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บทคัดย่อ 
กระท่อม เป็นพืชที่พบได้ในเขตร้อนและกึ่งร้อนของภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้

โดยเฉพาะภาคใต้ของประเทศไทยและมาเลเซีย มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Mitragyna speciosa.อยู่
ในวงศ์เข็มและกาแฟ (Rubiaceae) สารออกฤทธิ์ที่ส าคัญของใบกระท่อม คือ ไมทราไจนีน 
(Mitragynine) ซึ่งอยู่ในกลุ่มอัลคาลอยด์ งานวิจัยนี้ท าการศึกษาหาปริมาณสารไมทราไจนีนใน
ปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมด้วยเทคนิค ultra-high performance Liquid Chromatography - 
tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS) โดยใช้คอลัมน์ชนิด Shimadzu Shim-pack 
GIST-HP C18 ขนาด 150×3.0×3 มิลลิเมตร สารละลายตัวพาประกอบด้วย เมทานอลและ
สารละลายผสมระหว่างแอมโมเนียม อะซิเตตและกรดฟอร์มิก อัตราการไหลของสารละลายตัวพา 0.5 
มิลลิลิตรต่อนาท ีค่า Retention time เท่ากับ 2.98 นาที การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 
พบว่าค่า Linearity ระหว่างความเข้มข้นของสารไมทราไจนีนกับพื้นที่ใต้ peak เป็นเส้นตรง ในช่วง
ความเข้มข้น 0.078-25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (R2) เท่ากับ 0.9998 
Recovery อยู่ในช่วง 92.4 -101.3 ค่าความเที่ยงของเครื่องมือที่ใช้และของวิธีวิเคราะห์ในการ
วิเคราะหว์ันเดียวกัน (intra-day) อยู่ในช่วง 1.11-1.84% และในการวิเคราะห์ต่างวันกัน (inter-day)           
อยู่ในช่วง 1.71-2.36% และมีค่าร้อยละการกลับคืนมาของสารไมทราไจนีนอยู่ในช่วง 92.4-101.3 % 
ขีดจ ากัดของการตรวจพบของเครื่อง (Limit of detection, LOD) เท่ากับ 0.395 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร  ขีดจ ากัดของการตรวจวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation, LOQ) เท่ากับ 1.196                
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ซึ่งผลการทดสอบความถูกต้องของวิธีอยู่ในเกณฑ์ยอมรับสามารถน าไปใช้
วิเคราะห์หาปริมาณของสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมได ้ 
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Abstract 
Mitragynine is an indole alkaloid extracted from the leaves of Mitragyna 

speciosa Korth (Rubiaceae).It is a native tree indigenous to Southeast Asia, 
especially in Thailand and Malaysia (also known as “Kratom” in Thailand, as 
“ketum” or “biak-biak” in Malaysia). The aim of this study was to determine the 
quantitative of mitragynine in human urine by ultra-high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry (UHPLC-MS/MS). HPLC separation 
was achieved in 2.98 min with a Shimadzu Shim-pack GIST-HP C18 column 
heatded to 40๐C (150 mm × 3.0 mm.; D 3 µm.) using gradient program. It used 
mobile phase A, consisting of methanol, and mobile phase B, consisting of 10mM 
ammonium acetate containing 10% formic acid, at a flow rate of 0.5 mL/min. The 
method was found linear in the range of 0.078-25 ng/mL. In the linearity study, 
good regression equation and correlation coeffient of 99.98 %. The intra- and 
inter-day precision of method were 1.11-1.84%CV and 1.71-2.36%CV, respectively. 
The limit of detection was 0.395 ng/mL. and lower limit of qualification was 1.196 
ng/mL. This method was successfully applied to determine the quantitative of 
mitragynine in the abusers’urine 
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บทที่ 1 

บทน า 

ความส าคัญและที่มาของโครงการ 

ปัญหายาเสพติดถือว่าปัญหาที่รุนแรงและเป็นภัยต่อประเทศเป็นอย่างมาก ก่อให้เกิดปัญหา
ทางสังคมขึ้นมากมาย เช่น ปัญหาอาชญากรรม ปัญหาเยาวชนติดยาเสพติด เป็นต้น นอกจากนี้              
ยาเสพติดยังเป็นภัยร้ายแรงต่อสุขภาพจิตและสุขภาพกาย ท าให้สุขภาพทรุดโทรมอ่อนแอ                    
ความจ าเสื่อมเสีย บุคลิกภาพ และส่งผลกระทบต่อสังคม เศรษฐกิจ บั่นทอนความเจริญของ
ประเทศชาติ ถึงแม้ว่ารัฐบาลได้ให้ความส าคัญกับการแก้ไขปัญหายาเสพติดแต่ปัญหาก็ยังคงมีอยู่อย่าง
ต่อเนื่อง 

โดยเฉพาะภาคใต้ของประเทศไทย แม้ว่ากระท่อมจะถูกยกเลิกจากบัญชียาเสพติดให้โทษ
ประเภทที่ 5 แล้วก็ตามที แต่การน ากระท่อมไปใช้เชิงสารเสพติด เช่น การน าใบกระท่อมมาเป็น            
สารตั้งต้นส าคัญของยาเสพติด “สี่คูณร้อย”ก็ยังคงมีโทษอยู่ จากข้อมูลการเข้ารับบ าบัดกระท่อมใน
โรงพยาบาลธัญญารักษ์สงขลา ช่วงปี 2555-2559 พบร้อยละ 5.60, 6.86, 7.15, 11.92 และ 9.57 
ตามล าดับ (ข้อมูลสถิติผู้ป่วยยาเสพติดแยกตามประเภทสารเสพติด โรงพยาบาลธัญญารักษ์สงขลา. 
2560) มีแนวโน้มการใช้กระท่อมเพิ่มขึ้น สอดคล้องกับในหลายประเทศทั่วโลก เฉพาะอย่างยิ่งในยุโรป
และสหรัฐอเมริกาที่มีแนวโน้มการใช้กระท่อมเพิ่มขึ้นเช่นเดียวกัน โดยส านักงานความร่วมมือด้านยา
เสพติดและอาชญากรรมแห่งสหประชาชาติ (UNODC) และศูนย์เฝ้าระวังยาและยาเสพติดแห่งยุโรป
(EMCDDA) จัดให้กระท่อมเป็น New psychoactive substances (NPSs) คือ กลุ่มของสารประกอบ
ที่ถูกน ามาใช้ให้มีผลคล้ายสารเสพติด แต่ยังไม่ได้รับการควบคุมทางกฎหมาย  จึงต้องมีเฝ้าระวังการ  
ใช้เพิ่มมากขึ้น 

การตรวจทดสอบสารเสพติดในปัสสาวะ แบ่งได้เป็น 2 วิธี คือ การทดสอบสารเสพติด
เบื้องต้น หรือการตรวจคัดกรอง (Screening test) และการทดสอบยืนยัน (Confirmation test)            
ซึ่งการตรวจทดสอบเบื้องต้นในสารเสพติดมักใช้เทคนิค Immunoassay method เป็นการคัดแยก    
ตัวอย่างปัสสาวะที่ให้ผลบวก คือมีความเป็นไปได้ว่ามีสารเสพติดชนิดนั้น ๆ ผสมอยู่ออกจากตัวอย่างที่
ไม่มีสารเสพติด ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวกสามารถคัดแยกตัวอย่างจ านวนมาก ได้ในระยะเวลาสั้นๆ และ         
ราคาถูก แต่จะไม่สามารถยืนยันความถูกต้องมีการใช้ยาเสพติดในบุคคลนั้น ๆ ได้หรือไม่จนกว่าจะมี
การตรวจยืนยันความถูกต้องจากการตรวจทดสอบยืนยัน ส าหรับการตรวจทดสอบพืชกระท่อมใน
ปัสสาวะในประเทศไทยนั้น ยังไม่มีการน าชุดตรวจเบื้องต้นมาใช้งานในห้องปฏิบัติการ เทคนิค-
การแพทย ์การตรวจวิเคราะห์ยังคงใช้วิธีการทดสอบแบบยืนยันด้วยเทคนิคโทรมาโทกราฟีชนิดต่าง ๆ 
เช่น แก๊สโครมาโตกราฟี (GC) หรือ โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) และส่วนใหญ่ยัง
เป็นการใช้งานเชิงวิจัยเพื่อศึกษาในด้าน Pharmacokinetics Pharmacology Toxicology หรือ                   
การตรวจเอกลักษณ์ สารส าคัญในใบกระท่อม ส่วนการศึกษาเพื่อหาหรือตรวจวัดปริมาณ                            
สารเมตาบอไลทใ์นปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมนั้นยังคงมีน้อยอยู่ 

ด้วยเหตุผลข้างต้นผู้วิจัยจึงสนในน าเทคนิค HPLC มาใช้ในการวิเคราะห์หาปริมาณสาร                 
ไมทราไจนีนในปัสสาวะของมนุษย์ในผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง โดยการศึกษามีวัตถุประสงค์ คือ พัฒนาวิธี
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วิเคราะห์หาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของมนุษย์ รวมทั้งตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีใน
พารามิเตอร์ต่างๆ เพื่อน าไปประยุกต์ใช้ในการตรวจยืนยันการเสพกระท่อมในผู้ป่วยที่เข้ารับ            
การบ าบัดในสถานพยาบาล หรือเป็นแนวทางการตรวจหาปริมาณสารไมทราไจนีนในสารชีวภาพ 
รวมทัง้น าไปใช้ในประโยชน์ทางการแพทย์ ด้านนิติวิทยาศาสตรห์รือประโยชน์ทางด้านงานวิจัยอ่ืนๆ 

วัตถุประสงค์การวิจัย 

1) เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของมนุษย์ในผู้ใช้กระท่อม
เรื้อรังโดยวิธี HPLC  

2) เพื่อตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการตรวจวิเคราะห์ส าหรับหาปริมาณสารไมทราไจนีน                     
ในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง โดยเทคนิค HPLC 

สมมุติฐาน 

วิธีที่น ามาใช้สามารถวิเคราะห์หาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง
ได้ และเป็นไปตามมาตรฐาน AOAC guideline 

ปัจจัยและตัวแปรที่ศึกษา 
ตัวแปรอิสระ : วิธีการวิเคราะห์สารไมทราไจนีน 
ตัวแปรตาม : ปริมาณสารไมทราไจนีน และ Method validation parameter 

ขอบเขตของโครงการวิจัย 

การวิจัยครั้งนี้เป็นงานวิจัยเชิงทดลองมุ่งศึกษาการพัฒนาวิธีวิเคราะห์ปริมาณสารไมทราไจนีน
ในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง จ านวน 30 คน ด้วยเทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง 
(HPLC) ใช้ ไมทราไจนีนเป็นสารมาตรฐานควบคุมภายใน ตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่
พัฒนาขึ้นตามเกณฑ์การยอมรับของ AOAC guideline 

ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 

1) ไดว้ิธีวิเคราะห์ระดับสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรังที่เป็นไปตามเกณฑ์
ยอมรับของ AOAC guideline  

2) ได้องค์ความรู้เกี่ยวกับการตรวจหาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของคนที่ใช้
กระท่อมเรื้อรัง  

3) เป็นแนวทางการตรวจหาปริมาณสารไมทราไจนีนในสารชีวภาพ รวมทั้งน าไปใช้ใน
ประโยชน์ทางการแพทย์ หรือประโยชน์ทางด้านงานวิจัยอ่ืนๆ 
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บทที่ 2 
 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
 

1. พืชกระท่อม 
1.1. ความเป็นมาการใช้พืชกระท่อม 

กระท่อม (Kratom) เป็นไม้ผลัดใบเขตร้อนซึ่งจัดอยู่ในตระกูล Rubiaceae (ตระกูล
เดียวกับกาแฟ) พืชกระท่อมถูกใช้เพื่อวัตถุประสงค์ในการรักษาโรคและความบันเทิงมาเป็น
เวลานาน ในประเทศไทยมีหลักฐานการใช้ประโยชน์มาตั้งแต่สมัยอยุธยา ดังที่บันทึกไว้ใน
เสภาขุนข้างขุนแผนตอนที่ 27 กล่าวถึงการกินกระท่อม  ท าให้มีแรง สู้งาน ออกศึกได้นัก 
(2,5,6,7,9)  

ส่วนการใช้กระท่อมในวิถีพื้นบ้านนั้น นิยมเคี้ยวกระท่อมเป็นยาชูก าลัง ท าให้ทนต่อ
งานกลางแจ้ง ทนร้อน ทนแดดและท าให้หลับสบาย ในภาคใต้พืชกระท่อมนับว่าเป็น            
ส่วนหนึ่งของวิถีชีวิตของคนในภาค ซึ่งฝังรากลึกลงในขนบธรรมเนียมประเพณีต่าง ๆ ได้แก่ 
พิธีกรรมท้องถิ่น ศิลปะการแสดงทางวัฒนธรรม ร้านน้ าชา และรวมถึงการท าการเกษตร
และการใช้แรงงาน เช่น การท าสวนยางพาราและการออกหาปลาในทะเล 

กระท่อมจัดเป็นยารสฝาด มีฤทธิ์จ าพวกสมาน คุมธาตุ แก้ท้องร่วง ท้องเสีย แก้บิด
มูกเลือด ต ารับยาไทยหลายขนานก็มีกระท่อมเป็นส่วนประกอบ การใช้กระท่อมปรากฏ            
ในต าราการแพทย์แผนไทยในรูปแบบยาต ารับที่แก้อาการบิด แก้ท้องเสีย รักษาเบาหวาน             
ใช้แก้โรคผิวหนัง เริม งูสวัด แก้ปวดเมื่อย แม้บางครั้งการใช้กระท่อมมีโอกาสติด ไม่ได้กินจะ
ไม่มีแรงท างาน ปวดกระดูก กระวนกระวาย หาวนอน แต่ชาวบ้านยืนยันว่าเลิกกระท่อมนั้น 
เลิกง่ายกว่าเลิกเหล้าเลิกบหุรี่หลายเท่านัก (2,5,6,7,9) 

ปกติชาวบ้านจะใช้ใบกระท่อมในรูปแบบดั้งเดิม คือ ใช้ใบพืชกระท่อมแห้ง/บดเป็น
ผงต้มเป็นชา หรือเคี้ยวใบสด แต่หลายปีที่ผ่านมาได้มีการน ากระท่อมมาใช้เป็นสารเสพติด 
โดยวิธีการน าใบกระท่อมไปผสมกับยา หรือสารเสพติดอื่น ๆ เช่น 4*100  (2,5,6,7,9) 
 

1.2. ลักษณะทางพฤกษศาสตร์ 
 
กระท่อม มีชื่อทางวิทยาศาสตร์ว่า Mitragyna speciosa (Korth.) Havil. เป็นพืช

ในวงศ์เข็มและกาแฟ (Rubiaceae) พืชเขตร้อน พบมากในภูมิภาคเอเชียตะวันออกเฉียงใต้ 
โดยเฉพาะประเทศมาเลเซียและในประเทศไทย (1,2,3,4,7)  ลักษณะเป็นไม้ยืนต้นขนาดกลาง
ประมาณ 15–30 ม. มีใบเดี่ยว เรียงตรงกันข้าม รูปไข่แกมขอบขนาน กว้าง 6–9 ซม.              
ยาว 10–15 ซม. หูใบรูปใบหอกอยู่ระหว่างก้านใบ (interpetiolar stipule) ดอกเป็นชนิด
สมบูรณ์เพศ สีขาวอมเหลือง ดอกช่อออกที่ปลายกิ่ง ช่อย่อยรูปทรงกลมคล้ายดอกกระถิน 
ดอกย่อยเมื่อแรกบานสีขาวนวลแล้วเปลี่ยนเป็นสีเหลืองแกมน้ าตาล ผลสดรูปทรงกลมภายใน
ผลย่อยมีเมล็ดอัดแน่น เมล็ดมีลักษณะแบน (flat seed) เติบโตได้ดีในที่ชุ่มชื้น                                  
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ดินอุดมสมบูรณ์ และมีแสงแดดปานกลาง ที่พบในประเทศไทยมีอยู่ 3 พันธุ์ คือ แตงกวา 
(ก้านเขียว)ยักษาใหญ่ (รูปใบใหญ่) และก้านแดง (1,3,7,8) 
 
ชื่ออื่น อีถ่าง  ภาคใต้เรียกว่า  ท่อม  ภาคอีสานเรียกว่า  กระทุ่มโคก  ประเทศมาเลเซีย
เรียกว่า เบี๊ยะ (Biak) หรือ เคอตุ่ม (Ketum)  (1,2,4,7,8) 
 

 
รูปที ่1 แสดงลักษณะของพืชกระท่อม 

 
1.3 สารส าคัญที่พบในพืชกระท่อม  

 
สารที่พบในใบกระท่อมเป็นสารพวกอัลคาลอยด์ ซึ่งเป็นสารออกฤทธิ์ต่อจิตประสาท            

ในใบกระท่อมประกอบด้วยอัลคาลอยด์ทั้งหมดประมาณร้อยละ 0.5 ในจ านวนนี้ส่วนใหญ่เป็น
ไมทราไจนีน (Mitragynine) ที่เหลือเป็น Speciogynine, Paynanthine, Speciociliatin 
ตามล าดับ ซึ่งชนิดและปริมาณอัลคาลอยด์ที่พบแตกต่างกัน ตามสถานที่ และเวลาที่เก็บเกี่ยว 
และอายุของต้น ซึ่ งอายุแก่กว่าจะพบในปริมาณที่มากกว่า  แบ่งตามสูตรโครงสร้างได้
สารประกอบ 4 ประเภท คือ (1,2,4,6,7,24) 

 
1) อินโดลแอลคะลอยด์ (Indole Alkaloids)  
2) ออกอินโดลแอลคะลอยด์ (Oxindole Alkaloids)  
3) ฟลาวานอยด์ (Elavanoids)  
4) กลุ่มอื่น ๆ เช่น ไฟโตสเตอรอล (Phytosterol), แทนนิน (Tannins) 
 



11 
  

 
 

สารเคมีออกฤทธ์ิในพืชกระท่อมที่ส าคัญ ไดแกสารเคมี ในกลุ่ม indole 2 ชนิดไดแก่ 
mitragynine และ 7-hydroxymitragynine โดยที่ mitragynine พบเปนปริมาณมากที่สุด
ในใบกระทอมพบรอยละ 66.2 ซึ่งออกฤทธิ์กระตุ้นประสาทและพบ7-hydroxymitragynine 
ซึ่งมีปริมาณเพียงรอยละ 2 ในใบกระทอม เปนสารประกอบที่มีผลต่ออาการและการเกิดพิษ
ต่าง ๆ โดย ออกฤทธ์ิตอระบบประสาทสวนกลางบริเวณตัวรับโอพิออยด opioid receptor) 
ซึ่งเป็นการออกฤทธ์ิกดประสาท โดยออกฤทธ์ิรุนแรงกวาmitragynine และ มอรฟน 13 และ 
46 เทา ตามล าดับ (4,6,7,9) 

 
รูปที่ 2 ตัวอย่างโครงสร้าง Alkaloid ที่พบในพืชกระท่อม 

 
1.4 Mitragynine (ไมทราไจนีน)(8) 

 
รูปที่ 3 โครงสร้างทางเคมีของ Mitragynine 
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ไมทราไจนีนจัดเป็นอัลคาลอยด์ชนิด corynanthe มีสูตรโมเลกุล C23H30O4N2 (มวล
โมเลกุล 398.503 กรัมต่อโมล) อาจเรียกชื่อ mitragynine ตามลักษณะโครงสร้างว่า                       
9-methoxy-corynantheidine ลักษณะโครงสร้างจัดอยู่ประเภทเดียวกับอัลคาลอยด์ที่พบ
ในสกุล Yohimbe และสกุล Uncaria สาร mitragynine มีลักษณะเป็นผงสีขาว (white 
amorphous powder) มีคุณสมบัติละลายในตัวท าละลายชนิดแอลกฮอล์ คลอโรฟอร์ม 
และกรดอะซิติก (8)  

สารไมทราไจนีนเป็นสารส าคัญที่สกัดได้เฉพาะจากพืชกระท่อมเท่านั้น ไม่พบ            
ในMitragyna spp. อื่น ๆ จึงใช้เป็นสารที่พิสูจน์เอกลักาณ์ของพืชกระท่อมได้ (10) เป็น             
สารหลักในการออกฤทธิ์บรรเทาอาการปวด โดยกระตุ้นผ่าน opioid receptors พบสาร   
ไมทราไจนีนมากถึง 66% ของ สารสกัดใบกระท่อมจากประเทศไทย แต่พบเพียง 12 % จาก
การสกัดใบกระท่อมจากประเทศมาเลเซีย นอกจากนี้ ยังออกฤทธิ์ต้านอักเสบโดยกดการหลั่ง
สาร prostaglandin E2 (PGE-2) ในวิถี cyclooxygenase 2 (COX-2) อีกด้วย (8) . 

 
ฤทธิ์ทางเภสัชวิทยา (Pharmacology) 

 
มีรายงานผลการศึกษาวิจัยสารสกัดจากใบกระท่อมและ mitragynine ทั้งในหลอดทดลอง 

(in vitro) และสัตว์ทดลอง (in vivo) พบฤทธ์ิทางเภสัชวิทยาที่ส าคัญ ดังนี ้
1. ฤทธิ์ลดการบีบตัวของกล้ามเนื้อเรียบ จึงมีฤทธิ์ท าให้เกิดการชาเฉพาะที่ได้และยังมีฤทธิ์

กระตุ้นระบบประสาทส่วนกลางคล้ายโคเคน 
2. ฤทธิ์ระงับปวดในลักษณะเดียวกับมอร์ฟีนในฝิ่นโดยออกฤทธิ์ที่ mu-opioid receptor 

และ delta-opioid receptor และฤทธิ์ระงับปวดยังเกี่ยวพันกับฤทธิ์กดการท างานของ 5-HT2A 
receptor จึงเป็นสารแก้ปวดที่แตกต่างจากมอร์ฟีนฝิ่น 

3. ฤทธิ์ยับยั้งการหลั่งของกรดในกระเพาะอาหารได้เช่นเดียวกับมอร์ฟีนโดยผ่านกลไกการ
ออกฤทธิ์ที่ opioid receptors ทั้งนี้เชื่อว่า มีความเกี่ยวข้องกับอาการข้างเคียง เช่น เบื่ออาหาร 
น้ าหนักลดและอาจเป็นปัจจัยหนึ่งที่ท าให้ผู้เสพใบกระท่อมไม่รู้สึกหิว (ไม่อยากอาหาร) จึงท างานได้
นานขึ้น  

4. ฤทธิ์ลดการบีบตัวล าไส้ โดยออกฤทธิ์ที่ mu-opioidreceptor และ delta-opioid 
receptor จึงแตกต่างจากสารกลุ่ม opioid อื่นๆ 

5. ฤทธิ์ในการลดไข ้ โดยทดสอบเปรียบเทียบกับ aminopyrin จะเห็นได้ว่าใบกระท่อมให้ผล
การออกฤทธิ์ที่อาจมีประโยชน์ทางยาได้ แต่ท าให้เสพติดได้และยังมีผลเสียต่อสุขภาพ หากใช้ติดต่อกัน
นานๆ  
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เภสัชจลนศาสตร์ (pharmacokinetics) และเภสัชพลศาสตร์ (pharmacodynamics) 
ของพืชกระท่อม (8) 

สารไมทราไจนีนถูกเปลี่ยนแปลงในร่างกายผ่านกลไก phase I และ phase II โดย
เกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลสิส ตรงหมู่ methyl ester ที่ต าแหน่ง 16 เกิด O-demethylation ตรงหมู่
methoxy ต าแหน่งที่ 9 และ 17 เกิดปฏิกิริยา oxidation และ reduction เปลี่ยนหมู่ aldehyde
เป็น carboxylic acid และ alcohol ตามล าดับ จากนั้นเชื่อมต่อกับหมู่ glucuronide และ sulfate 
แล้วขับออกทางปัสสาวะ  

ผู้ที่กินใบกระท่อม ฤทธิ์ของไมทราไจนีนจะออกภายใน 30 นาที ค่า half-life ของ                       
ไมทราไจนีนประมาณ 3.5 ชั่วโมง ในขณะที่ 7-hydroxymitragynine มีค่า half-life ที่ 2.5 ชั่วโมง 
การก าจัดสารออกจากร่างกายส่วนใหญ่ผ่านทางปัสสาวะ การทดลองทางคลินิกในอาสาสมัครชาย
สุขภาพดีจ านวน 10 คน ท านายรูปแบบเภสัชจลนศาสตร์ ผ่านการกินไมทราไจนีนเป็นแบบ two-
compartment model สารจากใบกระท่อมจะออกฤทธิ์สูงสุดใน 2-4 ชั่วโมงแรก และจะหมดฤทธิ์ไป
ภายใน 5-7 ชั่วโมง การศึกษาค่าทางเภสัชจลนศาสตร์ของสารไมทราไจนีนในมนุษย์จะแตกต่างอย่าง 
มีนัยส าคัญกับค่าที่ศึกษาได้ในหนูทดลอง การกินกระท่อมในปริมาณมาก (heavy user) พบอาการ    
ไม่พึงประสงค์ ได้แก่ คลื่นไส้ อาเจียน เมื่อยล้า ท้องผูก นอนไม่หลับ ปากแห้ง ปัสสาวะบ่อย และ
ผิวหนา้คล้ า (32)  

สารสกัดเมทานอลจากใบกระท่อม มีผลต่อกระบวนการเมตาบอลิซึมผ่านเอนไซม์
cytochrome P450 โดยยับยั้ง CYP2C9, CYP2D6 และ CYP3A4 (30) สารไมทราไจนีนความเข้มข้น 
250 mM มีผลเหนี่ยวน า (inducer) การท างานของเอนไซม์ N-demethylase แต่ยับยั้ง 
(inhibitor)การท างานของเอนไซม์ glutathione S-transferase ผลการศึกษานี้สรุปว่าไมทราไจนีน          
มีโอกาสท าให้เกิดอันตรกิริยากับยาอื่น (drug interaction) เช่น glibenclamide ที่เป็น N-
demethylase inducer เป็นต้น  

 
2. เทคนิคโครมาโทรากราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid 

Chromatography; HPLC) (11,12) 
 
เทคนิค HPLC สามารถใช้ในการวิเคราะห์สารอินทรีย์ สารอนินทรีย์ ทั้งในรูปโมเลกุลและ

ไอออน สามารถวิเคราะห์สารโมเลกุลขนาดใหญ่ โดยสารที่วิเคราะห์ต้องสามารถละลายได้ใน
สารละลายตัวชะ นอกจากนี้ยังสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในงานทางด้านต่างๆ เช่น ผลิตภัณฑ์ยา 
ด้านชีวเคมี ผลิตภัณฑ์อาหาร เคมีภัณฑ์ ด้านสิ่งแวดล้อม สารพิษตกค้าง สารเสพติด และด้านการ
ตรวจทางคลินิก เป็นต้น 

 
2.1. หลักการของเทคนิค HPLC (11,13) 

 
โครมาโทกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง (High Performance Liquid Chromatography; 

HPLC) เป็นเครื่องมือใช้ส าหรับแยกสารประกอบที่สนใจที่ผสมอยู่ในตัวอย่าง โดยกระบวนการ
แยกสารประกอบที่สนใจจะเกิดขึ้นระหว่างเฟส 2 เฟส คือ เฟสคงที่ (Stationary phase) กับเฟส
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เคลื่อนที่ (Moblie phase) สารจะถูกแยกออกมาในเวลาที่ต่างกัน ซึ่งสารผสมที่อยู่ในตัวอย่าง
สามารถถูกแยกออกจากกันได้นั้นขึ้นอยู่กับความสามารถในการเข้ากันได้ดีของสารนั้นกับเฟส
เคลื่อนที่ หรือเฟสคงที่ สารที่สามารถเข้ากันได้ดีกับเฟสเคลื่อนที่จะถูกแยกออกมาก่อน ส่วนสารที่
เข้ากันได้ไม่ดีกับเฟสเคลื่อนที่ หรือเข้ากันได้ดีกับเฟสคงที่ก็จะถูกแยกออกมาทีหลัง โดยสารที่ถูก
แยกออกมาได้นี้จะถูกตรวจวัดด้วยตัวตรวจวัดสัญญาณ แสดงผลในลักษณะเป็นพีค (Peak) ซึ่ง
เรียกว่า โครมาโทแกรม (Chromatogram) ระยะเวลาที่สารแต่ละชนิดถูกหน่วงเหนี่ยวไว้กับเฟส
คงที่ (Retention time) หรือต าแหน่งของพีคที่ปรากฏบนโครมาโทแกรมสามารถน ามาใช้
ประโยชน์ด้านการวิเคราะห์เชิงคุณภาพ และพื้นที่ใต้พีค หรือความสูงของพีคใช้ประโยชน์ด้านการ
วิเคราะห์เชิงปริมาณ 

 
 

2.2. องค์ประกอบของเครื่อง HPLC 
 

 

 
รูปที่ 4 แสดงการท างานของเครื่อง HPLC 

 
ส่วนประกอบที่ส าคัญดังแสดงในภาพ ได้แก่ 
- แหล่งเก็บตัวท าละลาย (Solvent Reseroir/Mobile phase)   
- ปั๊ม (Pumping system)  
- ระบบฉีดสารตัวอย่าง (Injection System)  
- คอลัมน์ (Column)  
- หน่วยตรวจวัดสัญญาณ (Detector) 
- เครื่องบันทึกสัญญาณ (Recorder/data) 
-  

1) แหล่งเก็บตัวท าละลาย (Solvent Reseroir/Mobile phase)  : เป็นตัวแปร
ส าคัญมากในการแยกสารตัวอย่างออกเป็นองค์ประกอบย่อย ใช้เป็นที่เก็บตัวท าละลายซึ่งท า
หน้าที่เป็นเฟสเคลื่อนที่ เพื่อเป็นตัวพาสารตัวอย่างผ่านคอลัมน์ มีลักษณะเป็นของเหลว      
ตัวท าละลายที่ใช้ต้องมีความบริสุทธิ์สูง สามารถละลายตัวอย่างได้ดี มีความเหมาะสมกับ
หน่วยตรวจวัดสัญญาณที่ใช้และต้องปราศจากฝุ่นและแก๊ส เพื่อป้องกันอนุภาคแปลกปลอม
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เข้าสู่ตัวปั๊ม ซึ่งจะมีผลกระทบต่อการท างานของปั๊มได้ Solvent ที่ใช้ใน HPLC ได้แก่ 
Organic solvent รวมทั้ง Aqueous Solution ของเกลือชนิดต่าง ๆ ควรเลือกใช้ Solvent
ที่เป็น HPLC grade ผ่านเมมเบรนขนาดรูพรุน 0.45 ไมครอน 

 
2) ปั๊ม (Pumping system) : ท าหน้าที่สูบ Mobile phase เพื่อส่งเข้าสู่ Colum 

ในอัตราเร็วที่ตั้งค่าไว้ ความดันของระบบจะขึ้นอยู่กับอัตราการเคลื่อนที่ ความหนืดของ
Mobile phase ขนาดของ Packing material และความยาวของ Column โดยความดันที่
ใช้ต้องไม่เกินขีดจ ากัดของเครื่อง สามารถแบ่งออกได้เป็น 2 แบบ 
o Isocratic pump ใชอ้ัตราส่วนของ mobile phase ได้คงที่ตลอดเวลา 
o Gradient pump เป็น pump ททที่สามารถควบคุมการเปลี่ยนแปลงอัตราส่วนของ 

mobile phase ได้ตามเวลาที่ก าหนด 
โดยปกติความดันที่ใช้จะประมาณ 100 ปอนด์ต่อตารางนิ้ว (pound per Square 

inch : psi) และมีอัตราการไหลของตัวท าละลายผ่านคอลัมน์ในช่วง 0.5 – 2.0 มิลลิลิตรต่อ
นาที การพัฒนาการปั๊มให้มีประสิทธิภาพถือเป็นปัจจัยที่ส าคัญมากต่อการพัฒนาระบบ 
HPLC  

ลักษณะของปั๊มที่ดี ต้องควบคุมอัตราการไหลหรือความดันของตัวท าละลายให้คงที่ 
เพื่อป้องกันการเกิดพัลส์ (Pulse) มีความเฉื่อยต่อสารเคมีเพื่อให้ใช้ได้กับตัวท าละลายที่เป็น
ทั้งสารอินทรีย์ และสารอนินทรีย์ ท าให้สามารถวิเคราะห์สารตัวอย่างได้หลายชนิด  

 
3) ระบบฉีดสารตัวอย่าง (Injection System) : ท าหน้าที่ในการฉีดสารตัวอย่างเข้า

ระบบ HPLC ในปัจจุบันจะฉีดสารตัวอย่างด้วยระบบอัตโนมัติที่มีปริมาตรเท่ากัน สาร
ตัวอย่างเข้าสู่กระแสของเฟสเคลื่อนที่แล้วเกิดการแยกในคอลัมน์ มี 2 แบบคือ manual 
injector และ auto samples injector 

 
4) คอลัมน์ (Column) : หรือจะเรียกว่า stationary phase มีลักษณะเป็นของแข็ง

หรือเจล เป็นเฟสอยู่กับที่ ท าหน้าที่ให้เกิดกระบวนการแยกของสารที่สนใจซึ่งเกิดขึ้นระหว่าง
mobile phase กับ stationary phase  

ส่วนมากท าด้วยเหล็กกล้าไร้สนิมบรรจุด้วยอนุภาคชนิดต่าง ๆ ที่เฉพาะส าหรับการ
วิเคราะห์ HPLC มีความยาวในการใช้งานตั้งแต่ 10 – 150 ซม. มีเส้นผ่านศูนย์กลางตั้งแต่
น้อยกว่า 1 มม. จนถึงหลาย มม. สามารถทนแรงดันได้สูงถึง 6,000 ปอนด์ต่อตารางนิ้วขึ้นอยู่
กับชนิดของวัสดุที่ใช้ท าคอลัมน์และเส้นผ่านศูนย์กลางของคอลัมน์ 

 
5) หน่วยตรวจวัดสัญญาณ (Detector) : ท าหน้าที่ในการตรวจวัดสัญญาณของ            

สารที่สนใจที่ได้จากกระบวนการแยกเพื่อส่งให้เครื่องบันทึกผลท าการบันทึกค่าและแสดง
กราฟของสารชนิดต่าง ๆ เป็นตัวตรวจวัดสัญญาณส าหรับ HPLC มีหลายประเภท เช่น              
ตัวไวแสง (Photo detector) การเลือกใช้หน่วยตรวจวัดชนิดใดขึ้นอยู่กับชนิดของ               
สารตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห ์
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ชนิด 
ความไว 
(ก./มล.) 

 ล     
    ม  

 ล    
    ากา ไ ล 

 มายเ    

UV absorption 5 X 10-5                            254 – 
280 nm. 

IR absorption 10-6              - 
Fluorometry 10-10              - 
Refractive index 5X10-7 -                            

                  
                  

Conductivity 10-8 ± 1๐ซ.      - 
Flame ionization 10-8                                  

          
                 
 พ   

Mass  
spectrometry 

10-10                                    
0.2-1.0 ng. 

 
ตารางที่ 1 แสดงคุณสมบัติของตัวตรวจวัดชนิดต่าง ๆ (11) 

 
6) เครื่องบันทึกสัญญาณ (Recorder/data) : เป็นหน่วยหนึ่งซึ่งท าหน้าที่แปล

สัญญาณจากหน่วยตรวจวัดให้ออกมาเป็นโครมาโทแกรม เพื่อสามารถหาพื้นที่ และ
ระยะเวลาที่สารแต่ละชนิดถูกหน่วงเหน่ียวไว้กับเฟสคงที่ (Retention time)   
 
2.3 องค์ประกอบของเครื่อง Liquid Chromatography/Mass Spectrometry                      
(LC-MS/MS) (13,14,15)  
 

เป็นเทคนิคที่นิยมใช้อย่างแพร่หลาย เนื่องจากสามารถใช้กับการแยกสารที่ต้องการ
วิเคราะห์ (analytes)ได้กว้างขวางและไม่ต้องการขั้นตอนการเปลี่ยนรูปสา(derivatization) 
เทคนิคนี้ใช้ตัวท าละลายที่มีน้ าและตัวทาละลายอินทรีย์ผสมกันในเฟสเคลื่อนที่ โดยปรับ
อัตราส่วนให้เหมาะสมกับการแยกสารที่ต้องการวิเคราะห์ (analytes) เทคนิคนี้มักใช้ระบบ
ปั๊มที่มีความดันสูงเพื่อท าให้เกิดการแยกสารได้รวดเร็วและมีประสิทธิภาพย่ิงขึ้น 
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ส่วนผลิตไอออน (Ion Sources)  
 
ส่วนผลิตไอออนที่ท าให้สารเกิดเป็นไอออนภายใต้ภาวะความดันบรรยากาศ 

(atmospheric pressure ionization, API) ที่นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการทางคลินิกแบ่งเป็น 
2 ประเภท ได้แก่ 

1. Electrospray Ionization Source, ESI เป็นส่วนผลิตไอออนที่เหมาะส าหรับ
เชื่อมต่อกับเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี และสามารถประยุกต์ใช้กับการวิเคราะห์ตัวอย่าง
กลุ่มโมเลกุลของสารทางชีววิทยาที่ส าคัญได้อย่างหลากหลาย เช่น การวิเคราะห์ตัวอย่าง
กลุ่มเมแทบอไลต์ ซีโนไบโอทิก และเปปไทด์ เนื่องจากส่วนผลิตไอออนชนิดนี้เหมาะส าหรับ
การวิเคราะห์สารตัวอย่างที่อยู่ในรูปไอออนในตัวท าละลาย กระบวนการเริ่มจากสารตัวอย่าง
ที่เป็นของเหลวจะถูกปั๊มผ่านแคปพิลลารีที่มีสนามไฟฟ้าแรงสูง (3-5 kV) และถูกท าให้เป็น
ละอองพ่นออกจากปลายแคปพิลลารี เพื่อสร้างสเปรย์ของหยดประจุ (charged droplets) 
โดยแคปพิลลารีจะตั้งฉากกับทางเข้าสู่ แมสสเปกโตรมิเทอร์เพื่อลดไม่ให้สิ่งแปลกปลอมเข้า
ไปหยดประจุที่เป็นของเหลวจะถูกท าให้เป็นไออย่างรวดเร็วโดยก๊าซไนโตรเจนร้อน และ
ประจุทางไฟฟ้าที่เหลือบนหยดประจุจะถูกส่งต่อไปยังสารที่วิเคราะห์ (analytes) จากนั้น
สารที่วิเคราะห์ที่มีประจุจะถูกส่งต่อไปในระบบสุญญากาศของแมสสเปกโทรมิเทอร์                    
ส่วนผลิตไอออนชนิดนี้สามารถเปลี่ยนโหมดไปมาได้ระหว่างไอออนชนิดบวกและลบภายใต้ 
สภาวะปกติและเป็นเทคนิคไอออไนเซชันแบบอ่อนโยน (soft ionization) หมายความว่า           
จะให้พลังงานแก่สารที่วิเคราะห์เพียงเล็กน้อย และท าให้เกิดการแตกตัวเพียงเล็กน้อย
(fragmentation) ซึ่งจะแตกต่างจากส่วนผลิตไอออนประเภทที่ 2 คือ atmospheric 
pressure chemical ionization source  

แม้ว่าส่วนผลิตไอออนชนิดนี้จะใช้กันอย่างแพร่หลายในการวิเคราะห์ตัวอย่างกลุ่ม
โมเลกุลของสารทางชีววิทยา แต่ไม่สามารถท าให้สารตัวอย่างประเภทที่เป็นกลางหรือ          
มีสภาพขั้วน้อย เช่น ไขมัน แตกตัวให้เกิดประจุได้อย่างมีประสิทธิภาพเนื่องจากเป็นเทคนิค
ไอออไนเซชันแบบอ่อนโยน จึงมีการพัฒนาส่วนผลิตไอออนภายใต้ความดันบรรยากาศโดย 
กระบวนการ chemical ionization ต่อไป 

 
2.Atmospheric Pressure Chemical Ionization Source, APCI เป็นส่วนผลิต

ไอออนที่เหมาะส าหรับการวิเคราะห์สารตัวอย่างที่มีโมเลกุลเล็กและมีความคงทนต่อความ
ร้อน ซึ่งแตกประจุได้ไม่ดีด้วยวิธีการเกิดละอองด้วยไฟฟ้า เช่น ตัวอย่าง กลุ่มสเตอรอยด์  
สารกลุ่มไขมัน และกลุ่มวิตามินที่ละลายในไขมัน กระบวนการเริ่มจากการให้สารละลายของ
สารตัวอย่างไหลผ่านโพรบน าสารเข้ามา และมีการให้ความร้อนกับสารละลายที่ปลายโพรบ
ท าให้สารละลายระเหยกลายเป็นละออง โดยมีแรงพ่นของแก๊สซึ่งเรียกว่า nebulizing gas 
(โดยทั่วไปเป็นแก๊สเฉื่อย) ช่วยท าให้ละอองของสารกระจายเข้าสู่ส่วนไอออไนเซชัน การเกิด
ไอออไนเซชันนี้มาจากไฟฟ้าแรงสูงที่ส่งผ่านปลายเข็มเล็ก ๆ ซึ่งเรียกว่า corona discharge 
pin ซึ่งอาจต่อกับศักย์ไฟฟ้าที่เป็นบวกหรือต่อกับศักย์ไฟฟ้าที่เป็นลบ ไอของตัวท าละลายซึ่ง
เป็นสารหลักและมีอยู่มากจะถูกเปลี่ยนเป็น reagent gas และ reagent ion ซึ่งจะเป็น
ไอออนบวกหรือไอออนลบได้ ขึ้นกับโหมดที่เลือกใช้โดยเมื่อ reagent ion เหล่านี้ ไปชนกับ
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ไอของสารตัวอย่าง จะท าให้เกิดการไอออไนเซชันของสารตัวอย่างอีกครั้งหนึ่งโดยผ่าน
กระบวนการ chemical ionization กระบวนการทั้งหมดนี้เกิดขึ้นที่ความดันบรรยากาศ
และเกิดในขณะที่การไหลของไอเป็นไปอย่างรวดเร็ว โดยไอออนเพียงส่วนหนึ่งจะถูกดึงดูด
ให้เคลื่อนที่ผ่านช่องเล็กๆ (skimmer) ด้วยแรงทางไฟฟ้าเข้าสู่ส่วนวิเคราะห์มวล และส่วน
อื่นๆ ที่เหลือจะถูกปั๊มดูดออกไป 

 
ส่วนวิเคราะห์มวล (Mass Analyzer)  
 
หน้าที่ของส่วนวิเคราะห์มวล คือ การวิเคราะห์ค่ามวลต่อประจุ (m/z) ของอนุภาคที่

ส่งมาจากส่วนไอออไนเซชัน โดยแยกไอออนตามค่า (m/z) ของไอออนน้ันๆ  
ส่วนวิเคราะห์มวลที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในงานวิจัยทางเคมีคลินิก  
1. Quadrupole Mass Analyzer ประกอบด้วยแท่งโลหะกลม 4 แท่งซึ่งเชื่อมต่อ

กันทางไฟฟ้าและมีการจัดวางตัวขนานกันเป็น 2 คู่ หลักการท างานคือ ประจุจากส่วนผลิต
ไอออนจะถูกโฟกัสด้วย ion optic ให้เคลื่อนที่เข้าในบริเวณช่องว่างตรงกลางระหว่างแท่ง
ทั้งสี่ ซึ่งจะมีกลไกการแยกแยะประจุออกไปสู่ส่วนตรวจวัดต่อไป โดยการแยกแยะประจุท า
โดยการปรับค่าสนามไฟฟ้าภายในช่องว่างระหว่างแท่งทั้งสี่ ซึ่งจะท าให้ประจุที่มีค่ามวลต่อ
ประจุเฉพาะค่าหนึ่ง ๆ สามารถเคลื่อนที่ผ่านออกไปสู่ส่วนตรวจวัดได้ ในขณะที่ประจุอื่นๆ ที่
มีค่ามวลต่อประจุไม่สอดคล้องกับสนามไฟฟ้านั้นๆ จะเคลื่อนที่ไปชนผนังและไปได้ไม่ถึงส่วน
ตรวจวัด การสแกนค่ามวลต่อประจุส าหรับการวิเคราะห์แต่ละครั้งท าโดยการปรับค่า
สนามไฟฟ้าในช่วงที่ครอบคลุมส าหรับการผ่านของค่ามวลต่อประจุที่ต้องการวิเคราะห์แท่ง
โลหะทั้งสี่ต่อเชื่อมกันทางไฟฟ้า โดยแท่งที่อยู่ตรงข้ามกันจะเชื่อมต่อกันด้วยศักย์ไฟฟ้าจาก
ทั้งไฟกระแสตรงและไฟกระแสสลับที่ระดับความถี่คลื่นวิทยสุามารถตั้ง (set) quadrupoles 
ให้สามารถตรวจสอบ (monitor) ค่ามวลต่อประจุที่เฉพาะเจาะจงทีละค่าได้ โดยการปรับค่า
ศักย์ไฟฟ้า  

เทคนิคนี้มีประโยชน์มากส าหรับการวิเคราะห์สารตัวอย่างที่มีเป้าหมาย (targeted 
analytes) เพราะเวลาในการตรวจวัดทั้งหมดถูกน ามาใช้ในการวิเคราะห์ประจุที่เจาะจง
แทนที่จะไปใช้ในการสแกนประจุทุกประจุ อีกทั้ง quadrupoles ใช้ได้กับไอออนที่มี
พลังงานไม่สูง และมีข้อดีคือความทนทานและความเร็วในการวิเคราะห์สูงสามารถสแกน
ไอออนตลอดช่วงมวลที่ต้องการวิเคราะห์ของแมสสเปกตรัมหนึ่ง (m/z) ในช่วง 
millisecond เท่านั้น จึงเหมาะสมส าหรับเทคนิคโครมาโทกราฟีแบบต่าง ๆ ที่ต้องตรวจจัด
แบบรวดเร็วและต่อเนื่อง เช่น gas chromatography และ liquid chromatography  

Triple quadrupole คือหนึ่งในตัวอย่างของการต่ออนุกรมของส่วนวิเคราะห์มวล
(tandem mass spectrometry) ประกอบด้วย collision cell อยู่ตรงกลางระหว่างส่วน
วิเคราะห์มวล 2 quadrupoles โดยการต่ออนุกรมแบบนี้มีข้อดี คือสามารถเพิ่ม
ความจ าเพาะ (specificity) ของการวิเคราะห์ได้อย่างมาก โดย quadrupole ที่หนึ่ง                                 
มีการปรับค่าให้เฉพาะ m/z ของไอออนแม่ (precursor ion) ของสารที่ต้องการวิเคราะห์
ผ่านไปและเหนี่ยวน าให้เกิดปฏิกิริยาหรือแตกตัว จากนั้นตั้ง quadrupole ที่สามให้ตรวจวัด
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เฉพาะไอออนลูก (product ion) ที่เกิดจากการแตกตัวของไอออนแม่นั้น ๆ วิธีนี้เรียกว่า
multiple reaction monitoring (MRM) ซึ่งเป็นวิธีที่ให้ผลการวิเคราะห์ที่มีความถูกต้องสูง  

 
รูปที่ 5 แสดงไดอะแกรมของ Quadrupole analyzer 

 
2. Time of Flight (TOF) Mass Analyzer เป็นเครื่องวิเคราะห์มวลที่แยกไอออน

โดยอาศัยความแตกต่างของความเร็วในการเคลื่อนที่ของไอออนที่มีมวลต่างกันเมื่อถูกเร่ง
ด้วยสนามไฟฟ้า โดยไอออนที่มีมวลน้อยจะเคลื่อนที่ได้เร็วกว่าและไปถึง detector ได้ก่อน
ไอออนที่มีมวลมาก ท าให้ไอออนที่มีมวลต่างๆ กันจะถึง detector ในช่วงเวลาที่ต่าง ๆ กัน
การแยกไอออนใน TOF เป็นการตรวจวัดเวลาที่ไอออนใช้ในการเคลื่อนที่ไม่มีการสแกนค่า
ความต่างศักย์หรือตัวแปรอื่น ๆ ซึ่งต่างจาก quadrupole การใช้งานและการวิเคราะห์ด้วย
TOF จึงมีข้อดีคือท าได้ง่ายและรวดเร็ว และมีความไว (sensitivity) สูงเนื่องจากการโฟกัส
ไอออนในตอนต้น flight tube ไม่จ าเป็นต้องใช้ช่องเล็กๆ กั้นเพื่อโฟกัส ล าไอออนเหมือนกับ
ใน quadrupole จึงท าให้ปริมาณไอออนเข้าสู่ส่วนวิเคราะห์มวลได้มาก อีกทั้งการแยก
ไอออนใน TOF ไม่ได้เป็นการเบี่ยงเบนไอออนไปจากการวิ่งเข้าสู่ detector จึงไม่มีการ
สูญเสียไอออนเหมือน quadrupole ที่เป็นระบบส่งผ่านไอออน (ion transmission) และ
TOF สามารถตรวจวัดไอออนที่มีค่า m/z สูงมากกว่า 500,000 amu  

ข้อจ ากัดของ TOF คือให้ resolution ที่ไม่สูง เนื่องจากหลายสาเหตุ เช่น การที่
ไอออนที่มีมวลเท่ากันอาจได้รับความต่างศักย์จากสนามไฟฟ้าที่ ใช้ในการเร่งให้ไอออน
เคลื่อนที่ต่างกัน ท าให้มีพลังงานจลน์ต่างกัน คือมีการกระจายของพลังงานจลน์ ซึ่งส่งผลให้
ไอออนมีความเร็วในการเคลื่อนที่ต่างกัน หรือปัจจัยของช่วงเวลาที่ใช้ในแต่ละห้วง                
ของการ ปล่อยไอออนที่แตกต่างกัน สาเหตุเหล่านี้อาจท าให้ ไอออนที่มีมวลเท่ากัน ใช้เวลา
ในการเคลื่อนที่และถูกตรวจวัดได้ในเวลาที่ต่างกัน ท าให้พีคของสัญญาณที่เกิดขึ้นมีลักษณะ
กว้าง (broad) และท า ให้มีความจ าแนก (resolution) ต่ า 
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วิธีการวิเคราะห์มวล (Methods of Analysis) (linear quadrupoles)  
 
 โดยวิธีการวิเคราะห์มวลจะแตกต่างกันตามความสามารถในการคัดเลื อก

(selectivity) ต่อประจุที่ผ่านเข้ามาในส่วนวิเคราะห์มวลก่อนถูกส่งไปส่วนตรวจวัดวิธีการ
วิเคราะห์มวลแบ่งเป็น 4 ประเภทได้แก่  

 
1) Mass Spectrometry mode (MS)  
single quadrupole จะสแกนช่วง m/z ของตัวอย่างที่สนใจตั้งแต่จากคอลัมน์            

โครมาโทกราฟีจนถึงแมสสเปกโทรเมทรีอย่างสม่ าเสมอ โดยโมเลกุลของ m/z ทุกตัวในช่วง 
m/z ที่สแกน ถูกส่งไปถึง detector และผลิต complex chromatogram และ mass 
spectra ออกมา  

การวิเคราะห์มวลประเภทนี้เป็นวิธีที่มี specificity และ selectivity ต่ า และ
ตรวจวัดไอออนประเภท precursor เหมาะกับงานด้าน comprehensive drug screening  

 
2. Tandem Mass Spectrometry mode (MS/MS)  
quadrupole ที่ 1 ถูกตั้งค่าให้เหมาะสมกับไอออนที่มีค่า m/z ตรงกับค่า                 

สารตัวอย่างที่สนใจเท่านั้น และส่งผ่านไอออนนั้นๆ ไปยัง quadrupole ที่ 2 หรือที่เรียกว่า
collision cell เพื่อผลิต fragment ของไอออนนั้นๆ และส่งต่อไปยัง quadrupole ที่ 3 ซึ่ง
จะสแกนช่วง m/z ของ fragment ทั้งหมดจาก quadrupole ที่ 2 เพื่อส่งต่อไป detector
การวิเคราะห์  

มวลประเภทนี้เป็นวิธีที่มี specificity สูง แต่ selectivity ต่ า และตรวจวัดไออน
ประเภท fragment เหมาะกับงานด้าน metabolomics  

 
3. Selected Ion Monitoring (SIM)  
คือการตรวจวัดเฉพาะมวลที่สนใจโดยต้องการเฉพาะ single quadrupole และค่า

มวลต่อประจุของ precursor ion เท่านั้น เนื่องจากไม่มีการแตกตัวของประจุ
(fragmentation) โดยการปรับหาค่าความต่างศักย์และความถี่ที่เหมาะสมที่สุดส าหรับค่า
มวลต่อประจุ (m/z) ของสารเป้าหมายที่ทราบแล้ว เพื่อลดปริมาณประจุที่ไม่ต้องการก่อน
เข้าสู่แมสสเปกโทรมิเทอร์และส่วนตรวจวัดต่อไป  

การวิเคราะห์มวลประเภทนี้เป็นวิธีที่มี specificity และ selectivity สูง และ
ตรวจวัดไอออนประเภท precursor เหมาะกับงานด้านการวิเคราะห์กรดไขมันที่มีสายโซ่
ยาวมากๆ  

 
4. Multiple Reaction Monitoring (MRM)  
วิธีนี้ท าการปรับหาค่าที่เหมาะสมส าหรับประจุแม่ (precursor ion) และประจุลูก

(product ion) ที่ได้จากการแตกตัวของประจุแม่ ซึ่งเป็นค่าที่เฉพาะเจาะจงของประจุแม่กับ
ประจุลูกคู่นั้นๆ โดย quadrupole ที่ 1 จะถูกตั้งค่าความต่างศักย์และความถี่ที่เหมาะสม
เพื่อส่งประจุแม่ผ่านไปยัง quadrupole ที่ 2 หรือที่เรียกว่า collision cell เพื่อแตกตัวให้
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ประจุลูกที่เสถียรและเป็นเอกลักษณ์เฉพาะของประจุแม่นั้นๆ จากนั้นส่งไป quadrupole ที่ 
3 ซึ่งถูกตั้งค่าความต่างศักย์และความถี่ส าหรับประจุลูกแต่ละตัว (product ions) ส่วนใหญ่
ประจุแม่ 1 ตัว จะแตกตัวให้ประจุลูกได้มากกว่า 1 ตัว  

การวิเคราะห์มวลประเภทนี้เป็นวิธีที่มี specificity และ selectivity สูง และ
ตรวจวัดไอออน ประเภท fragment เหมาะกับงานด้าน drug confirmation testing 

 
2.4 การตรวจปริมาณวิเคราะห์ (13) 

 
การหาปริมาณยาเสพติดมักใช้เทคนิคโครมาโตกราฟีเช่น Gas Chromatography (GC) หรือ 

High Pressure Liquid Chromatography (HPLC) โดยการใช้สารละลายมาตรฐานเป็น                       
ตัวเปรียบเทียบหาปริมาณสารในสารตัวอย่าง สารมาตรฐานที่เลือกใช้ควรมีความบริสุทธิ์สูงและ                 
ต้องมีใบรับรอง (Certificate of Analysis: COA) แจ้งความบริสุทธิ์ของสารมาด้วยเสมอ การเลือกใช้
สารละลายมาตรฐานในการใช้งานม ี2 ลักษณะคือ 

 
1) สารมาตรฐานภายนอก (external standard) 

 
 

รูปที่ 6 แสดงโครมาโทแกรมสารละลายมาตรฐานเปรียบเทียบสารละลายตัวอย่าง 
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รูปที่ 7 แสดงกราฟมาตรฐานส าหรับการหาปริมาณสารเมือ่ใช้สารมาตรฐานภายนอก 
 

นิยมใช้สารบริสุทธิ์ชนิดเดียวกับสารที่ต้องการวิเคราะห์ที่ทราบความเข้มข้นที่แน่นอน ซึ่งเมื่อ
ฉีดเข้าไปในคอลัมน์จะท าให้สามารถหาปริมาณของสารตัวอย่างได้โดยอ่านค่าจากกราฟมาตรฐาน 
หรือการค านวณเปรียบเทียบหาปริมาณของสารจากความสูงของพีค หรือพื้นที่ของพีคเปรียบเทียบกับ
สารมาตรฐาน ซึ่งวิธีนี้อาจจะอ่านค่าได้คลาดเคลื่อนไปจากความจริงมากถ้าสภาพของคอลัมน์หรือ
เครื่องมือในขณะท ากราฟมาตรฐานและการวิเคราะห์สารตัวอยา่งแตกตา่งกันมาก  

 
2) สารมาตรฐานภายใน (internal standard)  

 
 

รูปที่ 8 แสดงโครมาโทแกรมสารละลายมาตรฐานเปรียบเทียบสารละลายตัวอย่าง 
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รูปที่ 9 แสดงกราฟมาตรฐานส าหรับการหาปริมาณสารเมือ่ใช้สารมาตรฐานภายใน 

 
เติมสารมาตรฐานภายในลงในสารมาตรฐานของสารที่ทดสอบ และสารตัวอย่างในปริมาณที่

คงที่ก่อนท าการวิเคราะห์ ซึ่งเมื่อฉีดเข้าไปในคอลัมน์จะสามารถค านวณหาปริมาณของสารตัวอย่างได้
โดย 

- การสร้างกราฟมาตรฐาน โดยให้แกน Y เป็นสัดส่วนระหว่างความสูงหรือพื้นที่ของพีคของ
สารมาตรฐานของสารที่ทดสอบกับความสู งหรือพื้นที่ ของพีคของสารมาตรฐานภายใน                                    
ส่วนแกน X เป็นค่าความเข้มข้นของสารมาตรฐานที่ทดสอบ แล้วจึงน าค่าอัตราส่วนระหว่างความสูง
หรือพื้นที่ของพีคของสารตัวอย่างและความสูงหรือพื้นที่ของพีคของสารมาตรฐานภายใน มาอ่านค่า
ความเข้มข้นจากกราฟดังกล่าว  

- ใช้วิธีการค านวณเปรียบเทียบหาปริมาณของสารจากอัตราส่วนระหว่างความสูงหรือพื้นที่
ของพีคของสารมาตรฐานที่ทดสอบกับความสูงหรือพ้ืนที่ของพีคของพีคของสารมาตรฐานภายใน  

สารมาตรฐานภายในที่เลือกใช้ควรเป็นสารที่มีโครงสร้างทางเคมีคล้ายสารที่ต้องการตรวจ
วิเคราะห์ควรเป็นสารที่ไม่เป็นองค์ประกอบ หรือมีอยู่ในสารตัวอย่าง สามารถแยกออกจากสาร
ตัวอยา่งได้อยา่งชัดเจน และไม่ท าปฏิกิริยากบสารตา่ง ๆ ที่เป็นองค์ประกอบของสารตัวอยา่งนัน้  

วิธีนี้มีข้อดีตรงที่ สามารถค านวณหาปริมาณของสารตัวอย่างได้อย่างถูกต้องเพราะการ
เปรียบเทียบเป็นสัดส่วน ถ้าหากพื้นที่ใต้กราฟของสารที่เราทดสอบลดลง พื้นที่ใต้กราฟของสาร
มาตรฐานภายในก็จะลดลงด้วย ซึ่งจะช่วยลดความผิดพลาดที่เกิดขึ้นในกระบวนการเตรียม และการ
ทดสอบเพิ่มความน่าเช่ือถือของการทดสอบ 

 
3.การตรวจวิเคราะห์พืชกระท่อมและวิธีการวิเคราะหส์าร mitragynine  
 

ในขณะนี้ยังไม่มีวิธีมาตรฐานส าหรับหารตรวจวิเคราะห์สารไมทราไจนีนและเมตาบอไลท์  (48) มี
รายงานสามารถตรวจพืชกระท่อมได้หลายวิธี ได้แก่ การตรวจลักษณะภายนอก (macroscopic 
examination) ดูรูปร่างของใบ หูใบ แต่ถ้าอยู่ในรูปผงยาสามารถตรวจภายใต้กล้องจุลทรรศน์
(microscopic examination) โดยจะพบองค์ประกอบที่เป็นส่วนของใบเช่น palisade 
parenchyma, spongy parenchyma, epidermis, paracytic stomata, non-glandular 
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trichome, prism crystal เป็นต้น(17) นอกจากนี้สามารถสกัดสารจากผงยาดังกล่าวเพื่อน ามาพิสูจน์
หาสารไมทราไจนีนด้วยวิธีโครมาโตกราฟี ได้แก่ วิธีรงคเลขผิวบาง หรือ thin layer 
chromatography, high-performance liquid chromatography เป็นต้น นอกจากนี้อาจใช้
เทคนิคทางโมเลกุล ใช้ลายพิมพ์ดีเอ็นเอ (PCR-RFLP) มาแยกแยะกระท่อมออกจากพืชสกุล
Mitragyna spp. อื่นๆ (8,18)  

มีรายงานการพัฒนาวิธีวิเคราะห์พืชกระท่อมทั้งในเชิงปริมาณและเชิงคุณภาพวิธีโครมาโตกราฟี
เป็นเทคนิคที่มีการใช้อย่างแพร่หลาย โดยการใช้สาร mitragynine เป็น marker การวิเคราะห์ท าได้
ในตัวอย่างหลายชนิด เช่น ตัวอย่างพืชกระท่อม ผลิตภัณฑ์ที่มีพืชกระท่อมเป็นส่วนประกอบ รวมถึง
การวิเคราะห์หาสาร mitragynine และสารเมตาบอไลท์ในเลือดและปัสสาวะ เทคนิคที่มีการรายงาน
เช่น high performance liquid chromatography (HPLC) เป็นวิธีที่นิยมตรวจมากที่สุดร่วมกับ
เครื่องตรวจวัดชนิดต่างๆ เช่น UV, diode array detector (DAD) และ MS (19,37,39,40,42,48)  
นอกจากนี้ยังมีการใช้ gas chromatography (GC) ร่วมกับเครื่องตรวจวัดมวลโมเลกุล (MS 
detector) (35) การใช้ supercritical fluid chromatography ร่วมกับ DAD (20) และเทคนิค direct 
analysis in real time ร่วมกับ MS spectrometry (DART-MS) ส าหรับตรวจสอบพืชกระท่อมใน
เชิงคุณภาพ วิธีการเหล่านี้เป็นวิธีที่มีความไวสูงสามารถวิเคราะห์ได้ในระดับไมโครกรัม (µg) จนถึงนา
โนกรัม (ng)  

นอกจากวิธีโครมาโตกราฟีแล้ว มีรายงานการวิเคราะห์สาร mitragynine ในพืชกระท่อมด้วย
เทคนิค enzyme linked-immunosorbent assay (ELISA) ซึ่งสามารถวิเคราะห์ได้ในระดับ
ไมโครกรัม (µg) (8) 

 
4.การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method validation)(14,26,27) 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ (Method Validation) หมายถึง กระบวนทาง
ห้องปฏิบัติการเพื่อยืนยันคุณลักษณะเฉพาะของวิธีวิเคราะห์ (Method performance 
characteristics) และประเมินด้วยวิธีการทางสถิติว่าวิธีวิเคราะห์มีความถูกต้อง เหมาะสมตาม
วัตถุประสงค์ของการใช้งาน 

การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์(Method Validation) จ าเป็นอย่างยิ่งในกรณีต่อไปนี ้ 
o วิธีทดสอบที่ไม่ใช่วิธีมาตรฐาน เป็นวิธีที่ยังไม่ได้รับการยอมรับทั่วไปในวงการที่เกี่ยวข้อง 

เช่น วิธีที่ห้องปฏิบัติการพัฒนาเอง วิธีที่ห้องปฏิบัติการปรับเปลี่ยนหรือดัดแปลงจากวิธี
มาตรฐาน 

o วิธีทดสอบที่ใช้นอกขอบเขตวิธีมาตรฐาน  
o เมื่อผลการควบคุมคุณภาพภายในห้องปฏิบัติการแสดงให้เห็นว่าวิธีทดสอบมีการ 

เปลี่ยนแปลงไปจากเดิม  
o การน าไปใช้ต่างห้องปฏิบัติการหรือต่างเครื่องมือ  
o เมื่อต้องการแสดงให้เห็นว่าวิธีสองวิธีไม่แตกต่างกัน เช่น วิธีใหม่กับวิธีมาตรฐาน 

 
 
 
 



25 
  

 
 

สถิติขั้นพื้นฐานที่ใช้ในการทดสอบความใช้ได้ของวิธี ได้แก ่ 
 -Mean (ค่าเฉลี่ย) 
 -Standard deviation (ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 
 -Variance (ค่าความแปรปรวน) 
 Relative standard deviation (RSD) or Coefficient of variance (CV)  
 
พารามิเตอร์ที่มักจะศึกษาใน Method Validation  
 
1) Specificity/Selectivity  

Specificity ของวิธีสามารถทดสอบได้โดยใช้ blank matrix ที่เติมสารนอกเหนือจากการ 
วิเคราะห์ลงในตัวอย่าง เพื่อตรวจสอบว่าสารอื่นๆสามารถถูกตรวจวัดได้ด้วยวิธีที่ทดสอบหรือไม่              
การตรวจไม่พบสัญญาณรบกวนจาก blank matrix หรือสารอื่นๆแสดงให้เห็นว่าวิธีที่ทดสอบ                      
มีความจ าเพาะ (selective and specific) อย่างไรก็ตามการมีสัญญาณรบกวนเล็กน้อย เป็นสิ่งที่
ยอมรับได้ถ้าค่าความเที่ยงและความแม่นย าที่ lower limit of quantitation (LLOQ) อยู่ในเกณฑ์ที่
ยอมรับ ได้ (±20%)  

 
2) Range คือ ช่วงความเข้มข้นระหว่างค่าสูง และค่าต่ าของสารที่ต้องการทดสอบที่เป็น

เส้นตรงและสามารถวิเคราะห์ปริมาณของสารในช่วงดังกล่าวได้อย่างถูกต้องและ แม่นย า ส าหรับ
เกณฑ์ที่ยอมรับ ประเมินค่าจาก correlation coefficient ของ regression line ค่าที่ได้ควรมากกว่า 
0.995 

 
3) ความสัมพันธ์อย่างเป็นเส้นตรง (Linearity) คือ ความสามารถของวิธีทดสอบที่ให้

ผลทดสอบเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของสารที่มีอยู่จริงภายในช่วงความเข้มข้นที่ก าหนด 
วิธีการคือ เตรียมอย่างน้อย 5 ความเข้มข้น ในช่วง 25-120 %  

 
4) LOD (Limit of Detection) หรือขีดจ ำกดัในกำรตรวจพบ เป็นปริมาณความเข้มข้นต่ าสุดที่

เครื่องสามารถตรวจพบได้ แต่ไม่สามารถแสดงปริมาณได้อย่างมีAccuracy หรือ Precision เป็นค่าที่
ต่างจากค่าศูนย์ และมากกว่าค่าความไม่แน่นอนของวิธีทดสอบ จ าเป็นส าหรับวิธีวัดสารที่มีปริมาณ
น้อยมาก มีความส าคัญทั้งการทดสอบเชิงคุณภาพ (Qualitative test) และเชิงปริมาณ
(Quantitative test) ตัวอย่างส าหรับทดสอบ LOD อาจเป็นสารมาตรฐาน วัสดุควบคุมคุณภาพ
ภายในห้องปฏิบัติการ วัสดุควบคุมคุณภาพการทดสอบความช านาญทางห้องปฏิบัติการ ตัวอย่างส่ง
ตรวจที่อยู่ในสภาพดีหรือ spiked sample  

โดยทั่วไปจะเป็นระดับความเข้มข้นของสารที่ให้สัญญาณเป็น 3 เท่าของ SD ของ blank
เหนือค่าเฉลี่ยสญัญาณของ blank  
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5) LOQ (Limit of Quantitation) หรือขีดจ ากัดในการวัดเชิงปริมาณ เป็นปริมาณความ
เข้มข้นต่ าสุดที่ของสารที่ทดสอบ ซึ่งสามารถหาปริมาณได้ โดยที่มี Accuracy และ Precision เป็นที่
ยอมรับ สามารถแสดงค่าความไม่แน่นอนของการทดสอบได ้

 โดยทั่วไปจะเป็นระดับความเข้มข้นของ สารที่ให้ สัญญาณเป็น 10 เท่าของ SD ของ blank 
เหนือค่าเฉลี่ยสัญญาณของ blank  

 
6) Accuracy เป็นคุณสมบัติที่บ่งบอกความใกล้เคียงระหว่างค่าเฉลี่ยผลการทดสอบที่ได้กับ

ค่าอ้างอิงที่ยอมรับ โดยทั่วไปจะมีความสัมพันธ์กับค่ าความเบี่ยงเบน (Bias) คือจะแปรผกผันกับค่า
ความเบ่ียงเบน (Bias)  

การทดสอบ Accuracy ท าโดยทดสอบเปรียบเทียบกับวัสดุอ้างอิง ทดสอบเปรียบเทียบวิธีที่
พัฒนาขึ้นกับวิธีอ้างอิง หรือท า Recovery Test  

o ทดสอบเปรียบเทียบกับวัสดุอ้างอิง (Reference Material; RM) ที่ทราบค่าความ
เข้มข้นของสารที่ก าลังศึกษา ซึ่งวัสดุอ้างอิงควรจะสอบกลับ (traceable) ไปยัง
ระบบมาตรฐานสากล หากเป็นไปได้ควรสอบกลับได้ถึง SI unit วัสดุที่สอบกลับได้
ถึง SI unit จัดเป็นวัสดุอ้างอิงรับรอง (Certified Reference Material; CRM)  

o ทดสอบเปรียบเทียบวิธีที่พัฒนาขึ้นกับวิธีอ้างอิง เช่น Reference method หรือ
Standard method และวิเคราะห์ข้อมูลผลการทดสอบโดยใช้สถิติที่เหมาะสม  
- กรณีการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ ตัวอย่างทดสอบจ านวนไม่

น้อยกว่า 20 ตัวอย่าง โดยทั่วไปทดสอบมากกว่า 40 ตัวอย่าง การวิเคราะห์
ผล อาศัยการสร้าง Scatter Diagram และการสร้าง Difference  

- กรณีการทวนสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ ท าการทดสอบในลักษณะ
เดียวกันกับการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ แต่ใช้ตัวอย่าง
ประมาณ 20 ตัวอย่างก็เพียงพอ  

o Recovery Test (ตรวจสอบค่ากลับคืน) เป็นคุณสมบัติที่บ่งบอกประสิทธิภาพของ
วิธีทดสอบในการวัดปริมาณสารที่ต้องการตรวจที่มีอยู่ในตัวอย่างทั้งหมด ท าโดยการ
เติมสารที่ต้องการตรวจที่ความเข้มข้นระดับต่างๆ ใน Working range อย่างน้อย 3
ระดับลงใน Sample blank (Unspiked) แล้วทดสอบ จากนั้นค านวณหา           
% recovery ของสารที่เติมลงไป โดยมีเกณฑ์การยอมรับ %Recovery ที่ 70 - 
120% และ %CV ไม่เกิน 20% การหาค่า Recovery เป็นวิธีที่ยอมรับได้ระดับหนึ่ง
ในการศึกษา Accuracy ในกรณีที่ไม่สามารถหา RM หรือ CRM ที่เหมาะสมได ้

 
7) Precision เป็นคุณลักษณะเฉพาะของวิธีที่แสดงความใกล้เคียงกันของผลการวิเคราะห์ซ้ า

ภายใต้สภาวะที่ก าหนด โดยทั่วไปท าการทดสอบ 3 สภาวะ 
o Repeatability (Within run precision)  หมายถึง การทดสอบซ้ า ๆ ภายใต้สภาวะ

คงที่ ท าโดยห้องปฏิบัติการเดียวกัน ตัวอย่างเดียวกัน ภาวะแวดล้อมเดียวกัน               
ผู้ทดสอบคนเดียวกัน และภายใตเ้วลาใกล้เคียงกัน 
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o Intermediate Precision (Between run precision) เป็นการทดสอบโดยใช้
ตัวอย่างเดิม ท าในสถานที่เดิม แต่มีการเปลี่ยนแปลงสภาวะบางประการ เช่น 
เปลี่ยนผู้ทดสอบ เครื่องมือ หรือเปลี่ยน รอบการทดสอบ 

o Reproducibility (Inter-laboratory precision) เป็นการทดสอบตัวอย่างเดิม แต่
ต่างห้องปฏิบัติการ 

 
5.งานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

Hooper พบอัลคาลอยด์ Mitragynine ในใบพืช Mitragyna Speciosa จากนั้น Field                      
ได้ค้นพบวิธีสกัดและแยกอัลคาลลอยด์ดังกล่าว และตั้งชื่อว่า Mitragynine (8,21) ต่อมา Grewel ได้
ท าการศึกษาฤทธิ์ทางเภสัชวิทยาของ Mitragynine ต่อเนื้อเยื่อสัตว์ทดลอง และพบว่า Mitragynine
ลดแรงบีบ (Tone) และเพิ่มความแรง (Amplitude) ของกล้ามเนื้อเรียบ จึงมีฤทธิ์ท าให้เกิดการชา
เฉพาะที่ ได้  และยังมีฤทธิ์ฆ่ า โปรโตซัวทั่ วไปได้  แต่ ไม่ฆ่ าแบคที เรียและโปรโตซัวที่ท าให้                  
เกิดโรคในมนุษย์ และยังมีฤทธิ์กระตุ้นระบบประสาทส่วนกลางคล้ายโคเคน (22,23)  

และในปีค.ศ. 1934 Marcan  ท าการวิจัยกับกลุ่มอาสาสมัครชาย 6 คน โดยให้ mitraynine 
acetate 50-100 mg. เปรียบเทียบกับผงบดใบกระท่อมแห้ง 650-1,300 mg. ผลการศึกษาพบว่า 
การให้ทั้งสองรูปแบบให้ผลเหมือนกัน คือ ลดเวลาการเกิดปฏิกิริยาต่อสิ่งเร้า เพิ่มความอดทนต่อสิ่งเร้า 
เพิ่มสมรรถภาพในการท างาน ผิวหนังเป็นสีแดงเนื่องจากเกิดการขยายหลอดเลือดบริเวณผิวหนัง (8)                 

ซึ่งสอดคล้องกับ นพ.ประยูร นรการผดุง ที่ท าการศึกษาในผู้ติดใบกระท่อมจ านวน 3 ราย ที่เข้ารับการ
รักษาบ าบัดในโรงพยาบาลธัญญารักษ์ การศึกษาพบว่า ผู้เสพใบกระท่อมจนติดจะรู้สึกประสาทมึนชา 
จิตใจหนักแน่น อารมณ์รื่นเริงแจ่มใส หายปวดเมื่อย มีแรง และเพลิดเพลินกับการท างานโดยไม่รู้สึก
เหนื่อยหรือหิว สามารถทนความร้อนจากแสงแดดได้ดี กลัวฝนแต่ไม่กลัวน้ า (8) 

Amttayakul พบว่าโดยประมาณเฉลี่ยใบกระท่อม 1.7 มก. จะมีสาร Mitragynine ประมาณ 
0.85 มก.หรือร้อยละ 0.5  Joshi และคณะ ได้รายงานสูตรโครงสร้างของ Mittragynine ว่าเป็น 
Indolealkaloid ที่มีกลุ่ม Methoxy ในต าแหน่ง C-19 และ E ring เป็นวงเปิด (8) 

ค.ศ. 1966 นพ.ประยูร นรการผดุง ได้รายงานการใช้กระท่อมเพื่อทดแทนมอร์ฟีนในการ
รักษาผู้ ติดยาเสพติดในประเทศไทย โดย กระท่อมมีฤทธิ์ อ่ อนและสั้นกว่ามอร์ฟีน  และ                        
ยังอันตรายน้อยกว่าโคเคน อาการขาดยาเกิดน้อยกว่ายาจ าพวกฝิ่น โดยกล่าวกันว่า กระท่อมมีฤทธิ์
กระตุ้นประสาทเหมือนการเคี้ยวใบโคคา และมีฤทธิ์การกดประสาทเหมือนฝิ่นและกัญชา                                         
เมื่อบริโภคนานๆ ท าให้ผิวหนังเกรียมคล้ า หน้าซีดเขียว ท้องผูกเป็นประจ าอุจจาระเป็นสีด าเป็น                  
เม็ดคล้ายมูลแพะ เมื่อไม่ได้เสพจะหงุดหงิด ฟุ้งซ่าน  ฉุนเฉียว กระวนกระวาย ซึมเศร้า มึนงง 
อ่อนเพลียนอนไม่หลับ เบื่ออาหาร (8) เช่นเดียวกับ Macko และคณะ(29) ได้รายงานฤทธิ์ระงับปวด
และแก้ไอได้ดีพอๆกับโคเดอีนในขนาดเท่ากัน แต่ไม่ท าให้อาเจียนหรือหายใจขัด และไม่ท าให้เกิด
อาการติดเหมือนฝิ่น การทดสอบในสุนัข พบว่าไม่มีผลต่อความดันโลหิต แต่ในแมวท าให้ความดัน
โลหิตลดลง เมื่อใหไ้มทราไจนีนในขนาดสูงจะกดระบบทางเดินหายใจน้อยกว่าโคเดอีน การทดสอบใน 
Miceพบว่าการฉีด Mitragynine ตรงเนื้อเยื่อใต้ผิวหนัง ผลคือให้ผลการแก้ปวดได้น้อยกว่าการให้  
ทางปากซึ่งแสดงให้เห็นว่า เมตตาบอไลท์ของสารไมทราไจนีนน่าจะออกฤทธิ์แก้ปวดได้ดีกว่าตัว               
ไมทราไจนีนเอง และต่อมา Raffauf (50) ได้ท าการทดสอบในอาสามาสมัครชาย 5 คน พบว่าผลของใบ
กระท่อมมีฤทธิ์คล้ายโคเคนเช่นเดียวกัน  



28 
  

 
 

Shellard รวบรวมข้อมูลที่มีการตรวจพิสูจน์หาสารอัลคาลอยด์ในใบกระท่อมพบอัลคาลอยด์
ในใบกระท่อมถึง 40 ชนิด จากข้อมูล 30 แหล่ง จากนั้น นิวัติ แก้วประดับ (1974) ได้สกัดสาร          
อัลคาอยด์จากใบกระท่อมสดโดยใช้ตัวสกัดเป็นแอลกอฮอล์ พบสารอัลคาลอยด์ในใบกระท่อมสดถึง 9
ชนิด ได้แก่ Mitragynine, Paynantheine, Speiogynine, mitracilliatine, Ajmalicine, 
Isopteropodine, Isomitraphyline, Mitaphyline และ Tetrahydroalitonine ซึ่งไม่เคยมีรายงาน
การพบมาก่อน เนื่องจากมีวามคงตัวไม่ดี จึงพบได้เฉพาะในใบสดเท่านั้น (31) 

วิเชียร ทดสอบพิสูจน์หากลไลในการออกฤทธิ์แก้ปวดของสาร Mitragynine ที่สกัดจากใบ
กระท่อมในหนู พบว่า กลไลการออกฤทธิ์เกิดขึ้นในระบบประสาทส่วนกลางโดยี่อาจมีการจับกับตัวรับ
ใน 2 ต าแหน่ง คือ 5-HT2 Recepter, α2- Recepter (8) 

Chan c และคณะ ได้ท าการตรวจพิสูจน์สาร Mitragynine จากใบกระท่อมหรือผงกระท่อม                
สกัดด้วย CHCl3/methanol โดยใช้เทคนิค Gas Chromatography–Mass Spectrometry (33) 
ต่อมา Philipp และคณะ ได้ใช้เทคนิคเช่นเดียวกับ Chan พิสูจน์หาสารอัลคาลอยด์ในเลือดและ
ปัสสาวะของหนู พบสาร Mitragynine, Paynantheine, Speciogynine, Speciociliatine                
มีค่า LOD เท่ากับ 100 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร (34) 
 Janchawee และคณะ ท าการวิเคราะห์หาสาร Mitragynine ในเลือดของหนู โดยใช้เทคนิค 
High Performance Liquid Chromatography-UV มีค่า LOD เท่ากับ 0.03 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
ค่า LOQ เท่ากับ 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (35) และในปี 2010  Parthasarathy และคณะ ได้น า
เทคนิคเดียวกันมาศึกษา แต่มีค่า LOD และ LOQ ต่ าลง คือ LOD เท่ากับ 0.025 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร ค่า LOQ เท่ากับ 0.050 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (36) 
 Chittrakra และคณะ ใช้เทคนิค High Performance Liquid Chromatography-Diode 
array detector (DAD) มาตรวจสาร Mitragynine ในน้ าต้มกระท่อม มีค่า LOD เท่ากับ 1.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่า LOQ เท่ากับ 3.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และตรวจสาร Mitragynine ใน
ใบกระท่อม มีค่า LOD เท่ากับ 0.25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ค่า LOQ เท่ากับ 0.50 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร (37,38) เช่นเดียวกับ Ranggasamy R และคณะ(49) ที่ได้น าวิธีการตรวจ HPLC-DAD-UV มาใช้
ในการศึกษา pharmacognostic และ physicochemical เช่นกัน  
 Kikura-Hanajiri และคณะ(39) ได้น าเทคนิค High Performance Liquid 
Chromatography-Mass spectrometry (HPLC-MS) ตรวจพิสูจน์สาร Mitragynine และ 7-
hydroxymitragynine ในใบกระท่อมและสารสกัดกระท่อมส าเร็จรูป พบว่าเทคนิค HPLC-MS 
สามารถตรวจ Mitragynine และ 7-hydroxymitragynine โดยมีค่า Linearity เท่ากับ 1.0-10.0 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ0.01-1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ ส่วน Sudheedibu และคณะ
(43) ก็ได้น าเทคนิค ultra high performance liquid chromatography tandem mass 
spectrometry (UHPLC-MS/MS) มาใช้ในการวิเคราะห์กระท่อม ซึ่งพบว่าวิธีนี้เป็นวิธีที่เหมาะสม
ส าหรับการตรวจวิเคราะห์ไมทราไจนีนและ 7-hydroxymitragynine  มีค่า Linerity อยู่ในช่วงความ
เข้มข้น 10 - 100 ng/mL  
 Lu และคณะ ใช้เทคนิค HPLC-MS/MS วิเคราะห์หา Mitragynine ในปัสสาวะของมนุษย์        
ได้ค่า LOD เท่ากับ 0.02 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า LOQ เท่ากับ 0.1 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (40) 
สอดคล้องกับ Arndt และคณะ แต่ผลการทดลองมีค่า LOD เท่ากับ 2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และ           
ค่า LOQ เท่ากับ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร(41) ส่วน Moraes.D และคณะ ได้น าเทคนิคนี้วิเคราะห์ใน
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เลือดของหนู ผลการทดลองมีค่า LOD เท่ากับ 0.2 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร (42) ส่วนผลการทดลองของ 
Hanzhuo Fu ได้ค่าlinearity of >0.99 และค่า LOD เท่ากับ 0.002581 ng/mL (46) 

LImsuwanchote และคณะน าเทคนิค ELISA มาตรวจสาร Mitragynine ในใบกระท่อม            
มีค่า LOD เท่ากับ 32.5 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และค่า LOQ เท่ากับ 32.9  ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(28) 

Scott T.M. และคณะ. ทดสอบหาปริมาณสารอัลคาลอยด์ในกระท่อม โดยใช้วิธี Thin layer 
chromatography โดยใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ chloroform/methanol (9:1) พบมีค่า Rf เฉลี่ยอยู่ที่ 
0.79 และตรวจยืนยันโดยใช้วิธี Gas chromatography–mass spectrometry พบว่าใบกระท่อม
แห้งมีปริมาณสาร mitragynine ต่ า ในขณะที่ตัวอย่างที่เป็นผงมีปริมาณมากกว่าถึง 10 เท่า (44) 

วราพงษ์ และคณะ  ได้ท าการตรวจพิสูจน์ mitragynine เชิงคุณภาพในน้ าต้มกระท่อมด้วย
เทคนิค thin layer chromatography โดยเปรียบเทียบการใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ 3 ชนิด ซึ่งพบว่า 
ใช้วัฏภาคเคลื่อนที่ hexane : ethyl acetate ในสัดส่วน 6:4เหมาะสมที่สุด และการวิเคราะห์ด้วย
เครื่อง ฃอง gas chromatography ชนิด FID detector ด้วยวิธีดัดแปลงสามารถใช้แทนการ
วิเคราะห์ด้วยเครือ่ง  gas chromatography ชนิด mass detector ได ้(45) 

Hanzhuo Fu และคณะ ได้น าวิธีการตรวจแบบ Direct Infusion Electrospray 
Ionization Triple Quadrupole Mass Spectrom มาเพื่อทดสอบ Pharmacokinetic และสารเม
ตาบอไลน์ของกระท่อมด้วยพบว่า สามารถน าวิธีนี้มาใช้ได้และเป็นวิธีที่รวดเร็วและให้ผลแม่นย า
เช่นกัน(47) 
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บทที่ 3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

1. อุปกรณ์ เครื่องมือและสารเคม(ีMaterial, Instrument and Reagent) 
 
1.1. สารเคม ี

 สารมาตรฐาน 

Mitragynine   โครงการจัดตั้งสถาบันวิจัยและนวัตกรรมทางการแพทย์ 
ส านักวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร ์
 

 สารเคมีอื่น ๆ ที่ใช ้

100 % methanol (HPLC grade) Merck, Germany 

1.2. อุปกรณ์ และเครื่องมือ 

เครื่องโครมาโทกราฟีของเหลวประสิทธิภาพสูง (HPLC) ยี่ห้อ Agilent Technologies รุ่น 1260 
บริษัท Agilent Technologies, Inc. ประเทศสหรัฐอเมริกา ซึ่งประกอบด้วย  

 Detector : AB SciX API 3200 triple quadrupole ESI/MS/MS 
 Column : Shimadzu Shim-pack GIST-HP C18 

(150mm. x 3.0 mm.,D 3 µm.) 
 Software : analyst software,version 1.4.2  

เครื่องหมุนเหวี่ยง  ความเร็วรอบที่ 15,000 rpm. 10๐C, 20 min 
 
สภาวะของเครือ่ง HPLC ที่ใช้ในการวิเคราะห์ 
 

 Moblie phase A : Methanol 
 Moblie phase B : 10 mM ammonium acetate  

containing 0.1 % formic acid 
 Injection  : 5 µL,  
 Column Temperature : 40 oC 
 Flow rate  : 0.5 mL/min 
 Retention time  : 2.98 min 
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 Gradient program : 0-3 min, 95% B to 100% B, 
       3.1, 95%B until 6 min.  
 
 
 
 
 
 
 
 
Vortex 
ตู้แช่แข็ง -20 องศาเซลลเซียส 
Nylon membrane filter (ขนาด 0.22 µm) : Whatman Limited Maidstone, England 

LC MS/MS condition: 
MS/MS parameters mitragynine Abbreviations 

Polarity Positive MG 
MS mode Multiple Reaction Monitoring (MRM)  
Precursor ion (m/z) 399.3  
Product ion (m/z) 174.4*, 238.2, 159.0 R1, R2, R3 
Ion spray voltage (V) 5500  
Ion source temperature (C) 550  
Collision energy (eV) (R1=38.9, R2=36.8, R3=67) CE 
CxP (R1=3.19, R2=3.95.8, R3=3.48) CxP 
Decluttering potential (V)  76 DP 
EP 7 EP 
CEP 16.3 CEP 
Collision gas 6  
Ion source gas 1 40 GS1 
Ion source gas 2 50 GS2 
*Quantitation ion (399.3>174.4) 
 
 
 
 
 
 
 

Time (min) A (%) B (%) 
0 5 95 
3 0 100 

3.1 5 95 
6 5 95 
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2. การเตรียมสารละลายเพื่อใช้ในงานวิจัย 
2.1. การเตรียมสารมาตรฐาน 

o Stock Solution 100 µg/mL : เตรียม Stock solution จากสารมาตรฐาน               
ไมทราไจนีน (Mitragynine) แล้วปรับปริมาตรด้วย methanol ให้มีความเข้มข้น
เท่ากับ 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

o Working standard : ปิเปต stock solution โดยเจือจางและปรับปริมาตรด้วย 
100% methanol ให้ได้สารละลายผสมที่ความเข้มข้น 0.0781, 0.156, 0.195, 
0.391, 0.781, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5 และ 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ตามล าดับ  

สารละลายมาตรฐานที่เตรียมจะถูกเก็บรักษาไว้ในตู้แช่แข็งที่อุณหภูมิ -20                                
องศาเซลเซียส สารละลายมาตรฐานทุกความเข้มข้นถูกน าไปกรองผ่าน Nylon filter                    
ขนาด 0.22 ไมครอน ก่อนน าไปวิเคราะห์ 

 
2.2. การเตรียมตัวอย่างปัสสาวะ 

1) แบ่งตัวอย่างปัสสาวะ 1 มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge                
ที่ 15,000 rpm อุณหภูม ิ10๐C เป็นเวลา 20 นาท ี

2) เก็บ supernatant จ านวน 800 ไมโครลิตร น าไปกรองผ่าน Nylon filter ขนาด 0.22 
ไมครอน 

3) น าตัวอย่างปัสสาวะที่กรองแล้ว 20 ไมโครลิตร ไปปรับปริมาตรด้วย 100%methanol 
จ านวน 980 ไมโครลิตร 

4) น าไปกรองผ่าน Nylon filter ขนาด 0.22 ไมครอน อีกครั้งก่อนน าไปวิเคราะห์ 
 

2.3. การเตรียมสารละลาย Spiked sample  

เติมสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีนลงในปัสสาวะปกติที่ไม่มีสารที่ต้องการทดสอบ       
ผสมอยู่ โดยเติมในระดับความเข้มข้น 1.5, 15, 150 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (เตรียมเช่นเดียวกับ
การเตรียมตัวอย่างปัสสาวะ) 

3. วิธีการทดลอง 
การพัฒนาวิธีวิเคราะห์เพื่อหาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง                   

แบ่งออกเป็น 3 ส่วน ได้แก ่
 
o การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นโดยประเมินผลตามเกณฑ์               

การยอมรับของ AOAC guideline 
o การหาวิเคราะห์หาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง 

 
 
 
 



33 
  

 
 

3.1. การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ 
1) การทดสอบความเป็นเส้นตรงละช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity) และการหา                   

ช่วงการวิเคราะห์ (Working Range) 
น า Working standard ที่เตรียมไว้ที่จ านวน 10 ความเข้มข้น ได้แก่ 0.0781, 

0.156, 0.195, 0.391, 0.781, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5 และ 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 
โดยเตรียมความเข้มข้นละ 8 ซ้ า น าไปวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC ศึกษาความสัมพันธ์
ระหว่างความเข้มข้นและพื้นที่ใต้พีค สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างเข้มข้นกับพื้นที่ใต้พีค 
ค านวณค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) ซึ่งต้องไม่น้อยกว่า 
0.995  

 
2) การทดสอบความแม่นย า (Accuracy) และการทดสอบความเที่ยง (Precision) 
o ความท าซ้ าได้ (Repeatability) 

วิเคราะห์ปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ 1.5, 15 
และ 150 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการทดสอบ 9 ซ้ า ค านวณปริมาณสาร               
ไมทราไจนีน ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) โดย %CV ต้องไม่เกิน ± 2% 

o Intermediate Precision 
วิเคราะห์ปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ 1.5, 15 
และ 150 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการทดสอบ 9 ซ้ า ค านวณปริมาณ                      
สารไมทราไจนีน ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (SD) โดย %CV ต้องไม่เกิน ± 2% 
 

3) การหาขีดจ ากัดของการตรวจพบ (Limit od detection; LOD) และการหาขีดจ ากัด
ของการวัดเชิงปริมาณ (Limit of quantitation; LOQ) โดยการตรวจสอบจากกราฟ
มาตรฐานของสารไมทราไจนีน standard ที่ระดับความเข้มข้น 0.0781, 0.156, 
0.195, 0.391, 0.781, 1.56, 3.13, 6.25, 12.5 และ 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร                         
ท าการทดสอบ 3 ซ้ า ค านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (standard deviation, SDYint)                     
แล้ว 

ค านวณค่า LOD จากสมการ LOD = 
          

     
 

 

ค านวณค่า LOQ จากสมการ LOQ = 
         

     
 

4) การทดสอบร้อยละของการคืนกลับ (Percent recovery) ค านวณค่า % recovery 
โดยการเติมสารมาตรฐานไมทราไจนีนในตัวอย่างปัสสาวะ (blank urine) ที่ 3 ระดับ
ความเข้มข้น คือ 0.391, 1 และ 1.5 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ท าการทดสอบ 8 ซ้ า 
ค านวณค่าเฉลี่ยของ peak areas ด้วยโปรแกรม เกณฑ์การยอมรับอยู่ในช่วงร้อยละ 
90 – 108% 
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3.2. การหาวิเคราะห์หาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง 
 

1) การศึกษาการตรวจสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของมนุษย์โดยใช้เทคนิค HPLC 
การวิจัยครั้งนี้เป็นการศึกษาการตรวจหาสารไมตราไจนีนในปัสสาวะของมนุษย์โดย

ใช้เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูงในผู้ใช้กระท่อมแบบเรื้อรัง (Chronic 
Kratom Abuse) ในภาคใต้ ระหว่างเดือน มีนาคม ถึงมิถุนายน พ.ศ. 2562 

 
2) กลุ่มประชากรที่ศึกษา 

ตัวอย่างของปัสสาวะในผู้ใช้กระท่อมแบบเรื้อรัง (Chronic Kratom Abuse) ใน
ภาคใต้ จ านวน 30 ราย เวลาทั้งหมดประมาณ 4 เดือน โดยเริ่มเก็บข้อมูลในเดือน
มีนาคม ถึงมิถุนายน 2562  

การเลือกกลุ่มประชากรตัวอย่างเป็นการเลือกแบบเฉพาะเจาะจง (Purposive 
samling) จ านวน 30 ราย โดยมีมีเกณฑ์คัดเลือกอาสาสมัครที่เข้าเกณฑ์เข้าร่วม
โครงการ ตามเกณฑ์ที่ระบุไว้ดังนี ้

o เป็นผู้ที่สมัครใจเข้าร่วมโครงการวิจัย 
o เป็นผู้ป่วยเสพกระท่อมก่อนเข้าร่วมโครงการไม่น้อยกว่า 6 เดือนและเสพ

กระท่อมครั้งสุดท้ายไม่เกิน 2-3 ชั่วโมงก่อนการเก็บตัวอย่างปัสสาวะ 
o มีสติสัมปชัญญะสมบูรณ์ สามารถติดต่อสื่อสารภาษาไทยได้ 

 
3) การเก็บตัวอย่างปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง 

การเก็บข้อมูลใช้เวลาทั้งหมดประมาณ 4 เดือน โดยเริ่มเก็บข้อมูลในเดือนมีนาคม 
ถึงมิถุนายน 2562 ขั้นตอนในการเก็บตัวอย่างวิจัย ดังนี ้

1.1) คณะผู้วิจัย คัดเลือกกลุ่มตัวอย่างโดยใช้แบบสอบถามทั่วไป เพื่อคัดเลือก
อาสาสมัครที่เข้าเกณฑ์เข้าร่วมโครงการ ตามเกณฑ์ที่ระบุไวด้ังนี ้

o เป็นผู้ที่สมัครใจเข้าร่วมโครงการวิจัย 
o เป็นผู้ป่วยเสพกระท่อมก่อนเข้าร่วมโครงการไม่น้อยกว่า 6 เดือนและเสพ

กระท่อมครั้งสุดท้ายไม่เกิน 2-3 ชั่วโมงก่อนการเก็บตัวอย่างปัสสาวะ 
o มีสติสัมปชัญญะสมบูรณ์ สามารถติดต่อสื่อสารภาษาไทยได้ 

1.2) อาสาสมัครที่เข้าเกณฑ์ ท าการเก็บตัวอย่างปัสสาวะจ านวน 50 มิลลิลิตร               
โดยผู้เข้าร่วมการวิจัยจะต้องเก็บปัสสาวะจ านวน 50 มิลลิลิตร โดยการเก็บปัสสาวะ
ช่วงกลาง คือความสะอาดบริเวณอวัยวะขับถ่ายปัสสาวะ เพื่อป้องกันการปนเปื้อนที่
อาจมีผลต่อการตรวจ จากนั้นเลือกเก็บเฉพาะน้ าปัสสาวะเฉพาะช่วงกลาง โดยให้
ปัสสาวะในช่วงแรกและช่วงท้ายทิ้งไป ปริมาณการเก็บประมาณ 50 มิลลิลิตร ขณะ
การเก็บปัสสาวะไม่ควรน าภาชนะไปสัมผัสโดนกับอวัยวะเพศหรือผิวหนังบริเวณนั้น
โดยตรง เพื่อหลีกเลี่ยงเชื้อต่าง ๆ ที่อาจพบได้จากบริเวณนั้น ท าให้ผลการวิเคราะห์
คลาดเคลื่อน ปิดฝาให้สนิท น าส่งคณะผู้วิจัย 
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1.3) จากนั้นคณะผู้วิจัยจ าน าปัสสาวะของท่านไปตรวจวิเคราะห์ทันที หากไม่ได้             
ท าการตรวจวิเคราะห์ทันทีคณะผู้วิจัยจะเก็บรักษาตัวอย่างปัสสาวะไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ 
-20 OC  

1.4) และเมื่อด าเนินการวิเคราะห์เสร็จปัสสาวะจะถูกเก็บไว้ในตู้เย็นอุณหภูมิ -20 OC 
นาน 30 วัน เพื่อใช้ส าหรับทวนสอบผล เมื่อครบก าหนด 30 วันจะด าเนินการท าลาย
ตัวอย่างปัสสาวะโดยการเทปัสสาวะทิ้งผ่านระบบท่อน้ าทิ้ งของโรงพยาบาล ส่วนขวด
ปัสสาวะที่มีการระบุหมายเลขตัวอย่างจะมีการขีดฆ่าหมายเลขก่อน และทิ้งผ่านระบบ
การก าจัดขยะติดเช้ือของโรงพยาบาล 

 
4) การเตรียมตัวอย่างปัสสาวะ 

2.1) แบ่งตัวอย่างปัสสาวะ 1 มิลลิลิตร น าไปหมุนเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge                
ที่ 15,000 rpm อุณหภูม ิ10๐C เป็นเวลา 20 นาท ี

2.2) เก็บ supernatant จ านวน 800 ไมโครลิตร น าไปกรองผ่าน Nylon filter                    
ขนาด 0.22 ไมครอน 

2.3) น าตัวอย่างปัสสาวะที่กรองแล้ว 20 ไมโครลิตร ไปปรับปริมาตรด้วย 100% 
methanol จ านวน 980 ไมโครลิตร 

2.4) น าไปกรองผ่าน Nylon filter ขนาด 0.22 ไมครอน อีกครั้งก่อนน าไปวิเคราะห์ 

5) การวิเคราะห์ข้อมูล 

 วิเคราะห์ข้อมูลผลการตรวจสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง 
(Chronic Kratom Abuse) โดยวิธีการตรวจที่เลือกมาใช้ โดยท าการตรวจวิเคราะห์
ปัสสาวะจากกลุ่มอาสาสมัคร จ านวน 30 คน 
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

1. การตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึน้โดยประเมินผลตามเกณฑก์ารยอมรับ
ของ AOAC guideline 

จากการศึกษาค่าพารามิเตอร์ที่ส าคัญในการตรวจสอบความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์แสดงผล
ดังนี ้

 
1.1. การทดสอบความเป็นเส้นตรงละช่วงของการวิเคราะห์ (Linearity) และช่วงของการ

วิเคราะห์ (Working Range)  
ความเป็นเส้นตรงจะแสดงด้วยกราฟความสัมพันธ์เชิงเส้นระหว่าง Peak area กับ

ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานไมทราไจนีน ความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ขึ้นอยู่กับ
ความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน ซึ่งแสดงโดยค่าถดถอยเชิงเส้น (R2) และสามมารถหา
ความเข้มข้นของตัวอย่างโดยการค านวณจากสมการ Y = mX + c ที่ได้จากกราฟมาตรฐาน  

ผลการศึกษากราฟมาตรฐานส าหรับวิเคราะห์ปริมาณสารไมทราไจนีนแสดงได้                
ดังแสดงในตาราง 2 และรูปที่ 10 จากการศึกษาช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน
ในช่วงความเข้มข้น 0.0781 – 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตรของสารไมทราไจนีน พบว่าช่วง
ดังกล่าวมีสมการเชิงเส้นเฉลี่ย คือ y = 3.04e+003 x + 614 มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ R 
เท่ากับ 0.9998 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

ตารางที่ 2 แสดงผลการศึกษากราฟมาตรฐานในช่วงความเข้มข้นของสารไมทราไจนีน 
0.0781- 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (n=10) 

Spiked 
concentration 

(ng/mL) 

Calculated 
concentration  

(ng/mL) 
% Recovery SD %CV 

0.0781 N/A N/A N/A N/A 
0.156 0.123 94.07 11.77 12.51 
0.195 0.166 92.20 6.06 6.58 
0.391 0.4 102.03 0.29 0.28 
0.781 0.74 98.43 1.73 1.77 
1.56 1.64 102.40 1.42 1.34 
3.13 3.27 105.37 1.33 1.26 
6.25 6.4 104.73 2.14 2.04 
12.5 12.71 100.63 1.10 1.09 
25 24.84 99.73 0.67 0.67 
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รูปที่ 10 แสดงช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐานเฉลี่ย (n=10) ที่ความเข้มข้นของ

ไมทราไจนีน 0.0781- 25 นาโนกรัมตอ่มิลลิลิตร 
 

1.2. การทดสอบความแม่นย า (Accuracy) และการทดสอบความเที่ยง (Precision) 

ความแม่นย าของการวิเคราะห์สารไมทราไจนีนในปัสสาวะแสดงด้วยค่าร้อยละการกลับคืน 
(%Recovery) พบว่าร้อยละของการกลับคืนของวิธีวิเคราะห์สารไมทราไจนีนในปัสสาวะส าหรับ                            
การวิเคราะห์ในวันเดียวกันจ านวน 9 ซ้ า (Intraday)  ที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ 1.5, 15 และ 150                          
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า %Recovery อยู่ในช่วง 99.8-100.2 % และผลการวิเคราะห์ระหว่าง
วัน (Inter-day) ที่ความเข้มข้นของสารไมทราไจนีนเท่ากับ 1.5, 15 และ 150 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร                          
มีค่า %Recovery อยู่ในช่วง 97.3-98.9 % ซึ่งผ่านตามเกณฑ์การยอมรับของ AOAC (เกณฑ์ก าหนด
ว่าค่า %Recovery Intraday และ Inter-day ต้องอยู่ในช่วง 98-102 % และ 95-105 % ตามล าดับ)                       
ดังแสดงผลในตารางที่ 3   

 

ตาราง 3 แสดงค่าความแม่นย าของวิธีวิเคราะห์ภายในวัน (Intra-day  accuracy)                                
และระหว่างวัน (Inter-day accuracy) (n=9) 

Expected Conc. 
(ng/mL) 

% Recovery 
Intra-day  accuracy Inter-day   accuracy 

1.5 100.25 98.96 
15 99.83 98.80 
150 99.78 97.38 
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ความเที่ยงตรงของการวิเคราะห์สารไมทราไจนีนในปัสสาวะ แสดงด้วยค่าสัมประสิทธิ์                       
ความแปรปรวน (Coefficient of variation; CV) พบว่า %CV ของสารไมทราไจนีนในปัสสาวะ
ส าหรับ   การวิเคราะห์ในวันเดียวกัน (Intraday precision) เป็นจ านวน 3 วัน ที่ 3 ระดับความ
เข้มข้น คือ 1.5, 15 และ 150นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า %CV อยู่ในช่วง 1.11-1.84% และผล
การวิเคราะห์ระว่างวัน (Inter-day precision) ) เป็นจ านวน 3 วัน ที่ 3 ระดับความเข้มข้น คือ 1.5, 
15 และ 150นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร โดยมีค่า %CV อยู่ในช่วง 1.71-2.36% ซึ่งผ่านตามเกณฑ์การ
ยอมรับของ AOAC (เกณฑ์ก าหนดว่าค่า %Recovery Intraday และ Inter-day ต้องอยู่ใน ± 2 %) 
ดังแสดงผลในตารางที่ 4  

 

ตาราง 4 แสดงค่าความเที่ยงตรงของวิธีวิเคราะห์ภายในวัน (Intra-day  precision)                                
และระหว่างวัน (Inter-day precision) (n=9) 

 

1.3. การหาขีดจ ากดัของการตรวจพบ (Limit od detection; LOD) และการหาขีดจ ากดั
ของการวัดเชงิปริมาณ (Limit of quantitation; LOQ) 

 
ค่าขีดจ ากัดของการตรวจพบ (LOD) ได้จากการค านวณ 
 

จากสมการ LOD = 
                  

           
          

จากการค านวณจุดตัดของกราฟมาตรฐานที่เตรียมโดยใช้ urine blank โดยสร้าง
กราฟมาตรฐานที่ 10 ระดับความเข้มข้น 0.0781, 0.156, 0.195, 0.391, 0.781, 1.56, 
3.13, 6.25, 12.5 และ 25 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ระดับละ 3 ซ้ า ได้ Y-intercept = 
616.83, Slope = 3041และ R2 = 0.9996 ดังแสดงผลในรูปที่ 11   

 

Expected Conc. 
(ng/mL) 

% CV 
Intra-day   precision Inter-day    precision 

1.5 1.84 2.06 
15 1.74 1.71 
150 1.11 2.36 
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รูปที่ 11 แสดงกราฟ spiked urine sample blank ที่ 10 ระดับความเข้มขน้ 
 
ค านวณค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานของ yintercept จะได้ SDY-intercept = 363.68 นาโนกรัม                   

ต่อมิลลิลิตร แล้วค านวณค่า LOD จากสมการข้างต้น ได้ LOD = 0.395 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร โดยมีค่าขีดจ ากัดของการวัดเชิงปริมาณ (LOQ) = 1.196 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

ซึ่งได้จากการค านวณจากสมการ LOQ = 
                 

           
 

 
1.4. การทดสอบรอ้ยละของการคืนกลับ (Percent recovery) 

ประสิทธิภาพของการสกัดสารไมทราไจนีนในปัสสาวะแสดงด้วยค่าร้อยละการกลับคืน 
(%recovery) พบว่า %recovery ของการสกัดสารไมทราไจนีนที่ความเข้มข้นตา่ง ๆ มีค่าอยู่
ในช่วง 92.4-101.3 % ซึ่งผ่านตามเกณฑ์การยอมรับของ AOAC (เกณฑ์ก าหนดว่าค่า 
%Recovery ต้องอยู่ในช่วง 90-108 %) 

Spiked 
concentration 

(ng/mL) 

Calculated 
concentratio
n  (ng/mL) 

Retention 
time (RT) 

(min) 

% 
recovery 

SD %CV 

0.391 0.361 3.03 92.36 8.61 9.33 
1.0 1.01 3.03 101.28 4.21 4.15 
1.5 1.52 3.04 101.17 8.88 8.78 

ตาราง 5 แสดงค่า %recovery ของการสกัดสารไมทราไจนีนที่ความเขม้ข้น 0.391, 1.0, 1.5                              
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ในปัสสาวะ (n=8) 

  
 

y = 3041x + 616.83 

R² = 0.9996 
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2. การหาวเิคราะห์หาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรัง (Chronic 
Kratom Abuse) 

ศึกษาการวิเคราะห์หาปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรังโดยการเก็บ
ตัวอย่างปัสสาวะจ านวน 50 มิลลิลิตร ในผู้ที่ใช้กระท่อมต่อเนื่องอย่างน้อย 6 เดือน เก็บปัสสาวะ
หลังใช้กระท่อมมาแล้ว 2 - 3 ชั่วโมง และเก็บปัสสาวะไว้ที่อุณหภูมิ -20 OC สกัดตัวอย่าง           
ในปัสสาวะตามขั้นตอนการเตรียมปัสสาวะ โดยวิเคราะห์ตัวอย่างปัสสาวะจ านวน 3 ซ้ า                
ผลการทดลองในตารางที่ 6 พบว่า วิธีวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นสามารถตรวจหาปริมาณไมทราไจนีน
ในปัสสาวะของใช้กระท่อมเรื้อรังได ้ 

Sample Name 
Total MG concentration in urine ± SD 

(ng/mL) 
%CV 

ตัวอย่างที่ 1 206.06 ± 3.21 1.56 
ตัวอย่างที่ 2 346.31 ± 2.34 0.68 
ตัวอย่างที่ 3 360.19 ± 8.62 2.40 
ตัวอย่างที่ 4 529.37 ± 13.23 2.50 
ตัวอย่างที่ 5 1206.88 ± 33.16 2.75 
ตัวอย่างที่ 6 11.18 ± 0.16 1.43 
ตัวอย่างที่ 7 2562.50 ± 40.36 1.57 
ตัวอย่างที่ 8 56.13 ± 1.46 2.60 
ตัวอย่างที่ 9 2901.25 ± 59.75 2.06 
ตัวอย่างที่ 10 401.81 ± 15.11 3.76 
ตัวอย่างที่ 11 170.69 ± 6.78 3.97 
ตัวอย่างที่ 12 56.64 ± 1.66 2.93 
ตัวอย่างที่ 13 1608.75 ± 46.89 2.91 
ตัวอย่างที่ 14 1221.25 ± 18.08 1.48 
ตัวอย่างที่ 15 291.06 ± 6.82 2.34 
ตัวอย่างที่ 16 7287.50 ± 162.02 2.22 
ตัวอย่างที่ 17 701.25 ± 12.17 1.74 
ตัวอย่างที่ 18 512.50 ± 5.98 1.17 
ตัวอย่างที่ 19 775.00 ± 17.32 2.23 
ตัวอย่างที่ 20 11.23 ± 0.23 2.01 
ตัวอย่างที่ 21 577.50 ± 11.95 2.07 
ตัวอย่างที่ 22 778.13 ± 19.07 2.45 
ตัวอย่างที่ 23 10043.75 ± 302.89 3.02 
ตัวอย่างที่ 24 87.54 ± 0.75 0.85 
ตัวอย่างที่ 25 1014.38 ± 22.75 2.24 
ตัวอย่างที่ 26 508.23 ± 13.47 2.65 
ตัวอย่างที่ 27 23.54 ± 0.37 1.56 
ตัวอย่างที่ 28 35.97 ± 0.75 2.08 
ตัวอย่างที่ 29 720.00 ± 15.35 2.13 
ตัวอย่างที่ 30 845.63 ± 20.26 2.40 
ตารางที่ 6 ปริมาณสารไมทราไจนนีในปัสสาวะของกลุ่มตัวอย่าง Chronic Kratom Abuse 



41 
  

 
 

ผลการทดลองในกลุ่มอาสาสมัครจ านวน 30 คน สามารถแบ่งผลการวิเคราะห์ออกได้เป็น          
4 กลุ่ม คือกลุ่มที่มีปริมาณสารไมทราไจนีนในช่วงน้อยกว่า 100 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร, กลุ่มที่มี
ปริมาณสารไมทราไจนีนในช่วง 100 - 500 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร, กลุ่มที่มีปริมาณสารไมทราไจนีน
ในช่วง 500 - 1,000 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร และสุดท้ายกลุ่มที่มีปริมาณสารไมทราไจนีนมากกว่า 
1,000 มิลลิลิกรัมต่อมิลลิลิตร มีค่า %CV อยู่ในช่วง 0.68-3.97 ซึ่งความเข้มข้นของสารไมทราไจนีนที่
ตรวจพบในกลุ่มอาสาสมัครนั้นแตกต่างกันไปขึ้นอยู่ขึ้นอยู่กับลักษณะของแต่ละบุคคลเอง ดังแสดงใน
รูปที่ 12 

 

 
 

รูปที่ 12 แสดงการแบง่กลุ่มของปริมาณสารไมทราไจนีนทีต่รวจพบ 
ในกลุ่มตัวอย่าง Chronic Kratom Abuse 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

0

2000

4000

6000

8000

10000

N
o

.6

N
o

.2
0

N
o

.2
7

N
o

.2
8

N
o

.8

N
o

.1
2

N
o

.2
4

N
o

.1
1

N
o

.1

N
o

.1
5

N
o

.2

N
o

.3

N
o

.1
0

N
o

.2
6

N
o

.1
8

N
o

.4

N
o

.2
1

N
o

.1
7

N
o

.2
9

N
o

.1
9

N
o

.2
2

N
o

.3
0

N
o

.2
5

N
o

.5

N
o

.1
4

N
o

.1
3

N
o

.7

N
o

.9

N
o

.1
6

N
o

.2
3

To
ta

l 
M

G
 i
n

 u
ri
n

e
 (

n
g

/m
l)

sample number

>1,000 ng/ml
n = 8 

500 - 1,000 ng/ml
n = 9

100 - 500 ng/ml
n = 6

< 100 ng/ml
n =7



42 
  

 
 

บทที่ 5 
สรุปผล อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

  
โครงการวิจัยเรื่อง การพัฒนาวิธีการตรวจหาสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของมนุษย์โดยใช้

เทคนิคโครมาโทรกราฟีของเหลวสมรรถนะสูง มีวัตถุประสงค์เพื่อพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาปริมาณ                            
สารไมทราไจนีนในปัสสาวะของมนุษย์ในผู้ใช้กระท่อมเรื้อรังโดยวิธี HPLC ตรวจวัดด้วย AB SciX API 
3200 triple quadrupole ESI/MS/MS และตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์ (Method 
Validation)  

ในงานวิจัยนี้ได้น าวิธีวิเคราะห์และวิธีการสกัดสารไมทราไจนีนที่ถูกพัฒนาจากโครงการจัดตั้ง
สถาบันวิจัยและนวัตกรรมทางการแพทย์ส านักวิจัยและพัฒนา มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์  มาใช้
เป็นวิธีหลักในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมเรื้อรั ง 
(Chronic Kratom Abuse)ได้ ในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างท าโดยน าตัวอย่างปัสสาวะไปหมุนเหวี่ยง 
แล้วน าไปกรองผ่าน Nylon filter เพื่อขจัดสิ่งปนเปื้อนต่าง ๆ ปรับปริมาตร methanol แล้วกรองอีก
ครั้งก่อนเข้าสู่กระบวนการวิเคราะห์ด้วยเครื่อง HPLC 

นอกจากนี้คณะผู้วิจัย ได้ด าเนินการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีวิเคราะห์  (Method 
Validation) สารไมทราไจนีนในปัสสาวะ โดยการทดสอบพารามิเตอร์ในด้านต่าง ๆ ผลการทดสอบ
ได้ผลดังนี ้

การศึกษาความเป็นเส้นตรงของสารไมทราไจนีนในปัสสาวะในช่วงความเข้มข้น 0781- 25 
นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร พบว่ามีค่า coefficient (R2) = 0.9998 เฉลี่ยเท่ากับ 1 ซึ่งแสดงถึงความเป็น
เส้นตรง ๆ ได้ดี สามารถน ามาเทียบเพ่ือหาความเข้มข้นของตัวอย่างได้อย่างถูกต้อง 

การศึกษาความเข้มข้นต่ าสุดของสารไมทราไจนีนที่เครื่องสามารถตรวจพบได้ (LOD) เป็น 
0.395 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร และความเข้มข้นต่ าสุดของสารไมทราไจนีนที่สามารถน ามาใช้ในการ
วิเคราะห์ปริมาณได้ (LOQ) คือ 1.196 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร 

ความเที่ยง (Precision) และความแม่นย า (Accuracy) ของวิธีวิเคราะห์ แสดงด้วยค่า %CV
และร้อยละการกลับคืน (%Recovery) ตามล าดับ จากการทดสอบความเที่ยงและความแม่นย าของ
วิธีวิเคราะห์ไมทราไจนีนที่ความเข้มข้น 1.5, 15 และ 150 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร ภายในวันเดียวกัน
และระหว่างวัน พบว่าการวิเคราะห์ซ้ า ๆ กันหลาย ๆ ครั้ง แสดงค่าความแตกต่างของข้อมูลไม่เกิน 
2% และแสดงค่าความแม่นย าของการวิเคราะห์อยู่ในช่วง 99.8-100.1% ซึ่งแสดงให้เห็นว่าวิธี
วิเคราะห์ที่น ามาใช้มีความเที่ยงและความแม่นย าสูง อยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ตามเกณฑ์การยอมรับ
ของ AOAC guideline  

การศึกษาประสิทธิภาพของสกัดพบว่าวิธีการสกัดที่ใช้สามารถสกัดสารไมทราไจนีนออกมา
จากปัสสาวะได้ดีมากโดยมีค่า %Recovery อยู่ในช่วง 92.4-101.3 % 

และจากการประยุกต์ใช้วิธีที่พัฒนาขึ้นกับตัวอย่างปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมแบบเรื้อรัง
(Chronic kratom Abuse) ในกลุ่มอาสาสมัครจ านวน 30 คน  พบว่าสามารถตรวจพบไมทราไจนีน
ในปัสสาวะของกลุ่มอาสาสมัครได้ทั้ง 30 ตัวอย่าง แต่มีระดับความเข้มข้นที่แตกต่างกันมากตั้งแต่
ปริมาณ 11.18 - 10043.75 ng/mL  
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สามารถสรุปได้ว่า วิธีที่น ามาใช้ในการวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารไมไทราไจนีนในปัสสาวะ
ของผู้ใช้กระท่อมแบบเรื้อรัง (Chronic Kratom Abuse) ด้วยเทคนิค  HPLC เป็นวิธีที่ง่าย                        
มีความจ าเพาะและความไวในการวิเคราะห์ดี ถูกต้อง เที่ยงตรง มีประสิทธิภาพในการสกัด ไม่พบ                 
สารรบกวนที่มีอยู่ในปัสสาวะ ซึ่งวิธีที่น ามาใช้ได้ผ่านการทดสอบความน่าเชื่อถือตามมาตรฐาน AOAC 
guideline  ดังนั้น วิธีการวิเคราะห์นี้จึงมีความเหมาะสมและน่าเชื่อถือได้สามารถน ามาใช้ในการ
วิเคราะห์สารไมไทราไจนีนในปัสสาวะได้ เพื่อใช้เป็นแนวทางการตรวจหาปริมาณสารไมทราไจนีนใน
ปัสสาวะ รวมทั้งน าไปใช้ในประโยชน์ทางการแพทย์ นิติวิทยาศาสตร์ หรือประโยชน์ทางด้านงานวิจัย
อื่น ๆ และเพิ่มองค์ความรู้เกี่ยวกับการตรวจหาปริมาณสารไมทราไจนีน 

  
ข้อเสนอแนะ 
 

ส าหรับผู้สนใจพัฒนาหรือศึกษาองค์ความรู้ในพืชกระท่อม ผู้ท างานวิจัยมีข้อเสนอ ดังน้ี 
  

1) ในการวิจัยนี้เบื้องต้นผู้วิจัยได้ก าหนดเกณฑ์กลุ่มอาสาสมัครโดยต้องเป็น ผู้ที่สุขภาพดี แต่
เนื่องจากกลุ่มอาสาสมัครเป็นกลุ่มที่เปราะบาง และขณะนั้นการเสพกระท่อมผิดกฎหมายอยู่ 
จึงท าให้เก็บตัวอย่างได้ยาก จึงตัดเกณฑ์ข้อนี้ไป ผลของความเข้มข้นของสารไมทราไจนีนที่มี
ระดับแตกต่างกันมากนั้น อาจมีผลมาจาก ปริมาณที่ใช้ ชนิดของกระท่อมที่ใช้ ระยะเวลาที่ใช้
สาร หรืออาจรวมไปถึงยาที่รับประทาน หรือ การสูบบุหรี่ ได้เช่นกัน ควรท าการศึกษาต่อใน
ประเด็นดังนี้ ปัจจัยที่ส่งผลให้ค่าความเข้มข้นของสารไมทราไจนีนมีระดับที่แตกต่างกัน 

2) ในการศึกษาสารไมทราไจนีนในปัสสาวะของผู้ใช้กระท่อมแบบเรื้อรัง (Chronic kratom 
Abuse) ซึ่งเป็นการใช้แบบวิธีดั้งเดิม คือการเคี้ยวใบสดหรือต้มใบแบบชา ไม่ได้ศึกษาในผู้เสพ
กระท่อมแบบยาเสพติด เช่น สี่คูณร้อย ควรศึกษาเพิ่มเติมกลุ่มผู้ใช้กระท่อมแบบสี่ คูณร้อย 
เพื่อให้งานวิจัยมีความครอบคลุมและเป็นประโยชน์ต่อ เจ้าหน้าที่ในการสืบสวนสอบสวนคดี 
ที่เกี่ยวข้องกับสารเสพติดในปัสสาวะ และเพื่อเป็นประโยชน์ต่อ’งานทางการแพทย์ หรืองาน
ด้านนิติวิทยาศาสตร์ต่อไป 
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