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บฑท่ี 3

วิธีดำเนินงไนวิจัย

3.1 รูปแบบและข้ันตอนการศึกษา

การศึกษาแบ่งเป็น 5 ขันตอนดังนี
ข้ันท่ีหน่ึง ศึกษาการเก็บตัวอย่าง
ข้ันท่ีสอง ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์แอคติวิตีหรืออัตราการทำงานของออกซิเดส

ของเซอรูโลพลาสมิน (oxidase activity of ceruloplasmin) โดยการหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของสับเสตรต 
พาราพินิลีนไดอะมีน ความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของโซเดียมเอไซด์ท่ีใช้ยับยังปฏิกิริยา ความเร็วเร่ิมต้นของ 
ปฏิกิริยา (initial velocity) ผลของเฮปารินท่ีใช้เก็บตัวอย่างต่อแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน 
และความเสถียร (stability)

ข้ันท่ีสาม ศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์แอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิดดีไฮดราเตส 
(activity of aminolevulinic acid dehydratase) ได้แก่ความเข้มข้นของสับเสตรตอะมิโนเลวูลิน๊ักแอซด 
ปริมาณเลือดท่ีให้ค่าการดูดกลืนแสงเหมาะสมและอยู่ในความเร็วเร่ิมต้นของปฏิกิริยา ระยะเวลาท่ีเหมาะสม 
ในการเกิดสีกับเออริชรีเอ เจนต์และความเสถียร

ข้ันท่ีส่ี ศึกษาผลของตะก่ัวความเข้มข้นต่างๆ  ต่อแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินและ 
แอคติวิตีของ อะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตสบริสุทธ

ข้ันท่ีห้า ตรวจวัคปริมาณตะก่ัวในเลือด แอคติวิดีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินและแอคติวิตี 
ของอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮดราเตส จากตัวอย่างเลือดคนปกติ คนงานโรงพิมพ์ และคนงานโรงงาน
แบตเตอรีโดยการวิเคราะห์ทางสถิติแบบสหสัมพันธ์และการถดถอย

3.2 เคร่ืองมือ-อปกรณ์ และสารเคมี

3.2.1 เคร่ืองมือและอุปกรณ์

1 กราไฟต์เฟอแนซอะตอมมิกแอบซอบชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Graphite fumance atomic
absorption spectrophotometer)
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2 สเปคโทรโฟโตมิเตอร์ (DU 650 Becman, U.S.A) ใช้วัดค่าการดูดกลืนแสงในช่วงแสงท่ีมองเห็น 
โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของแอดติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร 
และวัดแอคติวิตีของ อะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส ท่ีความยาวคล่ืน 555 นาโนเมตร

3 เคร่ืองปีนเหว่ียง (Centrifuge) ชนิดความเร็วไม่เกิน 3,000 รอบต่อนาที ใช้สำหรับปีนแยกซีรัม 
จากเลือด และชนิดความเร็วสูง 12,000-15,000 รอบต่อนาทีใช้ปีนหาค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น

4 เคร่ืองอ่านค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่น (Microcapillary reader)
5 เคร่ืองวัดความเป็นกรดเป็นด่าง (pH meter)
6 เคร่ืองควบคุมอุณหภูมิแบบเขย่า (Shaker Water Bath)
เคร่ืองแก้วและอุปกรณ์ท่ีเก่ียวข้องกับการวิเคราะห์ตะก่ัวต้องล้างตะก่ัวออกโดยแช่ด้วยกรดไนตริก 

เข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ข้ึนไปเป็นเวลา 1 คืนแล้วล้างออกด้วยน้ํากล่ัน 5 คร้ังเก็บอุปกรณ์ท่ีล้างและแช่กรดแล้ว 
ในภาชนะปิดท่ีสะอาดเพ่ือปองกันการปนเปีอนของตะก่ัวหรือโลหะหนักอ่ืนๆ  ท่ีติดมากับผันซ่ึงมีผลต่อการ 
วิเคราะห์ ภายหลังเสร็จปฏิบัติการฆ่าเช้ืออุปกรณ์ท่ีสัมผัสกับเลือดหรือซีรัมด้วยคลอรอก (Chlorox) ก่อนทิง 
หรือล้างกลับมาใช้ใหม่เสมอ

3.2.2 สารเคมี

สำหรับเกีบตัวอย่างเลือด
1 เฮปาริน (Heparin) ความเข้มข้น 1,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตร (unit/ml) เพ่ือปองกันการเกิดล่ิมเลือด 

เตรียมโดยเจือจางเฮปารินความเข้มข้น 5000 ยูนิตต่อมิลลิลิตรปริมาตร 1 มิลลิลิตรด้วยนำกล่ัน 
จนครบ 5 มิลลิลิตร เม่ือยังไม่ใช้งานเก็บท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส

สำหรับล้างตะก่ัว
1 กรดไนตริกเข้มข้น 30 เปอร์เซ็นต์ใช้แช่เคร่ืองแก้ว

เตรียมโดยเจือจางกรดไนตริก 70 เปอร์เซ็นต์ 430 มิลลิลิตรด้วยนากล่ันจนครบ 1,000 มิลลิลิตร

สำหรับวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัว
1 สารละลายตะก่ัวมาตรฐานท่ีรู้ค่าแน่-นอนแล้ว1ซ่ึงเป็นผลิตภัณฑ์ Seronorm trace element (Whole 

blood) ของบรษัท Nycomed as Pharma & Sero as, Norway ความเขมขน 50 ไมโครกรัมต่อมลลลตรสำหรับ 
ทำกราฟมาตรฐาน (Standard graph)

2 ไนตริกแอชิด 1.6 โมลาร์ ใช้เจือจางสารละลายตะก่ัว
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เตรียมโดยเจือจางกรดไน ตริก 70 เปอร์เซ็นต์ (ความหนาแน่น 1.42 กรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 
1.265 มิลลิลิตรกับน้ํากล่ันจนครบ 20 มิลลิลิตร

สำหรับวิเคราะห์แอคติวิตีฃองออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน
1 อะซิเตตบัพเฟอร์ (Acetate buffer) 0.1 โมลาร์ (M) พีเอช 6.0 (เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียสและใช้ 

ภายใน 1 สัปดาห์)
- อะชิติกแอชิด (Acetic acid) 0.1 โมลาร์ใช้ปรับพีเอช เตรียมจากกลาเชียลอะซิติก (Glacial 

acetic) 100เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 0.57มิลลิลิตรผสมนากล่ันจนครบ 100มิลลิลิตร
- โซเดียมอะซิเตต (Sodium acetate) 0.1 โมลาร์ เตรียมจากโซเดียมอะชิเตต 4.102 กรัมผสมนำ 

กล่ัน 500 มิลลิลิตรแล้วปรับพีเอชด้วย0.1 โมลาร์ อะชิดิกแอชิด
2 โซเดียมเอไซด์ (Sodium azide) 0.1 เปอร์เซ็นต์ในอะซิเตตบัพเฟอร์ 0.1 โมลาร์ พีเอช 6.0 

สำหรับยับย้ังปฏิกิริยา เม่ือเตรียมแล้วต้องใช้ทันที
เตรียมโดยละลายโซเดียมเอไซด์0.065 กรัมในอะซิเตตบัพเฟอร์ 0.1 โมลาร์10มิลลิลิตร

3 สับเสตรตพาราพีนิลีนไดอะมีนหรือพีพีดี ( PPD, p-phenylene diamine) 0.426 เปอร์เซ็นต์ 
ในอะซิเตตบัพเฟอร์ 0.1 โมลาร์ พีเอช 6.0 (เตรียมและเก็บในท่ีมืดใช้ภายใน 2 ช่ัวโมง)

เตรียมโดยละลายพาราพีนิลีนไดอะมีน 0.426 กรัมในอะซิเตตบัพเฟอร์10มิลลิลิตร

สำหรับวิเคราะห์แอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮดราเตส
1 ไตรตอนเอกซี-100 (Triton X-100) ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ใช้ทำให้เม็ดเลือดแดงแตก

เตรียมโดย ผสมไตรตอนเอกซี-!00 ปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรกับนากล่ันจนครบ 100 มิลลิลิตร
2 ฟอสเฟต-ซิเตตบัพเ'ฟอร์ (Phosphate-citate buffer) 0.25 โมลาร์ พีเอช 6.65 (เตรียมและเก็บ 

ท ี่4 องศาเซลเซียสได้1 สัปดาห์)
- ชิตริกแอ1ชิด (Citric acid) 1.0 โมลาร์สำหรับปรับพีเอช เตรียมโดยละลายกรดชิตริก 2.10 

กรัม1ในน้ํากล่ัน 10 มิลลิลิตร
- ไคเบชิกโซเดยมฟอสเฟต (Diabasic sodium phosphate) 0.25 โมลาร เตร ยมโดยละลาย 

ไดฒซิกโซเดียมฟอสเฟต 6.703 กรัม ในนำกล่ัน 50 มิลลิลิตรปรับพีเอชด้วยช ิต ริกแอชิด จนได้พีเอช 6.65 
แล้วปรับปริมาตรด้วยน้ํากล่ันจนครบ 100 มิลลิลิตร

3 สับเสตรตอะมิโนเลวูลินิกแอชิด (ALA.HC1 , aminolevulinic acid) 0.01 โมลาร์ (เตรียมแล้วต้อง
ใช้ท ันที)
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เตรียมโดยละลาย อะมิโนเลวูลินิกแอชิด 0.0034 กรัมในฟอสเฟตชิเตตบัพเฟอร์ 0.25 โมลาร์
2 มิลลิลิตร

4 สารละลายไตรคลอโรอะชิติณเอชิด (TCA Reagent, trichloroacetic acid) เข้มข้น 0.02 โมลาร์ 
ในเอนเอทธิลมัลลิไมด์(N-ethylmaleimide) ใช้ยับย้ังปฏิกิริยา เม่ือเตรียมแล้วใช้ทันที

เตรียมโดยละลายเอนเอทธิลมัลลิไมด์ 0.0125 กรัมในนำอุ่น 1.5 - 2.0 มิลลิลิตรจนละลายหมด 
จึงเติมสารละลายไตรคลอโรอะชิติกแอชิดความเข้มข้น 1 กรัมต่อมิลลิลิตรปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร แล้วปรับ 
ปริมาตรด้วยน้ีากล่ันจนครบ 5 มิลลิลิตร

5 เออริชรีเอเจนต์(Ehrlish •ร Reagent) 2 โมลาร์ในเปอร์คลอริกแอชิด (Perchloric acid) ใช้ทำสี 
เตรียมสารละลายพาราไดเมธิลเบนซัลดีใฮด้ (DMBA, p-dimethylaminobenzaldehyde) โดย

ละลายพาราไดเมธิลเบนซัลดีไฮด้ 10.0 กรัมในกลาเชียลอะชิติกแอชิด 420 มิลลิลิตร (เก็บท่ี 4 องศาเซลเซียส 
ล้าเป็นผลึกให้อุ่นก่อนใช้) จากนันผสมสารละลายตีเอมบีเออะชิติกแอชิด 4.2 มิลลิลิตรกับ 70 เปอร์เซ็นต์ 
เปอร์คลอริกแอชิด (Percloric acid) จนครบ 5 มิลลิลิตร

3.3 วิธีทำการทดลอง

3.3.1 การเก็บและการเตรียมตัวอย่าง

สารป็องกันการเกิดล่ิมเลือดท่ีใช้คือเฮปารินเข้มข้น 1,000 ยูนิตต่อมิลลิลิตรปริมาตร 15 ไมโครลิตร 
(15 ยูนิต) ต่อเลือด 1 มิลลิลิตร สารป้องกันการเกิดล่ิมเลือดอ่ืนๆ  เช่นอีตีทีเอ (EDTA, Ethylene diamine 
tetraacetic acid) ไม,อาจนำมาใช้ได้เพราะมีผลต่อการวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัวและแอคติวิตีของออกชิเดสของ 
เซอรูโลพลาสมินและแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิคตีไฮดราเตส

การเก็บตัวอย่างสำหรับวิเคราะห์ความสัมพันธ์ของปริมาณตะก่ัวในเลือดกับแอคติวิตีของออกชิเดส 
ของเซอรูโลพลาสมินและแอคติวิตีฃองอะมิโนเลวูลินิกแอชิดตีไฮคราเตส ทำโดยเจาะเลือดจากตัวอย่าง
คนปกติ คนงานโรงพิมพ์ และคนงานโรงงานแบตเตอรีซ่ึงคาดว่าน่าจะมีปริมาณตะก่ัวในเลือดจากห้อยไปหา 
มากตามลำตับ แบ่งใส่หลอดเก็บตัวอย่างตัวอย่างละ 2 หลอด หลอดแรก 3 มิลลิลิตรเขย่าให้เข้ากับสาร
ป้องกันการเกิดล่ิมเลือด 0.04 มิลลิลิตรเพ่ือนำไปวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัวและในหลอดท่ี 2 ใส่เลือด 4มิลลิลิตร 
เขย่าให้เข้ากับสารป้องกันการเกิดล่ิมเลือด 0.06 มิลลิลิตร เพ่ือวิเคราะห์แอคติวิตีของออกชิเดสของเซอรูโล- 
พลาสมินและแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ตีไฮคราเตส ท้ังน้ีแช่เย็นตัวอย่างเลือดท่ี 4 องศาเซลเซียส 
ตลอดเวลานับตังแต่ทำการเจาะเลือดเพ่ือป้องกันการลดลงของแอคติวิตีของเอนไซม์ทังสอง เม่ือเก็บตัวอย่าง
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เลือดแล้วทำการวิเคราะห์แอคติวิตีฃองเอนไซม์ทังสองทันที ภายใน 24 ช่ัวโมง และวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัว 
ในเลือดภายใน 1 สัปดาห์

การเตรียมตัวอย่างสำหรับวิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเคสของเซอรูโลพลาสมิน ทำไค้โดยแยกซีรัม 
จากตัวอย่างเลือดท้ังหมดป่นท่ี 3,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 10 นาที เก็บซีรัมท่ีอุณหภูมิ -20 องสาเซลเซียส 
ไค้นานถึง 2 สัปดาห์ (รูปท่ี 4.6 )

3.3.2 การวิเคราะห์แอคติวิติของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน

หมายถึงการวัดความสามารถในการเปล่ียนแปลงสับเสตรตของเซอรูโลพลาสมินโดยการติดตาม 
อัตราการเกิดสีม่วงของผลิตภัณฑ์โดยสเปกโทรโฟโตมิเตอร์จากนันนำไปคำนวณค่าแอคติวิตีกับคาลิเบรชัน 
กราฟของแบรนโดสกีเบส (Brandowski ’ร base) ซ่ึงให้ค่าการดูดกลืนแสงคล้ายกับการดูดกลืนแสงของ 
ผลิตกัณฑ์ท่ีเกิดจากปฏิกิริยาออกซิเดชันของเซอรูโลพลาสมิน โดย 1 ยูนิตหมายถึงผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขืนเป็น 
ไมโครโมลต่อเวลาบ่ม (Incubate) 10 นาทีต่อซีรัม 1 ลิตร

3.3.2.1 วิธีวิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน

วิธีวิเคราะห์ดัดแปลงจากวิธีของ Wolf, P. et al. (1973) หลักการคือวัดอัตราการออกซิไดซ์ 
(Oxidize) สับเสตรตพาราทีเนิลีนไดอะมีนท่ี 37 องศาเซลเซียส พีเอช 6.0 โดยติดตามอัตราการเกิดสีม่วง
ของผลิตกัณฑ์โดยสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร

N,N-dimethyl-p-phenylenediamine N,N-dimethyl-p-phenylenediamine 0x
(À. = 530 nm)
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หลอดทดสอบประกอบด้วย อะซิเตตบัพเฟอร์ 0.1 โมลาร์ พีเอช 6.0 ปริมาตร 0.68 มิลลิลิตร 
เติมสับเสตรตพาราพี'นิลีนไดอะมีนความเข้มข้น 0.428 เปอร์เซ็นต์ 0.34 มิลลิลิตรแล้วบ่มท่ี 37 องศาเซลเซียส 
นาน 5 นาทีเพ่ือทำให้สับเสตรตพร้อมทำงาน เติมซีรัม 0.020 มิลลิลิตรเขย่า1ให้เข้ากันแล้วบ่มต่ออีก 10 นาที 
จากนันวัดค่าการดูดกลืนแสงโดยสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 530 นาโนเมตร โดยใช้นากล่ัน
ตังเคร่ืองท่ี 0 ทุกครัง สำหรับหลอดควบคุมใช้โซเดียมเอไซต์ 0.1 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 0.34 มิลลิลิตรแทน 
อะซิเตตบัฟเฟอร์ในปริมาตรเดียวกัน โดยโซเดียมเอไซด์จะทำหน้าท่ียับย้ังปฏิกิริยาระหว่างเซอรูโลพลาสมิน 
ในซีรัมกับสับเสตรต

การเกิดปฏิกิริยามีการเปล่ียนแปลงรวดเร็วมากดังน้ันผู้ปฏิบัติการด้องระมัดระวังเร่ืองเวลา 
ในการบ่มและเวลาในการวัดค่าการดูดกลืนแสงให้เท่ากันทุกหลอดเน่ืองจากการวิเคราะห์ใช้สารปริมาณน้อย 
ในหน่วยไมโครกรัมจึงด้องระมัดระวังความเท่ียงตรงในการช่ังและวัดปริมาตรให้เท่ียงตรงทุกคร้ัง

3 .3 .2 .2  ก า ร ค า ณ ิบ ร ช ัน

การคาลิเบรชันจะช่วยขจัดปีญหาความคลาดเคล่ือนของสเปกโทรโฟโตมิเตอร์แต่ละเคร่ือง 
ซ่ึงอาจให้ค่าการดูดกลืนแสงต่างกันท้ังท่ีมีผลิตภัณฑ์เกิดข้ึนเท่ากัน

การคาลิฒรชันตามวิธีของ Wallace ซ่ึงดัดแปลงจาก Houchin มีหลักการคือติดตาม
การดูคกลนแสงของแบรนโดสกีเบส (Brandowski ’ร base) ความเข้มข้นต่างๆ  (spectral absorption curve) 
ซ่ึงให้ค่าการดูดกลืนแสงเหมือนกับสีท่ีเกิดข้ึนจากแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน ดังน้ันเม่ือนำ 
มาทำคาลิเบรชันกราฟและคำนวณความสามารถในการดูดกลืนแสงของแบรนโดสกีเบสเป็นไมโครโมลต่อ 
มิลลิลิตร (Molar absorptivity) แล้วก็สามารถคำนวณจำนวนไมโครโมลของผลิตภัณฑ์ของแอคติวิดีของ 
ออกซิเคสของเซอรูโลพลาสมินท่ีเกิดข้ึนต่อเวลาต่อมิลลิลิตรของซีรัมท่ีด้องการได้ แต่ละห้องปฏิบัติการ
ต้องทำคาลิฒรชันกราฟเพ่ือใช้คำนวนค่าแอคติวิดีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินของตนเอง

1 การเตรียมแบรนโดสกีเบส
แบรนโดสกีเบสเป็นสารประกอบผลึกบริสุทธินาหนักโมเลกุล 318.5 และมีสูตรโครงสร้าง 

(empirical formula) ดังนี
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ค่าการดูดกลืนแสงของแบรนโคสกีเบสความเข้มข้นต่างๆ  มี spectral absorption curve เหมือนกับ 
สีท่ีเกีดข้ึนจากแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน และเม่ือวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ีความยาวคล่ืน
530 นาโนเมตรค่าท่ีได้จะเป็นเล้นตรงตาม Beer ’ร law จนถึงความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
(รูปท่ี 3.1)

การเตรียมแบรนโดสกีเบสทำได้โดยการออกซิไคซีพาราฟินิลีนไคอะมีนด้วยไฮโดรเจน 
เปอร์ออกไซด์ (hydrogen peroxide) ในสารละลายแอมโมเนียดังนี

1.1 ละลายพาราฟินิลีนไคอะมีน 10 กรัมในนำกล่ัน 750 มิลลิลิตรท่ีมีนำยาแอมโมเนียม 
ไฮดรอกไชด (Ammonium hydroxide) 3 มิลลิลิตร เติมไฮโดรเจนเปอรออกไซด (hydrogen peroxide) 
3 เปอร์เซ็นต์125มิลลิลิตรแล้วบ่มนายาท่ีผสมแล้วในท่ีมืดท่ีอุณหภูมิห้อง24 ช่ัวโมง

1.2 กรองโดย Buchner funnel แล้วล้างผลึกท่ีกรองด้วยนำกล่ันท่ีขจัดไอออนและเย็น 
4-10 องศาเซลเซียส

1.3 ทำผลึกให้แห้งใน Vacuum desicator ในท่ีมืดจนน้ัาหนักไม่เปล่ียนแปลงต่อไป

2 การเตรียมสารละลายแบรนโดสกีเบสความเข้มข้นต่างๆ
ช่ังผลึกแบรนโดสกีเบส 5 มิลลิกรัมผสมอะซิเตตบัพเฟอร์ 0.1 โมลาร์ พีเอช 6.0 ปริมาตร 

75 มิลลิลิตรนำไปเขย่าด้วยเคร่ืองในท่ีมืดนาน 2 ช่ัวโมงเพ่ือให้สีอ่ิมตัวเต็มท่ี เติมอะซิเตตบัพเฟอร์จนครบ 
100 มิลลิลิตรจะได้สารละลายแบรนโดสกีเบสเข้ม1ข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ใช้น้ํายาน้ีทำคาลิฒรชัน
กราฟภายใน 1 ช่ัวโมง โดยเจือจางสารละลายแบรนโดสกีเบสให้มีความเข้มข้น 2.5 , 5.0 5 7.5 5 10.0 5 15 5 
25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรด้วยอะซิเตตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ พีเอช6.0

3 วิธีวิเคราะห์
นำหลอดควบคุมและสารละลายแต่ละความเข้มข้นปริมาตร 1 มิลลิลิตร เติมซีรัมท่ีไม่มี

เม็ดเลือดแดงแตก 20 ไมโครลิตร จากน้ันวัคค่าการดูดกลืนแสงโดยสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน
530 นาโนเมตรทันทีโดยหลอดควบคุมประกอบด้วยโซเดียมเอไซด์ 0.1 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 0.34 มิลลิลิตร 
ผสมอะซิเตตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ พีเอช 6.0 ปริมาตร 0.66 มิลลิลิตร นำผลท่ีได้เขียนคาลิเบรชันกราฟ
ได้ตังรูปท่ี 3.1



Êurtm^m 0£Ç แ^ฑฌุฒษรนนแน

0 2.5 5 7.5 10 12.5 15

ความเข้มข้นของสับเสตรตพาราฟินิลีนไดอะมีน (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)

รุปท่ี 3.1 แสดงคาลิเบรชันกราฟของแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน
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3.3.23 การคำนวณค่าแอคติวิติฃองออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินจากคาลิฌรชันกราฟ

คาลิเบรชันกราฟมีประโยชน์ในการใช้เปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงท่ีเกิดจากการเปล่ียน 
แปลงผลิตภัณฑ์ใหเปีนไมโครโมลต่อเวลาต่อปริมาณซีรัม ซ่ึงในงานวิจัยน้ีได้จากค่าการดูดกลืนแสงของ 
แบรนโดสกีเบสความเข้มข้นต่างๆ

การคำนวนค่าแอคติวิตีฃองออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินทำได้โดยคำนวณความสามารถ 
ในการดูดกลืนแสงของแบรนโดสกีเบส (8) เป็นไมโครโมลต่อซีรัม 20 ไมโครลิตรแล้วนำค่า 8 มาคำนวณ 
แอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินเป็นยูนิตซ่ึงหมายถึงผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดข้ึนเป็นไมโครโมลต่อเวลา 
10นาทีต่อซีรัม 1 ลิตร

1 การคำนวณความสามารถในการดูดกลืนแสงของแบรนโดสกีเบส (Molar absorptivity) 
เป็นไมโครโมล ต่อมิลลิลิตร

ทำโดยการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสงต่อความเข้มข้นของสารละลายแบรนโคสกีเบส 
แต่ละความเข้มข้นจากคาลิเบรชันกราฟเป็นกรัมต่อลิตร (g/1) (จากรูปท่ี 3.1)

a = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย X light part (cm)
ความเข้มข้นของสารละลายน่ัน (g/1)

a 2.5 0.055 X 1.0 22
0.0025

a 5.0 = 0.120 X 1.0 24
0.005

a 7.5 0.175 X 1.0 23.33
0.0075

a 10.0 — 0.235 X 1.0 23.5
0.010

a 15.0 - 0.357 X 1.0 23.8
0.015

a 25.0 — 0.650 X 1.0 24.2
0.025
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หาค่าเฉล่ีย a = 22,0 + 24.0 + 23.33 + 23.5 + 23.8 + 24.2
5

23.472
หาค่าความสามารถในการดูดกลืนแสงของแบรนโดสกีเบส (Molar absorptivity , ธ)

ธ a X นำหนักโมเลกุล (molecular weight)
ธ/1000 = 23.472 X 318.4 ไมโครโมลต่อลิตร

1,000
ธ/1000 = 7.473 ไมโครโมลต่อลิตร

2 วิธีคำนวณแอกติวิตีของออกซิเตสฃองเซอรูโลพลาสมินในหน่วยสากล ( International 
unit)

International unit (IU) = (ค่าการดูดกลืนแสงของหลอดทดสอบ ■ หลอดควบคุม) X 50,000
ธ/!,000 X เวลา(นาที)

International unit คือ ผลิตภัณฑ์ท่ีเกิดขึนเป็นไมโครโมลต่อเวลา 10 นาทีต่อ1ซีรม 1 ลิตร
50,000 คือ ค่าท่ีใช้ปรับปริมาณชีรัมท่ีใช้ทดลอง 0.020 มิลลิลิตรให้เป็น 1 ลิตร

หมายเหตุ การคำนวณค่าแอคติวิตีของออกซิเคสของเซอรูโลพลาสมินในทุกปฏิบัติการยกเว้นข้อ 45 ใช้ค่า 
ธ = 7.473 เสมอ เน่ืองจากเป็นซีรัมของคนคนเดียวกันและช่วงเวลาท่ีทำปฏิบัติการห่างกันไม่เกิน 2 เดือน
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3.3.3 วิธีวิเคราะห์แอคติวิติฃองอะมิโนเลรูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส

การวิเคราะห์แอคติวิตีของ อะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮคราเตสตามวิธีของ Burch and Siegel ทำโดย 
ติดตามการดูดกลืนแสงของพอโฟบิลิโนเจน (Porphobilinogen, PBG) ท่ีทำให้เกิดสีชมพูกับเออริชรีเอเจนต์ 
โดยสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 555 นาโนเมตร จากน้ันคำนวณค่าแอคติวิตีเป็นหน่วยสากลโดย 
1 ยูนิตหมายถึงการดูดกลืนแสงของผลิตภัณฑ์ท่ีเปล่ียนแปลงไปต่อเวลา 1 ช่ัวโมงต่อเปอร์เซ็นต์เม็ดโลหิตแดง 
อัดแน่น

COO
I

C H ,I
ch2Ic = 0  IH-C-NH,IH

อะมิโนเลวลินิกแอ1ชิด ดีใฮดราเตส

ALA -D

COO

พอโฟบิลิโนเจน

+ h20

+ นำ

h 20

(ผลิตภัณฑ์. X = 555 nm)

3.3.3.1 วิธีวิเคราะห์แอคติวิติของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮคราเตส

ผสมเลือด 0.2 มิลลิลิตรกับไตรตอนเอกซ์-!00 เข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ปริมาตร 1.3 มิลลิลิตร 
เขย่าไห้เม็ดเลือดแดงแตกจนหมดเติมสับเสตรตอะมิโนเลวูลินิกแอชิด 0.01 โมลาร์ 1 มิลลิลิตรแยกสารผสม
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ใส่ในหลอด 4 หลอดๆ  ละ 0.5 มิลลิลิตรแบ่งเป็นหลอดควบคุม 2 หลอดและหลอดทดสอบ 2 หลอดโดยใส่ 
สารผสม,ในหลอดควบคุมท่ีมี,ไตรคลอโรอะซิติณเอ'ชิด 0.02 โมลาร์อยู่แล้ว 0.5 มิลลิลิตรเพ่ือยับย้ังปฏิกิริยา 
ทันที จากนันนำสารผสมใน 2 หลอดท่ีเหลือบ่มท่ี 38 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ช่ัวโมงแล้วหยุดปฏิกิริยาด้วย 
สารละลายไตรคลอโรอะซิติณเอชิด 0.02 โมลาร์หลอดละ 0.5 มิลลิลิตรทันที นำหลอดควบคุมและหลอด 
ทดสอบมาปีนท่ี 3,000 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 15 นาทีให้ตกตะกอน จากน้ันดูดสารใสด้านบน (Supernatant)
0.5 มิลลิลิตรทำสีกับเออริชรีเอเจนต์ 0.5 มิลลิลิตรบ่มให้เกิดสีชมพูนาน 13 นาทีจึงวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วย 
สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ท่ีความยาวคล่ืน 555 นาโนเมตร

3.3.3.2 วิธีหาค่าเม็ดโลหิตแดงอัดแน่น (hematocrit)

การคำนวณแอคติวิตีของ อะมิโนเลวูลินิกแอชิด คีไฮดราเตส จำเป็นด้องรู้ค่าเม็ดโลหิตแดง 
อัดแน่นซ่ึงแตกต่างกันในแต่ละคน ปริมาณเม็ดโลหิตแดงอัดแน่นหมายถึงปริมาตรของเม็ดโลหิตแดงเป็น
เปอร์เซ็นต์ต่อปริมาตรโลหิตท้ังหมด การหาค่าเม็ดโลหิตแดงอัดแน่นทำได้ 2 วิธีคือ แมคโครฮีมาโตคริต
(Macrohematocrit) และไมโครฮีมาโตคริต (Microhematocrit) ในท่ีนีจะกล่าวถึงแต่วิธีท่ีใช้ในงานวิจัยน้ีได้ 
แก่ ไมโครฮีมาโตคริตซ่ึงสะดวก ใช้เลือดปริมาณห้อยและใช้เลือดท่ีเจาะจากผิวหนังได้ด้วย

วิธีหาค่าเม็ดโลหิตแดงอัดแน่นแบบไมโครฮีมาโตคริต คือการวัดปริมาณเม็ดโลหิตแดง 
อัดแน่นโดยใช้หลอดแคปปิลารี (Microhematocrit tube) ขนาดยาว 75 มิลลิเมตรและมีเส้นผ่านศูนย์กลาง 
ภายในหลอด 1.0-1.2 มิลลิเมตร หลอดไมโครฮีมาโตคริตมี 2 ชนิดคือแบบเคลือบเฮปารินป็องกันการเกิด 
ล่ิมเลือดใช้สำหรับเลือดท่ีเจาะจากผิวหนังและหลอดเปล่าใช้สำหรับเลือดท่ีใส่เฮปารินอยู่แล้ว การบรรจุ
เลือดทำโดยแตะปลายหลอดด้านหน่ึงเข้าไปท่ีหยดเลือดเอียงหลอดเล็กห้อยเลือดจะว่ิงเข้าหลอดเองโดย 
Capillary attraction ประมาณ 3 ใน 4 หลอด เสร็จแล้วใช้น้ิวอุดปลายด้านท่ีไม่มีเลือดบรรจุอยู่เพ่ือป็องกัน 
ไม่ให้เลือดไหลออกจากหลอด แล้วกดปลายหลอดอีกด้านหน่ึงลงในดินน้ีามันโดยให้หลอดอยู่ในลักษณะ 
ตังฉากจนดินน้ีามันอุดอยู่ด้านในหลอดสูงข้ึนมาประมาณ 0.5 เซนติเมตร

หลังจากอุดปลายหลอดแล้วน่าไปปีนด้วยเคร่ืองปีนพิเศษความเร็ว 12.000-15.000 รอบต่อ 
นาทีนาน 5 นาที บรรจุหลอดลงในจานปีนโดยหันปลายด้านท่ีอุดดินน่ามันออกจากจุดศูนย์กลางของเคร่ือง 
ให้แตะชิดขอบจานปีนไม่เช่นนันขณะปีนเลือดจะหนีออกจากหลอดจนหมด

หลังจากปีนเสร็จแล้วน่าออกมาอ่านค่าเม็ดเลือดแดงอัดแน่นด้วยเคร่ือง อ่านค่าท่ีทำขืนพิเศษ 
โดยวางหลอดไมโครฮีมาโตคริตท่ีปีนแล้ว ให้ด้านท่ีมีดินน่ามันอยู่ด้านล่างตรงกับขีคท่ีกำหนดไว้ในช่อง 
ใส่หลอดปรับค่าไปท่ี 100 เปอร์เซ็นต์แล้วดึงเส้นโด้งท่ีขีดไว้บนจานด้านในมาตัคท่ีระดับสูงสุดของพลาสมา 
ในหลอดไมโครฮีมาโตคริต จากน้ันดึงท้ังจานด้านในและจานอ่านค่าเปอร์เซ็นต์พร้อมกันโดยให้เส้นโค้ง
เดิมนันไปตัดท่ีระดับสูงสุดของเลือดท่ีอัดแน่นอ่านค่าตัวเลขท่ีปรากฎบนเคร่ืองอ่านค่าเป็นเปคร์เซ็นต์
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3.3.3.3 วิธีคำนวณค่าแอคฅิวิตีของอะมิโนเลถูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส

International unit (IU) = Corrected A X 100 X dilution facter X 100
hematocrit

International unit (IU) หมายถึงการเพ่ิมข้ึนของค่าการดูดกลืนแสงท่ี 555 นาโนเมตร (1 cm light 
path) ทีละ 0.1 ต่อมิลลิลิตรเม็ดเลือดแดงต่อ 1 ช่ัวโมงท่ี 38 องศาเซลเซียส

Corrected A หมายถึงค่าการดูดกลืนแสงท่ีอ่านได้จากสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ของหลอดทดสอบ -
หลอดควบคุม

Dilution factor เป็นค่าอัตราส่วนของปริมาณเลือดท่ีใช้ต่อปริมาตรของสารผสมท้ังหมด เช่นใช้เลือด 
0.2 มิลลิลิตรต่อปริมาตรรวม1ในการวิเคราะห์ 2.5 มิลลิลิตร จะได้ dilution factor เท่ากับ 12.5

3.3.4 การวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัวในเลือด

การวิเคราะห์ใช้วิธีของ Jacobson, Lockitch and Quigley (1991) ซ่ึงมีความถูกต้องคลอบคลุมช่วง 
99- 101 เปอร์เซ็นต์ โดยมีหลักการคือติดตามค่าการดูดกลืนแสงของตะก่ัวท่ีถูกทำให้เป็นอิสระจากเคร่ือง
กราไฟต์เฟอร์แนซอะตอมมิกแอบซอบชันสเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Graphite fumance atomic absorption 
spectrophotometer) ซ่ึงจะอ่านค่าออกมาเป็น area absorption หรือ Height absorption จากนันนำค่าทีได้ 
เปรียบเทียบกับกราฟมาตรฐานของสารละลายตะก่ัวมาตรฐานความเข้มข้นต่างๆ  ดังรูปท่ี 3.2

3.3.4.1 การเตรียมตัวอย่างเลือดและสารละลายตะก่ัวมาตรฐาน

งานวิจัยนีวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัวในเลือดภายใน 1 สัปดาห์นับต้ังแต่เก็บตัวอย่าง การเตรียม 
ตัวอย่างเลือดทำโดยเจือจางตัวอย่างเลือดลง 10 เท่าโดยผสมเลือด 1 มิลลิลิตรกับ 4 มิลลิลิตรไตรตอนเอกซ์ - 
100 ความเข้มข้น 0.25 เปอร์เซ็นต์ (2.5 มิลลิลิตรไตรตอนเอกซ์ 100 ผสมกับ 5 มิลลิลิตร antifoam B แล้ว 
ปรับปริมาตรให้ครบ 1 ลิตรด้วยนำกล่ัน) เม่ือเม็ดเลือดแดงแตกจนหมดแล้วเติม 1.6 โมลาร์กรดไนตริก
ปริมาตร 5 มิลลิลิตร เก็บตัวอย่างท่ีเตรียมตังกล่าวท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียสและจะละลายเม่ือจะทำการ 
วิเคราะห์เท่านัน โดยนำมาป่นท่ี 9,500 รอบต่อนาทีเป็นเวลา 4 นาทีแยกเฉพาะสารใสด้านบนซ่ึงเป็นโปรตีน 
อิสระมา 10 ไมโครลิตรผสมกับ 0.16 โมลาร์กรดไนตริกจนครบ 25 ไมโครลิตร

การเตรียมสารละลายตะก่ัวมาตรฐานเพ่ือทำกราฟมาตรฐานทำโดยเจือจางสารละลายตะก่ัว 
มาตรฐานทีรู้ค่าแน่นอน1ชงเป็นผลิตกัณต Seronorm trace element (Whlole blood) ของบริษัท Nycomed as
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Pharma & Sero as , Norwey (ความเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) ปริมาตร 2 ,4 ,8 ,12 เจือจางกับ 
0.16 โมลารักรดไนตริกจนครบ 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะได้สารละลายตะก่ัวมาตรฐานความเข้มข้น
สุดท้าย 0.5, 1.0,2.0,3.0 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรตามลำดับ

3.3.4.2 การเตรียมเคร่ืองกราไฟต์เฟอแนซอะตอมมิกแอบซอบชันณปกโทรโฟโฅมิเตอร์

ตารางท่ี 3.1 แสดงการเตรียมเคร่ืองกราไฟต์เฟอร์แนซอะตอมมิกแอบซอบชันสำหรับวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัว 
ในเลือด

Stage Temp °c Ramp time, ร Hold time, ร Gas Flow,L/min
Dry 75 2.0 - 3.0

95 10.0 - 3.0
140 25.0 - 3.0

Ash 300 5.0 5.0 3.0
450 5.0 7.0 0.5
450 - 10.0 3.0
700 2.0 10.0 3.0
700 - 2.0 0

Atomize 2,000 0.7 2.0 0
Clean 2,500 2.0 - 3.0

Cool down 40 12.8 - 3.0

การทำงานของเคร่ืองกราไฟต์เฟอแนซอะตอมมิกแอบซอบชันประกอบไปด้วยขันตอน 
สำคัญคือเม่ือฉีดสารผสมท่ีเตรียมตามข้อ 3.3.4.1 เข้าเคร่ืองท่ีอุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียสแล้วจะเกิดการทำให้ 
ตัวทำละลายในสารผสมแห้ง (dry) ดังแต่อุณหภูมิ 75-95-140 องศาเซลเซียสซ่ึงแต่ละช่วงเวลาต้องใชัเวลา 
ในการปรับ (Ramp time) จากอุณหภูมิปกติไปสู่อุณหภูมิท่ีต้องการดังกล่าวเป็น 2.0 , 10.0 และ 25.0 วินาที 
ตามลำดับจากน้ันจะเข้าสู่การทำให้เป็นเล้า (ash) และทำให้เป็นธาตุอิสระ (Atomize) คือทำให้สารอินทรีย์ 
สลายตัวกลายเป็นธาตุในรูปอนินทรีย์อิสระหรือการทำให้ตะก่ัวแตกตัวออกเป็นอะตอมอิสระเพ่ือท่ีจะข้ึนไป 
ดูดกลืนแสงน่ันเอง ขันตอนน้ีต้องใช้อุณหภูมิต้ังแต่ 300-2,000 องศาเซลเซียสและใช้เวลาปรับเคร่ือง
ดังปรากฎในตาราง โดยเม่ือปรับอุณหภูมิไต้แล้วต้องท้ิงระยะเวลาท่ีอุณหภูมิน้ัน (Hold time) ตามท่ีกำหนด
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แล้วจึงเพ่ิมอุณหภูมิข้ึนเร่ือยๆ  จนถึง 2,000 องศาเซลเซียส จากนันจะเข้าสู่ฃันตอนทำความสะอาดคือการ
กำจัดสารผสมท่ีไม,อาจสลายตัวท่ีอุณหภูมิ 2,000 องศาเซลเซียสได้เพ่ือเตรียมสำหรับวิเคราะห์ตัวอย่างใน 
คร้ังต่อไป การขับไล่สารท่ีถูกสลายออกมาในแต่ละข้ันตอน (Gas flow) มักใช้ก๊าซอากอน (argon) เป็น
ตัวขับไล่ซ่ึงในข้ันสุดท้ายของการทำให้เป็นเล้าและการทำให้เป็นธาตุอิสระไม่มีการขับไล่ด้วยก๊าซ เพราะ 
ต้องการให้ตะก่ัวอิสระขึนไปดูดกลืนแสงน่ันเอง

3.3.4.3 วิธีวิเคราะห์ และกราฟมาตรฐานของสารละลายตะก่ัวมาตรฐาน

เม่ือเตรียมเคร่ือง กราไฟต์เพ่อแนซอะตอมมิกแอบซอบชันตังตาราง 3.1 แล้ว นำตัวอย่าง 
เลือดและสารละลายตะก่ัวมาตรฐานท่ีเตรียมไว้ในข้อ 3.3.4.1 อย่างละ 10 ไมโครลิตรฉีดเข้าเคร่ืองโดยหัวฉีด 
อัตโนมัติ (autosampler) แล้วจัดให้อ่านค่าหลอดควบคุมเป็น 0 โดยหลอดควบคุมประกอบด้วยแอมโมเนียม 
ไคไฮโดรเจนพ่อสเพ่ต (Ammonium dihydrogen phosphate) ความเข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์ 5 ไมโครลิตรกับ 
0.16 โมลาร์กรดไนตริกปริมาตร 20 ไมโครลิตร จากนันนำค่า area absorption หรือ height absorption
ของสารละลายตะก่ัวมาตรฐานมาเขียนกราฟมาตรฐานโดยให้ แกน X เป็นความเข้มข้นของตะก่ัว เม่ือนำค่า 
แอบซอบชันของตัวอย่างท่ีอ่านได้มาเทียบกับกราฟมาตรฐานก็จะรู้ปริมาณตะก่ัวในเลือด

£ 1 Qffl e P) : Pb Dat e :05/25/98 i0i09AMCond.Name : b 1ood lead Sample :Blood Lead test

0.05

A BS  j

0.00 T
CONC 50.00

พ. Curve Order Curve Coef. Det erm. Coef. a1=9.844828E-004 a0=4.801724E-0030.9988
05/25/98 10:11 AM

1 1 . 93 0.0029 0 . 0 0 0 0  05/25/98 10:13
2 -0.31 0.0026 0 . 0 0 2 2

รุปท่ี 3.2 กราฟมาตรฐานของสารละลายตะก่ัวมาตรฐาน (คณะเวชศาสตร์เขตร้อน มหาวิทยาลัยมหิดล)

I ะ?
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3.3.5 วิธีวิเคราะห์ทางสถิติ

3J.5.1 วิธีวิเคราะห์สหสัมพันธ์ (correlation)

ฒ่ือเสันแนวโน้มจากแผนภาพขจายแสดงความสัมพันธ์ในลักษณะเป็นเสันโค้งใดๆ  กีตาม 
ก่อนการคำนวณคำสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ต้องปรับแกน X และ y ให้เสันโค้งน้ันเป็นเสันตรงก่อนเช่น 
เสันโค้งแบบเอกซ์โปเนนเชียลสามารถปรับเป็นเสันตรงโดยการทำให้เป็น log จากน้ันนำค่าท่ีปรับใหม่'น้ัน 
คำนวณค่าสัมประสิทธิสหสัมพันธแบบเพยรสัน (Pearson product moment correlation coefficient) คือการ 
วิเคราะห์ความสัมพันธ์ของตัวแปรท่ีเป็นข้อมูลต่อเน่ือง (Continuous) เป็นอิสระต่อกัน (Independent) และ 
มีความสัมพันธ์แบบเสันตรงตังสูตรน้ี(วิไล กุศลวิศิษฎ์กุล, 2535)

xy ท X ZxZ>
ห้[ท l x 2 - (Xx)2 ] [ n ly 2

rxy คือค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ระหว่างตัวแปร X และ y
ร  X , Xy คือผลรวมท่ีวัดไค้จาก X และ y
Xxy คือผลรวมของผลคูณระหว่าง X และ y
I x ; , Ey! คือผลรวมของกำลัง 2 ของข้อมูลจาก X และ y
ท คือจำนวนตัวอย่าง

สูตรตังกล่าวเป็นการคำนวณจากข้อมูลดิบนอกจากนียังมีสูตรซ่ึงคำนวณจากค่ามาตรฐาน 
ค่าเบ่ียงเบน และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐานอีกซ่ึงทุกสูตรจะให้ค่าสัมประสิทธิสหสัมพันธ์เท่ากันจึงไม่ขอกล่าว

เม่ือคำนวณสัมประสิทธิสหสัมพันธ์แล้ว ต้องทดสอบสมมติฐานว่าตัวแปรมีความสัมพันธ์ 
กันอย่างแห้จริงทุกครัง เน่ืองจากความคลาดเคล่ือนของการสุ่มตัวอย่างเช่นล้าจำนวนตัวอย่างน้อยเกินไป
อาจทำให้แปลผลเป็นไม่มีความสัมพันธ์ การทดสอบสมมติฐานทำไค้ 2 วิธีตังน้ี

1 ทดสอบจากสูตร
r (ท-2)

V l  - T

t ค่าสถิติการทดสอบท่ีมีการแจกแจงแบบ t ด้วย df (degree of freedom) = ท-2
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r คำส้มประสิทธิสหสัมพันธ์ 
ท ขนาดตัวอย่าง หรือจำนวนชุดของข้อมูล
กำหนดสมมติฐาน Ho : pxy = 0 (ตัวแปรท้ังสองมีความสัมพันธ์กัน)

Ha : pxy ^  0 (ตัวแปรท้ังสองไม่มีความสัมพันธ์กัน) 
pxy คือค่าส้มประสิทธิสหสัมพันธ์
หาค่าวิกฤต t จากตารางท่ี a  = 0.05 (ภาคผนวก) และ df = ท -2 นำค่า t คูณ 2 (เน่ืองจาก 

เป็นการทดสอบ 2 ทาง) เปรียบเทียบกับค่าท่ีคำนวณได้จากสูตรถ้า t คำนวณน้อยกว่า t ตารางแสดงว่ายอม 
รับ Ho คือตัวแปรท้ังสองไม่มีความสัมพันธ์กัน

2 ทดสอบโดยเปรียบเทียบคำส้มประสิทธ๋ิสหสัมพันธ์!นตารางสำเร็จรูป

นำค่าส้มประสิทธิสหส้มพันธ์ท่ีคำนวณไต้เปรียบเทียบกับค่าส้มประสิทธ์สหสัมพันธ์ใน 
ตารางคำวิกฤตของส้มประสิทธ์สหสัมพันธ์แบบเพียร์สัน(ภาคผนวกค)ท่ี df = ท -2 ตามระดับนัยสำคัญ 
ท่ีด้องการ (a  = 0.1,0.05,0.01) ส้มประสิทธิสหสัมพันธ์จากตารางเป็นค่าท่ีใช้ตัดสินใจว่าค่าสัมประสิทธ์ 
สหสัมพันธ์ท่ีคำนวณได้ต้องมีค่าต่ําท่ีสุดเท่าใด (pxy) จะไม,เท่ากับ 0 (Ha : pxy ^  0) คือถ้าค่าสัมประสิทธิ๙ 
สหสัมพันธ์คำนวณมีค่ามากกว่าหรือเท่ากับค่าสัมประสิทธิสหสัมพันธ์ในตาราง แสดงว่าค่าสัมประสิทธิ๙
สหสัมพันธ์ท่ีคำนวณนันมีนัยสำคัญทางสถิติยอมรับ Ha คือตัวแปรมีความสัมพันธ์กันอย่างแท้จริง

ความถูกต้องในการคาดคะเนค่า y ของตัวแปรอิสระพบว่าย่ิงมีค่าสัมประสิทธิสหสัมพันธ์ 
มากแสดงว่าข้อมูลมีความสัมพันธ์กันมากการคาดคะเนย่ิงถูกต้องมาก วิธีคำนวณทำโดยการนำค่า 
สัมประสิทธิสหสัมพันธ์ rxv ยกกำลัง 2 คูณด้วย 100 จะบอกให้ทราบความแปรปรวนของตัวแปรท้ังสอง 
ว่าช้อนพับกันอยู่ก่ีเปอร์เซ็นต์ หมายถึงสามารถคาดคะเนค่า y จากการรู้ค่า X ได้ถูกต้องเท่ากับ rxv 2 X 100 
เปอร์เซ็นต์ อย่างไรก็ตามสัมประสิทธิสหสัมพันธ์ไม,ไต้บอกความเป็นเหตุเป็นผลกันคือไม,ไต้หมายความว่า 
ตัวแปรใดเป็นเหตุทำให้เกิดผลกับอีกตัวแปรหน่ึง และไม่ไต้บอกว่าค่าสัมประสิทธิสหสัมพันธ์เป็นความ
มากน้อยเป็นก่ีเท่าของกันและกัน เช่น ค่าสัมประสิทธิสหสัมพันธ์ = 0.6 ไม่ได้มีความสัมพันธ์เป็น 2 เท่าของ 
สัมประสิทธิ"สหสัมพันธ์ = 0.3 เป็นต้น
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3.3.5.2 วิธีวิเคราะห์การถดถอย (Regression)

การวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นโค้งใดๆ  ก็ตามมีหลักการเดียวกัน คือต้องแปลงรูปสมการ 
โดยการกำหนดค่าใหม่ เพ่ือให้สมการถดถอยเชิงเส้นโค้งแบบต่างๆ  อยู่ในรูปสมการถดถอยเชิงเส้นตรง แล้ว 
ทำการวิเคราะห์เชิงเส้นตรงต่อไป (มยุรี ศรีชัย, 2540)

วิธีวิเคราะห์การถดถอยเชิงเส้นโค้งแบบเอกซ์โปเนนเชียล 
ตัวแบบสมการ Y = abx. e
สามารถแปลงเป็นตัวแบบสมการเชิงเส้นตรง ( Y ‘ =๖0 + ๖1X) ไค้โดยการใส่ log เข้าไป

log Y = log a + Xlogb + loge ------------ (1)
ถ้ากำหนด Y ‘ = log Y

๖0 = log a
b, = log b
e ‘ = log e

แทนใน (1) ไต้ Y ‘ = b0 + ๖1 X + e ‘ ............................. (2)
สมการ (2) อยู่ในรูปสมการถดถอยเชิงเส้นตรงจึงสามารถหาค่า b0 และ b, โดยวิธีกำลังสองน้อยท่ีสุด 

(Least square method) ตังนี
b, = Z x Y ‘ - nXY ‘

X2 - nX2
๖0 = Y* - b,

หรือ b0 = XlogY - ๖1XX
ท ท
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