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บทคัดยอ เนื่องดวยรัฐบาลมีนโยบายสงเสริมกัญชงเปนพืชเศรษฐกิจโดยใชประโยชนจากเสนใย ดังนั้นการศึกษา

ความเปนไปไดในการใชประโยชนจากใบกญัชง ซึง่เปนสวนเหลอืทิง้หลงัจากการเกบ็เกีย่วเสนใยของตนกญัชงจงึเปนการพฒันา

เพื่อสรางมูลคาเพิ่ม การวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงคเพื่อศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของสารสกัดใบกัญชง จํานวน 4 พันธุปลูก ไดแก 

RPF1–4 โดยศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ ฤทธิ์ตานเชื้อจุลินทรีย และฤทธิ์ตานอักเสบ จากผลการศึกษาพบวา cannabinoids

fraction ของ RPF4 มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระสูงท่ีสุด โดยมีคา Trolox equivalent antioxidant capacity เฉลี่ยในชวง 

88.02–180.84 mg/g พบวาสารสกัดหยาบเมทานอลพันธุปลูก RPF3 และ RPF4 มีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียแกรมบวก

และ Candida albicans แตไมสามารถยับยั้งแบคทีเรียแกรมลบได โดยมีฤทธิ์ตานเชื้อ Clostridium sporogenes ดีที่สุด

มีคา minimal inhibitory concentrations (MIC) ของสารสกัดที่ 976.5 ng/mL และพบวาสารสกัดหยาบเมทานอล

และ cannabinoids fraction ของสารสกัดจากใบกัญชงทุกพันธุปลูกสามารถลดการสรางไนตริกออกไซด ยับยั้งยีนที่เกี่ยวของ

กับกระบวนการอักเสบ ไดแก iNOS, COX2 และ IL1B ลดการแสดงออกของยีน MMP3 และ COL2A1 โดยเฉพาะ 

RPF4 ที่มีสัดสวนปริมาณสารกลุม cannabinoids คอนขางสูงและพบสาร tetrahydrocannabivarin (THCV) มีฤทธิ์ตาน

อักเสบไดดีที่สุดใกลเคียงกับเด็กซาเมทาโซน ซึ่งจากผลการศึกษามีประโยชนในการนําสวนเหลือทิ้งจากการผลิตเสนใย

กัญชงกลับมาใชประโยชนในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑสมุนไพร โดยตองมีการศึกษาเพิ่มเติมดานการทดสอบความเปนพิษ

และฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาในสัตวทดลอง

คําสําคัญ: ฤทธิ์ตานอักเสบ, ฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรีย, ฤทธิ์ตานเชื้อรา, ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ, สารสกัดใบกัญชงไทย 
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Anti-inflammatory, Antibacterial and Antifungal Activities of Thai Hemp Leaves Extracts   Prapatsorn Tipparat et al.

บทนํา

พืชกัญชา (cannabis) มีชื่อวิทยาศาสตรวา 

Cannabis sativa L. อยูในวงศ Cannabaceae 

ปจจุบันหมายรวมถึงท้ังกัญชงหรือเฮมพและกัญชา

มีถิ่นกำเนิดอยูในทวีปเอเชียกลาง และไดแพรกระจายไป

ทัว่โลก(1) เปนพชืลมลุกมีอายเุพียง 1 ป ลำตนตัง้ตรงสเีขยีว

สงูประมาณ 1-6 เมตร เปลือกของลำตนสามารถลอกออก

เพือ่ใชประโยชนจากเสนใย มีดอก 2 ชนิด คอื ชนิดท่ีมดีอก

เพศผูและเพศเมียอยูในตนเดียวกัน (monoecious) 

และชนิดดอกเพศผูและเพศเมียแยกกันอยูแตละตน

(dioecious) ตดิเมลด็ภายใน 2–3 สปัดาหหลงัออกดอก

ภายในเมลด็มอีาหารสะสมจำพวกแปงและไขมันอดัแนน

โดยมีน้ำมันเปนสวนประกอบ 29–34% เปนไขมันชนิด

ไมอิม่ตวั (unsaturated fatty acids) สูง พืชกญัชาสราง

สารทีม่ลีกัษณะเฉพาะ เรยีกวา cannabinoids สารสำคัญ

ที่พบมาก ไดแก delta-9-tetrahydrocannabinol 

(∆9-THC หรือ THC) ซึ่งเปนสารออกฤทธิ์ตอจิตและ

ประสาทที่สำคัญ และ cannabidiol (CBD) เปนสาร

สำคัญอีกชนิดหนึ่งแตเปน non-psychoactive สาร

ในกลุม cannabinoids terpenes และ volatile 

compounds อื่นๆ ถูกขับออกโดย grandular

trichomes ในรูปสารเหนียว เรียกวา เรซิน ซึ่งมีมาก

ที่สุดในชอดอกตัวเมีย(2,3) สามารถจำแนกกัญชากัญชง

จากลักษณะการใชประโยชนและลักษณะองคประกอบ

สารสำคัญ ไดแก การควบคุมปริมาณ THC ตาม

ที่กำหนด เชน ประเทศสหรัฐอเมริกากำหนดใหมี THC 

ในเฮมพไมเกิน 0.3% น้ำหนักแหง(1) รัฐเวสเทิรน

ออสเตรเลีย ประเทศออสเตรเลีย กำหนดไมเกิน 1%

น้ำหนักแหง(4) เชนเดียวกับประเทศไทยที่กำหนดระดับ 

THC ตองไมเกิน 1.0% น้ำหนักแหง ตามประกาศ

คณะกรรมการควบคมุยาเสพตดิใหโทษวาดวยการกำหนด

ลักษณะกัญชง(5) กัญชาถูกใช เปนพืชเสพติดและ

เพื่อประโยชนทางการแพทย สวนกัญชงเปนพืชที่มี

ความเกี่ยวของกับขนบธรรมเนียมประเพณีและวิถีชีวิต

ของสังคมมนุษยมาอยางยาวนาน ปจจุบันมากกวา 30 

ประเทศทั่วโลกปลูกกัญชงเปนพืชเศรษฐกิจเชนเดียวกับ

ประเทศไทย มกีารนำสวนตางๆ ของกญัชงมาใชประโยชน

อยางมากมาย รวมถึงการนำสารสกัดมาใชเปนยา เชน 

ยารักษาอาการปวดเสนประสาท อาการหดเกร็งของ

กลามเนื้อ อาการนอนไมหลับเรื้อรัง เปนตน(6,7) จาก

การศึกษาทางคลินิก พบวาทั้ง synthetic THC

และสารสกดัพชืกญัชา (high THC, high cannabidiol

หรือ THC และ CBD ในอัตราสวน 1:1) สามารถ

ลดความรุนแรงอาการโรคของผูปวย multiple

sclerosis และผูปวย spinal cord injury นอกจากนี้

ยังชวยเพิ่มความสามารถของผูปวยในการเดิน การเขียน 

การควบคุมกลามเนื้อของกระเพาะปสสาวะใหดีขึ้น และ

สามารถนำมาใชในการรักษาอาการผิดปกติของระบบ

ประสาท เชน อาการปวดเสนประสาทหรอืโรคทีเ่กีย่วเน่ือง

กับระบบประสาท เชน Parkinson’s disease ไดดี(8-11)

การออกฤทธิ์ของสารกลุม cannabinoids พบวา

ออกฤทธิ์ผานตัวรับที่จำเพาะ เรียกวา cannabinoid

receptor ไดแก cannabinoid receptor 1 และ 2

(CB1 และ CB2) ซึ่งจะพบการแสดงออกโดยทั่วไป

ในเซลลสมอง เซลลประสาทและเซลลที่ เกี่ยวกับ

ระบบภูมิคุมกัน(12) สารกลุม cannabinoids มีสวน

เกี่ ยวของกับกระบวนการลดการอัก เสบของเซลล

บางชนิดได พบวาการกระตุนการทำงานผาน receptor

สงผลตอกระบวนการหลั่งสาร cytokine จากเซลล

และเมื่อมีการอักเสบของเซลลจะมีการแสดงออกของ

CB2 receptor  ที่ มากขึ้ นแบบแปรผันตรง กับ

กระบวนการอักเสบ(13)  มีรายงานวาพบ cannabinoid

receptors บนเซลลผิวหนัง และ anandamide

ซึ่งเปน endocannabinoids รวมทั้ง phytocannabi-

noids ไดแก THC, CBD, cannabinol (CBN) และ 

cannabigerol (CBG) สามารถยับยั้งการแบงตัวที่ผิด

ปกติของ epidermal keratinocyte ได(14) จากงานวิจัย

การแสดงออกของ cannabinoid receptors มีความ

สัมพันธกับการอักเสบและการเกิดเปนเซลลมะเร็ง

เมือ่ไดรบัสิง่กระตุน เชน การสมัผัสกับแสงยวูเีปนเวลานาน

ทำใหเกิดการหลั่งของ TNF-α และ NF-κB ซึ่งทำให

เกิดกระบวนการอักเสบ และการเกิด tumor(15)  นอกจากนี้

พบวาทั้ง THC และ CBD มีฤทธิ์ neuroprotection 

โดยตานผลของ 6-hydroxydopamine ที่ทำใหเกิด 

neurodegeneration ในผูปวยโรคพารกินสัน อาศัย

คุณสมบัติ antioxidative และ anti-inflammatory 
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ฤทธิ์ตานอักเสบและฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดจากใบกัญชงไทย  ประภัสสร  ทิพยรัตน และคณะ

activity สามารถลดการสราง tumor necrosis 

factor (TNF-α), interleukin-1, nitric oxide และ 

biological active molecules ชนิดอื่นๆ ได(16)  โดย

เฉพาะสาร CBD ซึ่ ง เปนสารท่ีไม มีฤทธิ์ เสพติด

(non-psychotropic effect) พบวามีฤทธิ์ anti-

inflammatory สูง สามารถลดการสราง TNF-α, 

nitric oxide, reactive oxygen intermediates 

(ROI), Con-A และ arthritis murine collagen-

induced arthritis (CIA) ในสัตวทดลอง ซึ่งอาจจะ

พัฒนาเปนยารักษา rheumatoid arthrit is

ตัวใหมได(17) จากการศึกษาการกระตุนสัญญาณผาน

cannabinoid receptor ชนิด CB1 ในเซลล 

keratinocyte พบวาสามารถควบคุมการหลั่งสาร

cytokine จากเซลลท่ีอักเสบและลดความรุนแรงของ

การอักเสบได(18) เมื่อเกิดการอักเสบของ kerotinocyte 

จะทำใหสรางสาร cytokine ที่ทำใหเกิดการอักเสบขึ้น

ไดแก TNF-α, IL-1β และ interleukin 6 (IL-6)

ซึ่งจะทำใหเกิดพยาธิสภาพของผิวหนังบริเวณดังกลาว 

เชน atopic dermatitis, allergic dermatitis และ 

psoriasis(19) นอกจากนี้ยังมีการศึกษาฤทธิ์ตานเชื้อ

จุลชีพของน้ำมันหอมระเหย(20) สาร cannabidiolic 

acid (CBDA) และ CBD ท่ีแยกไดจากเฮมพหรือ

กัญชง(21) จากการศึกษาที่ผานมา พบวาสารสกัดจาก

ใบกัญชงสามารถลดการอักเสบของเซลล synoviocyte

เมื่อถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบดวย interleukin

1-beta (IL-1β) ได(22) ผูวิจัยมีความสนใจสารสกัด

จากใบกัญชง เน่ืองจากสามารถลดอาการอักเสบใน

ผิวหนังชั้น dermis ซึ่งเกี่ยวเนื่องกับการอักเสบจาก

ผิวหนังชั้น epidermis โดยผิวหนังชั้น dermis มีเซลล 

fibroblast เปนองคประกอบและอยูรวมกับเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพัน (connective tissue) ชนิดตาง ๆ  เมื่อเซลล 

fibroblast ไดรับ proinflammatory cytokine

จะกระตุนใหเกดิการอกัเสบของเซลล กลายเปน fibrosis 

และเกิดการขยายการอักเสบเปนวงกวาง เกิดการสลาย 

connective tissue บรเิวณใกลเคยีงและทำใหเกดิพยาธิ

สภาพของผิวหนังชั้นในขึ้นได(23)

ในประเทศไทย การเพาะปลูกกัญชงมีความ

เกี่ยวของกับวัฒนธรรมของชนเผามงมาอยางยาวนาน

โดยใชเสนใยถกัทอเปนเสือ้ผาสวมใสในชวีติประจำวนัและ

ประกอบพิธีกรรมตามจารีตประเพณี และรัฐบาลเล็งเห็น

ความสำคัญ จึงสงเสรมิใหการปลูกกัญชงเปนพชืเศรษฐกจิ

ซึ่งเดิมใชประโยชนจากเสนใย ลำตน แกนลำตน เทานั้น 

ดังนั้นการศึกษาการใชประโยชนจากเศษที่เหลือและ

สวนอืน่ๆ จากกญัชงเพือ่เพิม่มลูคาสงูสดุ เปนแนวทางหนึง่

ในการดำเนินการพัฒนาเพื่อสรางมูลคาเพิ่มของกัญชง

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 1 เชียงใหม รวมกับ

คณะแพทยศาสตร มหาวทิยาลยัเชียงใหม และสถาบนัวจัิย

และพัฒนาพื้นที่สูง (องคการมหาชน) จึงไดทำการ

ศึกษาองคประกอบทางเคมีในสารสกัดใบกัญชงพันธุ

ปลูกตางๆ (certified cultivars) ไดแก พันธุปลูก 

RPF1, RPF2, RPF3 และ RPF4 ซึ่งเปนพันธุปลูก

สำหรับใชประโยชนจากเสนใย สวนใบที่เหลือทิ้งนำมา

สกัดและศึกษาองคประกอบทางเคมีในสารสกัด รวมทั้ง

แยกสารสกัดออกเปน non-cannabinoids fraction

และ cannabinoids fraction ของกัญชงแตละ

พันธุปลูก จากนั้นทดสอบฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เชน

ฤทธิต์านอนมุลูอสิระ ฤทธิต์านอกัเสบ ฤทธิต์านแบคทเีรยี

และฤทธิ์ตานเชื้อรา ในระดับหลอดทดลอง (in vitro)

เพือ่ศกึษาความเปนไปไดในการใชประโยชนจากใบกัญชง

ซึ่งเปนสวนเหลือทิ้งจากการทำเสนใยมาใชประโยชน

ในทางเภสัชกรรมและเพิ่มมูลคาใหกัญชง

วัสดุและวิธีการ

ตัวอยางพืชกัญชง
กัญชงพันธุปลูกที่อนุญาตใหปลูกไดตามกฎหมาย

(certified cultivars) ตามกฎกระทรวงการขออนุญาต
ผลิต จำหนาย หรือมีไวในครอบครองยาเสพติด
ใหโทษในประเภท 5 เฉพาะกัญชง พ.ศ. 2559 ปลูก
โดยสถาบันวิจัยและพัฒนาพื้นที่สูง (องคการมหาชน) 
กระทรวงเกษตรและสหกรณ จำนวน 4 พันธุปลูก ไดแก 
พนัธุปลกู RPF1 ปลกูทีศ่นูยพฒันาโครงการหลวงขนุวาง
อ.ขุนวาง จ.เชียงใหม พันธุปลูก RPF2 ปลูกท่ีศูนย
พฒันาโครงการหลวงหวยนำ้รนิ อ.เวยีงปาเปา จ.เชยีงราย

พันธุปลูก RPF3 และ RPF4 ปลูกที่สถานีเกษตรหลวง

ปางดะ อ.สะเมงิ จ.เชยีงใหม โดยเกบ็ตวัอยางเฉพาะใบสด

ไมเกินหนึ่งสวนสามของลำตน (upper third of the 
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main stem) หรือไมเกิน 30 เซนติเมตร ของตนกัญชง

ในชวงออกดอก จากนั้นนำตัวอยางมาอบแหงในตูอบ

รอนที่อุณหภูมิ 40 ํC นาน 48 ชั่วโมง ใหมีความช้ืน

ไมเกิน 10% บดใหละเอียดและแรงผาน sieve ขนาด 32 

mesh ไดผงขนาดนอยกวา 500 µm เก็บในขวดแกวสีชา

ที่อุณหภูมิ 2–8 ํC

สารเคมีและสารมาตรฐาน

สารมาตรฐาน

delta-9-tetrahydrocannabinol (THC) 

1 mg/mL purity 98.676±0.028%, cannabidiol

(CBD) 1 mg/mL purity 99.950±0.050% และ 

cannabinol (CBN) 1 mg/mL    purity 99.652±0.005%

(Lipomed, สวิตเซอรแลนด), 2,2,2, triphenyl-

acetophenone และ dexamethasone (Aldrich,

สหรัฐอเมริกา) antibiotic discs สำเร็จรูป; chloram-

phenicol 30 µg/disc และ tetracycline 30 µg/disc

(BD-BBL, สหรัฐอเมริกา), gentamicin 10 µg/disc

(Oxoid, สหราชอาณาจักร), amphoterixin B solution

250 µg/mL และ clotrimazole (Sigma, สหรฐัอเมรกิา)

สารเคมีสำหรับการวิเคราะหหาปริมาณสารสำคัญ

และทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

methanol, hexane, dichloromethane 

(Merck, สหพนัธสาธารณรฐัเยอรมนี), 2,2'-azino-bis

(3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid)

(ABTS) (Fluka, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี),

potassium persulfate (Sigma-Aldrich, ญี่ปุน),

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

(Aldrich, สหรัฐอเมริกา),2,4,6-Tris (2-pyridyl)

-s-triazine (TPTZ)(Fluka, สวิตเซอรแลนด),

iron (III) chloride heptahydrate (FeCl3.6H2O)

(Sigma-Aldrich, สาธารณรัฐประชาชนจีน), glacial

acetic acid, sodium acetate-3-hydrate 

(C2H3NaO2.3H2O) (Merck, สหพันธสาธารณรัฐ

เยอรมนี) และ trolox (C14H18O4) (Aldrich,

สวิตเซอรแลนด)

สารเคมีสำหรับการทดสอบฤทธิ์ตานอักเสบ

phosphate buffer solution (PBS),

dulbecco’s modified eagle medium (DMEM), 

fetal craft serum (FCS), methylthiazol

tetrazolium (MTT), dimethyl sulfoxide (DMSO),

lipopolysaccharide (LPS) (Gibco, สหรัฐอเมริกา),

Griess’s reagent (Merck, สหพันธสาธารณรัฐ

เยอรมนี), lysis buffer (RA1, RA2 และRA3),

MDB buffer, DNAse, diethylpyrocarbonate

(DEPC) nuclease free water, oligo(dT)

18  p r ime r ,  r i b onuc l e a s e  i nh i b i t o r ,

deoxynucleotides triphospates (dNTPs), 

revertAid H minus M-MuLV reverse

transcriptase, iodonitrotetrazolium chloride

(GE Medical Systems, ประเทศไทย),  SensiFASTTM

cDNA synthesis kit และ SensiFASTTM SYBR®

Lo-ROX (Bioline, สิงคโปร)

สารเคมีและอาหารเลี้ยงเช้ือสำหรับการทดสอบฤทธิ์

ตานแบคทีเรียและเชื้อรา 

dimethyl sulfoxide (DMSO) (Gibco, 

สหรัฐอเมริกา), meuller hinton agar (MHA), 

meuller hinton broth (MHB), potato dextrose 

agar (PDA), potato dextrose broth (PDB), 

sabouraud dextrose agar (SDA), sabouraud 

dextrose broth (SDB) และ reinforced clostridial

medium (RCM) (Difco, สหรัฐอเมริกา) และ

mcfarland standard set (Himedia, อินเดีย)

เชื้อมาตรฐานสำหรับการทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรีย

และเชื้อรา

แบคทีเรียแกรมบวก จำนวน 5 สายพันธุ ประกอบ

ดวย แบคทีเรียที่ใชอากาศ ไดแก Bacillus subtilis

DMST 15896, Enterococcus faecalis DMST 2860, 

Staphylococcus aureus DMST 8013, Staphy-

lococcus epidermidis DMST 5868 และแบคทีเรีย

ที่ไมใชอากาศ ไดแก Clostridium sporogenes

DMST 15282 แบคทีเรียแกรมลบ จำนวน 5 สายพันธุ 

ไดแก Enterobacter aerogenes DMST 8841, 
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Escherichia coli DMST 15537, Pseudomonas

aeruginosa  DMST 15501,  Salmonel la

typhimurium DMST 562 และ Salmonella abony 

DMST 21863 ยีสตและรา ไดแก Candida albicans 

DMST 5815 และ Aspergillus niger DMST 15538 

ไดรับการสนับสนุนจากศูนยเก็บรักษาและรวบรวม

สายพันธุจลิุนทรยีทางการแพทย สถาบนัวิจัยวิทยาศาสตร

สาธารณสุข กรมวิทยาศาสตรการแพทย

เซลลเพาะเลี้ยงสำหรับการทดสอบฤทธิ์ตานอักเสบ 

dermal fibroblast cell line (Detroit-551) 

และ macrophage cell line (Raw 264.7) (ATCC, 

สหรัฐอเมริกา)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่องแกสโครมาโตกราฟ ท่ีมีสวนตรวจวัดสาร 

2 ชนิด คือ mass spectrometry (MS) และ flame 

ionization (FID) (รุน 7890A series GC equipped

with 7693 autosampler and 5975C single

Quadrupole MS, Agilent, สหรัฐอเมริกา), เครื่อง 

flash chromatograph (รุน Pure C-810, Buchi, 

สวิตเซอรแลนด), เครื่อง spectrophotometer

(รุน 8453 UV-Vis, Agilent, สหรฐัอเมรกิา), silica gel

column (รุน Flashpure, Buchi, สวิตเซอรแลนด), 

เคร่ือง real-time reverse transcription-polymerase

chain reaction (RT-PCR) (รุน 7500 Fast, Applied

Biosystem (ABI), สหรฐัอเมรกิา), ชดุอปุกรณสำหรบั

สกัดสารแบบตอเน่ือง (Soxhlet’s apparatus)

(NK laboratory,  ไทย),  เครื่ องระเหยแหง

(rotary evaporator) (รุน R-100, Buchi,

สวิตเซอรแลนด),  เครื่องปนเห ว่ียงความเร็วสู ง 

(centrifuge) (รุน Sorvell ST8, Thermo scientific

Inc., สหรัฐอเมริกา), ตูบมเชื้อ (incubator)

(รุน CCL-240B-8, Esco, สงิคโปร), เครือ่ง Thermal 

cycler (รุน S1000, Bio-rad, สหรัฐอเมริกา) และ

เครื่องชั่งความละเอียด 0.1 มิลลิกรัม (รุน Secura 

224-1, Sartorius, สหพันธสาธารณรัฐเยอรมนี)

การเตรียมสารสกัด

ชั่ งผงตัวอยางใบกัญชงแหงแตละพันธุปลูก

(RPF1, RPF2, RPF3 และ RPF4) 300 กรัม

สกัดตัวอยางดวยเมทานอลโดยวิธี solvent extraction

แบบตอเนื่อง ใช Soxhlet’s apparatus ไดสาร 

crude extract นำสารสกัดมาระเหยแหงดวยเครื่อง 

rotary evaporator และช่ังหาปริมาณสารสกัดหยาบ 

(crude extract) คำนวณเปนรอยละน้ำหนักตอน้ำหนัก

(%w/w) จากนั้นใชเครื่อง flash chromatograph

แยก fraction สารสกัดหยาบของกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูก 

ออกเปน cannabinoids fraction และ non-canna-

binoids fraction ดวย silica gel column ขนาด 40 g 

โดยชะดวยสารละลายผสมระหวาง hexane กับ diethyl 

ether อัตราสวน 9:1 อัตราการไหล 20 mL/min และ

เก็บสารทีมี่การดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 209 และ 280 

nm ออกเปน cannabinoids fraction สวน fraction 

ที่เหลือรวบรวมเปน non-cannabinoids fraction 

จากนั้นนำแตละ fraction ไประเหยแหงดวย rotary 

evaporator

การวิเคราะหหาปริมาณสารสำคัญ(24)

เตรียมสารละลายสารมาตรฐาน THC, CBD 

และ CBN ในเมทานอล ใหมีความเขมขนสุดทายเทากับ 

0.1974, 0.1999 และ 0.1993 mg/mL (stock standard

solution) จากนัน้แยกเตรยีมสารละลายมาตรฐาน THC, 

CBD และ CBN ใหมีความเขมขนอยางนอย 3 ระดับ

ในชวง 0.01–0.2 mg/mL เพื่อสรางกราฟสารมาตรฐาน

แยกปเปตสารละลายมาตรฐาน THC, CBD และ CBN 

แตละความเขมขนลงใน vial แกวสีชา ขนาด 2 mL

จากนั้นเติมสารละลาย internal standard 2,2,2, 

triphenylacetophenone ความเขมขน 0.2 mg/mL 

ในเมทานอล ดวยอัตราสวน 1:1

เตรียมสารละลายตัวอยาง โดยชั่งใบกัญชงแหง

บดละเอียด 1 กรัม (ชั่ง 25 มิลลิกรัม สำหรับสารสกัด)

สกัดดวยเมทานอล ปริมาตร 25 mL เขยานาน 1 ชั่วโมง

กรองและนำสารละลายมาเจือจางดวยสารละลาย

internal standard 2,2,2, triphenylacetophenone 

ความเขมขน 0.2 mg/mL ดวยอัตราสวน 1:1
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วเิคราะหสารสำคญัโดยฉดีสารละลายตวัอยางและ

สารละลายมาตรฐานอยางละ 1 µL เขาสูเครือ่ง GC-FID

โดยใช DB-1 capillary column, 30 m, 0.25 mm ID,

film thickness 0.25 µm โดยมีสภาวะของเครื่องมือ

ดังนี้ อุณหภูมิสวนฉีดสาร: 260 ํC, อุณหภูมิสวนตรวจ

วัดสาร: 280 ํC, อุณหภูมิสวนตูอบคอลัมน: ตั้งที่ 230 ํC

นาน 7 นาที และเพิ่มอุณหภูมิไปที่ 260 ํC ดวยอัตรา

10 ํC/min และตั้งที่ 260 ํC นาน 2 นาที จากนั้นคำนวณ

หาปริมาณสารเปน %w/w as is ของ THC, CBD และ 

CBN โดยใช peak ratio (อตัราสวนระหวาง peak area 

ของสารสำคัญกับ internal standard) ของสารสำคัญ

ในตัวอยาง เทียบกับ peak ratio ในสารมาตรฐาน

การศึกษาเอกลักษณทางเคมี (chemical finger-

print)(24,25)

เตรียมสารละลายตัวอยางโดยสกัดใบกัญชงแหง

บดละเอียด 500 mg ดวยเฮกเซนปริมาตร 10 mL

เขยานาน 1 ชั่วโมง นำไป centrifuge ที่ความเร็วรอบ 

4,000 rpm เปนเวลา 5 นาที ฉีดสารละลายตัวอยาง 1 

µL เขาสูเครื่อง GC-MS โดยใชคอลัมน DB-5MS

(5% phenylmethylpolysiloxane, 30 m, 0.25 mm ID,

0.25 µm film thickness) โดยมีสภาวะเครื่องมือ

ดังนี้ carrier gas: helium (99.999%), flow rate:

1.2 mL/min, split ratio: 1:100, อณุหภูมิสวนฉดีสาร:

230 ํC, อุณหภูมิสวนตูอบคอลัมน: เริ่มที่ 60 ํC และ

เพิ่มอุณหภูมิไปที่ 240 ํC ดวยอัตรา 3 ํC/min และ

ตั้งที่ 240 ํC นาน 5 นาที, อุณหภูมิ MS source: 300 ํC,

อุณหภูมิ single quad: 150 ํC, อุณหภูมิ transfer 

line: 280 ํC, mass range: 50–500 m/z ratio

at rate of 0.5 seconds per scan, สวนตรวจวัด:

mass-selective detector with electron impact

ionization ประมวลผลดวย enhanced chemstation

software จากนั้นเปรียบเทียบ retention time และ 

mass spectra ของแตละองคประกอบทางเคมีใน

ตัวอยาง เปรียบเทียบกับ MS databases ของ NIST 

library version 2.0, 2011

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

การทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระใชวิธีทดสอบที่

แตกตางกัน 3 วิธี เพื่อใชยืนยันฤทธิ์ ประกอบดวย วิธี 

ABTS free radical scavenging assay(26) DPPH 

free radical scavenging assay(27) และ Ferric 

reducing antioxidant power (FRAP) assay(28) 

โดยวธิกีารเตรยีมสารละลายสำหรบัทดสอบ กระบวนการ

ทดสอบ และการอานผล อางองิจากงานวจิยัทีม่กีารระบุไว

กอนหนา ผลของฤทธิ์ antioxidant ที่ทดสอบ ทั้ง 3 วิธี 

เปรียบเทียบกับ standard curve ในชวงความเขมขน 

2–12 µg Trolox และแสดงเปนคา Trolox equivalent 

antioxidant capacity (TEAC) ในหนวย mg/g ของ

สารสกัด

การทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียและเชื้อรา(29-31)

Agar diffusion method: Kirby-Bauer 

method

การเตรียมตัวอยาง: ละลาย crude extract, 

cannabinoids fraction และ non-cannabinoids 

fraction ของกัญชงแตละพันธุปลูก ดวย DMSO ใหได

ความเขมขน 100 mg/mL 

การเตรียมเช้ือและ inoculum: สำหรับ aero-

bic bacteria ใหถายเชื้อจาก MHA slant 4 ํC ลง 

MHA fresh agar plate บมที่ 32.5±2.5 ํC นาน 24 

ชั่วโมง กอนทดสอบ ถายเชื้อ 1 loop ลงใน MHB บม

ที่ 32.5±2.5 ํC นาน 24 ชั่วโมง ปรับความขุนดวย 0.5 

McFarland standard จะไดเชื้อประมาณ 1.5×108 

cfu/mL สำหรับ anaerobic bacteria ใหถายเชื้อ

จาก RCM 4 ํC ลง MHA fresh agar plate บมที่

32.5±2.5 ํC นาน 24 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ

(anaerobic condition) กอนทดสอบ จากนั้นถาย

เช้ือ 1 loop ลงใน RCM บมที่ 32.5±2.5 ํC นาน 

24 ช่ัวโมง ในสภาวะไรอากาศ ปรับความขุนดวย 0.5 

McFarland standard จะไดเชื้อประมาณ 1.5×108

cfu/mL สำหรับเช้ือยีสตใหถายเช้ือจาก SDA slant 

4 ํC ลง SDA fresh agar plate บมที่ 32.5±2.5 ํC

นาน 24 ช่ัวโมง กอนทดสอบ ถายเช้ือ 1 loop ลงใน

SDB บมที่ 32.5±2.5 ํC นาน 24 ชั่วโมง ปรับความขุน
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ดวย 0.5 McFarland standard จะไดเชื้อประมาณ

1.4×106 cfu/mL สวนเชื้อราใหถายเชื้อจาก PDA

slant 4 ํC ลง PDA fresh agar plate บมที่ 25±2.5 ํC

นาน 7 วัน กอนทดสอบ ถายเชื้อ 1 loop ลงใน PDB 

บมที่ 25±2.5 ํC นาน 7 วัน กรองใหไดสารแขวนลอย

สปอรเชื้อรา (spore suspension) ปรับความขุน

ดวย 0.5 McFarland standard จะไดเชื้อประมาณ 

(0.6–5)×106 cfu/mL

การเตรียม discs: นำ disc ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 6 mm (Whatman® filter paper No.1)

ที่ปราศจากเชื้อ โดยอบที่ 160 ํC หรือ disc สำเร็จรูป 

มาใสสารสกัด 100 mg/mL ปริมาณ 20 µL ทิ้งให

solvent ระเหยนาน 1 ชั่ วโมง ในตูปลอดเชื้อ 

(เตรียมกอนใชทุกครั้ง) การเตรียม negative control: 

ดูด DMSO 20 µL ใส disc ปราศจากเชื้อ ทิ้งใหระเหย

การเตรียม positive control: antibiotic discs ไดแก 

chloramphenicol 30 µg/disc, tetracycline 30 µg/

disc, gentamicin 10 µg/disc, amphoterixin B 100 

µg/disc และ clotrimazole 100 µg/disc 

การทดสอบ: เท MHA (สำหรบัแบคทีเรยี), SDA 

(สำหรับยีสต) และ PDA (สำหรับเชื้อรา) ลง plate 15 

mL รอใหแข็ง ใช inoculum 0.5 mL spread ลง plate 

ที่แข็ง 3 ระนาบ (ประมาณ 60 ํ) โดยใช sterile cotton 

วาง paper disc ที่มี test extracts (20 µL/disc),

negative control และ antibiotic discs เปน positive

control บนผิว agar plate โดยระยะหางเทากันดวย

sterile forcep (หางกันประมาณ 15 mm) บมเชื้อ

แบคทเีรยีทีเ่จริญโดยใชอากาศและเชือ้ยสีตท่ี 32.5±2.5 ํC

นาน 24 ชัว่โมง (สำหรบัแบคทีเรยีท่ีเจรญิโดยไมใชอากาศ 

บมที่ 32.5±2.5 ํC นาน 24 ชั่วโมง ในสภาวะไรอากาศ) 

สวนเชื้อราบมที่ 25±2.5 ํC นาน 7 วัน อานผลโดยวัด

เสนผานศูนยกลางของ zone of inhibition หนวยเปน 

mm โดยทดสอบ 3 ซ้ำ และบันทึกผลเปน mean ± SD

การทดสอบหาคา Minimum inhibition 

concentration (MIC)

ทำการทดสอบเม่ือทราบชนิดหรือ fraction

ของสารสกัดที่มีฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อรา วิธี 

microbroth dilution โดยนำสารสกัดหรือ fraction 

ของสารสกัดมาละลายใน 50% DMSO และเจือจางให

มีความเขมขน 100–0.05 mg/mL ดวย tryptic soy 

broth (TSB) ใน 96-well microplates จากนั้นเติม

เชื้อที่สารสกัดหรือ fraction ของสารสกัดมีฤทธ์ิยับยั้ง

เชื้อนั้น ที่ความเขมขนของเชื้อ 1×105 cfu/mL จำนวน 

50 µL บมที่ 37 ํC นาน 24 ช่ัวโมง สังเกตความขุน

(turbidity) โดย Minimum inhibition concentration

(MIC) คือ ความเขมขนที่นอยที่สุดที่ไมขุน โดยแตละ

ความเขมขนทำการทดสอบ 3 ซ้ำ

การทดสอบหาคา Minimum bactericidal 

concentration (MBC) และ Minimal fungicidal

concentration (MFC)

การทดสอบหาคา MIC ไมเกิดความขุน จะใชวิธี

MBC หรือ MFC โดยใช broth dilution 20 µL จาก 

well ท่ีไมเกิดความขุน มา spread บน tryptic soy agar 

(TSA) นำไปบมที่ 37 ํC นาน 24 ชั่วโมง โดยคา MBC 

หรือ MFC คือ ความเขมขนของสารสกัดหรือ fraction 

ของสารสกัดที่นอยที่สุดที่สามารถฆาเชื้อได 99.9% โดย

แตละความเขมขนทำการทดสอบ 3 ซ้ำ

การทดสอบฤทธิ์ตานอักเสบ(32-34)

การเพาะเลี้ยงเซลล

การศึกษานี้ใช Detroit-511 cell line ที่เลี้ยงใน 

complete DMEM เปน model โดยทำการแบงเซลล

ใหไดความเขมขน 50,000 cell/mL ใชในการศึกษา

ความเปนพิษของสารตอเซลล และการทดสอบฤทธิ์

ตานการอักเสบ ใช Raw 264.7 cell line ที่เลี้ยง

ใน complete DMEM เปน model ในการทดสอบฤทธิ์

ตานการอักเสบ โดยแบงเซลลใหมีความเขมขน 25,000 

cell/mL 

การทดสอบความเปนพิษของสารตอเซลล 

Detroit-551 ดวยเทคนิค Methylthiazol 

tetrazolium (MTT) assay

เตรียมสารละลาย MTT ความเขมขน 5 mg/mL 

ในสารละลาย PBS ที่ปราศจากเชื้อ โดยกอนนำไปใชงาน

จรงิให dilute 1:10 ดวย complete DMEM (working

MTT) ทำการเจอืจางความเขมขนของเซลล Detroit-551
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ใหเหลือ 50,000 cells/mL โดยใช complete media

เติม cell suspension ปริมาตร 100 µL (มีเซลลจำนวน

ประมาณ 5,000 เซลล) ลงใน 96-well plate แตละ

หลุมเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมง ในตูเพาะเลี้ยงที่ 5% CO2 และ

อุณหภูมิ 37 ํC เมื่อครบเวลาทำการเปลี่ยนอาหารเล้ียง

เซลลเปนอาหารเล้ียง (incomplete media) ที่ผสม

ตัวอยางสารสกัดที่ความเขมขนตางๆ ไดแก ความเขมขน

0, 1, 5, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/mL 

ปริมาตร 100 µL ทำการเล้ียงตอนาน 24 ชั่วโมง

ในตูเพาะเลี้ยง จากนั้นเติม 20 µL ของ working 

MTT ลงใน 96-well plate ดวยเทคนิคปราศจากเชื้อ

นำ  plate บมที่ตู 37 ํC นาน 4 ชั่วโมง ดูดสารละลาย

ออกจากหลุมอยางระมัดระวังไมใหกระทบกระเทือน

เซลล เติมสารละลาย DMSO 100 µL ตอหลุม ทิ้งไวที่

อุณหภูมหิอง เปนเวลา 10 นาที เขยาและทำการวัดคาการ

ดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคล่ืน 540 nm และทำการคดัเลือก

ความเขมขนของสารสกัดท่ีเหมาะสมท่ีสุดสำหรับใชใน

การศึกษาฤทธิ์ตานการอักเสบในขั้นตอนตอไป

การทดสอบฤทธิ์ตานอักเสบ

การทดสอบฤทธิข์องสารสกดัทีต่องการในเซลล 

Raw 264.7

ทำการเจือจางความเขมขนของ Raw 264.7 ใน 

cell suspension ใหเหลือประมาณ 25,000 cells/mL

โดยใช incomplete media เติม cell suspension 

ปรมิาตร 2 mL ลงในแตละหลมุ เลีย้งเปนเวลา 24 ชัว่โมง 

ในตูเพาะเลีย้งที ่5% CO2 และอณุหภมู ิ37 ํC จากนัน้เตรยีม

สารละลายของสารที่ตองการจะทดสอบ ความเขมขน

10 µg/mL ใน incomplete DMEM เติมสารที่

ตองการทดสอบฤทธิ์ลงในแตละหลุม โดยใสสารละลาย

LPS (เพ่ือจำลองสภาวะการกระตุนการอักเสบ) 

ความเขมขน 1 µg/ml ทำการทดสอบฤทธิ์ของสาร

ที่ สนใจเปรียบเทียบกับสาร dexamethasone

ความเขมขน 10-7 M โดยใชเซลลที่  treat ดวย

incomplete media เพียงอยางเดียวเปนตัวควบคุม 

นำ 6-well plate ดังกลาวบมตูเพาะเล้ียง 37 ํC

นาน 24 ชัว่โมง เมือ่ครบเวลาทดสอบ แยก supernatant

ออกไปวิเคราะหหาปริมาณ nitric oxide ดวยวิธี 

Griess’s method สวนของ cell จะนำไปเตรียม

total RNA สำหรับการวิเคราะห gene expression

ในขั้นตอนถัดไป โดยเซลล Raw 264.7 จะทำการศึกษา

การแสดงออกของยีน iNOS, COX2 และ IL1B

การทดสอบฤทธิข์องสารสกดัทีต่องการในเซลล 

Detroit-551

ขั้นตอนการทดสอบ เซลล Raw 264.7 มีขั้นตอน

เชนเดียวกับขางตน แตมีการเลี้ยงเซลล Detroit-551 

ควบคูกัน โดยทำการเจือจางความเขมขนของ Detroit-

551 ใน cell suspension ใหเหลือประมาณ 25,000 

cells/ml เติม cell suspension ปริมาตร 2 mL

ลงในแตละหลุม เลี้ยงนาน 24 ช่ัวโมง ในตูเพาะเลี้ยง

ที่ 5% CO2 และอุณหภูมิ 37 ํC นำ plate ที่เลี้ยง

Raw 264.7 ที่เติมสารละลาย LPS ความเขมขน 

1 µg/mL ลงในหลุมกลุมจำลองสภาวะการอักเสบ

เพาะบมจนครบเวลาดูดสวน supernatant เพื่อ

นำไปใสใน plate ที่เล้ียง Detroit-551 ตอ โดยแบง

เปนกลุมควบคมุและกลุมจำลองสภาวะการอกัเสบทีม่กีาร

treat LPS เอาไวกอนหนา จากนั้นทำการ treat 

สารละลายของสารที่ตองการจะทดสอบ ความเขมขน

10 µg/mL ลงไปในแตละกลุม และใช dexamethasone

ความเขมขน 10-7 M เปนสารควบคุมบวก นำ 6-well

plate ดังกลาวบมในตูเพาะเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 ํC นาน

24 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาทดสอบ ดูด cell suspension

ทั้งหมดในแตละหลุมออก สกัด total RNA สำหรับ

การวเิคราะห gene expression โดยเซลล Detroit-551

จะทำการศึกษาการแสดงออกของยีน MMP3 และ 

COL2A1

การตรวจวัดปริมาณ nitric oxide (NO)

ดวยวิธี Griess’s method 

นำ supernatant จากการเพาะเลี้ยงเซลลท่ี

ตองการตรวจวัดปริมาณ nitric oxide ลงใน 96-well

plate ปริมาตรหลุมละ 100 µL เติม Griess’s reagent 

หลมุละ 100 µL ตัง้ไวใหสารทำปฏกิริยิากนั 5 นาท ีนำ plate

ดงักลาวไปวดัคาการดดูกลนืแสงทีค่วามยาวคลืน่ 540 nm 

โดยวัดคาเปรยีบเทยีบกบั standard curve ทีไ่ดจากการ

วัดสารมาตรฐาน sodium nitrite (NaNO2) ชวงความ

เขมขน 0–100 nM
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ฤทธิ์ตานอักเสบและฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดจากใบกัญชงไทย  ประภัสสร  ทิพยรัตน และคณะ

การเตรียม total RNA จาก cell culture

เมื่อครบเวลานำ culture plate ออกจาก

incubator ดดู media ออกจากแตละหลุมใหหมด ทำการ

ลางเซลลดวย PBS ปริมาตร 1 mL เติม RA 1 buffer 

แตละหลุมปริมาตร 350 µL ผสมใหเขากันจนสารละลาย

ทีไ่ดมคีวามหนดื (เซลลเกดิการ lysis แลว)  ดดูสารละลาย

ลงใน column ของชุด RNA spin mini filter unit

ปนที่ความเร็ว 13,000×g นาน 1 นาที เพื่อกำจัดเศษ

เซลลที่เกิดจากการแตกเซลล ดูด filtrate ผสมกับ 70% 

ethanol ปริมาตร 350 µL ใสลงใน RNA spin mini 

column ปนที่ 8,000×g นาน 30 วินาที ลาง column 

ดวย MDB buffer ปริมาตร 350 µL ปนที่ 11,000×g 

นาน 1 นาที เติมสารละลาย DNAse 95 µL (เจือจางจาก

stock 1:10) ลงในแตละ column ทิ้งไวนาน 10 นาที

ลาง column ดวย RA2 buffer ปริมาตร 200 µL

ปนที่ 11,000×g นาน 1 นาที ลาง column ดวย RA3 

buffer ปริมาตร 600 µL ปนที่ 11,000×g นาน 1 นาที

ลางซ้ำดวย RA3 buffer ปริมาตร 250 µL ปนที่

11,000×g นาน 2 นาที, ปนแหงที่  11,000×g 

นาน 1 นาท ีเตมิ DEPC-treated H2O ปรมิาตร 40 µL

ลงใน column ปนท่ี 11,000×g นาน 1 นาที ไดเปน RNA 

ใหนำไปเก็บท่ีอุณหภูมิ –80 ํC กอนนำไปสังเคราะห 

complementary DNA

การสังเคราะห complementary cDNA 

จาก total RNA 

ทำการสังเคราะห cDNA จาก RNA ที่สกัด

ไดจากขั้นตอนขางตนโดยใชชุดสกัด SensiFASTTM 

cDNA synthesis kit มีข้ันตอนการสังเคราะหดังนี้ 

นำสารที่ใชในการสังเคราะหมาแชในน้ำแข็ง ผสมสาร

ตาง ๆ  ลงใน PCR tube ดังนี้ total RNA: โดยใหมี

ปริมาณของ RNA 1 µg, 5x TransAmp Buffer 4 µL,

reverse transcriptase 1 µL และปรับปริมาตรให

ครบ 20 µL ดวย nuclease-free water ทำการผสมให

เขากนัดวย micropipette ทำการเพิม่จำนวนของ cDNA

ดวยเคร่ือง Thermal cycler ตัง้โปรแกรมการทำงานของ

เครื่องดังนี้ primer annealing ที่ 25 ํC นาน 10 นาที

reverse transcription ที่ 42 ํC นาน 15 นาที และ 

inactivation ที่ 85 ํC นาน 5 นาที จากนั้นแชในน้ำแข็ง 

(หรือที่อุณหภูมิ 4 ํC) ผลิตภัณฑที่ไดสามารถนำไปใช

สำหรบัการวเิคราะหดวย  real-time PCR ในอตัราสวน 

1/5 ได หรือนำไปเก็บในตูแชที่อุณหภูมิ –20 ํC เพื่อ

รอนำไปวิเคราะหตอไป

การทดสอบปริมาณการแสดงออกของยีนดวย

เทคนิค quantitative real-time PCR 

เตรียม PCR mastermix ดวยชุด Sensi-

FASTTM SYBR® Lo-ROX โดยใน mastermix 

20 µL ประกอบดวย 2x SensiFASTTM SYBR® 

Lo-ROX 10 µL, Forward และ reverse primer 

ของยีนที่ตองการศึกษา (ไดแก iNOS, COX2, IL1B, 

MMP3 และ COL2A1) ในความเขมขน 10 µM อยางละ

0.8 µL, cDNA template และ nuclease-free water 

ในปริมาตรที่เหมาะสม โดย PCR mastermix เตรียม

ใน PCR plate ไดโดยตรง นำ PCR plate ใสในเครื่อง 

real-time PCR ทำตามขั้นตอนในคูมือการใชงาน

ของเครื่อง ตั้งคาการทำงาน Thermal cycle ดังนี้: 

step 1 (polymerase activation) 95 ํC นาน 2 นาที, 

step 2–40 เปนการทำงานวนเปนรอบ ประกอบดวย 

denaturation ทีอุ่ณหภมู ิ95 ํC นาน 5 วนิาท ีannealing

ที่อุณหภูมิ 60–65 ํC นาน 10 วินาที และ extension ที่

อุณหภมู ิ72 ํC นาน 5–20 วนิาท ี(ปรบัตามความเหมาะสม

ของการวิเคราะห gene แตละตัว) เมื่อเสร็จสิ้นรอบการ

ทำงานใหทำการบันทึกขอมูลแลวนำมาวิเคราะหทางสถิติ

ตอไป

การวิเคราะหทางสถิติ

ใชโปรแกรมสำเร็จรูป IBM® SPSS statistics 

version 20 ทดสอบดวยสถิติ ANOVA และ Turkey’s 

HSD test เพือ่ทดสอบความแตกตางของวธิทีดสอบ และ 

significant differences ตามลำดับ ใช Pearson’s 

correlation coefficient ในการหาความสัมพันธของ

ขอมูลที่ได
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ผล

ผลการวเิคราะหหาปรมิาณสารสำคญั (cannabi-

noids content) ทีส่ำคญั ไดแก tetrahydrocannabinol

(THC) และ cannabidiol (CBD) ในใบกัญชง ทั้ง 4 

พันธุปลูก ไดแก พันธุปลูก RPF1, RPF2, RPF3 และ 

RPF4 พบวา RPF4 มีปริมาณ THC และ CBD มาก

ที่สุด เทากับ 0.04 และ 0.78 %w/w ตามลำดับ สวน 

RPF1, RPF2 และ RPF3 มีปริมาณ THC และ CBD 

ไมตางกนั เมือ่สกดัตวัอยางใบกญัชงดวยเมทานอล พบวา

RPF1 มีปริมาณสารสกัดหยาบเมทานอลมากที่สุด

ที่ 17.62 %w/w รองลงมาไดแก RPF4, RPF2 และ 

RPF3 ซึ่งไดปริมาณสารสกัดไมแตกตางกันที่ประมาณ

11 %w/w โดยสารสกัดหยาบเมทานอลของ RPF4

มีปริมาณ THC และ CBD มากท่ีสุด เทากับ 0.37 

และ 6.65 %w/w ตามลำดับ ดังแสดงในตารางที่ 1 

ผลการศึกษาองคประกอบสารสำคัญบางชนิดในกลุม 

terpenoids และ cannabinoids ในตัวอยางใบ สาร

สกัดหยาบเมทานอล cannabinoids fraction และ

non-cannabinoids fraction ของกัญชงพันธุปลูก

ตางๆ พบวาสารในกลุม cannabinoids ไดแก CBD 

ในสดัสวนทีสู่งทีส่ดุในทุกพนัธุปลกู โดยในตวัอยางใบพบ

ในชวง 62.07–79.25 %area สารสกัดหยาบเมทานอล

พบในชวง 42.82–69.02 %area THC พบในสัดสวน

คอนขางนอย ในชวง 0.56–3.16 %area และพบ 

β-caryophyllene ซ่ึงเปนสารกลุม terpenoids

ในตัวอยางใบและสารสกัดหยาบเมทานอลของใบกัญชง

ทุกพันธุปลูก ดังแสดงในตารางที่ 2 

จากการศึกษาฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในสารสกัด

หยาบเมทานอล รวมทั้ง cannabinoids fraction และ 

non-cannabinoids fraction ของกัญชงทั้ง 4 พันธุ

ปลูก โดยทำการทดสอบ 3 ซ้ำ และศึกษาเปรียบเทียบ

กัน 3 วิธี ไดแก วิธี ABTS, DPPH และ FRAP เมื่อ

ทดสอบความสมัพนัธโดยใชคา Pearson’s correlation 

coefficient (r) พบวาการทดสอบทัง้ 3 วธิ ีมคีวามสมัพนัธ

ในเชิงบวก (0.63 ≤ r ≤ 0.86, p < 0.05) เมื่อเปรียบ

เทียบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของกัญชงแตละพันธุปลูกพบ

วาเปนไปในทางเดียวกัน คือ RPF4 มีฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระดีที่สุด แตกตางจาก RPF1, RPF2 และ RPF3 

อยางมีนัยสำคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% (p < 0.05)

โดย RPF1, RPF2 และ RPF3 มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ไมแตกตางกัน นอกจากนี้พบวาแตละ fraction ไดแก 

สารสกัดหยาบเมทานอล cannabinoids fraction และ 

non-cannabinoids fraction มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

แตกตางกัน โดย cannabinoids fraction มีฤทธิ์ตาน

อนมุลูอสิระดทีีส่ดุ รองลงมา คอื สารสกดัหยาบเมทานอล 

สวน non-cannabinoids fraction มีฤทธิ์นอยท่ีสุด 

ดังแสดงในตารางที่ 3 

จากผลการทดสอบฤทธิ์ตานแบคทีเรียและเชื้อรา

ในสารสกัดหยาบเมทานอล รวมทั้ง cannabinoids

fraction และ non-cannabinoids fraction

ของกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูก เมื่อประเมินจาก zone of

inhibition ที่มากกวา 6 mm พบวาสามารถตาน

แบคทีเรียแกรมบวก จำนวน 5 สายพันธุ คือ Bacillus

subtilis, Staphylococcus aureus, S. epidermidis,

Clostridium sporogenes และ Enterococcus 

faecalis ซึ่งมีฤทธิ์ตานเชื้อบางเล็กนอย และยีสตกอโรค

คือ Candida albicans แตไมสามารถตานแบคทีเรีย

แกรมลบได โดย cannabinoids fraction มีฤทธิ์ตาน

แบคที เรียมากกว าสารสกัดหยาบเมทานอลและ

non-cannabinoids fraction ของกัญชงแตละ

พันธุปลูก ตามลำดับ ซึ่งแตกตางกันอยางมีนัยสำคัญที่

ระดับความเช่ือมั่น 95% (p < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบ

ฤทธิ์ของกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูก พบวา cannabi-

noids fraction ของ RPF3 มีฤทธิ์ตานแบคทีเรียไดดี

ที่สุด โดยสามารถตานการเจริญของ S. epidermidis

สูงที่สุด สวน cannabinoids fraction ของ RPF4

มีฤทธิ์ตานเชื้อ C. sporogenes ดีที่สุด ดังแสดงใน

ตารางที่ 4 จากนั้นทำการทดสอบหาคา minimal

inhibitory concentration (MIC) คา minimal 

bactericidal concentration (MBC) และคา minimal

fungicidal concentration (MFC) ของสารสกัด

กัญชงที่มีฤทธิ์ตานแบคทีเรียและเชื้อราของ RPF1, 

RPF3 และ RPF4 เพื่อเปรียบเทียบฤทธิ์ของสารสกัด

กัญชงทั้ง 3 ชนิด พบวาสารสกัดหยาบเมทานอล RPF4
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ฤทธิ์ตานอักเสบและฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดจากใบกัญชงไทย  ประภัสสร  ทิพยรัตน และคณะ

มีฤทธิ์ดีที่สุด สามารถยับยั้งเชื้อได 5 ชนิด ซึ่งพบวา

มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญของ C. sporogenes สูงที่สุด 

โดยมีคา MIC ของสารสกัดอยูที่ 0.9765 µg/mL

และคา MBC ของสารสกดัอยูที ่0.9765 µg/mL รองลงมา

ยับยั้งเช้ือ S. aureus และ S. epidermidis โดยมีคา 

MIC ของสารสกดัอยูที ่62.5 และ 62.5 µg/mL ตามลำดบั

คา MBC ของสารสกดัอยูที ่125 และ 500 µg/mL ตามลำดบั

ดังแสดงในตารางที่ 5

ตารางที่ 1  ปริมาณสารสำคัญในใบกัญชงและสารสกัดหยาบเมทานอลของใบกัญชงแหงพันธุปลูกตางๆ (%w/w)

พันธุปลูก

ปริมาณสารสำคัญในใบกัญชงแหง

(%w/w, n = 2)

Yield of 

methanolic

extracts (%w/w)

ปริมาณสารสำคัญใน

สารสกัดหยาบเมทานอล

(%w/w, n = 2)

THC CBD THC CBD

RPF1 0.017±0.001 0.608±0.030 17.62 0.096±0.007 3.451±0.172

RPF2 0.014±0.001 0.616±0.036 11.48 0.122±0.008 5.365±0.214

RPF3 0.019±0.001 0.552±0.028 11.44 0.166±0.010 4.825±0.241

RPF4 0.043±0.002 0.777±0.039 11.69 0.367±0.022 6.647±0.266

การศึกษาความเปนพิษ (cytotoxicity) ของสาร

สกัดใบกัญชงตอเซลลผิวหนัง Detriot-551 (Dermal 

fibroblast cell line) ไดความเขมขนทีเ่หมาะสมทีจ่ะใช

ในการทดสอบและไมทำใหเซลลเสยีชวีติ โดยใชวธิ ีMTT 

assay สารที่ตองการศึกษา คือ สารสกัดหยาบเมทานอล 

cannabinoids fraction และ non-cannabinoids 

fraction ของสารสกัดจากใบกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูก 

(RPF1, RPF2, RPF3 และ RPF4) ความเขมขน 0, 1, 

5, 10, 50, 100, 500 และ 1,000 µg/mL ใน DMSO 

0.04% โดยผลการศกึษา cytotoxicity test พบวาทีค่วาม

เขมขนสูง (> 50 µg/mL) สารสกัดหยาบเมทานอลและ

ทกุ fraction ของสารสกดัจากใบกญัชงมีความเปนพษิตอ 

Detroit-551 คอนขางมาก คือ % cell survival นอยกวา

50% แตเมื่อลดความเขมขนลงเหลือ 10 µg/mL พบวา

รอยละของเซลลทีย่งัคงมชีวีติรอดมากกวา 90% จงึเลอืกใช

ความเขมขนของสารสกัดหยาบและทุก fraction ของ

สารสกดัจากใบกญัชงที ่10 µg/mL ในการศกึษาฤทธิต์าน

อักเสบตอไป ดังแสดงในภาพที่ 1

กระบวนการอักเสบ biological marker ที่

สามารถตรวจวัดไดงายอยางหนึ่ง คือ ปริมาณของสาร 

nitric oxide (NO) ในการศึกษาผลของสารสกัดจาก

ใบกัญชงตอการสรางสาร nitric oxide เลือกใชเซลล 

Raw 264.7 ซึ่งเปน macrophage cell line เมื่อเติม

สารสกัดหยาบเมทานอล cannabinoids fraction และ

non-cannabinoids fraction ของใบกญัชงทัง้ 4 พนัธุปลกู

ในความเขมขน 10 µg/mL ลงในเซลล Raw 264.7 ที่

ถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบและนำไปวัดหาปริมาณ NO 

ดวยวิธี Griess’s method พบวาสารสกัดใบกัญชงใน

กลุมสารสกัดหยาบเมทานอลของ RPF1 และ RPF4 

และใน cannabinoids fraction เทานั้นที่สามารถลด

การสราง NO จากเซลลที่ถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบได

อยางมีนัยสำคัญ ดังแสดงในภาพที่ 2
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ฤทธิ์ตานอักเสบและฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดจากใบกัญชงไทย  ประภัสสร  ทิพยรัตน และคณะ

ตารางที่ 3  ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระของกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูก โดยใชวิธี ABTS, DPPH และ FRAP (คาเฉลี่ย±SD, 

 n = 3)

  Hemp 
cultivars

          Fraction
Anti-oxidant activity (mg TE/g สารสกัด)

     ABTS        DPPH       FRAP

RPF1 Methanolic crude extract
Cannabinoid fraction
Non-cannabinoids fraction

97.84±10.62
147.67±9.16
66.65±3.32

54.56±0.48
73.27±1.07
48.20±0.87

99.82±1.45
113.90±2.13
82.42±1.84

RPF2 Methanolic crude extract
Cannabinoid fraction
Non-cannabinoids fraction

139.30±11.78
153.96±2.41
89.26±2.75

44.11±0.78
62.12±0.91
40.06±0.57

91.13±1.24
103.40±0.92
79.37±4.38

RPF3 Methanolic crude extract
Cannabinoid fraction
Non-cannabinoids fraction

104.71±5.31
118.36±4.62
76.29±5.18

51.17±0.51
62.89±1.46
53.15±0.31

109.55±4.58
120.71±1.30
87.21±0.72

RPF4 Methanolic crude extract
Cannabinoid fraction
Non-cannabinoids fraction

115.05±6.68
180.84±6.36
114.36±7.89

70.07±2.42
88.02±2.10
57.37±1.36

143.24±1.75
153.99±5.92
127.93±5.23

จากผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกัญชง

ตอการแสดงออกของยีนท่ีเกี่ยวกับการอักเสบในเซลล

Raw 264.7 พบวาสารสกัดหยาบเมทานอลและ

cannabinoids fraction จากใบกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูก

สามารถลดการแสดงออกของยีน iNOS และ COX2

ไดอยางมีนัยสำคัญ แตมีความสามารถในการลดการ

แสดงออกของยีน IL1B ไดไมดีเทาที่ควร ดังแสดงใน

ภาพที่ 3

จากผลการศึกษาฤทธิ์ของสารสกัดจากใบกัญชง

ตอการแสดงออกของยีนที่เก่ียวกับการอักเสบในเซลล

Detroit-551 พบวา สารสกัดหยาบเมทานอลและ 

cannabinoids fraction จากใบกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูก 

ลดการแสดงออกของยีน MMP3 ไดอยางมีนัยสำคัญ 

และพบวามีเพียง crude extract และ cannabinoids

fraction จากพันธุปลูก RPF1 และ RPF4 ที่สามารถ

ลดการแสดงออกของยีน COL2A1 ไดอยางมีนัยสำคัญ

ดังแสดงในภาพที่ 4
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ฤทธิ์ตานอักเสบและฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดจากใบกัญชงไทย  ประภัสสร  ทิพยรัตน และคณะ

ตารางที่ 5  คา minimal inhibitory concentration (MIC) คา minimal bactericidal concentration (MBC) 

 และคา minimal fungicidal concentration (MFC) ของสารสกัดหยาบเมทานอลกัญชงพันธุ

 ปลูก RPF1, RPF3 และ RPF4 (n = 3)

ตัวอยาง/เชื้อ

RPF1 RPF3 RPF4

MIC 
(µg/mL)

MBC/MFC 
(µg/mL)

MIC 
(µg/mL)

MBC/MFC 
(µg/mL)

MIC 
(µg/mL)

MBC/MFC 
(µg/mL)

S. aureus 62.5 125 125 250 62.5 125

S. epidermidis 62.5 250 125 500 62.5 500

B. subtilis 250 500 250 500 250 500

C. sporogenes - - 0.9765 0.9765 0.9765 0.9765

C. albicans - - - - 250 500

หมายเหตุ: เครื่องหมาย “-” หมายถึง ไมไดทำการทดสอบเนื่องจากไมมีฤทธิ์ตานจุลินทรีย 

ภาพที่ 1 การศึกษาความเปนพิษ (cytotoxicity test) ตอเซลล Detroit-551 ของสารสกัดหยาบเมทานอล 

 และสารสกัดแยกสวนใบกัญชงพันธุปลูก RPF1, RPF2, RPF3 และ RPF4
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* =  มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับกลุมที่ถูกให LPS เพื่อใหเกิดการอักเสบระดับเซลล
LPS  =  lipopolysaccharide, Dexa = dexamethasone
CB  =  cannabinoid fraction, NonCB = non-cannabinoid fraction

ภาพที่ 2  ผลของสารสกัดหยาบเมทานอลและสารสกัดแยกสวนใบกัญชงพันธุปลูก RPF1, RPF2, RPF3 และ
 RPF4 ตอปริมาณ NO เมื่อเกิดการอักเสบในเซลล Raw 264.7 

*  =  มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับกลุมที่ถูกให LPS เพื่อใหเกิดการอักเสบระดับเซลล
LPS  = lipopolysaccharide, Dexa = dexamethasone
CB  = cannabinoid fraction, NonCB = non-cannabinoid fraction

ภาพที่ 3 ผลของสารสกดัหยาบเมทานอลและสารสกดัแยกสวนใบกญัชงพนัธุปลกู RPF1, RPF2, RPF3 และ RPF4 
 ตอการแสดงออกของยีน iNOS, COX2 และ IL1B เมื่อเกิดการอักเสบ
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ฤทธิ์ตานอักเสบและฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดจากใบกัญชงไทย  ประภัสสร  ทิพยรัตน และคณะ

*  = มีความแตกตางอยางมีนัยสำคัญเมื่อเทียบกับกลุมที่ถูกให LPS เพื่อใหเกิดการอักเสบระดับเซลล
LPS  =  lipopolysaccharide, Dexa = dexamethasone
CB  =  cannabinoid fraction, NonCB = non-cannabinoid fraction

ภาพที่ 4  ผลของสารสกดัหยาบเมทานอลและสารสกดัแยกสวนใบกญัชงพนัธุปลกู RPF1, RPF2, RPF3 และ RPF4 

 ตอการแสดงออกของยีน MMP3 และ COL2A1 เมื่อเกิดการอักเสบ

วิจารณ

ปริมาณสารสำคญัในตวัอยางใบกญัชง ซึง่เปนสวน

ที่เหลือทิ้งและสารสกัดหยาบเมทานอลของใบกัญชงทั้ง 

4 พันธุปลูก ไดแก RPF1, RPF2, RPF3 และ RPF4 

พบวาสารสำคัญที่พบมาก ไดแก THC และ CBD โดย

ไมพบ CBN ซึง่เปนสารสลายตวัของ THC ในทกุตวัอยาง 

ในตวัอยางใบพบวามปีรมิาณ THC ในชวง  0.01–0.04 %w/w

และปริมาณ CBD ในชวง 0.55–0.78 %w/w สวน

สารสกัดหยาบเมทานอลมีปริมาณ THC ในชวง

0.09–0.36 %w/w และปริมาณ CBD ในชวง

3.45–6.64 %w/w ดังแสดงในตารางที่  1 โดยมี

อัตราสวน CBD:THC เทากับ 35, 44, 29 และ 18

ตามลำดับ พบวา RPF4 มีปริมาณ THC และ CBD 

มากกวาพันธุปลูกอื่น เชนเดียวกับขอมูลการขึ้นทะเบียน

พันธุของทั้ง 4 พันธุปลูก เม่ือป พ.ศ. 2554 RPF4

มี THC มากกวาพันธุปลูกอื่น อยางไรก็ตามลักษณะ

ทางกายภาพ ไดแก ลำตน ใบ ดอก ไมตางกัน ยกเวน

เมล็ดซึ่ง RPF3 มีเมล็ดขนาดใหญและมีน้ำหนักตอ 

1,000 เมล็ด มากกวาพันธุปลูกอื่น(35) เม่ือศึกษา

องคประกอบทางเคมีในกัญชง ดังแสดงในตารางที่ 2

พบสาร terpenoids เฉพาะกลุม sesquiterpenoids ทีม่ี 

molecular weight มากกวาหรือเทากับ 204(36) ไดแก 

β-caryophyllene, humulene และ α-bisabolol 

สารกลุม cannabinoids ไดแก cannabivarin 

(CBDV), tetrahydrocannabivarin (THCV), 

cannabichromene (CBC), CBD และ THC ซึ่ง

แตละพันธุปลูกมีลักษณะองคประกอบที่แตกตางกัน เชน 

THCV พบเฉพาะใน RPF4 สอดคลองกับการศึกษา

กอนหนานี้ โดย RPF4 ไดรับการปรับปรุงพันธุมาจาก

พันธุปลูก PU(22) อีกทั้งพบวาปริมาณและชนิดของ

สารสำคัญที่พบในตัวอยางกัญชงครั้งนี้มีนอยกวามาก

เนื่องจากมีการปรับปรุงพันธุ เพื่อลดปริมาณ THC ให

ต่ำมากๆ และเพิ่มปริมาณเสนใยทำใหสารสำคัญอื่นๆ

ลดลง ปริมาณ THC จะแปรผกผันกับลักษณะทาง

กายภาพของตนกัญชง ไดแก ปริมาณเสนใย ขนาดความ

สูงและขนาดเสนผานศูนยกลางของลำตน(37) นอกจากนี้

ใน cannabinoids fraction มอีงคประกอบทางเคมีของ

สารในกลุม terpenoids บางชนิด และ cannabinoids

เชนเดียวกับที่พบในสารสกัดหยาบเมทานอล สวน

non-cannabinoids fraction พบมีสารกลุม

cannabinoids เชน CBD และ THC เชนกัน แตมี

ปริมาณนอยกวาที่พบในสารสกัดหยาบเมทานอลและ

ใน cannabinoids fraction อาจเนือ่งจากสภาวะในการ
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แยกสวนดวยวธิ ีflash chromatography ยงัไมเหมาะสม

ทำใหการสกัดสารแยกสวนไมสมบูรณ

จากการทดสอบฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระในสารสกัด

หยาบเมทานอล รวมทั้ง cannabinoids fraction และ 

non-cannabinoids fraction ของกญัชงท้ัง 4 พนัธุปลกู

ดังแสดงในตารางที่ 3 พบวา RPF4 มีฤทธิ์ตานอนุมูล

อิสระดีที่สุด สวน RPF1 RPF2 และ RPF3 มีฤทธิ์ตาน

อนุมูลอิสระไมแตกตางกัน และพบวาตัวอยางแตละชนิด

ของกัญชงมีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระแตกตางกัน โดย 

cannabinoids fraction มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระดีที่สุด 

เมื่อทดสอบดวย 3 วิธี โดยมีคา Trolox equivalent 

antioxidant capacity เฉลี่ย ในชวง 71.57–150.20 

mg TE/g รองลงมา คือ สารสกัดหยาบเมทานอล

มีค า ในช วง  54.98–114.22 mg TE/g ส วน

non-cannabinoids fraction มีฤทธิ์นอยที่สุด มีคา

ในชวง 49.69–94.23 mg TE/g ใน cannabinoid 

fraction ของกัญชง ประกอบดวยสารสำคัญหลัก

คือ CBD และ THC บางเล็กนอย และสารประกอบ

terpenophenolic อืน่ๆ รวมเรยีกวา phytocannabinoids

ซึ่ ง อ อกฤทธิ์ ต า นอนุ มู ล อิ ส ร ะ อย า ง มี นั ย ส ำ คัญ

โดยสามารถปองกันการเกิดปฏิกิริยาท้ัง primary

และ secondary oxidation สารสกัดดวยตัวทำละลาย

จะมีฤทธิ์ดีกวาสารสกัดดวยน้ำ แตฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

มคีวามแตกตางกนัขึน้กบัพนัธุปลกู การปลกู และลกัษณะ

องคประกอบสารสำคัญของสารสกัดที่ได(38,39)

ผลการทดสอบฤทธ์ิตานแบคทีเรียและเช้ือรา

ในสารสกัดหยาบเมทานอลรวมทั้ง cannabinoids 

fraction และ non-cannabinoids fraction ของสาร

สกดักญัชงทัง้ 4 พนัธุปลกู พบวา cannabinoids fraction

มฤีทธิต์านแบคทเีรียไดดทีีสุ่ด เมือ่พจิารณาองคประกอบ

ทางเคมี cannabinoids fraction มีสารสำคัญในกลุม

cannabinoids เชน CBDV, CBD, CBC และ

THC ไมตางจากท่ีพบในสารสกัดหยาบ แตมีสัดสวน

สูงกว าทำใหมีฤทธิ์ต านเชื้อแบคทีเรียดีกว า  จาก

การทบทวนวรรณกรรม  พบว า โครงสร า งของ 

cannabinoids ที่มีโครงสรางเปน monoterpene 

moiety รวมกับมี pentyl side chain ไดแก CBG,

CBD, CBC และ THC มีฤทธิ์ตานแบคทีเรียดีที่สุด 

โดยเฉพาะพันธุปลูกที่มี THC สูง(40)  จากผลการศึกษา

ฤทธิ์ตานแบคทีเรียของ cannabinoids fraction

ไมตางจากสารสกัดหยาบเมทานอล การศึกษาครั้งนี้

เปนการศึกษาเพื่อเพิ่มมูลคาเพิ่มของสวนเหลือทิ้งของ

กัญชง ดังนั้นเพื่อประหยัดตนทุนของสารสกัดจึงทำการ

ศึกษาทดสอบหาคา MIC, MBC และ MFC โดยใช

สารสกัดหยาบเมทานอลและศึกษาเฉพาะพันธุปลูก

RPF1, RPF3 และ RPF4 เนื่องจากเมล็ดพันธุปลูก

RPF2 มีปริมาณนอยไม เพียงพอที่จะสงเสริมให

เกษตรกรปลูก ทำใหตัวอยาง RPF2 ในงานวิจัยนี้มี

ปริมาณนอยไม เพียงพอตอการศึกษา อีกทั้ ง เปน

การสงเสริมเกษตรกรของมูลนิธิโครงการหลวงและ

สถาบันวิจัยและพัฒนาพื้นที่สูง (องคการมหาชน) ให

สามารถปลูกกัญชงไดทั่วไปและสามารถใชประโยชน

ไดทั้งเสนใยและเมล็ด แตพันธุปลูก RPF1 และ 

RPF4 มีขอจำกัดคือ ตองปลูกในพื้นที่ที่มีความสูง

มากกว า  1 ,200 เมตร จากระดับน้ ำทะเลและ

มีอากาศคอนขางเย็น ปจจุบัน RPF3 ไดรับการสงเสริม

ใหเกษตรกรปลูกมากที่สุด เนื่องจากสามารถปลูกไดใน

พื้นที่ราบทั่วไปที่มีอุณหภูมิสูงกวาพื้นที่สูง ดังแสดงใน

ตารางที่ 4 และ 5 จากการศึกษาพบวาสารสกัดหยาบ

เมทานอลของทัง้ 3 พนัธุปลกู มฤีทธิต์านเช้ือ S. aureus, 

S. epidermidis และ B. subtilis โดยมีคา MIC

ในชวง 62.5–250 µg/mL และคา MBC ในชวง 

125–500 µg/mL โดยเฉพาะ RPF3 และ RPF4

มฤีทธิต์านเชือ้ C. sporogenes ดทีีส่ดุ โดยมคีา MIC และ 

MBC อยูที ่0.9765 µg/mL นอกจากนีพ้บวา RPF4 มฤีทธ์ิ

ตาน C. albicans ไดบาง โดยมคีา MIC อยูที ่250 µg/mL

คา MFC อยูที่ 500 µg/mL และพบวาฤทธิ์ของสารสกัด

หยาบในการศึกษานี้ดีกวาที่เคยศึกษาในสารสกัดหยาบ

เมทานอลของ C. sativa ที่สามารถตานเชื้อ S. aureus

และ B. subtilis มี MIC เทากับ 1.56 mg/mL(41)

แตมีฤทธิ์นอยกวาที่มีในรายงานของ Martinenghi LD

และคณะ(21) ซึ่งศึกษาโดยการแยกสาร CBDA และ

CBD จากสารสกัดกัญชงที่สกัดดวยเอทานอลใหมี

ความบริสุทธิ์สูง สามารถตานเช้ือ S. aureus และ

S. epidermidis โดยมีคา MIC ของสารสกัดอยูท่ี 

1–2 µg/mL แตไมมีผลตอแบคทีเรียแกรมลบ ไดแก 



163วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 65 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2566

ฤทธิ์ตานอักเสบและฤทธิ์ตานเชื้อแบคทีเรียและเชื้อราของสารสกัดจากใบกัญชงไทย  ประภัสสร  ทิพยรัตน และคณะ

E. coli และ Ps. aeruginosa นอกจากนี้น้ำมันหอม

ระเหยจากกญัชง ซึง่มสีารสำคญัในกลุม terpenes ไดแก 

monoterpenes และ sesquiterpenes มีฤทธิ์ยับย้ัง

การเจริญของเช้ือดื้อยาและเชื้อกลุมแบคทีเรียแกรมบวก

สวนใหญและแกรมลบบางสวน เชน C. sporogenes, 

S. aureus และ S. epidermidis ซึ่งพันธุปลูกกัญชง

ที่แตกตางกันใหฤทธิ์ตานแบคทีเรียแตกตางกัน(20)

จากผลการศึกษาสารสกัดกัญชงมีฤทธิ์ตานแบคทีเรีย

แกรมบวกและกอใหเกิดโรคไดดี  โดยเฉพาะ C.

sporogenes ท่ีพบคา MIC ต่ำถึง 0.9765 µg/mL

แสดงถึงฤทธิ์การตานเชื้อที่ดีมาก และสารสกัดจากพืชที่

MIC นอยกวา 100 µg/mL ยังจัดวามีฤทธิ์ตาน

แบคทีเรีย(42)

ผลการศึกษาความเปนพิษของสารสกัดจาก

ใบกัญชงตอเซลล Detroit-551 พบวาทุกพันธุปลูกที่

ความเขมขน 10 µg/mL เซลลยังคงมีชีวิตรอดมากกวา 

90% จึงเลือกใชความเขมขนนี้ในการศึกษาฤทธิ์ตาน

การอักเสบ โดยศึกษาในเซลล Raw 264.7 ซึ่งเปน

macrophage cell line ที่สามารถกระตุนกระบวนการ

อักเสบไดงายและผลิต nitric oxide (NO) ออกมาใน

ปริมาณสูง เมื่อใช LPS ความเขมขน 1 µg/mL สามารถ

กระตุนใหเซลลเกดิการอกัเสบได โดยปรมิาณ NO ทีเ่ซลล

สรางขึน้เพิม่ขึน้ประมาณ 2.5 เทา เม่ือเปรยีบเทียบกับกลุม

ควบคมุ และ dexamethasone ซึง่เปนยากลุม steroids 

ที่มีฤทธิ์ตานการอักเสบ ความเขมขน 10-7 M ที่ใชเปน 

positive control สามารถลดระดับของ NO จากเซลล

ที่ถูกกระตุนทำใหการอักเสบกลับมาอยูในระดับปกติได 

สำหรับผลในการลดการอักเสบมีเพียง cannabinoids 

fraction ของสารสกัดใบกัญชง ทั้ง 4 พันธุปลูก และ

สารสกดัหยาบเมทานอลของพันธุปลูก RPF1 และ RPF4 

เทานั้น ที่สามารถลดการสราง NO อยางมีนัยสำคัญ 

อาจเนื่องมาจากสารกลุม cannabinoids และมีความ

สัมพันธกับ antioxidant properties ของสารสกัด 

เมื่อพิจารณากระบวนการอักเสบในระดับเซลล NO ถูก

สรางขึ้นจากการทำงานของเอนไซม iNOS ซึ่งถูกกระตุน

ใหมีการสรางและทำงานมากข้ึนเม่ือเกิดการอักเสบ

มีความเกี่ยวของกับการแสดงออกและการทำงานของ

เอนไซม COX-2 ที่ควบคุมกระบวนการสรางสารกลุม 

prostaglandin ซึ่งมีบทบาทสำคัญในกระบวนการ

อักเสบ เมื่อเกิดการอักเสบในระดับเซลลจะมีการสราง

สาร cytokines เรียกวา IL-1β ซึ่งมีหนาที่ในการ

ขยายสัญญาณการอักเสบระดับเซลลใหมากยิ่งขึ้นและ

มีบทบาทสำคัญที่สุดในกระบวนการอักเสบ จึงสามารถ

ใชการแสดงออกของเอนไซมหรือยีนที่ควบคุมการสราง

เอนไซมเหลานีเ้ปน biomarker เพือ่ตดิตามกระบวนการ

อักเสบในระดับเซลลได โดยทำการศึกษาการแสดงออก

ของยีน iNOS ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม iNOS ยีน

COX2 ซึ่งควบคุมการสรางเอนไซม COX-2 และยีน 

IL1B ซึ่งควบคุมการสรางสาร IL-1β ประกอบการ

ตรวจวัดระดับ NO ที่ถูกผลิตขึ้น พบวาผลการแสดง

ออกของยีนทั้ง 3 ตัว มีความสอดคลองกับผลการศึกษา

ระดับ NO โดย LPS มีผลกระตุนการแสดงออกของ

ยีน iNOS COX2 และ IL1B อยางมีนัยสำคัญ เมื่อ

เปรียบเทียบกับกลุมควบคุมและยา dexamethasone

มีผลในการยับยั้งการแสดงออกของยีนทั้ง 3 ตัวได ผล

ของสารสกัดจากใบกัญชง พบวามีเพียงสารสกัดหยาบ

เมทานอล และ cannabinoids fraction ของสาร

สกัดจากใบกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูก เทานั้น ที่มีผลใน

การลดการแสดงออกของยีนที่เกี่ยวของกับการอักเสบ

โดย cannabinoids fraction มีผลในการลดการ

แสดงออกของยีนมากกวาเล็กนอย และสารสกัดที่ไดจาก

พนัธุปลกู RPF4 มปีระสทิธภิาพในการลดการแสดงออก

ของยีนทั้ง 3 ชนิด มากที่สุด แสดงใหเห็นวาประสิทธิภาพ

ในการลดการแสดงออกของยนีทีเ่กีย่วของกบักระบวนการ

อักเสบภายในเซลล Raw 264.7 อาจเปนผลจากปริมาณ

และชนดิของสารกลุม cannabinoids ทีเ่ปนองคประกอบ

อยูในสารสกัด

เซลลที่ใชเปนตัวแทนของเซลลผิวหนังในการ

ศึกษาครั้งน้ี คือ เซลล Detroit-551 ซึ่งเปนเซลลท่ี

ไมไดมีการแสดงออกของยีน iNOS, COX2 และ

IL1B ในระดับที่ชัดเจน รวมถึงไมสามารถผลิต NO ใน

ระดับที่สูงเมื่อถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบ จึงเปลี่ยน 

biomarker เพื่อติดตามกระบวนการอักเสบในระดับ

เซลลเปนการติดตามยีน MMP3 ซึ่งกำหนดการสราง

เอนไซม matrix metalloproteinase-3 (MMP-3)

ทีส่ลาย matrix ภายในเซลลผวิหนงัเมือ่เกดิกระบวนการ
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อักเสบและยีน COL2A1 ที่ควบคุมการสราง collagen 

ชนิด 2A1 ซึ่งเปนคอลลาเจนชนิดท่ีเซลลสรางขึ้นเมื่อ

เริ่มเกิดการอักเสบ โดยผลการทดสอบกระบวนการ

อักเสบในระดับเซลล เมื่อกระตุนดวย LPS และให

dexamethasone เพื่อลดการอักเสบ พบวาไมแตกตาง

จากการศึกษาในเซลล Raw 264.7 โดยยีน MMP3

และ COL2A1 มีการแสดงออกที่สูงขึ้น เมื่อถูกกระตุน

ใหเกิดการอักเสบดวย LPS และ dexamethasone

มีความสามารถในการกดการแสดงออกของยีนทั้ง 2 ตัว

อยางมีนัยสำคัญ ประสิทธิภาพในการลดการอักเสบ

ของสารสกัดจากใบกัญชง พบวามีเพียงสารสกัดหยาบ

เมทานอล และ cannabinoid fraction ของสารสกัด

จากใบกัญชงทั้ง 4 พันธุปลูกเทานั้น ท่ีสามารถลด

การแสดงออกของยีนที่ เกี่ยวของกับการอักเสบทั้ง

2 ชนิด ไดอยางมีนัยสำคัญ โดย cannabinoid

fraction มคีวามสามารถในการลดการแสดงออกของยนี

ไดมากกวาเลก็นอยและสารสกดัท่ีไดจากพันธุปลูก RPF4 

สามารถลดการแสดงออกของยนี MMP3 และ COL2A1

ไดชัดเจนกวาพันธุปลูกอื่น  ๆ  และผลการศึกษานี้

สอดคลองกับผลการศึกษาใน Raw 264.7 สรุปไดวา 

ความสามารถในการลดการอักเสบในระดับเซลลของ

สารสกัดจากใบกัญชงอาจมาจากสารกลุม cannabi-

noids ที่เปนองคประกอบของสารสกัด(43) เมื่อพิจารณา

องคประกอบของสารกลุม cannabinoids ไดสารที่

พบเฉพาะในสารสกัดจากพันธุปลูก RPF4 ซึ่งอาจมีผล

ทำใหมปีระสิทธภิาพเหนอืกวาพนัธุปลกูอืน่ ๆ  ท่ีใชในการ

ศกึษา คอื THCV ซึง่จากการศกึษาน้ีพบวามีเพยีง RPF4 

เทานั้น ที่ตรวจพบ THCV อยูภายในองคประกอบ และ

จากการศึกษากอนหนา พบวาสาร THCV มีผลชวยลด

อาการอักเสบในหนูทดลอง(44) และมีประสิทธิภาพใน

การลดการสราง NO จากเซลล macrophage จากหนู

เมือ่ถกูกระตุนใหเกดิการอกัเสบในระดบัหลอดทดลอง(45)

จึงเปนที่นาสนใจวา THCV อาจมีสวนสำคัญในการลด

การอักเสบในเซลลผิวหนัง ซึ่งจำเปนที่ตองมีการศึกษา

ยืนยันตอไปในอนาคต

สรุป

การศึกษาสารสกัดหยาบเมทานอลและสาร

สกัดแยกสวนจากใบกัญชงไทยที่ เปนสวนเหลือท้ิง

ของกัญชงที่ขึ้นทะเบียนพันธุ  เพื่อใชประโยชนจาก

เสนใย ไดแก พันธุปลูก RPF1, RPF2, RPF3 และ 

RPF4 พบวา cannabinoids fraction ของ RPF4 

มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา ไดแก ฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ

ฤทธิ์ตานแบคทีเรีย และฤทธิ์ตานอักเสบ โดยสามารถลด

การอักเสบในระดับเซลลรวมถึงเซลลผิวหนังไดดีที่สุด 

เพื่อเปนการเพิ่มมูลคาเพิ่มของสวนเหลือทิ้งของกัญชง

และเพื่อประหยัดตนทุนของสารสกัดจึงสนใจฤทธิ์ทาง

เภสัชวิทยาเฉพาะในสารสกัดหยาบ จากผลการศึกษา

สารสกัดหยาบเมทานอลของ RPF3 ซ่ึงเปนพันธุปลูก

ที่ เกษตรกรปลูกมากที่สุด มีฤทธิ์ตานอนุมูลอิสระ 

ฤทธิ์ตานแบคทีเรียคอนขางดีตอ C. sporogenes,

S. aureus และ S. epidermidis และมีฤทธิ์ตาน

อักเสบ โดยสามารถลดการสราง nitric oxide (NO)

จากเซลลที่ถูกกระตุนใหเกิดการอักเสบ สามารถยับยั้ง

การเพิ่มข้ึนของยีนที่เก่ียวของกับกระบวนการอักเสบ 

ไดแก iNOS, COX2 และ IL1B นอกจากนี้สามารถลด

การแสดงออกของยีน MMP3 และ COL2A1 เมื่อเกิด

การอักเสบในระดับเซลลของเซลลผิวหนังได ซึ่งขอมูล

การศึกษาในครั้งนี้มีประโยชนตอการศึกษาเพิ่มเติม

ดานการทดสอบความเปนพิษและประสิทธิผลของ

ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาขางตนในสัตวทดลอง เพื่อศึกษา

ความเปนไปไดในการพัฒนาเปนผลิตภัณฑสมุนไพร

เชน ผลิตภัณฑสมุนไพรที่มีฤทธ์ิตานอนุมูลอิสระ

ตานจลุนิทรยีและตานอกัเสบ เพือ่เพิม่มลูคาของใบกญัชง

ที่เหลือจากการนำไปใชประโยชนทางเศรษฐกิจอ่ืนๆ ได

หลากหลายมากยิ่งขึ้น 
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Anti-infl ammatory Activity on Skin Cells,
Antibacterial and Antifungal Activities

of Methanolic Thai Hemp Leaves Extracts

ABSTRACT Since The Thai government has a policy for promoting hemp (Cannabis sativa L. subsp. 
sativa) as an economic crop for fi ber. Therefore, the utilizing feasibility of hemp leaves, a by-product of 
post-harvest hemp fi ber production, would be considered in order to create added value to the business. 
The purpose of this research was to investigate the pharmacological eff ects of leaves extracts of four
cultivars of Thai hemp, RPF1–4, including antioxidant, antibacterial, antifungal, and anti-infl ammatory 
activities. The results revealed that the cannabinoid fraction of RPF4 possessed the highest antioxidant 
activities  presenting as Trolox equivalent antioxidant capacity in the range of 88.02–180.84 mg/g. The extracts 
from RPF3 and RPF4 cultivars had antimicrobial activities against gram-positive bacteria and fungi 
(Candida albicans), but had no inhibitory eff ect on gram-negative bacteria. The methanolic crude extracts 
of RPF3 and RPF4 cultivars had the highest activities against Clostridium sporogenes with the minimal
inhibitory concentration (MIC) of 976.5 ng/mL. Concerning the anti-infl ammatory activity of hemp leaves extracts, 
it was found that methanolic crude extracts and cannabinoid fraction of all cultivars could suppress nitric 
oxide (NO) production in the infl ammatory process, signifi cantly reduce the pro-infl ammatory genes,
including iNOS, COX2, and IL-1B, and lower  MMP3 and COL2A1 gene expression. Of those, the RPF4 
extract had cannabinoids in a rather high amount and tetrahydrocannabivarin (THCV) that exerted the 
highest anti-infl ammatory activity comparable to dexamethasone. The study results are benefi cial for 
using hemp leaves from post-harvest fi ber production as herbal products. However, in vivo studies of 
toxicity and effi  cacy of those pharmacological activities should be further performed.

Keywords: Anti-infl ammatory, Antibacterial, Antifungal, Antioxidant, Thai hemp leaves extracts
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บทคัดยอ ตามที่กระทรวงสาธารณสุขออกกฎกระทรวงและประกาศกระทรวงเก่ียวกับกัญชาและกัญชง 4 ฉบับ ในป

พ.ศ. 2564–2565 เพือ่ใหสามารถนาํมาใชประโยชนทางการแพทย รวมทัง้นาํสวนตางๆ ของพชืกญัชาและกญัชงมาใชประโยชน

ในเชิงพาณิชย โดยควบคุมปริมาณสารที่ออกฤทธิ์ตอจิตและประสาท คือ tetrahydrocannabinol (THC) ในผลิตภัณฑ

สํานักเครื่องสําอางและวัตถุอันตราย กรมวิทยาศาสตรการแพทย ไดพัฒนาหองปฏิบัติการบริการตรวจวิเคราะหปริมาณ 

THC และ cannabidiol (CBD) ในผลิตภัณฑเครื่องสําอาง ที่ไดรับการรับรองตามมาตรฐาน ISO/IEC 17025:2017 ในป 

พ.ศ. 2564 การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพ่ือพัฒนาหองปฏิบัติการเครือขายทั้งภาครัฐและเอกชนที่ใหบริการตรวจวิเคราะห

สาร THC และ CBD ในผลิตภัณฑเครื่องสําอาง จึงจัดใหมีโปรแกรมทดสอบความชํานาญ ซ่ึงยังไมมีผูใหบริการทดสอบ

ความชํานาญ โดยพัฒนาการทดสอบความชํานาญของตัวอยาง 2 ชนิด คือ ครีมที่มีความเขมขนของสาร THC รอยละ 0.05 

โดยน้ําหนัก และแชมพูที่มีความเขมขนของ CBD รอยละ 0.01 โดยนํ้าหนัก นํามาทดสอบคุณสมบัติความเปนเน้ือเดียวกัน

ความคงตัว และประเมินทางสถิติตามมาตรฐาน ISO 13528:2015 พบวาตัวอยางสูตรตํารับครีมที่ผสม THC มีความเปนเนื้อ

เดียวกัน ความคงตัวที่อุณหภูมิหอง (27−30 องศาเซลเซียส) ในสภาวะเรงที่ 45±2 องศาเซลเซียส รวมถึงสภาวะการขนสงมี

ความเหมาะสมสําหรับนําไปใชในการดําเนินกิจกรรมเปรียบเทียบผลระหวางหองปฏิบัติการ พบวาสูตรตํารับแชมพูผสม CBD 

มีปญหาดานความคงตัวจําเปนตองพัฒนาผลิตภัณฑตอไป เพื่อนําไปสูการขอรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 17043:2022  และ

ขยายขอบขายการใหบริการดานการทดสอบความชํานาญของกรมวิทยาศาสตรการแพทย

คําสําคัญ: THC, CBD, เครื่องสําอาง, ทดสอบความชํานาญ, สารสกัดกัญชา
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บทนํา

เครื่องสำอาง ตามพระราชบัญญัติเครื่องสำอาง 

พ.ศ. 2558 หมายถึง วัตถุที่มุงหมายสำหรับใชทา ถู 

นวด โรย พน หยอด ใส อบ หรือกระทำดวยวิธีอื่นใดกับ

สวนภายนอกของรางกายมนุษยและใหหมายรวมถึง

การใชกับฟนและเยื่อบุในชองปาก โดยมีวัตถุประสงค

เพือ่ความสะอาด ความสวยงาม หรอืเปล่ียนแปลงลักษณะ

ที่ปรากฏ หรือระงับกลิ่นกาย หรือปกปองดูแลสวนตาง ๆ

ใหอยูในสภาพด ีรวมท้ังเครือ่งประทินผวิตาง ๆ  แตไมรวม

เครื่องประดับและเครื่องแตงตัว ซ่ึงเปนอุปกรณ

ภายนอกรางกาย(1) ปจจุบันเครื่องสำอางเปนปจจัยที่ 5 

ที่มีความสำคัญกับมนุษยทุกเพศทุกวัย ทำใหธุรกิจ

ดานเคร่ืองสำอางระดับโลกเติบโตมาอยางตอเนื่อง

คาดการณวาป ค.ศ. 2021–2028 ธุรกิจนี้จะมีอัตรา

การเตบิโตรายปแบบผสม (compound annual growth 

rate, CAGR) ประมาณรอยละ 8(2)

มนุษยใชประโยชนจากกัญชาและกัญชงมา

ตั้งแตสมัยโบราณ  ดวยวิทยาศาสตรและเทคโนโลยีที่

กาวหนาทำใหปจจุบันมนุษยสามารถนำสารสำคัญตาง ๆ

ในกัญชาและกัญชงมาใชประโยชนอยางกวางขวาง สารสำคญั

ดังกลาว ไดแก แคนนาบินอยด (cannabinoids)

ซึ่งมี 2 กลุม คือ กลุมที่มีฤทธิ์ตอจิตและประสาท

(psychotropic substances) เชน tetrahydro-

cannabinol (THC) ไดแก ∆9-THC, ∆8-THC,

และ THCA เปนตน และกลุมที่ไมมีฤทธิ์ตอจิตและ

ประสาท (non psychotropic substances) เชน

cannabidiol (CBD) cannabigerolic acid (CBGA) 

cannabidiolic acid (CBDA) และ cannabinolic

acid (CBNA) เปนตน นอกจากนี้ยังพบ flavonoids

และ terpenoids โดย cannabinoids ที่พบมาก คือ 

∆9-THC และ CBD(3) รัฐบาลเล็งเห็นการใชประโยชน

จากกัญชาและกัญชงทางการแพทยและในอุตสาหกรรม

อ่ืนๆ จงึไดออกประกาศกระทรวงสาธารณสุข เรือ่ง ระบชุือ่

ยาเสพติดใหโทษในประเภท 5(4) สงผลใหตั้งแตวันที่ 9

มิถุนายน พ.ศ. 2565 กัญชาและกัญชงไมใชยาเสพติด

ในกรณีสารสกัดท่ีมีปริมาณ THC เกินรอยละ 0.2

โดยนำ้หนกั และชอดอกมีปรมิาณ THC สงู จะถกูกำหนด

ตามประกาศกระทรวงสาธารณสขุ วนัที ่16 มถินุายน พ.ศ. 

2565 เรื่อง สมุนไพรควบคุม (กัญชา)(5) ประเทศไทย

มี ผูสนใจนำกัญชาและกัญชงมาเปนสวนผสมของ

เครื่องสำอางจำนวนมาก โดยสารสำคัญที่นิยมนำมาใช

ไดแก นำ้มนัจากเมลด็กญัชงมคีณุสมบตัเิดนในการรกัษา

สมดุลของสภาพผิว  ชวยลดริ้วรอย ชะลอความเสื่อมของ

ผิว และ CBD เปนสารที่ทำใหรูสึกผอนคลายแตไมมี

ผลตอจิตและประสาท มีฤทธิ์ตานการอักเสบ รักษาสิว

ผวิแพงาย นอกจากนีส้ารสกดัในรปูนำ้มนั CBD oil นยิม

นำมาผสมรวมกับ hemp seed oil หรือ coconut oil

หรือผสมในครีมและแชมพู กระทรวงสาธารณสุขจึงได

ออกประกาศ เรือ่ง การใชสวนของกัญชงในเครือ่งสำอาง(6)

และเรือ่ง การใชสารสกดัทีม่สีารแคนนาบไิดออลจากกญัชา

และกัญชงในเครื่องสำอาง(7) เพื่อความปลอดภัยของ

ผูบริโภค กลาวคือ การใชประโยชนจากน้ำมัน หรือ

สารสกัดจากเมล็ดกัญชง หรือสวนของใบ ราก กิ่ง และ

ลำตน การใชสารสกัดที่มีสาร CBD ในผลิตภัณฑ

เครือ่งสำอางปนเปอนของสาร THC ไดไมเกินรอยละ 0.2 

โดยน้ำหนัก และไมเกินรอยละ 0.001 โดยน้ำหนัก ใน

เครื่องสำอางพรอมใชรูปแบบน้ำมันหรือ soft gelatin

capsule หามใชกับผลิตภัณฑที่ใชในชองปากและ

ผลิตภัณฑที่ใชบริเวณจุดซอนเรน โดยผูประกอบการ

ที่ตองการผลิตเครื่องสำอางผสมกัญชาและกัญชงตอง

ยื่นขอจดแจงกับสำนักงานคณะกรรมการอาหารและยา

ซึ่งในการขอจดแจงผูประกอบการจำเปนตองมีเอกสาร

แสดงผลทดสอบปริมาณ THC ในวัตถุดิบหรือ

ผลิตภัณฑทำใหหองปฏิบัติการทดสอบมีบทบาทสำคัญ

ในการสนับสนุนและสงเสริมการผลิตเครื่องสำอาง

ผูประกอบการภายในของประเทศ 

สำนกัเครือ่งสำอางและวตัถุอนัตราย กรมวทิยาศาสตร

การแพทย เปนหองปฏิบัติการอางอิงดานเครื่องสำอาง

ของประเทศ ไดรับการรับรองมาตรฐาน ISO/IEC 

17025:2017 รายการทดสอบสาร ∆9-THC และ

CBD โดยเครื่อง ultra-high performance liquid 

chromatograph (UPLC) ในผลิตภัณฑเครื่องสำอาง

ผสมกญัชาและกญัชง เมือ่วนัที ่11 กุมภาพนัธ พ.ศ. 2565

เพื่อสนองนโยบายของรัฐบาลตระหนักถึงความสำคัญ
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ทดสอบความชำนาญสำหรับกัญชาในเครื่องสำอาง ศิริพร ทองประกายแสง และ จำเริญ ดวงงามยิ่ง

ของการพัฒนาขีดความสามารถของหองปฏิบัติการ

และการพฒันาโครงสรางพ้ืนฐานดานคณุภาพของประเทศ 

(national quality infrastructure, NQI) ตลอดจน

ขอกำหนดของ ISO/IEC 17025:2017 ขอ 7.7(8) ซึ่ง

กำหนดใหหองปฏิบัติการตองสรางความมั่นใจ เรื่อง

ความถูกตองของผลการทดสอบ ซึ่งวิธีการที่นิยม คือ 

interlaboratory comparison และ/หรอื proficiency 

test ดังนัน้ในการศกึษานีจึ้งมีการพฒันาตวัอยางตนแบบ

เคร่ืองสำอางสำหรบัทดสอบความชำนาญรายการทดสอบ 

THC และ CBD ในผลิตภัณฑเคร่ืองสำอาง ไดแก

ครีมผสม THC และแชมพูผสม CBD โดยดำเนินการ

ทดสอบความใชไดของตัวอยางท่ีเตรียมตามมาตรฐาน 

ISO/IEC 17043:2010(9) และประเมินความเปน

เนื้อเดียวกันและความคงตัว โดยใชสถิติตามมาตรฐาน 

ISO 13528:2015(10) ซึ่งเปนสวนสำคัญของการนำไปใช

ประโยชนในการขยายขอบขายของการใหบริการทดสอบ

ความชำนาญของกรมวิทยาศาสตรการแพทยตอไป 

วัสดุและวิธีการ

สารมาตรฐานและสารเคมี

สารมาตรฐานท่ีใชในการวิเคราะหหาปริมาณ 

∆9-tetrahydrocannabinol (THC) (Lipomed®, AG, 

Switzerland) ความเขมขน 1.025 mg/mL เกรดวัสดุ

อางองิ คาความไมแนนอน 0.40% (total uncertainty), 

cannabidiol (CBD) ความบริสุทธิ์ 99.85% ไดรับจาก

สำนักยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตรการแพทย 

สารเคมีใชสำหรับเตรียมตัวอยางครีมและแชมพู 

sodium polyacrylate, dicaprylyl ether, 

glycerine, mineral oil, sodium stearoyl glutamate,

sodium lauryl ether sulfate (28% surfactant), 

cocamidopropyl betaine, coco-glucoside (and) 

glyceryl oleate และ cocamide diethanolamine 

เกรดวัตถุดิบ โดยเปนสารเคมีท่ีซื้อจากรานฮงฮวด 

กรุงเทพมหานคร

สารสำคัญในการเตรียมตัวอยางทดสอบครีมและ

แชมพู

cannabis extracts (THC และ CBD extract)

ไดรับความอนุเคราะหจากมหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา

วทิยาเขตสมทุรสงคราม เตรยีมจากสวนชอดอกกญัชาทีไ่ด

จากการปลกู ณ มหาวทิยาลยัราชภฏัสวนสนุนัทา วทิยาเขต

สมุทรสงคราม นำมาทำความสะอาด ผึ่งลมใหแหง กอน

นำมาสกัดดวยเอทานอล ไดสารสกัดในรูปน้ำมันดิบ

สีเหลืองทอง นำมาผานกระบวนการแยกไขดวยเทคนิค

winterization และทำใหบรสิทุธิด์วยเทคนคิ molecular

distillation แยก THC และ CBD โดยใชอุณหภูมิที่

แตกตางกัน ดวยเครื่อง Glass Wiped (Thin) Film 

(Molecular) Distillation System (Valuen®, 

People’s Republic of China) สารสกัดที่ไดเก็บ

ในขวดแกวสีชา ปดฉลากระบุช่ือ และวันที่เตรียม เก็บ

รักษาที่อุณหภูมิหอง

สารเคมีสำหรับการวิเคราะหหาปริมาณดวยเทคนิค 

HPLC 

acetonitrile, methanol และ isopropanol 

(HPLC gradient grade, Thomas Baker, Mumbai,

India), formic acid (AR grade, Darmstadt, 

Germany) 

เครื่องมือและอุปกรณ  

u l t r a-h i gh  p e r f o rmance  l i qu i d 

chromatograph (UPLC) (WatersTM, Waters 

Corporation, United States) with Photodiode

array detector (PDA), water purification 

(MilliporeTM, Merck Millipore, Germany),

hot plate–Stirrer (IKATM, IKA-Werke GmbH & Co.

KG, Germany), vortex mixer (GenieTM, 

Scientific Industries, Inc., United States),

incubator (MammertTM, Memmert GmbH & Co.

KG, Germany), homogenizer (Huxi, Shanghai 

yanhe, People’s Republic of China)
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Proficiency Testing for Cannabis in Cosmetic Products   Siriporn Thongpakaisang and Jumrern Duangngamying

วิธีการ 

การวเิคราะหปรมิาณสาร THC และ CBD ในสารสกัด 

นำ cannabis extract (THC และ CBD extract)

ผานกระบวนการ decarboxylation โดยละลายดวย 

methanol 50 มลิลลิติร ใน evaporating dish ใชแทงแกว

คนจนสารสกัดละลายหมด นำไปใหความรอนบน

hot plate ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 

ชั่วโมง ทิ้งใหเย็นจะไดของเหลวขนหนืดสีน้ำตาล โดย

อนุพันธของ THC extract และ CBD extract ที่ได

กำหนดชื่อวา cannabis extract A และ cannabis

extract B ตามลำดับ จากนั้นทดสอบหาปริมาณ

∆9-THC และ CBD ตัวอยางละ 5 ซ้ำ โดยวิธีทดสอบ

ที่ไดรับการรับรอง ISO/IEC 17025:2017(11) สภาวะของ

เครื่องมือที่ใช ไดแก คอลัมนชนิด (Kinetex® C18, 2.6 

µm × 2.1 mm × 100 mm หรอื Acquity® BEH C18,

1.7 µm λmax 280 นาโนเมตร) ปริมาตรที่ฉีด 2 

ไมโครลิตร อุณหภูมิคอลัมน 45 องศาเซลเซียส วัฏภาค

เคลื่อนที่ (mobile phase) ใชโปรแกรมปรับเปล่ียน

อัตราสวนผสม (gradient program) ของอัตราสวน 

A คือ 0.1% formic acid in deionized water และ

อัตราสวน B คือ 0.1% formic acid in acetonitrile 

ดังแสดงในตารางที่ 1

Time

(min)

Flow

(mL/min)
%A %B

1 Initial 0.45 40 60

2 9 0.45 15 85

3 10 0.45 40 60

การเตรียมตัวอยางทดสอบความชำนาญสำหรับ

ทดสอบ THC และ CBD ในผลิตภัณฑเครื่องสำอาง

การเตรยีมตวัอยางครมีสำหรบัทดสอบหาปรมิาณ 

THC ตามสูตร 3 กิโลกรัม คำนวณสวนผสมตามสัดสวน

รอยละ ดังแสดงในตารางที่ 2 การผสมสวนที่เปน oil 

based คือ A1, A2 และ A3 ใหเปนเน้ือเดียวกันได

เปนสวนผสม A จากนั้นละลายสารสกัด B2 ดวย B1 

จนหมด ไดเปนสวนผสม B แลวนำไปผสมกับสวนผสม 

A กวนใหเปนเนื้อเดียวกัน ไดเปนสวนผสม AB เตรียม

สวนผสม C โดยผสม C1 และ C2 เขาดวยกัน จากนั้น

นำสวนผสม AB และ C ผสมรวมกันและกวนใหเปน

เน้ือเดียวกันดวย homogenizer จะไดผลิตภัณฑที่มี

ลักษณะเปนครีมสีขาว แบงบรรจุในตลับแกว ฝาเกลียว

พลาสติก ปริมาตร 30 กรัม จำนวน 80 ตลับ ติดฉลาก

และหมายเลขกำกับวา cream sample 1−80 

เตรียมตัวอยางแชมพูสำหรับทดสอบ CBD ตาม

สูตร 3 กิโลกรัม คำนวณสวนผสมตามสัดสวนรอยละ

ดังแสดงในตารางที่ 3 โดยคอยๆ ละลายสารสกัด 

cannabis extract B ในสวนประกอบที ่2, 3 และ 4 กวน

ใหเปนเนื้อเดียวกัน คอยๆ เติมสวนประกอบที่ 1 และ 7 

ปนผสมใหเปนเนื้อเดียวกันดวยเครื่อง homogenizer 

ไดผลิตภัณฑที่มีลักษณะเปนสารละลายหนืด ใส ไมมีสี 

คาความเปนกรด-ดาง อยูระหวางชวง 6−7 แบงบรรจุ

ในขวดพลาสติก ปริมาตร 30 มิลลิลิตร จำนวน 80 ขวด 

ตดิฉลากและหมายเลขกำกบัวา shampoo sample 1−80 

ตารางที่ 1 Gradient program ของอัตราสวนผสมของ A และ B
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ทดสอบความชำนาญสำหรับกัญชาในเครื่องสำอาง ศิริพร ทองประกายแสง และ จำเริญ ดวงงามยิ่ง

การศึกษาความใชไดของตัวอยางทดสอบ (valida-

tion of sample for proficiency test)

การทดสอบคณุสมบตัคิวามเปนเนือ้เดียวกนั (homo-

geneity testing) ตามมาตรฐาน ISO 13528:2015(10)

สุมตัวอยางครีมและแชมพูที่เตรียมแบบสุมอิสระ 

(random sampling) โดยใชคำสั่ง RANBETWEEN 

ในโปรแกรม Excel ชนดิละ 10 ตวัอยาง นำมาทดสอบหา

ปริมาณสาร THC ในครีม และ CBD ในแชมพู 

นำผลวิเคราะหของตัวอยางทดสอบ จำนวน 10

ตวัอยางๆ ละ 2 ซ้ำ ทดสอบความเบีย่งเบนภายในตวัอยาง 

(within-sample standard deviation) โดยใช 

ตารางที่ 2 สูตร cannabis PT cream 

 สวนประกอบ รอยละโดยน้ำหนัก

A1  sodium polyacrylate 1.20

A2  dicaprylyl ether  3.00

A3  glycerine 4.00

B1  mineral oil 4.00

B2 cannabis extract A 0.05

C1 sodium stearoyl glutamate 0.20

C2 water 87.55

รวม 100.00

ตารางที่ 3 สูตร cannabis PT shampoo

       สวนประกอบ รอยละโดยน้ําหนัก

1 sodium lauryl ether sulfate 28% 
surfactant

33.33

2 cocamidopropyl betaine   5.00

3 coco-glucoside (and) glyceryl oleate 5.00

4 cocamide diethanolamine 3.33

5 cannabis extract B 0.10

6 water 53.24

รวม 100.00

Cochran’s test คำนวณและเปรียบเทียบคาที่ไดกับ 

Cochran critical value  ที่  95% CI หากคาที่ไดจาก

การคำนวณนอยกวา แสดงวาไมมีความแตกตางภายใน

ตัวอยางทดสอบ จากนั้นทดสอบความเบี่ยงเบนระหวาง

ตวัอยาง (between-sample standard deviation, ss)

โดยเปรียบเทียบคาความเบี่ยงเบนของการประเมิน

การทดสอบความชำนาญ (σpt) ถา ss ≤ 0.3 σpt  แสดงวา

ตัวอยางทดสอบมีความเปนเนื้อเดียวกัน (adequately 

homogeneous)

วธิทีดสอบความเบ่ียงเบนภายในตวัอยาง (within-

sample variation) โดยใช Cochran’s test คำนวณ

คา Ccal ดังนี้
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สุมทดสอบครัง้ละ 2 ตวัอยาง ดำเนนิการทดสอบทกุ 10 วนั

รวม 5 ครั้ง

สภาวะของการขนสง นำตัวอยางครีมและแชมพู

ที่สุมไวอยางละ 8 ตัวอยาง สงไปรษณียไปจังหวัดตัวแทน

4 ภาค ไดแก ภาคใต (ภเูก็ต) ภาคตะวันออก (ฉะเชิงเทรา) 

ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (อุบลราชธานี) และภาคเหนือ 

(เชียงใหม) จังหวัดละ 2 ตัวอยางตอชนิด รวมเปน 4 

ตวัอยางตอจงัหวดั เมือ่ตวัแทนแตละจงัหวดัไดรบัตวัอยาง

แลวใหสงกลับทางไปรษณียเพื่อทำการทดสอบ 

นำผลการทดสอบมาหาคาเฉลี่ยและเปรียบเทียบ

กับคาเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดสอบความชำนาญ

โดยใชเกณฑการยอมรับ (ISO 13528)(10) ดังนี้

  D2max Ccal    =  

     
∑D2

         

เมื่อ

Di = คาแตกตางของคาซ้ำ คูที่ i = 1, 2, 

   3 …, 10

Dmax =      คาแตกตางของคาซ้ำ คูท่ีมีคาสงูสดุ

 วิ ธีทดสอบความเบ่ียงเบนระหวางตัวอยาง

(between-sample standard deviation, ss) โดย

ใชสูตร

  

   ss =        

เมื่อ Sx =    standard deviation of sample

   average 

Sw = within-sample standard

   deviation   

การคำนวณคาความเบี่ยงเบนของการประเมิน

การทดสอบความชำนาญ (σpt) ไดจากการคำนวณจาก

สมการ Horwitz equation(12) ดังนี้

RSDp = 2(1−0.5logC) = 2C -0.1505

 C  = fractional concentration

การประเมินผลความคงตัวของตัวอยางทดสอบ

(stability testing)(10)

สุมตัวอยางครีมและแชมพูที่เตรียมแบบสุมอิสระ 

(random sampling) โดยใชคำสั่ง RANBETWEEN 

ในโปรแกรม Excel เพื่อทดสอบความคงตัว 3 สภาวะ 

ดังนี้ 

สภาวะอุณหภูมิหอง (27–30 องศาเซลเซียส) 

รวมระยะเวลา 60 วัน โดยนำตัวอยางครีมและแชมพู

ที่สุมไวอยางละ 12 ตัวอยาง เก็บรักษาท่ีอุณหภูมิหอง

สุมทดสอบครั้งละ 2 ตัวอยาง ดำเนินการทดสอบทุก

10 วัน รวม 6 ครั้ง 

สภาวะอุณหภูมิเรง (45±2 องศาเซลเซียส)(13) 

รวมระยะเวลา 50 วัน นำตัวอยางครีมและแชมพูที่สุมไว

อยางละ 10 ตวัอยาง ใสตูบมท่ีอณุหภมิู 45 องศาเซลเซยีส

i

|y1 - y2|≤ 0.3σ
pt

 y1 =  คาเฉลี่ยของปริมาณสารท่ีวิเคราะหเมื่อ

   ทดสอบความเปนเนื้อเดียวกัน (yhomo)

   y2 =  คาเฉลี่ยของปริมาณสารที่วิเคราะหแตละ

   สภาวะไดแก อุณหภูมิหอง หรืออุณหภูมิ

   เรงทุก 10 วัน หรือการขนสงในแตละ

   ภาค 4 แหง

 σpt =  คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของการทดสอบ

   ความชำนาญ ไดจากการคำนวณจาก

   สมการ Horwitz equation

ผล

กระบวนการ decarboxylation เปนการให

ความรอนแกสารสกัดกัญชาและกัญชง (cannabis

extracts) เพื่อเปลี่ยนรูปของ ∆9-THCA หรือ CBDA 

ใหอยูในรูป ∆9-THC และ CBD ตามลำดับ โดยกลไก

การเกิดปฏกิิรยิา ดงัแสดงในภาพที ่1 จากผลการวเิคราะห

สารสกัดดวย UPLC พบวา cannabis extract A 

พบ THC สูงรอยละ 83.27 โดยน้ำหนัก และตรวจพบ 

CBD เล็กนอย สวน cannabis extract B พบ CBD

รอยละ 30.51 โดยน้ำหนัก และพบ THC รอยละ 4.16

โดยน้ำหนัก ดังแสดงในตารางที่ 4 จากโครมาโทแกรม

บงชี้วา cannabis extract B มีสารชนิดอื่นผสมอยูใน

ปริมาณสูง  ดังแสดงในภาพที่ 2 
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ทดสอบความชำนาญสำหรับกัญชาในเครื่องสำอาง ศิริพร ทองประกายแสง และ จำเริญ ดวงงามยิ่ง

ภาพที่ 1   กระบวนการ decarboxylation of CBGA, CBDA และ THCA(14)

ตารางที่ 4  การวิเคราะหสารสกัด cannabis extract A และ cannabis extract B  

ครั้งที่
cannabis extract A cannabis extract B

THC, %w/w CBD, %w/w THC, %w/w CBD, %w/w

1 83.25 nd 4.18 30.48

2 83.26 nd 4.17 30.52

3 83.28 nd 4.16 30.53

4 83.31 nd 4.15 30.50

5 83.23 nd 4.15 30.54

mean 83.27 - 4.16 30.51

%RSD 2.75 - 1.11 2.03

หมายเหตุ: nd = not detected

การศึกษาความใชไดของความเปนเน้ือเดียวกัน

ในตัวอยาง โดยตัวอยางครีมพิจารณาจากปริมาณ THC 

และตัวอยางแชมพูพิจารณาจากปริมาณ CBD พบวา

ทั้ง 2 ตัวอยาง มีคาความเปนเนื้อเดียวกันผานเกณฑที่

ยอมรับ กลาวคือ คา Cochran’s test ของตัวอยางครีม

และแชมพูเทากบั 0.400 และ 0.167 ตามลำดบั มคีานอย

กวา Cochran critical value, 95% CI  (0.602) และ 

คา ss ของตัวอยางครีมและแชมพูเทากับ 0.0001 และ 

0.000034 ตามลำดบั และมคีานอยกวา 0.3 σpt (0.0009 

และ 0.00028 ตามลำดับ) ซึ่งแสดงวาทั้งตัวอยางครีม

และแชมพูตัวที่เตรียมมีความเปนเนื้อเดียวกันเพียงพอ 

(adequately homogeneous) สามารถใชเปนตัวอยาง

ทดสอบความชำนาญได ดังแสดงในตารางที่ 5  และ 6      
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ภาพที่ 2  โครมาโทแกรมของสารสกัดกัญชาที่ผานกระบวนการ decarboxylation ดวยวิธี UPLC

 A. cannabis extract A (retention time ของ CBD ที่ 2.826 นาที และ THC ที่ 4.166 นาที) 

 B. cannabis extract B (retention time ของ CBD ที่ 2.825 นาที และ THC ที่ 4.175 นาที) 

ตารางที่ 5  การวิเคราะหปริมาณ ∆9-THC ของตัวอยางสูตรตำรับ cannabis PT cream จำนวน 10 ตัวอยางๆ ละ 

 2 ซ้ำ และการคำนวณทางสถิติ 

ลำดับที่ ตัวอยาง
ความเขมขน THC, %w/w

Mean %RPD
A B

1 cream sample 09 0.0477 0.0478 0.0478 0.2092

2 cream sample 19 0.0475 0.0476 0.0476 0.2101

3 cream sample 06 0.0475 0.0475 0.0475 0.0000

4 cream sample 12 0.0475 0.0475 0.0475 0.0000

5 cream sample 03 0.0475 0.0477 0.0476 0.4202

6 cream sample 07 0.0477 0.0476 0.0477 0.2096

7 cream sample 10 0.0476 0.0475 0.0476 0.2101

8 cream sample 08 0.0476 0.0476 0.0476 0.0000

9 cream sample 11 0.0476 0.0477 0.0477 0.2096

10 cream sample 45 0.0477 0.0478 0.0478 0.2092
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SD
%RSD

general average of sample mean, %w/w
Cochran’s test

 Cochran critical value, 95% CI  
standard deviation of sample averages (sx)

within-samples standard deviation (sw) 
between-samples standard deviation (ss)  

σpt

0.3σpt

0.0001
0.2145
0.0476 
0.400
0.602

0.0001
0.0001
0.0001
0.0031
0.0009

ตารางที่ 5  การวิเคราะหปริมาณ ∆9-THC ของตัวอยางสูตรตำรับ cannabis PT cream จำนวน 10 ตัวอยาง ๆ 

 ละ 2 ซ้ำ และการคำนวณทางสถิติ  (ตอ)

ตารางที่ 6 การวิเคราะหปริมาณ CBD ของตัวอยางสูตรตำรับ cannabis PT shampoo จำนวน 10 ตัวอยาง ๆ

  ละ 2 ซ้ำ และการคำนวณทางสถิติ

ลำดับที่ ตัวอยาง
ความเขมขน THC, %w/w

Mean %RPD
A B

1 shampoo sample 22 0.0122 0.0123 0.0123 0.8130

2 shampoo sample 15 0.0122 0.0121 0.0122 0.8197

3 shampoo sample 19 0.0121 0.0121 0.0121 0.0000

4 shampoo sample 48 0.0122 0.0122 0.0122 0.0000

5 shampoo sample 04 0.0122 0.0121 0.0122 0.8197

6 shampoo sample 30 0.0122 0.0123 0.0123 0.8130

7 shampoo sample 11 0.0121 0.0122 0.0122 0.8197

8 shampoo sample 06 0.0122 0.0122 0.0122 0.0000

9 shampoo sample 09 0.0123 0.0122 0.0123 0.8130

10 shampoo sample 01 0.0122 0.0122 0.0122 0.0000

SD
%RSD

general average of sample mean, %w/w
Cochran’s test

 Cochran critical value, 95% CI  
standard deviation of sample averages (sx)

within-samples standard deviation (sw) 
between-samples standard deviation (ss)  

σpt

0.3σpt

0.0001
0.5252
0.0122
0.167
0.602

0.000052
0.000055
0.000034
0.00095
0.00028
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ความคงตัวของตัวอยางครีมและแชมพูพิจารณา

จากคาเฉลีย่ของปรมิาณ THC  หรอื CBD ท่ีเปล่ียนแปลง

นอยกวาหรือเทากับ 0.3σpt ในสภาวะตางๆ ที่กำหนด

3 สภาวะ คือ อุณหภูมิหอง (27–30 องศาเซลเซียส)

สภาวะเรง (45±2 องศาเซลเซียส) และการขนสง

ตัวอยางไปกลับในแตละภาค โดยเริ่มนับวันท่ีทดสอบ

ความเปนเนื้อเดียวกันเปนวันแรกหรือ day 0 (เริ่ม

ทดสอบในวันที่ 29 มกราคม พ.ศ. 2565) พบวา

สวนของตวัอยางครมีมีความคงตวัของ THC ท้ัง 3 สภาวะ 

กลาวคือ ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 60 วัน ที่สภาวะเรงเปน

เวลา 50 วัน และสภาวะขนสงตัวอยางไปจังหวัดตัวแทน 

4 แหง ดังแสดงในตารางที่ 7−9 

สำหรับตัวอยางแชมพูไดทดสอบหาการเปลี่ยน

แปลงของปริมาณ CBD ใน 3 สภาวะ ตามที่กลาวขางตน

(เริม่การทดสอบในวนัที ่31 มกราคม พ.ศ. 2565) พบวา

มีความคงตัวที่อุณหภูมิหอง 30 วัน และไมมีความคงตัว

ทั้งในสภาวะเรงตั้งแต 10 วันแรก ที่ทำการทดสอบ

(day 10) และการขนสงตวัอยางไปจงัหวดัตวัแทน 4 แหง

ดังแสดงในตารางที่ 10−12 เมื่อนำขอมูลความคงตัว

ของ CBD ที่สภาวะอุณหภูมิหองและสภาวะเรง

มาสรางกราฟ เพื่อดูแนวโนมของปริมาณสาร CBD

ที่เปลี่ยนแปลงไป พบความแตกตางของปริมาณสาร

CBD ของ 2 สภาวะ ที่แตกตางกันอยางชัดเจน

ดังแสดงในภาพที่ 3

ตารางที่ 7  การวิเคราะหปริมาณ THC และการประเมินทางสถิติของตัวอยางทดสอบสูตรตำรับครีมในสภาวะ

 อุณหภูมิหอง (27–30 องศาเซลเซียส) โดยวิเคราะหตัวอยางทดสอบทุก 10 วัน จำนวน 6 ครั้ง

 รวม 60 วัน

วันที่ทดสอบ

วัน/เดือน/ป

Cannabis Cream

Sample No.

A

(%w/w)

B

(%w/w)

Mean, y1

(%w/w)

Mean, y2

(%w/w)
|y1-y2| ผลการประเมิน

29/01/2565

(day 0)

                                                                            0.0476

10/02/2565

(day 10)

33

51

0.0474

0.0476

0.0473

0.0477

0.0475 0.0001 ผาน

20/02/2565

(day 20)

64

59

0.0474

0.0476

0.0476

0.0477

0.0476 0.0000 ผาน

03/03/2565

(day 30)

28

34

0.0477

0.0474

0.0478

0.0476

0.0476 0.0000 ผาน

12/03/2565

(day 40)

33

39

0.0476

0.0475

0.0476

0.0475

0.0476 0.0000 ผาน

22/03/2565

(day 50)

38

04

0.0475

0.0476

0.0477

0.0476

0.0476 0.0000 ผาน

04/04/2565

(day 60)

01

56

0.0475

0.0474

0.0474

0.0475

0.0475 0.0001 ผาน
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ทดสอบความชำนาญสำหรับกัญชาในเครื่องสำอาง ศิริพร ทองประกายแสง และ จำเริญ ดวงงามยิ่ง

ตารางที่ 8 การวิเคราะหปริมาณ THC และการประเมินทางสถิติของตัวอยางทดสอบสูตรตำรับครีมในสภาวะเรง

 ที่อุณหภูมิ 45±2 องศาเซลเซียส โดยวิเคราะหตัวอยางทดสอบทุก 10 วัน จำนวน 5 ครั้ง รวม 50 วัน

วันที่ทดสอบ

วัน/เดือน/ป

Cannabis Cream

Sample No.

A

(%w/w)

B

(%w/w)

Mean, y1

(%w/w)

Mean, y2

(%w/w)
|y1-y2| ผลการประเมิน

29/01/2565

(day 0)

      0.0476

10/02/2565

(day 10)

42

52

0.0476

0.0474

0.0477

0.0474

0.0475 0.0001 ผาน

20/02/2565

(day 20)

44

49

0.0474

0.0477

0.0475

0.0478

0.0476 0.0000 ผาน

03/03/2565

(day 30)

40

13

0.0477

0.0478

0.0475

0.0475

0.0476 0.0000 ผาน

12/03/2565

(day 40)

43

53

0.0475

0.0476

0.0477

0.0475

0.0476 0.0000 ผาน

22/03/2565

(day 50)

46

48

0.0476

0.0476

0.0477

0.0476

0.0476 0.0000 ผาน

ตารางที่ 9 การวิเคราะหปริมาณ THC และการประเมินทางสถิติของตัวอยางทดสอบสูตรตำรับครีมที่มีการ

 ขนสงทางไปรษณียจากจังหวัดนนทบุรีไป-กลับ 4 จังหวัด ตัวแทนของภาคใต (ภูเก็ต) ภาคตะวันออก

 (ฉะเชิงเทรา) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (อุบลราชธานี) และภาคเหนือ (เชียงใหม)

จังหวัด

(วันที่ทดสอบ)

Cannabis Cream

Sample No.

A

(%w/w)

B

(%w/w)

Mean, y1

(%w/w)

Mean, y2

(%w/w)
|y1-y2| ผลการประเมิน

29/01/2565

(day 0)

      0.0476

ภูเก็ต

(10/02/2565)

(day 10)

60

75

0.0475

0.0475

0.0475

0.0476
0.0475 0.0001 ผาน

ฉะเชิงเทรา

(10/02/2565)

(day 10)

63

67

0.0476

0.0476

0.0475

0.0475
0.0476 0.0001 ผาน

อุบลราชธานี

(20/02/2565)

(day 20)

64

59

0.0474

0.0476

0.0476

0.0477
0.0476 0.0000 ผาน

เชียงใหม

(20/02/2565)

(day 20)

54

58

0.0475

0.0475

0.0474

0.0476
0.0475 0.0001 ผาน
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ตารางที่ 10 การวิเคราะหปริมาณ CBD และการประเมินทางสถิติของตัวอยางทดสอบสูตรตำรับแชมพูในสภาวะ 

 อุณหภูมิหอง (27–30 องศาเซลเซียส) โดยวิเคราะหตัวอยางทดสอบทุก 10 วัน จำนวน 6 ครั้ง 

 รวม 60 วัน

วันที่ทดสอบ

วัน/เดือน/ป

Cannabis Cream

Sample No.

A

(%w/w)

B

(%w/w)

Mean, y1

(%w/w)

Mean, y2

(%w/w)
|y1-y2| ผลการประเมิน

31/01/2565

(day 0)

                0.0122

10/02/2565

(day 10)

37

39

0.0122

0.0123

0.0123

0.0122
0.0123 0.0001 ผาน

20/02/2565

(day 20)

40

03

0.0123

0.0124

0.0124

0.0124
0.0124 0.0002 ผาน

03/03/2565

(day 30)

35

31

0.0124

0.0122

0.0124

0.0124
0.0124 0.0002 ผาน

12/03/2565

(day 40)

67

34

0.0173

0.0173

0.0172

0.0172
0.0173 0.0051 ไมผาน

22/03/2565

(day 50)

32

36

0.0181

0.0181

0.0180

0.0181
0.0181 0.0059 ไมผาน

04/04/2565

(day 60)

66

21

0.0179

0.0181

0.0179

0.0180
0.0180 0.0058 ไมผาน

วันที่ทดสอบ

วัน/เดือน/ป

Cannabis Cream

Sample No.

A

(%w/w)

B

(%w/w)

Mean, y1

(%w/w)

Mean, y2

(%w/w)
|y1-y2| ผลการประเมิน

31/01/2565

(day 0)

               0.0122

10/02/2565

(day 10)

57

55

0.0179

0.0179

0.0179

0.0180

0.0179 0.0057 ไมผาน

20/02/2565

(day 20)

16

50

0.0180

0.0180

0.0180

0.0179

0.0180 0.0058 ไมผาน

03/03/2565

(day 30)

60

43

0.0155

0.0157

0.0156

0.0155

0.0156 0.0034 ไมผาน

12/03/2565

(day 40)

47

53

0.0172

0.0172

0.0172

0.0173

0.0172 0.0050 ไมผาน

22/03/2565

(day 50)

54

63

0.0149

0.0151

0.0150

0.0149

0.0150 0.0028 ไมผาน

ตารางที่ 11 การวิเคราะหปริมาณ CBD และการประเมินทางสถิติของตัวอยางทดสอบสูตรตำรับแชมพูในสภาวะเรง

 ที่อุณหภูมิ 45±2 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 50 วัน



181วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 65 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2566

ทดสอบความชำนาญสำหรับกัญชาในเครื่องสำอาง ศิริพร ทองประกายแสง และ จำเริญ ดวงงามยิ่ง

ตารางที่ 12 การวิเคราะหปริมาณ CBD และการประเมินทางสถิติของตัวอยางทดสอบสูตรตำรับแชมพูที่มีการ

 ขนสงทางไปรษณียจากจังหวัดนนทบุรีไป-กลับ 4 จังหวัด ตัวแทนของภาคใต (ภูเก็ต) ภาคตะวันออก

 (ฉะเชิงเทรา) ภาคตะวันออกเฉียงเหนือ (อุบลราชธานี) และภาคเหนือ (เชียงใหม)

จังหวัด

(วันที่ทดสอบ)

Cannabis Cream

Sample No.

A

(%w/w)

B

(%w/w)

Mean, y1

(%w/w)

Mean, y2

(%w/w)
|y1-y2| ผลการประเมิน

31/01/2565

(day 0)
                0.0122

ภูเก็ต

(10/2/2565)

(day 10)

77

65

0.0180

0.0180

0.0181

0.0181

0.0181 0.0059 ไมผาน

ฉะเชิงเทรา

(10/2/2565)

(day 10)

78

72

0.0179

0.0181

0.0181

0.0182

0.0181 0.0059 ไมผาน

อุบลราชธานี

(20/2/2565)

(day 20)

73

64

0.0179

0.0182

0.0179

0.0181

0.0180 0.0058 ไมผาน

เชียงใหม

(20/2/2565)

(day 20)

69

70

0.0182

0.0181

0.0181

0.0181

0.0181 0.0059 ไมผาน

ภาพที่ 3 การศึกษาความคงตัวสาร CBD ในตัวอยางแชมพูที่สภาวะเรงที่อุณหภูมิ 45±2 องศาเซลเซียส และ

 สภาวะที่อุณหภูมิหอง (27-30 องศาเซลเซียส) ระยะเวลา 50 และ 60 วัน ตามลำดับ
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วิจารณ

การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อใหไดตัวอยาง

ทดสอบความชำนาญสำหรับการตรวจวิเคราะหปริมาณ

สาร ∆9-THC และ CBD ในเครื่องสำอางผสม

กัญชงและกัญชา ในการเตรียมสูตรตำรับพิจารณาเลือก

สูตรตำรับครีมและแชมพู เพื่อเปนตัวแทนสูตรประเภท 

oil based และ water based ของเครื่องสำอางผสม

กัญชงและกัญชาท่ีมีการผลิตและจำหนายในทองตลาด 

โดยใชสูตรตำรับตั้งตนจากรานจำหนายวัตถุดิบ ลดทอน

สวนของน้ำ และไมเติมสารกันเสียหรือน้ำหอม สำหรับ

อัตราสวนผสมของสารสกัด cannabis extract A

และ cannabis extract B ท่ีเตรียมไดจากอนุพันธ

ของ THC extract และ CBD extract ดวยวิธี

decarboxylation ที่รอยละ 0.05 และ 0.1 โดยน้ำหนัก

เนื่องจากปริมาณสารสำคัญของ CBD ใน cannabis

extract B มีเพียง 30.51 %w/w จึงตองใชสัดสวน

ของ cannabis extract B สูงกวา เมื่อเปรียบเทียบกับ 

cannabis extract A ที่มีปริมาณ THC สูงถึง 83.27 

%w/w ทั้งนี้เพ่ือใหมีปริมาณ ∆9-THC และ CBD 

ในครีมหรือแชมพูอยูระหวางความเขมขน 0.01–0.05 

%w/w ซึ่งเปนชวงความเขมขนท่ีตรวจพบในตัวอยาง

ที่ตรวจวิเคราะห ในระหวางป พ.ศ. 2565–2566

เนื่องจากมีขอจำกัดเรื่องสารมาตรฐานท่ีมีเพียง  

∆9-THC และ CBD เทาน้ัน และขอจำกัดเรื่องสาร

สกัดกัญชาและกัญชงที่ทราบปริมาณและชนิด THC 

และ CBD ที่แนนอนในการเตรียมตัวอยางครีมและ

แชมพูจงึใชสารสกดัจากกญัชา คอื cannabis extract A

และ cannabis extract B ที่ไดรับการสนับสนุนจาก

มหาวทิยาลัยราชภฏัสวนสนุนัทา วิทยาเขตสมทุรสงคราม

ซ่ึง เปนสถานที่ผลิตที่ผ านการตรวจประเมินจาก

กระทรวงสาธารณสุข สารสกัดมีลักษณะเปนของแข็ง

สีเหลืองทอง โดยผานกระบวนการ decarboxylation 

เพื่อเปลี่ยน THCA ใหเปน ∆9-THC และเปลี่ยน 

cannabigerolic acid (CBGA) cannabidiolic acid 

(CBDA) cannabinolic acid (CBNA) ใหเปน CBD 

กอนนำมาใชงาน ดงัแสดงในภาพที ่1 จากนัน้นำมาทดสอบ

หาปริมาณ ∆9-THC  และ CBD ซึ่งพบวา cannabis 

extract A พบ ∆9-THC สูงรอยละ 83.27 โดยน้ำหนัก

และพบ CBD ปรมิาณนอยมาก สวน cannabis extract 

B พบ CBD รอยละ 30.51 และพบ ∆9-THC  รอยละ 

4.16 โดยน้ำหนัก และมีขอสังเกตวา cannabis extract 

B ยังพบ CBDA และสารอื่นๆ ที่ไมทราบชนิดผสมอยู 

ซึ่ งอาจเกิดจากกระบวนการ decarboxylation

ไมสมบูรณ อาจเนื่องมาจากปจจัยเรื่องอุณหภูมิท่ีใช

และระยะเวลาในการใหความรอนยังไมเหมาะสม เมื่อ

เปรียบกับผลการศึกษาของ Fućak T และคณะ(15) 

พบวาสภาวะทีท่ำใหเกดิกระบวนการ  decarboxylation 

ของ CBDA เปน CBD ที่สมบูรณ คือ ที่อุณหภูมิ 140 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 30 นาที ในขั้นตอนนี้ควรมีการ

ควบคุมเพ่ือใหไดสารสกัดท่ีมี CBDA เหลือนอยที่สุด 

และไมสงผลตอความคงตวัของ CBD ในตวัอยางทดสอบ

ตอไป ซึ่งโครมาโทแกรมของ cannabis extract A และ 

cannabis extract B ดังแสดงในภาพที่ 2   

การออกแบบการศึกษาและเกณฑการประเมิน

ตัวอยางทดสอบที่เตรียมใชมาตรฐาน ISO/IEC 17043 

และ ISO 13528 คุณสมบัติที่สำคัญของตัวอยางทดสอบ

ความชำนาญ 2 ประการ คือ ความเปนเนื้อเดียวกันและ

ความคงตวัของตวัอยางทดสอบ โดยพจิารณาจากปรมิาณ

สาร ∆9-THC และ CBD ทีวิ่เคราะหไดจากหองปฏบิตักิาร

พบวาตัวอยางทดสอบครีมและแชมพูที่พัฒนาขึ้นนี้

มีความเปนเนื้อเดียวกันเพียงพอ จากผลการประเมิน

ทางสถิติคาความเบ่ียงเบนภายในตัวอยางผานเกณฑของ 

Cochran’s test และคาความเบี่ยงเบนระหวางตัวอยาง

มีคานอยกวา 0.3 σpt ที่คำนวณมาจาก Horwitz 

equation 

ในการทดสอบความใชไดและความเหมาะสม

ของตัวอยางครีมและแชมพูที่ผสมสารสกัดกัญชาสำหรับ

ใชเปนตัวอยางทดสอบความชำนาญ โดยพิจารณาจาก

คาความเปนเนื้อเดียวกันและคาความคงตัวของตัวอยาง

ตามเกณฑทางสถิติ ISO 13528(9) พบวาตัวอยางครีม

ที่ผสม cannabis extract A มีความเหมาะสมใชเปน

ตัวอยางทดสอบความชำนาญสำหรับทดสอบ ∆9-THC 

ไดอยางนอย 50 วัน แมในสภาวะเรงที่ 45±2 องศา

เซลเซียสและที่อุณหภูมิหอง (27−30 องศาเซลเซียส) 

นาน 60 วัน ซึ่งระยะเวลาเพียงพอสำหรับรอบของ

การดำเนินการทดสอบความชำนาญ ตั้งแตการเตรียม
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ทดสอบความชำนาญสำหรับกัญชาในเครื่องสำอาง ศิริพร ทองประกายแสง และ จำเริญ ดวงงามยิ่ง

ตัวอยางจนถึงสมาชิกหองปฏิบัติการดำเนินการทดสอบ

และรายงานผลการทดสอบ ซ่ึงใชเวลา 50 วัน ขณะที่

ตัวอยางแชมพูท่ีผสมสารสกัด cannabis extract B

สำหรับทดสอบ CBD มีความเปนเน้ือเดยีวกนั ผานเกณฑ

แตมีความคงตวัท่ีอณุหภูมิหอง 30 วัน หลังจากการเตรยีม

และ ไม ผ าน เกณฑที่ อุณหภู มิ เ ร งตั้ ง แต ค ร้ั งแรก

ที่ทดสอบ คือ หลังจากเก็บไว 10 วัน และตัวอยาง

แชมพูที่ขนสงทางไปรษณียไป-กลับทั้ง 4 ภาค นำมา

ทดสอบ 2 รอบ คือ ที่ 10 และ 20 วัน หลังการเตรียม

ไมผานเกณฑทั้ง 4 แหง การศึกษาเรื่องความคงตัว

ที่สภาวะอุณหภูมิหองและสภาวะเรงตามวิธีการที่

กลาวขางตนใชชวงเวลาในการศึกษาชวงละ 10 วัน

ขึ้นกับปจจัยการบริหารจัดการทรัพยากรภายในของ

หองปฏิบัติการ ไดแก สารมาตรฐาน เครื่องมือ และ

บคุลากร  เนือ่งจากธรรมชาตขิองสารอาจมคีวามแปรปรวน

มาก ในการทดสอบความคงตัวอาจตองเพิ่มจำนวนซ้ำ

ของการทดสอบมากขึ้น

จากผลการศึกษาแนวโนมปริมาณ CBD ใน

แชมพูที่อุณหภูมิหองและสภาวะเรง โดยนำมาสราง

กราฟ พบวาตัวอยางแชมพูที่อุณหภูมิหอง เปนเวลา 

60 วัน มีปริมาณ CBD คงที่ในชวง 30 วันแรก และ

เพิ่มขึ้นในชวง 30−60 วัน ซ่ึงตางจากท่ีสภาวะเรง คือ

ปริมาณ CBD สูงสุดในชวง 10−20 วัน และลดลงในชวง 

20–30 วัน จากนั้นเพิ่มขึ้นในชวง 30–40 วัน และลดลง

ในชวง 40–50 วัน ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 3

ผลการทดสอบนี้ตรงขามกับผลการศึกษาความคงตัว

ของงานวิจัยตางประเทศ พบวา CBD สามารถสลายตัว

กลายเปน mono หรือ dimer quinone ไดจากการถูก

oxidation โดยแสงหรือความรอน(16,17) จากลักษณะ

ดังกลาวคาดวาสารสกัด cannabis extract B ที่ใช

ในการเตรียมตัวอยางทดสอบมีอนุพันธของ CBD อื่น 

ทำใหอาจเปลี่ยนรูปแบบกลายเปน CBD ไดเมื่อเกิด

การเปลี่ยนแปลงของอุณหภูมิ ถึงแมสารสกัดจะผาน

กระบวนการ decarboxylation แลว แตปฏิกิริยาอาจจะ

ไมสมบูรณ ดังนั้นในการเตรียมผลิตภัณฑของ CBD ใน

ตัวอยางเครื่องสำอางจำเปนตองมีการพัฒนาสูตรตำรับ

เพื่อใหมีความคงตัวมากขึ้น

สรุป

ผลการศึกษานี้ พบวาตัวอยางครีมที่ผสมสารสกัด 

cannabis extract A ที่พัฒนาขึ้นมีความเหมาะสม

สามารถนำไปใชเปนตัวอยางทดสอบความชำนาญ

สำหรับทดสอบ ∆9-THC ในผลิตภัณฑเครื่องสำอาง

ประเภทครีม แตมีขอจำกัดสำหรับตัวอยางแชมพูที่

ผสมสารสกัด cannabis extract B เนื่องจากมีความ

ไมคงตัวของปริมาณ CBD จึงไมเหมาะสมสำหรับใชเปน

ตัวอยางทดสอบความชำนาญจำเปนตองพัฒนาตอไป

โดยพัฒนาสูตรตำรับใหมีความคงตัวมากขึ้น หรือ

มีการใชสารสกัดที่มีชนิดของแคนนาบินอยดที่นิยม

ใชในเคร่ืองสำอางและความบริสุทธิ์สูงขึ้น รวมท้ัง

การจัดหาสารมาตรฐานแคนนาบินอยดที่สำคัญมาใช

ในการทดสอบ เนื่องจากการใชประโยชนจากกัญชา

และกัญชงเปนเรื่องใหมของอุตสาหกรรมเครื่องสำอางไทย

ดังนั้นการพัฒนาระบบที่เก่ียวของกับขีดความสามารถ

สมรรถนะ คุณภาพ และมาตรฐานของหองปฏิบัติการ

จึงเปนโครงสรางพื้นฐานดานคุณภาพที่จำเปนตองไดรับ

การพัฒนาอยางเรงดวน เพื่อสนับสนุนอุตสาหกรรม

ดังกลาวใหมีประสิทธิภาพยิ่งขึ้น

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคณุ กรมวทิยาศาสตรการแพทย  ทีส่นบัสนนุ

งบประมาณในการดำเนินงานกิจกรรมนี้ภายใตโครงการ

พัฒนาศักยภาพและเครือขายหองปฏิบัติการตรวจ

วเิคราะหคณุภาพสารสกดัและผลติภณัฑเครือ่งสำอางผสม

กัญชงกัญชา ประจำปงบประมาณ พ.ศ. 2565 และขอบคณุ 

มหาวิทยาลัยราชภัฏสวนสุนันทา (วิทยาลัยสหเวชศาสตร 

หลักสูตรกัญชาเวชศาสตร) ที่ใหความอนุเคราะหสาร

สกัดกัญชาสำหรับการเตรียมตัวอยางทดสอบ ตลอดจน

เจาหนาที่สำนักเครื่องสำอางและวัตถุอันตรายทุกทาน

ที่ไดมีสวนชวยเหลือใหงานวิจัยชิ้นนี้สำเร็จลุลวงไปดวยดี 
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ทดสอบความชำนาญสำหรับกัญชาในเครื่องสำอาง ศิริพร ทองประกายแสง และ จำเริญ ดวงงามยิ่ง

Siriporn Thongpakaisang and Jumrern Duangngamying
Bureau of Cosmetics and Hazardous substances, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, 

Thailand 

Profi ciency Testing Sample Development 
for Active Ingredients Determination of 

Cannabis in Cosmetic Products

ABSTRACT During 2021–2022, the Ministry of Public Health issued four ministerial regulations

related to cannabis (marijuana) and hemp (kanchong) for medical and commercial uses of parts of such

plants, while regulating the amounts of psychotropic substances, i.e. tetrahydrocannabinol (THC) and

cannabidiol (CBD). The Bureau of Cosmetics and Hazardous Substances (BCHS) within the Department of

Medical Sciences, recognizing the need to enhance THC and CBD testing capabilities in cosmetic products

at its laboratories, aimed to provide services using ISO/IEC 17025:2017 accredited test methods of 2021.

Furthermore, they sought to establish a network of THC and CBD testing laboratories for cosmetic

products in both government and private sectors. The profi ciency testing program was introduced to assess

the competence of these laboratories. Currently, there is no THC and CBD profi ciency testing program

available domestically or internationally for cosmetic products. To address this, two cosmetic profi ciency

testing samples were developed: a cream formula with a THC concentration of 0.05% w/w and a shampoo

with a CBD concentration of 0.01% w/w. These samples underwent testing and were statistically

evaluated for homogeneity and stability according to ISO 13528:2015. The results indicated that the

THC in the cream samples exhibited satisfactory homogeneity and stability under three experimental

conditions: room temperature (27−30 °C), accelerated temperature (45±2 °C), and transportation

conditions. However, the CBD in the shampoo samples did not meet the requirements for homogeneity

and stability. Thus, further product improvement is needed to fulfi ll a requirement for ISO/IEC 17043:2022 

certifi cation and expanding the scope of profi ciency testing services of the Department of Medical Sciences.

Keywords: THC, CBD, Cosmetic, Profi ciency testing, Cannabis extract
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณ 
Quercitrin ในสารสกัดน้ําพลูคาวดวย
วิธีโครมาโทกราฟของเหลวสมรรถนะสูง
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บทคัดยอ พลูคาว (Houttuynia cordata Thunb.) ใชประโยชนในยาไทยพื้นบานและตํารับยาแผนโบราณที่ขึ้นทะเบียน

ในประเทศไทยโดยสํานักงานคณะกรรมการอาหารและยา ในตางประเทศใชรักษาอาการไข ไอ อาการอักเสบ และขับปสสาวะ 

เปนตน มีรายงานวาพลูคาวสามารถตานเชื้อไวรัส ตานเชื้อจุลินทรีย เสริมภูมิคุมกัน ตานอักเสบ ตํารับยาจีนที่มีพลูคาวเปนสวน

ประกอบหลักมีรายงานวาใชเพ่ือบรรเทาจมูกอักเสบในระหวางการแพรระบาดของ COVID-19 กลุมสารที่พบมากในพลูคาว 

คือ phenolics ซ่ึง quercitrin เปนองคประกอบหลัก และไมพบวามีวิธีมาตรฐานในการควบคุมคุณภาพทางเคมีสําหรับ

สารสกัดพลูคาว การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหปริมาณ quercitrin ในสารสกัดน้ํา

พลูคาวดวยโครมาโทกราฟแบบของเหลวสมรรถนะสูง วัฏภาคคงที่ คือ ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolution HD

2.1×50 mm, 1.8 µm อณุหภมู ิ30 องศาเซลเซยีส วฏัภาคเคลือ่นที ่คอื สารละลายผสมระบบ gradient ของ 0.2%v/v phosphoric

acid ในนํ้าและเมทานอล อตัราการไหล 0.4 มลิลลิติรตอนาท ีวดัทีค่วามยาวคลืน่ 350 นาโนเมตร เตรยีมสารละลายตัวอยางโดย 

refl ux ในเมทานอล 30 นาท ีผลพบวาวธินีีม้คีวามจาํเพาะ มคีวามเปนเสนตรงในชวงความเขมขน 0.04−0.24 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร

คาสมัประสทิธิก์ารตดัสนิใจ (r2) เทากบั 0.99997 รอยละการคนืกลบั (%recovery) เทากบัรอยละ 99.76–103.16 HORRAT ของ 

repeatability และ intermediate precision < 2 ขีดจํากัดในการตรวจวัดเชิงปริมาณ (LOQ) เทากับรอยละ 0.1

โดยน้าํหนกั วธิทีีพ่ฒันาขึน้มคีวามแมนและความเทีย่ง สามารถนาํไปใชตรวจวเิคราะหปรมิาณ quercitrin เพือ่ควบคมุคณุภาพ

ของสารสกัดน้ําพลูคาวเดี่ยวที่มีการจําหนายในเชิงพาณิชยได

คําสําคัญ: การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห, Quercitrin, สารสกัดน้ําพลูคาว, UHPLC
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห Quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวดวย UHPLC  สุนันทา ศรีโสภณ และคณะ

บทนํา

พลคูาวมชีือ่วทิยาศาสตรวา Houttuynia cordata

Thunb. จัดอยูในวงศ Saururaceae มีชื่อทองถิ่นอื่น ๆ

ไดแก ผักคาวตอง ผักกานตอง ผักเขาตอง ผักคาวทอง 

พลูแก เปนตน พลูคาวเปนพืชลมลุกอายุหลายป พบได

ตามพ้ืนที่เปดโลงที่ชื้นแฉะ อยูสูงเกินกวา 1,000 เมตร

จากระดับน้ำทะเลปานกลาง มีเขตการกระจายพันธุ

ตั้งแตประเทศเนปาลจนถึงเอเชียตะวันออกและเอเชีย

ตะวันออกเฉียงใต ในประเทศไทยพบมากตามภูเขาสูง

บริเวณภาคเหนือและภาคตะวันออกเฉียงเหนือ(1,2)

ใชเปนอาหารรบัประทานคูกบันำ้พรกิหรอืลาบ ประโยชน

ทางยาใชเปนยาแผนโบราณและยาพื้นบาน ไดแก ยา

แกกามโรคทำใหน้ำเหลืองแหง แกโรคผิวหนัง แกพิษฝ

แกรดิสดีวง และใชในสูตรตำรบัยาแผนโบราณหลายตำรบั 

ทีก่ระทรวงสาธารณสขุรบัข้ึนทะเบยีน ในตางประเทศ เชน 

จีน เกาหลี ญี่ปุน และอินเดีย รวมถึงภูมิภาคอินโดจีน

มีการนำพลูคาวท้ังตนไปใชกับอาการผิดปกติที่เกิดขึ้น

กับรางกาย เชน ไข ไอ อาการอักเสบ ขับปสสาวะ 

เปนตน(2) ดังแสดงในภาพที่ 1

ในชวงป พ.ศ. 2563 เปนตนมา ทั่วโลกประสบ

กับปญหาดานสาธารณสุขจากการแพรระบาดของ 

SARS-CoV-2 ซึ่งเปนไวรัสชนิดใหมในขณะนั้นทำให

เกิดการเสียชีวิตของประชากรเปนจำนวนมาก เพื่อ

การปองกัน รกัษา และยบัยัง้เช้ือชนดินี ้จงึมกีารศกึษาวิจยั

หลายแขนง รวมถึงมีความสนใจในงานวิจัยดานสมุนไพร

เพิ่มมากขึ้น พลูคาวจึงเปนสมุนไพรที่หลายประเทศให

ความสำคัญ เนื่องจากมีการใชในยาตำรับพื้นบานทั้งใน

ไทยและตางประเทศมานานและมีฤทธิ์ตานไวรัส เชน 

herpes simplex virus (HSV)(3) และ influenza virus 

H1N1(4) ตานเชือ้จลุชพี เชน Stapphylococcus aureus,

Fusobacterium nucleatum, Streptococcus

mutans และ Candida albicans(5) และเสริม

ภูมิคุมกัน(6) โดยเฉพาะอยางยิ่งสารออกฤทธิ์ในสาร

สกัดพลูคาวสามารถยับยั้ง RdRp enzyme ของ

SARS-CoV-2 ได(7) นอกจากนี้สารสกัดพลูคาวยังชวย

ฟนฟูความเสียหายที่เกิดขึ้นกับ aortic endothelial 

ในระหวางกระบวนการการเกิดภาวะไขมันในเลือดสูง(8) 

มีฤทธิ์ตานการอักเสบทั้งในหลอดทดลองและในสัตว

ทดลองได(9,10) การศกึษาในไตหวนั พบวายาตำรบัของจนี

Zheng-Yi-Fang มีลักษณะเปนถุงชา ขนาดบรรจุ

4 กรัมตอถุง ประกอบดวยพลูคาวเปนสวนประกอบหลัก

ในตำรับ มีปริมาณเทากับ 20% และสมุนไพรอื่นอีก 10 

ชนดิ ยาตำรบันีม้ผีลในการบรรเทาอาการจมกูอกัเสบจาก

การแพ (allergic rhinitis) ทีเ่กดิขึน้ระหวางการระบาด

ของ COVID-19(11)

พลูคาวมีองคประกอบทางเคมีหลายชนิด เชน 

สารกลุม phenolics ไดแก p-hydroxybenzoic acid, 

vanillic acid, syringic acid, p-coumaric acid 

และ ferulic acid(12) สารกลุม flavonoids ไดแก 

chlorogenic acid, neochlorogenic acid, crypto-

chlorogenic acid, rutin, hyperin, hyperoside, 

isoquercitrin, quercitrin และ quercetin(12,13) 

และสารกลุม alkaloids ไดแก norcepharadione, 

4,5-dioxodehydroasimilobine, cepharadione

B, aristololactam B II, aristololactam A II,

sauristolactam, piperolactam A, splendidine 

และ aristololactam(14) เปนตน จากรายงานการวิจัย
ภาพที่ 1  พลูคาว (สวนเหนือดิน)
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Method Validation of Quercitrin in Houttuynia cordata Aqueous Extract Using UHPLC   Sununta Srisopon et al.

การประเมนิคณุภาพของพลคูาว จำนวน 35 ตวัอยาง ดวยวิธี

HPLC-DAD พบวา quercitrin เปนองคประกอบหลกั

โดยมีปริมาณ 0.002−0.550%(15) ดังแสดงในภาพที่ 2

หลอดเลือดแข็ง (atherosclerosis) โรคเบาหวาน

(diabetes mellitus) มะเร็ง (cancer) การบาดเจ็บ

ของตับ (liver injury) และการกระตุนการเติบโตของ

เสนผม(16)

การวเิคราะห quercitrin ในสมนุไพร มกีารศกึษา

เพื่อตรวจสอบองคประกอบของสารในพลูคาวเทานั้น

ไมได เปนการศึกษาเพื่อการวิเคราะหปริมาณของ 

quercitrin ในพลูคาว โดยใช HPLC และ UPLC ดังนี้

การศึกษาองคประกอบในสารสกัดจากชาพลูคาว

ที่ไดจากสวนลำตนและใบดวย HPLC  ตรวจพบ

quercitrin ที่ retention time 29 นาที ใชเวลา

วิเคราะห 50 นาที(12) การประเมินคุณภาพของพลูคาว

ในประเทศจนีจากแหลงปลกูหลายแหง โดยการวเิคราะห

phenolics จำนวน 16 ชนดิ ในพลคูาวดวย HPLC-DAD

พบ quercitrin ที่ retention time 44 นาที ใชเวลา

วิเคราะห 80 นาที(15) การวิเคราะหสาร จำนวน 7 ชนิด

ของพลูคาวในประเทศเกาหลีจากแหลงปลูกหลายแหง

ดวย UHPLC-PDA โดยใช column ตางชนิดกัน

ตรวจพบ quercitrin ที่ retention time ตางกัน

ตัง้แต 8–14 นาที(17) เมือ่เปรยีบเทยีบผลการศกึษาระหวาง

HPLC และ UPLC พบวาการตรวจหา quercitrin

ดวยวิธี UHPLC สามารถทำไดรวดเร็วกวา HPLC

สมุนไพรพลูคาวเปนสมุนไพรที่ภาคเอกชนให

ความสนใจและมีการผลิตออกสูตลาดเพิ่มขึ้นอยาง

ตอเนื่อง เนื่องจากมีสรรพคุณตอรางกายหลายประการ 

โดยเฉพาะอยางยิ่งดานการบำรุงสุขภาพและเสริม

ภูมิคุมกัน จากการสืบคนขอมูลผลิตภัณฑที่ไดรับการ

อนุญาตจากเว็บไซตของสำนักงานคณะกรรมการอาหาร

และยา กระทรวงสาธารณสุข(18) พบวามีผลิตภัณฑ

เกี่ยวกับพลูคาวหลายชนิดทั้งแบบเดี่ยวและผสมมากกวา 

200 รายการ โดยพลูคาวที่ระบุในฉลากของผลิตภัณฑ

สวนใหญระบุเปนสารสกัดพลูคาว แตยังไมพบวามีวิธี

การควบคมุคณุภาพทางเคมทีีเ่ปนมาตรฐานสำหรบัตรวจ

ปริมาณสารสำคัญในสารสกัดน้ำพลูคาว ผูวิจัยจึงพัฒนา

วิธีวิเคราะหเพื่อตรวจปริมาณ quercitrin ซึ่งเปนสาร

สำคัญในสารสกัดน้ำพลูคาวดวยวิธี UHPLC ซึ่งเปน

วิธีที่รวดเร็วกวา HPLC การศึกษานี้มีวัตถุประสงคเพื่อ

ตรวจสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะหที่พัฒนาขึ้นใหม

ภาพที่ 2  โครงสรางทางเคมีของ Quercitrin(15)

สาร quercitrin มีฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา เชน 

ฤทธิต์านอนมุลูอสิระ ฤทธิต์านอกัเสบ ฤทธิต์านเชือ้จลุชีพ

ฤทธิ์ปรับภูมิคุมกันของรายการ ฤทธิ์แกปวด ฤทธิ์สมาน

แผล และฤทธิ์คลายกลามเนื้อ เปนตน ซึ่งมีรายงาน

การศึกษาวิจัยที่นำ quercitrin มาใชกับโรคตางๆ ไดแก 

โรคกระดูกที่เกิดจากความผิดปกติของกระบวนการ

เมตาบอลิก (bone metabolic diseases) เชน โรค

กระดูกพรุน (osteoporosis) โรคกระดูกขอออนเสื่อม 

(osteoarthritis) เปนตน โรคที่เกี่ยวกับระบบทางเดิน

อาหารและลำไส (gastrointestinal diseases) เชน แผล

ในทางเดินอาหาร (gastric ulcer) การอักเสบของลำไส 

(inflammatory bowel diseases) เปนตน โรคทาง

ระบบประสาท (neuropathy) เชน การเสื่อมของระบบ

ประสาท (neurodegenerative diseases) หลอดเลอืด

สมองอุดตัน (ischemic stroke) อาการวิตกกังวลและ

ซึมเศรา (anxiety and depressive disorder) อาการ

หูหนวกจากระบบประสาท (nerve deafness) เปนตน 

โรคทางดานระบบภูมิคุมกัน (immune diseases)

เชน โรคสะเก็ดเงิน (psoriasis) โรคภูมิแพตัวเอง

(systemic lupus erythematosus) อาการไวตอการ

สัมผัส (contact hypersensitivity) เปนตน ภาวะ
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห Quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวดวย UHPLC  สุนันทา ศรีโสภณ และคณะ

ในหองปฏบิตักิาร เพือ่ใหม่ันใจวาวิธท่ีีพฒันาขึน้นีม้คีวาม

ถกูตอง นาเชือ่ถอื และสามารถใชเปนวิธมีาตรฐานสำหรบั

ควบคุมคุณภาพสารสกัดน้ำพลูคาวได

วัสดุและวิธีการ

การเตรียมสารสกัดน้ำพลูคาว

สมุนไพรพลูคาวเก็บตัวอยางจากแหลงปลูกใน

จังหวัดจันทบุรีและเชียงใหม โดยเจาหนาที่สถาบันวิจัย

สมุนไพรและไดรับการระบุชื่อวิทยาศาสตรตามหลัก

อนกุรมวธิานพชืจากหองปฏบิตักิารพพิธิภัณฑพชื สถาบนั

วิจัยสมุนไพร กรมวิทยาศาสตรการแพทย หมายเลข

Herbarium specimen DMSC 5320 นำสมุนไพร

พลูคาวสวนเหนือดินมาคัดแยก ลาง หั่น และตากใหแหง 

จากนั้นนำไปอบในตูอบรอนท่ีอุณหภูมิ 45–50 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 32 ชั่วโมง นำมาบดเปนผงและผาน

แรงเบอร 180 เก็บตัวอยางที่ไดในขวดแกวสีชาปดสนิท 

ปดฉลากระบุชื่อ แหลงที่มา และหมายเลขตัวอยาง

ชั่งตัวอยางผงพลูคาวแหง 500 กรัม ใสลงในขวด

แกวกนกลมขนาด 4 ลิตร เติมน้ำกล่ัน 3.5 ลิตร สกดัดวยวธิี 

reflux แลวกรองดวยกระดาษกรองเบอร 4 สกดัซำ้จำนวน 

2 ครั้ง ทำใหสารสกัดน้ำพลูคาวเขมขนดวยเครื่องระเหย

สุญญากาศและทำใหแหงดวยวิธีระเหิดดวยความเย็น

(freeze drying) เก็บสารสกัดน้ำพลูคาวในขวดสีชา

ปดสนิทที่อุณหภูมิ 2–8 องศาเซลเซียส ปดฉลากระบุ

ชื่อ แหลงที่มา วิธีเตรียม และหมายเลขตัวอยางสารสกัด

น้ำพลูคาว

สารมาตรฐาน

quercitrin ความบริสุทธิ์ 99.9% และ 98.6% 

(Chengdu Biopurify Phytochemicals Ltd., 

China, Lot. PRF21120302 และ PRF22062201)

สารเคมี

เมทานอล (HPLC grade), น้ำ (ultra purified 

water) และ phosphoric acid (AR grade)

เครื่องมือและอุปกรณ

เครื่อง UHPLC (ultra high performance 

liquid chromatography) รุน 1290 Infinity II (Agilent

Technologies®, Germany) ประกอบดวย 1290 flexible

pump, 1290 vialsampler, ICC (integrated 

column compartment) และ 1290 DAD FS (diode 

array detector fixed slit), guard column ชนิด 

ZORBAX Extend-C18 ขนาด 2.1×5 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร column ชนิด ZORBAX 

Extend-C18 Rapid Resolution HD ขนาด 2.1x50 

มิลลิเมตร ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร (Agilent®, 

USA), เครื่องช่ังความละเอียด 0.1−0.01 มิลลิกรัม 

(Mettler Toledo®, Switzerland), เครื่องระเหย

สุญญากาศ (Eyela®, USA), ตูอบรอน (Memmert®, 

Germany), อางนำ้รอน (Contherm scientific Ltd., 

New Zealand), sonicator (Ney®, Ultra sonikTM, 

USA), freeze dryer (Labconco®, USA), PVDF 

syringe membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร, 

กระดาษกรองเบอร 4 และ software Chemdraw 

version 8.0

วิธีวิเคราะห 

สารละลายตัวอยาง เตรียมโดยชั่งผงสารสกัดน้ำ

พลูคาว 500 มิลลิกรัม เติมเมทานอล 20 มิลลิลิตร นำไป 

reflux ที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที 

กรองผานกระดาษกรองเบอร 4 จากนั้นปรับปริมาตร

ดวยเมทานอลจนครบ 50 มิลลิลิตร กรองสารละลายที่ได

ผาน PVDF syringe membrane filter ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร

สารละลายมาตรฐาน เตรียม stock standard 

solution โดยชั่ง quercitrin 20 มิลลิกรัม ละลายและ

ปรับปริมาตรดวยเมทานอลจนครบ 50 มิลลิลิตร แลว

เตรียม 6 ระดับความเขมขน เพื่อสรางกราฟมาตรฐาน 

(calibration curve) โดย pipet stock standard 

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

ตามลำดับ เจือจางและปรับปริมาตรดวยเมทานอล

จนครบ 10 มิลลิลิตร กรองสารละลายที่ไดผาน PVDF

membrane filter ขนาด 0.22 ไมโครเมตร
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Method Validation of Quercitrin in Houttuynia cordata Aqueous Extract Using UHPLC   Sununta Srisopon et al.

ระบบโครมาโทกราฟ วัฏภาคคงที่ คือ column 

ชนิด ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolu-

tion HD ขนาด 2.1×50 มิลลิเมตร, ขนาดอนุภาค 1.8 

ไมโครเมตร อุณหภูมิ column เทากับ 30 องศาเซลเซียส

วัฏภาคเคล่ือนท่ี คือ ระบบ gradient ของ 0.2%v/v 

phosphoric acid ในนำ้ และเมทานอล ดงัแสดงในตาราง

ที่ 1 อัตราการไหลเทากับ 0.4 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจวัด

ดวย DAD (diode array detector) ที่ความยาวคลื่น

350 นาโนเมตร

ตารางที่ 1  ระบบของวัฏภาคเคลื่อนที่แบบ gradient

Time (min) 0.2%v/v Phosphoric acid ในนํ้า (%) Methanol (%)

0 75 25

0.5 60 40

3 55 45

4 75 25

6 75 25

วธิวีเิคราะหนีเ้ปนวิธทีีพ่ฒันาขึน้ในหองปฏบิตักิาร 

โดยกอนการนำไปตรวจสอบความถูกตองของวิธไีดทำการ

ตรวจสอบพารามิเตอรตางๆ จากผลการวิเคราะหโครมา

โทแกรมของสารละลายตัวอยางดวยโปรแกรม control 

panel for OpenLAB software version 2.3 (Agilent 

Technologies®, Germany) พบวาผานเกณฑของวิธี

วิเคราะหที่เหมาะสม(19) คือ resolution > 2, tailing 

factor < 2, theoretical plate number > 2000 และ 

symmetry factor < 1.5

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ความจำเพาะ (specificity)

วิเคราะหสารละลายมาตรฐานและสารละลาย

ตวัอยางสารสกดัน้ำพลูคาวดวยเครือ่ง UHPLC รุน 1290 

Infinity II แลวเปรยีบเทียบผลของ UV spectrum ทีไ่ด

ความเปนเสนตรง (linearity)

วเิคราะหสารละลายมาตรฐาน 6 ระดบัความเขมขน

ที่ 0.04, 0.08, 0.12, 0.16, 0.20 และ 0.24 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ความเขมขนละ 3 ครั้ง ทำซ้ำ 3 วัน 

สรางกราฟมาตรฐานของ quercitrin ระหวาง

ความเขมขน (แกน x) กับ peak area (แกน y) ของ

แตละวันของการวิเคราะห พิจารณาความเปนเสนตรง

ของชวงที่ทำการทดสอบจากคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ 

(coefficient of determination, r2) และ residual plot 

โดยเกณฑการยอมรับความเปนเสนตรง คือ r2 > 0.999 

และ residual plot ที่ไดจากผลตางของความเขมขน

สังเกตและคาความเขมขนประมาณ (y-residual) ของ

ทุกระดับความเขมขนมีการกระจายตัวรอบๆ คาศูนย(20)

ความแมน (accuracy)

unspiked sample คือ ตัวอยางสารสกัดน้ำ

พลูคาวที่มีปริมาณ quercitrin นอยที่สุดเมื่อเทียบกับ

ตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาวอื่นในการศึกษานี้

การหาความเขมขนของ quercitrin ใน unspiked

sample ทำโดยเตรียมสารละลาย unspiked sample 

จำนวน 10 ซ้ำ แลวนำไปวิเคราะหดวย UHPLC ซ้ำละ 

3 ครั้ง

การหาความเขมขนของ target value ทำโดย

เตรียมสารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาวที่ไมใช

unspiked sample จำนวน 10 ซ้ำ นำไปวิเคราะหดวย 

UHPLC ซ้ำละ 2 ครั้ง และคำนวณความเขมขนเฉลี่ย

การประมาณคาความเขมขนของ spiked sample 

3 ระดับความเขมขน (ต่ำ กลาง สูง) โดยคำนวณท่ี

รอยละ 50, 100 และ 150 ของความเขมขน target value 

ไดความเขมขนเทากับ 0.05, 0.08 และ 0.15 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ตามลำดับ
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห Quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวดวย UHPLC  สุนันทา ศรีโสภณ และคณะ

การวิเคราะห spiked sample ทั้ง 3 ระดับความ

เขมขน

ระดับความเขมขนต่ำ ทำโดยชั่ง unspiked 

sample 500 มิลลิกรัม จำนวน 7 ซ้ำ เติมสารละลาย

มาตรฐาน quercitrin ความเขมขน 1.2 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

ระดับความเขมขนกลาง ทำโดยชั่ง unspiked 

sample 500 มิลลิกรัม จำนวน 7 ซ้ำ เติมสารละลาย

มาตรฐาน quercitrin ความเขมขน 2 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร ปริมาตร 2 มิลลิลิตร

ระดับความเขมขนสูง ทำโดยชั่ง unspiked 

sample 500 มิลลิกรัม 7 ซ้ำ เติมสารละลายมาตรฐาน 

quercitrin ความเขมขน 3.6 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร  

ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

จากน้ันเตมิเมทานอล ปรมิาตร 18 มิลลลิติร ลงใน

unspiked sample ท่ีเติมสารละลายมาตรฐานแตละ

ระดับความเขมขนไวแลว นำไป reflux ที่อุณหภูมิ 80 

องศาเซลเซยีส นาน 30 นาที แลวกรองผานกระดาษกรอง

เบอร 4 และปรับปริมาตรดวยเมทานอลจนครบ 50 

มิลลิลิตร ซึ่งจะไดความเขมขนสุดทายของความเขมขน

ในระดับ ต่ำ กลาง สูง เทากับ 0.05, 0.08 และ 0.15 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ กรองสารละลายที่ได

ผาน PVDF syringe membrane filter ขนาด 0.22 

ไมโครเมตร นำไปวิเคราะหดวย UHPLC ซ้ำ 2 ครั้งตอ

ตัวอยาง (duplicate)

คำนวณความเขมขนของ quercitrin จากกราฟ

มาตรฐาน และคำนวณรอยละการคนืกลบั (%recovery) 

เกณฑการยอมรบัความถกูตองของวิธวิีเคราะห อยูในชวง

รอยละ 95–105(20) 

C1 คอื ความเขมขนท่ีวัดไดของสารใน spiked 

  sample

C
2
 คือ ความเขมขนที่วัดไดของสารใน

  unspiked sample

C
3
 คือ  ความเขมขนของ added analyte

ความเที่ยง (precision)

repeatability วิเคราะหสารละลายตัวอยางสาร

สกัดน้ำพลูคาวที่เติมสารมาตรฐาน quercitrin 3 ระดับ

ความเขมขน ซึง่สารละลายทีน่ำไปวเิคราะหมคีวามเขมขน

สุดทายของ quercitrin เทากับ 0.05, 0.08 และ 0.15 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยสารละลายนี้เตรียมขึ้นใน

ขั้นตอนของการทดสอบความแมน ระดับความเขมขนละ 

7 ซ้ำ ฉีด UHPLC ซ้ำ 2 ครั้งตอตัวอยาง ทำการวิเคราะห

ภายในวันเดียวกันดวยนักวิเคราะห 1 คน คำนวณรอยละ

ของคาเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ (%RSD) 

intermediate precision วิเคราะหสารละลาย

ตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาวที่เติมสารมาตรฐาน querci-

trin 3 ระดบัความเขมขน โดยสารละลายทีน่ำไปวเิคราะห

มคีวามเขมขนสดุทายของ quercitrin เทากบั 0.05, 0.08 

และ 0.15 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ระดับความเขมขนละ

7 ซำ้ ฉดี UHPLC ซำ้ละ 2 ครัง้ วเิคราะหดวยนกัวเิคราะห 

2 คน  ตางวนักนั คำนวณรอยละของคาเบีย่งเบนมาตรฐาน

สัมพัทธ (%RSD)

ประเมนิคา Horwitz’s equation และ HORRAT

ของ repeatability และ intermediate precision 

เกณฑการยอมรับคือ HORRAT < 2(21)

ขีดจำกัดการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantita-

tion, LOQ)

วิเคราะหสารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาวที่

เตมิสารมาตรฐาน quercitrin โดยทีค่วามเขมขนสดุทาย

ม ีquercitrin เทากบั 0.01 มลิลกิรมัตอมลิลลิติร จำนวน 

10 ซ้ำ แลววิเคราะหดวย UHPLC ซ้ำ 2 ครั้งตอตัวอยาง 

คำนวณความเขมขนของ quercitrin ในสารละลาย

ตัวอยางขางตน จากกราฟมาตรฐานยืนยัน LOQ ดวย

การประเมินคาความแมนจาก %recovery และประเมิน

คาความเที่ยงดวย %RSD

(C1 - C2)

      C3

× 100
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Method Validation of Quercitrin in Houttuynia cordata Aqueous Extract Using UHPLC   Sununta Srisopon et al.

ผล

วิธีวิเคราะห

ผลการวิเคราะหสารละลายตัวอยางสารสกัดพลูคาว

พบ quercitrin ที่ retention time เทากับ 3.151 นาที

โดย resolution, tailing factor, theoretical plate 

และ symmetry factor มีคาเทากับ 2.7412, 1.0600, 

5351 และ 1.1918 ตามลำดบั ซึง่ผานเกณฑความเหมาะสม

สำหรับวิธีวิเคราะห ดังแสดงในภาพที่ 3

ภาพที่ 3  โครมาโทแกรมของ (A) สารละลายมาตรฐาน quercitrin ความเขมขน 0.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

 และ (B) สารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาว ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห

ความจำเพาะ (specificity)

เมื่อเปรียบเทียบผลการวิเคราะหของสารละลาย

มาตรฐานและสารละลายสารสกัดน้ำพลูคาว ดังแสดงใน

ภาพที ่3 พบวา retention time ของสารละลายมาตรฐาน 

quercitrin ปรากฏที่ 3.138 นาที และ quercitrin

ในตวัอยางสารละลายตวัอยางสารสกดันำ้พลคูาว ปรากฏท่ี

3.151 นาที และ ผลการวิเคราะห UV spectrum 
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห Quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวดวย UHPLC  สุนันทา ศรีโสภณ และคณะ

ของ quercitrin peak ทั้งในสารละลายมาตรฐานและ

สารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาว ดังแสดงในภาพที่ 

4 พบวาวิธีนี้เปนวิธีที่มีความจำเพาะ

ความเปนเสนตรง (linearity)

เมื่อทำการวิเคราะหสารละลายมาตรฐาน และ

สรางกราฟมาตรฐานระหวางความเขมขน (แกน x) กับ 

peak area (แกน y) พบวามีความเปนเสนตรงในชวง

ความเขมขน 0.04–0.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร โดยผล

การวิเคราะหทั้ง 3 วัน มีคาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจ (r2) 

เทากับ 0.99997 ดังแสดงในภาพที่ 5

ภาพที่ 4  UV spectrum ของ quercitrin peak จากการวิเคราะหดวยเครื่อง UHPLC

            (A) สารละลายมาตรฐาน quercitrin ความเขมขน 0.16 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร และ 

            (B) สารละลายตัวอยางสารสกัดน้ำพลูคาว ความเขมขน 10 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร

ภาพที่ 5  กราฟมาตรฐานของ quercitrin ที่ความเขมขน 0.04–0.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (n = 3)
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เมื่อวิเคราะหตางวันกัน จำนวน 3 วัน พบวา

y-residual ของ quercitrin ทีค่วามเขมขนแตละระดบั

มีการกระจายรอบๆ คาศูนย ดังแสดงในภาพที่ 6

ความแมน (accuracy)

ความเขมขนของ quercitrin ที่ เติมลงใน 

unspiked sample ที่คาประมาณรอยละ 50, 100 และ 

150 ของ target value เทากับ 0.05, 0.08 และ 0.15 

มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร ตามลำดับ โดยความเขมขนเฉลี่ย

ของ target value เมื่อวิเคราะหสารละลายตัวอยางสาร

สกัดน้ำพลูคาว จำนวน 10 ซ้ำ พบวาเทากับ 0.1 มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร

ผลการทดสอบความแมนที่ 3 ระดับความเขมขน

พบวารอยละของการคนืกลบัอยูในชวงรอยละ 103.16±0.68,

100.58±0.51 และ 99.76±0.62 ตามลำดับ ดังแสดง

ในตารางที่ 2

ภาพที่ 6 residual plot ของ quercitrin ที่ความเขมขน 0.04–0.24 มิลลิกรัมตอมิลลิลิตร (n = 3)

residual plot

ความเที่ยง (precision)

repeatability ผลการทดสอบความเท่ียงที่ 3 

ระดับความเขมขน มีคา %RSD เทากับ 0.61, 0.61 และ 

0.60 ตามลำดบั และ HORRAT เทากบั 0.23, 0.24 และ 

0.23 ตามลำดับ

intermediate precision ผลการทดสอบ

ความเที่ยงที่ 3 ระดับความเขมขน มีคา %RSD เทากับ 

1.69, 2.63 และ 1.10 ตามลำดับ และ HORRAT 

เทากับ 0.65, 1.01 และ 0.42 ตามลำดับ ดังแสดงใน

ตารางที่ 2

ขีดจำกัดการวัดเชิงปริมาณ (limit of quantitation,

LOQ)

การทดสอบขีดจำกัดการวัดเชิงปริมาณ พบวา 

LOQ เทากับรอยละ 0.1 โดยน้ำหนา โดย %recovery 

เทากับรอยละ 100.18±1.24 และ %RSD เทากับ 0.93
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วิจารณ

การวิเคราะหปริมาณ quercitrin ในสารสกัดน้ำ

พลคูาวดวยวธิ ีUHPLC เปนวธิทีีพ่ฒันาขึน้ในหองปฏบิตักิาร

การเตรียมตัวอยางสารละลายสารสกัดน้ำพลูคาวใช

วิธี reflux เนื่องจากเม่ือเปรียบเทียบการเตรียมดวย

การหมัก การ sonicate และการ reflux พบวาการ

reflux ทำให ไดสารละลายตัวอย างที่ มีปริมาณ

quercitrin มากท่ีสุด เม่ือเปรยีบเทียบกบัอกี 2 วิธ ีทีก่ลาว

ขางตน ตัวทำละลายที่ใช คือ เมทานอล เนื่องจากสาร 

quercitrin สามารถละลายในเมทานอลไดดี เมื่อได

วิธีเคราะหที่พัฒนาแลวจำเปนตองมีการทดสอบความ

ถูกตองของวิธี เพื่อใหม่ันใจวาผลวิเคราะหที่ไดจากวิธีที่

พฒันาขึน้ใหมนีม้คีวามถกูตองและนาเชือ่ถอื วธิวีเิคราะหนี้

ใชวัฏภาคคงที่ คือ column ZORBAX Extend-C18 

Rapid Resolution HD ขนาด 2.1×50 มิลลิเมตร 

ขนาดอนุภาค 1.8 ไมโครเมตร ท่ีอุณหภูมิ 30 องศา

เซลเซียส วัฏภาคเคลื่อนที่ คือ 0.2%v/v phosphoric 

acid ในน้ำและเมทานอล ซึ่งใชระบบ gradient

อัตราการไหลเทากับ 0.4 มิลลิลิตรตอนาที ตรวจ

วัดที่ความยาวคลื่น 350 นาโนเมตร วิธี น้ีเปนวิธีที่

มีระบบการแยกเหมาะสม เนื่องจาก resolution

> 2, tailing factor < 2, theoretical plate number 

> 2000 และ symmetry factor < 1.5 ซึ่งผานเกณฑตาม 

CDER(19) จากการทดสอบความถูกตองของวิธีแสดงให

เห็นวาเปนวิธีที่สามารถนำมาใชได เนื่องจากมีความเปน

เสนตรงในชวงความเขมขน 0.04−0.24 มิลลิกรัมตอ

มิลลิลิตร คาสัมประสิทธิ์การตัดสินใจเทากับ 0.99997 

รอยละการคืนกลับของการวิเคราะห quercitrin

ที่ความเขมขน 3 ระดับของคาเปาหมายเทากับรอยละ

103.16±0.68, 100.58±0.51 และ 99.76±0.62

ตามลำดับ และคา HORRAT ของ repeatability และ 

intermediate precision นอยกวา 2 ซึ่งอยูในเกณฑ

การยอมรับตาม AOAC guideline(21) ขีดจำกัดในการ

ตรวจวดัเชงิปริมาณของวิธน้ีีเทากบัรอยละ 0.1 โดยนำ้หนกั

นอกจากวิธีวิเคราะหนี้จะมีประสิทธิภาพแลว ยังสามารถ

เพิ่มประสิทธิผลในการปฏิบัติงานได เน่ืองจากใชระยะ

การวิเคราะหตอการฉีด 1 ครั้ง เทากับ 6 นาที ในขณะที่

การศกึษาอืน่ใชเวลาในการวเิคราะหดวย HPLC ประมาณ

40−80 นาที(12,15) และใชเวลาการวิเคราะหดวย UPLC 

เทากับ 14 นาที(17)  ซึ่งเปนผลมาจากการปรับชนิดของ

วัฏภาคเคล่ือนที่ ระบบ gradient ชนิดของคอลัมน 

อุณหภูมิของคอลัมน และอัตราการไหลของวัฏภาค

เคลือ่นที ่ทำใหสามารถวเิคราะหจำนวนตวัอยางไดมากขึน้

ในระยะเวลาที่เทากันและใชสารเคมีในการวิเคราะห

นอยลง ซึง่เปนขอดใีนการลดจำนวนของเสยีเคมทีีจ่ะออกสู

สิ่งแวดลอมได

สรุป

วธิกีารวเิคราะหทีพ่ฒันาขึน้นีส้ามารถตรวจปรมิาณ 

quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวไดอยางถูกตอง

เที่ยงตรง รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพ ซึ่งมีประโยชน

ในการนำไปใชควบคุมคุณภาพของสารสกัดน้ำพลูคาว

ในเชิงพาณิชยได
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การทดสอบความถูกตองของวิธีวิเคราะห Quercitrin ในสารสกัดน้ำพลูคาวดวย UHPLC  สุนันทา ศรีโสภณ และคณะ

Sununta Srisopon, Somchit Niumsakul, Sarawut Chankhotkaew, Sakwichai Ontong, 
Koravit Somkid, and Siriwan Chaisomboonpan
Medicinal Plant Research Institute, Department of Medical Sciences, Nonthaburi 11000, Thailand.

Method Validation of Quercitrin Content 
in Houttuynia cordata Aqueous Extract 

Using Ultra High Performance Liquid 
Chromatography

ABSTRACT Heartleaf (Houttuynia cordata Thunb.) is used for Thai traditional medicine and 
preparations registered by the Thai food and drug administration. It has been used for treating various
symptoms such as fever, cough, and infl ammation, and as diuretic. Additionally, it was reported as 
antiviral, antimicrobial, immune stimulant and anti-infl ammatory. From Traditional Chinese Medicine,
which heartleaf, as the main ingredient for allergic rhinitis during the COVID-19 pandemic, was
reported. Phenolics were found as main compounds in this plant, of which quercitrin was reported as a major 
ingredient. Since the quality control of heartleaf aqueous extract has not been regulated, the objective of 
this study was to validate the method for analysis of the content of quercitrin in heartleaf aqueous extract 
Using Ultra High Performance Liquid Chromatography (UHPLC). The stationary phase was ZORBAX 
Extend-C18 Rapid Resolution HD 2.1x50 mm, 1.8 µm at a temperature of 30 ºC. The mobile phase was a 
mixture of 0.2%v/v phosphoric acid in water and methanol as a gradient system. The fl ow rate was 0.4 mL/min.
It was detected using photodiode array detector at 350 nm.  The sample solution was prepared by refl uxing 
with methanol for 30 minutes. The results showed that this method was specifi c. Linearity was between 
0.04–0.24 mg/ml with r2 = 0.99997. The accuracy (% recovery) was 99.76–103.16%. The HORRAT of 
repeatability and intermediate precision was less than 2. Limit of quantitation (LOQ) was 0.1 %w/w.
The developed method was accurate and precise. Therefore, it can be used for the determination of quercitrin 
content as the quality control method of single heartleaf aqueous extracts which are commercially available.

Keywords: Method validation, Quercitrin, Heartleaf aqueous extract, UHPLC
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บทคัดยอ สาขานิติเวช โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ มีการเก็บหยดเลือดของผูเสียชีวิตที่เสียชีวิตไมเกิน

24 ชั่วโมง ลงบนกระดาษกรอง Whatman เพ่ือลดพื้นที่ในการจัดเก็บและลดการเนาเสียของวัตถุพยาน การศึกษานี้มี

วตัถปุระสงคเพือ่ศกึษาปริมาณและคณุภาพของดีเอน็เอทีส่กดัจากตวัอยางเลอืดบนกระดาษซับทีเ่กบ็รกัษาไวเปนระยะเวลา 1−5 ป 

จํานวน 49 ตัวอยาง ผลการวัดความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่ความยาวคลื่น 260/280 nm พบมีความเขมขน

ในชวง 6.10−200.60 ng/µl  และความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอระหวาง 1.04−1.56 การวิเคราะหดีเอ็นเอดวยวิธี real-time 

PCR พบมีความเขมขนดีเอ็นเอในชวง 0.24−66.32 ng/µl โดยมีคา degradation index ในชวง 1.00−5.02  คา male 

degradation index ในชวง 0.50−1.90 ซึ่งอยูในคายอมรับได แตมีคา inhibition index ในชวง 7.26−34.88 และ

คา mixture index ในชวง 3.61−6.20 ซึ่งมากกวากวาคายอมรับได  ผลการศึกษาน้ีพบวาดีเอ็นเอมีแนวโนมเสื่อมสภาพ

เพิ่มมากขึ้นตามระยะเวลาการเก็บตัวอยางเลือดบนกระดาษซับที่มากขึ้นในชวงการศึกษา 1-5 ป แตยังมีปริมาณเพียงพอ

ตอการนําไปใชการตรวจพิสูจนระบุตัวบุคคล การพัฒนาตอเนื่องใหมีวิธีการสกัดดีเอ็นเอที่มีประสิทธิภาพเพื่อกําจัดสารยับย้ัง 

จะชวยใหการนําตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดจากการเก็บตัวอยางเลือดบนกระดาษซับไปใชงานทางนิติเวชไดอยางมีคุณภาพ

มากยิ่งขึ้นตอไป

คําสําคัญ: หยดเลือดบนกระดาษกรอง, การเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอ, นิติเวช
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บทนํา

การตรวจพิสูจนบุคคล เปนการใชความรูทาง

วิทยาศาสตรแขนงตาง ๆ  เพื่อตรวจพิสูจนและระบุ

ตวับคุคลทัง้ผูทีมี่ชวิีตและเสยีชวิีต โดยใชศพ โครงกระดกู 

ชิน้เนือ้ และเลือด ตลอดจนคราบตาง ๆ  ท่ีเปนสารคดัหลัง่

ของมนุษย เปนวัตถุพยานทางชีวภาพที่ใชสกัดดีเอ็นเอ

เพ่ือการตรวจพสิจูนบคุคลและตรวจหาความสมัพนัธทาง

สายเลือดในครอบครัวเดียวกันและในระดับเครือญาติ

ซึง่การดำเนนิการทุกขัน้ตอนในกระบวนการตรวจดเีอ็นเอ

ตองมีความนาเชื่อถือ แมนยำ เพื่อนำผลตรวจไปใชใน

กระบวนการยุติธรรมได คุณภาพของดีเอ็นเอจึงเปน

สิง่สำคญั ดเีอน็เอทีส่กดัจากตวัอยางตองมปีรมิาณเพยีงพอ

มีความบริสุทธิ์ และไมมีสารหรือตัวอยางอื่นปนเปอน 

สาขานิติเวช โรงพยาบาลธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ 

ดำเนินการการเก็บตัวอยางวัตถุพยาน โดยเก็บตัวอยาง

เลอืดผูเสยีชวิีตท่ีเสียชวิีตไมเกนิ 24 ชัว่โมง กรณีไมสามารถ

เก็บเลือดไดจะเก็บชิ้นสวนเน้ือเยื่อหรือกระดูกแทน 

ปญหาที่พบจากการเก็บตัวอยางวัตถุพยานทางชีวภาพ 

ไดแก การเส่ือมสลายของตัวอยาง ท่ีมีผลตอคุณภาพ

ของดีเอ็นเอจากปจจัยตางๆ จึงเปนขอจำกัดและปญหา

ในกรณีที่ตองมีการรื้อคดีหรือการตรวจพิสูจนวัตถุพยาน

ใหมอีกครั้ง การเนาเสียของวัตถุพยานท่ีเกิดขึ้นเอง

ตามธรรมชาติระหวางนำสงวัตถุพยานใหกับพนักงาน

สอบสวน และการจัดเก็บวัตถุพยานชนิดหลอดเลือด

ที่ตองใชตูเย็นในการจัดเก็บใชพื้นท่ีมากและสิ้นเปลือง

พลังงานไฟฟาในการเก็บรักษา การเก็บตัวอยางเลือด

โดยใชกระดาษพิเศษ FTA card จึงเปนทางเลือก

ที่มีประสิทธิภาพ สามารถเก็บตัวอยางเลือดจากศพไวได

นานมากกวา 16 ป(1) แตมีราคาแพง

ในป พ.ศ. 2556 สาขานิติเวช โรงพยาบาล

ธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ เริ่มเก็บหยดเลือดบน

กระดาษกรอง Whatman (dried blood spot: DBS) แทน

การเก็บในหลอดเลือดและเก็บไวในซองสำหรับเตรียม

นำสงใหพนักงานสอบสวนตอไป เพื่อลดพื้นที่ในการ

จัดเก็บและลดการเนาเสียของวัตถุพยาน(2−7) คณะผูวิจัย

มีวัตถุประสงคศึกษาคุณภาพและปริมาณดีเอ็นเอของ

ตัวอยางเลือดที่สกัดจากกระดาษกรองดังกลาว มีชวง

การเก็บรักษา 1−5 ป เพ่ือใหทราบถึงการเสื่อมสภาพ

ของตัวอยางดีเอ็นเอในระยะเวลาการเก็บเลือดสำหรับ

พัฒนามาตรฐานการจัดเก็บวัตถุพยาน 

วัสดุและวิธีการ 

กลุมตัวอยาง

ตัวอยางเลือดเก็บจากผูเสียชีวิตที่เสียชีวิตไมเกิน 

24 ช่ัวโมง เก็บรกัษา ณ หองผาศพ สาขานติเิวช โรงพยาบาล

ธรรมศาสตรเฉลิมพระเกียรติ มหาวิทยาลัยธรรมศาสตร 

ศนูยรงัสติ ระหวางป พ.ศ. 2558–2562 ปละ 10 ตวัอยาง 

(เพศชาย เทากับ เพศหญิง เทากับ 5 ตัวอยาง) เมื่อครบ

5 ป ไดตัวอยางเลือดจากศพเพศชาย จำนวน 25 ราย

และเพศหญิง จำนวน 24 ราย รวม 49 ตัวอยาง โดย

การเก็บตัวอยางเลือดจากการเจาะหลอดเลือดดำบริเวณ 

ขาหนีบ (femoral vein) ปริมาตร 3−5 มิลลิลิตร ใสใน

หลอดทีม่ ีEDTA เปนสารกันเลอืดแขง็ (EDTA-blood) 

เก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส

การเก็บ DBS โดยดูดเลือดจากหลอด EDTA-

blood หยดลงบนกระดาษกรอง Whatman เบอร 1 

(Cytiva, China) ขนาดเสนผานศนูยกลาง 70 มลิลเิมตร 

จำนวน 5 หยด หยดละประมาณ 50 ไมโครลิตร และ

ปลอยไวใหแหงในอุณหภูมิหอง 24 ช่ัวโมง จากนั้นเก็บ

รักษาในอุณหภูมิหอง (25–30 องศาเซลเซียส)  

การสกัดดีเอ็นเอ

สกัดดีเอ็นเอโดยใชชุดน้ำยาสำเร็จรูป QIAamp 

DNA Mini Kit (QIAGEN, Germany) โดยตัด 

DBS ขนาด 3×3 มิลลิเมตร จำนวน 1 ชิ้น ตอ 1 ราย

ลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร ทำการสกัด

ตามวิธีการของคูมือชุดน้ำยาไดตัวอยางดีเอ็นเอ 50 µl

และเก็บที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส 

การวัดความเขมขนของดีเอ็นเอ

นำดเีอน็เอทีส่กดัวดัคาการดดูกลนืแสงดวยเครือ่ง

UV-VIS Spectrophotometer (Biophotometer

รุน Basic, Eppendorf, Germany) ที่ความยาวคลื่น 

230, 260 และ 280 นาโนเมตร(8)  จำนวน 3 ครัง้ หาคาเฉลีย่
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DNA from Dried Blood Spots in Forensic Case Work  Thanitchet Khetkham and Tossanai Pipatchotitham

ปริมาณดีเอนเอเปนนาโนกรัมตอไมโครลิตร และ

คา 230/260  และ 260/280 ratio

การวเิคราะหคณุภาพดเีอน็เอดวยวธิ ีreal-time PCR

นำดี เอ็นเอที่ สกัดไดมาเพิ่มปริมาณโดยวิธี

real-time PCR  โดยใชไพรเมอร (primer) ตอ 

autosomal short tandem repeat (STR) markers  

ตรงตำแหนง 4NS1C gene(9,10) ดวยชุดน้ำยาทดสอบ

สำเร็จรูป Investigator® Quantiplex® Pro Kit 

(QIAGEN, Germany) และนำไปวิเคราะหดวยเครื่อง 

real-time PCR (Rotor-Gene®-Pure Detection, 

QIAGEN, Germany) ซ่ึงมี software คำนวนอตัโนมตัิ

สำหรับคุณภาพดีเอ็นเอใน parameter ตาง ๆ  ดังนี้

คา degradation index เปนคาการเสื่อมสภาพ

ของดเีอน็เอ) จะเปนการคำนวณอตัราสวนระหวาง human

target แบบ large autos ที่มีขนาดของ PCR product 

เทากับ 353 base pair (bp) และ human target 

แบบ small autos ที่มีขนาดของ PCR product เทากับ

91 bp หากมีการแตกหักหรือการเสื่อมสภาพหรือ

การยอยสลายของดีเอ็นเอมาก ชิ้นสวนของดีเอ็นเอ

จะมีขนาดเล็ก การคำนวณสัดสวนของขนาดชิ้นสวน

ดีเอ็นเอขนาดใหญและขนาดเล็ก จึงใชเปนดัชนีช้ีวัด

การเสื่อมสภาพหรือการยอยสลายของชิ้นสวนดีเอ็นเอ

ในการวเิคราะหในแตละรอบ โดยมีคาตัง้อยูท่ีนอยกวา 10

(default threshold ≤ 10) ถือวาดีเอ็นเอไมมีการ

เสื่อมสภาพ

คา male degradation index เปนคาการเสื่อม

สภาพของโครโมโซมเพศชาย เปนการคำนวณอัตราสวน

ระหวางขนาดของ human male target แบบ large 

autos ทีม่ขีนาดของ PCR product ท่ี 359 bp ท่ี human

male target แบบ small autos ท่ี 81 bp กรณท่ีีดเีอ็นเอ

ไมมีการแตกหักหรือมีการเส่ือมสภาพนอย ชิ้นสวน

ดีเอน็เอจะมขีนาดใหญ และไดคานอยกวาหรอืเทากบั 10

(default threshold ≤ 10) 

คา inhibition index เปนคาของปฏิกิริยายับยั้ง 

PCR โดยวัดจากคา internal PCR control ที่มีขนาด

ของ PCR product เทากับ 434 bp ควรมีคานอยกวา

หรือเทากับ 1  (default threshold ≤ 1)   

คา mixture index เปนคาการปนเปอนของ

ดีเอ็นเอ โดยการคำนวณอัตราสวนระหวาง human 

target แบบ large autos ที่มีขนาดของ PCR product 

เทากับ 353 bp และ human male target แบบ large 

autos ทีม่ขีนาดของ PCR product เทากบั 359 bp ควร

มีคานอยกวาหรือเทากับ 2 (default threshold ≤ 2) 

ถือวาไมมีการปนเปอนหรือมีการปนเปอนนอยมาก 

การใชสถิติในการวิเคราะห

ใชสถิติเชิงบรรยาย (descriptive statistics) 

ดวยโปรแกรม microsoft excel for office 365 โดย

ใชคาเฉลี่ย คาสูงสุด และคาต่ำสุด ของคาการเสื่อมสลาย

ดเีอน็เอ (degradation index) คาปฏกิริยิายบัยัง้พซีอีาร 

(inhibition index) คาการเสือ่มสลายของโครโมโซม Y 

(male degradation index) และคาการปนเปอนของ

ดีเอ็นเอที่ไดจากการวิเคราะห (mixture index)

จริยธรรมการวิจัย

งานวิจัยนี้ไดทำการยื่นขอจริยธรรมวิจัยในคน 

มหาวทิยาลยัธรรมศาสตร สาขาวทิยาศาสตร และผานการ

รับรอง เมื่อวันที่ 30 กรกฎาคม พ.ศ. 2563 รหัสโครงการ

วิจัยที่ 027/2563

ผล

ความเขมขนและความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ

คาเฉลี่ยของปริมาณดีเอ็นเอที่สกัดจาก DBS

วิเคราะหดวยอัตราสวนคาการดูดกลืนแสง 260 nm

พบวาความเขมขนของตัวอยางดีเอ็นจาก DBS ที่เก็บใน

แตละปมีความแตกตางกัน โดยมีคาความเขมขนต่ำสุด

ที่ 6.10 ng/µl และสูงสุดที่ 200.60 ng/µl มีความ

บริสุทธิ์ของดีเอ็นเอต่ำสุดที่ 1.04 และสูงสุดที่ 1.56

พบความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอ (260/280 ratio) มี

คาเฉลี่ยในชวง 1.15-1.29 การวิเคราะหดวยเทคนิค 

real-time PCR พบวาความเขมขนของดีเอ็นเอ

โดยเฉลี่ยมีคาต่ำกวาวิธีการวัดการดูดกลืนแสง มีคา

ความเขมขนตำ่สดุที ่0.24 ng/µl และสงูสดุที ่66.32 ng/µl

ดังแสดงในตารางที่ 1 
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ดีเอ็นเอจากหยดเลือดบนกระดาษกรองในงานนิติเวช  ธนิตเชษฐ เขตคาม และ ทศนัย พิพัฒนโชติธรรม

คณุภาพของดเีอน็เอท่ีสกดัได พบวาคา degrada-

tion index มีคาเฉลี่ยเพิ่มขึ้นตามระยะเวลาเก็บ DBS

ที่นานขึ้น โดยที่ 1 ป มีคาต่ำสุดเทากับ 1.00 และที่ 5 ป

มคีาสูงสุดเทากบั 5.02  เชนเดยีวกบัคา male degradation

index ที่มีคาเฉลี่ยต่ำสุดเทากับ 0.500 เม่ือเก็บ DBS 

นาน 1 ป และสงูสดุเทากบั 1.901 เม่ือเกบ็ DBS นาน 5 ป  

ทกุตวัอยางมคีาอยูในระดบัยอมรบัได (default threshold

≤ 10) ถือวาดีเอ็นเอมีการเสื่อมสภาพนอย คาเฉลี่ย

คุณภาพดีเอ็นเอที่สกัดจาก DBS ดังแสดงในตารางที่ 2  

ตารางที่ 1 คาความเขมขนและความบริสุทธ์ิของดีเอ็นเอที่สกัดไดจากหยดเลือดบนกระดาษกรอง (DBS) ที่เก็บ

 เปนระยะเวลา 1 – 5 ป 

DBS Storage 
duration
(year)

UV-VIS  spectrophotometer real-time RCR

Concentration (ng/µl) 
Purity

(260/280)
Concentration (ng/µl)

N Average Min−Max Average Min−Max Average Min−Max

5
4
3
2
1

10
10
10
9
10

25.76
47.76
26.27
30.07
14.26

8.60−49.80
14.70−200.60
6.60−107.00
6.70−153.00
6.10−64.60

1.19
1.17
1.29
1.15
1.20

1.11-1.40
1.10-1.34
1.12-1.56
1.09-1.23
1.04-1.50

1.89
8.32
3.33
0.94
1.27

0.35−4.11
0.29-66.32
0.85-12.13
0.19-2.11
0.24-4.01

คา inhibition index มีแนวโนมลดลงเมื่อระยะ

เวลาการเก็บนานข้ึน โดยมีคาเฉลี่ยต่ำสุดเทากับ 7.26 

เมื่อเก็บ DBS นาน 1 ป และสูงสุดเทากับ 34.88 เมื่อ

เก็บ DBS นาน 5 ป ซึ่งเปนคาที่มากกวาคายอมรับได 

(default threshold ≤ 1)  เชนเดียวกับคา mixture 

index มีคาเฉล่ียต่ำสุดที่ 3.61 และสูงสุดที่ 6.20 โดย

เปนคาทีม่ากกวาคายอมรบัได (default threshold ≤ 2

ดังแสดงในตารางที่ 2  

ตารางที่ 2 คุณภาพดีเอ็นเอที่สกัดจาก DBS เก็บระหวางป พ.ศ. 2558–2562 วิเคราะหโดยเทคนิค  real-time

 PCR แสดงเปนคาเฉลี่ยของ degradation index, male degradation index,  inhibition index, 
 และ mixture index

Parameter
Default 

threshold

DBS storage (years)

5 4 3 2 1

Degradation index
Male degradation index
Inhibition index
Mixture index

≤ 10
≤ 10
≤ 1
≤ 2

5.02
1.90
7.26
3.61

2.10
1.50
9.91
4.70

1.80
0.60
12.90
6.20

1.66
0.77
12.52
6.00

1.00
0.50
34.88
5.70

วิจารณ

การศึกษาความเขมขนเฉลี่ยของตัวอยางดีเอ็นเอ

ที่สกัดจาก DBS เก็บเปนเวลา 1-5 ป (ป พ.ศ. 

2558−2562) พบวาแตละปมีความแตกตางกันโดย

ไมสมัพนัธกบัระยะเวลา ทัง้นีป้จจยัทีม่ผีลตอความเขมขน

ของตัวอยางดีเอ็นเอมาจากความเขมขนของเลือดหรือ

ปริมาณเม็ดเลือดขาวของผูเสียชีวิต ซึ่งในแตละคน

หรอืแตละศพจะมปีรมิาณทีแ่ตกตางกนั(11,12) เปนขอจำกดั
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DNA from Dried Blood Spots in Forensic Case Work  Thanitchet Khetkham and Tossanai Pipatchotitham

ของการศึกษานี้ที่ไมสามารถเปรียบเทียบดีเอ็นเอที่

สกัดจากตัวอยางเลือดของศพเดียวกันมีระยะเวลา

เก็บรักษา DBS ตางกันได เนื่องจากมีตัวอยางที่

จำกัดปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดไดจาก DBS เก็บไว 5 ป

พบวามีความเขมขนดวยวิธีวัดคาการดูดกลืนแสง

อยูในชวง 6.10 - 200.60 ng/ul  และดวยวิธ ีreal-time

PCR อยูในชวง 0.24 ng/µl - 66.32 ng/µl ซึ่ง

โดยทั่วไปปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอที่นำไปใช

วิเคราะหทางนิติเวชควรอยูในชวง 0.1−0.5 ng/µl(13)

จึงจะสามารถตรวจพบ full profile ของการตรวจ

short tandem repeat (STR) บนโครโมโซมทั้งหมด 

13−24 ตำแหนง ตัวอยางที่มีปริมาณนอยมาก เรียกวา 

trace DNA หรือ touch DNA ที่เก็บตัวอยางมาจาก

สถานที่เกิดเหตุ อาจสกัดดีเอ็นเอไดเพียง 0.01 ng/µl 

แตยงัตรวจพบ full profile ได สอดคลองกบังานวิจยัของ 

Kangsanan W. et al.(14) ทำการเปรียบเทียบชุดน้ำยา 

Qiagen® Investigation® 24plex QS และชุดน้ำยา

ampFISTR® Identifiler® Plus PCR Amplification

ในการตรวจตัวอยางดีเอ็นเอท่ีความเขมขน 1.0, 0.5, 

0.25, 0.125 และ 0.0625 ng/µl พบวารอยละของ 

allele detection มีคาลดลงตามความเขมขนของ

ตัวอยางที่ลดลง 

เมื่อเก็บตัวอยาง DBS เปนเวลานาน อาจเกิด

การแตกหักของชิ้นสวนดีเอ็นเอไดตามธรรมชาติ พบ

วาในชวงระยะเวลา 1−5 ป คา degradation index 

(คาการเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอ) มีคาเฉลี่ยเพิ่มขึ้นตาม

ระยะเวลาที่เก็บ โดยที่ 5 ป มีคาสูงสุดที่ 5.02 ซึ่งต่ำกวา

คายอมรับ (default threshold ≤ 10) แสดงใหเห็นวา

ตัวอยาง DBS ที่เก็บไวเปนระยะเวลา 5 ป มีการเส่ือม

สภาพของดีเอ็นเอท่ีไมสูงมาก การเก็บ DBS จาก

หลอดเลือดที่มี EDTA เปนสารกันการแข็งตัว มีขอดี 

คือ EDTA ยับย้ังการทำงานของ DNase ชวยปกปอง

การทำลายจาก DNase ใหดีเอ็นเอคงสภาพอยูได

ปจจัยการเสื่อมสภาพของดี เอ็นเออาจเกิดไดจาก

programmed cell death(15) ที่เกิดขึ้นไดเองตาม

ธรรมชาติและมีผลตอความเขมขนของดีเอ็นเอ ทั้งนี้ 

ตัวอยางประเภทชีววัตถุพยานจะมีการเสื่อมสภาพ

ของเซลลหรือการเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอซึ่งเปนเรื่อง

ปกตทิีพ่บได แตจะพบมากหรอืนอยขึน้อยูกับปจจยัตางๆ

เชน ระยะเวลา ความชื้น แสงแดด อุณหภูมิ และสารเคมี

เปนตน(16−19) วิธีการเก็บตัวอยาง DBS ไวในที่แหง 

ไมชื้น ไมโดนแสงแดด และอุณหภูมิที่ เหมาะสม

มีสวนชวยรักษาสภาพดีเอ็นเอไมใหถูกทำลาย อยางไร

ก็ตามดีเอ็นเอมีการยอยสลายไดเองตามธรรมชาติ

หลงัจากการเสยีชีวติหรอืเกบ็ตวัอยางออกจากรางกาย จงึ

เปนขอกำหนดใหผูวิจัยเก็บตัวอยางเลือดจากผูเสียชีวิต

ที่เสียชีวิตไมเกิน 24 ชั่วโมง 

คา male degradation index จากกลุมตัวอยาง

ของเพศชาย ในชวงระยะเวลาการเก็บ DBS นาน 1−5 ป

จากการศึกษา พบวามีคาเฉลี่ยต่ำสุดที่ 0.50 และสูงสุดที่ 

1.90 ซึ่งไมเกินคายอมรับ (default threshold ≤ 10) 

ทำใหเห็นวาตัวอยาง DBS ที่เก็บไวเปนระยะเวลา 5 ป มี

การเสื่อมสภาพของดีเอ็นเอที่เปนโครโมโซม Y ของเพศ

ชายคอนขางนอย แมมกีารแตกหกัของช้ินสวนดเีอน็เอได

ตามธรรมชาต ิแตยงัอยูในระดบัทีส่ามารถนำไปใชในการ

ระบุตัวบุคคลได ทั้งในกรณีคดีความผิดทางเพศหรือการ

หาความสัมพันธุทางสายเลือดรวมบิดาเดียวกัน

นอกจากนี้ความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเอที่สกัดได

ถือเปนปจจัยสำคัญที่สงผลตอการตรวจทางนิติเวชวา

มีสิ่งปนเปอนหรือมีแนวโนมที่จะเกิดการยับยั้งปฏิกิริยา

PCR หรือไม โดยความบริสุทธิ์ (260/280 ratio) 

ของดีเอ็นเอที่สกัดไดควรอยูในชวง 1.5−2.0(20) หาก

ต่ำกวา 1.5 แสดงวาดีเอ็นเอที่สกัดไดอาจปนเปอน

โปรตีน และฟนอล แตถามากวา 2.0 แสดงวาดีเอ็นเอ

ที่สกัดไดมีการปนเปอนอารเอ็นเอ จากผลการทดลอง

ชวงระยะเวลา 1−5 ปที่ผานมา พบวาตัวอยางทั้งหมด

มีความบริสุทธิ์ของดีเอ็นเออยูระหวาง 1.04−1.56 

สอดคลองกับคา inhibion indext ที่มากกวา 1 และ 

mixture index ทีม่ากกวา 2 ซึง่แสดงวาตวัอยางดเีอน็เอ

ที่สกัดจาก DBS มีการปนเปอนของโปรตีนและ/หรือ

ฟนอล เนื่องจากตัวอยางเลือดหรือองคประกอบตางๆ 

ที่มีอยูในกระดาษกรองอาจมีสารที่ยับยั้งปฏิกิริยาและ

PCR ดังนั้นกอนการนำตัวอยางดีเอ็นเอไปทดสอบใน

ขั้นตอนการตรวจทางนิติเวชระดับที่ละเอียดขึ้น ควร

ทำใหดีเอ็นเอที่สกัดไดในครั้งแรกมีความบริสุทธิ์มากขึ้น

โดยการทำ re-extraction หรือพิจารณาเลือกชุดสกัด
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ที่สามารถกำจัดการปนเปอนที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น 

การศึกษานี้ไมไดนำตัวอยางดีเอ็นเอที่สกัดไดไปตรวจ

วิเคราะห STR จึงไมมีขอมูลวาดีเอ็นเอมีคุณภาพเพียง

พอกับการตรวจหรือไม ซึ่งควรมีการศึกษาตอในอนาคต  

ในการพฒันากระบวนการตรวจทางหองปฏบิตักิาร

เพื่อระบุตัวบุคคลใหมีคุณภาพและประสิทธิภาพเพิ่ม

มากข้ึน ดวยวิธีการเพิ่มจำนวนตำแหนงบนโครโมโซม

ใหมีความหลากหลายและมีความนาเชื่อถือมากขึ้น โดย

หลักการตรวจเพ่ือระบุตัวบุคคลจะเปนไปตามหลักสากล 

Combined DNA Index System (CODIS)(21)

ซึ่งในปจจุบันมีการใชตัวอยางเพื่อการสกัดดีเอ็นเอ

ที่หลากหลาย เชน เลือด เนื้อเยื่อ เสนผม โครงกระดูก 

เซลลเยื่อบุกระพุงแกม หรือเน้ือเยื่อตางๆ เปนตน

ทำใหปริมาณความเขมขนของดีเอ็นเอท่ีไดแตกตางกัน

ทัง้นีก้ารเลอืกชดุน้ำยาสกดัดเีอน็เอมีสวนทำใหไดปรมิาณ

ดีเอ็นเอมีความเขมขนที่พอเหมาะหรือปริมาณนอยมาก

หรือเปนดีเอ็นเอในกลุม touch DNA หรือ trace DNA

ที่เก็บจากผิวสัมผัสที่มีตัวอยางเพียงเล็กนอยเทานั้น เชน 

จากเซลลผวิหนงัท่ีหลงเหลืออยูบนวัตถหุลังจากการสมัผสั

หรอืหยบิจับโดยไมตัง้ใจ ในทางปฏิบตัติามหองปฏิบตักิาร

มีวิธีการแกปญหาดวยการเพิ่มจำนวนตำแหนงของ STR 

ใหมตีำแหนงมากข้ึนจาก 16 เปน 19, 24 หรอื 32 ตำแหนง 

เพือ่ใหมีความถกูตองแมนยำและมีความนาเชือ่ถอืเพิม่ขึน้

เนื่องจากอาจมีบางตำแหนงขาดหายไปหรือเกิด allele

drop out ขึ้น เพราะปริมาณดีเอ็นเอท่ีสกัดไดเริ่มตน

มีปริมาณนอยและสงผลตอการแปลผล ดังนั้นการเพิ่ม

ตำแหนงของ STR จงึเปนสิง่สำคญัในการระบเุอกลกัษณ

บุคคล(22-27) แตการเพิม่ตำแหนง STR ตองใชชดุทดสอบ

ที่มีราคาสูงขึ้น   

เนื่องจากงานวิจัยน้ีไมมีผลการศึกษาของเลือดที่

เก็บใหม day 0 จึงทำใหไมสามารถตรวจเปรียบเทียบได

ในแตละปจะมีตัวอยางเลือดของผูเสียชีวิตที่ผานหลัก

เกณฑการคัดเลือกตัวอยางที่นอยดังนั้นเพ่ือขอมูลที่

สมบูรณควรมีการคัดเลือกตัวอยางหรือปรับเกณฑ

การคัดเลือกกลุมตัวอยางใหม เพื่อใหไดจำนวนตัวอยาง

ที่มากขึ้น ซึ่งงานวิจัยน้ีเปนการนำตัวอยางท่ีมีอยูมาทำ

การศึกษา ดังนั้นเพื่อใหงานวิจัยสมบูรณที่สุดผูวิจัยควร

มีการนำตัวอยางที่เก็บในระยะเวลา day 0 มาตรวจ

เปรียบเทียบตอไปในอนาคต

สรุป

จากผลการศกึษาคณุภาพและปรมิาณของดีเอน็เอ

จากหยดเลอืดบนกระดาษกรอง พบวาหยดเลอืดทีเ่กบ็ไว

บนกระดาษกรองยี่หอ Whatman เบอร 1 มีชวงระยะ

เวลาการเก็บ 1−5 ป ตัวอยางท้ังหมดมีการเส่ือมสภาพ

ของดีเอ็นเอในปริมาณนอย มีปริมาณและคุณภาพเพียง

พอตอการนำไปใชในกระบวนการระบุตัวบุคคลสำหรับ

งานนิติเวชไดตอไป โดยมีประเด็นเรื่องความบริสุทธิ์

ของดีเอ็นเอที่สกัดไดตองพิจารณาวิธีการสกัดหรือ

วิธีการตรวจทางหองปฏิบัติการที่มีผลกระทบจาก

ความปนเปอนของดีเอ็นเอ
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A Study on the Quality and Quantity of 
DNA from Dried Blood Spots 

in Forensic Case Work

ABSTRACT The Division of Forensic Medicine at Thammasat University Hospital collected dried 

blood spots (DBS) on Whatman fi lter paper from deceased individuals who had died within 24 hours.

To reduce sample storage space in collecting biological evidence, sample spoilage and biodegradation, which 

frequently occur, this study was undertaken aiming to explore the DNA content and quality of 49 DBS 

specimens that had been kept for 1–5 years. The results showed that DNA concentrations as measured by 

260/280 nm absorbances were 6.10−200.60 ng/µL with DNA purity of 1.04−1.56. In addition, as analyzed 

with real-time PCR, the DNA concentrations were 0.24−66.32 ng/µL. Other DNA quality parameters 

or indices were found: Degradation index, 1.000−5.020; Inhibition index, 7.266−34.882; Mixture index, 

3.613−6.200, and Male degradation index, 0.500−1.901. In conclusion, DNA degradation values increased 

more over time during the period of 1–5 years, but the DNA quantity was suffi  cient for forensic human 

identifi cation. Further development eff orts should be made to create a method for eff ective DNA extraction

and inhibitive substance elimination; then the DNA samples extracted from DBS fi lter paper would be 

better used in forensic medicine.

Keywords: Dried blood spot on fi lter paper, DNA degradation, Forensic medicine
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บทคัดยอ มาตรฐานดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการที่มีประสิทธิภาพและครอบคลุมทุกมิติมีความสําคัญอยางยิ่ง

สําหรับการปฏิบัติงานอยางปลอดภัย การศึกษาน้ีมีวัตถุประสงคเพื่อวิเคราะห จุดออน จุดแข็ง และชองวางศักยภาพ

ความปลอดภัยในหองปฏิบัติการเคมีของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 3 นครสวรรค เพื่อใหเกิดการยกระดับมาตรฐาน

ความปลอดภยัหองปฏบิตักิาร ตามแนวทางคูมอืการตรวจประเมนิความปลอดภยัหองปฏบิตักิารของสาํนกังานการวจิยัแหงชาต ิ

ฉบับแกไขเพิ่มเติม ครั้งที่ 2 ป พ.ศ. 2558 โดยใชแบบสํารวจ ESPReL checklist จํานวน 162 รายการ เปนเครื่องมือประเมิน

หองปฏิบัติการปลอดภัย 7 องคประกอบ เพื่อชี้บงอันตรายทางหองปฏิบัติการระหวางป พ.ศ. 2562−2564 จากผลการตรวจ

ประเมินโดยแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร เมื่อเดือนกันยายน พ.ศ. 2564 พบวาหองปฏิบัติการไดรับคะแนนประเมินรวม

รอยละ 82.6 องคประกอบที่มีคะแนนประเมินต่ํากวารอยละ 80.0 ไดแก การบริหารระบบการจัดการดานความปลอดภัย

การใหความรูพื้นฐานเกี่ยวกับดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ ระบบการจัดการของเสีย และระบบการจัดการสารเคมี

ที่รอยละ 66.7, 66.7, 71.4 และ 74.6 ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหขอมูลในเชิงระบบและดําเนินการพัฒนายกระดับความปลอดภัย

หลังจากนั้นตรวจประเมินซ้ําโดยแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร เมื่อเดือนธันวาคม พ.ศ. 2564 พบวาหองปฏิบัติการมีสถานภาพ

ความปลอดภัยเพ่ิมขึ้นที่คะแนนประเมินรวมรอยละ 94.2 การสื่อสารและสรางความตระหนักดานความปลอดภัยในบุคลากร

ทุกระดับ สามารถสรางระบบการทํางานดานความปลอดภัยที่ครอบคลุมในทุกองคประกอบ สงเสริมใหเกิดวัฒนธรรม

ความปลอดภัยที่ยั่งยืน มีระบบการจัดการดานความปลอดภัยในทุกมิติ และเปนไปตามมาตรฐานการรับรองในรูปแบบ
peer evaluation อยางไรก็ตามการเฝาระวังและการวิเคราะหขอมูลอยางตอเนื่องจะชวยใหเกิดระบบความปลอดภัยที่ยั่งยืน
ของหนวยงานตอไป 

คําสําคัญ: ESPReL checklist, มาตรฐานดานความปลอดภัย, Peer evaluation
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บทนํา

ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยท่ี 3 นครสวรรค 

กรมวทิยาศาสตรการแพทย มภีารกจิหลกัในการใหบรกิาร

ตรวจวิเคราะหทางหองปฏิบัติการดานชันสูตรสาธารณสุข

และดานคุมครองผูบรโิภคดานสาธารณสุข การปฏบิตังิาน

ทางหองปฏิบัติการหลายกิจกรรมมีความเส่ียงอันตราย

เชน อันตรายทางดานกายภาพ สารเคมี สารพิษ สารกอ

มะเร็ง สารกมัมนัตรงัสี สารชีวภาพ และของเสยีท่ีเกิดจาก

หองปฏิบัติการอาจแพรกระจายสูส่ิงแวดลอมภายนอก

ดังนั้นเพื่อปองกันไมใหผูปฏิบัติงานเกิดอันตรายจากการ

ทำงานและปองกันไมใหสารชีวภาพและสารเคมี

อันตรายแพรกระจายสูสิ่งแวดลอม การปฏิบัติงาน

ในหองปฏิบัติการอยางถูกตองและปลอดภัยจึงถือ

เปนหัวใจสำคัญ(1) ปจจุบันการดำเนินงานดานความ

ปลอดภัยทางหองปฏิบัติการดานชันสูตรสาธารณสุข

เปนไปตามหลกัความปลอดภยัทางชวีภาพ (biosafety)

และการรกัษาความปลอดภยัทางชวีภาพ (biosecurity)

อยูภายใตพระราชบัญญัติเชื้อโรคและพิษจากสัตว

พ.ศ. 2558 และผานการรับรองดานความปลอดภัย

หองปฏิบัติการทางการแพทยตามระบบมาตรฐาน

ISO 15190 แตการรับรองนี้  ยั งไมครอบคลุม

ความปลอดภัยในห อ งปฏิบั ติ ก า รด าน เคมี ของ

หนวยงานที่ปฏิบัติงานกับสารเคมี ซ่ึงมีอันตราย

ตอสุขภาพและมีความเสี่ยงสูง ดังนั้นการยกระดับ

มาตรฐานความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการดานเคมี

ของหนวยงานไปสูการรับรองมาตรฐานหองปฏิบัติการ

ในรูปแบบ peer evaluation ซึ่งเปนมาตรฐานในระดับ

ประเทศ เพ่ือใหเกดิการพฒันาและสรางระบบการจดัการ

ความปลอดภัยทางหองปฏบิตักิารในรปูแบบหองปฏบิตักิาร

ปลอดภัยอยางเปนรูปธรรม สงเสริมใหเกิดวัฒนธรรม

ความปลอดภัยที่ยั่งยืน มีระบบการจัดการดานความ

ปลอดภัยที่ครอบคลุมทุกมิติ ตลอดจนพัฒนาศักยภาพ

บุคลากรในทกุระดบัใหเกดิการพัฒนาดานความปลอดภยั

ในหองปฏิบัติการอยางตอเนื่อง ศูนยวิทยาศาสตร

การแพทยที่ 3 นครสวรรค จึงไดเขารวมโครงการ

ยกระดับมาตรฐานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ

ภาคเหนือตอนลางของสำนักงานการวิจัยแหงชาติ

กับแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร ตั้งแตป พ.ศ. 2562

ถึงปจจุบัน 

สำนักงานการวิจัยแหงชาติ มีนโยบายการจัดการ

ความปลอดภัยในหองปฏิบัติการภายใตโครงการ

ยกระดับมาตรฐานความปลอดภัยหองปฏิบัติการวิจัย

ในประเทศไทย (enhancement of safety practice 

of research laboratory in Thailand, ESPReL) 

เพือ่ขบัเคลือ่นใหเกิดลกัษณะของหองปฏบิติัการปลอดภยั

อยางเปนรูปธรรม(2,3) โดยใชแบบประเมินมาตรฐาน

ความปลอดภยัหองปฏบิตักิาร หรอื ESPReL checklist

จำนวน 162 รายการ เปนเครื่องมือประเมินตามกรอบ

แนวคิดหองปฏิบัติการปลอดภัย 7 องคประกอบ ที่

เชื่อมโยงกัน เพื่อชี้ใหเห็นถึงความเสี่ยงแตละดานที่

สมัพนัธกนั ประกอบดวย 1) การบรหิารระบบการจดัการ

ดานความปลอดภยั ทำหนาทีเ่ช่ือมโยงกับทุกองคประกอบ 

ตั้งแตระดับนโยบาย โครงสรางการบริหารจัดการ

ความปลอดภัย และการกำหนดหนาที่ผูรับผิดชอบของ

หองปฏิบัติการ 2) ระบบการจัดการสารเคมี เพื่อควบคุม

ดูแลสารเคมีใหมีความปลอดภัยทั้งระบบ ตั้งแตระบบ

ขอมูล การจัดเก็บ การเคลื่อนยาย การจัดการสารเคมี

ที่ไมใชแลว การนำขอมูลไปใชเพื่อจัดการความเสี่ยง การ

บริหารจัดการ และการจัดสรรงบประมาณ 3) ระบบการ

จัดการของเสีย เพื่อใหมีระบบขอมูล การจัดจำแนก

และการเก็บที่ถูกวิธี ไมแพรกระจายสูสิ่งแวดลอม เปน

ประโยชนตอการบริหารจัดการ การประเมินความเสี่ยง

ทีอ่นัตรายจากของเสยี และมมีาตรการลดการเกดิของเสยี

ในหนวยงาน 4) ลกัษณะทางกายภาพของหองปฏบิตักิาร 

อปุกรณ และเครือ่งมอื เพือ่ใหเกิดลกัษณะของหองปฏบิตักิาร

ที่เอื้อตอการทำงานอยางปลอดภัยทั้งในภาวะปกติและ

ภาวะฉุกเฉิน 5) ระบบการปองกันและแกไขภัยอันตราย 

เพื่อใหเกิดระบบบริหารความเสี่ยงจากขอมูลจริงใน

ทุกดาน มีแผนปองกันและความพรอมตอการตอบโต

เหตุฉุกเฉิน 6) การใหความรูพื้นฐานเก่ียวกับดานความ

ปลอดภัยในหองปฏิบัติการ เพื่อสรางความตระหนักและ

ใหความรูพื้นฐานดานความปลอดภัยที่เหมาะสม จำเปน 

และตอเนือ่งแกผูเกีย่วของแตละกลุมเปาหมายทีม่บีทบาท

หนาที่แตกตางกัน เพื่อใหเกิดความเขาใจและสามารถ

ปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการ หรือทำงานที่เกี่ยวของ

กับสารเคมีไดอยางปลอดภัยและลดความเสี่ยงในการ

เกิดอุบัติเหตุได และ 7) การจัดการขอมูลและเอกสาร

เพื่อใหเกิดระบบเอกสารดานความปลอดภัยที่สามารถ
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การยกระดับความปลอดภัยหองปฏิบัติการเคมี   ปาริชาติ  กัญญาบุญ และคณะ

ใชเปนบทเรียนและสงตอกันไดเมื่อเปลี่ยนผูรับผิดชอบ 

เปนการตอยอดความรูในทางปฏิบัติ เพื่อใหการพัฒนา

ดานความปลอดภัยเปนไปไดอยางตอเนื่อง(4) 

peer evaluation หรือรูปแบบการยอมรับรวม 

หมายถงึ การยอมรบัในความเทาเทียมกันและกนัในระดบั

พหุภาคี ในผลการตรวจประเมินและการรับรองสำหรับ

ระบบการจัดการความปลอดภัยของหองปฏิบัติการ

หรอืหนวยงานท่ียืน่ขอรบัรอง จดัทำขึน้เพือ่ตรวจประเมนิ

และรับรองมาตรฐานความปลอดภัยหองปฏิบัติการ

โดยใชระบบ ESPReL เปนเครื่องมือในการประเมิน

สภาพความปลอดภัยของหองปฏบิตักิารรวมกบัการตรวจ

ประเมินและรับรองหองปฏิบัติการ โดยคณะกรรมการ

ตรวจประเมินท่ีไดรับการแตงตั้งจากสำนักงานการวิจัย

แหงชาติ มุงเนนใหเกิดเครือขายดานความปลอดภัย

ของหองปฏิบัติการ รวมขับเคลื่อนการพัฒนามาตรฐาน

หองปฏิบัติการปลอดภัยที่เปนมาตรฐานเดียวกันใน

ระดับประเทศ โดยหองปฏิบัติการที่จะไดรับการรับรอง

ในรูปแบบ peer evaluation ตองดำเนินการตามระบบ 

ESPReL (ESPReL checklist จำนวน 162 รายการ) 

มาแลวไมนอยกวา 30 วนั และตองผานการตรวจประเมนิ

ตามขอกำหนดพ้ืนฐาน ESPReL checklist จำนวน 137 

รายการ จากคณะผูตรวจประเมินโดยมีผลคะแนนเฉลี่ย

ทั้ง 7 องคประกอบ ไมนอยกวารอยละ 80.0 แตละองค

ประกอบตองมีคะแนนไมนอยกวารอยละ 50.0 และมีผล

การตรวจประเมินอยางนอย 1 องคประกอบ ไดคะแนน

รอยละ 100.0(5) กระบวนการขอรับรอง ดงัแสดงในภาพที ่1  

ภาพที่ 1 แนวทางการยกระดับความปลอดภัยหองปฏิบัติการตามระบบ ESPReL และการขอรับรองมาตรฐาน

 หองปฏิบัติการในรูปแบบ peer evaluation(2,4,5)
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การศกึษาครัง้น้ีเปนการวิเคราะหผลการดำเนนิงาน

ของการยกระดับความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการเคมี

จากการประเมินตามแบบสำรวจ ESPReL checklist 

ของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค ใน

ชวงป พ.ศ. 2562−2564 เพื่อหาจุดออน จุดแข็ง และ

ชองวางศักยภาพความปลอดภัย (gap analysis) ใน

หองปฏิบัติการดานเคมี สำหรับกำหนดมาตรการและ

แนวปฏิบัติ เพ่ือนำไปสูการบริหารจัดการความเสี่ยง

ดานความปลอดภัย และการยกระดับมาตรฐานความ

ปลอดภัยทางหองปฏิบัติการดานเคมีของหนวยงาน

ในการขอรับรองหองปฏิบั ติการในรูปแบบ peer 

evaluation 

วัสดุและวิธีการ

การศกึษาครัง้น้ีเปนการวิเคราะหผลการดำเนนิงาน

ตามแนวทางเพื่อความปลอดภัยในหองปฏิบัติการของ

สำนกังานการวจิยัแหงชาติ(2,4) เกบ็ขอมูลจากการประเมนิ

สถานภาพความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการดานเคมี 

เพ่ือบงชีอ้นัตรายระหวางป พ.ศ. 2562−2564 จำนวน 5 ครัง้

โดยแบงเปนการตรวจประเมินดวยตนเองตามแบบ

สำรวจ ESPReL checklist 162 รายการ จำนวน 3 ครั้ง

และการตรวจประเมินความปลอดภัยหองปฏิบัติการ

ตามมาตรฐาน ESPReL checklist จำนวน 162 รายการ

ของหองปฏิบัติการศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 

นครสวรรค เลขทะเบียน: 2-0100-0086-6 โดยแมขาย

มหาวิทยาลัยนเรศวร จำนวน 2 ครั้ง วิเคราะหขอมูลผาน

เว็บไซตสำนักงานการวิจัยแหงชาติ (http://esprel.

labsafety.nrct.go.th) ประมวลผลออกมาในรูปแบบ

รอยละ ผลที่ไดนำมาวิเคราะหหาจุดออน จุดแข็ง และ

ชองวางศักยภาพความปลอดภัย (gap analysis) ใน

หองปฏิบัติการดานเคมี โดยพิจารณาองคประกอบ

ความปลอดภัยท่ีมีคะแนนนอยกวารอยละ 80.0 และ

องคประกอบที่มีผลกระทบสูง นำมาจัดทำกระบวนการ

พัฒนายกระดับความปลอดภัย โดยจัดลำดับความสำคัญ

ของปญหาภายใตทรัพยากรที่มีอยูเปนหลัก ดำเนิน

การปรับปรุงพัฒนาหองปฏิบัติการในรายกิจกรรมที่

สามารถดำเนินการใหแลวเสร็จภายในระยะเวลา 6 

เดือน หลังจากนั้นทำการตรวจประเมินซ้ำตามมาตรฐาน 

ESPReL checklist จำนวน 162 รายการ ในครั้งที่ 6 

(ธันวาคม พ.ศ. 2564) โดยแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร 

เพื่อประเมินสถานภาพความปลอดภัยหองปฏิบัติการ

หลังการพัฒนายกระดับมาตรฐานความปลอดภัย และ

เตรียมความพรอมในการขอรับรองหองปฏิบัติการใน

รูปแบบ peer evaluation ในลำดับถัดไป รายละเอียด

หัวขอการประเมิน ดังแสดงในตารางที่ 1(4,6)   

ตารางที่ 1 รายละเอียดหัวขอการประเมินตามมาตรฐาน ESPReL checklist ทั้ง 7 องคประกอบ(4,6)

องคประกอบ วัตถุประสงค รายละเอียดการประเมิน

องคประกอบที่ 1                               
การบริหารจัดการระบบ
ความปลอดภัย     

เพื่อประเมินความจริงจังตั้งแต
ระดับนโยบายดานความปลอดภัย
ของหองปฏิบัติการ

ขอมูลระดับนโยบาย/แผนงานเชิงโครงสราง 
การกำหนดผูรับผิดชอบ คำสั่ง ประกาศ
แตงตั้ง และ/หรือแผนปฏิบัติการ

องคประกอบที่ 2
ระบบการจัดการสารเคมี

เพื่อประเมินสถานภาพการจัดการ
สารเคมีในหองปฏิบัติการ

สารบบสารเคมี การจัดเก็บ การเคลื่อนยาย
การจดัการสารเคมทีีไ่มใชแลว การควบคมุความ
เสี่ยงที่เกิดจากอันตรายสารเคมี และการใช
ประโยชนจากขอมูลเพื่อการบริหารจัดการ

องคประกอบที่ 3
ระบบการจัดการของเสีย

เพื่อประเมินสถานภาพการจัดการ
ของเสียในหองปฏิบัติการ

ระบบขอมลู การจำแนก การเกบ็ การใชประโยชน
จากขอมูลเพื่อการบริหารจัดการ การลดการเกิด
ของเสีย การบำบัดและการกำจัดของเสีย

องคประกอบที่ 4
ลักษณะทางกายภาพของ
หองปฏิบัติการ อุปกรณ 
และเครื่องมือ

เพื่อประเมินความสมบูรณเหมาะสม
ของโครงสรางพื้นฐานทางกายภาพ 
อุปกรณ และเครื่องมือภายใน
หองปฏิบัติการ

ขอมูลเชิงสถาปตยกรรม สถาปตยกรรมภายใน 
วิศวกรรมโครงสราง พื้นที่การใชงานจริง วัสดุที่
ใช ระบบสัญจร ระบบไฟฟา ระบบระบายอากาศ 
ระบบสาธารณูปโภค ระบบฉุกเฉินและระบบ
ติดตอสื่อสาร



213วารสารกรมวิทยาศาสตรการแพทย
ปที่ 65 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2566

การยกระดับความปลอดภัยหองปฏิบัติการเคมี   ปาริชาติ  กัญญาบุญ และคณะ

ผล

การยกระดับความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการ

ดานเคมีของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค 

ระหวางป พ.ศ. 2562−2564 โดยใชแบบสำรวจ ESPReL 

checklist จำนวน 162 รายการ ตามคูมือการประเมิน

ความปลอดภยัหองปฏิบตักิาร รวม 5 ครัง้ โดยผลคะแนน

จากการสำรวจในครั้งที่ 1, 3 และ 4 เปนการประเมิน

ดวยตนเอง ผลจากการประเมินตนเองในครั้งที่ 1 พบวา

มีองคประกอบที่มีคะแนนไมถึงรอยละ 80.0 จำนวน

5 องคประกอบ ขณะที่ผลจากการตรวจประเมินในครั้ง

ที่ 3 และ 4 ทุกองคประกอบมีคะแนนเพิ่มขึ้นจากครั้งที่ 1

แตไมแตกตางกันมากระหวางคร้ังที่ 3 และ 4 สวนผล

คะแนนในครั้งที่ 2 และ 5 เปนผลจากการตรวจประเมิน

โดยแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร เมื่อมีการตรวจประเมิน

ในครัง้ที ่5 พบวามี 4 องคประกอบ ท่ีไดรบัคะแนนประเมิน

นอยกวารอยละ 80.0 ไดแก การบริหารระบบการจัดการ

ดานความปลอดภัย (องคประกอบที่ 1) การใหความรู

พ้ืนฐานเกี่ยวกับดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ 

(องคประกอบที ่6) ระบบการจดัการของเสยี (องคประกอบ

ที่ 3) และระบบการจัดการสารเคมี (องคประกอบที่ 2) 

โดยมีคะแนนประเมินที่รอยละ 66.7, 66.7, 71.4 และ 

74.6 ตามลำดับ เมื่อวิเคราะหขอมูลเฉพาะผลการตรวจ

ประเมินโดยแมขาย พบวาการบริหารจัดการระบบความ

ปลอดภัย (องคประกอบที่ 1) และการใหความรูพื้นฐาน

ดานความปลอดภยัในหองปฏบิตักิาร (องคประกอบที ่6)

ไดรับคะแนนประเมินลดลงที่รอยละ 66.7 ในทั้งสอง

องคประกอบ จุดแข็งของการพัฒนา ไดแก การจัดการ

ขอมูลและเอกสาร (องคประกอบที่ 7) ระบบการปองกัน

และแกไขภัยอันตราย (องคประกอบที่ 5) และลักษณะ

ทางกายภาพของหองปฏิบัติการ อุปกรณ และเครื่องมือ

(องคประกอบที่ 4) โดยมีคะแนนประเมินที่รอยละ

100.0, 98.4 และ 83.7 ตามลำดับ ดังแสดงในภาพที่ 2 

เมื่อนำขอมูลความไมสอดคลอง ขอเสนอแนะ 

และจุดที่ควรพัฒนาในองคประกอบที่มีคะแนนประเมิน

นอยกวารอยละ 80.0 ไดแก องคประกอบที่ 1−3 และ 

6 และในกิจกรรมที่มีผลกระทบตอภาพรวมดานความ

ปลอดภัยของหนวยงาน เชน งานระบบฉุกเฉินและระบบ

ตดิตอสือ่สาร (องคประกอบที ่4) การเตรียมความพรอม/

ตอบโตภาวะฉุกเฉิน (องคประกอบที่ 5) จัดลำดับ

ความสำคัญ ความเรงดวน ผลกระทบโดยรวม และความ

เปนไปไดในการดำเนินการใหแลวเสร็จภายในระยะเวลา 

6 เดือน โดยแบงเปนกิจกรรมที่สามารถดำเนินการได

ภายใน 3 เดอืน และภายหลงั 3 เดอืน เปนขอมลูนำเขาใน

การดำเนนิการยกระดบัความปลอดภยัทางหองปฏบิตักิาร

ดานเคมีของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค 

พบขอมูลกิจกรรมที่สามารถดำเนินการได ดังแสดง

ในตารางที่ 2 และ 3  ไดแก การจัดการขอมูลสารเคมี 

องคประกอบ วัตถุประสงค รายละเอียดการประเมิน

องคประกอบที่ 5
ระบบการปองกันและแกไข
ภัยอันตราย

เพื่อประเมินความพรอมและ
การตอบโตภาวะฉุกเฉิน

การบรหิารความเสีย่ง การสือ่สารความเสีย่ง การ
จัดการดานความปลอดภัย มาตรการปองกัน 
แผนปองกันและตอบโตภาวะฉุกเฉิน ขอปฏิบัติ
เพื่อความปลอดภัยสวนบุคคล และระเบียบ
ปฏิบัติเพื่อความปลอดภัยระดับหองปฏิบัติการ

องคประกอบที่ 6
การใหความรูพื้นฐานเกี่ยวกับ
ดานความปลอดภัยใน
หองปฏิบัติการ

เพื่อประเมินการใหความรูแก
บุคลากรทุกระดับที่เกี่ยวของ

การใหความรูพื้นฐานที่เหมาะสมและตอเนื่อง 
ในกลุมเปาหมายที่มีบทบาทตางกัน

องคประกอบที่ 7
การจัดกการขอมูลและเอกสาร

เพื่อประเมินการจัดการขอมูล
และเอกสาร

ระบบเอกสารระบบการบันทึกขอมูล 
คูมือการปฏิบัติงาน

ตารางที่ 1 รายละเอียดหัวขอการประเมินตามมาตรฐาน ESPReL checklist ทั้ง 7 องคประกอบ(4,6) (ตอ)
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Chemical Laboratories Safety Enhancement  Parichat Kanyaboon et al.

ภาพที่ 2 การยกระดับความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการดานเคมีทั้ง 7 องคประกอบ ตาม ESPReL checklist

 จำนวน 162 รายการ โดยการตรวจประเมินดวยตนเอง (ครั้งที่ 1, 3 และ 4) และการตรวจประเมิน

 โดยแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร (ครั้งที่ 2 และ 5) ทางหองปฏิบัติการดานเคมีของศูนยวิทยาศาสตร

 การแพทยที่ 3 นครสวรรค ระหวางป พ.ศ. 2562−2564 

ตารางที่ 2  การจัดลำดับความสำคัญแยกรายกิจกรรมเพื่อพัฒนายกระดับความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการ

 ดานเคมีของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค 

กิจกรรมที่สามารถทำไดภายใน 3 เดือน กิจกรรมที่สามารถทำไดภายหลัง 3 เดือน

         2.2   การจัดเก็บสารเคมี

         2.3   การเคลื่อนยายสารเคมี

         3.1.1 การจัดการขอมูลของเสีย

         3.3   การลดการเกิดของเสีย

         1.1   การบริหารระบบการจัดการ

                ดานความปลอดภัย

         6.1   การใหความรูพื้นฐานเกี่ยวกับ

                ดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ

         4.7   งานระบบฉุกเฉินและระบบติดตอสื่อสาร

         5.2   การเตรียมความพรอม/ตอบโตภาวะฉุกเฉิน

2.1   การจัดการขอมูลสารเคมี

3.1.3 การจัดการขอมูลของเสีย

4.7   งานระบบฉุกเฉินและระบบติดตอสื่อสาร

การจัดเก็บสารเคมี การจัดการขอมูลของเสีย การลด

การเกดิของเสีย หลกัฐานการใหความรูดานความปลอดภยั

และกฎหมายที่เกี่ยวของแก ผูบริหาร หัวหนาหองปฏิบัติการ

ผูปฏิบัติงาน และแมบาน การแสดงขอมูลจำเพาะหรือ

เครื่องหมายสากลแสดงอันตรายแยกรายหองปฏิบัติการ 

การระบุตำแหนงอุปกรณสื่อสารลงในแผนที่ตั้ง เปนตน
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การยกระดับความปลอดภัยหองปฏิบัติการเคมี   ปาริชาติ  กัญญาบุญ และคณะ

ตารางที่ 3 กจิกรรมการยกระดบัมาตรฐานความปลอดภยัทางหองปฏบิตักิารดานเคมขีองศนูยวทิยาศาสตรการแพทย

 ที่ 3 นครสวรรค

ความไมสอดคลอง/ขอเสนอแนะ/

จุดที่ควรพัฒนา
กระบวนการ/กิจกรรม ผลลัพธ/ผลผลิตที่เปนรูปธรรม

องคประกอบที่ 1 การบริหารระบบการจัดการดานความปลอดภัย

มีนโยบายและแผนงาน

ดานความปลอดภัยระดับหนวยงาน 

และระดับกรมฯ แตยังไมพบในระดับ

หองปฏิบัติการ (1.1.1−1.1.2)

จัดทำนโยบายและแผนงาน 

ดานความปลอดภัย

 ระดับหองปฏิบัติการ

ไดนโยบายและแผนงาน

ดานความปลอดภัย

ระดับหองปฏิบัติการ

องคประกอบที่ 2 ระบบการจัดการสารเคมี

1. ตรวจไมพบหลักฐาน

  ระบบการบันทึกขอมูลสารเคมี (2.1)

2. การจัดเก็บสารเคมีใหจัดเก็บ

 สารเคมีในตูหรือชั้นตามหลัก

  incompatibility (2.2)

3. จัดหาภาชนะรองรับสารเคมีที่ 

  เปนของเหลวในตู/ชั้นเก็บสารเคมี (2.2)

1. ใชโปรแกรม ChemInvent 

  ในการบริหารจัดการขอมูล สารเคมี

2. จัดเก็บสารเคมีตามหลัก

  incompatibility

3. จัดหาภาชนะรองรับ

  สารเคมีที่เปนของเหลว 

1. มีโปรแกรมบันทึกขอมูล

  สารเคมีที่มีรายละเอียดขอมูล

  ที่ครบถวน

2. มีระบบจัดวางสารเคมีที่เปน

  มาตรฐานสากล

3. ลดความเสี่ยงจากสารเคมี รั่วไหล

องคประกอบที่ 3 ระบบการจัดการของเสีย

1. ตรวจไมพบการบันทึกขอมูลของเสีย

  (3.1.1)

2. ตรวจไมพบหลักฐานการนำขอมูล

  ของเสียไปใชประโยชน ในดาน

  การประเมินความเสี่ยงและการจัด

  เตรียมงบประมาณในการกำจัด  (3.1.3)

3. ตรวจไมพบหลักฐานแนวปฏิบัติหรือ 

  มาตรการในการลดการเกิดของเสีย

  ในหองปฏิบัติการ (3.3)

1. ทบทวนการบันทึกขอมูลของเสีย

  ที่มีโครงสรางของขอมูลที่ครบถวน

2. จัดทำแผนและงบประมาณ

  ในการกำจัดของเสีย

3. ประเมินความเสี่ยงของเสีย

  และจัดทำแนวปฏิบัติ

  ในการลดของเสียที่เกิดขึ้น

1. มขีอมลูการบนัทกึของเสยีทีม่โีครงสราง

  ของขอมูลครบถวน

2. มีการกำจัดของเสียออกจาก

  หองปฏิบัติการตามแผน

3. ไดแนวปฏิบัติ (SOP)

  ในการลดการเกิดของเสีย 

  ในหองปฏิบัติการและมีแนวปฏิบัติ

  ในการกำจัดของเสีย

องคประกอบที่ 4 ลักษณะทางกายภาพของหองปฏิบัติการ อุปกรณ และเครื่องมือ

1. ขาดการแสดงปายขอมูลในลักษณะ

  ขอมูลจำเพาะ รวมถึงสัญลักษณหรือ

  เครื่องหมายสากลแสดงอันตรายแยก

  เปนรายหอง (4.7.9)

2. ควรมีการระบุตำแหนงโทรศัพทที่

  เขาถึงไดลงในแผนที่แสดงขอมูลที่ตั้ง 

  หรือมีปายสัญลักษณบอกตำแหนง

  (4.7.7)

1. แสดงปายขอมูลและเครื่องหมาย

  แสดงอันตราย แยกรายหองปฏิบัติการ

2. ระบุตำแหนงอุปกรณสื่อสาร 

  เชน โทรศัพท  โดยใชปายสัญลักษณ

  บอกตำแหนง

1. มีการแสดงปายขอมูลและเครื่องหมาย 

  อันตรายครอบคลุมทุกหองปฏิบัติการ

2.  มีปายสัญลักษณแสดงตำแหนง

  จุดวางอุปกรณ  สื่อสาร
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ผลจากการตรวจประเมินซ้ำในครั้งที่ 6 (ธันวาคม 

พ.ศ. 2564) โดยแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร เพื่อ

เปรียบเทียบผลการดำเนินการกอน-หลังของการ

พัฒนายกระดับมาตรฐานความปลอดภัยหองปฏิบัติการ

พบวาหองปฏิบัติการดานเคมีของศูนยวิทยาศาสตร

การแพทยที่ 3 นครสวรรค มีสถานภาพความปลอดภัย

เพิ่มข้ึนในทุกองคประกอบ โดยมีผลการดำเนินการ

ดานการบรหิารจดัการระบบความปลอดภยั (องคประกอบ

ที ่1) ระบบการจดัการสารเคม ี(องคประกอบที ่2) ระบบ

การจัดการของเสีย (องคประกอบที่ 3) ลักษณะทาง

กายภาพของหองปฏิบัติการ อุปกรณ และเครื่องมือ

ความไมสอดคลอง/ขอเสนอแนะ/

จุดที่ควรพัฒนา
กระบวนการ/กิจกรรม ผลลัพธ/ผลผลิตที่เปนรูปธรรม

องคประกอบที่ 5 ระบบการปองกันและแกไขภัยอันตราย

ไมพบการทดสอบการซอมดับเพลิง

โดยการปฏิบัติจริงของผูที่เขาทำงานใหม

เปนการอบรมออนไลน

เนื่องจากสถานการณ โรคระบาด (5.2.2)

1. ทบทวนการซอมดับเพลิง ใหแก

 บุคลากรใหมหลังจากอบรม

 ทางออนไลนแลว

2. จัดทำวิธีการใชงานถังดับเพลิง

 อยางงายติดไว ที่ถังดับเพลิง

1. บุคลากรใหมสามารถใชถังดับเพลิงได  

 หากเกิดเหตุฉุกเฉิน

2. มีวิธีการใชงานถังดับเพลิงที่เขาใจงาย

 ติดไวที่ถังดับเพลิง

องคประกอบที่ 6 การใหความรูพื้นฐานเกี่ยวกับดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ

1. ตรวจไมพบหลักฐานการใหความรู

  พื้นฐาน แก ผูบริหาร หัวหนา

  หองปฏิบัติการ ผูปฏิบัติงาน 

  เรื่อง ระบบบริหารจัดการ

  ดานความปลอดภัยและกฎหมาย

 ที่เกี่ยวของ (6.1−6.4)

จัดทำสรุปรายงานการใหความรูพื้นฐาน

ดานความปลอดภัยแกผูบริหาร 

หัวหนาหองปฏิบัติการ 

ผูปฏิบัติงาน และแมบาน

ผูบริหาร หัวหนาหองปฏิบัติการ

ผูปฏิบัติงาน และแมบานไดรับ

ความรูความเขาใจดานความปลอดภัย

2. ตรวจไมพบการอบรมใหความรู 

  พื้นฐานแกแมบาน (6.5)

(องคประกอบที ่4) ระบบการปองกนัและแกไขภัยอนัตราย

(องคประกอบที่ 5) การใหความรูพื้นฐานเกี่ยวกับ

ดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ (องคประกอบ

ที่ 6) และการจัดการขอมูลและเอกสาร (องคประกอบ

ที่ 7) ไดรับคะแนนประเมินที่รอยละ 80.0, 96.1, 98.4, 

90.7, 100.0, 81.5 และ 100.0 ตามลำดับ คะแนน

ประเมินในภาพรวมทั้ง 7 องคประกอบ เพิ่มขึ้นจาก

รอยละ 82.6 เปนรอยละ 94.2 และในองคประกอบ

ดานการจัดการขอมูลและเอกสาร ยังคงรักษามาตรฐาน

ไวได ดังแสดงในภาพที่ 3 และ 4

ตารางที่ 3 กจิกรรมการยกระดบัมาตรฐานความปลอดภยัทางหองปฏบิตักิารดานเคมขีองศนูยวทิยาศาสตรการแพทย

 ที่ 3 นครสวรรค (ตอ)
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การยกระดับความปลอดภัยหองปฏิบัติการเคมี   ปาริชาติ  กัญญาบุญ และคณะ

ภาพที่ 3 การเปรียบเทียบการประเมินของหองปฏิบัติการกอนและหลังการพัฒนายกระดับความปลอดภัย

 ทางหองปฏิบัติการดานเคมี ครั้งที่ 5 และ 6 จากการตรวจประเมินของแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร ของ

 ศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค

ภาพที่ 4  การเปรียบเทียบกอนและหลังการปรับปรุงความปลอดภัยทางหองปฏิบัติการดานเคมีของศูนยวิทยาศาสตร 

 การแพทยที่ 3 นครสวรรค A และ B = หองเก็บสารเคมีรวมกอนการปรับปรุง C และ D = การจัดเก็บ

 สารเคมีตามหลกั chemical incompatibility และ E = การแสดงปายขอมลูอนัตรายและเครือ่งหมายสากล

 แสดงอันตรายของแตละหองปฏิบัติการ
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วิจารณ

จากผลการศึกษาการยกระดับมาตรฐานความ

ปลอดภัยหองปฏิบัติการเคมีของศูนยวิทยาศาสตร

การแพทยที ่3 นครสวรรค ผานโครงการยกระดบัมาตรฐาน

ความปลอดภัยหองปฏิบัติการภาคเหนือตอนลางของ

สำนักงานการวิจัยแหงชาติ ภายใตการดูแลของแมขาย

มหาวทิยาลยันเรศวร เริม่ดำเนนิการในเดอืนพฤศจกิายน 

พ.ศ. 2562 โดยคณะกรรมการความปลอดภยัหองปฏบิตักิาร

ของหนวยงาน เริ่มตนจากการศึกษาขอคำถามและ

กฎหมายอื่นๆ ที่เกี่ยวของ หลังจากน้ันทำการประเมิน

ตนเองครั้งที่ 1 (พฤศจิกายน พ.ศ. 2562) เพื่อไดขอมูล

นำเขาสำหรับจัดทำแผนปฏิบัติการความปลอดภัยของ

หนวยงานใหครอบคลมุตามระบบ ESPReL โดยมุงเนน

พัฒนาที่ระบบการจัดการสารเคมีและระบบการจัดการ

ของเสียเปนหลัก เน่ืองจากเปนองคประกอบท่ียังไมได

ดำเนินการตามระบบมาตรฐานดานความปลอดภัย

มากอนและตองมีการบริหารจัดการเพิ่มเติมมากกวา

องคประกอบอื่น เพื่อใหสอดคลองกับขอคำถามของ

ESPReL checklist ผลการดำเนินงานหลังการตรวจ

ประเมินครั้งที่ 2 และ 3 (พ.ศ. 2562−2563) ดังแสดง

ในภาพที่  2 ใชขอเสนอแนะคำแนะนำ และองค

ความรูจากแมขายมหาวิทยาลัยนเรศวร มาแกไข

ปรับปรุงและพัฒนา หลังจากนั้นในเดือนมกราคม 

พ.ศ. 2563 ไดเขารวมกิจกรรม KM กับเครือขาย

ภาคเหนอืตอนลางและเขาเยีย่มชมหองปฏบัิตกิารตนแบบ

ที่คณะวิทยาศาสตรการแพทยและคณะสาธารณสุข

ศาสตร มหาวิทยาลัยนเรศวร โดยไดนำองคความรู

มาแกไข ปรบัปรงุ  และทำการตรวจประเมินตนเองครัง้ที ่4

แตยังไมไดใชการแกไขในเชิงระบบและยังไมครอบคลุม

ในรายละเอียดของแตละองคประกอบ เนื่องจากขณะนั้น

มีขอจำกัดดานทรัพยากรบุคคลท่ีจะปฏิบัติงานดาน

ความปลอดภัยตามระบบ ESPReL จากการระบาดของ

โรค COVID-19 (พ.ศ. 2563−2565) เมื่อวิเคราะห

ขอมูลเฉพาะผลการตรวจประเมินโดยแมขาย พบวาการ

บริหารจัดการระบบความปลอดภัยและการใหความรู

พ้ืนฐานดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการไดรับ

คะแนนประเมินลดลง เนื่องจากหนวยงานยังไมสามารถ

แกไขความไมสอดคลองไดครบถวนในทุกระดับ เชน 

มีนโยบายดานความปลอดภัยในระดับกรมวิทยาศาสตร

การแพทยและระดับศูนยวิทยาศาสตรการแพทย แต

ยังขาดนโยบายดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ

ยอย ตรวจไมพบหลักฐานการใหความรูพื้นฐานแก

ผูบริหาร และการอบรมใหความรูแกแมบาน เปนตน

นอกจากนี้พบวาหนวยงานมีความเขาใจตอขอคำถาม

ในบางองคประกอบไมถูกตองชัดเจน สงผลใหคะแนน

จากการตรวจประเมินระหวาง 2 หนวยงาน ในบาง

องคประกอบมีความไมสอดคลองกัน ไดแก การบริหาร

จัดการดานความปลอดภัย และการจัดการขอมูล

และเอกสาร ดังนั้นการศึกษาขอคำถามตามคูมือ

การตรวจประเมินความปลอดภัยหองปฏิบัติการ(4) 

ใหมีความถูกตองชัดเจน เพื่อใหเกิดการดำเนินการ

ที่ถูกตอง สอดคลอง และเปนไปในทิศทางเดียวกัน ซ่ึง

มีความสำคัญตอการประเมินตนเองในอนาคตตอไป

จากผลการตรวจประเมินในครั้งที่ 5 (กันยายน 

พ.ศ. 2564) ดงัแสดงในภาพที ่2 โดยแมขายมหาวทิยาลยั

นเรศวร พบวาการดำเนินการปรับปรุงและยกระดับ

ความปลอดภยัในหองปฏบิตักิารเคม ีในชวงเวลาทีผ่านมา

ซึ่งใชเพียงการแกไขปญหาแบบเฉพาะหนาไมเพียงพอ

ที่จะบริหารจัดการความเส่ียง และทำใหเกิดแนวโนม

การพัฒนาที่ชัดเจน พบ 4 องคประกอบ ที่มีคะแนน

ประเมินนอยกวารอยละ 80.0 ไดแก องคประกอบที่ 1−3 

และ 6 ซึง่สอดคลองกบัผลการสำรวจระดบัความปลอดภยั

ในหองปฏิบัติการ จากผลการศึกษา เรื่อง ผลการสำรวจ

บงชี้อันตรายและวิเคราะหความเสี่ยงในหองปฏิบัติการ

ทางวิทยาศาสตรการแพทย(7) และการสำรวจประเมิน

องคประกอบดานลักษณะทางกายภาพที่เกี่ยวของกับ

ระบบการจัดการความปลอดภัย: อาคารมหามกุฎ คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย(8)  จึงไดปรับใช

การวิเคราะหหาจุดออน จุดแข็ง ชองวางศักยภาพความ

ปลอดภัย (gap analysis) และจัดทำกระบวนการ

ยกระดับมาตรฐานความปลอดภัยหองปฏิบัติการ พบ

กิจกรรมที่ไมสามารถดำเนินการใหแลวเสร็จไดภายใน

ระยะเวลา 6 เดือน เนื่องจากตองใชงบประมาณและ

เวลาในการดำเนินการ เชน การจัดหาตูเก็บสารไวไฟ 

การบำรุงรักษาระบบแสงสวางฉุกเฉิน ซึ่งสอดคลองกับ

ผลการศึกษา เรื่อง การยกระดับความปลอดภัย
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การยกระดับความปลอดภัยหองปฏิบัติการเคมี   ปาริชาติ  กัญญาบุญ และคณะ

หองปฏบิตักิารเคม ีL-210 มหาวทิยาลยัมหดิล(6) เบือ้งตน

ดำเนินการแกไขการจัดเก็บสารไวไฟโดยใชการจัดเก็บ

แยกจากสารออกซิไดซ จัดหาภาชนะสำหรับรองรับ เพิ่ม

ระยะการจัดวางภายในตูเพื่อลดความหนาแนน ควบคุม

ระบบระบายอากาศ เชน เปดพัดลมดูดอากาศของตูเก็บ 

เปดหนาตางระบายอากาศ และตรวจสอบระบบคลัง

สารเคมเีดอืนละ 1 ครัง้ เพ่ือควบคมุการจัดซ้ือและปรมิาณ

สารเคมีของหนวยงานใหเหมาะสมกับการใชงานจริง 

สำหรับระบบแสงสวางฉุกเฉินไดดำเนินการแกไข โดย

นำเขาขอมลูในกจิกรรมระบบบริหารโครงสรางอาคารและ

ส่ิงแวดลอมของแผนปฏิบัติการความปลอดภัยประจำป

งบประมาณ พ.ศ. 2566 และไดจัดทำบันทึกการตรวจ

สอบความพรอมใชงานของระบบแสงสวางฉุกเฉินเพิม่เตมิ

สำหรับองคประกอบท่ี 2 หนวยงานใชระบบ

การจดัการ การจัดเกบ็  และการเบิกจายสารเคมีในรปูแบบ

ระบบสารเคมรีวม ซ่ึงมีประโยชนตอการแบงปนขอมลูและ

การใชสารเคมีรวมกันอยางคุมคา แตผลจากการสำรวจ 

พบวาการจัดเก็บสารเคมียังแยกตามประเภทของแข็ง 

ของเหลว และจัดวางเรียงลำดับตามตัวอักษรเปนหลัก

ไมไดใชการแยกประเภทการจัดเก็บสารเคมีตาม

คุณสมบัติความเปนอันตรายและตามคุณสมบัติการ

เขากนัไมไดของสารเคม ี(chemical incompatibility)

ซึ่งมีความเส่ียงสำหรับการเกิดการทำปฏิกิริยาระหวาง

สารเคมีหรือเกิดการระเบิดได  สอดคลองกับผล

การศกึษา เรือ่ง การชีบ้งอนัตรายหองปฏิบตักิารเคม:ี กรณี

ศึกษาหองปฏิบัติการเคมีอุตสาหกรรม(9) สวนการแกไข

ดานการจัดการขอมูลสารเคมี ตามเดิมกำหนดใช

โปรแกรม ChemInvent ในการบรหิารจดัการขอมลูสาร

เคมขีองหนวยงาน แตตดิขดัเรือ่งการเขาใชงานโปรแกรม

ดังกลาว ปจจุบันหนวยงานจึงไดพัฒนาโปรแกรมระบบ

สารสนเทศคลังสารเคมี (CHEMMA) บนฐานขอมูล

ประยุกต Microsoft Access เพื่ออำนวยความสะดวก

ในการดูแลคลังสารเคมีและระบบการจัดการขอมูล

สารเคมี โดยใหมีขอมูลรายละเอียดครอบคลุมตาม

ขอกำหนดของ ESPReL checklist สอดคลองกับ

ผลการศึกษา เรื่อง การพัฒนาสารบบสารเคมีใน

หองปฏิบัติการทันตวัสดุ  คณะทันตแพทยศาสตร 

มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร(10) ซึ่งปจจุบันโปรแกรม 

CHEMMA อยูในระหวางการทดลองใชโดยผูใชงาน

องคประกอบที ่3 กอนการยกระดบัความปลอดภยั

หองปฏบิตักิารเคม ีหนวยงานใชระบบการจดัการของเสีย

ตามแนวทางของกรมวิทยาศาสตรการแพทย แตขาด

การจัดการขอมูลของเสียและไมมีแนวปฏิบัติหรือ

มาตรการในการลดการเกิดของเสียในหองปฏิบัติการ 

ซึ่งสอดคลองกับผลการศึกษา เรื่อง การประเมินความ

เสี่ยงดานระบบการจัดการของเสียอันตรายจากสารเคมี

ในหองปฏิบัติการจุลชีววิทยา(11) ปจจุบันหนวยงานได

จัดทำระเบียบปฏิบัติ เรื่อง การจัดการสารเคมี เพื่อใช

เปนแนวทางในการจัดการระบบสารเคมีและการจัดการ

ระบบของเสียเคมี ดังแสดงในตารางที่ 4 แตขาดขอมูล

การดำเนินการตามแนวปฏิบัติหรือมาตรการในการลด

การเกิดของเสียในหองปฏิบัติการและการใชประโยชน

ขอมูลของเสียในการประเมินความเสี่ยง

องคประกอบที่ 1 หนวยงานดำเนินการดานความ

ปลอดภัยหองปฏิบัติการทางการแพทยดวยระบบ ISO 

15190 แตขาดนโยบาย แนวปฏิบัติดานความปลอดภัย

ในระดบัหองปฏบิตักิารยอย และการกำหนดผูรบัผดิชอบ

ดานความปลอดภัยที่ครอบคลุมตามที่  ESPReL 

checklist กำหนด ซึง่อาจสงผลกระทบตอการดำเนนิงาน

ที่ตอเนื่องและชัดเจนของหนวยงาน ดังนั้นหนวยงานได

ดำเนนิการจดัทำนโยบายและแผนงานดานความปลอดภยั

ระดับหองปฏิบัติการเพิ่มเติม ดังแสดงในตารางที่ 4

องคประกอบที่ 6 หนวยงานมีการพัฒนาบุคลากร

ที่สอดคลองกับงานที่ไดรับมอบหมายตามแผนพัฒนา

บคุลากร และมกีารอบรมใหความรูดานความปลอดภยัแก

บคุลากรของหนวยงาน ซึง่เปนไปตามกฎหมายทีเ่กีย่วของ

เปนประจำทกุป แตการใหความรูดานความปลอดภยัตาม

ระบบ ESPReL ใหความสำคัญกับบุคลากรในทุกระดับ

ที่เกี่ยวของและครอบคลุมความรูดานความปลอดภัย 

6 ดาน เพื่อใหมีความรูและความตระหนักถึงอันตราย 

สามารถปฏิบัติงานในหองปฏิบัติการหรือทำงานเกี่ยวกับ

สารเคมีไดอยางปลอดภัย ดังแสดงในตารางที่ 4 หลัง

การสำรวจพบวาหนวยงานยังขาดหลักฐานการใหความรู

ที่ครอบคลุมในบุคลากรบางระดับ เชน ผูบริหาร และ
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Chemical Laboratories Safety Enhancement  Parichat Kanyaboon et al.

พนักงานทำความสะอาด โดยปจจุบันหนวยงานไดจัดทำ

คูมอืบคุลากรใหมดานความปลอดภยั จดัทำสือ่การเรยีนรู

ผานสือ่คอมพวิเตอรดานความปลอดภยัในสถานทีป่ฏบิตังิาน

จัดอบรม สือ่สารเรือ่งสญัลักษณ และปายเตอืนดานความ

ปลอดภัยใหกับพนักงานทำความสะอาด และสนับสนุน

ใหผูบริหาร หัวหนาหองปฏิบัติการ ผูปฏิบัติงาน และ

ผูเกี่ยวของเขารับการอบรมออนไลนกับทางมหาวิทยาลัย

นเรศวร ซึ่งมีหลักสูตรครอบคลุมความรูดานความ

ปลอดภัยทั้ง 6 ดาน และครบถวนทุกองคประกอบตาม

ระบบ ESPReL 

องคประกอบที่ 4 อาคารปฏิบัติการมีลักษณะทาง

กายภาพของหองปฏิบัติการ อุปกรณ และเครื่องมือดาน

ความปลอดภัยที่สอดคลองกับมาตรฐาน ISO 15190 

แตขาดการแสดงปายขอมูลในลักษณะของขอมูลจำเพาะ

ของหองปฏิบัติการ รวมถึงสัญลักษณหรือเครื่องหมาย

สากลแสดงถงึอันตรายแยกเปนรายหองและไมมกีารระบุ

ตำแหนงอุปกรณส่ือสารท่ีสามารถเขาถึงไดลงในแผนที่

แสดงขอมูลที่ต้ัง ดังนั้นหนวยงานจึงไดจัดทำปายขอมูล

และเครื่องหมายอันตราย เพื่อแสดงขอมูลใหครอบคลุม

หองปฏิบัติการทั้งหมดและจัดทำปายสัญลักษณแสดง

ตำแหนงจุดวางอุปกรณส่ือสาร เพื่อการใชงานในกรณี

ฉุกเฉินเพิ่มเติม

องคประกอบท่ี 5 หนวยงานมีการเตรียมความ

พรอมการตอบโตตอภาวะฉุกเฉินที่เปนรูปธรรม แตพบ

วาขาดการทวนสอบการซอมดับเพลิงดวยการปฏิบัติจริง

ของผูที่เขามาทำงานใหม จึงจัดอบรมการใชถังดับเพลิง

แกบุคลากรใหมและจัดทำวิธีการใชงานถังดับเพลิง

ที่เขาใจงายติดไวที่ถังดับเพลิงเพิ่มเติม สำหรับการอบรม 

ทบทวนและใหความรูดานความปลอดภัยของหนวยงาน

เปนไปตามขอมูลที่แสดงไวในองคประกอบที่ 6

องคประกอบที่ 7 พบวาเปนองคประกอบที่เปน

จุดแข็ง เนื่องจากหนวยงานมีการดำเนินงานตามระบบ

คุณภาพมาตรฐานสากล ISO/IEC 17025 และ ISO 

15189 ซึง่ขอกำหนดดงักลาวทำใหหนวยงานมีการจดัการ

ดานขอมูลและเอกสารที่ครบถวน เพียงพอ เปนปจจุบัน 

สะดวกตอการเก็บรักษา และงายตอการสืบคน ผาน

โปรแกรมฐานขอมูลระบบการจัดการเอกสารคุณภาพ 

(DOC-IS)(12) 

การเตรยีมความพรอมเพือ่ขอรบัการตรวจประเมิน

หองปฏิบัติการในรูปแบบ peer evaluation ศูนย

วิทยาศาสตรการแพทยท่ี 3 นครสวรรค มีการดำเนิน

การพัฒนา ปรับปรุง และแกไขผลการประเมินตาม 

ESPReL checklist เพื่อใหมีคะแนนประเมินเฉลี่ย

ไมนอยกวารอยละ 80.0 โดยดำเนินการแกไข ปรับปรุง

ในแตละองคประกอบทีไ่มครอบคลมุดานความปลอดภยั 

ไดแก องคประกอบที่ 1−3 และ 6 ตามที่กลาวมาขางตน

นอกจากน้ันไดจัดตั้งคณะทำงานพัฒนาระบบความ

ปลอดภัยใหม 7 คณะ เมื่อเดือนตุลาคม พ.ศ. 2565 

ไดแก คณะทำงานความปลอดภัยดานเคมี คณะทำงาน

ความปลอดภัยดานชีวภาพ คณะทำงานความปลอดภัย

ดานระบบแกส คณะทำงานความปลอดภยัดานโครงสราง

อาคารและสภาพแวดลอม คณะทำงานความปลอดภยัดาน

สุขภาพ และคณะทำงานความปลอดภัยดานเทคโนโลยี

สารสนเทศ เพิ่มเติมจากเดิมที่เปนเพียงการดำเนินการ

โดยคณะกรรมการความปลอดภัยเทานั้น เพื่อใหเกิดการ

ทำงานที่มีประสิทธิภาพและครอบคลุมตาม ESPReL 

checklist ดังนั้นการใหความรูแกคณะทำงานใหมจึงมี

ความสำคัญและจำเปน เพื่อใหการดำเนินงานดานความ

ปลอดภยัมคีวามตอเนือ่ง โดยมกีารจดัการความรูดวยการ

แลกเปลี่ยนประสบการณ การเรียนรูจากการทำงานจริง 

การตรวจเยี่ยมหองปฏิบัติการตนแบบ และการเขารวม

อบรมออนไลนกบัทางมหาวทิยาลยันเรศวร การดำเนนิการ

เพื่อเตรียมความพรอมในการขอรับรองหองปฏิบัติการ

ในรูปแบบ peer evaluation ของศูนยวิทยาศาสตร

การแพทยที่ 3 นครสวรรค ใชเวลาในการดำเนินการรวม 

3 ป (พฤศจิกายน พ.ศ. 2562−ตุลาคม พ.ศ. 2565) 

เนื่องจากชวงเวลาดังกลาวมีสถานการณระบาดของโรค 

COVID-19 ทำใหมีขอจำกัดหลายดานโดยเฉพาะดาน

ทรัพยากรบุคคล ผูปฏิบัติงานสวนใหญตองไปชวยงาน

ตรวจวิเคราะห COVID-19 ชวยจัดการความปลอดภัย

ทางหองปฏิบัติการดานชีวภาพเปนหลัก ในชวงระยะแรก

ของการระบาด แมขายไมสามารถเขาตรวจประเมิน

หองปฏิบัติการ ณ สถานที่ปฏิบัติงานจริงได ในการตรวจ

ประเมินครั้งที่ 5 (กันยายน พ.ศ. 2564) จึงปรับใชการ

ตรวจประเมนิหองปฏบิตักิารในรปูแบบออนไลนทดแทน

รวมกบัการสงไฟลวดีทัิศนและไฟลเอกสารการดำเนนิการ
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การยกระดับความปลอดภัยหองปฏิบัติการเคมี   ปาริชาติ  กัญญาบุญ และคณะ

ดานความปลอดภัยตามแตละองคประกอบ ซึ่งมีราย

ละเอยีดทีแ่ตกตางจากการตรวจประเมิน ณ สถานทีป่ฏบิตัิ

งานจริง

จากผลการศึกษาแสดงใหเห็นวา ปจจัยความ

สำเรจ็ในการพฒันายกระดบัมาตรฐานความปลอดภยัทาง

หองปฏิบัตกิารดานเคมขีองศนูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่3

นครสวรรค เพื่อขอรับรองหองปฏิบัติการในรูปแบบ 

peer evaluation เกิดจากความรวมมือของบุคลากร

ในทุกระดับ ตั้งแตผูบริหารจนถึงผูปฏิบัติงานทำให

องคประกอบท่ี 1 และ 6 มีคะแนนเพ่ิมข้ึนเปนรอยละ 80.0

และ 81.5 ตามลำดับ ในการตรวจประเมินในครั้งที่ 6 

(ธันวาคม พ.ศ. 2564) รวมทั้งมีคะแนนเพิ่มขึ้นในองค

ประกอบที่ 2−4 เปนรอยละ 96.1, 98.4 และ 90.7 และ

คะแนนในองคประกอบที่ 5 และ 7 เปนรอยละ 100.0 

ดังแสดงในภาพที่ 3 รวมทั้งมีการทำงานในรูปแบบ

คณะกรรมการรวมกับคณะทำงาน เพื่อใหเกิดการทำงาน

ที่มีประสิทธิภาพมากขึ้น เน่ืองจากเปนหนวยงานที่

ดำเนนิงานดวยระบบคณุภาพตามมาตรฐานสากล (ISO) 

จึงมีหลายองคประกอบที่เกื้อกูลและเปนประโยชนตอกัน

นอกจากนี้มีคณะอนุกรรมการตรวจประเมินความ

ปลอดภยัในหองปฏิบัติการ มหาวิทยาลัยนเรศวร ทำหนาที่

ประเมินหองปฏิบัติการลูกขายและใหคำปรึกษาแนะนำ 

ดังนั้นหองปฏิบัติการควรวิเคราะหขอมูลดานความ

ปลอดภัยอยางสม่ำเสมอ เพื่อเฝาระวังความเสี่ยงและ

นำไปสูการวางแผนพฒันาทีม่ปีระสทิธภิาพอยางตอเนือ่ง

โดยเฉพาะองคประกอบที่ 1, 4 และ 6 ซึ่งหองปฏิบัติการ

ดานเคมีของศูนยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 3 นครสวรรค 

ได เข ารับการตรวจประเมินและผ านการรับรอง

หองปฏิบัติการในรูปแบบ peer evaluation จาก

ศูนยบริหารความปลอดภัย อาชีวอนามัย และสภาพ

แวดลอมในการทำงาน มหาวิทยาลัยมหิดล เมื่อวันที่ 16 

ธันวาคม พ.ศ. 2565

สรุป

การยกระดับมาตรฐานความปลอดภัยทาง

หองปฏิบตักิารดานเคมีของศนูยวิทยาศาสตรการแพทยที่ 

3 นครสวรรค จากการตรวจประเมนิหองปฏบิตักิารเพือ่ชี้

บงอนัตราย ตามแบบสำรวจ ESPReL checklist จำนวน 

162 รายการ ตามกรอบแนวคิดหองปฏิบัติการปลอดภัย 

7 องคประกอบ ระหวางป พ.ศ. 2562−2564 พบวา

หองปฏิบัติการมีระดับคะแนนความปลอดภัยคิดเปน

รอยละ 82.6 เมื่อวิเคราะหหาจุดออน จุดแข็ง และชอง

วางความปลอดภัย (gap analysis) เพื่อจัดลำดับความ

สำคัญของกิจกรรมและจัดทำกระบวนการพัฒนายก

ระดับมาตรฐานความปลอดภัยหองปฏิบัติการ พบวา

หองปฏิบัติการมีสถานภาพความปลอดภัยเพิ่มขึ้นจาก

เดิมเปนรอยละ 94.2 โดยทุกองคประกอบมีคะแนน

ประเมินมากกวารอยละ 80.0 ไดแก การบริหารระบบ

การจัดการดานความปลอดภัย ระบบการจัดการสาร

เคมี ระบบการจัดการของเสีย ลักษณะทางกายภาพของ

หองปฏิบัติการ อุปกรณและเครื่องมือ ระบบการปองกัน

และแกไขภัยอันตราย การใหความรูพื้นฐานเกี่ยวกับ

ดานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการ และการจัดการ

ขอมูลและเอกสาร ไดรับคะแนนประเมินที่รอยละ 80.0, 

96.1, 98.4, 90.7, 100.0, 81.5 และ 100.0 ตามลำดับ

ผลการศึกษาครั้งนี้สามารถนำไปใชประโยชนในการ

จัดการความเสี่ยงดานความปลอดภัย ใชเปนขอมูล

นำเขาในการจัดทำแนวทาง เพื่อนำไปสูการพัฒนาและ

ยกระดับมาตรฐานความปลอดภัยในหองปฏิบัติการให

มีประสิทธิภาพของหนวยงานและหองปฏิบัติการอื่นๆ

ตอไปได

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุณ ผูอำนวยการศูนยวิทยาศาสตร

การแพทยที่ 3 นครสวรรค ที่สนับสนุน ใหคำปรึกษา 

และคำแนะนำในการดำเนินงานดานความปลอดภัย ขอ

ขอบคุณคณะทำงานพัฒนาระบบความปลอดภัย และ

เจาหนาทีศ่นูยวทิยาศาสตรการแพทยที ่3 นครสวรรค ท่ีให

ความรวมมือในการดำเนินงานดานระบบความปลอดภัย

ของหนวยงาน ขอขอบคุณ นางสาวโลมไสล วงคจันตา 

นักวิทยาศาสตรการแพทยชำนาญการพิเศษ ที่พัฒนา

โปรแกรมสารสนเทศคลังสารเคมี CHEMMA เพื่อ

อำนวยความสะดวกในการดูแลคลังสารเคมีและระบบ

การจัดการขอมูลสารเคมีของหนวยงาน และขอ

ขอบคุณคณะอนุกรรมการตรวจประเมินความปลอดภัย

หองปฏิบัติการ มหาวิทยาลัยนเรศวร ที่ใหคำปรึกษา
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การยกระดับความปลอดภัยหองปฏิบัติการเคมี   ปาริชาติ  กัญญาบุญ และคณะ

Parichat Kanyaboon, Thippayaporn Vinissorn, Usa Thanomngoen, Danulada Kgewman,
Muthita Khontha, Phiram Panthong, Sinatsakon Thawithatsanarot, 
and Wisitsak Wuttiadirek
Regional Medical Science Center 3 Nakhonsawan, Nakhonsawan 60000, Thailand

Enhancing Chemical Laboratory Safety 
Standards of Regional Medical Sciences 
Center 3 Nakhon Sawan: A Peer Evaluation

ABSTRACT To ensure the safety of laboratory operations, it is essential to enhance and strengthen 

laboratory safety standards in order to make them more eff ective and comprehensive. The objective of 

this study was to analyze strengths, weaknesses and gaps in the implementation of safety standards in 

the chemistry laboratories of the Regional Medical Sciences Center 3, Nakhon Sawan. The study utilized 

the Laboratory Safety Inspection Manual of the National Research Council of Thailand (NRCT), 2nd 

edition, 2015, as a reference to improve laboratory safety standards. The assessment of safety hazards 

was conducted using the ESPReL Checklist, which consisted of 162 items based on the seven components 

of laboratory safety. The data from 2019 to 2021 were assessed by Naresuan University in September 

2021 and had an overall score of 82.6%. However, there were certain components that had a score below 

80%; the safety management system, basic knowledge of laboratory safety, waste management system,

and chemical management system had scores of 66.7%, 66.7%, 71.4%, and 74.6%, respectively.

Communication and raising awareness of safety among personnel at all levels are able to create a safety 

working system that covers all components, enhance a sustainable safety culture and drive the development of 

eff ective and comprehensive safety standards that meet the peer evaluation criteria. However, it is crucial to 

continue regular monitoring and data analysis on an annual basis to establish a sustainable safety system 

for relevant safety agencies.

Keywords: ESPReL checklist, Safety standards, Peer evaluation
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บทคัดย่อ  โรคเบตาธาลัสซีเมียเป็นโรคถ่ายทอดทางพันธุกรรมที่มีความชุกสูงในประชากรไทย การศึกษานี้รวบรวมข้อมูล 

ผลการตรวจวินิจฉัยยีนเบตาธาลัสซีเมียระดับโมเลกุล ย้อนหลัง 8 ปี ต้ังแต่ พ.ศ. 2557-2564 ของห้องปฏิบัติการเทคนิค 

การแพทย์ โรงพยาบาลมหาวิทยาลัยอุบลราชธานี ซ่ึงเป็นศูนย์ตรวจของรัฐแห่งเดียวที่ให้บริการตรวจวินิจฉัยเบตาธาลัสซีเมีย 

ระดับโมเลกุลในเขตสุขภาพที่ 10 เพื่อศึกษาความชุกและชนิดการกลายพันธุ์ของยีนเบตาธาลัสซีเมีย ผลการศึกษากลุ่มตัวอย่าง 

ส่งตรวจจากหญิงตั้งครรภ์และสามีที่เป็นคู่เส่ียงในการให้กำ�เนิดบุตรเป็นโรคเบตาธาลัสซีเมีย จากการตรวจคัดกรองทั้งหมด 

1,248 คู่ พบเป็นกลุ่มเสี่ยงจริง จำ�นวน 1,203 คู่  ให้ผลตรวจการกลายพันธุ์ยีนเบตาธาลัสซีเมียเป็นบวก จำ�นวน 483 คู่ โดย

ชนดิการกลายพนัธุข์องยนีเบตาธาลัสซเีมยีทีพ่บมากทีส่ดุ คอื Nucleotide-28 (A-G) ทีร่อ้ยละ 30.7 รองลงมา คอื CD41/42 

(-TTCT) ที่ร้อยละ 28.5 และ CD17 (A-T) ที่ร้อยละ 14.6 โดยเป็นคู่เสี่ยงที่มีโอกาสให้กำ�เนิดบุตรเป็นโรคเบตาธาลัสซีเมีย

ชนิดรุนแรง จำ�นวน 254 คู่ (ร้อยละ 52.6) ข้อผิดพลาดในการส่งตัวอย่างต่อเพื่อตรวจวินิจฉัยเบตาธาลัสซีเมียระดับโมเลกุล 

โดยไม่จำ�เป็น จำ�นวน 45 คู่ ส่วนใหญ่ร้อยละ 93.3 (42 คู่) เกิดจากผลตรวจวิเคราะห์ฮีโมโกลบินได้ปริมาณ Hb A2 สูงปลอม 

การศึกษานี้วิเคราะห์ผลการตรวจที่รวบรวมจากศูนย์บริการเพียงแห่งเดียว ซ่ึงมีโรงพยาบาลบางแห่งส่งตรวจศูนย์บริการอื่น 

การรวบรวมข้อมูลจากหลายศูนย์บริการจะทำ�ให้ได้ข้อมูลที่สะท้อนความจริงเกี่ยวกับสถานการณ์ความชุกและชนิด 

การกลายพันธุ์ของยีนเบตาธาลัสซีเมียในพื้นที่ภาคตะวันออกเฉียงเหนือตอนล่างได้ดียิ่งขึ้น  

คำ�สำ�คัญ: เบตาธาลัสซีเมีย, คู่เสี่ยง, เขตสุขภาพที่ 10
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การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียในคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�เสี่่�ยง 	 ชาคริิต เชาวฤทธิ์์� และคณะ

บทนํา

โรคโลหิิตจางธาลััสซีีเมีียเป็็นปััญหาทางสุุขภาพ 

สัังคมและเศรษฐกิิจที่่�สำคััญของประเทศไทย กระทรวง

สาธารณสุุขได้้จััดตั้้� งโครงการควบคุุมและป้้องกััน 

ธาลััสซีีเมีียขึ้้�นเมื่่�อปีี พ.ศ. 2536(1) โดยกำหนดให้้มีี 

การตรวจทางห้อ้งปฏิบิัตัิกิารเพื่่�อการคัดักรองและวินิิจิฉัยั 

ธาลััสซีีเมีีย ซึ่่�งเป็็นขั้้�นตอนสำคััญในกระบวนการควบคุุม 

และป้้องกัันโรคโลหิิตจางธาลััสซีีเมีียชนิิดรุุนแรง 3 ชนิิด 

ได้แ้ก่ ่ชนิิดโฮโมไซกััส อัลัฟา-ธาลััสซีเีมียี 1 (homozygous 

alpha-thalassemia-1) ชนิิดโฮโมไซกัสั เบตาธาลัสัซีีเมีีย 

(homozygous beta-thalassemia) และชนิิดเบตา

ธาลััสซีีเมีีย/ฮีีโมโกลบิินอีี (beta-thalassemia/

Hb E)(2) ประเทศไทยมีีความพยายามในการเพิ่่�ม

ประสิิทธิิภาพการควบคุุมและป้้องกัันธาลััสซีี เมีีย 

โดยเพิ่่�มศููนย์์รัับบริิการตรวจวิินิิจฉััยธาลััสซีีเมีียใน

แต่่ละเขตสุุขภาพ จากการทบทวนวรรณกรรม พบว่่ามีี

รายงานเกี่่�ยวกัับความชุุกและชนิิดการกลายพัันธุ์์�ของยีีน 

เบตาธาลััสซีีเมีียในเขตสุุขภาพที่่� 10 ไม่่มาก โดยในปีี 

พ.ศ. 2560 ชลัันดา ลาวิิลาศ และคณะ(3) ได้้รายงาน 

ความชุุกของเบตาธาลััสซีีเมีียในคู่่�สมรสที่่�มีการส่่งตััวอย่่าง

เลืือด เพื่่�อตรวจวิิเคราะห์์ที่่�ศูนย์์บริิการในเขตสุุขภาพที่่� 

10 พบการกลายพันัธุ์์�ยีนีเบตาธาลัสัซีีเมีียชนิดิ CD41/42 

(-TTCT) มากที่่�สุดุ คล้้ายกับัการศึึกษาก่่อนหน้า้ในพื้้�นที่่�

ภาคตะวัันออกเฉียีงเหนือื จากรายงานในประเทศไทยของ 

สุพุรรณ ฟู่่�เจริญิ และคณะ(4) มูลูนิธิิโิรคโลหิิตจางธาลัสัซีเีมียี 

แห่่งประเทศไทย(5) และสุุภาวดีี แย้้มศรีี และคณะ(6)

ที่่�พบเบตาธาลัสัซีเีมียีชนิดิ CD41/42 (-TTCT) มากที่่�สุดุ 

การศึึกษาของชลัันดา ลาวิิลาศ และคณะ เป็็นการรวบรวม 

ข้้อมููลย้้อนหลััง 3 ปีี (2557−2559) และการศึึกษา 

อื่่�นๆ ได้้ผ่่านมาเป็็นระยะเวลานานแล้้ว ในขณะที่่� 

ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารเทคนิคิการแพทย์ ์โรงพยาบาลมหาวิทิยาลัยั 

อุุบลราชธานีี เป็็นห้้องปฏิิบััติิการรััฐแห่่งเดีียวในเขต 

สุุขภาพที่่� 10 ที่่�ให้้บริิการตรวจวิิเคราะห์์ความผิิดปกติิ 

ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีีย(7) เปิิดบริิการเป็็นเวลา 8 ปีี 

มีีจำนวนตััวอย่่างเข้้ารัับบริิการเพิ่่�มขึ้้�น จากประสบการณ์์ 

ในงานตรวจประจำวัันตรวจพบยีีนเบตาธาลััสซีีเมีีย 

กลายพัันธุ์์�ที่่�หลากหลาย รวมทั้้�งพบยีีนเบตาธาลััสซีีเมีีย 

กลายพัันธุ์์�ชนิิดใหม่่ที่่�รายงานเป็็นครั้้�งแรกจากผู้้�ป่่วย 

ในเขตสุุขภาพที่่� 10 การศึึกษานี้้� มีีวััตถุุประสงค์์เพื่่�อ

ศึึกษาความชุุกและชนิิดการกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตา

ธาลััสซีีเมีียในสามีี-ภรรยาคู่่�เสี่่�ยงในเขตสุุขภาพที่่� 10 

จากตััวอย่่างเลืือดถููกส่่งตรวจที่่�ห้องปฏิิบััติิการเทคนิิค

การแพทย์์ โรงพยาบาลมหาวิิทยาลััยอุุบลราชธานีี โดย

รวบรวมข้้อมููลย้้อนหลััง 8 ปีี เพื่่�อวิิเคราะห์์และสรุุปผล

การตรวจวิินิิจฉััยการกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีีย 

ในคู่่�สามีี-ภรรยาคู่่�เสี่่�ยงโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย ตั้้�งแต่่เดืือน

มกราคม พ.ศ. 2557 ถึึง เดืือนธัันวาคม พ.ศ. 2564 เพื่่�อ

ให้้ได้้ข้้อมููลที่่�สมบููรณ์์และเป็็นปััจจุุบัันยิ่่�งขึ้้�น เป็็นข้้อมููล

ให้้ห้้องปฏิิบััติิการนำไปใช้้ออกแบบวิิธีีการตรวจวิินิิจฉััย

การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียได้้อย่่างเหมาะสม

และครอบคลุุม รวมทั้้�งแพทย์์และพยาบาลสามารถนำ

ข้อ้มูลูไปใช้้ในการให้ค้ำปรึกึษาทางพันัธุกุรรมที่่�เหมาะสม 

ซึ่่�งเป็็นประโยชน์์ต่่อประชาชนในการควบคุุมป้้องกััน 

โรคธาลััสซีีเมีียของเขตสุุขภาพที่่� 10 และประเทศต่่อไป

วัสดุและวิธีการ

กลุ่่�มตััวอย่่าง

การศึึกษานี้้�เป็็น retrospective descriptive 

study ใช้้ผลการตรวจวิินิจิฉััยความผิิดปกติิของยีีนที่่�เป็็น

สาเหตุขุองโรคเบตาธาลัสัซีเีมียีของห้อ้งปฏิบิัตัิกิารเทคนิคิ

การแพทย์ ์โรงพยาบาลมหาวิทิยาลัยัอุบุลราชธานี ีย้อ้นหลังั 

8 ปีี ตั้้�งแต่่เดืือนมกราคม พ.ศ. 2557 ถึึงเดืือนธัันวาคม 

พ.ศ. 2564 โครงการวิิจััยนี้้�ผ่านการรัับรองจริิยธรรม

จากคณะกรรมการจริิยธรรมในมนุุษย์์ มหาวิิทยาลััย

อุบุลราชธานีี หมายเลขใบรัับรอง UBU-REC-175/2564 

อนุุมััติิเมื่่�อวัันที่่� 8 กุุมภาพัันธ์์ พ.ศ. 2565

กลุ่่�มตััวอย่่างเป็็นคู่่�สามีี-ภรรยา ที่่�เสี่่�ยงต่่อโรค 

เบตาธาลััสซีีเมีียในเขตสุุขภาพที่่� 10 ที่่�มีีผลการตรวจ        

คััดกรองทางห้้องปฏิิบััติิการ ได้้แก่่ one tube osmotic 

fragility test (OF test) และ dichlorophenol 

indophenol precipitation test (DCIP test) หรืือ 

mean corpuscular volume/mean corpuscular 

hemoglobin (MCV/MCH) และ DCIP test ที่่�เป็น็บวก 

ทั้้�งคู่่�มีโอกาสเสี่่�ยงในการให้้กำเนิดิบุตุรเป็น็โรคธาลัสัซีีเมียี 

ซึ่่�งมีีผลตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณฮีีโมโกลบิิน 

(Hb typing) ที่่�มีีโอกาสเสี่่�ยงในการให้้กำเนิิดบุุตร 

เป็็นโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย ตััวอย่่างเลืือดจากกลุ่่�มคู่่�เสี่่�ยง 
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ได้้ถููกส่่งจากโรงพยาบาลที่่�อยู่่�ในเขตสุุขภาพที่่� 10 เพื่่�อ

รัับบริิการตรวจรายการ PCR for beta-thalassemia 

และการตรวจ δβ0-thalassemia PCR ด้้วยเทคนิิค 

allele-specific PCR และ gap-PCR รวมทั้้�งมีีตัวัอย่่าง

น้้ำคร่่ำก่่อนคลอดของหญิิงตั้้�งครรภ์์ที่่�มีผลการตรวจ 

เป็็นคู่่�เสี่่�ยงในการให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นเบตาธาลััสซีีเมีีย

ชนิิดรุุนแรงระหว่่างปีี พ.ศ. 2560-2564 เพื่่�อวิินิิจฉััย 

การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียของทารกในครรภ์์ 

วิิธีีการรวบรวมผลการตรวจวิิเคราะห์์

รวบรวมผลการตรวจวิิเคราะห์์ความผิิดปกติิ 

ของยีีนที่่�เป็็นสาเหตุุของโรคเบตาธาลััสซีีเมีียและข้้อมููล

ผู้้�รัับบริิการ ได้้แก่่ เพศและอายุุ จากสมุุดบัันทึึกรัับ 

การตรวจวิินิิจฉััยธาลััสซีีเมีียและระบบสารสนเทศของ 

ห้อ้งปฏิิบัตัิกิารเทคนิิคการแพทย์์ โรงพยาบาลมหาวิิทยาลััย 

อุุบลราชธานีี ตั้้�งแต่่เดืือนมกราคม พ.ศ. 2557 ถึึง 

เดืือนธัันวาคม พ.ศ. 2564 กำหนดรหััสผลของตััวอย่่าง 

ที่่�ส่งตรวจ บัันทึึกข้้อมููลลงในแบบบัันทึึกข้้อมููล และ 

คััดลอกข้้อมููลลงใน Microsoft Excel

การวิิเคราะห์์ข้้อมููล

วิเิคราะห์ข์้อ้มูลูตัวัอย่า่ง ได้แ้ก่ ่จำนวนตัวัอย่า่งของ 

คู่่�เสี่่�ยงที่่�ส่่งเข้้ามาตรวจวิินิิจฉััยโรคธาลััสซีีเมีียระดัับ

โมเลกุุล จำนวนข้้อผิิดพลาดที่่�เป็็นสาเหตุุของการส่่ง 

ตัวัอย่า่งให้ผ้ลคัดักรองบวกปลอมของตัวัอย่า่งที่่�ส่ง่เข้า้มา 

ตรวจวิิเคราะห์์ ความชุุกของตััวอย่่างคู่่�สามีี-ภรรยา 

ที่่�ให้้ผลบวกในการตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย 

ระดัับโมเลกุุล จำนวนของคู่่�เสี่่�ยงโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย 

ชนิิดรุุนแรงที่่�ส่่งตััวอย่่างตรวจวิิเคราะห์์ และจำนวนของ 

เบตาธาลััสซีีเมีียการกลายพัันธุ์์�แต่่ละชนิิดที่่�ตรวจพบ 

จากนั้้�นคำนวณเป็็นความชุุกรายงานในรููปแบบจำนวน

และร้้อยละ

ผล

ผลการวิเิคราะห์จ์ากงานบริกิารของห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร

เทคนิิคการแพทย์์ โรงพยาบาลมหาวิิทยาลััยอุุบลราชธานีี 

ตั้้�งแต่่ปีี พ.ศ. 2557 - 2564 มีีตััวอย่่างเลืือดของ

คู่่�สามีี-ภรรยาคู่่�เสี่่�ยงจากผลการตรวจคััดกรองที่่�ส่ง 

ตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับโมเลกุุล จำนวน 

1,248 คู่่� ภรรยามีีค่่าเฉลี่่�ยอายุุ 27±7 ปีี (อายุุต่่ำสุุด 

13 ปีี, อายุุสููงสุุด 46 ปีี) สามีีมีีค่่าเฉลี่่�ยอายุุ 29±8 ปีี 

(อายุุต่่ำสุุด 15 ปีี, อายุุสููงสุุด 58 ปีี) จำนวนตััวอย่่าง (คู่่�) 

ที่่�ส่่งตรวจในแต่่ละปีี ดัังแสดงในภาพที่่� 1

ภาพที่่� 1 จำนวนตััวอย่่างเลืือดของคู่่�สามีี-ภรรยาคู่่�เสี่่�ยง ที่่�ส่่งตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับโมเลกุุล ระหว่่าง 

	ปี ี พ.ศ. 2557–2564 จำนวน 1,248 คู่่�

จำ
นว

น 
(คู่่�

)
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การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียในคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�เสี่่�ยง 	 ชาคริิต เชาวฤทธิ์์� และคณะ

ผลการสำรวจข้้อผิิดพลาดในการส่่งสิ่่�งส่่งตรวจ 

เพื่่�อตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับโมเลกุุล พบ

ตัวัอย่่างที่่�ส่งตรวจโดยไม่่จำเป็็น จำนวน 45 คู่่� จากทั้้�งหมด 

1,248 คู่่� คิิดเป็็นร้้อยละ 3.6 โดยมีีสาเหตุุจากผลตรวจ 

วิิเคราะห์์ฮีีโมโกลบิินได้้ปริิมาณ Hb A2 สููงปลอม 42 คู่่�  

(ร้้อยละ 93.3) และเป็็นตััวอย่่างโรคฮีีโมโกลบิินเอช 3 คู่่� 

(ร้้อยละ 6.7) ดังันั้้�นเหลืือเป็็นตัวัอย่า่งคู่่�เสี่่�ยงต่่อโรคเบตา

ธาลััสซีีเมีีย 1,203 คู่่� มีีผลคััดกรองเป็็นผลบวกจริิง ที่่�มีี 

ความเสี่่�ยงในการให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย 

รุุนแรง ได้้แก่่ ชนิิด homozygous beta-thalassemia 

และชนิิด beta-thalassemia/Hb E ผลตรวจ 

วิิเคราะห์์ DNA เป็็นบวก จำนวน 483 คู่่� (ร้้อยละ 40.1) 

โดยเป็็นคู่่�เสี่่�ยงที่่�มีโีอกาสให้ก้ำเนิดิบุตุรเป็็นโรคธาลัสัซีเีมียี 

ชนิดิรุนุแรง  จำนวน 254 คู่่� (ร้อ้ยละ 52.6) มีกีารเจาะน้ำ้คร่ำ่ 

ก่่อนคลอด ซึ่่�งเปิิดให้้บริิการในปีี พ.ศ. 2560-2564 

เพื่่�อส่่งตรวจต่่อ จำนวน 72 ราย พบผลทารกในครรภ์์ 

เป็น็โรคธาลัสัซีเีมียีรุนุแรง จำนวน 21 ราย (ร้้อยละ 29.2) 

ขั้้�นตอนการตรวจ ดัังแสดงในภาพที่่� 2 

ภาพที่่� 2	ขั้้� นตอนการตรวจทางห้อ้งปฏิบิัตัิกิารเพื่่�อวิินิจิฉัยัโรคเบตาธาลัสัซีเีมียี จำนวนและความชุกุจากผลการศึกึษา

หมายเหตุุ :	 OF = One tube osmotic fragility test, DCIP = Dichlorophenol indophenol precipitation test, 
	 MCV/	MCH = Mean Corpuscular Volume/Mean Corpuscular Hemoglobin (MCH)



228 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2566

Beta-Thalassemia Gene Mutations in At-Risk Couples 	 Chakrit Chawarit et al.

ผลการวิิเคราะห์์ความชุุกของคู่่�สามีี-ภรรยา ที่่�ให้้

ผลบวกในการตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับ

โมเลกุุล แบ่่งตามอำเภอในแต่่ละจัังหวััดที่่�อยู่่�ในเขต

สุุขภาพที่่� 10 ประกอบด้้วย 5 จัังหวััด ได้้แก่่ อุุบลราชธานีี 

ศรีีสะเกษ ยโสธร อำนาจเจริิญ และมุุกดาหาร จำนวนคู่่�

เสี่่�ยงทั้้�งหมดที่่�ส่่งตััวอย่่างตรวจวิิเคราะห์์ จำนวนคู่่�เสี่่�ยง

ที่่�ให้้ผลบวก และความชุุกในแต่่ละอำเภอ ดัังแสดงใน

ตารางที่่� 1

ตารางที่่� 1	 ความชุกุของตัวัอย่า่งของคู่่�สามี-ีภรรยา ที่่�ให้ผ้ลบวกในการตรวจวินิิจิฉัยัโรคเบตาธาลัสัซีเีมียีระดับัโมเลกุลุ  

	 แบ่่งตามอำเภอในแต่่ละจัังหวััดที่่�อยู่่�ในเขตสุุขภาพที่่� 10 

จัังหวััด/อำเภอ จำนวนคู่่�เสี่่�ยงทั้้�งหมด จำนวนคู่่�เสี่่�ยงที่่�ให้้ผลบวก (%ความชุุก)

อุุบลราชธานีี

เขมราฐ

เขื่่�องใน

เดชอุุดม

โขงเจีียม

โพธิ์์�ไทร

กุุดข้้าวปุ้้�น

ดอนมดแดง

ตระการพืืชผล

ตาลสุุม

นาเยีีย

นาจะหลวย

นาตาล

น้้ำยืืน

บุุณฑริิก

พิิบููลมัังสาหาร

ม่่วงสามสิิบ

เมืืองอุุบลราชธานีี

วาริินชำราบ

ศรีีเมืืองใหม่่

สว่่างวีีระวงศ์์

สำโรง

สิิริินธร

ศรีีสะเกษ

กัันทรารมย์์

ขุุนหาญ

เบญจลัักษ์์

เมืืองจัันทร์์

โนนคููณ

45

38

73

26

22

12

5

38

9

5

3

2

25

25

49

29

116

41

31

14

29

26

29

71

12

3

15

24 (53.3)

21 (55.3)

28 (38.4)

4 (15.4)

10 (45.5)

3 (25)

1(20)

15 (39.5)

4 (44.4)

2 (40)

2 (66.7)

2 (100)

2 (8)

14 (56)

28 (57.1)

19 (65.5)

49 (42.3)

12 (29.3)

15 (48.4)

8 (57.1)

13 (44.8)

12 (46.2)

13 (44.8)

17 (23.9)

3 (25)

1 (33.3)

4 (26.7)
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การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียในคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�เสี่่�ยง 	 ชาคริิต เชาวฤทธิ์์� และคณะ

ไพรบึึง

น้้ำเกลี้้�ยง

บึึงบููรพ์์

ปรางค์์กู่่�

พยุุห์์

ภููสิิงห์์

เมืืองศรีีสะเกษ

ยางชุุมน้้อย

ราษีีไศล

วัังหิิน

ศรีีรััตนะ

ศิิลาลาด

ยโสธร

กุุดชุุม

คำเขื่่�อนแก้้ว

เลิิงนกทา

ไทยเจริิญ

ทรายมููล

ป่่าติ้้�ว

มหาชนะชััย

เมืืองยโสธร

อำนาจเจริิญ

ชานุุมาน

ปทุุมราชวงศา

พนา

เมืืองอำนาจเจริิญ

ลืืออำนาจ

หััวตะพาน

มุุกดาหาร

คำชะอีี

ดอนตาล

เมืืองมุุกดาหาร

20

25

2

38

1

36

8

4

11

20

13

1

22

15

28

5

9

5

6

4

19

17

1

33

2

1

3

14

37

4 (20)

8 (32)

1 (50)

7 (18.4)

0 (0)

10 (27.8)

0 (0)

2 (50)

3 (27.3)

7 (35)

1 (7.7)

0 (0)

10 (45.5)

8 (53.3)

12 (42.9)

2 (40)

6 (66.7)

1 (20)

2 (33.3)

4 (100)

6 (31.6)

8 (47.1)

1 (100)

20 (60.6)

 1 (5)

1 (100)

1 (33.3)

1 (7.1)

17 (45.9)

รวม 1,248             483

ตารางที่่� 1	 ความชุกุของตัวัอย่า่งของคู่่�สามีี-ภรรยา ที่่�ให้้ผลบวกในการตรวจวิินิจิฉัยัโรคเบตาธาลัสัซีเีมียีระดับัโมเลกุุล  

	 แบ่่งตามอำเภอในแต่่ละจัังหวััดที่่�อยู่่�ในเขตสุุขภาพที่่� 10 (ต่่อ)

จัังหวััด/อำเภอ จำนวนคู่่�เสี่่�ยงทั้้�งหมด จำนวนคู่่�เสี่่�ยงที่่�ให้้ผลบวก (%ความชุุก)
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Beta-Thalassemia Gene Mutations in At-Risk Couples 	 Chakrit Chawarit et al.

ผลจากการตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับ

โมเลกุุลที่่�ให้้ผลเป็็นบวก จำนวน 483 คู่่� พบยีีนผิิดปกติิ 

ทั้้�งหมด 485 ราย ร่่วมกัับผู้้�ที่่�มี Hb E จำนวน 480 

ราย จำแนกชนิิดการกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีีย

ได้้ทั้้�งหมด 24 ชนิิด โดยพบ Uncharacterized Hb 

Varaint จำนวน 1 ราย พบการกลายพัันธุ์์�ชนิิด NT-28 

(A-G) ซึ่่�งเป็็นการกลายพัันธุ์์�  β+-thalassemia 

มากที่่�สุุด จำนวน 149 ราย คิิดเป็็นร้้อยละ 30.7 รองลงมา 

คืือ ชนิิด CD 41/42 (-TTCT) ซึ่่�งเป็็นการกลายพัันธุ์์� 

β0-thalassemia จำนวน 138 ราย คิิดเป็็นร้้อยละ 

28.5 และชนิิด CD 17 (A-T) ซึ่่�งเป็็นการกลายพัันธุ์์� 

β0-thalassemia จำนวน 71 ราย คิิดเป็็นร้้อยละ 14.6 

ตามลำดัับ การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียชนิิด

อื่่�นๆ ที่่�ตรวจพบ ดัังแสดงในตารางที่่� 2

ตารางที่่� 2	 ชนิิดการกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียที่่�ตรวจพบ เปรีียบเทีียบกัับการศึึกษาก่่อนหน้้าที่่�มีรายงาน 

	 ในประเทศไทย (ข้้อมููลเฉพาะภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ)

ชนิิดการกลายพัันธุ์์�
ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีีย

ชนิิด

จำนวนการกลายพัันธุ์์�ที่่�พบ (%)

การศึึกษานี้้�
สุุพรรณ ฟู่่�เจริิญ 

และคณะ(4)

มููลนิิธิิ
โรคโลหิิตจางธาลััสซีีเมีีย

แห่่งประเทศไทย(5)

สุุภาวดีี แย้้มศรีี
และคณะ(6)

NT-28 (A-G) β+ 149 (30.7) 2 (2.8) 1 (1.7) 151 (22.1)

CD 41/42 (-TTCT) β0 138 (28.5) 31 (43.7) 19 (31.6) 245 (35.9)

CD 17 (A-T) β0 71 (14.6) 14 (19.7) 13 (21.7) 167 (24.5)

δβ0-thalassemia
gene (12.6 kb del)

δβ0 37 (7.6) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

NT-31 (A-G) β+ 17 (3.5) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

CD 71/72 (+A) β0 15 (3.1) 2 (2.8) 8 (13.3) 29 (4.2)

Hb Tak β+ 11 (2.3) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

IVSI-1 (G-T) β0 10 (2.1) 1 (1.4) 1 (1.7) 18 (2.6)

3.4-kb deletion β0 5 (1.0) 0 (0) 0 (0) 5 (0.7)

CD 27 (+C) β0 5 (1.0) 0 (0) 0 (0) 1 (0.1)

Hb Dhonburi β+ 5 (1.0) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Hb Malay β+ 4 (0.8) 3 (4.2) 0 (0) 1 (0.1)

CD 35 (C-A) β0 3 (0.6) 1 (1.4) 0 (0) 3 (0.4)

CD 26 (G-T) β0 2 (0.4) 0 (0) 9 (15) 4 (0.6)

* IVSII-654 (C-T) β+ 2 (0.4) 9 (12.8) 5 (8.3) 16 (2.3)

IVSI-5 (G-C) β+ 2 (0.4) 8 (11.2) 0 (0) 11 (1.6)

CD121 (-G) β0 1 (0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

CD 95; (+A) β0 1 (0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Filipino deletion β0 1 (0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

NT-90 (C-T) β+ 1 (0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

CD 41 (-C) β+ 1 (0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)
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การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียในคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�เสี่่�ยง 	 ชาคริิต เชาวฤทธิ์์� และคณะ

จากการตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับ

โมเลกุุลที่่�ให้้ผลเป็็นบวก จำนวน 483 คู่่� สามารถแยก

จำนวนคู่่�เสี่่�ยงที่่�มีีโอกาสเสี่่�ยงให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นโรค

เบตาธาลััสซีีเมีียชนิิดไม่่รุุนแรง จำนวน 230 คู่่� (ร้้อยละ 

47.5) มีีความเสี่่�ยงเป็็น β+/Hb E thalassemia 

จำนวน 190 คู่่� โดยเป็็นชนิิด NT-28 (A-G) ร่่วมกัับ 

Hb E มากที่่�สุุด จำนวน 147 คู่่� มีีความเสี่่�ยงเป็็น δβ0/

Hb E thalassemia จำนวน 37 คู่่� โดยทั้้�งหมดเป็็น

ชนิิด δβ0-thalassemia gene (12.6 kb del) ร่่วมกัับ 

Hb E มีคีวามเสี่่�ยงเป็็น β0/β+ thalassemia จำนวน 1 คู่่� 

โดยเป็็นชนิิด CD 41/42 (-TTCT) ร่่วมกัับ NT-28 

(A-G) และ Uncharacterized Hb Variant ร่่วม

กัับ Hb E 1 คู่่� ส่่วนจำนวนคู่่�เสี่่�ยงที่่�มีีโอกาสให้้กำเนิิด

บุุตรเป็็นโรคเบตาธาลััสซีีเมีียชนิิดรุุนแรง จำนวน 254 คู่่� 

(ร้อ้ยละ52.6) มีคีวามเสี่่�ยงเป็น็ β0/Hb E thalassemia 

จำนวน 251 คู่่� โดยเป็็นชนิิด CD 41/42 (-TTCT) 

ร่่วมกัับ Hb E มากที่่�สุุด จำนวน 135 คู่่� มีีความเสี่่�ยง

เป็็น β+/Hb E thalassemia ที่่�ก่่อให้้เกิิดอาการรุุนแรง 

จำนวน 2 คู่่� โดยเป็็นชนิิด IVSII-654 (C-T) ร่่วมกัับ 

Hb E และมีคีวามเสี่่�ยงเป็น็ β0/β0 thalassemia จำนวน 

1 คู่่� โดยเป็็นชนิิด homozygous CD 41/42 (-TTCT) 

ดัังแสดงในตารางที่่� 3

ชนิิดการกลายพัันธุ์์�
ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีีย

ชนิิด

จำนวนการกลายพัันธุ์์�ที่่�พบ (%)

การศึึกษานี้้�
สุุพรรณ ฟู่่�เจริิญ 

และคณะ(4)

มููลนิิธิิ
โรคโลหิิตจางธาลััสซีีเมีีย

แห่่งประเทศไทย(5)

สุุภาวดีี แย้้มศรีี
และคณะ(6)

Hb C β+ 1 (0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

NT-50 (G-A) β+ 1 (0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

NT-86 (C-G) β+ 1 (0.2) 0 (0) 0 (0) 0 (0)

Uncharacterized
Hb Varaint

~ 1 (0.2) 0 (0) 3 (5) 27 (4.0)

CD43 (G-T) β0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (0.3)

CD15 (-T) β0 0 (0) 0 (0) 0 (0) 1 (0.1)

NT-87 (C-A) β+ 0 (0) 0 (0) 0 (0) 2 (0.3)

รวม 485 71 60 683

ตารางที่่� 2	 ชนิิดการกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียที่่�ตรวจพบ เปรีียบเทีียบกัับการศึึกษาก่่อนหน้้าที่่�มีรายงาน 

	 ในประเทศไทย (ข้้อมููลเฉพาะภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ) (ต่่อ)

* IVSII-654 (C-T) = β+ ชนิิดก่่อให้้เกิิดอาการรุุนแรง

ตารางที่่� 3	 จำนวนคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�มีีโอกาสเสี่่�ยงให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นโรคเบตาธาลััสซีีเมีียแต่่ละชนิิด ที่่�ให้้ผลตรวจ 

	วิ ินิิจฉััยยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียเป็็นบวก จำนวน 483 คู่่�

ชนิิดของโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย ความชุุก (%)

β0/Hb E Thalassemia (Major)                                                                    251 (52.0)

β+/Hb E Thalassemia (Intermedia)                                                            190 (39.3)

δβ0/Hb E Thalassemia (Intermedia)                                                      37 (7.7)

β+/Hb E Thalassemia (Major)                                                                    2 (0.4)
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Beta-Thalassemia Gene Mutations in At-Risk Couples 	 Chakrit Chawarit et al.

จากการศึึกษาพบการส่่งตรวจน้้ำคร่่ำเพื่่�อตรวจ

วินิิจิฉัยัก่อ่นคลอดที่่�ห้อ้งปฏิบัิัติกิารเปิดิให้้บริกิารในภายหลังั 

ระหว่่างปีี พ.ศ. 2560 - 2564 มีีตััวอย่่างน้้ำคร่่ำส่่งตรวจ 

จำนวน 72 ราย โดยเป็็นตััวอย่่างที่่�ส่่งต่่อเนื่่�องจาก 

คู่่�สามีี-ภรรยาที่่�มีีโอกาสเสี่่�ยงให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นโรค

เบตาธาลััสซีีเมีียชนิิดรุุนแรง ผลพบว่่าทารกในครรภ์์เป็็น 

โรคธาลัสัซีเีมียีชนิดิรุนุแรง จำนวน 21 ราย (ร้อ้ยละ 29.2) 

โดยเป็็นชนิิด Hb E ร่่วมกัับ β0-thalassemia ชนิิด 

CD 41/42 (-TTCT) จำนวน 10 ราย, CD 17 (A-T) 

จำนวน 7 ราย และ β+-thalassemia ชนิิด IVSII-654 

(C-T) ซึ่่�งเป็็นชนิิดก่่อให้้เกิิดอาการรุุนแรง จำนวน 

1 ราย และ ทารกในครรภ์์ไม่่เป็็นโรคธาลััสซีีเมีียชนิิด

รุุนแรง จำนวน 51 ราย โดยเป็็นปกติิ จำนวน 12 ราย 

เป็็นพาหะ Hb E จำนวน 30 ราย และเป็็นพาหะ 

β0-thalassemia จำนวน 8 ราย และเป็็นพาหะ 

β+-thalassemia ชนิิดก่่อให้้ เกิิดอาการรุุนแรง    

จำนวน 1 ราย ดัังแสดงในตารางที่่� 4

ตารางที่่� 3	 จำนวนคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�มีีโอกาสเสี่่�ยงให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นโรคเบตาธาลััสซีีเมีียแต่่ละชนิิด ที่่�ให้้ผลตรวจ 

	วิ ินิิจฉััยยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียเป็็นบวก จำนวน 483 คู่่� (ต่่อ)

ชนิิดของโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย ความชุุก (%)

β0/β0 Thalassemia (Major)                                                                         1 (0.2)

β0/β+ Thalassemia                                                                                   1 (0.2)

Uncharacterized Hb Variant                                                                       1 (0.2)

รวม 483 (100)

ชนิิดของโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย ความชุุก (%)

Normal 12 (16.7)

Hb E carrier 30 (41.7)

β0-thalassemia carrier

	 CD 41/42 (-TTCT) 6 (8.3)

	 CD 17 (A-T) 2 (2.8)

β+-thalassemia carrier (ชนิิดก่่อให้้เกิิดอาการรุุนแรง)

         IVSII-654 (C-T) 1 (1.4)

β0/Hb E Thalassemia 

         CD 41/42 (-TTCT)/Hb E 10 (13.9)

         CD 17 (A-T) /Hb E 7 (9.7)

         CD 71/72 (+A) /Hb E 3 (4.2)

β+/Hb E Thalassemia (ชนิิดก่่อให้้เกิิดอาการรุุนแรง)

         IVSII-654 (C-T) /Hb E 1 (1.4)

รวม 72 (100)

ตารางที่่� 4	 การตรวจวิินิิจฉััยก่่อนคลอดจากตััวอย่่างน้้ำคร่่ำที่่�ส่่งตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับโมเลกุุล 

	 ระหว่่างปีี พ.ศ. 2560−2564  
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การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียในคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�เสี่่�ยง 	 ชาคริิต เชาวฤทธิ์์� และคณะ

วิจารณ์

เขตสุุขภาพที่่� 10 ภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนล่่าง 

ประกอบด้้วย จัังหวััดอุุบลราชธานีี ศรีีสะเกษ ยโสธร 

อำนาจเจริิญ และมุุกดาหาร มีีศููนย์์รัับบริิการของรััฐ 

เพีียงแห่่งเดีียวที่่�เป็็นศููนย์์รัับบริิการตรวจวิินิิจฉััยโรค 

เบตาธาลััสซีเีมียีระดับัโมเลกุลุ คือื ห้อ้งปฏิบิัตัิกิารเทคนิคิ 

การแพทย์์ โรงพยาบาลมหาวิิทยาลััยอุุบลราชธานีี(7)  

ตลอดระยะเวลา 8 ปีี ที่่�เปิิดบริิการ รวมทั้้�งผลการบริิหาร 

จััดการเครืือข่่ ายธาลััสซีี เมีียและการรณรงค์์ของ 

ประเทศไทยและเขตสุุขภาพที่่� 10 เพื่่�อเพิ่่�มประสิิทธิิภาพ 

การตรวจหาคู่่�เสี่่�ยง พบว่่าจำนวนตััวอย่่างเลืือดของ 

คู่่�สามี-ีภรรยาคู่่�เสี่่�ยงที่่�ส่ง่ตรวจวินิิิจฉัยัโรคเบตาธาลัสัซีเีมียี 

ระดัับโมเลกุุลหลัังจากปีีแรกที่่�เปิิดให้้บริิการมีีจำนวน

มากกว่า่ 150 คู่่� หรืือ 300 ตัวัอย่า่งต่อ่ปี ีดังัแสดงในภาพที่่� 1 

ผลการสำรวจข้้อผิิดพลาดในการส่่งตััวอย่่างต่่อ

เพื่่�อตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับโมเลกุุล 

พบจำนวนตััวอย่่างที่่�ส่่งตรวจโดยไม่่จำเป็็น จำนวน 45 คู่่� 

จาก 1,248 คู่่� คิิดเป็็นร้้อยละ 3.6 ขณะที่่�ผลการศึึกษา

ของ สุุภาวดีี แย้้มศรีี และคณะ(6) พบร้้อยละ 11.8 โดย

มีีปััญหาในการส่่งต่่อตััวอย่่างที่่�ไม่่จำเป็็นคล้้ายๆ กััน 

คืือ ตััวอย่่างตรวจวิิเคราะห์์ฮีีโมโกลบิินได้้ปริิมาณ Hb 

A2 สููงปลอม ซึ่่�งตััวอย่่างที่่�ส่งตรวจทางห้้องปฏิิบััติิการ

เพื่่�อตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับโมเลกุุล 

ได้้ผลเป็็นลบ เมื่่�อทวนสอบค่่าพารามิิเตอร์์ของเม็็ด

เลืือดแดง พบว่่าไม่่เข้้าข่่ายผู้้�ที่่�เป็็นโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย 

MCV/MCH ต่่ำ และค่่า Hb A2 สููง (Hb A2 มากกว่่า 

ร้อ้ยละ 3.5)(7)  จึงึทำการตรวจซ้้ำอีกีครั้้�ง พบมีีผล Hb A2 ≤ 

ร้้อยละ 3.5 ดัังนั้้�นการตรวจวิิเคราะห์์ชนิิดและปริิมาณ

ของฮีีโมโกลบิินจึึงต้้องมีีมาตรฐาน มีีการถ่่ายทอด

ความรู้้� การอบรมเจ้้าหน้้าที่่�ตรวจวิิเคราะห์์ และการ

ควบคุุมคุุณภาพทั้้�งภายในและภายนอกองค์์กร เพื่่�อ

ให้้ความถููกต้้องแม่่นยำในแต่่ละห้้องปฏิิบััติิการเป็็น 

มาตรฐานเดีียวกััน ซึ่่�งมีีความสำคััญในการลดจำนวน

ตััวอย่่างที่่�ส่่งผิิดพลาดหรืือไม่่จำเป็็นต้้องส่่งตรวจต่่อ 

ในระดัับโมเลกุุล การศึึกษานี้้�พบการส่่งตััวอย่่างที่่�เป็็น 

โรคฮีโีมโกลบินิเอช เพื่่�อตรวจวิินิจิฉััยโรคเบตาธาลััสซีเีมียี 

ระดับัโมเลกุลุ ซึ่่�งอาจเกิดิจาก human error โรงพยาบาล

ที่่�ส่่งตรวจควรตรวจสอบผลก่่อนส่่งตััวอย่่างตรวจ และ 

ห้้องปฏิิบััติิการควรตรวจสอบผลการตรวจก่่อนการตรวจ

ในระดัับโมเลกุุลอีีกครั้้�ง

ผลการจำแนกชนิิดการกลายพัันธุ์์� ของยีีน 

เบตาธาลััสซีีเมีีย พบว่่า Nucleotide-28 (A-G) เป็็น 

การกลายพัันธุ์์�ที่่�พบมากที่่�สุุด (ร้้อยละ 30.7) รอง

ลงมา คืือ CD 41/42 (-TTCT) และ CD 17 (A-T) 

(ร้้อยละ 28.5 และ 14.6 ตามลำดัับ) ซึ่่�งแตกต่่างจาก

การศึึกษาของภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือที่่�มีรายงาน 

ในประเทศไทยทั้้�งของ สุุพรรณ ฟู่่�เจริิญ และคณะ(4) 

มููลนิิธิิโรคโลหิิตจางธาลััสซีีเมีียแห่่งประเทศไทย(5) ที่่�

ไม่่มีีการตรวจตำแหน่่งการกลายพัันธุ์์�นี้้� จึึงไม่่พบการ

รายงาน หรืือการศึึกษาของสุุภาวดีี แย้้มศรีี และคณะ(6) 

ที่่�กลุ่่�มประชากรมีีความแตกต่่างกัันทั้้�ง 3 การศึึกษาพบ 

การกลายพันัธุ์์�ชนิดิ CD 41/42 (-TTCT) มากที่่�สุดุ (ร้อ้ยละ 

43.7, 31.6 และ 35.9 ตามลำดับั) เมื่่�อทำการเปรียีบเทียีบ 

กัับข้้อมููลที่่�มีรายงานจากภููมิิภาคอื่่�นในประเทศไทยของ 

มููลนิิธิิโรคโลหิิตจางธาลััสซีีเมีียแห่่งประเทศไทย(5) 

ภาคกลาง พบการกลายพัันธุ์์�ชนิดิ CD 41/42 (-TTCT), 

CD 17 (A-T) และ NT-28 (A-G) มากที่่�สุุด (ร้้อยละ 

36.3, 17.4 และ 14.5 ตามลำดัับ) ภาคใต้้ พบการ 

กลายพัันธุ์์�ชนิิด codon 26, CD 41/42 (-TTCT) และ 

IVSI-5 (G-C)  มากที่่�สุุด (ร้้อยละ 33.7, 15.1 และ 

13.6 ตามลำดัับ) และภาคเหนืือ พบชนิิดการกลายพัันธุ์์� 

ชนิิด CD 41/42 (-TTCT), CD 17 (A-T) และ  

IVSI-1 (G-T) มากที่่�สุุด (ร้้อยละ 49.5, 34.4 และ 

6.9 ตามลำดัับ) พบว่่าข้้อมููลของเขตสุุขภาพที่่� 10 พบ

ชนิิดการกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียคล้้ายกัับ 

ภาคกลาง คืือ Nucleotide-28 (A-G), CD 41/42 

(-TTCT) และ CD 17 (A-T) แต่่ลำดัับที่่�พบอัันดัับ 1 

ไม่่เหมืือนกััน นอกจากนี้้�พบเดลตา-เบตาธาลััสซีีเมีีย 

ร้้อยละ 7.8 ดัังแสดงในตารางที่่� 2 เป็็นการยืืนยัันว่่า 

เดลตา-เบตาธาลััสซีีเมีียมีีจำนวนไม่่น้้อย และให้้ผล

การตรวจวิิ เคราะห์์ ฮีีโมโกลบิินคล้้ายคลึึงกัับเบตา

ธาลััสซีีเมีียจำเป็็นต้้องวิินิิจฉััยยืืนยัันแยกจากเบตา 

ธาลััสซีีเมีียโดยตรวจระดัับโมเลกุุล(8) จากตััวอย่่างที่่�

ให้้ผลตรวจวิินิิจฉััยยีีนเบตาธาลััสซีีเมีีย ระดัับโมเลกุุล 

เป็็นบวก จำนวน 483 คู่่� จำนวนคู่่�เสี่่�ยงที่่�มีีโอกาสเสี่่�ยง 

ให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นโรคเบตาธาลััสซีีเมีียชนิิดรุุนแรง 
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Beta-Thalassemia Gene Mutations in At-Risk Couples 	 Chakrit Chawarit et al.

ตามที่่�กระทรวงสาธารณสุุขไทย ควบคุุมและป้้องกััน

ทั้้�ง 2 โรค(2) อยู่่�ที่่�ร้้อยละ 52.5 โดยพบมากที่่�สุุด คืือ 

β0/Hb E thalassemia ร้้อยละ 51.9 ซึ่่�งคล้้ายกััน

กัับการศึึกษาของ สุุภาวดีี แย้้มศรีี และคณะ(6) ที่่�พบ 

β0/Hb E thalassemia มากที่่�สุด ร้้อยละ 66.0 

และคู่่�เสี่่�ยงที่่�มีโอกาสให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นโรคเบตาธาลััส 

ซีีเมีียชนิิดไม่่รุุนแรง 47.5 ดัังแสดงในตารางที่่�  3 

พบว่่าคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�มีีโอกาสให้้กำเนิิดบุุตรเป็็นโรค 

เบตาธาลััสซีีเมีียชนิิดรุุนแรงและไม่่รุุนแรงมีีสััดส่่วน

ประมาณครึ่่�งต่่อครึ่่�ง แสดงให้้เห็็นว่่าความจำเป็็นที่่�ต้อง

ทำหััตถการเพื่่�อตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับ

โมเลกุุลของทารกในครรภ์์ต่่อ เช่่น การเจาะน้้ำคร่่ำ เพื่่�อ

วิินิิจฉััยก่่อนคลอด (prenatal diagnostic) ลดลงตาม

ไปด้้วย 

จากการศึึกษาข้้อมููลการส่่งตรวจน้้ำคร่่ำเพื่่�อตรวจ

วิินิิจฉััยก่่อนคลอดที่่�ห้้องปฏิิบััติิการเปิิดให้้บริิการในปีี 

พ.ศ. 2560−2564 จากคู่่�เสี่่�ยงที่่�มีโีอกาสให้ก้ำเนิิดบุตุรเป็น็

โรคธาลัสัซีเีมียีชนิดิรุนุแรง จำนวน 171 คู่่� มีกีารส่่งตััวอย่า่ง

น้้ำคร่่ำ จำนวน 72 ราย คิิดเป็็นร้้อยละ 42.1 ของจำนวน

คู่่�เสี่่�ยงในระยะเวลาที่่�ทำการศึกึษา ผลพบว่า่ทารกในครรภ์์

เป็น็โรคธาลััสซีเีมียีรุนุแรง จำนวน 21 ราย โดยเป็็น β0/Hb 

E thalassemia จำนวน 20 ราย คิิดเป็็นร้้อยละ 27.8 

พบชนิิด CD 41/42 (-TTCT) ร่่วมกัับ Hb E มากที่่�สุุด 

จำนวน 10 ราย คิดิเป็น็ร้อ้ยละ 13.9 สอดคล้อ้งกับัผลการ

ตรวจยืืนยัันคู่่�เสี่่�ยงก่่อนหน้้าที่่�พบยีีน β0-thalassemia 

เป็็นชนิิด CD 41/42 (-TTCT) มากที่่�สุดและเป็็น 

β+/Hb E thalassemia ชนิิดก่่อให้้เกิิดอาการรุุนแรง 

จำนวน 1 ราย คิิดเป็็นร้้อยละ 1.4 ส่่วนทารกในครรภ์์ 

ที่่�ให้้ผลไม่่เป็็นโรคธาลััสซีีเมีียรุุนแรง จำนวน 51 ราย 

คิดิเป็็นร้้อยละ 70.8 ซึ่่�งมีีทั้้�งทารกที่่�มีผลปกติิ พาหะ Hb E  

พาหะ β0-thalassemia และพาหะ β+-thalassemia 

ชนิิดก่่อให้้เกิิดอาการรุุนแรง ซึ่่�งสามารถตั้้�งครรภ์์ได้้ตาม

ปกติิ ดัังแสดงตารางที่่� 4 โดยผลตรวจน้้ำคร่่ำเพื่่�อวิินิิจฉััย

ก่อ่นคลอดสอดคล้้องกัับผลตรวจยืืนยัันหญิิงตั้้�งครรภ์์และ

สามีคีู่่�เสี่่�ยงในขั้้�นตอนการตรวจวิเิคราะห์ก์่อ่นหน้า้ทั้้�งหมด 

ข้้อมููลจำนวนการตรวจวิินิิจฉััยก่่อนคลอดนี้้�อาจ

ไม่่สอดคล้้องกัับจำนวนคู่่�เสี่่�ยงที่่�ตรวจพบยีีนผิิดปกติิ

ทั้้�งหมด เนื่่�องจากห้้องปฏิิบััติกิารเปิิดให้บ้ริิการในภายหลััง 

โรงพยาบาลที่่�ส่่งตััวอย่่างหรืือคู่่�สามีี-ภรรยาคู่่�เสี่่�ยงนั้้�น 

อาจไปโรงพยาบาลหรืือศููนย์์นอกพื้้�นที่่�เขตสุุขภาพที่่� 10 

แต่่ข้้อมููลเหล่่านี้้�สะท้้อนให้้เห็็นถึึงประสิิทธิิภาพการ

ทำงาน การควบคุุมและป้้องกัันโรคเบตาธาลััสซีีเมีียของ 

ห้้องปฏิิบััติิการที่่�เปิิดให้้บริิการมาเป็็นระยะเวลา 8 ปีี  

ทั้้�งด้้านการให้้ความรู้้�แก่่นัักศึึกษา ประชาชน ผู้้�ป่่วย หรืือ

บุุคลการทางการแพทย์์ การตรวจหาผู้้�ป่่วยหรืือพาหะ 

การตรวจคััดกรอง การตรวจวิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีีย

จากสามีี-ภรรยาคู่่�เสี่่�ยงหรืือทารกในครรภ์์ รวมถึึงการ 

ให้้คำแนะนำทางพัันธุุกรรมต่่อแพทย์์ พยาบาลและ 

บุุคลากร ทางการแพทย์์ เป็็นประโยชน์์อย่่างยิ่่�งต่่อผู้้�ป่่วย 

และครอบครััว บุคุลากร และการสาธารณสุุข ของประเทศ

สรุป

การศึึกษาครั้้�งนี้้�ทำให้้ทราบความชุุกและชนิิดการ 

กลายพันัธุ์์�ของยีนีเบตาธาลัสัซีเีมียีในคู่่�สามี-ีภรรยาคู่่�เสี่่�ยง

ในเขตสุุขภาพที่่� 10 ที่่�ส่่งตััวอย่่างเลืือดเข้้ารัับการตรวจ 

วิินิิจฉััยโรคเบตาธาลััสซีีเมีียระดัับโมเลกุุล ซึ่่�งชนิิดการ 

กลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียที่่�พบมากที่่�สุด คืือ 

Nucleotide-28 (A-G) แตกต่่างจากการศึึกษาที่่�ผ่านมา 

ที่่�มีีรายงานในประเทศไทยในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือ 

พบ CD41/42 (-TTCT) มากที่่�สุดและสามารถ 

เปรีียบเทีียบความชุุกและชนิิดการกลายพัันธุ์์�ของยีีน 

เบตาธาลััสซีเีมียีกับัภูมูิภิาคอื่่�น ๆ  ของประเทศไทย ข้อ้มูลู

ที่่�ได้้ทำให้้ห้้องปฏิิบััติิการสามารถออกแบบวิิธีีการตรวจ

วิินิิจฉััยยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียเบื้้�องต้้นได้้อย่่างเหมาะสม

และครอบคลุุม แพทย์์และพยาบาลสามารถนำข้้อมููล 

ไปใช้้ในการให้้คำปรึึกษาทางพัันธุุกรรมที่่�เหมาะสม 

ผลการศึึกษาครั้้�งนี้้�วิิเคราะห์์จากศููนย์์บริิการตรวจวิินิิจฉััย 

ธาลััสซีีเ มีียในภาคตะวัันออกเฉีียงเหนืือตอนล่่าง 

เพีียงแห่่งเดีียว ซึ่่�งอาจมีีบางโรงพยาบาลที่่�ส่งตรวจ 

กัับภาคเอกชนหรืือศููนย์์บริิการอื่่�น หากทำการรวบรวม 

ข้้อมููลจากหลายแห่่งที่่� เ ปิิดให้้บริิการอาจได้้ข้้อมููล 

ที่่�สะท้้อนความจริิงเกี่่�ยวกัับสถานการณ์์การตรวจ 

วิินิิจฉััยธาลััสซีีเมีียระดัับโมเลกุุลในพื้้�นที่่�ภาคตะวัันออก 

เฉีียงเหนืือตอนล่่างได้้ดีียิ่่�งขึ้้�น ซึ่่�งจะเป็็นประโยชน์์ 

อย่่างยิ่่�งต่่อโครงการควบคุุมและป้้องกัันโรคธาลััสซีีเมีีย

ของประเทศ
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การกลายพัันธุ์์�ของยีีนเบตาธาลััสซีีเมีียในคู่่�สามีี-ภรรยาที่่�เสี่่�ยง 	 ชาคริิต เชาวฤทธิ์์� และคณะ

กิตติกรรมประกาศ

ขอขอบคุุณ คณบดีีวิิทยาลััยแพทยศาสตร์์และ 

การสาธารณสุุข มหาวิิทยาลััยอุุบลราชธานีี ที่่�อนุุญาต 

การเข้า้ถึงึข้้อมููลผลการตรวจย้อ้นหลังัของห้อ้งปฏิบิัตัิกิาร

เทคนิิคการแพทย์์ โรงพยาบาลมหาวิิทยาลััยอุุบลราชธานีี 

และขอขอบคุณุ วิทิยาลัยัแพทยศาสตร์แ์ละการสาธารณสุขุ 

มหาวิิทยาลััยอุุบลราชธานีี ที่่�สนัับสนุุนทุุนวิิจััยภายใต้้

โครงการวิิจััยการเรีียนการสอน หรืือพััฒนานัักศึึกษา 

หรืือการพััฒนางานประจำเป็็นงานวิิจััย (Routine to 

Research) งบประมาณเงิินรายได้้ ปีีงบประมาณ 

พ.ศ. 2565

เอกสารอ้างอิง

	 1. 	Thalassemia Foundation of Thailand. The First 

Annual Conference on thalassemia prevention 

and control in Thailand; 1993 April 30; Songkla, 

Thailand: Prince of Songkla University: Thai-

land; 1993

	 2.	 Fucharoen S, Winichagoon P. Thalassemia 

in Southeast Asia: problem and strategy for  

prevention and control. Southest Asian J Trop 

Med Public Health 1992; 23: 647−55. 

	 3.	 ชลนัดา ลาวลิาศ, สภุาพร ช่างคำ�, กมลชนก งามด,ี ไพเราะ 

แสนหวัง, นวินดา เจียมบุญศรี, รสริน การ-เพียร. 

เอกสารสบืเนือ่งการประชมุวชิาการ วทิยาลยัแพทยศาสตร์

และการสาธารณสุข คร้ังที่ 6 Thailand 4.0 กับ 

ผู้สูงอายุไทยเรื่อง สถานการณ์การตรวจวินิจฉัย 

ธาลัสซีเมียระดับโมเลกุลในภาคตะวันออกเฉียงเหนือ

ตอนล่าง: ข้อมูล 3 ปีย้อนหลังจากศูนย์รับบริการตรวจ

วินิจฉัยธาลัสซีเมีย 1 แห่ง. วันที่ 3 พฤษภาคม 2560.

อุบลราชธานี: มหาวิทยาลัยอุบลราชธานี; 2560.

	 4.	 Fucharoen S, Fucharoen G, Sriroongrueng 

W, Laosombat V, Jetsrisuparb A, Prasatkaew 

S, et al. Molecular basis of beta-thalassemia 

in Thailand: analysis of beta-thalassemia  

mutations using the polymerase chain reaction. 

Hum Genet 1989; 84: 41-6.

	 5.	 สุทัศน์ ฟู่เจริญ, วรรวรรณ ตันไพจิตร, กิตติ ต่อจรัส, 

วิปร วิประกษิต, อรุโณทัย มีแก้วกุญชร, บรรณาธิการ.

แนวทางการวินิจฉัยและการรักษาโรคโลหิตจางธาลัส 

ซีเมีย มูลนิธิโรคโลหิตจางธาลัสซีเมียแห่งประเทศไทย. 

กรุงเทพ: สถาบันสุขภาพแห่งชาติมหาราชินี, 2557.

	 6.	 Yamsri S, Sanchaisuriya K, Fucharoen G,  

Sae-ung N, Ratanasiri T, Fucharoen S,  

Prevention of severe thalassemia in northeast 

Thailand: 16 years of experience at a single 

university center, Prenat. Diagn. 2010; 30(6): 

540–546.

	 7.	 คณะทำ�งานทบทวนแนวทางปฏิบัติในการตรวจทาง 

ห้องปฏิบัติการเพื่อสนับสนุนการควบคุมและป้องกัน

โรคธาลัสซีเมีย. แนวทางปฏิบัติในการตรวจทาง 

ห้องปฏิบัติการเพื่อสนับสนุนการควบคุมและป้องกัน 

โรคธาลัสซีเมีย. นนทบุรี: กรมวิทยาศาสตร์การแพทย์, 

2559.

	 8. 	Sae-ung N, Srivorakun H, Fucharoen G, 

Yamsri S, Sanchisuriya K, Fucharoen S.  

Phenotypic expression of hemoglobins A2, 

E and F in various hemoglobin E related  

disorders. Blood Cells Mol Dis. 2012; 48(1): 

11-6.



236 วารสารกรมวิทยาศาสตร์การแพทย์
ปีที่ 65 ฉบับที่ 3 กรกฎาคม - กันยายน 2566

Beta-Thalassemia Gene Mutations in At-Risk Couples 	 Chakrit Chawarit et al.

Chakrit Chawarit,  Supaporn Changkam  and Nawinda Vanichakulthada
Ubon Ratchathani University Hospital, College of Medicine and Public Health, Ubon Ratchathani 

University, Ubon Ratchathani 34190, Thailand

Prevalence and Molecular Characterization
of Beta-Thalassemia Gene Mutations in     

At-Risk Couples: A Retrospective Study in 
Health Region 10, 2014-2021

ABSTRACT   This study aimed to collect the results of beta-thalassemia mutation testing conducted 

at the medical laboratory of Ubon Ratchathani University Hospital, which serves as the sole public  

service center in Health Region 10. The study spanned from 2014 to 2021. Its objective was to assess the 

prevalence and types of beta-thalassemia gene mutations using the molecular diagnostic tests provided 

in the laboratory for beta-thalassemia. Out of the 1,248 sample pairs obtained from at-risk couples, 483 

pairs exhibited positive beta-thalassemia gene mutations. The most frequently observed mutation was 

nucleotide-28 (A-G), occurring at a rate of 30.7%. Additional beta-thalassemia gene mutations were also 

identified, including CD41/42 (-TTCT) at 28.5% and CD17 (A-T) at 14.6%. Within the cohort of at-risk 

couples, 254 pairs (52.6%) were identified as being at high risk of severe beta-thalassemia disease. Errors 

in the unnecessary transport of blood samples occurred in 45 pairs, most of which (93.3%, or 42 pairs) were 

found to have falsely elevated Hb A2 levels. However, it is important to note that this study is retrospective 

and limited to just one out of several referral centers in the region. Collecting data from multiple centers 

would offer more precise evidence and greatly contribute to the development of prevention and control 

programs for these prevalent genetic disorders in the region.

Keywords: Beta-thalassemia, At-risk couples, Health Region 10
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