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ABSTRACT  Cannabis sativa L. has been reported to be active against some kinds of malignant  
tumor cells. However, the mechanisms of action of the Thai cannabis, Cannabis sativa L. cultivar  
Tanao Sri Kan Dang RD1, have not been revealed.  This study aimed to investigate the anti-proliferative  
and apoptosis-inducing properties of Tanao Sri Kan Dang RD1 extract (TRD1), cannabidiol (CBD)  
and ∆9-tetra-hydrocannabinol (THC). The crude extract, TRD1 was prepared from the cannabis  
female inflorescences using supercritical fluid extraction.  The content of THC and CBD of the extracts  
was analyzed using High-performance liquid chromatography. The anti-proliferative properties were  
investigated on several cancer cell lines. The results showed that TRD1, CBD and THC posed  
cytotoxicity against MCF-7, Hep G2, PANC-1 and A-549 cell lines.  MCF-7 cells were the most  
susceptible to the three compounds investigated (IC50 = 2.81, 2.69 and 4.51 µg/mL, respectively)  
and chosen to investigate apoptosis induction. TRD1 induced apoptosis dose-dependently  
(2.5-10.0 µg/mL) in the same manner as CBD did (2.0-8.0 µg/mL), whereas THC induced  
apoptosis to the same extent as necrosis at 10.0 µg/mL. CBD and THC also moderated caspase-3  
protein expression and induced chromatin condensation in MCF-7 cells. In conclusion, TRD1,  
CBD and THC exhibited anti-proliferative and apoptosis-inducing properties suggesting that they  
might be further investigated for their anti-cancer drug potential. In addition, in vivo pharmacological  
and toxicological studies should be conducted to ensure efficacy and safety for further research as  
medicinal product in the future.
	
Keywords:	 Cannabis sativa L. extract, Tanao Sri Kan Dang RD1, Apoptosis, Cannabidiol, ∆9-tetra- 
	 hydrocannabinol
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Introduction

Cannabis, marijuana or  Cannabis sativa L., 

is a plant that is legally licensed for medical or 

recreational use in many countries. Currently, the 

Thai government allows the legal use of cannabis 

for medical purposes.  Thailand has been reported 

to be one of the habitats of C. sativa descendants 

which have the characteristics of narrow leaflets, 

slender and tall habit and late maturation.(1)  

Some cultivars of this plant have been found 

to have specific characteristics and intensively 

studied for medical purposes which are 

Hang Kra Rog Phu Phan ST1, Hang Suea 

Sakonnakhon TT1, Tanao Sri Kan Khaw WA1 

and Tanao Sri Kan Dang RD1.(2) Tanao Sri 

Kan Dang RD1 is reported as a cannabidiol 

(CBD)-enriched cultivar, whereas, others  

presented varying amounts of THC.(2) Canna-

binoids are found to be the active compounds 

in this plant; among these, the most common 

compounds are THC and CBD. The proportion 

of THC/CBD is also used as a criterion for the 

identification of cannabis strains or cultivars.(3)

Besides, there have been reported other 

cannabinoids in the lines of phytocannabinoid 

synthesis such as cannabigerol (CBG), 

cannabichromene (CBC), ∆9-tetrahydro-

cannabivarin (D9-THCV), cannabicyclol 

(CBL), cannabinol (CBN) as final products by  

decarboxylation reaction. The precursors most 

presented in raw plants are in acid forms 

including f D9-THCA, CBDA and CBCA.(4)

Moreover, 400 other phytochemicals have been 

reported to be presented including flavonoids, 

terpenoids, alkaloids, steroids, alkanes, fatty 

acids and sugars.(4,5) The pharmacological 

activities of cannabis were reported to focus on 

THC and CBD. THC and its derivatives were 

reported as analgesic, appetite, nausea reduction 

induced by chemotherapy and brain cells  

protection from oxidative stress. CBD, on the 

other hand, showed the effect of relieving 

epilepsy and  reducing anxiety. THC, CBD 

and cannabinoid derivatives such as 

cannabichromene (CBC) and cannabigerol 

(CBG) or flavonoids such as apigenin, chrysoeriol, 

kaempferol, luteolin, quercetin, vitexin and 

cannflavins were found to be effective against 

many types of cancer cells In vivo.(5,6) CBD has 

also been found to be active against cancer 

cell lines in vitro such as breast cancer 

cells (MCF-7, MDA-MB-231), brain cancer 

cells (U87-MG, U373), lung cancer cells 

(NSCLC, A549), colon cancer cells (HT29), 

pancreatic cancer cells (PC-3, DU-145, 22RV1, 

and LNCaP), prostate cancer cells (PC-3,  

DU-145, 22RV1, LNCaP) and blood cancer  

cells (leukaemia/lymphoma, multiple myeloma) 

by inhibiting cell proliferation and angiogenesis.(7)

Evasion of apoptosis is an important hallmark 

of cancer and the induction of apoptosis is  

consequently recognized as an important  

property of any potential therapeutic.(8,9)  

Therefore, research continues to focus on 

the elucidation and analysis of signalling 

pathways that control apoptosis. There are two 

main pathways of apoptosis; extrinsic and 

intrinsic pathways. Both pathways activate 

the executioners through caspase 3, 6 and 7.  

The execution pathway results in characteristic  

cytomorphological features including cell  

shrinkage, chromatin condensation, the formation 

of cytoplasmic blebs and apoptotic bodies and 

finally phagocytosis of the apoptotic bodies by 

adjacent parenchymal cells, neoplastic cells or 

macrophages.(10) However, the other dichotomous 

mechanism of cell death is necrosis which has 

been characterized as accidental cell death. 
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The causes are chemicals, external injury  
or trauma of cell membrane resulting in losing  
the membrane integrity and releasing  
inflammatory cellular contents. Necrosis  
normally causes acute toxicity.(11)

This research, therefore, aimed to  
investigate the cytotoxicity of Thai cannabis 
strain (Cannabis sativa L. cultivar, Tanao Sri 
Kan Dang RD1) crude extract, CBD and THC 
in various cancer cell lines and the ability to 
induce apoptosis. The results of this study  
could be supportive information for developing  
Thai cannabis as an anti-cancer drug or  
combined chemotherapy.  

Materials and Methods

Cell culture
Adenocarcinoma human alveolar basal 

epithelial cells (A-549), human Caucasian 
hepatocyte carcinoma cells (Hep G2), human 
pancreatic cancer cell line (PANC-1), and 
human breast adenocarcinoma cells (MCF-7) 
were obtained from Cell lines service GmbH 
(Eppelheim, Germany).  A-549 cells were grown 
in Dulbecco's modified eagle medium (DMEM) 
(Gibco, NY, USA), whereas, Hep G2, PANC-1 
and MCF-7 were grown in Eagle's minimum 
essential medium (EMEM) (Gibco, NY, USA).  
Both cell culture media were supplemented 
with 2 mM L-glutamine, 0.1 mM non-essential  
amino acid, 1 mM sodium pyruvate and 10%  
fetal bovine serum at 37ºC in a 5% CO2 incubator.

Standards
Cannabidiol (CBD) (> 98% HPLC),  

∆9-tetrahydrocannabinol (THC) (> 98% HPLC),   
cannabidiolic acid (CBDA) (> 98.5% HPLC)  
and tetrahydrocannabinolic acid (THCA) were 
form Merck KGaA (Darmstadt, Germany).  
Doxorubicin (> 98% HPLC grade) was  purchased  
from Sigma-Aldrich (Buchs, Switzerland). 

Plant materials

The plant material was obtained from 

Cannabis sativa L. cultivars Tanao Sri Kan 

Dang RD1 (TRD1) and certified by Department 

of Agriculture, Ministry of Agriculture and  

Cooperatives (certificate no. 1688/2564).  It was 

cultivated in the greenhouse of Medicinal Plant 

Research Institute, Department of Medical  

Sciences which had a license to grow category-5 

narcotic plants (No. 90/2564, planting place).    

Fresh female inflorescences were collected  

from 6-month-old cannabis in September 2021.

Plant extraction and quality control

TRD1 cannabis crude extract was produced 

using the following procedure. The fresh  

inflorescences were cut into small pieces about  

1 cm in length. They were dried in a hot air  

oven at 45-50ºC for 24-48 hours.  The dried  

plant was ground into crude powder and  

then extracted using supercritical fluid  

extraction (SFE); CO2 was used as the solvent 

to extract bioactive components.  The extraction  

condition was set at 250 bar and 40ºC. THC  

and CBD in the extract were analyzed using  

High-performance liquid chromatography  

(HPLC, model LC-40D, Shimadzu, Japan);  

with a photodiode array detector at wavelength  

220 nm, column 150 × 3.0 mm C18 Infinity Lab  

Poroshell packed with 2.7 µm particles. 

The mobile phases were (A) 0.085% H3PO4  

in water and (B) 0.085% H3PO4 in acetonitrile,  

using isocratic 30% (A): 70% (B) applied from  

Thongchin et al., 2021.(12) The sample was  

prepared by weighing 20 mg of the extract  

and then adding methanol:chloroform  

(9:1) 10 mL in a volumetric flask.  The portion  

of 1 mL solution was adjusted to 10 mL 

with methanol in a volumetric flask and  

filtered with a 0.45 µm nylon syringe filter 
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before analysing by HPLC. The standards of 

THC, THCA, CBD and CBDA were prepared 

and diluted in methanol at concentrations 

between 3.125-100 µg/mL. The crude extract 

and the quality control data were conducted  

at the Herbal Quality Assurance Center,  

Medicinal Plant Research Institute, Department  

of Medical Sciences. 

MTT Assay

A total of 10 mg of TRD1, THC and CBD 

was dissolved in DMSO to provide 10 mg/mL 

of stock solutions. Then the solutions were 

diluted to 1,000 µg/mL with the culture medium 

as a working solution. The cells were seeded 

at 5 × 103 cells in 100 µL medium per well of 

96–well plates and left in the incubator for  

24 hours.  The medium was removed and the  

cells were treated with eight different  

concentrations of each compound in triplicate  

and then incubated for 48 hours. The medium  

was replaced with 200 µL MTT reagent and  

then continued to incubate for 4 hours. 

The MTT solution was discarded and 200 µL  

DMSO was added to each well to dissolve  

the purple formazan product. The absorbance  

of the formazan product of viable cells was  

read using the microplate reader at 570 nm. 

The background absorbance was reduced by  

the blank and %viability was calculated  

compared to the control.

Quantification of Apoptosis

A total of 10 mg of TRD1, THC and CBD 

was dissolved in DMSO to provide 10 mg/mL 

of stock solutions. Then the solutions were  

diluted to 1 mg/mL with the culture medium 

as a working solution. MCF-7 cells were 

seeded at 2×105 cells in 3 mL in 6–well plates 

and treated with CBD, THC and TRD1 at 

different concentrations for 24 hours. The cells  

were trypsinised and washed with ice-cold  

phosphate-buffered saline (PBS), and then 

1×106 cells/mL were resuspended in 100 µL  

1X annexin-binding buffer. Total 5 µL Alexa 

Fluor 488 annexin V and 1 µL 100 µg/mL  

propidium iodide (PI) working solution were 

added. The cells were gently mixed and  

incubated in the dark for 15 min at room  

temperature. Finally, 400 µL of binding buffer  

was then added to each tube and the apoptotic  

cells quantified using AttuneTM NxT, Acoustic  

Focusing Cytometer (Thermo Fisher Scientific, 

Singapore) within 1 hour of harvesting.  

Cells that stained positive for FITC annexin  

V and negative for PI were undergoing early  

apoptosis. Cells stained positive for both FITC  

annexin V and PI were in the late apoptosis. 

Cells were positive for PI but negative for  

FITC annexin V were undergoing necrosis 

or were already dead. Whereas the cells that 

stained negative for both FITC annexin V and 

PI were alive.  

Caspase–3 Expression

A total of 10 mg of THC and CBD were 

dissolved in DMSO to provide 10 mg/mL 

of stock solutions. Then the solutions were  

diluted to 1 mg/mL with the culture medium  

as a working solution. Active caspase–3 staining 

was performed following the manufacturer's 

instructions (PE active caspase–3 apoptosis kit,  

BD biosciences, San Diego, CA, USA). Total  

5 ×105 cells of MCF-7 were treated with  

different concentrations of the compounds  

for 24 hours. The cells were harvested and  

washed with ice-cold PBS. The washed cells  

were resuspended in 0.5 mL BD Cytofix/ 

CytopermTM solution and incubated on ice  
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for 20 min. After that the buffer was removed, 

the cells were washed twice with 0.5 mL  

BD Perm/WashTM buffer at room temperature.  

Then, the cells were resuspended with 100 µL  

BD Perm/washTM buffer plus 20 µL antibody 

and incubated for 30 min at room temperature. 

Finally, the cells were washed with 1 mL 

washing buffer and resuspended in 0.50 mL 

washing buffer. The cells were maintained 

at 4°C until analyzed by a flow cytometer.

Nuclear morphological detection using 

Hoechst 33342 staining

The nuclear morphological changes of  

chromatin condensation induced by CBD 

and THC were examined using Hoechst  

33342 staining (Sigma-Aldrich, Buchs,  

Switzerland). The protocol was followed  

according to the manufacturer’s instructions. 

Briefly, the cells were treated with different 

concentrations of CBD and THC in 6−well 

plates for 24 hours. The 10 mg/mL Hoechst 

stock solution was prepared and diluted with 

PBS (1:2,000). The medium was removed  

from each well and then 500 µL of the dye  

working solution was added. The plate was then  

incubated at 37ºC for 10 min. The cells werethen  

washed with 1 mL PBS 3 times. The cells  

were viewed under the fluorescence microscope  

(Nikon Eclipse Ti2-E, Tokyo, Japan). 

Statistical Analysis

The inhibitory concentration (IC
50
) was 

calculated using nonlinear regression analysis 

(curve fit) (GraphPad Software, La Jolla, CA, 

United States) and expressed as mean±SD 

(n = 3).  The total percentage of the cell population 

in apoptosis and caspase-3 assays was 

expressed as a mean of duplicated experiments.  

Results

A total of 100 g of the crude drug yielded  

7.07 g of the crude extract following extraction. 

From the result of HPLC analysis, it was found 

that TRD1 contained THC, THCA, CBD, and 

CBDA compounds as 1.51±0.01, 3.16±0.01, 

4.25±0.03, and 24.67±0.16 %w/w, respectively. 

The chromatogram of TRD1 is shown in  

Figure 1. Therefore, this extract provided  

the CBDA enriched extract.

Figure 1  Chromatogram of TRD1 extract (0.200 mg/mL), detected at 220 nm. 
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The anti-proliferation activity evaluated 
using MTT assay gave results that TRD1  
possessed  cytotoxicity  against  MCF-7, HepG2,  
PANC-1 and A-549 cell lines with IC50 of  
2.81±0.85, 7.65±0.49, 23.40±0.88, and 26.90±2.27  
µg/mL, respectively. The two cannabinoids,  
CBD and THC also showed cytotoxicity  
consistent with TRD1 extract. CBD posed  
potent cytotoxicity against MCF-7 and HepG2  

with IC50 of 2.69±0.20 and 2.93±0.30 µg/mL,  

respectively, whereas, THC were 4.51±0.19 

and 5.73±0.40 µg/mL, respectively. MCF-7  

was susceptible and gave the lowest IC50 to  

three compounds. The IC50 of TRD1 was not  

significantly different to CBD (p = 0.9637)  

but significantly different to THC (p = 0.0160). 

The IC50 of TRD1, CBD and THC to A-549,  

Hep G2, MCF-7 and PANC-1 cancer cell lines 

are shown in Table 1.

Table 1	 The 50% inhibitory concentration (IC50) of TRD1, THC, CBD, and doxorubicin  

	 against cancer cell lines; A-549, HepG2, MCF-7, and PANC-1. The data was expressed  

	 as the mean±SD, n = 3.

Cell lines
IC50 (µg/mL)

TRD1 CBD THC Doxorubicin                   

A-549 26.90±2.27 4.76±1.05 8.03±1.02 0.18±0.04

Hep G2   7.65±0.49 2.93±0.30 5.73±0.40 0.15±0.03

MCF-7*     2.81±0.85(a)   2.69±0.20(b) 4.51±0.19(c) 0.10±0.01

PANC-1 23.40±0.88 5.82±0.26 7.82±0.18 0.31±0.01

*Statistical analysis was carried out using One-way ANOVA analysis of variance followed by Tukey’s multiple comparison test; 
a vs bns p-value = 0.9637, a vs c * p-value = 0.0160, b vs c * p-value = 0.0121

Apoptosis induction of TRD1 was 

investigated using flow cytometry. Apoptosis 

was induced in MCF-7 cells in a dose-dependent 

manner. The total cell populations (%)  

of apoptotic cells were 13.30±0.27, 4.27±0.09,  

1.89±0.04 and 0.86±0.02% at 20.0, 10.0, 5.0  

and 2.5 µg/mL, respectively (Figure 2).  

While there were 3.86±0.08 and 3.79±0.08%  

of the cell population in necrosis at the  

concentration of 20.0 and 10.0 µg/mL,  

respectively. The percentage of living cells was 

higher than 80% in all treated groups. 

Pure CBD and THC were also investigated 

for their ability to induce apoptosis. CBD was 

found to induce apoptosis in a dose-dependent 

manner, with the cell population in apoptosis 

being 7.10±0.03, 2.16±0.04 and 0.96±0.00% at 

the concentrations of 8.0, 4.0 and 2.0 µg/mL, 

respectively (Figure 3).  The result of necrotic 

cells was 3.16±0.80% at 8.0 µg/mL while using 

other doses, necrotic cells were relatively low, 

which was 0.39±0.10%. at 4.0 µg/mL (Figure 3). 

A total of cells (84.86±2.19%) was alive at 8.0 

µg/mL, which was increased to more than 97% 

at 4.0 µg/mL. THC induced apoptosis as 

9.05±0.26% of cells at 10.0 µg/mL, while 

7.02±2.24% of the cell population was found to 

be dead at this dose (Figure 4). Cell viability 

remained above 80% in all concentrations 

treated (Figure 4).  
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Figure 2	Detection of apoptosis using flow cytometry in MCF-7 cells following treatment with  

	 TRD1. Bar graphs showed the percentage of MCF-7 cells which were alive, dead or in  

	 apoptosis, following treatment with TRD1 at 2.5, 5.0, 10.0 and 20.0 µg/mL for 24 hours.  

	 The data were expressed as the mean, n = 3.

Figure 3	Detection of apoptosis using flow cytometry in MCF-7 cells following treatment with  

	 CBD. Bar graphs showed the percentage of MCF-7 cells which were alive, dead or in  

	 apoptosis, following treatment with CBD at 0, 2.0, 4.0 and 8.0 µg/mL for 24 hours. 

	 The data were expressed as the mean, n = 3.
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The apoptotic executioner protein, 

caspase-3, was also determined using an 

anti-active caspase–3 antibody conjugated 

with PE. MCF-7 cells treated with different 

concentrations of CBD at 0, 2.0, 4.0 and 8.0 

µg/mL for 24 hours showed a slight increase  

of caspase–3 expression compared to control.  

The total of the cell population (2.29±0.05%)  

was caspase–3 positive at 8.0 µg/mL. For  

THC, MCF-7 cells treated with different  

concentrations at 0, 2.5, 5.0, and 10.0 µg/mL 

respectively, in the same manner as CBD.  

It was shown that the total of the cell population 

was caspase–3 positive (11.29±0.05%) at  

10.0 µg/mL, with lower caspase-3 expression 

about 0.2% at 2.5 and 5.0 µg/mL (Figure 5). 

Chromatin condensation was one of 

the apoptotic morphological features induced 

following treatment. MCF-7 cells were 

investigated for nuclear and chromatin changes 

following exposure to CBD and THC (Figure 6). 

CBD at the concentration of 8.0 µg/mL was 

found to cause chromatin condensation. 

THC-treated cells also presented condensed 

chromatin at 10.0 µg/mL.

Discussion

TRD1 was extracted from the female 

inflorescences of the Thai cannabis (Cannabis 

sativa L. cultivar Tanao Sri Kan Dang RD1) 

containing the content of CBDA at 24.67% w/w 

and CBD at 4.25 %w/w. CBDA has also been 

Figure 4	Detection of apoptosis using flow cytometry in MCF-7 cells following treatment with  

	 THC. Bar graphs showed the percentage of MCF-7 cells which were alive, dead or in  

	 apoptosis, following treatment with THC at 0, 2.5, 5.0, and 10.0 µg/mL for 24 hours. 

	 The data were expressed as the mean, n = 3.
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Figure 6	MCF-7 cells treated with CBD 8.0 µg/mL and THC 10.0 µg/mL for 24 hours and then  

	 stained with Hoechst 33342 for chromatin condensation. Magnification ×20; scale  

	 bars at 200 µm. The bright green arrows indicate condensed chromatin. 

Figure 5	Caspase–3 expression in MCF-7 cells following exposure to various concentrations of  

	 CBD (A) and THC (B) for 24 hours. Cells were stained with anti–active caspase–3  

	 antibody and analyzed by flow cytometry. Data were the mean, n = 3.

reported at the highest constituents (more than 

80%) of the cannabinoids extracted from 

inflorescences of industrial hemp using 

Supercritical fluid extraction (SFE)(13) that 

could be decarboxylated by heating or oxidizing 

and transformed into CBD.(14)   This cannabis  

cultivar presented CBDA and CBD contents  

higher than some other cultivars such as  

CBD therapy (10 %w/w), Candida (CD-1) 

(11-20 %w/w), Juanita La Lagrimosa (7-8  

%w/w).(15) The extract possessed potent  

cytotoxicity against breast cancer (MCF-7)  

and hepatic cancer cell lines (HepG2) consistent 

with previous studies.(16) CBDA in TRD1 extract 

may contribute to the inhibition and present 

as an active compound, which was reported 

to inhibit migration of highly invasive  

MDA-MB-231 human breast cancer cells.(17) 

Control CBD 8.0 ug/mL THC 10.0 ug/mL
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CBD and THC are cannabinoids, which are 

known to be the main constituents in this plant.  

The results showed that CBD was more active 

against the cancer cell lines than THC (Table 1). 

The anti-proliferative property of CBD has 

been previously demonstrated in several human 

breast cancer cell lines including MCF-10A, 

MDA-MB-231, MCF-7, SK-BR-3, ZR-7-1,  

and the PC-3 prostate cancer cells.(18) Crude 

extract of cannabis and its main compound  

CBD had also been found to be active on  

different cervical cancer cell lines and to pose  

cytotoxicity to breast cancer cell lines including  

EVSA-T, MDA-MB-231, MDA-MB-468 and  

SKBr3 cells.(19) Since CBDA and THCA were 

not stable, thus, CBD and THC were selected 

to study instead. 

MCF-7 cells, the most susceptible to 

the compounds, therefore, were chosen to  

investigate apoptosis induction in this study. 

Cells were exposed to compounds for 24 hours 

to investigate the induction of apoptosis.  TRD1 

induced apoptosis in a dose-dependent manner. 

Similarly, CBD and THC also induced apoptosis 

dose-dependent relationship.  CBD and THC 

had been previously reported to initiate 

apoptosis via activation of the cannabinoid 

receptor (CB).  However, CBD had been reported 

to exert this effectindependently on CB1/CB2 

receptors.(6) CBD was also reported to induce 

intrinsic and extrinsic apoptosis consistent 

with a previous study that coexisted with 

autophagy by inhibiting AKT and mTOR 

signalling.(20)  THC also was reported to show 

anti-proliferative activity through activation 

of CB2 cannabinoid receptors, blocking the 

progression of the cell cycle and inducing 

apoptosis.(21) TRD1 extract showed the anti-

proliferative property and induced apoptosis 

in the same manner as CBD did. The cytotoxic  

property of TRD1 might be the effect of  

CBDA.(17) However, apoptosis induction  

might be influenced not only by CBDA but  

also by its derivatives, THC and others.(6,20,21) 

THC induced apoptosis and was likely to  

induce necrotic dead cells at the high dose of  

10.0 µg/mL. Therefore, CBD mostly caused cell 

death by apoptosis induction while THC at  

high dose caused damage to the cell membrane, 

necrosis induction combined with apoptosis. 

Caspases play an effective role in the 

execution of apoptosis either through the 

extrinsic or intrinsic pathway.(10) In this study, 

caspase-3 enzyme was analyzed following  

treatment with CBD or THC for 24 hours. 

CBD and THC at high concentration of 8.0 and  

10.0 µg/mL, respectively, activated caspase-3  

protein. Caspase-3 protein induced by CBD 

was lower than the induction induced by 

THC.  However, THC was reported to inhibit  

Fas-induced caspase-3 activity in A-549 cells  

without directly affecting the caspase-3  

enzyme.(22) Apoptosis  induction  of  CBD  and  

THC in MCF-7cells was characterized by  

morphological changes. The events included 

condensation of chromatin and formation of 

apoptotic blebs within the plasma membrane,  

cell shrinkage due to the leakage of organelles  

in the cytoplasm as well as the presence of  

bright blue stained cells at high concentrations.  

The CBD-treated cells were observed to  

display chromatin condensation in some cells.  

Chromatin condensation and the formation of  

apoptotic blebs within the plasma membrane 

of apoptotic cells induced by CBD and CBD- 

enriched cannabis extracts had been previously  

reported in Cervical cancer cell lines.(13)
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Thai CBDA-enriched cannabis extract, 

TRD1, and CBD played a major non-psychoactive  

constituent of cannabis, providing anti- 

proliferative properties in several cancer  

cell lines. The crude extract and CBD also  

induced apoptosis induction. These compounds 

should be considered as a potential candidate 

for cancer drug development. 

Conclusion

Thai cannabis extract, TRD1, CBD and 

THC displayed anti-proliferative properties 

against A-549, HepG2, PANC-1 and MCF-7 

cancer cell lines. TRD1 extract at 2.5, 5.0, 10.0  

and 20.0 µg/mL showed anti-proliferative  

property and induced apoptosis in the  

dose-dependent relationship as same as CBD  

at 2.0, 4.0, 8.0 µg/mL in MCF-7 cells. THC  

induced apoptosis to the same extent as  

necrosis at the high dose (10 µg/mL). CBD  

and  THC moderated caspase-3 protein expression  

and induced chromatin condensation. 
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ศรายุุธ ระดาพงษ์์1  ณฐภััทร หาญกิิจ1  ตีีญานีี สาหััด1  พราว ศุุภจริิยาวััตร1  เสกรชตกร บััวเบา1

พรชััย สิินเจริิญโภไคย1 ศิ ิริิวรรณ ชััยสมบููรณ์์พัันธ์์1  และ Kenneth J Ritchie2

1สถาบัันวิิจััยสมุุนไพร กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ จัังหวััดนนทบุุรีี 11000
2Centre for Natural Products Discovery, School of Pharmacy and Biomolecular Sciences, มหาวิิทยาลััย  

Liverpool John Moores, Byrom Street, ลิิเวอร์์พููล L3 3AF สหราชอาณาจัักร

ฤทธ์ิเหน่ียวนำ�ให้เกิดการตายแบบอะพอพโทซิส 
ในเซลล์มะเร็งของสารสกัดกัญชาพันธ์ุตะนาวศรี

ก้านแดง อาร์ดี วัน

บทคััดย่อ่  กัญัชาออกฤทธิ์์�ยับัยั้้�งเซลล์ม์ะเร็ง็หลายชนิดิ ยังัไม่ม่ีรีายงานกลไกการออกฤทธิ์์�ของสารสกััดกัญัชาไทยพันัธุ์์�ตะนาวศรีี 

ก้้านแดง อาร์์ดีี วััน (Cannabis sativa L. cultivar Tanao Sri Kan Dang RD1) การศึึกษานี้้�มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อศึึกษา 

ฤทธิ์์�ต้้านเซลล์์มะเร็็งและการเหนี่่�ยวนำการตายของเซลล์์แบบอะพอพโทซิิสของสารสกััดกััญชาพัันธุ์์�ตะนาวศรีีก้้านแดง  

อาร์์ดีี วััน (TRD1) cannabidiol (CBD) และ ∆9-tetrahydrocannabinol (THC) สารสกััดหยาบกััญชา TRD1  

ถููกสกััดจากช่อดอกตัวเมีียของกััญชาโดยใช้้วิิธีีของไหลวิิกฤตยิ่่�งยวด วิิเคราะห์์ปริิมาณ CBD และ THC ในสารสกััดด้้วย 

วิิธีีโครมาโทกราฟฟีีของเหลวสมรรถนะสููง (HPLC) เมื่่�อทดสอบความเป็็นพิิษต่่อเซลล์์มะเร็็งเพาะเลี้้�ยงด้้วยวิิธีี MTT assay  

พบว่า่ TRD1, CBD และ THC ก่อ่ให้เ้กิิดความเป็น็พิิษต่อ่เซลล์ ์MCF-7, Hep G2, PANC-1 และ A-549 โดย TRD1, CBD  

และ THC มีีฤทธิ์์�ต้้านเซลล์์มะเร็็ง MCF-7 มากที่่�สุุด มีีค่่า IC50 เท่่ากัับ 2.81, 2.69 และ 4.51 µg/mL ตามลำดัับ  

สารสกััด TRD1 ต้้านการเจริิญของเซลล์์มะเร็็งและเหนี่่�ยวนำการตายแบบอะพอพโทซิิส ในลักษณะแปรผัันตามความเข้้มข้้น 

ของสาร (2.5-10.0 µg/mL) เช่่นเดีียวกัับ CBD (2.0-8.0 µg/mL) ส่่วน THC ที่่�ความเข้้มข้้น 100 µg/mL เหนี่่�ยวนำ

ให้้เกิิดการตายแบบอะพอพโทซิิสในระดัับที่่�ใกล้้เคีียงกัับเนโครซีีส นอกจากนี้้�พบว่่า CBD และ THC กระตุ้้�นการแสดงออก 

ของโปรตีน caspase-3 และการรวมตััวของโครมาติินของเซลล์์ MCF-7 ผลการศึึกษาฤทธิ์์�ต้้านเซลล์์มะเร็็งโดยการเหนี่่�ยว 

นำให้้เกิิดการตายแบบอะพอพโทซิิสของ TRD1, CBD และ THC แสดงถึึงศัักยภาพในการพััฒนากััญชาพัันธุ์์�ไทย 

เป็็นยาต้้านมะเร็็งต่่อไป อย่่างไรก็็ตามควรศึึกษาฤทธิ์์�ทางเภสััชวิิทยาและพิิษวิิทยาในสััตว์์ทดลอง เพื่่�อให้้ทราบประสิิทธิิผลและ 

ความปลอดภััยสำหรัับการพััฒนาเป็็นผลิิตภััณฑ์์ยาในอนาคต

	  

คำสำคััญ: สารสกััดกััญชา, ตะนาวศรีีก้้านแดง อาร์์ดีี วััน, อะพอพโทซิิส, Cannabidiol, ∆9-tetrahydrocannabinol
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การวัดความเข้มแสงไฟของคอลลิเมเตอร์ 
หลอดเอกซเรย์ด้วยแอปพลิเคชันบนสมาร์ตโฟน

Corresponding author E-mail:  sineeporn.j@dmsc.mail.go.th 
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บทคััดย่่อ แสงไฟของหลอดเอกซเรย์์จากส่่วนของคอลลิิเมเตอร์์ (collimator) ที่่�ใช้้ในการกำหนดพื้้�นที่่�ของลำรัังสีี  

จำเป็็นต้้องมีีการตรวจสอบความเข้้มแสงไฟให้้ได้้ตามมาตรฐาน ในปััจจุุบัันมีีการใช้้งานแอปพลิิเคชัันวััดความเข้้มแสงไฟ 

บนสมาร์์ตโฟนที่่�สามารถดาวน์์โหลดโดยไม่่เสีียค่าใช้้จ่่ายบนโทรศััพท์มืือถืือ เพื่่�อแก้้ไขปััญหาการขาดแคลนเครื่่�องมืือวััดแสง 

ภายในโรงพยาบาล งานวิิจััยนี้้�ได้้ศึึกษาการวััดความเข้้มแสงไฟของหลอดเอกซเรย์์ด้้วยแอปพลิเคชัันวััดความเข้้มแสง 

บนสมาร์์ตโฟน จำนวน 3 แอปพลิเคชััน ได้้แก่่ Smart Luxmeter (Smart Tools co.) Lux Meter (Light Meter)  

(My Mobile Tools Dev) และ Lux Meter (KHTSXR) โดยเปรีียบเทีียบผลกัับเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิงที่่�ผ่่านมาตรฐาน  

(Yokogawa รุ่่�น 51001) ผลการทดสอบแอปพลิิเคชัันวััดแสงไฟจากหลอดไฟชนิิดไดโอดเปล่่งแสง (light emitting  

diode: LED) พบว่่าทั้้�ง 3 แอปพลิิเคชััน สามารถวััดค่่าความเข้้มแสงได้้ใกล้้เคีียงกัับเครื่่�องวััดอ้้างอิิง โดยความคลาดเคลื่่�อน 

ระหว่่าง 0.9−1.4% การนำแอปพลิิเคชัันวััดแสงไปประยุุกต์์ทดสอบกัับแสงไฟของคอลลิิเมเตอร์์ หลอดไฟเอกซเรย์์  

ที่่�ระยะห่่าง 1 เมตร พบว่่าแอปพลิเคชัันวััดแสง มีีค่่าความคลาดเคลื่่�อนเฉล่ี่�ยระหว่่าง 1.5−5.2% โดยที่่�แอปพลิเคชััน  

Lux Meter (KHTSXR) วััดค่่าได้้ใกล้้เคีียงกัับเครื่่�องอ้้างอิิงมากที่่�สุุด และเป็็นไปตามเกณฑ์์การยอมรัับที่่�กำหนดในมาตรฐาน 

คุณุภาพเครื่่�องเอกซเรย์วิ์ินิจิฉัยัทางการแพทย์ ์กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์ ์ดังันั้้�น ในการตรวจวััดแสงเบ้ื้�องต้้น ด้ว้ยแอปพลิเคชััน

วััดแสงที่่�ได้้รัับการสอบเทีียบแล้้วสามารถนำมาทดแทนเครื่่�องวััดแสงได้้

คำสำคััญ: ความเข้้มแสงไฟ, แอปพลิิเคชัันสมาร์์ตโฟน, แสงไฟหลอดเอกซเรย์์
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บทนำ�

หลอดไฟมีีหลัักการเปลี่�ยนพลังงานไฟฟ้้าเป็็น

พลัังงานแสง ช่่วยให้้ความสว่่างในบริิเวณที่่�ต้้องการ

ได้้อย่่างทั่่�วถึึง ความเข้้มแสงท่ี่�มากหรืือน้้อยเกิินไป 

จะทำให้้เกิิดความไม่่สบายตา ส่่งผลให้้กล้้ามเนื้้�อตา

ทำงานหนััก มีีผลต่่อสุุขภาพและมีีโอกาสกระทบกัับ 

ผู้้�ปฏิิบััติิงาน(1) จากงานวิิจััยที่่�ศึึกษาเกี่่�ยวกัับเครื่่�องมืือวััด

ความสว่่างของแสงไฟโดยใช้้สมาร์์ตโฟนเป็็นอุุปกรณ์์วััด

ค่า่ความเข้้มแสง Gutierrez-Martinez JM และคณะ(2)

ได้้ศึึกษาการใช้้สมาร์์ตโฟนเป็็นเครื่่�องวััดความเข้้มแสง 

โดยใช้้วิิธีีการตรวจวััด 3 รููปแบบ คืือ การใช้้เซนเซอร์์ 

วััดแสง (ambient light sensor) การใช้้กล้้อง

ดิิจิิทััล (digital camera) และ external bluetooth 

luxmeter พบว่่าวิิธีีการตรวจวััดทั้้�ง 3 รููปแบบ ให้้ค่่าที่่�

มีีความถููกต้้อง สามารถเทีียบได้้กัับเครื่่�องมืือที่่�ผ่่านการ 

สอบเทีียบแล้้ว Cerqueira D และคณะ(3) ได้้ทดสอบ 

ความเหมาะสมในการใช้ส้มาร์ต์โฟนสำหรับัวััดความสว่า่ง 

ในงานด้้านอาชีีวอนามััยและความปลอดภััย พบว่่าข้้อมููล 

มีีค่่าการแปรปรวน หากไม่่มีีการกำหนดเงื่่�อนไขที่่�ชััดเจน 

DIAL Gmb H(4) ได้้ศึึกษาเปรีียบเทีียบความสว่่างของ

แสงระหว่า่งแอปพลิเิคชันัในสมาร์ต์โฟนและเครื่่�องมืือวัดั

แสงมาตรฐาน ทั้้�งในระบบ iOS, Android และ Windows 

Phone โดยมีีการเลืือกโหลดแอปพลิเคชัันท่ี่�สามารถโหลด

ได้โ้ดยไม่เ่สีีี�ยค่า่ใช้จ้่า่ยเป็น็ส่ว่นใหญ่ ่โดยใช้เ้ครื่่�องวัดัแสง

อ้้างอิิง illuminance meter (PRC Krochmann, 

รุ่่�น 106e) พบว่่าแอปพลิเคชัันวััดความสว่่างของแสงนี้้� 

สามารถนำไปใช้้งานแบบเบื้้�องต้้นได้้ งานวิิจััยเหล่่านี้้�

แสดงให้เ้ห็น็ว่า่มีีการนำสมาร์ต์โฟนมาประยุุกต์์ใช้้งานเป็น็

เครื่่�องมืือวััดค่่าความเข้้มแสงได้้ 

เครื่่� อง เอกซเรย์์ วิินิิจ ฉััยเป็็นเครื่่� องมืือที่่� ใ ช้้

สำหรัับสร้้างภาพเพื่่�อช่่วยให้้แพทย์์สามารถวิินิิจฉััยโรค 

เครื่่�องเอกซเรย์์ประกอบด้้วย อุุปกรณ์์จำกััดลำรัังสีีหรืือ 

คอลลิิเมเตอร์์ อยู่่�บริิเวณส่่วนล่่างของหลอดเอกซเรย์์ 

ทำหน้้าที่่�กำหนดขอบเขตของลำรัังสีีท่ี่�ปล่อยออกให้้

เหมาะสมกัับอวััยวะที่่�ต้้องการถ่่ายภาพ เนื่่�องจากลำรัังสีี

ไม่่สามารถมองเห็็นได้้ด้้วยตาเปล่่า จึึงมีีลำแสงไฟมา

ช่่วยในการกำหนดพื้้�นท่ี่�ของลำรัังสีีและระบุุตำแหน่่งที่่�

ต้้องการถ่่ายภาพ ลำแสงไฟจึึงไม่่ควรมีีความเข้้มแสงที่่�

ต่่ำกว่่ามาตรฐาน เพราะมีีโอกาสทำให้้เกิิดความผิิดพลาด 

และต้้องถ่่ายภาพซ้้ำ มีีผลทำให้้ผู้้�ป่่วยได้้รัับรัังสีีเกิิน 

ความจำเป็็น อีีกทั้้�งยัังเพิ่่�มค่่าใช้้จ่่ายทั้้�งของผู้้�ป่่วยและ

ของโรงพยาบาลมากขึ้้�นด้้วย(5) จึึงเป็็นเหตุุผลให้้มีีการวััด 

ความเข้ม้แสงของลำแสงไฟของหลอดเอกซเรย์เ์ป็น็ประจำ  

โดยค่าความเข้้มแสงไฟหลอดเอกซเรย์์เป็็นหนึ่่�งใน 

ข้้อกำหนดตามมาตรฐานคุุณภาพเครื่่�องเอกซเรย์์วิินิิจฉััย

ทางการแพทย์์ ต้้องมีีความสว่่างไม่่น้้อยกว่่า 100 ลัักซ์ ์

ที่่�ระยะห่่าง 1 เมตร ผู้้�ครอบครองหรืือใช้้งานเครื่่�อง

เอกซเรย์วิ์ินิจิฉัยัทางการแพทย์ ์ต้อ้งปฏิบิัตัิติามข้อ้กำหนด

ของกฎหมายให้้เป็็นมาตรฐานเดีียวกัันทั้้�งประเทศ(6) 

จิินดา ทองเรืือง(7) ได้้ศึึกษาคุุณภาพเครื่่�องเอกซเรย์์

วิินิิจฉััยใน 6 จัังหวััดภาคกลางของประเทศไทย ระหว่่าง

ปีีงบประมาณ พ.ศ. 2556-2557 พบว่่า เครื่่�องจำกััด 

ลำรัังสีี (beam  limiting  device) ร้อ้ยละ 1.03 ไม่่เป็น็ไป 

ตามข้้อกำหนด ส่ว่นหนึ่่�งเนื่่�องจากความเข้้มของลำแสงไฟ 

ไม่เ่พีียงพอ อาจเกิดิจากอายุกุารใช้้งานและความบกพร่อ่ง

ของเครื่่�องเอกซเรย์์ และจากรายงานประจำปีี 2563  

ของงานรัังสีีและเครื่่�องมืือแพทย์์ ศููนย์์วิิทยาศาสตร์์ 

การแพทย์์ที่่� 8 อุุดรธานีี(8) ซึ่่�งเป็็นหน่่วยงานท่ี่�ได้้รัับ

มอบหมายให้้ตรวจสอบคุุณภาพเครื่่�องเอกซเรย์์วิินิิจฉััย 

ทางการแพทย์์ พบว่่ามีีเครื่่�องเอกซเรย์์ที่่�ไม่่เข้้ามาตรฐาน 

ร้้อยละ 7.64 สาเหตุุหนึ่่�งเกิิดจากเครื่่�องจำกััดลำรัังสีี 

มีีค่่าความเข้้มแสงไม่่ตรงตามข้้อกำหนด ส่่วนหนึ่่�งมาจาก 

เจ้้าหน้้าที่่�ห้้องเอกซเรย์์ไม่่มีีเครื่่�องมืือสำหรัับตรวจสอบ 

ซึ่่�งเครื่่�องมืือวััดดัังกล่่าวมีีราคาค่่อนข้้างสููง ทำให้้ขาด

การตรวจสอบอย่่างสม่่ำเสมอ ส่่งผลให้้คุุณภาพของ 

เครื่่�องเอกซเรย์์ลดลงและก่่อให้้เกิิดความผิิดพลาด 

ในการถ่่ายภาพเอกซเรย์์

ปััจจุุบัันมีีการใช้้งานสมาร์์ตโฟนสำหรัับติิดต่่อ

สื่่�อสาร เป็็นแหล่่งความรู้้� และนัันทนาการ รวมถึึง 

มีีแอปพลิเคชัันหลากหลายสามารถเลืือกใช้้ประโยชน์ 

ตามความต้อ้งการ ผู้้�วิจิัยัสนใจศึกึษาเกี่่�ยวกับัการวัดัความ

เข้้มแสงไฟโดยใช้้แอปพลิเคชัันฟรีีบนมืือถืือสมาร์์ตโฟน 

และประยุุกต์์ใช้้งานแอปพลิิเคชัันวััดแสงกัับหลอดไฟ

ของเครื่่�องเอกซเรย์์จริิง เพื่่�อเพิ่่�มแนวทางการตรวจสอบ

คุุณภาพหลอดไฟเอกซเรย์์ในงานประจำในเบ้ื้�องต้้น  

และช่่วยลดค่่าใช้้จ่่ายในการจััดซื้้�อเครื่่�องมืือวััดแสง
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วัสดุและวิธีการ

วัสัดุเุคร่ื่�องมืือและวิธิีทีดสอบความเข้ม้แสงของหลอดไฟ

การวััดความเข้้มแสงไฟของหลอดเอกซเรย์์ 

โดยใช้้แอปพลิิเคชัันบนสมาร์์ตโฟนระบบ Android 

(ยี่่�ห้้อ SAMSUNG รุ่่�น Galaxy S7 edge, Vietnam) 

และใช้้ เครื่่�อง วััดความเข้้มแสงอ้้างอิิงแบบดิิจิิทััล 

(illuminance meter) (Yokogawa รุ่่�น 51001,  

Tokyo, Japan) ท่ี่�ผ่่านมาตรฐานจากห้้องปฏิิบััติิการ

สอบเทีียบ ค่่าความถููกต้้อง ±4% ที่่� ≤ 3,000 ลัักซ์์ 

ซึ่่�งมีีองค์์ประกอบเป็็นเซนเซอร์์โฟโตอิิเล็็กทริิก แบบ 

ซิิลิิคอนโฟโตไดโอด ช่่วงสเปกตรััมของแสงท่ี่�สามารถ 

วััดได้้ตั้้�งแต่่ช่่วง 0-999,000 ลัักซ์์ เป็็นเครื่่�องวััดแสง- 

อ้้างอิิง โดยมีีลัักษณะ ดัังแสดงในภาพที่่� 1 (ก) และ 

นำสมาร์์ตโฟนดาวน์์โหลดแอปพลิิเคชัันวััดแสงจาก  

Play store โดยพิิจารณาเลืือกแอปพลิิเคชัันที่่�ไม่่เสีีย 

ค่่าใช้้จ่่ายไม่่จำเป็็นต้้องเชื่่�อมต่่ออิินเทอร์์เน็็ตขณะใช้้งาน  

และมีีฟัังก์์ชัันปรัับค่่าแก้้ได้้ (calibration factor)  

จำนวน 3 แอปพลิิเคชััน ได้้แก่่ Smart Luxmeter  

(Smart Tools co.) Lux Meter (Light Meter)  

(My Mobile Tools Dev) และ Lux Meter (KHTSXR)

โดยมีีคุณสมบััติิช่่วงของฟัังก์์ชัันค่่าแก้้ตามข้้อกำหนด

ทางเทคนิิคของแอปพลิเคชััน (specification) คืือ 

40-400%, 0.0-2.0 และ 0.50-1.50 ตามลำดัับ  

ลัักษณะแอปพลิิเคชััน ดัังแสดงในภาพที่่� 1(ข) 

	ภาพที่่� 1 (ก) เครื่่�องวััดความเข้้มแสงอ้้างอิิงแบบดิิจิิทััล	 ภาพที่่� 1 (ข) แอปพลิิเคชัันวััดแสง

	 (illuminance meter)

วิิธีีการทดสอบวััดค่่าความเข้้มแสงไฟโดยใช้้ 

แหล่่งกำเนิิดแสงจากหลอด: LED จำนวน 18 ดวง 

ขนาด 2 วััตต์์ (YAGE รุ่่�น YG-T103, China) ติิดตั้้�ง 

ให้้หลอดไฟอยู่่�สููงจากเครื่่�องมืือวััดแสง 30 เซนติิเมตร  

และใช้แ้ผ่น่พลาสติกิใสหนา 0.05 มิลิลิเิมตร (Elephant,  

Thailand) สำหรับัลดการทะลุผุ่า่นของแสง  วางกึ่่�งกลาง 

ระหว่่างเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิงกัับหลอดไฟ บัันทึึกค่่า 

ความเข้้มแสงไฟโดยใช้้เครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง โดยไม่่มีี 

วััตถุุปิิดกั้้�นจากนั้้�นจึึงเพิ่่�มแผ่่นพลาสติิกใสทีีละแผ่่น  

ทั้้�งหมด 12 แผ่่น เพื่่�อสัังเกตการเปลี่่�ยนแปลงของข้้อมููล  

ทดสอบซ้้ำ 3 ครั้้�ง และหาค่่าความเข้้มแสงไฟเฉล่ี่�ย  

หลัังจากนั้้�นทดสอบวััดค่่าความเข้้มแสงไฟ โดยใช้้ 

แอปพลิิเคชัันวััดแสงในสมาร์์ตโฟนทั้้�ง 3 แอปพลิิเคชััน  

โดยวางสมาร์์ตโฟนที่่�ตำแหน่่งเดีียวกัับเครื่่�องวััดแสง 

อ้า้งอิงิ  จัดัให้แ้สงตรงกัับตำแหน่่งรููรับแสงของสมาร์์ตโฟน  

ปรับัค่า่แก้ใ้นแอปพลิเิคชันัจนได้ค้่า่ความเข้ม้แสงใกล้เ้คีียง 

กัับค่่าที่่�วััดได้้จากเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง โดยปรับค่่า 

แก้้เฉพาะขณะไม่่มีีแผ่่นพลาสติิกใสกั้้�นแสง จากนั้้�นเพิ่่�ม 

แผ่่นพลาสติิกใสทีีละแผ่่นจนครบ 12 แผ่่น บัันทึึกค่่า 

ความเข้้มแสงของหลอดไฟ ทดสอบซ้้ำ 3 ครั้้�ง เช่น่เดีียวกัับ 

ขั้้�นตอนใช้้เครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง นำข้้อมููลที่่�ได้้มาวิิเคราะห์์ 

ผลเพื่่�อหาค่่าเปอร์์เซ็็นต์์ความแตกต่่างระหว่่างเครื่่�องวััด

อ้า้งอิิงและแอปพลิเคชัันวัดัแสง  การติิดตั้้�งเครื่่�องมืือวััดแสง  

ดัังแสดงในภาพที่่� 2
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การทดสอบการใช้้แอปพลิิเคชัันวัดลำแสงไฟของ

เครื่่�องเอกซเรย์์

ทำการทดสอบโดยใช้้แอปพลิิเคชัันวััดแสงไฟ 

ใช้้งานจริิงกัับลำแสงไฟของเครื่่�องเอกซเรย์์วิินิิจฉััยทั่่�วไป

ที่่�ติิดตั้้�งในโรงพยาบาลของรััฐและโรงพยาบาลเอกชน 

ทั้้�งหมด 3 เครื่่�อง โดยการวางเครื่่�องวััดความเข้้มแสงไฟ 

บนพื้้�น เตีียง  ปรัับระยะห่่างใ ห้้จุุดโฟคอลสปอต  

(focal spot) ของหลอดเอกซเรย์์ห่่างจากตำแหน่่ง 

อ้้างอิิงของเครื่่�องมืือวััด 1 เมตร และเปิิดคอลลิิเมเตอร์์  

ขนาด 40×40 เซนติิเมตร ปิิดไฟภายในห้้องเอกซเรย์์ 

เพื่่�อลดความแปรปรวนของค่า่ท่ี่�วัดัได้ ้บันัทึึกผลจากการใช้้ 

เครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง โดยทำการวััดค่่าความเข้้มแสงไฟ  

4 ตำแหน่่ง ณ บริิเวณตรงกลางของพื้้�นที่่�สี่่� เหลี่่�ยม 

ที่่�ถููกแบ่่งออกเป็็น 4 ช่่องเล็็ก ดัังแสดงในภาพท่ี่� 3  

และมีีตััวอย่่างการวางตำแหน่่ง ดัังแสดงในภาพที่่� 4  

ทำการทดสอบซ้้ำ 3 ครั้้�ง เพื่่�อหาค่่าเฉล่ี่�ย หลัังจากนั้้�น 

นำสมาร์์ตโฟนวาง ณ ตำแหน่่งเดีียวกัับเครื่่�องวััดอ้้างอิิง 

และปรัับค่่าแก้้ภายในแอปพลิิเคชััน 1 ครั้้�ง เพื่่�อให้้ได้้ค่่า

ใกล้เ้คีียงกับัเครื่่�องวัดัอ้า้งอิงิ ก่อ่นการทดสอบการวัดัแสง 

เช่่นเดีียวกัับเครื่่�องวัดัอ้า้งอิงิ จากนั้้�นนำข้อ้มููลมาวิเิคราะห์์

ผลและสรุุปผลการทดสอบ

ภาพที่่� 2	 การทดสอบวััดความเข้้มแสงไฟจากหลอด LED (ก) เครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง (ข) แอปพลิิเคชัันวััดแสง 

	 จากสมาร์์ตโฟน

ภาพที่่� 4 การวางตำแหน่่งการวััดความเข้้มแสงจริิง

ภาพที่่� 3 ลัักษณะลำแสงไฟของหลอดเอกซเรย์์

(ก) (ข)
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ผล

การทดสอบค่่าความเข้้มแสงระหว่่างใช้้เครื่่�องวััด

แสงอ้้างอิิงและแอปพลิเคชัันวััดแสง โดยใช้้แสงไฟจาก

หลอด LED เป็็นแหล่่งกำเนิิดแสง ดัังแสดงในภาพที่่� 2  

ได้้ปรัับฟัังก์์ชัันค่่าแก้้ของแอปพลิเคชัันในสมาร์์ตโฟน 

ให้้ค่่าความเข้้มแสงไฟใกล้้เคีียงกัับเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง 

โดยแอปพลิเคชััน Smart Luxmeter แอปพลิิเคชััน  

Lux Meter (Light Meter) และแอปพลิิเคชััน  

Lux Meter (KHTSXR)  มีีการปรัับฟัังก์์ชัันค่่า 

แก้้เป็็น 70%, 0.7 และ 0.72 ตามลำดัับ หลัังจากนั้้�น 

เพิ่่�มความหนาของแผ่น่พลาสติกิ เพื่่�อแปรค่า่ความเข้ม้แสง 

ให้้มีีค่่าต่่างกััน ดัังแสดงในภาพที่่� 5 

จากภาพท่ี่� 5 พบว่่าค่่าความเข้้มแสงมีีแนวโน้้ม 

ในทิิศทางเดีียวกััน โดยความเข้้มแสงมีีค่่าลดลงตาม 

ความหนาของวััตถุุที่่�นำมากั้้�น เมื่่�อความหนาของวััตถุุ 

ที่่�มากั้้�นเพิ่่�มขึ้้�น การทะลุุผ่่านของแสงลดลงทำให้้ค่่า 

ความเข้ม้แสงลดลง จากภาพสามารถแสดงสมการเส้น้ตรง  

วิิเคราะห์์การถดถอยเชิิงเส้้น (linear regression)  

ของเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิงและแอปพลิเคชัันวััดแสง โดย 

ที่่�ค่่าความชัันของกราฟหรืือค่่าอััตราการเปลี่่�ยนแปลง

ของเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง เท่่ากัับ -24.3 ค่่าความชััน

ของแอปพลิเคชััน Smart Luxmeter แอปพลิเคชััน 

Lux Meter (Light Meter) และแอปพลิิเคชััน  

Lux Meter (KHTSXR) เท่่ากัับ -23.6, -23.7  

และ -24.1 ตามลำดัับ การคำนวณหาร้้อยละความ 

ภาพที่่� 5 การแปรค่่าความเข้้มแสงโดยใช้้เครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิงและแอปพลิิเคชัันวััดแสง

คลาดเคลื่่�อนเฉลี่่�ยของทั้้�ง 3 แอปพลิิเคชัันเปรีียบเทีียบ

กัับเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง พบว่่าแอปพลิิเคชััน Smart 

Luxmeter แอปพลิิเคชััน Lux Meter (Light  

Meter) และแอปพลิิเคชััน Lux Meter (KHTSXR)  

มีีค่่าความคลาดเคลื่่�อนเฉล่ี่�ยเท่่ากัับ 1.3%, 1.4% และ 

0.9% ตามลำดัับ และค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน เท่่ากัับ 0.7, 

0.8 และ 0.6 ตามลำดับั ดังัแสดงในตารางที่่� 1 แอปพลิเิคชันั 

Lux Meter (KHTSXR) มีีค่่าเฉลี่่�ยของความ 

คลาดเคลื่่�อนต่่ำที่่�สุุดเท่่ากัับ 0.9% สามารถวััดค่่าความ 

เข้้มแสงได้้ใกล้้เคีียงค่่าอ้้างอิิงมากกว่่าแอปพลิเคชััน 

Smart Luxmeter และแอปพลิเคชััน Lux Meter 

(Light Meter) ตามลำดัับ

(KHTSR)
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การนำแอปพลิเิคชันัวัดัแสงไปประยุกุต์ใ์ช้ง้านจริงิ 

โดยทดสอบกัับแสงไฟจากหลอดเอกซเรย์์ของเครื่่�อง

เอกซเรย์์วิินิิจฉััยทั่่�วไปทั้้�งหมด 3 เครื่่�อง ตามมาตรฐาน

คุุณภาพเครื่่�องเอกซเรย์์วิินิิจฉััยทางการแพทย์์ ประเภท

เครื่่�องเอกซเรย์์วิินิิจฉััยทั่่�วไป กำหนดให้้ค่่าความเข้้ม

แสงต้้องมากกว่่า 100 ลัักซ์์ ที่่�ระยะห่่าง 1 เมตร  พบว่่า

ทั้้�ง 3 แอปพลิเคชััน สามารถวััดค่่าความเข้้มแสงได้้ใกล้้

เคีียงกัับเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง โดยมีีค่่าความคลาดเคลื่่�อน 

เฉล่ี่�ยระหว่่าง 1.5-5.2% ที่่�แอปพลิเคชััน Smart 

Luxmeter มีีค่า่ความคลาดเคลื่่�อนเฉล่ี่�ย 4% ที่่�ค่่าปรับแก้้ 

68% แอปพลิเคชััน Lux Meter (Light Meter) มีี

ค่่าความคลาดเคลื่่�อนเฉล่ี่�ย 5.2% ที่่�ค่่าปรับแก้้ 0.7 

และแอปพลิิเคชััน Lux Meter (KHTSXR) มีีค่่า

ความคลาดเคลื่่�อนต่่ำสุุดเฉล่ี่�ย 1.5% ที่่�ค่่าปรับแก้้ 0.66  

ผลการทดสอบค่่าความเข้้มแสงไฟของหลอดเอกซเรย์์ 

ดัังแสดงในภาพที่่� 6

ตารางที่่� 1  ค่่าความคลาดเคลื่่�อนเฉลี่่�ยของแอปพลิิเคชัันวััดแสงจากหลอดไฟ LED

ชื่่�อแอปพลิิเคชััน ผู้้�ผลิิต
ค่่าปรัับแก้้*

(Calibration factor)
ค่่าความคลาดเคลื่่�อน

เฉลี่่�ย (%)
ค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน 

(SD)

 Smart Luxmeter SMART TOOLS 70% 1.3 0.7

 Lux Meter 
(Light Meter)

My Mobile Tools 
Dev

0.7 1.4 0.8

 Lux Meter KHTSXR 0.72 0.9 0.6

*ค่่าปรัับแก้้ คืือ ฟัังก์์ชัันหนึ่่�งของแต่่ละแอปพลิิเคชัันที่่�สามารถกำหนดได้้

วิจารณ์

การทดสอบวััดค่่าความเข้้มแสงไฟของหลอดไฟ 

โดยใช้แ้อปพลิเคชันัวัดัแสงบนสมาร์์ตโฟนเทีียบกัับเครื่่�อง

วัดัแสงอ้้างอิิง พบว่่าค่า่ความเข้้มแสงท่ี่�วััดได้้มีีค่า่ใกล้้เคีียง 

กัับค่่าที่่� วััดได้้จากเครื่่�องอ้้างอิิง โดยพิจารณาจากค่่า

ความคลาดเคลื่่�อนท่ี่�วััดได้้ และสมการเส้้นตรงในการ 

ทำนายค่า่ความเข้ม้แสงไฟซึ่่�งมีีค่า่ใกล้เ้คีียงกันั สอดคล้อ้ง

กัับงานวิิจััยของสลีีลา วิิวััฒนิิวงศ์์ และคณะ(9) ได้้ศึึกษา

ภาพที่่� 6 ค่่าความเข้้มแสงของคอลลิิเมเตอร์์หลอดไฟเอกซเรย์์

ความสััมพัันธ์์ค่่าความเข้้มแสงสว่่างจากเครื่่�องมืือ 

วััดมาตรฐานเทีียบกัับแอปพลิิเคชัันในมืือถืือ พบว่่ามีีการ

คำนวณความเข้้มข้้นของแสงสว่่างจากสมการเส้้นตรง 

โดยสามารถนำแอปพลิิเคชัันวััดแสงไปใช้้งานในระดัับ 

งานหยาบถึึงงานละเอีียดปานกลางได้้ งานวิิจััยนี้้�ได้้

ประยุุกต์์ใช้้งานแอปพลิิเคชัันวััดแสงจริิงกัับลำแสงไฟ

ของเครื่่�องเอกซเรย์์ ซึ่่�งผลการทดลองแสดงให้้เห็็นว่่า 

เครื่่�องเอกซเรย์์ (เครื่่�องที่่�)

Lux Meter (KHTSXR)
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ทั้้�ง 3 แอปพลิเคชััน สามารถวััดค่่าความเข้้มแสงได้้ใกล้้

เคีียงกัับเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง โดยมีีความคลาดเคลื่่�อน

เฉลี่่�ยอยู่่�ระหว่่าง 1.5-5.2% เปรีียบเทีียบกัับงานวิิจััยของ 

Odenwald S(10) ท่ี่�ศึึกษาเซนเซอร์์บนสมาร์์ตโฟน 

ของพลเมืืองในการใช้้งานแอปพลิิเคชัันวััดแสง พบ

แอปพลิเคชัันมีีความแม่่นยำ ±12% ซึ่่�งเหมาะต่่อ 

การวััดแสงในเบื้้�องต้้น การศึึกษานี้้�พบว่่าแอปพลิิเคชััน 

Lux Meter (KHTSXR) สามารถวััดค่่าความเข้้มแสง 

ได้้ใกล้้เคีียงกัับค่่าอ้้างอิิงที่่�สุุด (ค่่าความคลาดเคลื่่�อน 

เท่า่กับั 1.5%) โดยค่าท่ี่�ใช้ใ้นการปรับแก้้ของแอปพลิเคชันั 

วััดแสงขึ้้� นอยู่่�กั บประ เภทของหลอดไฟและอา ยุุ 

การใช้ง้านของคอลลินิเมเตอร์ ์และจากข้อ้มููลเครื่่�องวัดัแสง 

อ้้างอิิง มีีค่่าความถููกต้้อง ±4% เมื่่�อแอปพลิิเคชััน Lux 

Meter รวมกัับค่่าของเครื่่�องวััดอ้้างอิิงจะมีีค่่าความ 

คลาดเคลื่่�อน ±4%+1.5% ซึ่่�งมีีค่่าการยอมรัับค่่า

ความคลาดเคลื่่�อน (maximum permissible error) 

น้้อยกว่่า 10% ตามมาตรฐานการเลืือกใช้้เครื่่�องมืือ

วััดโดยทั่่�วไป(11) เป็็นค่่าท่ี่�ยอมรัับได้้และยัังสามารถนำ

แอปพลิิเคชััน Lux Meter ไปใช้้งานได้้จริิง 

เจ้้าหน้้าท่ี่�ห้้องเอกซเรย์์สามารถนำแอปพลิิเคชััน 

วััดแสงไปใช้้งานได้้โดยไม่่เสีียค่่าใช้้จ่่ายและสามารถ 

นำไปวััดความเข้้มแสงไฟของคอลลิิ เมเตอร์์ของ 

เครื่่�องเอกซเรย์ไ์ด้เ้ป็น็ประจำทุกุเดืือน (monthly check) 

สำหรัับตรวจสอบเครื่่�องเอกซเรย์์เบ้ื้�องต้้นให้้เป็็นไป 

ตามมาตรฐานกำหนด คำแนะนำในการใช้้งาน ควรใช้้ 

สมาร์์ตโฟนเครื่่� อง เดิิมทุุกครั้้� ง ในการตรวจสอบ 

เนื่่�องจากสมาร์์ตโฟนแต่่ละรุ่่�นมีีลัักษณะทางกายภาพ 

ต่่างกััน เช่่น ความสมบููรณ์์ ขนาดรููรับแสง การติิดฟิิล์์ม 

รููรัับแสง อายุุการใช้้งานของสมาร์์ตโฟนและอื่่�นๆ ก่่อน

การนำแอปพลิเคชัันวััดแสงไปประยุุกต์์ใช้้งาน ควรปรับ

เทีียบกัับเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิงเพื่่�อให้้ได้้ค่่าแก้้ก่่อนนำไป

ใช้้งานจริิง ป้้องกัันการคลาดเคลื่่�อนของผล ควรปรับ

เทีียบค่า่อย่า่งน้อ้ยปีลีะครั้้�งตามมาตรวิทิยาและการจัดัการ

เครื่่�องมืือวััด เพื่่�อให้้แอปพลิเคชัันมีีความถููกต้้องและ

แม่่นยำ(12) เนื่่�องจากแอปพลิิเคชัันมีีการอััปเดตเวอร์์ชััน 

อยู่่�เสมอ ผู้้�สนใจควรเลืือกโหลดแอปพลิิเคชัันที่่�สามารถ

ใช้้งานจริิงและเหมาะกัับการใช้้งานในปััจจุุบััน  

สรุป

การวััดความเข้้มแสงไฟโดยใช้้แอปพลิิเคชััน 

วััดแสงบนสมาร์์ตโฟน สามารถนำมาประยุุกต์์ใช้้งานกัับ

การวััดความเข้้มแสงไฟของหลอดเอกซเรย์์ได้้จริิง ซึ่่�งค่่า 

ที่่� วััดได้้ใกล้้เคีียงกัับเครื่่�องวััดแสงอ้้างอิิง มีีค่าความ 

คลาดเคลื่่�อนเฉลี่่�ยระหว่่าง 1.5-5.2% โดยแอปพลิิเคชััน 

Lux Meter (KHTSXR) มีีค่าความคลาดเคลื่่�อน 

ต่่ำสุุด 1.5% แสดงว่่าแอปพลิิเคชััน Lux Meter สามารถ 

วัดัค่า่ได้้ใกล้้เคีียงกัับค่า่อ้า้งอิิงที่่�สุุด เจ้้าหน้้าที่่�ห้้องเอกซเรย์ ์

สามารถติิดตั้้�งแอปพลิิเคชัันวััดแสงได้้บนสมาร์์ตโฟน 

โดยไม่่เสีียค่าใช้้จ่่าย ช่่วยให้้สามารถตรวจคััดกรอง 

หลอดไฟของเครื่่�องเอกซเรย์์เบื้้�องต้้นให้้ได้้มาตรฐาน 

อยู่่� เสมอ และช่่วยประหยััดค่่าใช้้จ่่าย ในการจััดหา

เครื่่�องวััดแสง อีีกทั้้�งควรปรัับเทีียบค่่าแก้้ก่่อนนำไป 

ใช้้งานจริิงอย่่างน้้อยปีีละหนึ่่�งครั้้�ง โดยเทีียบกัับเครื่่�องมืือ

วััดอ้้างอิิง
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Measurement Light Intensity
from the Collimator of the X-ray Tube 

Using Smartphone Applications

ABSTRACT  The light from the collimator of the X-ray tube using to define the area of the radiation 

beam and the light intensity is required to comply with the quality control standard. At present, there 

are many applications for measuring light intensity that can be freely downloaded on a smartphone which 

will be useful to solve the problem of a lack of lux meters in hospitals. The purpose of this research was to 

study the measurement of light intensity from the collimator of the X-ray tube using three smartphone 

applications: Smart Luxmeter (Smart Tools co.), Lux Meter (Light Meter) (My Mobile Tools Dev) 

and Lux Meter (KHTSXR) compared with the standard reference lux meter (Yokogawa model 51001). 

The result showed that after calibrating, all the three applications could measure the light intensity of a 

light emitting diode (LED) lamp with the close value of the standard reference lux meter. The percentages 

of difference were between 0.9% and 1.4%.  In addition, measuring the light of the collimator from the X-ray 

tube at a distance of one meter from the X-ray source showed that light intensity from all the three 

applications had an average difference between 1.5% and 5.2%. The Lux Meter (KSTSXR) application 

had the lowest percentage of difference (1.5%) which was closest to the reference values and comply with 

the acceptable range of the quality standards of the medical diagnostic X-ray machine of the Department 

of Medical Sciences. In conclusion, if for light intensity screening, the calibrated lux meter applications 

could be used in stead of the light meter.

Keywords: Light intensity, Smartphone application, Light of X-ray tube
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บทคััดย่่อ	 วิิธีีมาตรฐานสำหรัับการหาค่่าความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าในตำรายา กำหนดให้้ใช้้วิิธีีทดสอบในสััตว์์ทดลอง 

โดยวิิธีี mouse neutralizing test แต่่ปััจจุุบัันเหตุุผลทางจริิยธรรมด้้านการใช้้สััตว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์ได้้มีีแนวทาง 

ลดการใช้้สััตว์์ทดลองตามหลัักการ 3Rs คณะผู้้�วิิจััยจึึงได้้พััฒนาวิิธีีการทดสอบความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าโดยวิิธีี indirect 

ELISA เพื่่�อทดแทนวิิธีีการใช้้สััตว์์ทดลอง ผลการวิิจััยพบว่่าวิิธีีนี้้�มีีความจำเพาะกัับเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามีีความแม่่นโดยมีีค่่า  

%Recovery เท่่ากัับ 93.54 วิิธีีมีีความเป็็นเส้้นตรงเมื่่�อสร้้างกราฟความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่า OD กั บค่่าความเจืือจางตััวอย่่าง 

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 1/7,500 ถึึง 1/120,000 เท่่า โดยมีีค่่า R2 ≥ 0.99 ซึ่่ �งทำให้้ช่่วงความแรงของผลิิตภััณฑ์์ที่่�เหมาะสม 

กัับการทดสอบด้้วยวิิธีีนี้้� คืื อ 0.2-0.8 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร วิิธีีมีีความเที่่�ยงจากการทดสอบในวัันเดีียวกันและต่่างวััน 

โดยมีีค่่า %CV เท่่ากัับ 7.65 และ 5.13 ตามลำดัับ การศึึกษาความทนของวิิธีีเมื่่�อเปลี่่�ยนผู้้�วิิเคราะห์์ ชนิ ดของเพลท และ 

ระยะเวลาการทำปฏิิกิิริิยาระหว่่างแอนติิเจนกัับแอนติิบอดีีทั้้�งหมด พบว่่าไม่่มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ แสดงให้้เห็็นว่่า 

วิิธีีการทดสอบความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าโดยวิิธีี indirect ELISA ที่่ �พััฒนาขึ้้�นนี้้�มีีความถููกต้้อง สามารถนำมาใช้ ้

ในการทดสอบความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าในห้้องปฏิิบััติิการ และนำมาใช้้ต่่อยอดในการศึึกษาความสััมพัันธ์์ค่่าความแรง 

จากวิิธีี direct ELISA กัับค่่าความแรงจากวิิธีีมาตรฐานต่่อไปในอนาคต

คำสำคััญ: ค่่าความแรง, เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า, Indirect ELISA
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บทนำ�

ประเทศไทยตั้้�งอยู่่�ในภููมิิศาสตร์์เขตร้้อนจึึงมีีงูู

อาศััยอยู่่�ชุุกชุุม หลายชนิดเป็็นงููที่่�มีีพิิษร้้ายแรงที่่�ทำให้้

เสีียชีีวิิตได้้ ปััจจุุบัันวิิธีีในการรัักษาผู้้�ป่่วยที่่�ถููกงููกััดทำโดย 

การให้้เซรุ่่�มแก้้พิษิงููที่่�ตรงกัับชนิดของงูู และเซรุ่่�มแก้้พิษิงูู 

ต้อ้งมีีประสิิทธิิภาพตามที่่�ระบุุไว้้ในฉลากจึึงจะเช่ื่�อมั่่�นได้้ว่า่ 

สามารถใช้้รัักษาผู้้�ป่่วยได้้ เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเป็็นยาชีีววััตถุุ 

ที่่�ใช้้ในการรัักษาแบบ passive immunity ผลิิตโดย 

การนำพิษิงูไูปฉีดีกระตุ้้�นในสัตัว์ข์นาดใหญ่ ่เช่น่ ม้า้ เป็น็ต้น้  

เพ่ื่�อให้้สร้้างภููมิิคุ้้�มกัันชนิิดอิิมมููโนโกลบููลิินจีี (IgG)  

ที่่�จำเพาะต่่อพิิษงููชนิิดนั้้�นๆ จากนั้้�นเจาะเก็็บเลืือดเพื่่�อนำ

พลาสมาไปตกตะกอนด้้วยเกลืือให้้ได้้อิิมมููโนโกลบููลิิน 

ที่่�มีีความบริิสุุทธิ์์� นำไปกรองและปรัับสููตรให้้ได้้เป็็น 

ผลิิตภััณฑ์์สำเร็็จรููป เพื่่�อนำไปใช้้ในการรัักษาผู้้�ป่่วยต่่อไป 

เนื่่�องจากเซรุ่่�มแก้้พิิษงููนั้้�นจััดเป็็นยาชีีววััตถุุ ซึ่่ �งมีี 

แนวทางการควบคุุมคุุณภาพตามองค์์การอนามััยโลก(1)  

ประเทศไทยจึึงมีีกฎหมายกำหนดให้้ผู้้�ผลิิตต้้องมีี 

การรัับรองรุ่่�นการผลิิตก่่อนจำหน่่าย สถาบัันชีีววััตถุุ  

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ เป็็นห้้องปฏิิบััติิการกลาง 

ที่่�ได้้รัับมอบอำนาจดัังกล่่าวจากสำนัักงานคณะกรรมการ 

อาหารและยา กำหนดให้้ผู้้�ผลิิตต้้องมีีการนำส่่งตััวอย่่าง

เพื่่�อนำมาทดสอบทางห้้องปฏิิบััติิการ พร้ ้อมส่่งเอกสาร

สรุุปกระบวนการผลิิตเพ่ื่�อพิจิารณาร่่วมกัับผลการทดสอบ

และยืืนยัันคุุณภาพของผลิิตภััณฑ์์ว่่าเป็็นไปตามเกณฑ์์ 

ที่่�กำหนดตามที่่�ได้้ยื่่�นขึ้้�นทะเบีียนไว้้  โดยหนึ่่�งในการทดสอบ 

คุุณภาพที่่�สำคััญ คืือ การทดสอบความแรง (potency)  

ซึ่่�งวิิธีีทดสอบตามคำแนะนำขององค์์การอนามััยโลก 

และตำรายาสากลต่่างๆ(1-3) กำหนดให้้ใช้้วิิธีีวิิเคราะห์์ใน

สัตัว์ท์ดลอง โดยวิิธี ีmouse neutralizing test (MNT)  

เป็็นวิิธีีทดสอบมาตรฐาน

ปััจจุุบันการจััดหาสััตว์์ทดลองทำได้้ยากและ 

มีีราคาแพง รวมถึึงการผลิิตสััตว์์ทดลองต้้องอยู่่�ภายใต้้ 

พระราชบัญญัตัิสิัตัว์์เพื่่�องานทางวิิทยาศาสตร์์(4) นอกจากนี้้� 

การทดสอบในสััตว์์ทดลองมีีความแปรปรวนของผลการ

ทดสอบ นั กวิิจััยได้้พยายามคิิดค้้นวิิธีีการทดสอบแทน 

วิิธีีการใช้้สััตว์์ทดลองตามหลัักการ 3Rs (reduction,  

replacement and refinement) โดยหนึ่่�งในวิิธีีที่่�นิิยม 

ใช้้อย่่างแพร่่หลาย คืือ วิิธีี enzyme linked immuno- 

sorbent assay (ELISA) โดยอาศััยหลัักการจัับกััน

อย่่างจำเพาะระหว่่างแอนติิเจนและแอนติิบอดีี วิิธีีนี้้� 

มีีการพััฒนามานาน จนเป็็นที่่�ยอมรัับว่่าเป็็นวิิธีีมาตรฐาน 

ทางชีวีเคมีแีละเป็็นวิธิีทีี่่�นักัวิจิัยัหลายรายเลืือกใช้้ เพื่่�อเป็น็ 

วิิธีีทดแทนการทดสอบหาความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู 

ในสััตว์์ทดลอง(5-7) อย่่างไรก็็ตาม เนื่่�องจากเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู 

มีีความจำเพาะต่่อชนิิดของงููตามภููมิิศาสตร์์ ดั ังนั้้�น

แต่่ละประเทศจึึงมีีปััญหางููพิิษที่่�แตกต่่างกััน ผลการวิิจััย 

ในพื้้�นที่่�หนึ่่�งอาจไม่่สามารถนำมาใช้้ในอีีกพื้้�นที่่�หนึ่่�งได้้ 

คณะผู้้�วิิจััยจึึงเริ่่�มพััฒนาวิิธีี indirect ELISA เพื่่�อ

วิิเคราะห์์การหาค่่าความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าที่่�ผลิิต 

ในประเทศ และทดสอบความถููกต้้องของวิิธีีดัังกล่่าวว่า 

สามารถนำมาใช้้ทดสอบหาค่่าความแรงของเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่าในห้้องปฏิิบััติิการได้้จริิง และนำมาใช้้ต่่อยอด 

ในการศึึกษาเปรีียบเทีียบกัับค่่าความแรงที่่�ได้้จากวิิธีี 

MNT ซึ่่�งเป็็นวิิธีีมาตราฐานต่่อไปในอนาคต

วัสดุและวิธีการ

เครื่่�องมืือและอุุปกรณ์์

เครื่่�องอ่่านผล ELISA แบบไมโครเพลทรุ่่�น  

ELx808 (BioTek, USA) เครื่่�องล้้างไมโครเพลท 

(Biorad, USA) ตู้้�บ่ ่มเพาะเชื้้�อควบคุุมอุุณหภููมิิ  

25 องศาเซลเชีียส (BioTek, USA) ตู้้�บ่มเพาะเชื้้�อควบคุุม

อุุณหภููมิิ 37 องศาเซลเชีียส (BioTek, USA) ตู้้� เย็็น

ควบคุุมอุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเซีียส (BioTek, USA)  

96-well plate cat. no. 3590 (Costar, USA)  

และ cat. no. 439454 (Thermo Scientific, USA) 

การเตรีียมสารละลาย

coating buffer ป ระกอบด้้วย 50 mM  

carbonate buffer pH 9.6 สารละลาย 10xPBS 

ประกอบด้้วย 0.15M phosphate buffer saline  

pH 7.2 สารละลาย PBST ป ระกอบด้้วย 0.05%  

Tween 20 (sigma) ใน 1xPBS washing buffer 

ประกอบด้้วย 0.05% Tween 20 ใน 0.9% sodium  

chlorine (normal saline) blocking buffer  



วิิธีีวิิเคราะห์์ความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าด้้วยวิิธีี indirect ELISA	 ไพศาล พัังจุุนัันท์์ และ วิิภาวีี วงศ์์ชนะ

25วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2566

ประกอบด้้วย 2% BSA (sigma) ใน PBST diluting 

buffer ประกอบด้้วย 0.5% BSA ใน PBST Alkaline  

phosphate substrate solution (PierceTM)  

PNPP-Phosphatase substrate kit (Thermo 

Fisher Scientific, USA) และ 2N NaOH 

แอนติิบอดีี

goat anti-equine IgG (H+L)-alkaline 

phosphatase (Southern Biotech, USA)

สารมาตรฐาน

เซรุ่่�มแก้้พิิษงูู เห่่ าชนิิดผงแห้้ง  รุ่ ่�นการผลิิต 

NK00217 (สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) และพิษิงููเห่า่ 

ชนิิดผงแห้้ง รุ่ �นการผลิิต CV170211 (สถานเสาวภา 

สภากาชาดไทย)

ตััวอย่่าง

เซรุ่่�มแก้้ พิิษงูู เห่่า  รุ่ ่�นการผลิิต NK00117  

(สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) ตััวอย่่างสำหรัับทดสอบ

หััวข้อความจำเพาะ ได้้แก่่ เซรุ่่�มแก้้พิิษงููทัับสมิิงคลา  

รุ่่�นการผลิิต BC00118 (สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) 

และเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้ รุ่ ่�นการผลิิต TA00118 

(สถานเสาวภา สภากาชาดไทย) 

ตััวอย่่างทุุกรุ่่�นการผลิิตมีีคุุณลัักษณะเป็็นไปตาม 

ข้้อกำหนดของผลิิตที่่�มีีการขึ้้�นทะเบีียนไว้้และผ่่าน 

การรัับรองรุ่่�นการผลิิตโดยสถาบัันชีีววััตถุุ

การเตรีียมสารมาตรฐานและตััวอย่่าง

เจืือจางเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า รุ่ ่�นการผลิิต NK00217  

(ระบุุโดยผู้้�ผลิิต: เมื่่�อละลายด้้วยน้้ำกลั่่�น 10 มิ ลลิิลิิตร  

จะมีีความแรงเท่่ากัับ 0.75 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)  

ด้้วยน้้ำกลั่่�น 12.5 มิ ลลิิลิิตร เพื่่�อให้้ได้้ความแรงเริ่่�มต้้น  

0.6 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ซึ่่ �งเป็็นเกณฑ์์ขั้้�นต่่ำที่่�ยอมรัับ 

สำหรัับการตรวจผ่่านในกระบวนการควบคุุมคุุณภาพ  

เพื่่�อใช้เ้ป็็นตัวัแทนสารมาตรฐานสำหรัับคำนวณค่า่ความแรง 

ตััวอย่่าง และเป็็นความแรงเริ่่�มต้้นสำหรัับการทดสอบ

ความเป็็นเส้้นตรง 

เจืือจางเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า รุ่ ่�นการผลิิต NK00217 

ด้้วยน้้ำกลั่่�น 10.66 มิิลลิิลิิตร เพื่่�อให้้ได้้ความแรงเริ่่�มต้้น  

0.8 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร แบ่่งใส่่หลอดทดลอง จำนวน  

4 หลอด ๆ  ละ 1, 0.75, 0.5 และ 0.25 มิลิลิิลิติร ตามลำดับั  

จากนั้้�นเติิมน้้ำกลั่่�นหลอดที่่� 2 ถึึงหลอดที่่� 4 ให้้มีีปริิมาตร  

1 มิ ิลลิิลิิตร จะได้้สารละลายเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าความแรง 

0.6, 0.4 และ 0.2 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ  

สำหรัับทดสอบความถููกต้้องช่่วงของวิิธีี

เจืือจางเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า รุ่ ่�นการผลิิต NK00217  

ให้้ได้้ความเข้้มข้้น 5 และ 0.5 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

เตรีียมโดยนำเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า รุ่ �นการผลิิต NK00217  

จำนวน 2 ขวด (ระบุุโดยผู้้�ผลิิต: เมื่่�อละลายด้้วยน้้ำกลั่่�น  

10 มิ ิลลิิลิิตร จะมีีความแรงเท่่ากัับ 0.75 มิ ลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร) ขวดแรกละลายด้้วยน้้ำกลั่่�น ปริ มาตร  

15 มิ ลลิิลิิตร ได้้ความแรง 0.5 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

ขวดที่่� 2 ละลายด้้วยน้้ำกลั่่�นปริมาตร 1.5 มิ ลลิิลิิตร  

ได้้ความแรง 5 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร สำหรัับการศึึกษา

ความถููกต้้องในความแม่่นยำของวิิธีี 

เจืือจางตััวอย่า่งเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูทูับัสมิงิคลาและเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้ ด้้วยน้้ำกลั่่�นปริิมาตร 10 มิิลลิิลิิตร  

ได้ค้วามแรง 0.45 มิลลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร และ 1.1 มิลลิกิรัมั 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ตามลำดัับ สำหรัับการศึึกษาความถููกต้้อง

ความจำเพาะของวิิธีี

สถิิติิที่่�ใช้้ในการวิิเคราะห์์

ค่่าสััมประสิิทธิ์์�แสดงการตััดสิินใจ (coefficient  

of determination: R2) ใช้้ในการอธิิบายความ

แปรปรวนที่่�ตััวแปรอิิสระ สามารถอธิิบายตััวแปรตาม  

ใน linear regression model ส่่วนเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation: SD) และค่่าสััมประสิิทธิ์์� 

การแปรผััน (coefficient of variance: CV) ใช้้ในการ 

พิิจารณาการหาความเที่่�ยงของการวิิเคราะห์์ค่่าความแรง  

สถิิติิวิิเคราะห์์ t-test และ one-way ANOVA ถููกใช้้ 

ในการเปรีียบเทีียบความแตกต่่างระหว่่างสภาวะ
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การศึึกษาความถููกต้้องของวิิธีีการ(8)

ELISA เป็็นการใช้้หลัักการความจำเพาะระหว่่าง

แอนติบิอดี ี(antibody) และแอนติเิจน (antigen) โดยใช้้ 

เอนไซม์์ (enzyme) เพื่่�อช่่วยทำให้้สัังเกตเห็็นสีีที่่�เกิิดขึ้้�น 

เมื่่�อทำปฏิิกิิริิยากัับสารตั้้�งต้้น (substrate) คว ามเข้้ม 

ของสีีที่่�เกิิดขึ้้�นเป็็นสััดส่่วนกัับปริมาณของแอนติิเจนหรืือ 

แอนติบิอดีทีี่่�ปรากฏในตัวัอย่า่ง  ซึ่่�งในกรณีนีี้้�แอนติเิจนเป็น็ 

พิิษงููและแอนติิบอดีีเป็็นเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู

ชั่่�งพิษิงูเูห่า่ชนิดิผงแห้ง้ให้ม้ีนี้้ำหนักั 5-10 มิลิลิกิรัมั  

ละลายด้้วยน้้ำกลั่่�นให้้มีีความเข้้มข้้น 1 มิ ลลิิกรััมต่่อ 

มิิลลิิลิิตร แล้้วเจืือจางด้้วย coating buffer ให้้มีีปริิมาณ 

ของพิิษงููเห่่า 0.5 ไมโครกรััมต่่อหลุุม ปริ ิมาตรหลุุมละ  

50 ไมโครลิิตร นำเพลทบ่่มที่่�อุุณหภููมิิ 2-8 องศาเซลเชีียส  

เป็็นเวลา 12-18 ชั่่ �วโมง ล้ ้างด้้วย washing buffer  

300 ไมโครลิิตรต่่อหลุุม 4 ครั้้ �ง เติิมเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

ตััวอย่่างและเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐานเจืือจางโดยใช้ ้ 

diluting buffer แบบ 2-fold dilution จำนวน  

7 ค่า่การเจืือจาง จาก 1/3,750 ถึงึ 1/240,000 ลงในเพลท  

50 ไมโครลิิตร ทำซ้้ำค่่าการเจืือจางละ 2 หลุุม จากนั้้�น 

บ่ม่เพลทที่่�อุุณหภูมูิ ิ25 องศาเซลเซียีส เป็น็เวลา 1 ชั่่�วโมง  

ล้้างด้้วย washing buffer 300 ไมโครลิิตร 4 ครั้้ �ง  

เติิม goat anti-horse alkaline phosphatase  

conjugate ที่่�เจืือจางด้้วย diluting buffer อััตราส่่วน  

1 ต่่อ 2,000 ปริิมาตร 50 ไมโครลิิตร บ่่มเพลทที่่�อุุณหภููมิิ 

25 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 1 ชั่่ �วโมง จากนั้้�นล้้างด้้วย 

washing buffer 300 ไมโครลิิตร 4 ครั้้�ง เติิม alkaline  

phosphate substrate solution ตามวิธิีทีี่่�ระบุุในฉลาก 

ลงในหลุุม ปริ ิมาตรหลุุมละ 100 ไมโครลิิตร บ่ ่มเพลท 

ในที่่�มืืดที่่�อุุณหภูมิูิห้อ้ง เป็น็เวลา 30 นาที ีเติมิ 2N NaOH  

เพื่่�อหยุุดปฏิิกิิริิยา ปริ ิมาตร 50 ไมโครลิิตร อ่ ่านค่่า 

การดููดกลืืนแสง (OD) ที่่� 405 นาโนเมตร ด้ วยเครื่�อง

อ่่านผล ELISA

การคำนวณค่่าความแรง

นำค่่า OD ที่่ �วััดได้้มาคำนวณหาค่่าความแรง 

ของตััวอย่่างเปรีียบเทีียบกัับเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน 

โดยใช้้สถิิติิแบบ parallel line assay(8) ด้ วย

โปรแกรม Bioassay Assist (National Institute of  

Infectious Diseases) ทั้้ �งนี้้�กำหนดให้้ใช้้ค่่า OD  

อย่่างน้้อย 4 ค่่าระดัับการเจืือจางที่่�มีีความเป็็นเส้้นตรง

โดยพิิจารณาค่่า F value ที่่ �แสดงใน parallelism  

และ linearity ว่ ่าข้้อมููลทั้้�งหมดไม่่มีีค่่าแตกต่่างกััน 

อย่่างมีีนััยสำคััญ เป็็นเกณฑ์์ที่่�ยอมรัับได้้จากการคำนวณ 

ทางสถิิติิ โดยผลการทดสอบจะแสดงค่่า invalid  

เมื่่�อมีี parallelism หรืือ linearity ที่่ �แตกต่่างกััน 

อย่่างมีีนััยสำคััญ

การทดสอบความถููกต้้องของวิิธีี(9)

ความเป็็นเส้้นตรง (linearity) และการหาช่่วงของวิธีิี  

(range) 

ทดสอบความเป็็นเส้้นตรง โดยการเจืือจางเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐานที่่�ความแรงเริ่่�มต้้น 0.6 มิ ิลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร จำนวน 7 ระดัับการเจืือจาง ได้้แก่่ 1/3,750,  

1/7,500, 1/15,000, 1/30,000, 1/60,000, 1/120,000 

และ 1/240,000 สร้้างกราฟระหว่่างค่่า OD และ log 

ค่่าความเจืือจาง โดยมีีเกณฑ์์ว่่าต้้องมีีอย่่างน้้อย 4 ค่่า 

ความเจืือจางที่่�มีีความเป็็นเส้้นตรง (ค่่า R2 ≥ 0.95) 

การทดสอบช่่วงของวิิธีี โดยการเจืือจางเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน จำนวน 4 คว ามแรง ได้้แก่่ 0.2,  

0.4, 0.6 และ 0.8 มิลลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร  นำแต่ล่ะตัวัอย่า่ง 

หาค่่าความแรงตามวิิธีีที่่�ระบุุ ค ำนวณค่่าความแรงโดยใช้้ 

โปรแกรม Bioassay Assist หัวัข้อ้ parallel line assay  

พิจิารณา linear relationship ระหว่า่งค่า่ความแรงที่่�ได้้

จากการคำนวณเปรียบเทีียบกัับค่่าความแรงที่่�วััดได้้จริิง 

โดยช่ว่งความแรงที่่�เหมาะสมของวิธีิีจะต้้องมีค่ี่า R2 ≥ 0.95

ความจำเพาะของวิิธีี (specificity) 

หาค่่าความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููทัับสมิิงคลา และเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้  

เปรียบเทีียบกัับเซรุ่่�มแก้้พิษิงููเห่่ามาตรฐาน ผลการทดสอบ 

ของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููชนิิดอ่ื่�นต้้องให้้ผลลบ (non-

reaction) หรืือไม่่สามารถหาค่่าได้้ (invalid)
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การเปลี่่�ยนแปลงระยะเวลาการทำปฏิิกิิริิยา 

ระหว่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าและพิิษงููเห่่า 

ทดสอบช่่ วง เวลาในการบ่่มตัั วอย่่ า ง เซรุ่่� ม 

แก้้พิิษงููเห่่า เพื่่�อให้้ทำปฏิิกิิริิยากัับพิิษงููเห่่าในหลุุม 

ที่่�ระยะเวลา 30 90 และ 120 นาทีี เปรียบเทีียบผล 

การทดสอบที่่�ได้้กัับการบ่่มที่่�ระยะเวลา 60 นาทีี 

อุุณหภููมิิในขั้้�นตอนการเคลืือบเพลท 

ทดสอบระยะเวลาและอุุณหภููมิิที่่�ใช้้ในขั้้�นตอน

การเคลืือบเพลท 3 สภาวะ ได้้แก่่ บ่ มที่่�อุุณหภููมิิ  

2-8 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 18 ชั่่ �วโมง ที่่ �อุุณหภููมิิ  

2-8 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 30 ชั่่ �วโมง และอุุณหภููมิิ  

37 องศาเซลเซีียส เป็็นเวลา 2 ชั่่ �วโมง เปรีียบเทีียบ 

ค่่าความแรงที่่�ได้้กัับที่่�สภาวะ 2-8 องศาเซลเซีียส  

เป็็นเวลา 18 ชั่่�วโมง 

เกณฑ์์กำหนดของการทดสอบความทนของวิิธี ี

ทั้้�งหมด คืือ ไม่่มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ 

เมื่่�อทดสอบโดยวิิธีี  Independent t-test หรืือ  

one-way ANOVA ที่่�ระดัับความเชื่่�อมั่่�น 95%

ผล

การทดสอบความเป็็นเส้้นตรง และช่่วงความแรง 

ที่่�เหมาะสมของวิธิีวีิเิคราะห์ ์พบว่า่ที่่�ระดับัความแรงตั้้�งต้น้  

0.6 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ที่่ �ค่่าการเจืือจาง 5 ระดัับ  

ตั้้�งแต่่ 1/7,500, 1/15,000, 1/30,000, 1/60,000  

และ 1/120,000 สามารถสร้้างกราฟมาตรฐานระหว่่าง 

ค่่า OD กั บค่่า log ของระดัับการเจืือจางที่่�ให้้ค่่า R2  

เท่่ากัับ 0.9991 ดั ังแสดงในภาพที่่� 1A และพบว่่า

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าที่่�มีีค่่าความแรงเริ่่�มต้้น 0.8 มิ ลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร และเจืือจางเป็็น 0.6, 0.4 และ 0.2 มิิลลิิกรััม

ต่่อมิิลลิิลิิตร เป็็นช่่วงที่่�สามารถนำมาทดสอบด้้วยวิิธี ี 

indirect ELISA ได้ ้จากการคำนวณความแรงได้เ้ท่า่กับั 

0.77, 0.59, 0.42 และ 0.21 มิ ิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร  

ตามลำดัับ โดยมีีค่่า R2 เท่่ากัับ 0.9971 ในกราฟ linear 

relationship ดั ังแสดงในภาพที่่� 1B แต่่ที่่�ความแรง 

0.2 มิลิลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร ค่า่การเจืือจางที่่�เหมาะสมลดลง 

เหลืือเพีียงช่่วง 4 ระดัับ คืือ 1/7,500 ถึึง 1/60,000 

ความแม่่นของวิิธีี (accuracy)

เตรีียมตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู เห่่า คว ามแรง  

0.5 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ปริิมาตร 1 มิิลลิิลิิตร จำนวน  

2 หลอด เติิมเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า คว ามแรง 5 มิ ิลลิิกรััม 

ต่อ่มิลิลิิลิติร ปริมาตร 20 ไมโครลิิตร ลงในหลอดที่่� 1 และ

เติมิน้้ำกลั่่�นปริมาตร 20 ไมโครลิิตร แทนเซรุ่่�มแก้้พิษิงููเห่่า 

ความแรง 5 มิ ลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร ลงในหลอดที่่� 2  

นำตััวอย่่างทั้้�งสองหลอดไปหาค่่าความแรงเปรีียบเทีียบ 

กัับเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน แล้้วคำนวณหาค่่า   

%Recovery การเปรียบเทีียบค่่าความแรงที่่�เพิ่่�มขึ้้�นจาก 

การเติิมเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าเข้้มข้้นลงไปเทีียบกัับหลอด 

ที่่�เติิมน้้ำกลั่่�น โดยมีีเกณฑ์์ยอมรัับอยู่่�ระหว่่าง 80-120% 

ของความแรงที่่�คาดไว้้ จากสููตร

%Recovery = ความแรงที่่�วััดได้้ × 100

	 	         ความแรงที่่�คาดไว้้

ความเที่่�ยงของวิิธีี (precision)

หาค่่าความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

จำนวน 1 รุ่ �นการผลิิต จำนวน 6 ครั้้ �ง ในวัันเดีียวกััน  

เพ่ื่�อหาค่า่ repeatability และหาค่า่ความแรงของตััวอย่่าง 

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าจำนวน 1 รุ่ ่�นการผลิิต จำนวน 3 ครั้้ �ง 

แบบต่่างวัันกััน เพื่่�อหาค่่า intermediate precision  

นำผลการทดสอบมาคำนวณเปอร์์เซ็็นต์์สััมประสิิทธิ์์� 

ความแปรผััน (%CV) โดยมีีเกณฑ์์การยอมรัับค่่า %CV 

ต้้องน้้อยกว่่า 10%

ความทนของวิิธีี (robustness)

การเปลี่่�ยนผู้้�วิิเคราะห์์

ทดสอบตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าขวดเดีียวกััน 

โดยผู้้�วิิเคราะห์์ 2 คนๆ ละ 3 ครั้้�ง จากนั้้�นเปรีียบเทีียบ 

ผลการทดสอบระหว่่างนัักวิิเคราะห์์ 

การเปลี่่�ยนยี่่�ห้้อเพลท 

ทดสอบตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าขวดเดีียวกััน  

โดยใช้้เพลทยี่่�ห้้อ Costar และ Thermo Scientific  

ยี่่�ห้้อละ 3 ครั้้�ง 
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การทดสอบหาความจำเพาะของวิิธีี พ บว่่าวิิธีีนี้้� 

มีคีวามจำเพาะต่อ่เซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่่า แต่ไ่ม่่จำเพาะต่อ่เซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููทัับสมิิงคลา และเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้  

แสดงจากกราฟความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่่า OD และ  

log dilution ดังัแสดงในภาพที่่� 2 เมื่่�อวิเิคราะห์์ค่า่ความแรง 

โดยใช้้ parallel line assay พ บว่่าตััวอย่่างเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่าแสดงค่่า F value ในหััวข้้อ parallelism  

ภาพที่่� 1	 ความเป็็นเส้้นตรงและช่่วงความแรงของวิธิีต่ี่อเซรุ่่�มแก้้พิษิงููเห่่า (A) ความสััมพัันธ์์ระหว่่างค่า่การดููดกลืืนแสง 

	 (OD 405 nm) กั ับระดัับการเจืือจางเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน (log dilution) 5 ระดัับการเจืือจาง  

	 โดยเริ่่�มจากเซรุ่่�มแก้พิ้ิษงูเูห่า่ที่่�มีีค่า่ความแรงเริ่่�มต้น้ 0.8 มิลิลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร และ (B) linear relationship  

	 ของค่่าความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน ระหว่่างค่่าความแรงที่่�วััดได้้จริิงกัับค่่าความแรงที่่�ได้้จากการ 

	 คำนวณ โดยค่่า R2 แสดงความสััมพัันธ์์ระหว่่างตััวแปรใน linear regression model

และ linearity ไม่่มีีความแตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ  

และสามารถหาค่่าความแรงได้้ เท่่ากัับ 0.78 มิ ลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ในขณะที่่�ไม่่สามารถคำนวณหาค่่าความแรง

ในตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููทัับสมิิงคลาและเซรุ่่�มแก้้พิิษงูู

เขีียวหางไหม้้เนื่่�องจากให้้ผล invalid ในการทดสอบ 

ทางสถิิติิ โดยใช้้ parallel line assay

ภาพที่่� 2	ความจำเพาะของวิิธีีต่่อเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า เซรุ่่�มแก้้พิิษงููทัับสมิิงคลา และเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเขีียวหางไหม้้  

	 โดยพิจิารณาจากความสัมัพันัธ์ร์ะหว่า่งการดูดูกลืืนแสง (OD 405 nm) กับัระดับัการเจืือจางเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่า่ 

	 มาตรฐาน (log dilution) 5 ระดัับการเจืือจาง ของตััวอย่่างทั้้�ง 3 ชนิ ิด เปรีียบเทีียบกัับเซรุ่่�มพิิษงููเห่่า 

	 มาตรฐาน ค่่า R2 แสดงความสััมพัันธ์์ระหว่่างตััวแปรใน linear regression model
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การทดสอบความแม่่นของวิิธีี พ บว่่าเม่ื่�อหาค่่า

ความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าที่่�ถููกเติิมด้้วย 

เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าเข้้มข้้น จำนวน 3 ครั้้�ง ได้้ค่่าเฉลี่่�ยเท่่ากัับ 

0.56 มิลลิกิรัมัต่อ่มิิลลิิลิติร เม่ื่�อนำไปคำนวณค่า่ความแรง 

ที่่�เพิ่่�มขึ้้�นโดยเปรีียบเทีียบกัับตััวอย่่างที่่�เติิมด้้วยน้้ำกลั่่�น 

ได้้ค่่า %Recovery อยู่่�ระหว่่าง 80-120% ดั ังแสดง 

ในตารางที่่� 1 

การทดสอบความเที่่�ยงของวิธิี ีพบว่่าวิธิีมีีีความเที่่�ยง 

เมื่่�อทำการทดสอบค่่าความแรงในวัันเดีียวกััน และ 

ต่่างวัันกัันมีีค่่า %CV เท่่ากัับ 7.65% และ 5.13%  

ตามลำดัับ ดัังแสดงในตารางที่่� 2

ตารางที่่� 1	การทดสอบความแม่่นในการหาความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

ตารางที่่� 2	การทดสอบความเที่่�ยงของวิิธีีในการหาค่่าความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

ครั้้�งที่่� 

ความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�ม

แก้้พิิษงููเห่่า 

(มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร)
%Recovery

ความแรงที่่�ต้้องการ ผลที่่�ได้้จาก Spike

1 0.06 0.59 98.21

2 0.60 0.58 96.32

3 0.60 0.52 86.09

%Recovery 93.54

ความเที่่�ยงของวิิธีี

ความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า

(มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร) ค่่าเฉลี่่�ย SD %CV

1 2 3 4 5 6

Repeatability

(6 ซ้้ำใน 1 วััน)

0.89 0.81 0.76 0.77 0.75 0.72 0.78 0.06 7.65

Intermediate

precision (3 วััน)

0.78 0.74 0.82  - -  - 0.78 0.04 5.13

การทดสอบความทนของวิิธีี โดยการเปรีียบเทีียบ

ผลระหว่่างผู้้�วิิเคราะห์์สองคน และการทดสอบความทน 

ของวิิธีี โดยการใช้้ เพลทต่่างยี่่�ห้้อกััน พ บว่่าให้้ผล 

ไม่่แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญ ดั งแสดงในภาพที่่� 3A  

และ 3B การเปลี่่�ยนแปลงระยะเวลาในการทำปฏิิกิิริิยา

ระหว่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าและพิิษงููเห่่าที่่� 30, 90 และ  

120 นาทีี เปรีียบเทีียบกัับเวลา 60 นาทีี พบว่่าที่่�เวลา 30  

และ 90 นาทีี ให้้ผลไม่่แตกต่่างกัันกัับที่่�เวลา 60 นาทีี  

ซึ่่�งไม่่สามารถคำนวณค่่าความแรงได้้จากการทดสอบที่่� 

120 นาทีี ดั งแสดงในภาพที่่� 3C การทดสอบความทน 

ของวิธิีต่ี่อระยะเวลาในการบ่่มเพลทที่่�อุุณหภููมิ ิ2-8 องศา 

เซลเซีียส พบว่่าค่่าความแรงที่่�ได้้ระหว่่าง 1 และ 2 คืื น  

ไม่่แตกต่่างกััน ยกเว้้นที่่�สภาวะ 37 องศาเซลเชีียส  

เป็็นเวลา 2 ชั่่�วโมง ค่่าความแรงของตััวอย่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษ

งููเห่่าที่่�ได้้สููงกว่่าจากสภาวะอื่่�น ดัังแสดงในภาพที่่� 3D
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วิจารณ์

การพััฒนาวิิธีี indirect ELISA เพื่่�อวิิเคราะห์์หา 

ความแรงของเซรุ่่�มแก้พิ้ิษงูเูห่า่ พบว่า่ วิิธีมีีคีวามจำเพาะต่อ่

เซรุ่่�มแก้้พิษิงููเห่า่และมีีช่ว่งความเป็็นเส้้นตรง อย่า่งไรก็็ตาม  

เมื่่�อกำหนดให้้ความแรงตั้้�งต้้น เท่่ากัับ 0.2 มิ ิลลิิกรััม 

ต่่อมิิลลิิลิิตร พ บเพีียง 4 ค่่าความเจืือจางที่่�ยัังคงความ 

เป็็นเส้้นตรง คืือ 1/7,500, 1/15,000, 1/30,000, และ  

1/60,000 ซึ่่�งยังัเพียีงพอต่่อการนำมาคำนวณค่า่ทางสถิิติิ  

ทั้้�งนี้้� อาจเกิดิจากตัวัอย่า่งถูกูเจืือจางจนปริมิาณแอนติบิอดีี 

ไม่่ เพีียงพอที่่�จะทำให้้ เกิิดปฏิิกิิริิยาที่่� เหมาะสมกัับ 

แอนติิเจนได้้ จากข้้อมููลผู้้�ผลิิตที่่�ผ่่านมาเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 

ที่่�ส่ง่ตรวจวิเิคราะห์มี์ีความแรงระหว่า่ง 0.6 - 0.8 มิลิลิิกรัมั 

ต่่อมิิลลิิลิิตร ซึ่่ �งเป็็นไปตามข้้อกำหนดของผลิิตภััณฑ์์ 

สำเร็็จรููป ดั ังนั้้�นช่่วงของวิิธีีจึึงครอบคลุุมการวิิเคราะห์์ 

ค่่าความแรงของผลิิตภััณฑ์์ นอกจากนี้้�จากการทดสอบ 

ความทนของวิธิีต่ี่อปัจัจััยด้า้นอุุณหภููมิิและเวลาในการบ่่ม 

มีีผลต่่อการวิิเคราะห์์ค่่าความแรงเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า  

ซึ่่�งอาจเกิิดจากปััจจััยความคงตััวและปฎิิกิิริิยาจัับกััน 

ของโปรตีีนในสภาวะดัังกล่่าวไม่่เหมาะสมกัับวิิธีี 

การพััฒนาวิิธีีการทดสอบความแรงของเซรุ่่�ม 

แก้พ้ิษิงูเูห่า่ไทย (Naja kaouthia) เริ่่�มตั้้�งแต่ ่ค.ศ. 1991 

โดย Rungsiwongse J. และ Ratanabangkoon K.(10) 

ได้พ้ัฒันาวิธิี ีELISA ในการประเมินิค่่าความแรงของเซรุ่่�ม 

แก้พ้ิษิงูเูห่่าไทยที่่�ผลิติจากม้า้ กำหนดให้เ้ซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่า่ 

รุ่่�นการผลิิตหนึ่่�งเป็็นค่่าผลบวก (positive control)  

และศึึกษาเปรียบเทีียบการเคลืือบเพลทด้้วย crude  

venom, toxin fraction และ purified neurotoxin  

ที่่�ได้จ้ากพิษิงูเูห่า่ไทย พบว่า่การใช้้ purified neurotoxin 

เคลืือบเพลท ให้ค่้่า correlation coefficients (r) ที่่�ดีทีี่่�สุุด 

คืือ 0.95 (p < 0.001) อย่า่งไรก็ต็ามการเตรียีม purified 

neurotoxin มี ีกระบวนการที่่�อาจก่่อให้้เกิิดอัันตรายต่่อ 

ผู้้�ปฎิบิัตัิงิาน ในขณะที่่� crude venom ที่่�เก็บ็จากงูสูามารถ

นำมาเก็็บในรููปผงแห้้ง มี ีความเป็็นพิิษที่่�น้้อยกว่่า และ 

มีคีวามคงตัวัสูงู ทั้้�งนี้้�ผลจากการศึกึษาความถูกูต้อ้งของวิธิีี

ซึ่่�งใช้ ้crude venom พิษิงูเูห่า่ผงแห้ง้ในการเคลืือบเพลท  

แสดงให้้เห็็นว่่าวิิธีีสามารถวิิเคราะห์์ค่่าความแรงเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่าได้้อย่่างถููกต้้องและแม่่นยำ 

ภาพที่่� 3	ความทนของวิิธีใีนการหาค่า่ความแรงในสภาวะที่่�แตกต่า่งกััน (A) นักัวิเิคราะห์ต์่า่งคน (B) ชนิดิของเพลท (C)  

	 ระยะเวลาในการทำปฏิิกิิริิยาระหว่่างเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่ากัับพิิษงููเห่่าในเพลทที่่� 30, 60 และ 90 นาทีี และ (D)  

	 การเปลี่่�ยนอุุณหภููมิิในการบ่่มเพลทในขั้้�นตอนการเคลืือบเพลทด้้วยพิิษงููเห่่า (**มีีความแตกต่่างอย่่างมีี 

	 นััยสำคััญทางสถิิติิ, n.s. ไม่่มีีความแตกต่่างอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ) 

2-8๐C 2-8๐C 37๐C
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ในปีี ค .ศ. 2014 Kumar S และคณะ(11) ได้้ 

พััฒนาและตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีีวิิเคราะห์์ 

ความแรงของเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่่าอินิเดียี (Naja naja) ด้ว้ย

วิิธีี ELISA เพื่่�อใช้้หาค่่าความแรงผลิิตภััณฑ์์เบื้้�องต้้น 

(screening test)ในกระบวนการผลิิต โดยใช้้เซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่าอิินเดีีย ความแรง 0.66 มิิลลิิกรััมต่่อมิิลลิิลิิตร

เป็็นสารมาตรฐาน เพื่่�อกำหนดค่่า inverse antibody  

titre แล้้วทดสอบตััวอย่่างเซรุ่่�มจากกระบวนการผลิิต 

โดยวิิ ธีี ELISA และวิิเคราะห์์ค่่าการดููดกลืืนแสง 

ของตััวอย่่างมาเปรีียบเทีียบกัับค่่าของสารมาตรฐาน  

เพื่่�อหาค่่า inverse antibody titre สำหรัับคำนวณ 

ค่า่ความแรง หน่ว่ยมิลิลิกิรัมัต่อ่มิลิลิลิิติร ในขณะเดียีวกัน

นำตััวอย่่างดัังกล่่าวไปทดสอบหาค่่าความแรงโดยวิิธีี 

MNT ซึ่่ �งเป็็นวิิธีีมาตรฐานโดยตรง เม่ื่�อเปรีียบเทีียบ 

ค่่าความแรงที่่�ได้้จากทั้้�งสองวิิธีี พ บว่่ามีีความสััมพัันธ์์กััน 

จากการศึึกษาของ Kumar S และคณะ(11) แสดงให้้เห็็น

ว่่าวิิธีี ELISA และ MNT เป็็นวิิธีีที่่�ใช้้แทนกัันได้้ ทั้้ �งนี้้� 

วิธิี ีELISA ที่่�  Kumar S  และคณะ  พัฒนาขึ้้�นมีวีัตัถุุประสงค์์

เพื่่�อหาค่่าความแรงของผลิิตภััณฑ์์ที่่�อยู่่�ระหว่่างการผลิิต  

ซึ่่�งยัังไม่่เป็็นผลิิตภััณฑ์์สำเร็็จรููป  และใช้้เซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 

อิินเดีียสารมาตรฐานในการหาค่่าความแรง โดยไม่่มีีการ 

แสดงผลเปรียบเทีียบค่่าความแรงที่่�ผลิิตได้้กัับเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููเห่่ามาตรฐาน ขณะที่่�การศึึกษาในรายงานฉบัับนี้้� 

พััฒนาหาค่่าความแรงของผลิิตภััณฑ์์สำเร็็จรููปเพ่ื่�อการ 

ปล่อ่ยผ่า่นและใช้โ้ปรแกรมทางสถิติิ ิparallel line assay  

ในการหาค่่าความแรงเปรีียบเทีียบกัับความแรงเซรุ่่�ม 

แก้้พิิษงููมาตรฐานที่่�ทราบค่่า ซึ่่ �งวิิธีีทางสถิิติิดัังกล่่าว 

มีีระบุุในตำรายามาตราฐานสากล 

ในปีี ค .ศ. 2018 Khaing EM และคณะ(12)  

ได้้พััฒนาและตรวจสอบความถููกต้้องของวิิธีี วิิเคราะห์์

ความแรงของเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูแูมวเซา (Daboia  siamensis) 

ซึ่่�งเป็็นงููพิิษที่่�พบในประเทศไทย ด้ ้วยวิิ ธีี ELISA  

ในตััวอย่่างที่่�เป็็นเลืือดม้้าที่่�ถูกูกระตุ้้�นภููมิิคุ้้�มกััน ก่อนจะนำ 

ไปผลิิตเป็็นผลิิตภััณฑ์์สำเร็็จรููป  โดยใช้้วิิธีีการคำนวณ

ค่่าความแรงของตััวอย่่างจากการเปรีียบเทีียบค่่าการดููด 

กลืืนแสงกัับสารมาตรฐานเช่่นเดีียวกัันกัับ Kumar S  

และคณะ การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นว่่า การพััฒนาวิิธีีการ 

ตรวจหาความแรงของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููโดยวิิธีี ELISA 

สามารถขยายขอบข่่ายการนำไปใช้้ในเซรุ่่�มแก้้พิิษงููอื่่�นๆ 

ได้้นอกเหนืือจากเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่า 

การศึึกษานี้้�แสดงให้้เห็็นถึึงทิิศทางที่่�นัักวิิจััย 

มุ่่�งเน้น้หาวิธิีทีี่่�สามารถทดแทนการใช้ส้ัตัว์ท์ดลอง สำหรับั

ทดสอบเซรุ่่�มแก้้พิิษงููที่่�อยู่่�ในขั้้�นตอนระหว่่างการผลิิต 

เป็็นหลััก เนื่่�องจากปััจจุุบัันคำแนะนำขององค์์การอนามััย

โลกและตำรายาสากล กำหนดให้้วิธิีกีารทดสอบความแรง 

โดยวิิธีี MNT เป็็นวิิธีีมาตรฐานในการทดสอบเพื่่�อปล่่อย

ผ่่านผลิิตภััณฑ์์และเพื่่�อการวางจำหน่่าย 

จากวิิธีีการใช้้สััตว์์ทดลอง หรืือ MNT เป็็น 

วิธิีมีาตรฐาน เนื่่�องจากวัดัประสิทิธิภิาพจากความสามารถ

ของเซรุ่่�มแก้้พิิษงููในการป้้องกัันชีีวิิตของสััตว์์ทดลอง 

ให้ร้อดชีีวิติจากพิษิงูู อย่า่งไรก็ต็ามแนวโน้ม้ของจริิยธรรม

การใช้้สััตว์์ทดลองทั่่�วโลกที่่�มีีความเข้้มงวดขึ้้�น โดย 

เฉพาะอย่่างยิ่่�งการผลัักดัันการลดการใช้้สััตว์์ทดลองตาม 

หลักัการ 3Rs หากมีขี้อ้มูลูการเปรียีบเทียีบผลการทดสอบ 

ระหว่่างการใช้้สััตว์์ทดลองและ ELISA ว่ ่าทั้้�งสองวิิธีี

สามารถใช้้ทดแทนกัันได้้ สามารถใช้้เป็็นข้้อมููลสนัับสนุุน 

การนำวิิธีี ELISA มาใช้้เป็็นวิิธีีมาตรฐานในการให้้ 

ผลิิตภััณฑ์์วางจำหน่่ายได้้ เช่่นเดีียวกัับการทดสอบความแรง 

ผลิิตภััณฑ์์ human tetanus immunoglobulin  

ที่่�มีรีะบุุในตำรายาสากล(13) อย่า่งไรก็ต็ามการจัดัเตรียีมสาร 

มาตรฐานเซรุ่่�มแก้้พิิษงููเห่่าระดัับประเทศมีีความสำคััญ  

เพื่่�อให้้เกิิดมาตรฐานร่่วมกัันในการตรวจวิเิคราะห์์ผลิิตภััณฑ์ ์

สำเร็็จรููป  ระหว่่างหน่่วยงานกำกัับภาครัฐและผู้้�ผลิิต  

รวมถึึงการนำสารมาตรฐานมาใช้้ในการศึกึษาค่่าความแรง 

เปรียบเทีียบระหว่่างทั้้�งสองวิิธีี นอกจากนี้้�คาดหวัังว่่า 

จะสามารถถ่ายทอดวิิธีี Indirect ELISA ให้้กัับผู้้�ผลิิต 

ในประเทศ สำหรัับนำไปใช้้คััดกรองความแรงพลาสมา 

ของม้า้ที่่�ถูกูเจาะเก็บ็เลืือด หรืือการตรวจวิเิคราะห์ร์ะหว่า่ง 

กระบวนการผลิิต ซึ่่ �งไม่่ได้้มีีข้้อกำหนดว่่าต้้องใช้้วิิธีี

มาตรฐานในการทดสอบ เป็็นการลดการใช้้สััตว์์ทดลอง 

ของผู้้�ผลิิตลง และเป็็นข้้อมููลสนัับสนุุนทางวิิชาการ 

ในด้้านที่่�เกี่่�ยวข้้องกัับจรรยาบรรณการใช้้สััตว์์เพื่่�องาน 

ทางวิิทยาศาสตร์์ตามหลัักการ 3Rs ต่่อไป
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สรุป

วิิธีี indirect ELISA ในการวิิเคราะห์์ความแรง

เซรุ่่�มแก้พ้ิษิงูเูห่า่ที่่�พัฒันาขึ้้�น มีความจำเพาะและผ่่านเกณฑ์์ 

ตรวจสอบความถููกต้้องในทุุกหััวข้้อที่่�กำหนดไว้้ ทั้้ �งนี้้� 

สามารถนำมาใช้ใ้นการวิเิคราะห์ค์วามแรงเซรุ่่�มแก้พ้ิษิงููเห่า่ 

ในห้้องปฎิิบััติิการได้้ 

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ สถานเสาวภา สภากาชาดไทย  

ที่่�อนุุเคราะห์์พิิษงููและเซรุ่่�มแก้้พิษิงููเพ่ื่�อใช้ใ้นการศึึกษาวิจัิัย  

และขอขอบคุุณ ดร.สุุภาพร ภู มิิอมร ผู้้� อำนวยการ 

สถาบัันชีีววััตถุุ ที่่ �ให้้ความสำคััญกัับการพััฒนาวิิธีี เพื่่�อ 

ลดการใช้้สััตว์์ทดลองและสนัับสนุุนให้้มีีการเผยแพร่่ 

ผลการศึึกษาในครั้้�งนี้้� 
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Development of Indirect Enzyme-Linked 
Immunosorbent Assay for Potency Testing 

of Cobra Antivenin

ABSTRACT	 The potency test of cobra antivenin using a mouse neutralizing test is a standard  

method that is recommended in Thai Pharmacopoeia while the 3Rs principle is recently mentioned  

according to animal ethics. For that reason, indirect ELISA was developed and validated to replace  

the use of animals. The results showed that the method was specific to cobra antivenin. The percentage  

of recovery showed the accuracy of the method at 93.54%. The linearity was acceptable (R2 ≥ 0.99) when 

the relationship between the cobra antivenin serum sample serial dilution from 1/7,500 to 1/120,000  

and the OD was plotted. The method was suitable for testing the sample at concentrations ranging  

between 0.2 and 0.8 mg/ml. The repeatability and intermediate precision showed percentages  

of coefficient of variation (%CV) were 7.65% and 5.13% respectively. The robustness was acceptable  

by varying the analysts, assay plates, and reaction times between antigen and antibody which did  

not show a significant difference. Taken together, the indirect ELISA method proposed to test the  

potency of cobra antivenin was reliable. It could be applied to study the correlation between the potency  

value obtained from indirect ELISA and the standard method in the future.

Keywords:  Potency test, Cobra antivenin, Indirect ELISA
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ช่่วงค่่าอ้้างอิิงฮอร์์โมนไทรอยด์์สติิมูเูลติงิของทารก

เกิิดก่อนกำหนดและน้้ำหนักัแรกเกิิดน้อย
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บทคััดย่่อ	 ทารกเกิิดก่่อนกำหนดและ/หรืือทารกน้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อย มีีระดัับ thyroid stimulating hormone (TSH) ต่่ำ 

ทำให้้การตรวจคัดักรองได้้ผลลบลวงและไม่่พบทารกที่่�เป็็นภาวะพร่่องฮอร์์โมนไทรอยด์์แต่ก่ำเนิิด (congenital  hypothyroidism)  

เพื่่�อหาช่่วงค่่าอ้้างอิิง (reference intervals; RIs) ที่่�  2.5th-97.5th percentile และเวลาที่่�เหมาะสมสำหรัับตรวจ 

คััดกรองซ้้ำ การศึึกษานี้้�ได้้วิิเคราะห์์ระดัับ TSH ของทารกแรกเกิิดอายุุ 2-7 วั น จากข้้อมููลระดัับ TSH รวมถึึงอายุุครรภ์์  

(gestation ages; GAs) หน่่วยเป็็นสััปดาห์์ และน้้ำหนัักแรกเกิิด (birth weights; BWs) หน่่วยเป็็นกรััม ย้้อนหลััง 2 ปีี 

(2563–2564) ของศููนย์์ปฏิิบััติิการตรวจคััดกรองสุุขภาพทารกแรกเกิิดแห่่งชาติิ กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์์ โดยแบ่่งทารก 

เป็็น 8 กลุ่่�ม ตาม GAs และ BWs พบว่่า BW ที่่�ต่่ำลงไม่่มีีผลต่่อระดัับ TSH ของทารกเกิิดที่่� GA ≥ 37 ในขณะที่่�ระดัับ TSH  

ของทารกเกิิดที่่� GA ≤ 36 มีีแนวโน้้มต่่ำลงตาม GA และ BW ที่่�ลดลงของทารก ผลการศึึกษาพบว่่าระดัับ TSH ของทารกเกิิด 

ที่่�  GA 32-36 มีีค่่าใกล้้เคีียงกัับทารกเกิิดครบกำหนด โดยกลุ่่�มทารกที่่�มีี BW มากกว่่าหรืือเท่่ากัับ 2,500, 1,500–2,499  

และ 1,000–1,499 มีี TSH RIs (ในหน่่วย mU/L) เท่่ากัับ 1.67–13.68, 1.56–13.81 และ 0.93–14.46 ต ามลำดัับ  

ในขณะที่่�ทารกเกิิดที่่�  GA < 32 มีีค่่า TSH RIs ต่่ำลงอย่่างเห็็นได้้ชััดในช่่วง 0.07–7.22, 0.89–10.14 และ 1.14–10.67  

สำหรัับทารกเกิิดที่่� GA < 28 BW < 1,000–2,499, GA 28–31 BW 1,000–1,499 และ GA 28–31 BW 1,500–2,499  

ตามลำดัับ ดั ังนั้้�นเพื่่�อป้้องกัันการเกิิดผลลบลวงจากการตรวจคััดกรอง TSH ในทารกเกิิดก่่อนกำหนด จึ ึงควรตรวจซ้้ำที่่�อายุุ 

ของทารกนัับจากวัันที่่�มารดามีีประจำเดืือนครั้้�งสุุดท้้ายจนถึึงปััจจุุบัันที่่� 32 สััปดาห์์ และ ≥ 34 สััปดาห์์ ตามลำดัับ

คำสำคััญ:	 ฮอร์์โมนไทรอยด์์สติิมููเลติิง, ช่่วงค่่าอ้้างอิิง, เกิิดก่่อนกำหนด, ทารกน้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อย, ภาวะพร่่องฮอร์์โมน 

	 ไทรอยด์์แต่่กำเนิิด
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บทนำ�

กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์์ โดยศููนย์์ปฏิิบััติิการ

ตรวจคััดกรองสุุขภาพทารกแรกเกิิดแห่่งชาติิ (ศปก.) 

ได้้ให้้บริิการตรวจคััดกรองภาวะพร่่องฮอร์์โมนไทรอยด์์ 

แต่่กำเนิิด (congenital hypothyroidism; CHT)  

ด้้วยการตรวจหาระดัับฮอร์์โมนไทรอยด์์สติิมูู เลติิง  

(thyroid st imulating hormone; TSH)  

ในตััวอย่่างกระดาษซัับเลืือดที่่�เก็็บจากทารกแรกเกิิดอายุุ 

มากกว่่า 48 ชั่่� วโมง โดยใช้้น้้ำยาตรวจวิิเคราะห์์ชนิิด  

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)  

ที่่� ศปก. พััฒนาและผลิิตขึ้้�นใช้้เอง ตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2539(1) 

ซึ่่�งผลการตรวจคััดกรองระดัับ TSH ในตััวอย่่างกระดาษ

ซัับเลืือดที่่�มีีค่่ามากกว่่าหรืือเท่่ากัับ 25 มิิลลิิยููนิิตต่่อลิิตร  

(milli unit per liter; mU/L) ถื อเป็็นผลผิิดปกติิ  

(TSH cutoff ≥ 25 mU/L) มีีความเสี่่�ยงต่่อการเป็็น 

โรค  CHT(1) และต้้องตรวจยืืนยัันซ้้ำด้้วยการตรวจหา 

ระดัับ TSH และ free thyroxine (FT4) ในตััวอย่่าง 

ซีีรััมของทารก โดยทารกในช่่วงอายุุ 1 เดืือน ที่่� มีีระดัับ  

TSH สู ูงกว่่า 11 mU/L และระดัับ FT4 น้ ้อยกว่่า  

0.83 นาโนกรััมต่่อเดซิิลิิตร ให้้ถืือว่่าทารกนั้้�นเป็็นโรค  

CHT(2) ทารกที่่�ได้้รัับการวิินิิจฉััยและรัักษาด้้วยการให้้ยา  

levothyroxine (L-T4) อย่่างรวดเร็็วภายในอายุุ  

2–4 สั ปดาห์์ หลัังคลอด สามารถป้้องกัันการเกิิดภาวะ 

สติิปััญญาบกพร่่องจากการขาดฮอร์์โมนไทรอยด์์ 

ในทารกแรกเกิิดได้้(3-5) แต่่หากได้้รัับการรัักษาล่่าช้้า 

จะไม่่สามารถแก้้ไขสติิปััญญาบกพร่่องและพััฒนาการ 

ทางร่่างกายของทารกได้้(6,7) จากการดำเนิินงานของ ศปก. 

ในปีี พ.ศ. 2559-2561 พบอุุบััติิการณ์์ของโรค CHT  

ในประเทศไทยเท่่ากัับ 5.55 ต่่อทารกเกิิด 10,000 ราย(8)

แนวทางการ วิินิิ จฉัั ยและ รัักษาโรค  CHT  

ปีี พ.ศ. 2564 ของสมาคมต่่อมไร้้ท่่อเด็็กและวััยรุ่่�นไทย(5)  

มีีแนวปฏิิบััติิในการวิินิิจฉััยโรค CHT ในทารกเกิิดก่่อน 

กำหนดที่่�อายุคุรรภ์น้์้อยกว่า่ 37 สัปดาห์ ์(preterm; PT)  

และทารกมีีน้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อยกว่่า 2,500 กรััม  

(low birth weight; LBW) ให้้ทารกในกลุ่่�มดัังกล่่าว 

ต้้องส่่งตััวอย่่างตรวจคััดกรองโรค CHT จำนวน 2 ครั้้�ง  

คืือ เมื่่�อแรกเกิิด (อายุุ 48–72 ชั่่� วโมง) และเมื่่�อทารก 

อายุปุระมาณ  2  สัปดาห์ ์ ในกรณีทีี่่�ทารกเกิิดเมื่่�ออายุคุรรภ์์ 

น้้อยกว่่า 32 สั ัปดาห์์ แนะนํําให้้ตรวจคััดกรองซ้้ำ

ทุุก 2 สั ัปดาห์์ จนอายุุครรภ์์ครบ 37 สั ปดาห์์ ทั้้� งนี้้�

เพื่่�อป้้องกัันการเกิิดผลลบลวง (false negative)  

จากสาเหตุุที่่�แกนของไฮโปทาลามััส-พิิทููอิิทารีี-ไทรอยด์์  

(Hypothalamic-pituitary-thyroid axis)  

ของทารก PT และ/หรืือ LBW ยัังพััฒนาได้้ไม่่สมบููรณ์์ 

ทำให้้หลั่่�ง TSH ได้้ล่่าช้้าหรืือน้้อยกว่่าทารกปกติิ  

การตรวจคััดกรองเพีียงครั้้�งเดีียวเมื่่�อตอนแรกเกิิด  

อาจได้้ค่่า TSH ต่่ำ การใช้้ค่่า TSH cutoff เท่่ากัับ 

ของทารกปกติิ จึ งทำให้้เกิิดเป็็นผลลบลวงได้้(9,10)  

มีีรายงานการศึึกษาถึึงระดัับ TSH ของทารกแรกเกิิด  

โดยทารกปกติิที่่�อายุุแรกเกิิดน้้อยกว่่าหรืือเท่่ากัับ 6 วั น  

มีีค่่าปกติิ (normal range) ของ TSH อยู่่�ในช่่วง  

0.7–15.2 mU/L(2) และมีีการศึึกษาพบว่่าทารกปกติิ 

ที่่�อายุุ 49–72 ชั่่� วโมง มีีช่่วงค่่าอ้้างอิิง (reference  

interval) ของ TSH ที่่� เปอร์์เซ็็นต์์ความถี่่�สะสมที่่�  

2.5th - 97.5th เปอร์เ์ซ็น็ไทล์ ์(2.5th–97.5th percentiles)  

เท่่ากัับ 1.00–17.30 mU/L(11) สำหรัับทารก PT เกิิดที่่� 

อายุุครรภ์์ 31–34 สััปดาห์์ และ 25–36 สััปดาห์์ มีีระดัับ  

TSH ที่่�อายุุ 7 วั ัน เท่่ากัับ 3.60±4.80 ( ±SD)(2,12)  

และ 0.80–2.00 mU/L(13) ต ามลำดัับ ส่ ่วนทารก PT  

และ LBW ซึ่่�งเกิิดที่่�อายุุครรภ์์ 22–27 สััปดาห์์ มีีน้้ำหนััก 

แรกเกิิดเฉลี่่�ย 811 กรัมั และเกิดิที่่�อายุคุรรภ์ ์28–31 สัปัดาห์์  

มีีน้้ำหนัักแรกเกิิดเฉลี่่�ย 1,383 กรััม มีีระดัับ TSH อ้้างอิิง 

ที่่�อายุุ 3–4 สััปดาห์์ ที่่�  25th–95th percentiles เท่่ากัับ  

8.20–9.00 และ 11.00–11.80 mU/L ตามลำดัับ(14)  

นอกจากนี้้�พบว่่าทารก PT และ LBW ซึ่่�งเกิิดที่่�อายุุครรภ์์  

26–36 สั ปดาห์์ มีีน้้ำหนัักแรกเกิิดเฉลี่่�ย 1,923.3 กรััม  

มีีช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิงที่่�อายุุ 2–3 สััปดาห์์ ที่่� 25th-95th 

percentiles เท่่ากัับ 1.01–10.14 mU/L(15) เป็็นต้้น 

ในปีี พ.ศ. 2564 ศปก. ได้ต้รวจคััดกรองโรค CHT  

ในทารกแรกเกิิดจำนวน 501,882 ราย ในจำนวนนี้้� 

มีทีารกเกิดิก่อ่นกำหนด จำนวน 43,502 ราย (ร้อ้ยละ 8.67)  

ทารกน้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อยกว่่า 2,500 กรััม  จำนวน 

47,465 ราย (ร้้อยละ 9.46) และทารกเกิิดก่่อนกำหนด

และมีีน้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อยกว่่า 2,500 กรััม  จำนวน 
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23,141 ราย (ร้้อยละ 4.61) ซึ่่� งทารกจำนวนทั้้�งหมดนี้้� 

ต้้องถููกเก็็บตััวอย่่างเพื่่�อส่่งตรวจคััดกรองซ้้ำครั้้�งที่่�  2  

ถึึงแม้้ว่่าการตรวจคััดกรองโรค  CHT ซ้้ำช่่วยป้้องกััน 

การเกิิดผลลบลวงได้้ แต่่การดำเนิินการดัังกล่่าวทำให้้

ต้้นทุุนต่่อหน่่วยของการตรวจคััดกรองโรค CHT สู ูงขึ้้�น  

เพิ่่�มภาระงานของเจ้้าหน้้าที่่�ในการติิดตามทารก การเก็็บ

และนำส่่งตััวอย่่างเพื่่�อตรวจคััดกรองซ้้ำ มีีความเสี่่�ยง 

ที่่�อาจจะไม่่สามารถติิดตามตััวอย่่างได้้ การวิินิิจฉััยโรคช้้า 

กว่่าทารกปกติิ ค ณะผู้้�วิิจััยจึึงได้้วิิเคราะห์์ช่่วงค่่าอ้้างอิิง

ของ TSH ในตััวอย่่างกระดาษซัับเลืือดของทารกที่่�เกิิด

ก่่อนกำหนด ทารกน้้ำหนัักน้้อยและทารกปกติิที่่�ส่่งตรวจ

คััดกรองโรค  CHT ในช่่วงปีี พ.ศ. 2563 และ 2564 

สำหรัับนำไปใช้้เป็็นเกณฑ์์อ้้างอิิงสำหรัับตรวจวิินิิจฉััย 

และติดิตามตัวัอย่า่งตรวจคัดักรองโรคซ้ำ้ในกลุ่่�มตัวัอย่า่ง

ดัังกล่่าว เพื่่�อเป็็นการเพิ่่�มประสิิทธิิภาพการให้้บริิการ 

ตรวจคััดกรองโรค CHT

วัสดุและวิธีการ

เกณฑ์์การคััดเลืือกข้้อมููล

การศึึกษานี้้�เป็็นแบบย้้อนหลััง (retrospective 

study) โดยรวบรวมข้้อมููลผลการตรวจวิิเคราะห์์ TSH 

ในตััวอย่่างกระดาษซัับเลืือดของทารก 4 กลุ่่�ม  ได้้แก่่  

กลุ่่�มทารกปกติิเกิิดที่่�อายุุครรภ์์ ≥ 37 สั ปดาห์์ และ 

มีนี้ำ้หนักัแรกเกิดิ ≥ 2,500 กรัมั กลุ่่�มทารกเกิดิที่่�อายุุครรภ์์  

≥ 37 สั ัปดาห์์ และมีีน้้ำหนัักแรกเกิิด < 2,500 กรััม  

กลุ่่�มทารกเกิิดที่่�อายุุครรภ์์ < 37 สั ปดาห์์และมีีน้้ำหนััก

แรกเกิิด ≥ 2,500 กรััม  และกลุ่่�มทารกเกิิดที่่�อายุุครรภ์์  

< 37 สั ปดาห์์และมีีน้้ำหนัักแรกเกิิด < 2,500 กรััม  

ที่่�ส่ง่ตรวจคัดักรองโรค CHT ในปี ีพ.ศ. 2563 และ 2564 

ตััวอย่่างกระดาษซัับเลืือดของทารกที่่�นำข้้อมููล

มาศึึกษาต้้องมีีคุุณสมบัติิ ดั ังนี้้�  (1) เป็็นทารกไทย 

ที่่�ถููกเจาะเก็็บเลืือดลงบนกระดาษซัับที่่�อายุุ 2–7 วั น  

โดยใบประวััติิไม่่ระบุุว่่าเป็็นโรคหรืือมีีภาวะผิิดปกติิ เช่่น 

ปอดอัักเสบ (pneumonia) ภาวะติิดเชื้้�อเร็็ว (early 

onset sepsis; EOS) ภาวะหายใจลำบาก (respiratory 

distress syndrome; RDS) หรืือ หายใจเร็็วชั่่�วคราว 

(transient tachypnea of the newborn; TTNB)  

ภาวะสููดสำลัักขี้้� เ ถ้้า  (meconium aspiration  

syndrome; MAS) เป็็นต้้น รวมทั้้�งต้้องไม่่ได้้รัับยา 

ปฎิิชีีวนะหรืือยาอื่่�น เช่่น แอมพิิซิิลลิิน (ampicillin) 

เพนนิิซิิลลิิน (penicillin) เจนตามััยซิิน (gentamicin) 

คลอกซาซิิลินิ (cloxacillin) เซโฟแทกซีีม (cefotaxime)  

เป็็นต้้น (2) ตั ัวอย่่างกระดาษซัับเลืือดมีีสภาพบููรณ์์  

โดยมีีหยดเลือืดเต็ม็วงที่่�ซึมึทะลุถุึงึด้า้นหลังัของวงกระดาษ  

และไม่่ปนเป้ื้�อนเชื้้�อจุุลิินทรีีย์์และ/หรืือสารเคมีี และ  

(3) มีีผลตรวจวิเิคราะห์ห์าระดับั TSH ด้ว้ยชุุดน้้ำยา ELISA  

ของ ศป ก. และใช้้เครื่่�องตรวจวิิเคราะห์์อิิมมูโนเอสเสย์์ 

อัตัโนมััติแิบบการวััดสีีในการตรวจวิิเคราะห์ท์ี่่�ผลการตรวจ 

คััดกรองโรค CHT เป็็นผลลบ (TSH < 25 mU/L)

การแบ่่งกลุ่่�มทารกแรกเกิิด 

นำข้้อมููลผลการวิิเคราะห์์ระดัับ TSH ของทารก

แรกเกิิดที่่�ผ่่านการคััดเลืือกตามเกณฑ์์มาจััดกลุ่่�ม  โดย

แยกตามอายุคุรรภ์์(16) และน้้ำหนัักแรกเกิิด(17) ตามเกณฑ์์

องค์์การอนามััยโลก (World Health Organization; 

WHO) ดัังนี้้� 

1.	 ท า ร ก เ กิิ ด ที่่� อ า ยุุ ค ร ร ภ์์ น้้ อ ย ม า ก ที่่�สุ  ด  

(extremely preterm; EPT) อายุุครรภ์์ < 28 สััปดาห์์

2.  ทารกเกิิดที่่�อายุุครรภ์์น้้อยมาก (very  

preterm; VPT) อายุุครรภ์์ 28–31 สััปดาห์์

3. ทารกเกิิดที่่�อายุุครรภ์์น้้อย (preterm; PT) 

อายุุครรภ์์ 32–36 สััปดาห์์

4.	 ทารกเกิิดที่่�อายุุครรภ์์ปกติิ อายุุครรภ์์ ≥ 37 

สััปดาห์์

5. 	ทารกเกิดิที่่�น้ำ้หนักัน้อ้ยมากที่่�สุดุ (extremely 

low birth weight; ELBW) น้้ำหนััก < 1,000 กรััม

6. 	ทารกเกิิดที่่�น้้ำหนัักน้้อยมาก (very low  

birth weight; VLBW) น้้ำหนััก 1,000–1,499 กรััม

7. 	ทารกเกิดิที่่�น้ำ้หนักัน้อ้ย (low birth weight; 

LBW) น้้ำหนััก 1,500-2,499 กรััม

8.	 ทารกเกิิดที่่�น้ำหนัักปกติิ น้ำหนััก ≥ 2,500 กรัมั
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การตรวจวิิเคราะห์์ระดัับ TSH 

ตรวจคััดกรองโรค CHT ด้้วยการตรวจวััดระดัับ 

TSH ในตััวอย่่างกระดาษซัับเลืือด โดยใช้้ชุุดน้้ำยา 

ELISA ของศปก. ที่่�พััฒนาและผลิิตขึ้้�นใช้้เอง ชุุดน้้ำยา 

ทุุก lot การผลิิตผ่่านการทวนสอบความถููกต้้องทางด้้าน 

ความเที่่�ยง (precision) มีีค่่าสััมประสิิทธิ์์�ความผัันแปร 

(coefficient of variation; CV) น้้อยกว่่าร้้อยละ 20  

ความแม่่นยำ (accuracy) มีีร้้อยละการกลัับคืืน  

(%recovery) ของสารมาตรฐาน TSH อยู่่�ในช่่วง  

80–120 ความไว (sensitivity) พบขีดีจำกัดัการตรวจพบ  

(limit of detection) และขีีดจำกััดการวััดเชิิงปริมาณ 

(limit of quantification) ของ TSH มีีค่่าในช่่วง 

0.20–3.00 mU/L มีีความเป็็นเส้้นตรง (linearity)  

ของช่่วงความเข้้มข้้น TSH ที่่�ค่ ่ า  correlation  

coefficient (r) มากกว่่า 0.9900 อยู่่�ในช่่วง 1–90 mU/L  

และมีคีวามจำเพาะ (specificity) โดยไม่่พบปฏิกิิิริยิาข้า้ม

กับัฮอร์์โมนฮิวิแมนคลอริโิอนิคิโกนาโดโทรปินิ (human  

chorionic gonadotropin; HCG) ฮอร์์โมนโฟลิิเคิิล 

สติิมููเลติิง (follicle stimulating; FSH) และฮอร์์โมน

ลููทิิไนซิิง (luteinizing hormone; LH)(18,19) 

ตรวจวิิ เคราะห์์ระดัับ TSH โดยใช้้ เครื่่�อง   

อิิมมููโนเอสเสย์์อััตโนมััติิแบบการวััดสีี (Explorer™  

G3 Workstation; PerkinElmer, USA) มีีขั้้�นตอน 

เตรียมตัวอย่า่ง โดยเจาะกระดาษซับัเลือืดที่่�มีีสารมาตรฐาน  

TSH ความเข้ม้ข้น้ 0, 5, 10, 20, 40, 80 และ 160 mU/L  

และตััวอย่่างกระดาษซัับเลืือดของทารกให้้มีีขนาด 

เส้น้ผ่า่นศูนูย์ก์ลาง 1/8 นิ้้�ว จำนวน 1 วง (เท่า่กับัปริมิาตร 

ซีีรััม 1.37–1.71 ไมโครลิิตร) ใส่่ในไมโครไตเตอร์์เพลท  

ชนิิด 96 หลุุม ที่่� เคลือบด้้วย mouse anti-TSH  

เติิมบััฟเฟอร์์สำหรัับสกััดเลืือดออกจากกระดาษซัับ 

ปริิมาตร 150 ไมโครลิิตร  นำเพลทเก็็บในกล่่องพลาสติิก 

ที่่�มีีความชื้้�นปิิดกล่่องให้้สนิิทและวางไว้้ที่่�อุุณหภููมิิห้้อง 

เป็็นระยะเวลา 16–18 ชั่่�วโมง เมื่่�อครบเวลาเทของเหลว 

และกระดาษซัับทิ้้�ง ล้างเพลทด้้วยน้้ำเกลืือ 1 ครั้้�ง ซับเพลท 

ให้้แห้้ง แล้้วนำเพลทเข้้าเครื่่�องตรวจวิิเคราะห์์อััตโนมััติิ  

ซึ่่�งมีีขั้้�นตอนเติิมบััฟเฟอร์์สำหรัับล้้างเพลท ปริ ิมาตร  

300 ไมโครลิติร ล้า้งเพลทซ้้ำ 3 ครั้้�ง จากนั้้�นเติมิสารละลาย 

คอนจูู เ กทขอ ง  an t i -TSH-HRP ปริ ิ ม าตร  

100 ไมโครลิิตร ลงในไมโครไตเตอร์์เพลท บ่่มปฏิิกิิริิยา 

เป็็นระยะเวลา 100 นาทีี ที่่�อุ ณหภููมิิห้้อง ล้ างเพลทซ้้ำ  

3  ครั้้�  ง  เ ติิ มส า รละลายที่่� ท ำ ให้้ เ กิิ ดสีี ปริ ิ ม าตร  

150 ไมโครลิิตร ลงในไมโครไตเตอร์์เพลท วางเพลทไว้้ 

ในที่่�มืดื เมื่่�อครบเวลา 20 นาที ีเติมิสารละลายหยุดุปฏิกิิริิยิา 

ปริิมาตร 50 ไมโครลิิตร ลงในไมโครไตเตอร์์เพลทวััด 

ค่่าการดููดกลืืนแสงที่่�ความยาวคลื่่�น 450:620 นาโนเมตร  

ประมวลผลการตรวจวิิเคราะห์์ด้ว้ยโปรแกรมการประมวลผล  

(Gen5 3.09; Agilent Technologies, USA)  

สร้้างเส้้นโค้้งมาตรฐานจากค่่าการดููดกลืืนแสงและ 

ความเข้้มข้้นต่่างๆ ของสารมาตรฐาน TSH ใน 

กระดาษซัับเลืือด นำค่่าการดููดกลืืนแสงของตััวอย่่าง 

กระดาษซัับเลืือดมาเทีียบกัับเส้้นโค้้งมาตรฐานเพื่่�ออ่่าน 

ค่่าความเข้้มข้้น โดยค่่าความเข้้มข้้นที่่� ไ ด้้ เป็็นค่่า 

ความเข้้มข้้นของ TSH ในซีีรััม 

การวิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิง

นำข้้อมููลระดัับ   TSH   ของทารกแรกเกิิดมา 

วิิเคราะห์์ข้้อมููลทางสถิิติิโดยใช้้โปรแกรม  IBM® SPSS  

Statistics version 23 (IBM Corp., New York,  

USA) โดยขั้้�นตอนการวิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH อ้ ้างอิิง  

มีีรายละเอีียด ดัังนี้้�

การตััดข้้อมููล TSH ที่่�เป็็นค่่าผิิดปกติิออกจาก

ชุุดข้้อมููล

ตัดัข้้อมููล TSH ที่่�เป็น็ค่่าผิิดปกติิ (outliers) ออก

จากชุดุข้อ้มูลูด้ว้ยวิธิีขีอง Turkey(20) โดยคำนวณจากสูตูร

ข้้อมููลค่่าผิิดปกติิ = ข้้อมููลที่่�มีีค่่าน้้อยกว่่า Q1-1.5 IQR 	

	 	  และมีีค่่ามากกว่่า Q3+1.5 IQR

Q1 = ค่่าของข้้อมููลที่่�เปอร์์เซ็็นต์์ไทล์์เท่่ากัับ 25

Q3 = ค่่าของข้้อมููลที่่�เปอร์์เซ็็นต์์ไทล์์เท่่ากัับ 75

IQR = Q3-Q1 (interquartile range)

หลัังจากตััด TSH ค่ ่าผิิดปกติิออกจากชุุดข้้อมููล

แล้้ว ค ำนวณหา TSH ค่าผิิดปกติิซ้้ำจนไม่่พบข้้อมููลค่่า  

ผิิดปกติิในชุุดข้้อมููลอีีก โดยหลัังจากตััดข้้อมููลค่่า TSH  

ผิดิปกติอิอกไปแล้ว้ต้อ้งมีจีำนวนตัวัอย่า่งของทารกแรกเกิดิ 

แต่่ละกลุ่่�มไม่่น้้อยกว่่า 120 ตััวอย่่าง(21)
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การวิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิง

วิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิง(21) โดยนำชุุดข้้อมููล 

ที่่�ตััดค่่า TSH ผิิดปกติิออก นำมาตรวจสอบการแจกแจง

ของข้้อมููลว่่าเป็็นแบบปกติิ (normal distribution) 

หรืือไม่่ โดยใช้้สถิิติิ Kolmogorov-smirnov ทดสอบ

ที่่�ระดัับนััยสำคััญ (∝) เท่่ากัับ 0.05 ชุ ดข้้อมููล TSH  

ที่่�มีกีารแจกแจงแบบปกติใิห้วิ้ิเคราะห์ช่์่วงค่า่อ้า้งอิงิ  โดยใช้้ 

วิิธีีพารามิิเตอร์์ (parametric method) โดยคำนวณค่่า

เฉลี่่�ยเลขคณิต  (mean; ) และค่่าเบี่่�ยงเบนมาตรฐาน 

(standard deviation; SD) ช่่วงค่่า TSH อ้ างอิิง 

เท่่ากัับ   ±2SD และทดสอบความแตกต่่างของระดัับ  

TSH ระหว่่างกลุ่่�มตัวอย่่าง ด้วยการวิิเคราะห์์ความแปรปรวน 

แบบทางเดีียวชนิิด Completely randomized design  

ที่่� ∝ เท่่ากัับ 0.05 
กรณีีที่่�ชุุดข้้อมููล TSH มีีการแจกแจงแบบไม่่ปกติิ  

(non-normal distribution) ให้้เปลี่่�ยนแปลงรููปแบบ 

ข้้อมููลโดยใช้้ Box-Cox transformation แล้้วใช้้สถิิติิ  

Kolmogorov-smirnov  ตรวจสอบการแจกแจงของข้อ้มูลู

ที่่�ระดัับนััยสำคััญ 0.05 ถ้ าพบว่่าชุุดข้้อมููลมีีการแจกแจง 

แบบปกติ ิให้ว้ิเิคราะห์ช์่ว่งค่า่อ้า้งอิงิโดยใช้วิ้ิธีพีารามิเิตอร์์ 

( ±2SD) แต่่กรณีีที่่�พบว่่าชุุดข้้อมููลยัังคงมีีการแจกแจง

แบบไม่่ปกติิ โดยขนาดตััวอย่่างมีีจำนวนมากกว่่าหรืือ

เท่่ากัับ 120 ตััวอย่่าง และมีีค่่า skewness (K) มากกว่่า 

เท่่ากัับ 0.5 ให้้วิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิงด้้วยวิิธีีไม่่ใช้้ 

พารามิิเตอร์์ (non-parametric method) คำนวณค่่า

มััธยฐานและค่่า TSH อ้้างอิิงที่่�เปอร์์เซ็็นต์์ความถี่่�สะสม 

(cumulative frequency) ของข้อ้มูลู โดยช่ว่งค่า่ TSH  

อ้้างอิิง คืือ ช่่วงของค่่า TSH ที่่�เปอร์์เซ็็นต์์ความถี่่�สะสมที่่� 

2.5th–97.5th percentiles และทดสอบความแตกต่่าง

ของระดัับ TSH ระหว่่างกลุ่่�มตััวอย่่าง ด้้วยการวิิเคราะห์์

ความแปรปรวนแบบทางเดียีว  โดยใช้ ้Kruskal-Wallis 

test ที่่� ∝ เท่่ากัับ 0.05

การขออนุุมััติิจากคณะกรรมการพิิจารณาการศึึกษา

วิิจััยในคน

ใช้้ข้้อมููลตััวอย่่างจากโครงการวิิจััยที่่�ได้้รัับการ

อนุุมััติิจากคณะกรรมการพิิจารณาการศึึกษาวิิจััยในคน 

กรมวิิทยาศาสตร์์การแพทย์์ รหััสโครงการวิิจััยที่่� 8/2564 

เมื่่�อวัันที่่� 8 มิิถุุนายน 2564

ผล

เมื่่�อจำแนกกลุ่่�มทารกแรกเกิิดตามอายุคุรรภ์์มารดา 

ที่่�ทารกเกิิดและน้้ำหนัักแรกเกิิดตามเกณฑ์์ WHO 

สามารถแบ่่งได้้เป็็น 8 กลุ่่�ม ดั ังแสดงในตารางที่่�  1 โดย

จำนวนทารกแรกเกิิดที่่�ผ่่านเกณฑ์์การคััดเลืือกข้้อมููล 

มีีทั้้�งหมด 131,812 ตััวอย่่าง หลัังจากตััดข้้อมููลค่่า TSH  

ผิิดปกติิออกจากกลุ่่�มตััวอย่่างทำให้้เหลืือจำนวนตััวอย่่าง

ของทารกแรกเกิดิ 128,496 ตัวัอย่า่ง ซึ่่�งอายุคุรรภ์ม์ารดาที่่� 

ทารกเกิิดน้้อยสุุดและมากสุุด มีีค่่าเท่่ากัับ 21 และ 

48 สั ัปดาห์์ ต ามลำดัับ ส่ ่วนน้้ำหนัักของทารกแรกเกิิด 

น้้อยสุุดและมากสุุด มีีค่่าเท่่ากัับ 556 และ 6,030 กรััม  

ตามลำดับั โดยกลุ่่�ม 4 ทารก EPT และ ELBW to LBW  

(GA < 28 สััปดาห์์ BW < 1,000–2,499 กรััม) เป็็นการ 

จััดรวมทารก ELBW, VLBW และ LBW ให้้อยู่่�ใน 

กลุ่่�มเดีียวกััน เพื่่�อให้้มีีตััวอย่่างไม่่น้้อยกว่่า 120 ตััวอย่่าง  

ซึ่่�งเหมาะสมต่่อการวิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิง

จากการทดสอบการแจกแจงข้้อมููล TSH พบว่่า 

ข้้อมููล TSH ของทุุกกลุ่่�มทารกแรกเกิิดมีีการแจกแจง

แบบไม่่ปกติิทั้้�งก่่อนและหลัังการเปลี่่�ยนแปลงข้้อมููลด้้วย 

Box-Cox transformation (p < 0.05) จึึงวิิเคราะห์์ 

ช่่วงค่่า TSH อ้ ้างอิิงที่่�  2.5th–97.5th percentiles  

ค่่ามััธยฐาน ดั ังแสดงในตารางที่่�  2 โดยพบว่่าทารกเกิิด 

ครบอายุุครรภ์์ที่่�  GA ≥ 37 สั ัปดาห์์ มีีช่่วงค่่า TSH  

อ้้างอิิงและมััธยฐานไม่่ต่่ำลงตามน้ำหนัักแรกเกิิดที่่�ลดลง 

ในขณะที่่�ทารกเกิิดก่่อนกำหนดที่่�  GA ≤ 36 สั ัปดาห์์  

มีีช่่วงค่่า TSH อ้ างอิิงและมััธยฐานต่่ำลงตามอายุุครรภ์์

และน้้ำหนัักแรกเกิิดที่่�ลดลง โดยทารก EPT และ ELBW 

to LBW (GA < 28 สััปดาห์์ BW < 1,000–2,499 กรััม)  

มีีช่่วงค่่า TSH อ้างอิิงและมััธยฐานต่่ำสุุดที่่�  0.07–7.22 

และ 2.34  mU/L ตามลำดับั ซึ่่�งค่า่ล่า่งมีคี่า่ใกล้ศู้นูย์แ์ละ

ค่่าบนของช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิงและมััธยฐาน มีีค่่าต่่ำกว่่า 

ทารกปกติิ 1.35 และ 2.62 เท่่า ต ามลำดัับ และ 

เมื่่�อทดสอบด้้วย Kruskal-Wallis test พบว่่า  

ระดัับ TSH ของกลุ่่�มทารกแรกเกิิดทั้้�ง 8 กลุ่่�ม  มีีความ 

แตกต่่างกัันอย่่างมีีนััยสำคััญทางสถิิติิ (p < 0.05) 
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ตารางที่่� 1	กลุ่่�มทารกแรกเกิิดจำแนกตามอายุุครรภ์์มารดาที่่�ทารกเกิิดและน้้ำหนัักแรกเกิิดตามเกณฑ์์ WHO 

กลุ่่�ม

ที่่�
ลัักษณะทารกแรกเกิิด

เกณฑ์์ 

WHO

จำนวนทารก

แรกเกิิด

ทั้้�งหมด

(ตััวอย่่าง)

(n = 

131,812)

จำนวนทารกแรก

เกิิดที่่�นำข้้อมููล

มาวิิเคราะห์์*

(ตััวอย่่าง)

(n = 128,496)

อายุุครรภ์์

มารดา

ที่่�ทารกเกิิด

น้้อยสุุด–

มากสุุด

(สััปดาห์์)

น้้ำหนัักทารก

แรกเกิิด

น้้อยสุุด–

มากสุุด

(กรััม)

1 ทารกปกติิ (GA ≥ 37 สััปดาห์์ 

และ BW ≥ 2,500 กรััม)

4,8 120,000 117,011 37-48 2,500-6,030

2 ทารก LBW (GA ≥ 37 สัปัดาห์์ 

และ BW 1,500–2,499 กรััม)

4,7 5,159 5,047 37-42 1,510-2,468

3 ทารก PT (GA 32–36 สััปดาห์์ 

และ  BW ≥ 2,500 กรััม)

3,8 1,426 1,384 32-36 2,500-4,980

4 ทารก EPT และ ELBW to 

LBW (GA < 28 สััปดาห์์ 

และ BW < 1,000–2,499 กรัมั)

1,5,6,7 161 149 21-27 506-1,700

5 ทารก VPT และ VLBW 

(GA 28–31 สััปดาห์์ และ 

BW 1,000–1,499 กรััม)

2,6 318 305 28-31 1,000-1,495

6 ทารก VPT และ LBW 

(GA 28–31 สััปดาห์์ และ 

BW 1,500–2,499 กรััม)

2,7 272 258 28-31 1,500-2,480

7 ทารก PT และ VLBW 

(GA 32–36 สััปดาห์์ และ 

BW 1,000–1,499 กรััม)

3,6 160 157 32-36 1,040-1,493

8 ทารก PT และ LBW 

(GA 32–36 สััปดาห์์ และ 

BW 1,500–2,499 กรััม)

3,7 4,316 4,185 32-36 1,500-2,496

หมายเหตุุ:	 * จำนวนตััวอย่่างหลัังจากตััดจำนวนทารกแรกเกิิดที่่�มีีค่่า TSH ผิิดปกติิ (outlier) ออกจากกลุ่่�มตััวอย่่าง

 	 GA = Gestation age, BW = Birth weight, PT = Preterm, VPT = Very preterm,  

	 EPT = Extremely preterm, LBW = Low birth weight, VLBW = Very low birth weight,  

	 ELBW = Extremely low birth weight



Thyroid Stimulating Hormone Reference Intervals of Neonates	 Jaranee  Phoungphosop et al.

40 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 1 มกราคม - มีนาคม 2566

วิจารณ์

จากการวิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH อ้างอิิงในตััวอย่่าง

กระดาษซัับเลืือดของทารกแรกเกิิด (อายุุ 2–7 วั น)  

ที่่�ส่งตรวจคัดักรองโรค CHT พบว่า่ทารกปกติ ิ(GA ≥ 37  

สััปดาห์์ BW ≥ 2,500 กรััม) มีีช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิงที่่�  

2.5th–97.5th percentiles เท่่ากัับ 1.84–13.77 mU/L  

ซึ่่�งอยู่่�ในช่่วงค่่าปกติิของทารกอายุุน้้อยกว่่าหรืือเท่่ากัับ  

6 วั ัน(2) และอยู่่�ในช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิงที่่�  2.5th–97.5th 

percentiles ของทารกอายุุ 49–72 ชั่่� วโมง(11) โดยมี ี

ช่ว่งค่า่ TSH เท่า่กับั 0.7–15.2 และ 1.00–17.30 mU/L  

ตามลำดัับ 

เมื่่�อพิิจารณาช่่วงค่่า TSH อ้ างอิิงและมััธยฐาน 

ในกลุ่่�มทารกเกิิดก่่อนกำหนดที่่�อายุุครรภ์์ ≤ 36 สััปดาห์์  

พบว่่ามีีระดัับต่่ำลงตามอายุุครรภ์์และน้้ำหนัักแรกเกิิด 

ที่่�ลดลง ซึ่่�งสาเหตุุเกิิดจากแกนไฮโปทาลามััส-พิิทููอิิทารีี- 

ไทรอยด์์ ของทารกเกิิดก่่อนกำหนด และ/หรืือทารก 

น้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อยยัังพััฒนาได้้ไม่่สมบููรณ์์ ทำให้้หลั่่�ง  

TSH ได้้น้้อย โดยจะหลั่่�ง TSH มากขึ้้�นตามอายุุครรภ์์ 

และน้้ำหนัักแรกเกิิดที่่�เพิ่่�มมากขึ้้�น(9,10,22) ผลการศึึกษานี้้� 

สอดคล้้องกัับผลการศึึกษาที่่�เปรีียบเทีียบระดัับ TSH  

ของทารกเกิิดก่่อนกำหนดและทารกน้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อย  

หมายเหตุุ:	 * ช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิง ที่่� P2.5th–P97.5th และมััธยฐานมีีหน่่วยเป็็น mU/L

	 ** Kruskal-Wallis test (p < 0.05)

	 P2.5th–P97.5th = ความถี่่�สะสมที่่� 2.5th–97.5th percentiles

ตารางที่่� 2	ช่่วงค่่า TSH อ้ างอิิงและมััธยฐานของกลุ่่�มทารกแรกเกิิดจำแนกตามอายุุครรภ์์มารดาที่่�ทารกเกิิด  

	 และน้้ำหนัักแรกเกิิดตามเกณฑ์์ WHO 

อายุุครรภ์์มารดา

ที่่�ทารกเกิิด

(สััปดาห์์)

ช่่วงค่่า TSH อ้้างอิิง ที่่� P2.5th–P97.5th (มััธยฐาน)*, **

น้้ำหนัักทารกแรกเกิิด (กรััม)

≥ 2,500 1,500–2,499 1,000–1,499 < 1,000

≥ 37 1.84–13.77 (6.14) 1.79–14.61 (6.53) - -

32–36 1.67–13.68 (5.98) 1.56–13.81 (5.88) 0.93–14.46 (5.76) -

28–31 - 1.14–10.67 (4.50) 0.89–10.14 (4.10) -

<28 -                                 0.07–7.22 (2.34)

โดย Murphy N และคณะ(23) พบว่่าระดัับ TSH เฉลี่่�ย 

( ±2SD) ในช่่วง 24 ชั่่� วโมงแรกหลัังคลอดของทารก

เกิิดก่อ่นกำหนดที่่�อายุคุรรภ์ ์24–27 สัปดาห์ ์มีค่ี่าต่ำ่ที่่�สุดุ  

(2.3±1.5 mU/L) และมีีค่่าสููงขึ้้�นเมื่่�ออายุุครรภ์์

เพิ่่�มมากขึ้้�นที่่�  28–30 สั ัปดาห์์ (4.6±2.6 mU/L)  

และ 31–34 สั ปดาห์์ (7.3±4.8 mU/L) ต ามลำดัับ  

ส่่วน Cavazere P และคณะ(24) พบว่่าระดัับ TSH  

ของทารกน้้ำหนัักแรกเกิิดน้อ้ย (< 2,500 กรัมั) มีค่ี่าสูงูขึ้้�น 

ตามน้ำหนัักแรกเกิิดที่่�เพิ่่�มมากขึ้้�น และเมื่่�อเปรียบเทีียบ 

ระดัับ TSH ของทารกน้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อยที่่�น้้ำหนััก 

เท่่ากััน พบว่่า ระดัับ TSH ของทารกมีีค่่าสููงขึ้้�นตามอายุุ

ของทารกที่่�เพิ่่�มมากขึ้้�น

ผลการวิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH อ้ ้างอิิงที่่�  P2.5th–

P97.5th ดั ังแสดงในตารางที่่�  2 แสดงให้้เห็็นว่่าทารก 

เกิิดก่อ่นกำหนดที่่�อายุคุรรภ์ ์32–36 สัปัดาห์ ์มีค่ี่าบนของ 

TSH อ้างอิิงใกล้้เคียีงกัับของทารกปกติิ แสดงว่่าทารกเกิิด 

ที่่�อายุุครรภ์์ ≥ 32 สััปดาห์์ ส่่วนใหญ่่มีีการหลั่่�ง TSH ได้้

เทีียบเท่่ากัับทารกปกติิ แต่่ยัังพบทารกที่่�หลั่่�ง TSH ได้้ 

ต่่ำกว่่าทารกปกติิอยู่่�ในกลุ่่�มดัังกล่่าว เนื่่�องจากพบค่่าล่่าง 

ของค่่าอ้้างอิิงต่ำ่กว่่าของทารกปกติิ โดยมีรีะดัับ  TSH  ต่ำ่ลง

ตามน้ำ้หนักัแรกเกิดิที่่�ลดลง เมื่่�อเปรียีบเทียีบที่่�อายุคุรรภ์์ 

เท่า่กััน นอกจากนี้้�พบว่่าทารกเกิิดก่่อนกำหนดที่่�อายุุครรภ์์  
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28–31 สััปดาห์์ ใช้้เวลาประมาณ 4 สััปดาห์์ จึึงสามารถ

หลั่่�ง TSH ได้้มากขึ้้�นเทีียบเท่่ากัับของทารกปกติิ  

ซึ่่�งสอดคล้้องกัับข้้อมููลของ Segura SA และคณะ(25)  

ที่่�ระบุุว่า่แกนไฮโปทาลามััส-พิิทููอิทิารีี-ไทรอยด์์ของทารก

เกิดิก่อ่นกำหนด  สามารถพัฒันาได้ส้มบูรูณ์ม์ากขึ้้�นหลังัจาก 

เกิิดประมาณ 4–6 สััปดาห์์ ส่่งผลให้้สามารถหลั่่�ง TSH 

ได้้มากขึ้้�น ดั ังนั้้�นการให้้บริิการตรวจคััดกรองโรค CHT  

ของ ศป ก. ในกลุ่่�มทารกเกิิดก่่อนกำหนด โดยใช้้ TSH 

cutoff เท่่ากัับของทารกปกติิ (TSH ≥ 25 mU/L)  

ในการติดิตามทารกมาเก็็บตััวอย่า่งซีรีัมั เพื่่�อตรวจยืนืยัันโรค 

ควรตรวจคััดกรองซ้้ ำที่่� อายุุของทารกนัับต่่อจาก 

อายุุครรภ์์มารดา โดยคิิดจากวัันที่่�มารดามีีประจำเดืือน

ครั้้�งสุุดท้้ายจนถึึงปััจจุุบััน (postmenstrual age)  

ที่่� 32 และ ≥ 34 สััปดาห์์ ตามลำดัับ การตรวจคััดกรองซ้้ำ 

เป็็นระยะที่่�ครอบคลุุมอายุุทารกที่่�ครบอายุุครรภ์์ตั้้�งแต่่  

32 สัปัดาห์ข์ึ้้�นไป จนถึงึครบกำหนดคลอดสามารถป้องกันั

การเกิิดผลลบลวงได้้ เนื่่�องจากทารกเกิิดที่่�อายุุครรภ์์ 

ตั้้�งแต่่ 32 สั ปดาห์์ขึ้้�นไป  มีีการหลั่่�ง TSH ม ากขึ้้�น 

ในปริิมาณที่่�เทีียบเท่่ากัับทารกปกติิ มีีรายงานการศึึกษา

ของ Mcgrath N และคณะ(26) พบว่่าทารกเกิิดที่่�อายุคุรรภ์์ 

น้้อยกว่่า 32 สั ัปดาห์์ เมื่่�อตรวจคััดกรองซ้้ำครั้้�งที่่�  2  

ที่่�อายุทุารกประมาณ 2 สัปดาห์์ ยังคงพบผลลบลวง ดังันั้้�น 

จึึงควรตรวจหาระดัับ TSH ซ้้ำเป็็นระยะที่่�อายุุ 2 และ  

4 สััปดาห์์ และจนเมื่่�อทารกมีีอายุุครบกำหนดคลอดปกติิ

หรืือเมื่่�อครบกำหนดออกจากโรงพยาบาล จึ งจะป้้องกััน

การเกิิดผลลบลวงได้้ ซึ่่�ง Kaluarachchi DC และคณะ(27)  

พบการตรวจหาระดับั TSH ซ้้ำเป็น็ระยะตามเวลาดังักล่า่ว 

สามารถป้องกัันการเกิิดผลลบลวงในทารกที่่�เกิิดก่่อน

กำหนดและส่่งผลให้้พบอุุบััติิการณ์์ของโรคสููงขึ้้�น

ช่ว่งค่่า TSH อ้างอิิงที่่�ได้จ้ากการศึกึษานี้้� มีขี้อ้จำกัดั 

ที่่�ไม่่สามารถใช้้เป็็นค่่าอ้้างอิิงในกลุ่่�มทารกแฝดที่่�เกิิด

ก่่อนกำหนดและ/หรืือมีีน้้ำหนัักแรกเกิิดน้้อย โดยเฉพาะ 

อย่า่งยิ่่�งในทารกแฝดเพศเดียีวกันั (monozygotic twin) 

ซึ่่�งพบว่่าการตรวจคััดกรองภายหลัังจากคลอด 48 ชั่่�วโมง 

มีีค่่าระดัับ TSH ต่่ำกว่่าทารกปกติิ(5) ซึ่่�งเป็็นผลจากทารก 

แฝดส่ว่นใหญ่่เกิดิก่่อนกำหนดและมีน้ี้ำหนักัแรกเกิิดน้อ้ย  

อีกีทั้้�งเกิิดการผสมกันัของ fetal blood twin ทำให้ร้ะดับั 

TSH ที่่�วิ เคราะห์์ได้้มีีค่่าต่่ำกว่่าความเป็็นจริิง เกิิดเป็็น 

ผลลบลวงได้้(28) ดั ังนั้้�นจึึงควรวิิเคราะห์์ช่่วงค่่า TSH 

อ้้างอิิงสำหรัับทารกแฝดโดยเฉพาะ เพื่่�อที่่�จะนำมาใช้้เป็็น

เกณฑ์์อ้้างอิิงสำหรัับตรวจวิินิิจฉััยและติิดตามตััวอย่่าง

ตรวจคััดกรองโรคซ้้ำสำหรัับทารกแฝดต่่อไป

 

สรุป

จากการวิเิคราะห์ช่์่วงค่า่ TSH อ้า้งอิงิที่่� 2.5th–97.5th 

percentiles ในตััวอย่่างกระดาษซัับเลืือดของทารก 

แรกเกิิด (อายุุ 2–7 วััน) ที่่�ส่่งตรวจคััดกรองโรค CHT  

พบว่่าทารกเกิิดก่่อนกำหนดที่่�อายุุครรภ์์ ≤ 36 สั ัปดาห์์  

มีีระดัับ TSH ต่่ำลงตามอายุุครรภ์์และน้้ำหนัักแรกเกิิด 

ที่่�ลดลง นอกจากนี้้�พบว่า่ทารกเกิดิก่อ่นกำหนดที่่�อายุคุรรภ์์  

≥ 32 สััปดาห์์ ส่่วนใหญ่่มีีการหลั่่�ง TSH ได้้เทีียบเท่่ากัับ

ทารกปกติิ ดัังนั้้�นการให้้บริิการตรวจคััดกรองโรค CHT 

ในกลุ่่�มทารกเกิิดก่่อนกำหนดโดยใช้้ TSH cutoff  

เท่่ากัับของทารกปกติิ (TSH ≥ 25 mU/L) ควรตรวจ 

คััดกรองซ้้ำที่่�อายุุของทารกนัับจากวัันที่่�มารดามีีประจำ

เดืือนครั้้�งสุุดท้้ายจนถึึงปััจจุุบััน (postmenstrual age) 

ที่่�  32 และ ≥ 34 สั ปดาห์์ ต ามลำดัับ ทั้้� งนี้้�เพื่่�อป้้องกััน 

การเกิิดผลลบลวงและไม่่พบทารกที่่�เป็็น CHT จากการ

ตรวจคััดกรองโรค

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณทุนุสนัับสนุุนจากสำนัักงานคณะกรรมการ 

ส่่งเสริิมวิิทยาศาสตร์์ วิ จััยและนวััตกรรมปีี พ.ศ. 2565 

และ 2566 และขอขอบคุุณศููนย์์ปฏิิบััติิการตรวจคััดกรอง 

สุุขภาพทารกแรกเกิิดแห่่งชาติิ สถาบัันชีีววิิทยาศาสตร์์ 

ทางการแพทย์ ์กรมวิทยาศาสตร์ก์ารแพทย์ ์กระทรวงสาธารณสุุข  

ที่่�ได้้ให้้การสนัับสนุุนข้้อมููลของตััวอย่่างสำหรัับการศึึกษา

ครั้้�งนี้้�  รวมทั้้�งขอขอบคุุณผู้้�ที่่�เกี่่�ยวข้้องในการดำเนิินงาน

ตรวจคััดกรองสุุขภาพทารกแรกเกิิดทุุกท่่าน
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Thyroid Stimulating Hormone 
Reference Intervals of Preterm 
and Low Birth Weight Neonates

ABSTRACT  	Preterm (PT) and/or low birth weight neonates with low levels of thyroid stimulating 
hormone (TSH) caused false negative results, leading to the missing case of congenital hypothyroidism  

screening. To determine TSH reference intervals (RIs) at 2.5th–97.5th percentiles and optimal timing  

for repeat screening, this study analyzed TSH levels in neonates at the age of 2–7 days. Two-year data  

of TSH levels during 2020-2021 including gestation ages (GAs) as weeks and birth weights (BWs)  

as grams were obtained from the Neonatal Screening Operation Center, Department of Medical  

Sciences. Eight groups of neonates were categorized according to GAs and BWs, it was shown that  

the lower BW  were not related to TSH levels in neonates born at GA ≥ 37, whereas those of neonates  

born at GA ≤ 36 were provided a trend of the lower TSH levels correlated with lower GAs and BWs.  

The TSH levels of neonates born at the range of GA during 32–36 were nearly the same level as  

term neonates. It was found that neonates with BW ≥ 2,500, 1,500–2,499, and 1,000–1,499 had TSH  

RIs at 1.67–13.68, 1.56–13.81, and 0.93–14.46 mU/L, respectively. On the other hand, neonates born at GA  

< 32 had remarkedly the lower TSH RIs at 0.07–7.22, 0.89–10.14, and 1.14–10.67 mU/L in neonates  

born at GA < 28 with BW < 1,000–2,499, GA 28–31 with BW 1,000–1,499 and GA 28–31 with BW  

1,500–2,499, respectively. Therefore, to prevent false negative results of TSH screening in PT neonates, 

the repeated samples should be performed at the postmenstrual age of 32 and ≥ 34 weeks, respectively.

Keywords:	 Thyroid stimulating hormone, Reference interval, Preterm, Low birth weight neonates,  

	 	 Congenital hypothyroidism 
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