที่อุณหภูมิหอง

ปรับปริมาตรดวย methanol จนครบ 50 มิลลิลิตร

กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF membrane filter 

ขนาด 0.22 ไมโครเมตร แลวนำไปวเิคราะหดวย UHPLC 

การวเิคราะห spiked sample โดยเตมิสารละลาย

มาตรฐานความเขมขน 0.04, 0.08 และ 0.12 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ลงใน sample blank ทำซ้ำในแตละระดับ

ความเขมขน ความเขมขนละ 6 ซ้ำ แลวนำไปวิเคราะห

ดวย UHPLC

การวเิคราะห spiked sample โดยเตมิสารละลาย

มาตรฐานความเขมขน 0.04, 0.08 และ 0.12 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ลงใน sample blank ทำซ้ำในแตละระดับ

ความเขมขน ความเขมขนละ 6 ซ้ำ แลวนำไปวิเคราะห

ดวย UHPLC

การวิเคราะห analyte ทำโดยวิเคราะหสาร

มาตรฐานทัง้ 3 ระดบัความเขมขน ดวย UHPLC คำนวณ

ความเขมขนเฉลีย่ของ 5,7-DMF จาก calibration curve 

ตามสูตรการคำนวณ เกณฑการยอมรับความถูกตอง
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ของวธิวีเิคราะห คอื รอยละของการคนืกลับ (%recovery)

อยูในชวงรอยละ 95–105(15)

ผล

จากผลการศึกษาของการพัฒนาวิธีวิเคราะห

ปริมาณ 5,7-DMF ในสารสกัดน้ำกระชายดำ พบวา

ความยาวคล่ืนที่ใชในการตรวจวิเคราะห 5,7-DMF 

สามารถดูดกลืนแสงไดสูงสุดที่ความยาวคล่ืน 264 และ

308 nm เมือ่วเิคราะหสารสกดันำ้กระชายดำและพจิารณา 

chromatogram พบวาความยาวคลื่นที่ เหมาะสม

คือ 264 นาโนเมตร ดังแสดงในภาพที่ 3

เมื่อศึกษาเปรียบเทียบวัฏภาคเคลื่อนที่ โดย

วเิคราะหสารมาตรฐานและสารสกัดนำ้กระชายดำระหวาง

ระบบที่ 1 กับระบบที่ 2 พบวา resolution เทากับ 1.234

และ 1.347 ตามลำดับ  ดังแสดงในตารางที่ 1 และ 2

ศึกษาวัฏภาคคงที่ระหวาง column 2 ชนิด พบวาเมื่อใช

ZORBAX Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution HT

ขนาด  2.1×100  มลิลเิมตร ขนาดอนภุาค 1.8 ไมโครเมตร 

วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 2 ได resolution และ tailing 

factor เทากับ 1.347 และ 1.362 ตามลำดับ ในขณะที่ใช 

ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolution HD 

ขนาด 2.1×50 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร

วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 3 ได resolution และ tailing

factor เทากับ 3.054 และ 1.130 ตามลำดบั เมือ่ปรบัสดัสวน

ของวัฏภาคเคลื่อนท่ีโดยใช column ชนิด ZORBAX 

Extend-C18 Rapid Resolution HD ขนาด 2.1×50 

มลิลเิมตร   ขนาดอนภุาค 1.8 ไมโครเมตร พบวา resolution

และ tailing factor ที่ไดจากระบบที่ 5 เทากับ 3.054 

และ 1.130 ตามลำดับ resolution และ tailing factor 

ที่ไดจากระบบที่ 4 เทากับ 3.096 และ 1.070 ตามลำดับ 

ผลการเปรียบเทียบวัฏภาคเคลื่อนที่และวัฏภาคคงท่ี

ดังแสดงในภาพที่ 4

จากผลการศึกษาระบบการวิเคราะหดวย UHPLC

พบวาสภาวะที่เหมาะสมสำหรับการวิเคราะห 5,7-DMF

ในสารสกัดน้ำกระชายดำ ดังแสดงในตารางท่ี 5

การศึกษาชนิดของตัวทำละลาย ระยะเวลาการสกัด และ

วิธีการสกัด พบวาใช methanol เปนตัวทำละลายและ

สกัดตัวอยางดวยวิธี sonicate นาน 30 นาที เปนวิธี

ที่เหมาะสม ผลการศึกษาเปรียบเทียบปจจัยสำหรับ

การเตรียมสารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำกระชายดำ

ดังแสดงในตารางที่ 6

  (C
1
 – C

2
)

%recovery  =         × 100
                            C

3

C
1
 คือ ความเขมขนที่วัดไดของสารใน spiked 

sample

C
2
 คอื ความเขมขนทีว่ดัไดของสารใน  unspiked

sample

C
3
 คือ ความเขมขนของสารมาตรฐานที่เติม

ความเที่ยง (precision)

ความเที่ยงของการทวนซ้ำ (repeatability)(16)

วิเคราะหสารสกัดน้ำกระชายดำท่ีเติมสารมาตรฐาน

ความเขมขน 0.04, 0.08 และ 0.12 มิลลิกรัมตอ

มลิลลิิตร ระดบัความเขมขนละ 7 ซำ้ โดยวิเคราะหภายใน

วันเดียวกันดวยนักวิเคราะห 1 คน คำนวณรอยละของ

คาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) 

ความเที่ยงของการทำซ้ำ (within laboratory 

reproducibility)(16) วิเคราะหสารสกัดน้ำกระชายดำ

ที่เติมสารมาตรฐานความเขมขน 0.04, 0.08 และ 0.12

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ระดับความเขมขนละ 7 ซ้ำ

โดยนักวิเคราะห 2 คน วิเคราะหระยะเวลา 2 วัน

คำนวณรอยละของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ 

(%RSD)

ประเมนิคา Horwitz’s equation และ HORRAT

เกณฑการยอมรับ คือ HORRAT < 2(15)

ขีดจำกัดการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation,

LOQ)

ประมาณคา LOQ จาก calibration curve 

วเิคราะห sample blank (7 ซำ้) จากนัน้เตรยีม spiked 

sample โดยเตมิสารละลายมาตรฐานความเขมขนเทากบั

คาประมาณของ  LOQ  ลงใน sample blank (6 ซ้ำ) 

วิเคราะหความเขมขนของสารมาตรฐานท่ีเติมลงไปใน 

sample blank (2 ซ้ำ) คำนวณความเขมขนของ 

5,7-DMF ในตัวอยางจาก calibration curve ยืนยัน 

LOQ โดยประเมินคาความแมนดวย %recovery และ

ประเมินคาความเที่ยงดวย %RSD
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ภาพที่ 3 การศึกษาความยาวคล่ืนและ UV spectrum สำหรับวิเคราะห 5,7-DMF ในสารสกัดน้ำกระชายดำ

 (A) โครมาโตแกรมของ 5,7-DMF ที่ความยาวคลื่น 264 nm, (B) โครมาโตแกรมของ 5,7-DMF

 ที่ความยาวคล่ืน 308 nm, (C) โครมาโตแกรมของสารสกัดน้ำกระชายดำที่ความยาวคลื่น 264 nm,

 (D) โครมาโตแกรมของสารสกดัน้ำกระชายดำทีค่วามยาวคลืน่ 308 nm, (E) UV spectrum ของ 5,7-DMF

 ที่ความยาวคลื่น 264 และ 308 nm และ (F) UV spectrum ของสารสกัดน้ำกระชายดำ ที่ความยาวคลื่น

 264 และ 308 nm 
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ภาพที่ 4 โครมาโตแกรมของสารสกัดน้ำกระชายดำ (A) วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 1, (B) วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 2,

 (C) วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 3 และ (D) วัฏภาคเคลื่อนที่ระบบที่ 4

ตารางที่ 5  สภาวะที่เหมาะสมสำหรับการวิเคราะห 5,7-DMF ในสารสกัดน้ำกระชายดำดวย UHPLC

วัฏภาคคงที่

อุณหภูมิคอลัมน
อัตราการไหล
วัฏภาคเคลื่อนที่

ความยาวคลื่น
เวลา
ปริมาตรการฉีด

ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolution HD ขนาด 2.1×50 มิลลิเมตร 
ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร
30 องศาเซลเซียส
0.4 มิลลิลิตรตอนาที
(A) 0.2% glacial acetic acid ในน้ำ และ (B) methanol โดยใชระบบ gradient 
ตามระบบที่ 4 (ตารางที่ 4)
264 นาโนเมตร
10 นาที
4 ไมโครลิตร
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จากผลการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะห

ปริมาณสาร 5,7-DMF ของสารสกัดน้ำกระชายดำ โดย

ศึกษาปจจัยตางๆ ดังนี้

ความจำเพาะ (specificity)

chromatogram ของการวิเคราะห 5,7-DMF ใน

สารละลายสารสกัดน้ำกระชายดำ พบวาวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้

มีความจำเพาะโดยไมพบการปนเปอนของสารอื่น

ดังแสดงในภาพที่ 5

ความเปนเสนตรง (linearity)

กราฟมาตรฐานระหวางความเขมขนกบั peak area

พบวามคีวามเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.06–0.36 

มลิลิกรมัตอมลิลลิติร เม่ือทำการวิเคราะหความเขมขนละ 

3 ซ้ำ โดยคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) เทากับ 0.9999 

คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) เทากับ 0.9998 และ 

residual plot มกีารกระจายตวัท่ีสมดลุของ y-residual 

ของความเขมขนแตละระดับรอบๆ คาศูนย ดังแสดงใน

ภาพที่ 6

ความแมน (accuracy) และความเทีย่ง (precision)

จากผลการวิเคราะหสารสกดัน้ำกระชายดำ จำนวน 

5 ตวัอยาง (3 ซำ้) พบวามีปรมิาณ 5,7-DMF เฉล่ียเทากับ

0.0947, 0.1780, 0.1523, 0.1510 และ 0.1675 มิลลกิรมั

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ เมื่อวิเคราะหสารสกัดน้ำกระชาย

ดำที่มีปริมาณ 5,7-DMF นอยที่สุด (sample blank) 

จำนวน 7 ซ้ำ พบวามีปริมาณ 5,7-DMF เฉล่ียเทากับ 

0.0976 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

ผลการทดสอบความแมนและความเท่ียง ดงัแสดง

ในตารางที่ 7 ที่ความเขมขน 3 ระดับ พบวารอยละของ

การคืนกลับที่ความเขมขน 3 ระดับ มีคาเทากับรอยละ 

105.12±1.49, 98.31±0.82 และ 99.07±0.52 ตามลำดบั

ความเที่ยงของการทดสอบ repeatability ท่ี

ความเขมขน 3 ระดบั มคีา %RSD เทากบั 1.14, 1.11 และ 

1.07 ตามลำดบั และ HORRAT เทากบั 0.70, 0.42 และ

0.40 ตามลำดับ

ความเที่ยงของการทดสอบ within laboratory 

reproducibility ที่ความเขมขน 3 ระดับ มีคา %RSD 

เทากบั 3.80, 3.67 และ 3.55 ตามลำดบั และ HORRAT

เทากับ 0.18, 0.89 และ 0.78 ตามลำดับ ดังแสดงใน

ตารางที่ 7

ขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ (limit of quanti-

tation, LOQ)

การทดสอบขีดจำกัดของการวัดเชิงปริมาณ พบวา

LOQ มีคาเทากับ 0.04 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดย

%recovery เทากับ 105.12 และ %RSD เทากับ 0.44

ตารางที ่6 การศกึษาปจจัยในการเตรยีมสารละลายตวัอยางสารสกดันำ้กระชายดำสำหรบัวเิคราะหปรมิาณ 5,7-DMF

ปจจัยที่ศึกษา ตัวทำละลาย
ระยะเวลาสกัด

(นาที)
วิธีการสกัด

ปริมาณ 5,7-DMF

(%w/w)

ชนิดตัวทำละลาย

(n = 1)

ethanol

methanol

30

30

reflux

reflux

1.3

2.1

ระยะเวลา

(n = 1)

methanol

methanol

30

60

reflux

reflux

2.1

2.3

วิธีการสกัด

(n = 2 )

methanol

methanol

30

30

reflux

sonicate

1.7

1.3
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ภาพที่ 5 ผลการทดสอบความจำเพาะของวิธีวิเคราะหปริมาณ 5,7-DMF (A) โครมาโตแกรมของ 5,7-DMF,

 (B) โครมาโตแกรมของสารสกัดน้ำกระชายดำ, (C) UV spectrum ของ 5,7-DMF และ (D) 

 UV spectrum ของสารสกัดน้ำกระชายดำ
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ภาพที่ 6 กราฟมาตรฐานของ 5,7-DMF และ residual plot (A) calibration curve ของ 5,7-DMF

 ชวงความเขมขน 0.06–0.36 mg/ml (n = 3) โดย r = 0.9999 และ (B) residual plot 
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เกณฑการยอมรับตาม AOAC guildline(15)

aAccuracy: %recovery = 95–105%
bPrecision: repeatability; %RSD < 2 and HORRAT = 0.5–2
cPrecision: within laboratory reproducibility; %RSD < 4 and HORRAT = 0.5–2

วิจารณ

การวิ เคราะหปริมาณสารสำคัญในสารสกัด

สมุนไพรเปนวิธีการที่ใชควบคุมคุณภาพของสารสกัด

สมุนไพร จากการทบทวนวรรณกรรมพบวา มีการศึกษา

วิจัยดานฤทธิ์ทางชีวภาพและพิษวิทยาของสารสกัดน้ำ

จากเหงากระชายดำ(2, 5, 6, 9, 17) แตยงัไมมวีธิคีวบคมุคณุภาพ

ทางเคมดีวยวธิกีารวิเคราะหปรมิาณสารสำคญั 5,7-DMF 

ในสารสกัดน้ำกระชายดำ ดังนั้นผูวิจัยจึงไดพัฒนาวิธี

วิเคราะหปริมาณ 5,7-DMF ในสารสกัดน้ำกระชายดำ

ดวย UHPLC และพบวาการใช column ชนิด ZORBAX

Extend-C18 Rapid Resolution HD ขนาด 2.1×50 

มลิลเิมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร เปนวัฏภาคคงที่

มคีวามเหมาะสมมากกวาการใช column ชนิด ZORBAX

Eclipse XDB-C18 Rapid Resolution HT ขนาด 

2.1×100 มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร

เนื่องจากสามารถวิเคราะหได resolution ที่ดีกวา และ

การใชสัดสวนแบบ gradient ท่ีเหมาะสมของ 0.2% 

glacial acetic acid ในน้ำ และ methanol เปนวัฏภาค

เคลื่อนที่ สามารถวิเคราะหองคประกอบของ 5,7-DMF

ในกระชายดำไดรวดเร็วกวาการศึกษาองคประกอบของ

polymethoxyflavone ในสารสกัดกระชายดำ(5)

การศึกษา 12 methoxyflavones ในเหงากระชายดำ(17)

และการศึกษา polymethoxyflavone ในผลิตภัณฑ

กระชายดำ(18)  การเตรยีมสารละลายสารสกัดนำ้กระชายดำ

สำหรบัวเิคราะหปรมิาณ 5,7-DMF เลอืกใช methanol

เปนตัวทำละลาย เนื่องจากสามารถละลายสารมาตรฐาน

5,7-DMF ไดดีกวาและตรวจพบปริมาณ 5,7-DMF

ไดมากกวาการใชตัวทำละลาย ethanol ระยะเวลา

การสกัด เพื่อเตรียมตัวอยางที่  30 และ 60 นาที

ไมแตกตางกันอยางชัดเจน จึงเลือกใชระยะเวลาในการ

สกัดที่  30 นาที แมวาการเตรียมตัวอยางดวยวิธี

reflux จะสามารถตรวจพบปริมาณ 5,7-DMF แตกตาง

กับวิธี sonicate แตเลือกใชวิธี sonicate เนื่องจาก

เปนวิธีการที่งายกวาโดยใชเวลาเทากัน การทดสอบ

ความใชไดของวิธีแสดงใหเห็นวาวิธีนี้มีความจำเพาะ 

เนื่องจากเมื่อวิเคราะหปริมาณ 5,7-DMF ในสารสกัด

น้ำกระชายดำแลวไมพบการปนเปอนของสารอื่น โดยมี

ความเปนเสนตรงในชวงความเขมขนตั้งแต 0.06–0.36 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร คาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ (r) 

เทากับ 0.9999 คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (R2) 

เทากับ 0.9998 ขีดจำกัดการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) ของ 

5,7-DMF มีคาเทากับ 0.04 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

คา %recovery อยูในชวง 95–105 โดยคา precision

พบวา %RSD ของ repeatability มคีาเทากบั 1.07-1.14

และ HORRAT < 2 ในขณะที่ %RSD ของ within 

ตารางที่ 7  ผลการทดสอบความใชไดของวิธีวิเคราะหโดยแสดงความแมน (accuracy) และความเที่ยง (precision)

Sample 
blank

(mg/ml)

Spike 
sample

(mg/ml)

Accuracy
(n = 6)

Precision
(n = 7)

%Recoverya

(mean±SD)

Repeatability
within dayb

Reproducibility
within laboratoryc

%RSD HORRAT %RSD HORRAT

0.0976 0.14 105.12±1.49 1.14 0.70 3.80 0.18

0.17 98.31±0.82 1.11 0.42 3.67 0.89

0.21 99.07±0.52 1.07 0.40 3.55 0.78
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laboratory reproducibility มีคาเทากับ 3.55-3.80 

และ HORRAT < 2 ซ่ึงผานเกณฑการยอมรบัตาม AOAC 

guideline(15) ดังน้ันวิธีน้ี จึงเปนวิธีท่ีมีความแมนและ

ความเที่ยงที่เปนไปตามเกณฑมาตรฐาน

สรุป

วิธีการตรวจวิเคราะหปริมาณ 5,7-DMF ในสาร

สกัดน้ำกระชายดำดวย UHPLC ที่พัฒนาขึ้นนี้เปนวิธี

ทีม่ปีระสทิธภิาพ รวดเรว็ มีความเปนเสนตรง มีความแมน

มคีวามเทีย่ง และมคีวามจำเพาะ สามารถนำไปใชวิเคราะห

สารสกัดน้ำกระชายดำ ซ่ึงเปนประโยชนในการควบคุม

คุณภาพของสารสกัดน้ำกระชายดำที่มกีารจำหนายในเชงิ

พาณิชยตอไป

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณการสนับสนุนงบประมาณการวิจัยจาก
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สนับสนุนครุภัณฑสำหรับการวิจัย ตลอดจนเจาหนาที่
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Tissanin Supachaiyakit, Somchai Sanlaung-in, and Siriwan Chaisomboonpan

Medicinal Plant Research Institute, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Method Development and Validation of 
5,7-Dimethoxyflavone Content of Black 

Ginger Rhizome Aqueous Extract 
Using Ultra High Performance Liquid 

Chromatography

ABSTRACT Black ginger rhizomes (Kaempferia parvifl ora Wall. ex Baker) are used for tonic, 

erectile dysfunction aid, blood circulation system improvement, and antispasmodic in Thai traditional 

medicine. The major constituent, 5,7-dimethoxyfl avone (5,7-DMF), was reported as antioxidant, 

anti-infl ammation and anti-cancer. Until now, the quantitative determination of black ginger rhizomes 

aqueous extract has not been specifi ed. The objective of this study was to develop and validate 

method to analyze the content of 5,7-DMF in the extract using ultra high performance liquid 

chromatography (UHPLC), detected  at  264 nm. The stationary phase was ZORBAX Extend-C18 

Rapid Resolution HD (2.1×50 mm, 1.8 µm). The mobile phase was the mixture of 0.2% glacial 

acetic acid in water and methanol as a gradient system. The sample was prepared by sonication 

with methanol for 30 minutes. As a result,  this  method was specifi c. The linearity was shown between 

0.06–0.36 mg/ml with r  >  0.999. The %recovery was 98.31–105.12. The precision repeatability within day 

and reproducibility within laboratory, were acceptable with %RSD < 2 and %RSD < 4 (HORRAT    

< 2), respectively. The limit of quantitation (LOQ) was equal to 0.04 mg/ml. Therefore, the method can 

be used for determination of 5,7-DMF content for the quality control of black ginger rhizomes aqueous 

extracts which are commercially available.

Keywords: Method development, Method validation, 5,7-dimethoxyfl avone, Black ginger rhizomes 

aqueous extract, UHPLC
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บทคัดยอ เคร่ืองเอกซเรยเคลื่อนที่ถูกนํามาใชถายภาพสําหรับผูปวยที่ไมสามารถเคลื่อนยายได ซึ่งในการใชงานเคร่ือง

จะมีปริมาณรังสีกระเจิงมากนอยขึ้นอยูกับเวลาการถายภาพรังสี ระยะทาง และคาเทคนิคที่ตั้ง ถาคาปริมาณรังสีกระเจิงมาก

จะมีผลตอสุขภาพของผูไดรับรังสี การศึกษานี้มีวัตถุประสงคในการศึกษาผลของระยะทางที่ทําใหปริมาณรังสีกระเจิงลดลง

และลักษณะการลดลงของรังสีกระเจิง โดยศึกษาจากเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ที่ใชในสถานพยาบาลในกรุงเทพมหานคร และ

6 จังหวัดในเขตสุขภาพที่ 4 และจังหวัดสมุทรสาครในเขตสุขภาพที่ 5 ในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 จํานวนทั้งสิ้น 83 เครื่อง

(7 ยี่หอ 15 รุน) โดยตั้งคาเทคนิคถายภาพรังสีคงที่ 80 kVp และ 32 mAs พบวาเคร่ืองเอกซเรยแบบเคลื่อนที่ที่

ทดสอบทั้งหมด มีคาปริมาณรังสีกระเจิง (mean±SD) ที่ระยะหาง 1 เมตร อยูในชวง 2,100±1,253 µSv/hr ถึง 

11,500±9,192 µSv/hr และเมื่อทดสอบที่ระยะหาง 2 เมตร พบวาปริมาณรังสีกระเจิงลดลงมาอยูในชวง 800±0 µSv/hr

ถึง 2,940±3,624 µSv/hr ในขณะที่การทดสอบที่ระยะ 3, 4 และ 5 เมตร พบวาปริมาณรังสีกระเจิงลดลงอยางมาก

ซึ่งอยูในชวง 256±0 µSv/hr ถึง 1,278±1,021 µSv/hr, 131±78 µSv/hr ถึง 719±575 µSv/hr และ 

84±50 µSv/hr ถึง 449±387 µSv/hr ตามลําดับ เม่ือเปรียบเทียบคาปริมาณรังสีกระเจิงกับระยะทางที่ทําการวัด

พบวาคาปรมิาณรงัสกีระเจงิจะลดลงตามระยะทางทีท่าํการวดัทกุเครือ่ง และรงัสกีระเจงิมลีกัษณะการลดลงแบบเอกซโพเนนเชยีล

พบวาที่ระยะตั้งแต 2 เมตรขึ้นไป มีคาไมเกินขีดจํากัดปริมาณรังสี (dose limit) ประจําบุคคล สําหรับผูปฏิบัติงานดานรังสี 

ดังนั้นในการปฏิบัติงาน ควรใชระยะหางอยางนอย 2 เมตร อยางไรก็ตาม ขณะปฏิบัติงานถายภาพดวยเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่

ควรมีระยะหางจากเครื่องเอกซเรยใหมากที่สุด 

คําสําคัญ: เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่, ปริมาณรังสีกระเจิง, ระยะทาง
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บทนํา

เครื่องเอกซเรยแบบเคลื่อนที่หรือเครื่องเอกซเรย

เคลื่อนที่ ไดนำมาใชถายภาพสำหรับผูปวยที่ไมสามารถ

เคล่ือนยายไดในการเขารับบริการท่ีแผนกรังสีวิทยา 

เชน หอผูปวยและแผนกฉุกเฉิน เพ่ือสรางภาพอวัยวะ

ตาง ๆ  ของรางกายสำหรับการวินิจฉัยรอยโรค การนำ

เคร่ืองเอกซเรยเคลือ่นท่ีมาใชถายภาพรงัสผีูปวยจึงสำคญั

มาก เนือ่งจากหองถายภาพรงัสไีมไดถกูออกแบบสำหรบั

ปองกันอันตรายจากรังสี เชน กรณีของหอผูปวย ในขณะ

ทำการถายภาพรังสีผูปวยจะมีผูปวยรายอื่นที่ไมสามารถ

เคลื่อนยายตัวเองได จึงอาจไดรับปริมาณรังสีกระเจิงไป

ดวย ซึ่งปริมาณรังสีกระเจิงดังกลาวขึ้นอยูกับระยะเวลา

การถายภาพรังสี ระยะทาง และคาเทคนิคที่ตั้งขณะถาย

ภาพทางรังสี การไดรับรังสีบอยครั้งหรือไดรับในปริมาณ

มากเกินไปอาจทำใหเกิดความเสี่ยงตอเซลลเกิดความ

บกพรองหรือเสื่อมสภาพ นำไปสูโอกาสเกิดโรคมะเร็ง

หรืออาจทำใหเกิดการเปล่ียนแปลงในยีนทำใหมีผลตอ

ลักษณะทางพันธุกรรมได(1) สถานพยาบาลบางแหงไม

ไดใชอุปกรณปองกันรังสีหรือไมมีการใชฉากปองกันรังสี

จึงทำใหมีความเสี่ยงที่จะไดรับรังสี ซึ่งการถายภาพรังสี

แตละครั้งเจาหนาที่ผูปฏิบัติงานทางรังสีสวนใหญจะ

ไมทราบคาปริมาณรังสีกระเจิงที่ผูปฏิบัติงานมีโอกาส

ไดรับ โดยที่คาจำกัดปริมาณรังสี (dose limit) ประจำ

บุคคลสำหรับผูปฏิบัติงานดานรังสีจะตองมีคาไมเกิน

20 มิลลิซีเวิรตตอป (400 ไมโครซีเวิรตตอสัปดาห) 

สำหรับประชาชนหรือบุคคลท่ัวไปจะตองมีคาไมเกิน 1 

มิลลิซีเวิรตตอป (20 ไมโครซีเวิรตตอสัปดาห)(2)

ผลการศึกษาของ Vlachos I, et al(3) พบวา

ปริมาณรังสีกระเจิงขึ้นกับคาความตางศักยของหลอด

เอกซเรยที่ใช และมุมองศาการวัดรังสีกระเจิงมีผลกับ

คาปริมาณรังสีกระเจิงเพียงเล็กนอยหรือไมมีผล เพราะ

คาทีว่ดัไดมคีาใกลเคยีงกนัในการวดัทกุมมุองศา จากการ

ศึกษาของ Abrantes A และคณะ(4)  พบวาระยะทางที่

เพิ่มข้ึนสงผลใหปริมาณรังสีกระเจิงลดลง นอกจากนี้

ยั งพบปจจัยที่มีผลตอคาปริมาณรังสีกระเจิง คือ

คากระแสไฟฟาของหลอดเอกซเรยกับเวลาในการ

ถายภาพรังสี หรือ mAs พบวาถา mAs มีคามากจะ

สงผลใหปริมาณรังสีกระเจิงมาก ในขณะใชงานเครื่อง

เอกซเรยหากจำเปนตองใช mAs สูง ใหใชระยะทาง

ชวยลดปริมาณรังสีกระเจิงและจัดหาวัสดุปองกันรังสี 

การวิจัยนี้มีวัตถุประสงคในการศึกษาผลของระยะทาง

ที่ทำใหปริมาณรังสีกระเจิงลดลงและลักษณะการลดลง

ของรังสีกระเจิงเมื่อใชคา 80 kV และ 32 mAs เพื่อเปน

ขอมูลใหแกผูปฏิบัติงานและผูเกี่ยวของ สำหรับเฝาระวัง

และใชเปนแนวทางปองกันอันตรายรังสีจากการปฏิบัติ

งานโดยใชเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ 

วัสดุและวิธีการ

กลุมศึกษา

ดำเนินการศึกษาเครื่องเอกซเรยเคลื่อนท่ีจาก

สถานพยาบาล เชน โรงพยาบาลและคลินิกทั้งภาครัฐ

และเอกชนในเขตกรงุเทพมหานคร  เขตบรกิารสขุภาพท่ี 4

จำนวน 6 จงัหวดั ไดแก นนทบรุ ีปทมุธาน ี พระนครศรีอยธุยา

นครนายก สระบรุ ีอางทอง และ ในเขตบรกิารสขุภาพที ่5 

จำนวน 1 จงัหวดั คอื สมทุรสาคร ทีผ่านมาตรฐานทดสอบ

ความเที่ยงตรงของคาปริมาณรังสีตามมาตรฐานคุณภาพ

เครื่องเอกซเรยวินิจฉัย กรมวิทยาศาสตรการแพทย

ในปงบประมาณ พ.ศ. 2562 จำนวน 83 เครื่อง ดังแสดง

ในตารางที่ 1 โดยแบงเปนเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่

7 ยี่หอ ทั้งหมด 15 รุน ดังแสดงในตารางที่ 2

ตารางที่ 1 จำนวนเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ที่ใชในการศึกษาจากจังหวัดตางๆ

กรุงเทพฯ นนทบุรี ปทุมธานี อยุธยา นครนายก สระบุรี อางทอง สมุทรสาคร รวม

เครื่องเอกซเรย
เคลื่อนที่
(เครื่อง)

60 4 8 2 2 1 3       3 83
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ตารางที่ 2 รายละเอียดการกําหนดสัญลักษณยี่หอ-รุน ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ที่ใชในการศึกษา

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องตรวจวัดปริมาณรังสีกระเจิง (survey 

meter) ใชสำหรับวัดคาปริมาณรังสียังผล (effective 

dose: E) มหีนวยเปน ไมโครซีเวิรตตอชัว่โมง (µSv/hr)

(ยี่หอ Fluke, รุน 451P-DE-SI-RYR, ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ไดรับการสอบเทียบกับหองปฏิบัติการ

รังสีมาตรฐานทุติยภูมิ (มีคาความแมนยำ ±10%),

หุนจำลองซึ่งทำจาก PMMA (polymethyl meth-

acrylate) ความหนา 20 เซนติเมตร เพื่อทำใหเกิดการ

กระเจิงของรังสีเอกซ

วิธีการศึกษา

 การวัดคาปริมาณรังสีกระเจิงจากเครื่องเอกซเรย

เคล่ือนที ่โดยตัง้คาความตางศกัยหลอดเอกซเรย (kV) ที่ 

80 kV และคากระแสไฟฟาของหลอดเอกซเรยและเวลา

ในการถายภาพรงัส ี(mAs) 32 mAs ซึง่การใชงานสงูสดุ

อยูที่ 32 mAs โดยทำการเปดคอลลิเมเตอร (collima-

tor) ใหกวางสุด (ซึ่งคาปริมาณรังสีกระเจิงขึ้นกับขนาด

เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่

ลำดับเครื่องที่ ยี่หอ รุน

1
2
3
4
5
6
7
8
9
10
11
12
13
14
15

A
B
C
C
D
E
F
F
F
F
F
F
F
F
G

I
I
I
II
I
I
I
II
III
IV
V
VI
VII
VIII

I

หมายเหตุ:  เครื่องเอกซเรยแตละยี่หอถูกกำหนดสัญลักษณตามอักษรภาษาอังกฤษ (A-G) และรุนตาง ๆ (I-VIII) 

 โดยไมอาจเปดเผยขอมูลได ซึ่งเปนเครื่องที่มีจำหนายและใชในประเทศ

ของลำรังสี (field size) ใชขนาดตามหลอดเอกซเรย

ที่ตรวจวัดและการกรองรังสีของหลอดเอกซเรย จาก

ความหนาครึง่คา (half value layer, HVL)  โดยกำหนด

เทคนิคการตั้งคาหรือตัวแปรในการทดลองใหเหมือนกัน

หรือใกลเคียง เครื่องเอกซเรยที่ทำการเก็บขอมูลจะมีคา 

HVL ที่ 80 kV เปนไปตามมาตรฐานที่กรมวิทยาศาสตร

การแพทยกำหนด คอื มคีาระดบัปรมิาณรงัส ี(mR/mAs) 

ตามกำหนดและมีคาความทำซ้ำ (reproducibility)

ไมเกิน 5% ดังนั้นในการวัดคาปริมาณรังสีกระเจิงจึง

ใชคาเฉลี่ยที่ระยะทางตาง ๆ  ของแตละยี่หอและรุนของ

เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่) และวัดปริมาณรังสีกระเจิง 

(หนวยเปน µSv/hr) ที่หุนจำลอง PMMA โดยใช

เครื่องตรวจวัดปริมาณรังสี (survey meter) ที่

ระยะหาง 1, 2, 3, 4 และ 5 เมตร ดังแสดงในภาพที่ 1 

โดยวางเครือ่งมอืวดัจดัใหอยูในแนวระดบัระนาบเดยีวกบั

หลอดเอกซเรย โดยแตละระยะทำการวัดจำนวน 3 ครั้ง 

แลวหาคาเฉลี่ย ±SD ยกเวนในบางยี่หอที่รุนเดียวกัน
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จะมกีารหาคาเฉล่ีย ± SD อกีครัง้ ดำเนินการเชนเดยีวกนั

กับทุกเครื่องที่ทำการเก็บขอมูล 

การวิเคราะหขอมูล และ สถิติที่ใช

เปรียบเทียบปริมาณรังสีกระเจิงที่วัดไดตามระยะ

ทางจากเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ของแตละบริษัทผูผลิต

หรอืยีห่อและรุน เมือ่วดัทีร่ะยะทางตางกนัโดยใชคาเฉลีย่

(mean) และคาเบี่ยงเบนมาตรฐาน (SD) โดยใช

โปรแกรม Microsoft Excel 

ผล

เมื่อพิจารณาผลในภาพรวมของเครื่องเอกซเรย

แบบเคลือ่นทีท่ีท่ดสอบท้ังหมด พบวาปรมิาณรงัสกีระเจงิ

(mean±SD) ที่ระยะหาง 1, 2, 3, 4 และ 5 เมตร  โดย

ทำการวัด 3 ครั้ง แลวหาคาเฉลี่ยในแตระยะทาง (ยกเวน

ในบางยี่หอที่รุนเดียวกันจะมีการหาคาเฉลี่ยอีกครั้ง)

มีปริมาณรังสีกระเจิงลดลงเมื่อใชระยะทางเพิ่มขึ้น

โดยเครื่องเอกซเรยแบบเคลื่อนที่ที่มีคาปริมาณรังสี

กระเจงิอยูในระดบัสงูมาก ทีร่ะยะหาง 1 เมตร ไดแก ยีห่อ 

B รุน I ยี่หอ F รุน VII และ ยี่หอ A รุน I ตามลำดับ

ในขณะที่ยี่หอ D รุน I มีคาปริมาณรังสีกระเจิงต่ำที่สุด

ดังแสดงในตารางที่ 3 

เมื่อนำคาปริมาณรังสีกระเจิงที่วัดไดของเครื่อง

ยี่หอ B รุน I ซึ่งมีคาปริมาณรังสีกระเจิงมากที่สุด ที่ระยะ 

1 เมตร คือ 11,500±9,192 µSv/hr และคาปริมาณรังสี

กระเจงิทีร่ะยะ 5 เมตร คอื 406±368 µSv/hr  เปรยีบเทยีบ

ภาพที่ 1  แสดงตำแหนงที่วัดปริมาณรังสีกระเจิง ณ ตำแหนงที่ 1–5 เมตร (มองจากดานบน)

คาปริมาณรังสีกระเจิง (mean±SD) ที่วัดได (µSv/hr) ที่ระยะตางๆ

ลำดับ
เครื่องที่ ยี่หอ รุน 1 เมตร 2 เมตร 3 เมตร 4 เมตร 5 เมตร

1 A I 11,040±9,447 2,940±3,624 1,114±1057 627±595 401±381

2 B I 11,500±9,192 1,800±990 1,278±1,021 719±575 406±368

3 C I 4,250±71 1,400±1,697 472±8 266±4 170±3

4 C II 3,400±0 1,900±0 378±0 213±0 136±0

5 D I 2,100±1,253 875±898 233±134 131±78 84±50

6 E I 2,300±0 800±0 256±0 144±0 92±0

7 F I 4,000±0 1,600±0 444±0 250±0 160±0

8 F II 6,963±5,968 1,687±1,529 636±647 370±364 237±233

9 F III 5,971±4,993 1,498±1,954 622±725 309±304 197±195

10 F IV 7,881±3,900 2,471±1,954 883±733 497±412 320±263

ตารางที่ 3  ปริมาณรังสีกระเจิงที่ระยะตางๆ ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ที่วัดได ในการศึกษาท่ีระยะตางๆ

 (1-5 เมตร)
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กับระยะทาง พบวาคาปริมาณรังสีกระเจิงจะลดลง

ตามระยะทางที่เพิ่มขึ้น โดยลดแบบผกผันกำลังสอง 

(inverse square law) คือ หากระยะทางเพิ่มขึ้น

คาปริมาณรังสีกระเจิงที่วัดไดจะลดลงเปนสองเทา

จากระยะทาง เดิม  ลักษณะกราฟที่ ได เปนแบบ

เ อ ก ซ โ พ เ น น เ ชี ย ล  ( e x p o n e n t i a l )  โ ด ย มี

ค าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ  (r 2) เท ากับ 0.902

ดังแสดงในภาพท่ี 2 และเม่ือนำคาปริมาณรังสีกระเจิง

ที่ วัดไดของเครื่องยี่หอ D รุน I ที่มีค าปริมาณ

รังสีกระเจิงสูงที่สุดที่ระยะ 1 เมตร คือ 2,100±1,253

µSv/hr และคาปริมาณรังสีกระเจิงที่ระยะ 5 เมตร คือ 

84±50 µSv/hr เปรียบเทียบกับระยะทาง ซึ่งมีลักษณะ

กราฟเปนแบบเดียวกัน โดยมีคาสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ

เทากบั 0.994 ดงัแสดงในภาพที ่3 กราฟจากทัง้สองเครือ่ง

คอนขางเหมอืนกนั ถงึแมวาคาปรมิาณรงัสกีระเจงิทีว่ดัได

จะแตกตางกันมาก

ตารางที่ 3  ปริมาณรังสีกระเจิงที่ระยะตางๆ ของเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ที่วัดได ในการศึกษาท่ีระยะตางๆ

 (1-5 เมตร) (ตอ)

ภาพที่ 2 เปรียบเทียบคาปริมาณรังสีกระเจิงที่วัดได (µSv/hr) กับระยะทางที่ทำการวัด (เมตร) จากเครื่องยี่หอ B 

 รุน I ซึ่งวัดคาปริมาณรังสีกระเจิงไดมากที่สุด 

คาปริมาณรังสีกระเจิง (mean±SD) ที่วัดได (µSv/hr) ที่ระยะตางๆ

ลำดับ
เครื่องที่ ยี่หอ รุน 1 เมตร 2 เมตร 3 เมตร 4 เมตร 5 เมตร

11 F V 5,000±0 2,400±0 556±0 313±0 200±0

12 F VI 6,900±6,870 1,678±1,069 837±781 431±429 276±274

13 F VII 11,225±9,686 2,796±1,932 1,247±544 702±605 449±387

14 F VIII 2,600±0 1,000±0 289±0 163±0 104±0

15 G I 5,633±4,743 1,867±1,001 626±527 352±296 225±189

เครื่องเอกซเรยยี่หอ B รุน I

ระยะที่ทำการวัด (เมตร)



Effect of Distance and Radiation Dose Scattering from Mobile X-ray Machines  Surachai Tuidung and Supaporn Saard
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วิจารณ

ในการวัดคาปริมาณรังสีกระเจิงจากเครื่อง
เอกซเรยเคลื่อนท่ีท่ีใชในการศึกษาน้ี ดำเนินการตั้งคา
กระแสไฟฟาของหลอดเอกซเรยกับเวลา (mAs) คงที่
คือ 32 mAs ซึ่งเปนคา mAs สูงสุดที่ใชงานเปนสวน
มากในการถายภาพรังสีวินิจฉัย และตั้งคาความตางศักย
ของหลอดเอกซเรย (kV) คงท่ี เทากับ 80 kV ทุก
เครื่องเอกซเรยที่ทำการศึกษา ทั้งนี้เพื่อที่จะไดสามารถ
เปรียบเทียบคาปริมาณรังสีกระเจิงที่ระยะตาง ๆ  ดวยกัน
ได สำหรับเครื่องบริษัทผูผลิตหรือยี่หอและรุนเดียวกัน
จะใชคาเฉลี่ยที่วัดไดเปนตัวแทนของกลุมเพ่ือนำมา
เปรียบเทียบ โดยปริมาณการกระเจิงของรังสีขึ้นกับ
ปจจัยหลายอยาง เชน ยี่หอ รุน ระยะความสูงของ
เครื่องตรวจวัดปริมาณรังสี (survey meter) จากพื้น
รวมทั้งจากคาการกรองรังสีครึ่งคา (HVL) ของหลอด
เอกซเรย รวมทั้ง output ของปริมาณรังสีที่ออกมา
ขนาดของลำรังสี (field size) ของเครื่องเอกซเรย 
หรือการเปดคอลลิเมเตอร (collimator) สำหรับ
ปรบัพ้ืนทีป่ริมาณรงัสใีหกวางสดุ ซึง่เครือ่งเอกซเรยแตละ
ยี่หอมีความกวางไมเทากัน จึงเปนสาเหตุที่ทำใหปริมาณ
การกระเจิงของรังสีมีคาแตกตางกัน 

จากการศึกษานี้นำขอมูลการวัดคาปริมาณรังสี
กระเจิงมาคำนวณเวลาท่ีสามารถปฏิบัติงาน โดยเลือก
ขอมลูของเครือ่งเอกซเรย ยีห่อ B รุน I ซึง่เปนเครือ่งทีว่ดั

คาปริมาณรังสีกระเจิงไดมากที่สุดที่ระยะ 1 เมตร โดยคา
เวลาในการฉายรงัสจีากเครือ่งมอืวดัที ่32 mAs มคีา 0.287 
sec จะไดคากระแสไฟฟาของหลอดเอกซเรย 111.50 
mA มาคำนวณหาปริมาณรังสีกระเจิงดวย workload 
500 mA-min/week (General Radiographic)(2)

โดยผูปฏิบัติงานดานรังสีทำงาน 50 week/yr ที่ระยะ 
1, 2, 3, 4 และ 5 เมตร คำนวณไดคาปริมาณรังสีกระเจิง
สูงสุด 42.97 mSv/yr, 6.73 mSv/yr, 4.78 mSv/yr, 
2.69 mSv/yr และ 1.52 mSv/yr ตามลำดับ พบวาที่
ระยะตัง้แต 2 เมตร ขึน้ไป มคีาไมเกินขดีจำกัดปรมิาณรงัสี 
(dose limit) ประจำบุคคลสำหรับผูปฏิบัติงานดานรังสี

ขอมูลปริมาณรังสีกระเจิงที่ทำการวัดจากเคร่ือง
เอกซเรยเคลื่อนที่ พบวาปริมาณรังสีกระเจิงขึ้นอยูกับ
ระยะทาง ซึ่งจะมีปริมาณมากที่ระยะใกลหลอดเอกซเรย
และปรมิาณรงัสกีระเจงิลดตามระยะทางเพิม่ขึน้เปนแบบ
ผกผันกำลังสอง ดังแสดงในภาพที่ 2 และ 3 ถึงแมเครื่อง
เอกซเรยในภาพที่ 2 มีคาปริมาณรังสีกระเจิงมากที่สุด 
และภาพที่ 3 เปนเครื่องที่มีคาปริมาณรังสีกระเจิงนอย
ที่สุด เมื่อดูแนวโนมของเสนกราฟทั้งสองภาพ พบวาคา
ปริมาณรังสีจะลดลงตามระยะทางแบบ exponential 
เชนเดียวกัน แสดงใหเห็นวาระยะทางมีผลตอการลดลง
ของคาปริมาณรังสีกระเจิงอยางมาก งานวิจัยที่พบใน
ประเทศไทยเรือ่งการวดัคาปรมิาณรงัสกีระเจงิจากเครือ่ง
เอกซเรยเคลื่อนที่(5) เปนการวัดปริมาณรังสีกระเจิงจาก

ภาพที่ 3 เปรียบเทียบคาปริมาณรังสีกระเจิงที่วัดได (µSv/hr) กับระยะทางที่ทำการวัด (เมตร) จากเครื่องยี่หอ D 

 รุน I ซึ่งวัดคาปริมาณรังสีกระเจิงไดนอยที่สุด 
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เครื่องเอกซเรย 1 ยี่หอ 3 รุน โดยวิเคราะหปริมาณรังสี
กระเจิง ทิศทาง และระยะท่ีปลอดภัยของผูปฏิบัติงาน
ดานรังสีและบุคคลท่ัวไป พบวาปริมาณรังสีแปรผันกับ
ระยะหางจากผูปวยแตไมขึ้นกับทิศทาง โดยปริมาณรังสี
กระเจิงต่ําสุดและเกณฑมาตรฐานระดับความปลอดภัย
ทางรังสีที่กำหนดไว คือ ปริมาณรังสีที่รางกายไดรับ
ตองไมเกิน 20 mSv/yr สำหรับผูปฏิบัติงานดานรังสี
และปริมาณรังสีที่รางกายไดรับตองไมเกิน 1 mSv/yr
สำหรับประชาชนทั่วไป(6) ผูปฏิบัติงานควรอยูหางจาก
หลอดเอกซเรยท่ีระยะมากกวา 4 เมตร และมุมที่
ปลอดภัย คือ 0 องศา หรือหลังเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ 
ที่ระยะหางจากหลอดมากกวา 4 เมตร เมื่อใชงาน
เครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่เฉลี่ย 0.5 ชั่วโมงตอวัน (ระยะ
เวลาเฉลี่ยที่ทําการเอกซเรย) โดยใชงาน 5 วันตอสัปดาห
และ 52 สัปดาหตอป นอกจากนี้หากพ้ืนที่ควบคุม
ไมปลอดภัยจำเปนตองหาอปุกรณหรอืวัสดปุองกนัรงัสมีา
ใชขณะปฏิบัติงาน เชน ฉากตะกั่วปองกันรังสี ปลอกคอ
ตะกั่ว และเสื้อตะกั่ว รวมทั้งอาจใชสายแฮนดสวิตซ 
(hand switch) หรอืรโีมทสวิตซ (remote switch) เพือ่
ทำการถายภาพรังสี ผลที่ไดจากการศึกษาครั้งนี้อาจเปน
ประโยชนสำหรับผูสนใจและตองการใชขอมูลเพื่อความ
ปลอดภัยในการปฏิบัติงาน โดยเฉพาะในสถานการณ
การแพรระบาดของโรคติดเชื้อไวรัสโคโรนา 2019 มีการ
นำเครือ่งเอกซเรยเคลือ่นท่ีไปใชงานในโรงพยาบาลสนาม 
และตองการใหทางกรมวิทยาศาสตรการแพทยตรวจวัด
คาปริมาณรังสีกระเจิง ซึ่งหากไมสามารถตรวจวัดไดไม
วากรณีใด ๆ  ทางเจาหนาที่ผูปฏิบัติงานในพื้นที่สามารถ
นำขอมูลจากการศึกษานี้ไปใชอางอิงระยะทางที่ปริมาณ
รงัสกีระเจงิตำ่ ๆ  ในการปฏบิตังิานเพือ่ความปลอดภยัได

สรุป

การศึกษานี้พบวาคาปริมาณรังสีกระเจิงที่วัดได
จากเครื่องเอกซเรยเคลื่อนที่ที่ระยะทางเทากัน ในแตละ
ยี่หอและรุนมีคาแตกตางกัน ถึงแมจะตั้งคาเทคนิค
การฉายรังสีเทากัน ดังนั้นควรมีการตรวจวัดปริมาณ
รังสีกระเจิงสำหรับแตละเครื่องเอกซเรยอยางสม่ำเสมอ
ซึ่งคาปริมาณรังสีกระเจิงจะลดลงตามระยะทางที่เพิ่มข้ึน
ตามหลักการแปรผกผันกำลังสอง ดังนั้นขณะปฏิบัติงาน
ทุกครั้งผูปฏิบัติงานและผูเกี่ยวของควรมีระยะหางจาก

เครื่องเอกซเรยใหมากที่สุด โดยอาจใชสายแฮนดสวิตซ
หรือรีโมทสวิตซ เพื่อทำการถายภาพรังสี พรอมท้ังมี
อุปกรณหรือวัสดุปองกันรังสี เชน ฉากตะกั่วปองกันรังสี 
ปลอกคอตะก่ัว และเสือ้ตะก่ัว รวมทัง้ใชเวลาการปฏบิตังิาน
ใหนอยที่สุดเทาที่จำเปน ตามหลัก ALARA (as low as 
reasonably achievable) คือ ความคุมคาที่ตองคำนึง
ถึงผลและอันตรายจากรังสีดวย

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณเจาหนาที่หองปฏิบัติการรังสีวินิจฉัย 
สำนกัรงัสแีละเครือ่งมอืแพทย กรมวิทยาศาสตรการแพทย 
กระทรวงสาธารณสุข ที่ใหความรวมมือในการเก็บขอมูล 
และผูรวมงานทุกทานที่ใหความคิดเห็นทำใหงานนี้
สำเร็จลุลวงดวยดี
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Bureau of Radiation and Medical Devices, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand

Effects of Distance and Radiation Dose 
Scattering from Mobile X-ray Machines 

used in Hospitals in Bangkok, Samut 
Sakhon, and the 4th Health Service Area

ABSTRACT Mobile X-ray machines are used to take pictures of immobile patients, which has 
amount of radiation exposure depends on the radiographic time, distance and technical settings.
If the scatteredness of radiation is high, it will affect the health of the radiation recipient. 
The objective of this study was to study the eff ect of distance on the degree of scatteredness of 
radiation doses and the scatteredness characteristics at 80 kVp and 32 mAs of radiographic setting.
The study was carried out among mobile X-ray machines used in hospitals in Bangkok and 6 provinces 
in the 4th Health Service Area and Samut Sakhon province in the 5th Health Service Area, with a total 
of 83 X-ray machines (7 brands, 15 models) with a fi xed radiographic technique value of 80 kVp and 32 
mAs. The tested mobile X-ray machines had degree of scatteredness (mean±SD) at a distance of 1 meter
ranged from 2,100±1,253 µSv/hr to 11,500±9,192 µSv/hr, and when tested at a distance of 2 meters, the 
degree of scatteredness was reduced to the range of 800±0 µSv/hr to 2,940±3,624 µSv/hr, while the tests 
at 3, 4 and 5 meters showed a signifi cant decrease in degree of scatteredness, which were in the range of 
256±0 µSv/hr to 1,278±1,021 µSv/hr, 131±78 µSv/hr to 719±575 µSv/hr and 84±50 µSv/hr to 449±387 
µSv/hr, respectively. When comparing the degree of scatteredness with the measured distance, the results
showed that the degree of scatteredness decreased with the distance measured in all machines, and the 
degree of scatteredness had an exponential reduction pattern. The results also pointed out that at a
distance of 2 meters or more, the scatteredness value did not exceed the individual dose limit for radiation 
workers. In conclusion, the mobile X-ray operation should be carried out at least 2 meters away from 
the X-ray machine. However, the distance from the X-ray machine should be as far as possible when 
performing imaging work with any mobile X-ray machines. 

Keywords: Mobile X-ray machine, Scatter radiation, Distance
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