
ผลกใรวิจัย และอภิปรายผล

4.1 สภาวะท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์แอคติวิตีของออกชิเดสของเซอรูโลพลาสมีนในซีรัมคน

จากงานของ Nomoto and Sunderman (1970) รวมถึง Wolf และคณะ (1973) ได้กำหนดสภาวะ 
ท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์แอคติวิตีของออกชิเดสของเชอรูโลพลาสมิน (oxidase activity of ceruloplasmin) 
ได้แก่สับเสดรตความเข้มข้นสุดท้ายในสารผสม (final concentration) เท่ากับ 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร 
โซเดียมเอไซด์ (sodium azide) 0.1 เปอร์เซ็นต์ ปริมาณซีรัม 0.1 มิลลิลิตรและปฏิกิริยาเกิดได้ดีท่ีพีเอช 6.0 
ตังนันเพ่ือความสมบูรณ์ในการวิเคราะห์ผู้วิจัยจึงศึกษา!]จจัยท่ีเก่ียวข้อง ได้แก่ความเข้มข้นของสับสเตรต 
ความเข้มข้นของโซเดียมเอไซด์ท่ีใช้ยับย้ังปฏิกิริยา ความเร็วเร่ิมด้นของปฏิกิริยา(initial velocity) ผลของ 
เฮปาริน (heparin) ต่อแอคติวิดีของออกชิเดสของเซอรูโลพลาสมิน และความเสถียร โดย'ใช้1ชีรัมปริมาตร
0.020 มิลลิลิตรต่อปริมาตรสารผสม 1.04 มิลลิลิตร(การเลือกใช้ปริมาณซีรัมอยู่ในข้อ4.1.3)

4.1.1 ผลของความเข้มข้นของสับสเตรดพาราพินิลีนไดอะมีนต่อแอคติวิติของออกชิเดสของ 
เซอรูโลพลาสมีน

การวิเคราะห์แอคติวิดีของเอนไซม์จะได้ค่าถูกต้องแม่นยำเม่ือเอนไซม์มีความอ่ิมตัวกับสับเสตรต 
เต็มท่ีเท่าน้ัน จากงานของ Wolf และคณะ (1973) กำหนดให้สับเสตรตพาราพินิลีนไดอะมีนความเข้มข้น 
สุดท้ายในสารผสม 0.8 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรสำหรับวิเคราะห์แอคติวิตีฃองออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน 
ในงานวิจัยนีจึงทดลองดูผลของความเข้มข้นของสับเสตรตต่อแอคติวิดี โดยแปรความเข้มข้นสุดท้ายของ
สับเสตรตต้ังแต่0.4 -  6.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงคลอบคลุมงานของ Wolf และคณะ ได้ผลตังรูปท่ี4.1
เม่ือพิจารณาการเปล่ียนแปลงแอคติวิดีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน แล้วพบว่าผลิตภัณฑ์เพ่ิมข้ึนตาม 
ความเข้มข้นของสับเสตรตจนถึงจุดสูงสุดท่ี 1.6 มิลลิกรัมต ่อ มิลลิลิตร แล้วลดลงในอัตราท่ีเร็วกว่าการเพ่ิม 
ตังนันในงานวิจัยน้ีจึงเลือกความเข้มข้น 1.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรซ่ึงทำให้เกิดผลิตภัณฑ์ใกล้เคียงจุดสูงสุด 
ขณะเดียวกันมีอัตราการเปล่ียนแปลงผลิตภัณฑ์ห้อยกว่าท่ีธุดสูงสุดจึงช่วยลดความแปรปรวนในการวิเคราะห์ 
โดยเฉพาะจากการเตรียมสับเสตรตซ่ึงท้องเตรียมใช้ใหม่ทุกคร้ัง
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รูปท่ี4.1 ผลของสับสเตรตพาราฟึนิลีนไดอะมีนความเฃมขนต่าง  ๆต่อแอคติวิตีออกซิ 
เดส1ของเซอรูโลพลาสมิน

รูปท่ี 4,1 ผลของความเข้มข้นของสับสเตรตพาราท้นิลีนไดอะมีนต่อแอคติวิตีของออกชิเคสของเซอรู]ล. 
พลาสมินในซีรัมคนปกติ

วิเคราะห์แอคติวิตีของออกชิเดสตามวิธีข้อ 3.3.2 โดยแปรความเข้มข้นสุดท้ายของสับเสตรตตังแต่ 
0.4-6.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและใช้ซีรัม 0.020 มิลลิลิตร
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4.1.2 ผลของความเข้มข้นของโซเดียมเอไซด์ต่อการยับย้ังแอคติวิตีของออกซิเดสของ 
เซอรูโลพลาสมิน

แอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน หรือความสามารถในการเปล่ียนแปลงสับเสตรตเป็น 
ผลิตภัณฑ์ของเอนไซม์ คำนวณจากความแตกต่างของผลิตภัณฑ์ในหลอดควบคุมท่ีมีการยับย้ังปฏิกิริยาของ 
เอนใซม์กับหลอดทดสอบท่ีปล่อยให้เกิดปฏิกิริยาเต็มท่ี ดังน้ันจึงคืกษาหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมของ
โซเดียมเอไซด์ท่ีสามารถยับย้ังปฏิกิริยาในหลอดควบคุมไค้อย่างสมบูรณ์ (Complete inhibition) ไค้ผลดังรูปท่ี
4.2 เม่ือพิจารณาความสมบูรณ์ในการยับยังปฏิกิริยาของโซเดียมเอไซด์ความเข้มข้น 0.1 , 0.2 เปอร์เซ็นต์ 
แล้วพบว่าท่ีความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์หลอดท่ีมีซีรัมซ่ึงเปรียบเสมือนหลอดควบคุมมีความเร็วเร่ิมค้นเป็น 
(0.031-0.021)/ 12 =0.00083 เท่ากับหลอดท่ีไม,มีซีรัมคือ(0.028-0.018)/ 12 = 0.00083 สำหรับท่ีความ 
เข้มข้น 0.2 เปอร์เซ็นต์พบว่าหลอดท่ีมีซีรัมมีความเร็วเร่ิมค้น (0.032-0.023) / 12 = 0.00075 ซ่ึงใกล้เคียงกับ 
หลอดท่ีไม,มีซีรัมคือ (0.03-0.02) / 12 = 0.00083 แสดงว่าโซเดียมเอไซด์ท้ังสองความเข้มข้นสามารถยับย้ัง 
ปฏิกิริยาไค้สมบูรณ์ทังท่ีมีและไม่มีซีรัม และโซเดียมเอไซด์ความเข้มข้น 0.1 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์สามารถ 
ยับยังปฏิกิริยาไค้ไม,แตกต่างกันดังน้ันจึงเลือกใช้ความเข้มข้น 0.1 เปอร์เซ็นต์ก็เพียงพอแล้ว อย่างไรก็ตาม
มีการเกิดออกซิเดชันของสับเสตรตอันเน่ืองจากสาเหตุอ่ืนในระหว่างการบ่มปฏิกิริยาเสมอดังจะเห็นไค้จาก 
ค่าการดูดกลืนแสงท่ีเพ่ิมข้ึนในหลอดท่ีไม่มีชีรัม
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รุปท่ี 4.2 ผลของโซเดียมเอไซค,ความเข้มข้น 0.1 (A1) และ 0.2 (A2) เปอร์เซ็นต์ ต่อการยับย้ังแอคติวิตีของ 
ออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน

วิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเดสตามข้อ 3.3.2 โดยใช้โซเดียมเอไซด์ 0.1 และ 0.2 เปอร์เซ็นต์ยับย้ัง 
ปฏิกิริยาในหลอดท่ีมีซีรัม (ร) และไม่มีชีรัมปริมาตร 0.02 มิลลิลิตรวัดค่าการดูดกลืนแสงทุก 6 นาทีนับจาก 
เร่ิมใส่ซีรัม (นาทีท่ี 0) จนครบ 30 นาที
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4.1.3 ความเร็วเร่ิมต้นของปฏิกิริยาการออกซิไดซ์สับเสตรตของเซอรูโลพลาสมิน

จากผลการคืกษาความเข้มข้นของสับเสตรตท่ีเหมาะสมในการวิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเดสของ 
เซอรูโลพลาสมินตามข้อ 4.1.1 ไค้เลือกความเข้มข้นท่ี 1.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ดังน้ันจึงทดลองดูผลของ
สับเสตรตความเข้มข้นดังกล่าวต่อซีรัม 0.020 มิลลิลิตรว่ามีอัตราการเปล่ียนไปเป็นผลิตภัณฑ์อย่างสม่ําเสมอ 
คือเป็นเสันตรงตลอดระยะเวลาบ่มหรือไม่ เพราะการติดตามแอคติวิตีของเอนไชห์ใดๆ  ก็ตามจะคำนวณ
ไค้แม่นยำในช่วงท่ีมีสับเสตรตมากพอท่ีจะทำให้อัตราการเกิดผลิตภัณฑ์ต่อเน่ืองสม่ําเสมอ และเป็นเสันตรง 
ซ่ึงจะอยู่ในช่วงของความเร็วเร่ิมค้นน่ันเอง

จากการคืกษาฃอง Nomoto and William (1970) ให้ไข้ซีรัม 0.1 มิลลิลิตรในสารผสมสุดท้าย (Total 
volume) 3 มิลลิลิตรซ่ึงเร่ิมพ้นจากความเร็วเร่ิมค้นดังรูปท่ี 4.3 เน่ืองจากภายใค้สภาวะของการทดลองน้ี
(ปริมาตรสารผสมสุดท้าย 1.04 มิลลิลิตร) การใข้ซีรัมปริมาตร 0.1 มิลลิลิตรอาจทำให้คำนวณค่าแอคติวิตี 
คลาดเคล่ือนไค้ง่าย ฉะน้ันงานวิจัยน้ีจึงเปล่ียนมาใข้ซีรัมปริมาตร 0.02 มิลลิลิตรซ่ึงยังอยู่ในความเร็วเร่ิมค้น 
และเป็นการประหยัดซีรัมด้วย ไค้ผลดังรูปท่ี 4.4 ซ่ึงจะเห็นไค้ว่าเสันแนวโน้มของค่าการดูดกลืนแสงเป็น 
เสันตรงตลอดระยะเวลาการบ่ม 30 นาที แสดงว่ามีสับเสตรตเหลือพอให้เอนไซม์ทำงานไค้อย่างสม่ําเสมอ 
และคงท่ี ฉะน้ันสามารถใช้สับเสตรตความเข้มข้นสุดท้ายในสารผสม 1.4 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรและใช้ซีรัม
0.02 มิลลิลิตรวิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินไค้ท่ี 30 นาทีนับต้ังแต่เร่ิมใส่ซีรัม
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รูปท่ี 4,3 ผลของปริมาณซีรัมต่อแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน (คัดแปลงจาก Nomoto and 
William 5 1970)

วิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเดสตามข้อ 3.3.2 โดยใช้สับเสตรตความเข้มข้นสุดท้าย 0.8 มิลลิกรัมต่อ 
มิลลิลิตรในสารผสมปริมาตรรวมสุดท้าย 3 มิลลิลิตร
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เปท่ี 4.4 ความเร็วเร่ิมต้นของปฏิกิริยาการออกซิไดซ์สับเสตรตของเซอรูโลพลๅสมิ'น

หลอดทดสอบ

หลอดควบคุม

วิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเดสตามข้อ3.3.2 โดยใช้สับเสดรดความเข้มข้นสุดท้าย 1.4 มิลลิกรัม 
ต่อมิลลิลิตรวัดค่าการดูดกลืนแสงทุกๆ  5 นาที จากเร่ิมใส่ซีรัม 0.020 มิลลิลิตร (นาทีท่ี 0) จนครบ 30 นาที
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4.1.4 ผลของเฮปารินต่อแอคติวิฅีฃองออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน

เพ่ือความสะดวกในการเก็บตัวอย่างเลือดเพ่ือวิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน 
แอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส และวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัวในเลือดไคไนหลอดเดียวกัน
ซ่ึง 2 พารามิเตอร์หลังต้องเก็บในเฮปาริน!)องกันการเกิดล่ิมเลือด (doting) ดังน้ันจึงศึกษาผลของเฮปาริน
ต่อแอคติวิดีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินในซีรัม ไต้ผลดังรูปท่ี 4.5 จะเห็นไต้ว่าในหลอดควบคุมท่ีมี 
ซีรัมท่ีปินจากตัวอย่างเลือดทังท่ีมีและไม,มีเฮปารินให้ค่าการดูดกลืนแสงไม่ต่างกันนัก โดยหลอดควบคุม
ท่ีมีเฮปารินมีความเร็วเร่ิมต้นเ1ปีน (0.035-0.027V30 = 0.00026 และหลอดท่ีไม่มีเฮปารินมีความเร็วเร่ิมต้น 
(0.038-0.026)/30 = 0.00039 ในหลอดทดสอบก็ให้ผลไม,แตกต่างกับในหลอดควบคุมโดยความเร็วเร่ิมต้น
ของหลอคท่ีมีเฮปารินเป็น(0.4-0.015)/30 = 0.0128 และท่ีไม่มีเฮปารินเป็น (0.422-0.015)/30 = 0.0135
เม่ือพิจารณาค่าแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินในหน่วยสากลโดยคำนวณจาก 8/1.000 = 7.473 
ท่ีเวลา 10นาที(ตามตัวอย่างการคำนวณข้อ3.2.3)พบว่า

หลอดท่ีมีเฮปาริน = (0.145-0.025) X 50,000 = 80.29 ยูนิต
7.473 X 10

หลอดท่ีไม,มีเฮปาริน = (0.151-0.024) X 50.000 = 84.97 ยูนิต
7.473 X 10

แสดงว่าเฮปารินมีผลทำให้แอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินลดลงประมาณ 4.7 ยูนิต 
(5.51 เปอร์เซ็นต์) ซ่ึงยังอยู่ในขอบเขตความเช่ือม่ันของค่าเฉล่ียของประชากรท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ (81.66±8.57 *) 
ดังนันเพ่ือความสะดวกในการเก็บตัวอย่างรวมถึงความถูกต้องในการวิเคราะห์จึงกำหนดให้เก็บเลือดสำหรับ 
วิเคราะห์ตะก่ัวในเลือด แอคติวิดีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินและแอคติวิดีของอะมิโนเลวูลินักแอซิด 
ดีไฮคราเตสในเฮปารินท่ีความเข้มข้นสุดท้ายเป็น 15 ยูนิตต่อมิลลิลิตร

* คำนวณจากตัวอย่างข้อ 4.6 จำนวน 53 ตัวอย่างซ๋ึงมีค่าเฉล่ียของแอคติวิตีของออกชิเดสของเชอรูโลพลาสมิน 
= 81.66 ส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน = 31.0895 และใช้การทดสอบ t-test ซ่ึงมีสูตรคำนวณคือ

95เปอร์เซ็นต์ของขอบเขตความเช่ือม่ันของค่าเฉล่ีย (J. = X ± t a ,21 1 1  ร/ว/ท"
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0 5 10 15 20 25 30

เวลา (นาที)

รูปที 4,5 ผลของเฮปารินต่อแอคติวิสีฃองออกชิเคสของเซอรูโลพลาสมิน

เจาะเลือดใหม่ 10 มิลลิลิตร แยกเก็บในหลอคทีมีเฮปารินฟ้องกันการเกิดล่ิมเลือดความเข้มข้น
1,000 ยูนิดต่อมิลลิลิตรปริมาตร 0.05 มิลลิลิตรและหลอดเปล่าท่ีไม่มีเฮปารินอย่างละ 5 มิลลิลิตร นำทังสอง 
หลอดป่นแยกชีรัมออกมาวิเคราะห์แอคติวิตีของออกชิเคสตามวิธีในข้อ 3.3.2
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4.1.5 ความเสถียรของแอคฅิวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินในซิรัมที่เก็บที่อุณหภูมิต่างๆ

เพ่ือหาอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสมสำหรับเก็บแอคติวิตีของออกซิเคสของเชอรูโลพลาสมิน 
ให้เสถียรมากท่ีสุด ได้ผลดังรูปท่ี 4.6 พบว่าอุณหภูมิท่ีเหมาะสมสำหรับเก็บซีรัมให้คงความเสถียรท่ีสุดคือ 
-20 องศาเซลเซียสพบว่าไม่มีการลดลงของแอคติวิตีเลยตลอด 16 วัน ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเก็บได้ 
รองลงมาคือแอคติวิตีลดลง 13.79 เปอร์เซ็นต์ (วันละ 0.86 เปอร์เซ็นต์) สำหรับอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส 
มีค่าแอคติวิตีของออกซิเดสแปรปรวนกว่าทุกอุณหภูมิซ่ึงน่าจะเกิดจากการลดลงของแอคติวิตีอย่างรวดเร็ว 
อันเน่ืองมาจากการละลายซีรัมจากอุณหภูมิต่ํามากๆ  มาท่ีอุณหภูมิปกติขณะทำการวิเคราะห์ ดังน้ันจึงเลือก 
เก็บซีรัมท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสและวิเคราะห์แอคติวิตีภายใน 24 ช่ัวโมง
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วัน

รูปที 4.6 ความเสถียรของแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิ'นของซีรัมท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิต่ๅงๆ

เจาะเลือดใหม่ประมาณ 15 มิลลิลิตรป่นใหได้เฉพาะซีรัมเก็บในหลอดๆ  ละ 0.7 มิลลิลิตร 16 หลอด 
แยกเกบทีอุณหภูมิ 4 -20 และ -70 องศาเซลเซียสอุณหภูมิละ 5 หลอด เหลือ 1 หลอดสำหรับวิเคราะห์
ในวันท่ีเจาะเลือดทันทีถือเป็นวันท่ี 0 จากนันวิเคราะห์ตัวอย่างท่ีเก็บท้ัง 3 อุณหภูมิในวันท่ี 1 ,3 ,6 ,1 0  และ 
16 นับจากวันท่ีเจาะเลือด โดยใช้ซีรัมแล้วพิงไมนากลับมาใช้ใหม่ท้ังน้ีเพ่ือป้องกันการลดลงของแอกติวิตี
ของออกซิเดสจากละลาย
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4.2 สภาวะที่เหมาะสมต่อการวิเคราะห์แอคติวิตีของ อะมิโนเลวูลินิกแอซีด ดีไฮดราเฅสในเลือดคน

จากการศึกษาของ Burch and Siegel (1971) กำหนดสภาวะท่ีเหมาะสมต่อการวิเคราะห์แอคติวิตีของ 
อะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮคราเตส (activity of aminolevulinic acid dehydratase) ได้แก่ความเข้มข้นของ 
สับเสตรตในสารผสมสุดท้ายเป็น 0.68 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ใช้อุณหภูมิในการบ่มท่ี 38 องศาเซลเซียส
และปฏิกิริยาเกิดได้ดีท่ีพีเอช 6.65 ด้งน้ันเพ่ือความสมบูรณ์ของการวิเคราะห์แอคติวิตีจึงศึกษาความเข้มข้น 
ท่ีเหมาะสมของสับเสตรต ปริมาณเลือดท่ีให้ค่าการดูดกลืนแสงเหมาะสม และมีอัตราการเปล่ียนแปลง
ผลิตภัณฑ์เป็นเสันตรงในช่วงความเร็วเร่ิมด้น ระยะเวลาท่ีเหมาะสมในการทำสีกับเออริชรีเอเจนต์และความ 
เสถียรของแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮดรา เตส

4.2.1 ผลของความเข้มข้นของสับเสตรฅอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ต่อการวิเคราะห์แอคติวิตี

เน่ืองจากการคำนวณแอคติวิตีของเอนไซม์จะทำได้แม่นยำเม่ือเอนไซม์มีความอ่ิมตัวกับสับเสตรต 
เต็มท่ี ด้งน้ันจึงทดลองหาความเข้มข้นท่ีเหมาะสมด้งกล่าวโดยแปรความเข้มข้นสุดท้ายของสับเสตรตต้ังแต่
0.2 -  1.2 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ซ่ึงคลอบคลุมงานของ Burch and Siegel (1971) ท่ีกำหนดให้ใช้ความเข้มข้น
0.68 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร ได้ผลด้งรูปท่ี 4.7 พบว่าแอคติวิตีเพ่ิมสูงสุดท่ีสับเสตรตความเข้มข้น 0.6 มิลลิกรัม 
ต่อมิลลิลิตร แล้วลดลงเล็กน้อยเม่ือความเข้มข้นมากข้ึนคล้ายคลึงกับงานของ Burch and Siegel (1971)
ด้งนันจึงเลือกใช้สับเสตรตความเข้มข้น 0.68 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรเช่นเดิมซ่ึงให้แอคติวิตีใกล้เคียงจุดสูงสุด 
อีกทังมีการเปล่ียนแปลงผลิตภัณฑ์ค่อนข้างน้อย จึงช่วยลดความคลาดเคล่ือนของแอคติวิตีจากการเตรียม
สับเสตรตซ่ึงต้องเตรียมใช้ใหม่ทุกคร้ัง
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ความเฃมขนสุดทายของสับเสตรต (บิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร)

รูปท่ี 4.7 ผลของความเข้มข้นของสับเสตรตต่อการวิเคราะห์แอคติวิตีของอะบิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮคราเตส 
ในเลือดคน

วิเคราะห์แอคติวิตีตามข้อ 3.3.3 โดยแปรความเข้มข้นสุดท้ายของสับเสตรตต้ังแต่ 0.2-1.2 บิลลิกรัม 
ต่อบิลลิลิตรและใช้เลือด 0.2 บิลลิลิตร
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4.2.2 ความเร็วเริ่มต้นของปฏิกิริยาการเปลี่ยนสับเสตรตของอะมิโนเลวูลินิกแอซิดดีไฮดราเฅส 
ของเลือดปริมาณต่างๆ

จากการศึกษาของ Burch and Siegel (1971) กำหนดให้ใช้เลือด 0.2 มิลลิลิตร วิเคราะห์แอดติวิตี 
ดังนันจึงทดลองดูผลของเลือด 0.1 0.2 และ 0.3 มิลลิลิตร ต่อการเปล่ียนแปลงผลิตภัณฑ์ตามเวลาบ่มดังแต่ 
0 - 60 นาทีว่ามีอัตราการเกิดผลิตภัณฑ์อันเน่ืองมาจากเอนไซม์อย่างสม่ําเสมอเป็นเสันตรงในช่วงความเร็ว 
เร่ิมต้นซ่ึงเป็นช่วงท่ีคำนวณแอคติวิตีได้แม่นยำท่ีสุค ไต้ผลดังรูปท่ี 4.8

0 15 30 45 60

เวลา (นาที)
รุปท่ี 4,8 ความเร็วเร่ิมต้นของปฏิกิริยาการเปล่ียนสับเสตรตของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด คีไฮคราเตสของ 
เลือดปริมาณต่างๆ

ใช้เลือดปริมาตร 0.1 0.2 และ 0.3 มิลลิลิตร วิเคราะห์แอคติวิตีตามข้อ 3.3.3 โดยยับย้ังปฏิกิริยาด้วย 
ไตรคลอโรอะชิติกแอชิด 0.02 โมลาร์'ทุก 15 นาทีจนครบ 60 นาที
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ปริมาณเลือดทัง 3 อย่างให้ค่าการดูดกลืนแสงเป็นเสันตรงตลอดเวลาบ่ม 60 นาที แต่ท่ีปริมาตร 0.3 
มิลลิลิตรให้ค่าการดูดกลืนแสงท่ีนาทีท่ี 60 สูงมาก อีกท้ังท่ีเวลา 0 นาทียังให้ค่าการดูดกลืนแสงสูงกว่าท่ีควร 
ซ่ึงอาจเกิดจากสีของฮีโมโกลบินของเลือด ส่วนเลือดปริมาณ 0.1 มิลลิลิตรเม่ือถูกยับยังด้วยตะก่ัวอาจทำให้ 
ค่าการดูดกลืนแสงต่ําเกินไป ดังน้ันจึงเลือกใช้เลือดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตรซ่ึงให้ค่าการดูดกลืนแสงพอเหมาะ 
และสะดวกในการคำนวณเปรียบเทียบค่าแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด คีไฮดราเตสดับห้องปฏิบัติการ 
อ่ืนๆ  ซ่ึงใช้เลือดปริมาณ 0.2 มิลลิลิตรเช่นเคียวดัน นอกจากน้ีความเร็วเร่ิมด้นของเลือดปริมาณ 0.2 มิลลิลิตร 
ยังคงเป็นเสันตรงอยู่ในความเร็วเร่ิมด้นซ่ึงเป็นช่วงท่ีสามารถคำนวณแอคติวิคีได้แม่นยำตลอดระยะเวลาบ่ม 
ถึง 120 นาทีดังรูปท่ี 4.9 (ในงานวิจัยน้ีใช้เวลาบ่ม 60 นาที)

0 20 40 60 80 100 120 140

เวลา (นาที)

รุปท่ี 4.9 ความเร็วเร่ิมด้นของปฏิกิริยาการเปล่ียนแปลงสับเสตรตของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด คีไฮดราเตส 
จากเลือดปริมาตร 0.2 มิลลิลิตร

วิเคราะห์แอคติวิตีตามวิธี 3.3.3 โดยใช้เลือด 0.2 มิลลิลิตร แล้วหยุดปฏิกิริยาด้วยไตรคลอโรอะชิติก 
แอชิด 0.02 โมลาร์'ทุก 20 นาทีจนครบ 120 นาที
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4.2.3 ระยะเวลาที่เหมาะสมสำหรับทำสีกับเออริชรีเอเจนต์

สีชมพูซ่ึงเกิดจากผลิตภัณฑ์พอโฟบิลิโนเจนกับเออริชรีเอเจนต์จะเพ่ิมขึนและเสถียรอยู่ช่วงเวลาหน่ึงแล้ จๆาง 
ลงอย่างรวดเร็ว ดังน ัน จ งึสืกษาระยะเวลาท่ีเหมาะสมสำหรับการเกิดสี ไ ค ้ผลดังรูปท่ี 4 .1 0  ซ่ึงเห็นไ ค ้ว่าเวลา 
ท่ีเหมาะสมสำหรับเกิดสีกับเออริชรีเอเจนต์ไค้แก่ระยะเวลา 13 นาที เพราะให้ค่าแอคติวิตีใกล้เคียงจุดสูงสุด 
(10 นาที) อ ี ก ทังอัตราการเปล่ียนแปลงแอคติวิติกีน้อยกว่าจุดอ่ืน ฉะน้ันหากท้ิงระยะเวลาต่างกันเล็กน้อย
แอคติวิตีจะไม่เปล่ียนมากนักจึงถือเป็นช่วงเวลาท่ีเหมาะสม

0 5 10 15 20 25 30 35

ระยะเวลา(นาที)

รุปท่ี 4,10 ระยะเวลาท่ีเหมาะสมสำหรับทำสีกับเออริชรีเอเจนต์

วิเคราะห์แอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด คีไฮดราเตส ตามวิธีข้อ 3.3.3 โดยหลังจากแยกสารใส 
(Supernatant) มาทำสีกับเออริชรีเอเจนต์แล้ววัดค่าการดูดกลืนแสงนาทีท่ี 5 ,10 ,13 ,15,20,25 และ 30
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4.2.4 ความเสถียรของแอคติวิตีฃอง อะมิโนเลวูลินิกแอซีด ดีไฮดราเฅส ที่อุณหภูมิต่างๆ

เพ่ือคืกษาอุณหภูมิและระยะเวลาท่ีเหมาะสมสำหรับเก็บเลือดให้มีแอคติวิตีเสถียรมากท่ีสุด ได้ผล
ดังรูปท่ี4.11 พบว่าอุณหภูมิ -70องศาเซลเซียสสามารถคงแอดติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิดดีไฮดราเตส 
ได้เสถียรท่ีสุดโดยใน 1 สัปดาห์แอคติวิตีลดลงประมาณ 21.7 เปอร์เซ็นต์หรือวันละ 3.1 เปอร์เซ็นต์ สำหรับ 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเก็บได้รองลงมาคือแอคติวิตีลดลงในวันท่ี 7 ประมาณ 49 เปอร์เซ็นต์หรือวันละ 
7 เปอร์เซ็นต์ อุณหภูมิท่ีคงแอคติวิตีได้เสถียรน้อยท่ีสุดคือ -20 องศาเซลเซียสโดยแอคติวิตีในวันท่ี 7 ลดลง 
ถึง 75.9เปอร์เซ็นต์ ดังน้ันงานวิจัยน้ีจึงเก็บเลือดท่ี 4 องศาเซลเซียสและวิเคราะห์แอคติวิตีภายใน15ช่ัวโมง 
การเก็บตัวอย่างเลือดท่ีอุณหภูมิ -70 และ -20 องศาเซลเซียสจะทำให้เม็ดเลือดแตก ฉะน้ันด้องวัดค่าเม็ด 
เลือดแดงอัดแน่นก่อนเก็บจึงจะสามารถคำนวณค่าแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮคราเตสได้
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รูปที 4.11 ความเสถียรของแอคติวิสีฃองอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส ท่ีอุณหภูมิต่างๆ

เจาะเลือดใหม่เก็บหลอคละ 0.5 มิลลิลิตรจำนวน 16 หลอด แยกเก็บท่ีอุณหภูมิ 4 , -20 และ -70 
องศาเซลเซียสอย่างละ 5 หลอดเหลือ 1 หลอดสำหรับวิเคราะห์ในวันท่ีเจาะเลือดทันทีถือเป็นวันท่ี 0 จากน้ัน 
วิเคราะห์ตัวอย่างท่ีเก็บท่ีอุณหภูมิต่างๆตามวิธีข้อ3.3.3ในวันท่ี 1 , 2 , 4  ,5 และ7 นับจากวันท่ีเจาะเลือด 
โดยใช้เลือดแล้วทิงไม่นำกลับมาใช้ใหม่เพ่ือป้องกันการลดลงของแอคติวิตีจากการละลาย
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4.3 ผลของตะก่ัวต่อแอคติวิติของออกซิเดสของเซอรูเลพลาสมีนบ?สุทธิ่

เพ่ือเป็นการศึกษาแรกเร่ิม (preliminary study) ถึงผลของตะก่ัวต่อการลดแอคติวิตีของออกซิเดส 
ของเซอรูโลพลาสบินเท่าน้ัน จึงใช้เซอรูโลพลาสมีนบ?สุทธิทไม่มีเอนไซม์อ่ืนเจือปนเลยวิเคราะห์ตามข้อ
3.3.2 โดยใช้เซอรูโลพลาสมินป?มาตร 0.01 มิลลิลิตร (0.6มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรหรือ 4 ไมโครโมล ต่อลิตร) 
ซ่ึงให้ค่าแอคติวิตีใกล้เคียงกับช ีร ัม คนปกติบ่มกับตะก่ัวความเข้มข้นต่างๆ  ท่ีคำนวนจากสมการถดถอยของ 
กราฟระหว่างปริมาณตะก่ัวในซีรัมกับปริมาณตะก่ัวในเลือด ซ่ึงคัดแปลงจากงานของ Cook and Manton 
(1984) ดังรูปท่ี 4.12 จะไค้ปริมาณตะก่ัวท่ีต้องใช้จริงในสารผสมสุดท้ายท่ีมีเอนไซม์ 0.01 มิลลิลิตร ซ่ึงแสดง 
ผลการลดแอคติวิตีคังรูปท่ี 4.13 และ 4.14 พบว่าแอคติวิตีจะลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงแรกท่ีความเข้มข้น
ตะก่ัวในสารผสมไม่เกิน 0. 062 ไมโครกรัม / 10,000 (รูปท่ี 4.13) ซ่ึงตรงกับ 20 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร 
(รูปท่ี 4.14) จากน้ันจะค่อยๆ  ลดลงตามความเข้มข้นของตะก่ัวโดยท่ีความเข้มข้น 0.557 ไมโครกรัม / 10,000 
ในรูป 4.13 ซ่ึงตรงกับ 80 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตรในรูปท่ี 4.14 ค่าแอคติวิตีลดลงถึง 60 เปอร์เซ็นต์ 
ใกล้เคียงกับงานของ Rosawan (1996) ท่ีเคยรายงานไว้
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ตะก่ัวในเสือค(ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร)

รูปท่ี 4,12 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณตะก่ัวในซีรัมกับปริมาณตะก่ัวในเลือด (คัดแปลงจาก Cook and 
Manton, 1984 ซ่ึงวิเคราะห์ปริมาณตะก่ัวในซีรัมและในเลือดคนจำนวน 49 ตัวอย่าง)

จากรูป 4.12 จะได้สมการถดถอย y = 0.1432e 0,0366x โดย y หมายถึงปริมาณตะก่ัวในซีรัม 
(ไมโครโมลต่อลิตร/100) X หมายถึงปริมาณตะก่ัวในเลือด (ไมโครกรัมต่อลิตร) ในงานวิจัยนีเม่ือแทนค่า 
ตะก่ัวท่ีทำอันตรายและพบไดไนคนจริงเป็น 2.5 5 5 , 10 5 20,40 และ 80 ไมโครกรัมต่อ!00 มิลลิลิตรแล้ว 
จะได้ค่าตะก่ัวท่ีต้องใช้กับเอนไซม์ 0.01 มิลลิลิตร (ในสารผสมสุดท้าย 1.04 มิลลิลิตร) เป็น 0.033 , 0.0358 ,
0.049,0.062,0.129,0.557 ไมโครกรัม/10,000 ตามลำดับ
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ปริมาณตะก่ัว (ไมโครกรัม /10,000)

รูปท่ี 4,13 ผลของตะก่ัวความเข้มข้นต่างๆ  ต่อแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินบริสุทธิ๙

วิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเคสตามวิธีข้อ 3.3.2 โดยใช้สารละลายเอนไซม์เซอรูโลพลาสมินบริสุทธี, 
ใน อะซิเตตบัฟเฟอร์ 0.1โมลาร์ปริมาตร 0.01 มิลลิลิตร (0.6 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร หรือ 4 ไมโครโมลต่อลิตร) 
และสารละลายตะก่ัวอะซิเตตในนำกล่ันปริมาตร 0.04 มิลลิลิตร ซ่ึงมีปริมาณตะก่ัวตามท่ีคำนวณได้จากรูปท่ี 
4.12 (สารผสมมีปริมาตรรวมสุดท้าย 1.04มิลลิลิตร)
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ป ร ิม า ณ ต ะ ก ั ่ว ใ น เ ล ือ ด  ( ไ ม โ ค ร ก ร ัม ต อ  100  ม ิล ล ิล ิต ร )

ร ูปที 4.14 การลดแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสนินบริสุทธิ'จากตะกั่วในเลือดซึ่งคำนวณจาก 
งานของ Cook and Manton (1984)

ปรับแกนนอนในรูปที 4.13 โดยแทนปริมาณตะกัวทีใช้จริงในการทดลองทีมีเอนไซม์ 0.01 มิลลิลิตร 
เปีนปริมาณตะกัวในซีรัม (y) (ไมโครโมลต่อ 100 มิลลิลิตร/100) ซ่ึงจะตรงกับปริมาณตะก่ัวในเลือด (x) 
(ไมโครกรัมต่อ100มิลลิลิตร) ในสมการถดถอย y = 0.1432e 00366x ของรูปท่ี4.12
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4.4 ผลของตะก่ัวต่อแอคติวิตีฃอง อะมิโนเลวูลินิกแอซีด ดีไฮดราเตสบริสุทธ๋ิ

เพ่ือสืกษาผลของตะก่ัวต่อการวิเคราะห์แอคติวิตีในขณะท่ีไม่มีปีจจัยอ่ืนจากเลือดเลยจึงใช้เอนไซม์ 
อะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮคราเตสบริสุทธจากซีรัมวัว (Bovine serum) ซ่ึงแสดงการลดแอคติวิตีดังรูปท่ี 4.15

0 0.02 0.04 0.06 0.08

ปริมาณตะก่ัว (ไมโครกรัม)

รูปท่ี 4.15 ผลของตะก่ัวต่อแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตสบริสุทธิจากซีรัมวัว

กระตุ้นเอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตรซ่ึงให้ค่าแอคติวิตีใกล้เคียงกับคนปกติให้พร้อมทำงาน (preactivated) 
กับเมอแคบโตเอททานอล (mercapto ethanal) ความเข้มข้นสุดท้าย 0.01 โมลาร์บ่มท่ี 38 องศาเซลเซียสนาน 
30 นาที (Granick and Mauzerall, 1958) แล้ววิเคราะห์แอคติวิตีของออกชิเดสตามข้อ 3.3.2 (ปริมาตรสุดท้าย 
ของสารผสม 2.5 มิลลิลิตร) โดยใช้เอนไซม์ท่ีกระตุ้นแล้ว 0.2 มิลลิลิตรผสมสารละลายตะก่ัวในนากล่ันท่ีมี 
ปริมาณตะก่ัวในสารผสมสุดท้ายเป็น 0.0005,0.01 , 0.035,0.07 ไมโครกรัม (ในเอนไซม์ 0.1 มิลลิลิตร) 
ซ่ึง่เทียบไท้กับปริมาณตะก่ัวในเลือด 5 , 10,35 และ 70 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตรตามลำดับ
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จากรูปท่ี 4.15 พบว่าตะก่ัวทำให้แอคติวิสีฃองอะมิโนเลวูลินิกแอซิค ดีไฮคราเตสบริสุทธิจากซีรัมวัว 
ลดลงแบบเอกซ์โปเนนเชียล และการยับยังของตะก่ัวยังไม่สมบูรณ์โดยท่ีความเข้มข้นของตะก่ัวในเลือด
เท่ากับ 70 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตรแอคติวิตีลดลงประมาณ 65 เปอร์เซ็นต์และมีแนวโน้มลดลงอีกเร่ือยๆ

4.5 การเปรียบเทียบผลของตะก่ัวตณเอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินบริสุทธ๋ิ และแอคติวิตี 
ของ อะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮตราเตสบริสุทธ๋ิ

เม่ือเปรียบเทียบผลของตะก่ัวต่อเอนไซม์บริสุทธิทงสองดังรูปท่ี 4.16 เห็นได้ว่าตะก่ัวทำให้แอคติวิตี 
ของเอนไซม์ลดลงใกล้เคียงกันในช่วงแรกท่ีความเข้มข้นของตะก่ัวไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร 
เม่ือตะก่ัวเข้มข้นมากขึนแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส มีการลดลงมากกว่าแอคติวิตีของ 
ออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินโดยท่ีความเข้มข้น 80 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร การลดแอคติวิตีต่างกัน 
ประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ จากความคล้ายคลึงกันดังกล่าวแอคติวิตีของออกซิเคสของเซอรูโลพลาสมินน่าจะ 
สามารถเป็นตัวบ่งชีชีวภาพของพิษตะก่ัวได้เช่นเคียวกันกับแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิคดีไฮดราเตส
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ปริมาณตะก่ัว (ไมโครกรัมตอ 100มิลลิลิตร)

รุปท่ี 4,16 เปรียบเทียบผลของตะก่ัวต่อแอคติวิตีของออกซิเดสของเชอรูโลพลาสมินบริสุทธิก’บแอคติวิสีของ 
อะมิโนเลวูลินิกแอชิดดีไฮดราเตสบริสุทธิ” (จากการเปรียบเทียบรูป4.14กับ4.15)
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4.6 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณตะก่ัวในเลือดกับแอคติวิฅีของออกซิเดสของเ1ซอรูโลพลาสมิน และ 
แอคติวิฅีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮดราเตส จากเลือดคนปกติ คนงานโรงพิมพ์ และคนงาน 
โรงงานแบฅเตอริ จากตัวอย่างเลือดทงหมด (53 ตัวอย่าง)

เน่ืองจากผลการสืกษาความเสถียรของแอคติวิตีฃอง อะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮคราเตสในข้อ 4.2.4 
พบว์าท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส มีการลดแอคติวิตีลงอย่างรวดเร็วภายในเวลา 1 วัน ดังน้ันจึงกำหนดให้ 
วิเคราะห์แอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิค คีไฮคราเตสภายใน 15 ช่ัวโมง และวิเคราะห์แอคติวิตีของ
ออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินภายใน24 ช่ัวโมง ดังนันจึงเก็บตัวอย่างได้ครังละ20ตัวอย่างเท่านัน

เก็บตัวอย่างเลือดตามข้อ 3.3.1 วิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเคสของเซอรูโลพลาสมิน แอคติวิตี 
ของอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮดราเตส และปริมาณตะก่ัวในเลือดดังวิธีข้อ 3.3.2 , 3.3.3 5 3.3.4 ตามลำดับ 
จากนันนำผลการวิเคราะห์ทัง 3 พารามิเตอร์มาเขียนภาพขจาย (scatter diagram) คูแนวโน้มความสัมพันธ์ 
โดยให้ปริมาณตะก่ัวเป็นแกน X และแอคติวิตีเปีนแกน y ได้ดังรูปท่ี4.17 (ข้อมูลดิบแสดงในภาคผนวกง) 
จากนันใช้สถิติวิเคราะห์ระดับความสัมพันธ์โดยสหสัมพันธ์ (correlation) และหาสมการท่ีใช้ประมาณค่า
ตะก่ัวในเลือดโดยการวิเคราะห์การถดถอย (regression)
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ปริมาณตะก่ัวในเลือด (ไมโครกรัม/100 มิลลิลิตร)

รุปท่ี 4,17 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณตะก่ัวในเลือดกับแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินและ 
แอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส จากเลือดคนปกติ คนงานโรงพิมพ์ และคนงานโรงงาน 
แบตเตอริจำนวน 53 ตัวอย่าง

เก็บตัวอย่างเลือดตามข้อ 3.3.1 วิเคราะห์แอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมิน แอคติวิตีของ 
อะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตสและปริมาณตะก่ัวในเลือดตามข้อ 3.3.2 , 3.3.3 , 3.3.4 ตามลำดับ (ข้อมูล 
อยู่ในภาคผนวก ง)
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4.6.1 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณตะก่ัวในเลือดกับแอคติวิตีของออกฃิเดสของเซอรูโลพลาสมิน 
ของตัวอย่างเลือดก่ังหมด

พิจารณาเสันแนว'โน้มจากรูปท่ี 4.17 พบว่าความสัมพันธ์ของปริมาณตะก่ัวในเลือดกับแอคติวิตีของ 
ออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินเป็นแบบผกผัน คือแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินลดลงตาม 
ปริมาณตะก่ัวท่ีเพ่ิมข้ึน โดยอัตราการลดลงเกิดอย่างรวดเร็วในช่วงแรกท่ีตะก่ัวในเลือด 0 - 2 0  ไมโครกรัม 
ต่อมิลลิลิตร) แล้วค่อนข้างคงตัวในช่วงหลัง สัมประสิทธิ”สหสัมพันธ์ (correlation coefficient) ซ่ึงคำนวณ 
ได้จากโปรแกรมสำเร็จรูป SPSS โดยการปรับค่าให้แกน X เป็น log ปริมาณตะก่ัวในเลือด และแกน y เป็น 
log แอคติวิตีของออกซิเดส แล้วได้ค่า r = -0.6785 หมายถึงมีความสัมพันธ์ระดับปานกลางค่อนไปทางดี 
เม่ือทดสอบสมมติฐานโดยเปรียบเทียบกับตารางค่าวิกฤตของสหสัมพันธ์แบบเพียร์สันในภาคผนวก ค แล้ว 
พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างแท้จริง แอคติวิตีของออกซิเคสของเชอรูโลพลาสมิน (y) (ยูนิต) สามารถ
ประมาณค่าตะก่ัวในเลือด (x) (ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร)1ได้ถูกด้อง 0.6785 2X 100 = 46 เปอร์เซ็นต์ 
จากภาพขจายสามารถลากเส้นถดถอย และหาสมการถดถอยได้ตังน้ี

y = 165.27 X

ค่าปกติของแอคติวิตีของออกซิเดสของเชอรูโลพลาสมินเม่ือกำหนดระดับตะก่ัวในเลือดท่ียอมรับได้ 
ในประเทศไทยเป็น 40 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตรจะได้ค่าแอคติวิตีของออกซิเดสท่ีปลอดภัยคือไม่ต่ํากว่า 
52 ยูนิต อย่างไรก็ตามต้องมีการสืกษาเพ่ิมเติมเพ่ือกำหนดค่าปกติ (referent value) เพราะการกำหนดค่าปกติ 
ในทางการแพทย์ทำได้ยากเน่ืองจากต้องเป็นค่าท่ีได้จากตัวอย่างคนสุขภาพดี และร่างกายไม่อยู่ในสภาวะใดๆ  
ท่ีอาจจะมีผลต่อแอคติวิตีของออกซิเดสเลย

เม่ือเปรียบเทียบผลการศึกษา กับเซอรูโลพลาสมินบริสุทธิ๙ในข้อ 4.3 แล้วได้ผลตังรูปท่ี 4.18 พบว่า 
ตะก่ัวสามารถลดแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินในซีรัมคนมากกว่าเซอรูโลพลาสมีนบริสุทธ์' 
ถึง 20 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงน่าจะเกิดจากในชีรัมคนมีปิจจัยอ่ืนท่ีมีผลต่อการลดแอคติวิตีของออกซิเดสหรืออาจ 
เกิดจากระยะเวลาในการสัมผัสตะก่ัวในคนจริงยาวนานกว่าในหลอดทดลองฉะนันตะก่ัวไม,เพียงลคแอคติวิตี 
หรือประสิทธิภาพของเซอรูโลพลาสมีนเท่าน้ันแต่อาจลดปริมาณเชอรูโลพลาสมีนด้วยก็เป็นได้ ผลการศึกษา 
ตังกล่าวเป็นการดีในแง'ของความเป็นไปได้ท่ีจะใช้เซอรูโลพลาสมีนเป็นตัวบ่งชีชีวภาพของพิษตะก่ัว เพราะ 
ในซีรัมคนจริงๆ  มีการลดแอคติวิตีอย่างเห็นได้ชัดและมากกว่าในหลอดทดลอง นอกจากน้ีแอคติวิตีของ
เอนไซม์มีแนวโน้มลดลงคล้ายคลึงกันคือลดอย่างรวดเร็วในช่วงแรก และค่อนข้างคงตัวเม่ือตะก่ัวมากข้ึน
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รูปท่ี 4.18 การเปรียบเทียบผลของตะก่ัวต่อแอคติวิตีของออกซิเคสของเซอรูโลพลาสมินในซีรัมคนกับ 
เชอรูโลพลาสมินบริสุทธิใปีนเปอร์เซ็นต์ (จากรูป 4.14 และ 4.20)
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4.6.2 ความสัมพันธ์ของปริมาณตะก่ัวในเลือดกับแอคติวิฅีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราตส 
ของตัวอย่างทงหมด

จากรูปท่ี 4.17 ความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณตะก่ัวในเลือด กับแอคติวิตีของ อะมิโนเลวูลินิกแอชิด 
ดีไฮดราเตส เป็นแบบเอกซ์โปเนนเชียล (exponential) แบบผกผัน เม่ือปรับแกน y เป็น log แอคติวิตีของ 
อะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส และแกน X เป็นปริมาณตะก่ัวจะไท้เสันตรงซ่ึงมีสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ 
ซ่ึงคำนวนจากข้อมูลดิบในภาคผนวก ง r = -0.8643 ใกล้เคียงกับงานของ Hemberg et al. (1970a) (r = -0.9) 
และงานของ Abdulla, Fristedt and Haeger-Aronson (1971) (r = -0.83) ค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์
ของงานวิจัยนี (r = -0.8643) หมายถึงมีระดับความสัมพันธ์อยู่ในเกณฑ์ดี เม่ือทดสอบกับตารางค่าวิกฤต
สหสัมพันธ์แบบเพียร์สันดังภาคผนวก ค พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างแท้จริง และ อะมิโนเลวูลินิกแอชิด 
ดีไฮดราเตส (y) (ยูนิต) สามารถประมาณค่าตะก่ัวในเลือด (x) (ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร) ไดัถูกท้อง
ประมาณ -0.86432X 100 = 74 เปอร์เซ็นต์ จากภาพขจายสามารถหาสมการเสันถดถอยไท้ดังน้ี

y = -92.066 Ln(x) + 437.54

ค่าปกติของแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮคราเตส ซ่ึงคำนวณจากค่ามาตรฐานปริมาณ 
ตะก่ัว ในเลือดท่ียอมรับไท้ในประเทศไทย 40 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร แทนในสมการถดถอยจะไท้ค่า 
แอคติวิตีท่ีปลอดภัยเป็น 98 ยูนิต ซ่ึงใกล้เคียงกับงานของ Burch and Siegle (1971) ซ่ึงศึกษาในชายสุขภาพดี 
18 คนด้วยสภาวะการวิเคราะห์เดียวกันไท้ค่า 108 ยูนิต อย่างไรก็ตามการกำหนดค่าปกติในทางการแพทย์ 
ควรไท้จากตัวอย่างคนสุขภาพดีท่ีไม่มี!เจจัยอ่ืนท่ีมีผลต่อแอคติวิตีเลย

เม่ือเปรียบเทียบกับการศึกษาในอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตสบริสุทธิจากซีรัมวัวไท้ผลดังรูปท่ี 
4.19 ซ่ึงแสดงให้เห็นว่าตะก่ัวมีผลทำให้แอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตสจากเลือดคนลดลง 
มากกว่าแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตสบริสุทธ์ประมาณ 20 เปอร์เซ็นต์ ซ่ึงน่าจะเกิดจาก 
ในเลือดคนมีปีจจัยอ่ืนท่ีทำให้แอคติวิตีลดลง หรืออาจเกิดจากระยะเวลาท่ียาวนานในการสัมผัสตะก่ัวของ
คนจริงๆ  มากกว่าในหลอดทดลองฉะนันตะก่ัวไม่เพียงแต่ทำให้แอคติวิตีลคลงเท่านันแต’อาจทำให้ปริมาณ 
เอนไซม์ลดลงด้วย อย่างไรก็ตามเอนไซม์ทังสองลดลงแบบเอกช์โปเนนเชียลไปในทางเดียวกันและมี
แนวโน้มจะลดลงอีกเม่ือตะก่ัวเข้มข้นข้ึน (มากกว่า 80 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร) นอกจากน้ีการลดลง
มิไท้เกิดจากป็จจัยของเม็ดเลือดแดงอัดแน่น เพราะจากการศึกษาสหสัมพันธ์ไม่พบความสัมพันธ์ระหว่าง
ปริมาณตะก่ัวในเลือดกับเม็ดเลือดแดงอัดแน่นและปริมาณเม็ดเลือดแดงอัดแน่นมีความสัมพันธ์กับแอคติวิตี 
ต่ํามากจนเกือบไม่มีผลต่อกัน (r = -0.307 ท่ีความเช่ือม่ัน 95 เปอร์เซ็นต์)
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รุปท่ี 4,19 เปรียบเทียบผลของตะก่ัวต่อแอคติวิตีของ อะมิโนเลวูลินิกแอชิด คีไฮคราเตสจากเลือดคน และ 
อะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮคราเตสบรีสุทธิจากซีรัมวัว (จากรูปท่ี 4.15 และ 4.20)
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4.6.3 การเปรียบเทียบความสัมพันธ์ระหว่างปริมาณตะก่ัวในเลือดกับแอคติวิติของออกซิเดสของ 
เซอรูโลพลาสมิน และแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮดราเตส ของตัวอย่างท้ังหมด

จากตัวอย่างเลือดทังหมดพบว่าแอคติวิตีฃองอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส มีความสัมพันธ์ 
กับปริมาณตะก่ัวในเลือด (r = -0.8643) มากกว่าแอคติวิดีฃองออกชิเคสของเชอรูโลพลาสมิน (r = -0.6785) 
โดยแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด คีไฮคราเตสประมาณค่าตะก่ัวในเลือดไค้ถูกตัอง 74.7 เปอร์เซ็นต์ 
ในขณะท่ีแอคติวิตีของออกชิเคสของเชอรูโลพลาสมินประมาณค่าไค้ถูกค้อง 46.0 เปอร์เซ็นต์ท้ังน้ีเน่ืองจาก 
แนวโน้มความสัมพันธ์ของแอคติวิตีของออกชิเดสของเซอรูโลพลาสมินจะลดลงอย่างรวดเร็วในช่วงแรกท่ีมี 
ตะก่ัวปริมาณต่ํา (ไม่เกิน 20 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร) แล้วคงตัวเม่ือปริมาณตะก่ัวเพ่ิมข้ึน ตังน้ันจึงควร 
แยกพิจารณาเฉพาะในช่วงท่ีปริมาณตะก่ัวไม่เกิน20ไมโครกรัมต่อ 100มิลลิลิตรค้วย

อย่างไรก็ตามเพ่ือให้ง่ายต่อการเปรียบเทียบจึงปรับกราฟของความสัมพันธ์แบบข้อมูลดิบจากรูปท่ี
4.17 ให้แกน y เป็นแอคติวิตีแบบเปอร์เซ็นต์ ไค้ตังรูปท่ี 4.20 ซ่ึงพิจารณาเปอร์เซ็นต์การลดลงของแอคติวิตี 
ของเอนไชม์ทังสองพบว่าไม่ต่างกันนัก (ไม่เกิน 7 เปอร์เซ็นต์) ในช่วงแรกท่ีตะก่ัวไม,เกิน 15 ไมโครกรัมต่อ 
100 มิลลิลิตร แต่ช่วงหลังเม่ือความเข้มข้นของตะก่ัวมากข้นแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิดดีไฮคราเตส 
ลดลงมากกว่าแอคติวิตีของออกชิเคสของเชอรูโลพลาสมินประมาณ 15 เปอร์เซ็นต์ (80 ไมโครกรัมต่อ 
100 มิลลิลิตร) และยังคงมีแนวโน้มว่าจะลดลงอีกในขณะท่ีแอคติวิตีของออกชิเดสค่อนข้างคงตัวเม่ือปริมาณ 
ตะก่ัวในเลือดมากกว่า 20 ไมโครกรัมต่อ100 มิลลิลิตร ตังน้ันจึงควรแยกพิจารณาความสัมพันธ์ท่ีปริมาณ
ตะก่ัว0-20ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตรค้วย

พิจารณาความไวของเอนไซม์ต่อการยับย้ังด้วยตะก่ัว (Threshold) ท่ี 50 เปอร์เซ็นต์พบว่าแอคติวิตี 
ของออกชิเคสของเซอรูโลพลาสมินลดลงถึง 50 เปอร์เซ็นต์เม่ือปริมาณตะก่ัวในเลือด 12.5 ไมโครกรัมต่อ 
100 มิลลิลิตร ในขณะท่ีแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด คีไฮดราเตสถูกยับย้ังไค้เร็วกว่าน้ันเล็กน้อยคือท่ี 
10ไมโครกรัมต่อ 100มิลลิลิตร



แอค
ติวิตี

 (เป
อรเ

ซ็น
ต)

71

0 10 20 30 40 50 60 70

ปริมาณตะก่ัวในเลือด (ไมโครกรัมตอ 100 มิลลิลิตร)

ร ุป ท ี่ 4 .2 0  ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง ป ร ิม า ณ ต ะ ก ั่ว ใ น เล ือ ด ก ับ แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง อ อ ก ช ิเด ส ข อ ง เซ อ ร ูโ ล พ ล า ส ม ิน

แ ล ะ แ อ ค ต ิว ิต ิข อ ง อ ะ ม ิโ น เล ว ูล ิน ิก แ อ ช ิด  ค ีไ ฮ ด ร า เต ส เป ็น เป อ ร ์เซ ็น ต ์ จ า ก เล ือ ด ค น ป ก ต ิ ค น ง า น โ ร ง พ ิม พ ์

แ ล ะ ค น ง า น โ ร ง ง า น แ บ ต เต อ ร ีจ ำ น ว น  5 3  ต ัว อ ย ่า ง  ( ด ัด แ ป ล ง จ า ก ร ูป ท ี่ 4 .1 7 )
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4.7 ความสัมพันธ์ของปริมาณตะกั่วในเลือด 0-20 ไมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตรกับแอคติวิตีของออกชิเดส 
ของเ‘ชอรูโลพลาสมิน และแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอ'ชิด ดีไฮดราเตส จากเลือดคนปกติ คนงาน 
โรงพิมพ์ และคนงานโรงงานแบตเตอริ (39 ตัวอย่าง)

0 10 20 
ปริมาณตะก่ัวไน!ลือด (ไมโครกรัม/100 มิลลิลิตร)

ร ูป ท ี่ 4 .2 1  ค ว า ม ส ัม พ ัน ธ ์ร ะ ห ว ่า ง ป ร ิม า ณ ต ะ ก ั่ว ใ น เล ือ ด  0 - 2 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม ต ่อ  1 0 0  ม ิล ล ิล ิต ร ก ับ แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง

อ อ ก ช ิเค ส ข อ ง เซ อ ร ูโ ล พ ล า ส ม ิน  แ ล ะ แ อ ค ต ิว ิต ีข อ ง อ ะ ม ิโ น เล ว ูล ิน ิก แ อ ช ิด  ด ีไ ฮ ด ร า เต ส  จ า ก เล ือ ด ค น ป ก ต ิ

ค น ง า น โ ร ง พ ิม พ ์ แ ล ะ ค น ง า น โ ร ง ง า น แ บ ต เต อ ร ีจ ำ น ว น  3 9  ต ัว อ ย ่า ง  ( จ า ก ร ูป ท ี่ 4 .1 7 )
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จากรูปท่ี 4.21 พบว่าแอคติวิตีของออกซิเดสของเซอรูโลพลาสมินลดลงตามความเข้มข้นของตะก่ัว 
ในเลือดท่ีเพ่ิมข้ึน ค่าส้มประสิทธิสหสัมพันธ์ท่ีคำนวนจากโปรแกรมสำเร็จรูป SPSS โดยปรับแกน X เป็น 
log ปริมาณตะก่ัวโนเลือดและแกน y เป็น log แอคติวิตีจะได้กราฟเส้นตรงซ่ึงมีค่า r = - 0.6963 และมีความ 
สัมพันธ์กันอย่างแท้จริงท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ ค่าส้มประสิทธิสหสัมพันธ์น้ีแสดงว่าแอคติวิตีของออกซิเดสของ 
เซอรูโลพลาสมีน (y) (ยูนิต) สามารถประมาณค่าตะก่ัวในเลือด (x) (ใมโครกรัมต่อ 100 มิลลิลิตร)ได้ถูกด้อง 
เท่ากับ -0.69632 X 100 = 48.5 เปอร์เซ็นต์ สมการถดถอยคือ

1 11-, n s  -0.0586Xy = 143.96e

แอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตสมีการลดลงแบบเอก1ซิไปเนนเชียล โดยปรับแกน y 

เป็น log แอคติวิตีจะได้กราฟเส้นตรงซ่ึงคำนวณตามโปรแกรมส ำ เร ็จ รูป SPSS ได้ส้มประสิทธิสหสัมพันธ์ 
r = -0.5785 แสดงว่าแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตส (y) (ยูนิต) ประมาณค่าตะก่ัวในเลือด 
(x) (ไมโครกรัมต่อ 100มิลลิลิตร)ได้ถูกต้องเท่ากับ - 0.57852X 100 = 33.5เปอร์เซ็นต์ สมการถ ด ถ อ ย ค ือ

y = -71.542Ln(x) + 400.5

สรุปว่าเม่ือพิจารณาเฉพาะตัวอย่างท่ีตะก่ัวในเลือดไม,เกิน 20 ไมโครกรัมต ่อ  100 มิลลิลิตร แ อ คติวิตี 
ของออกซิเดสของเชอรูโลพลาสมินมีความสัมพันธ์กับปริมาณตะก่ัวในเลือด (r = - 0.6963) มากกว่าแอคติวิตี 
ของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไอดราเตส (r = - 0.5785) โดยเอนไซม์ท้ังสองสามารถประมาณค่าตะก่ัวในเล ือ ด  

ได้ถูกด้อง 48.5 และ 33.5 เปอร์เซ็นต์ตามลำดับ
เพ่ือความสะดวกไนการเปรียบเทียบจึงปรับไท้การลดลงของแอคติวิดีของเอนไซม์ท้ังสอง (แ ก น  y) 

เป็นเปอร์เซ็นต์ได้ตังรูปท่ี 4.22 จะเห็นได้ว่าท่ีระดับตะก่ัวในเลือด 2 0  ไมโครกรัมต ่อ  100 มิลลิลิตร แ อ คติวิตี 
ของออกซิเดสของเชอรูโลพลาสมินลดลงมากกว่าแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดร!ตส ความไว 
ของเอนไซม์ต่อการยับยังด้วยตะก่ัว (Threshold) ท่ี 5 0  เปอร์เซ็นต์ ไท้ผลใกล้เคียงกับกราฟท่ีไ ด ้จ า ก ตัวอย่าง 
ทังหมดในหัวข้อ 4.6.3 ค ือ  แอคติวิตีของออกซิเดสของเชอรูโลพลาส ม ิน จ ะ ถ ูก ยับย้ังท่ี 12.5 ไ ม โ ค ร ก ร ัม ต ่อ  

100 มิลลิลิตรส่วนแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอชิด ดีไฮดราเตสถูกยับย้ังท่ี 10 ไมโครกรัมต ่อ  100 ม ิล ล ิลิตร
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ค น ป ก ต ิ ค น ง า น โ ร ง พ ิม พ ์ แ ล ะ ค น ง า น โ ร ง ง า น แ บ ต เต อ ร ิ จ ำ น ว น  3 9 ต ัว อ ย ่า ง
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4.8 ความแตกต่างของปริมาณตะกั่วในเลือด แอคติวิตีของออก?เดสของเชอรูโลพลาสมิน และแอคติวิตี 
ของอะมิโนเลวูลินิกแอ?ดดีไฮดราเตส ของกลุ่มตัวอย่าง (คนปกติ คนงานโรงพิมพ์ และคนงาน
โรงงานเฌฅเตอริ)

ใช้วิธีวิเคราะห์ทางสถิติแบบวิเคราะห์ความแปรปรวนทางเดียว (One way ANOVA, Analysis of 
Variance)

ตารางท่ี 4.1 แสดงค่าเฉล่ียและความคลาดเคล่ือนมาตรฐานของปริมาณตะก่ัวในเลือด แอคติวิตีของออกซิเดส 
ของเชอเโลพลาสมิน และแอคติวิดีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮคราเตส ในแต่ละกลุ่มตัวอย่าง

กลุ่มตัวอย่าง จำนวนคน (ท) ค่าเฉลีย (Mean) ความคลาดเคล่ือนมาตรฐาน 
(Standard error)

ตะกั่วในเลือด
คนปกติ 21 5.66 0.60
คนงานโรงพิมพ์ 12 11.84 2.74
คนงานโรงงานแบตเตอรี 20 30.14 3.16

อะมิโนเลวูลินิกแอ?ด 
ดีไฮดราเคส

คนปกติ 21 300.6 28.15
คนงานโรงพิมพ์ 12 228.9 23.93
คนงานโรงงานแบตเตอรี 20 129.45 13.38

เชอรูโลพลาสมิน -

คนปกติ 21 109.9 4.23
คนงานโรงพิมพ์ 12 83.3 8.31
คนงานโรงงานแบตเตอรี 20 52.6 1.98
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1 ปริมาณตะกั่วในเลือด

ไม่พบความแตกต่างของปริมาณตะก่ัวในเลือดอย่างมีนัยสำคัญท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ ระหว่างคนปกติคับ 
คนงานโรงพิมพ์ในขณะท่ี 2 กลุ่มตัวอย่างดังกล่าวมีความแตกต่างคับคนงานโรงงานแบตเตอริ โดยค่าเฉล่ีย 
ปริมาณตะก่ัวในเลือดจากน้อยไปมากคือ คนปกติ คนงานโรงพิมพ์ และคนงานโรงงานแบตเตอริซ่ึงคนงาน 
โรงงานแบตเตอริมีปริมาณตะก่ัวในเลือดโดยเฉล่ียสูงถึง 30 ไมโครกรัมต่อเลือด 100 มิลลิลิตร

2 แอคติวิติของอะมิโนเลวูลินิกแอซิด ดีไฮดราเฅส

จากการวิเคราะห์ความแปรปรวน พบว่าใม่มีความแตกต่างของแอคติวิตีของอะมิโนเลวูลินิกแอซิค 
ดีใฮคราเตสอย่างมีนัยสำคัญท่ี 95 เปอร์เซ็นต์ ระหว่างคนปกติคับคนงานโรงพิมพ์ ในขณะท่ี 2 กลุ่มตัวอย่าง 
ดังกล่าวมีความแตกต่างคับคนงานโรงงานแบตเตอริ (ผลการวิเคราะห์คล้ายคลึงกับปริมาณตะก่ัวในเลือด)
ค่าเฉล่ียของแอคติวิตีจากน้อยไปมากได้แก่ คนงานโรงงานแบตเตอริ คนงานโรงพิมพ์ และคนปกติ ผกผัน 
คับปริมาณตะก่ัวในเลือดซ่ึงสอดคล้องกับการลดแอคติวิตีตามปริมาณตะก่ัวท่ีเพ่ิมข้ึน

3 แอคติวิติฃองออกซิเดสของเชอรูโลพลาสมิน

ทัง 3 กลุ่มตัวอย่างมีแอคติวิตีของออกชิเดสของเชอรูโลพลาสมินแตกต่างกันอย่างมีนัยสำคัญโดยมี 
ค่าเฉล่ียจากน้อยไปมากคือคนงานโรงงานแบตเตอริ คนงานโรงพิมพ์และคนปกติ ผกผันคับปริมาณตะก่ัว 
ในเลือดซ่ึงสอดคล้องคับการลดแอคติวิตีของออกชิเดสตามปริมาณตะก่ัวท่ีเพ่ิมข้ึน ความแตกต่างกังกล่าว
อาจเป็นข้อดีในการเป็นตัวบ่งช้ีความเปีนพิษของตะก่ัวของเชอรูโลพลาสมินท่ีสามารถแยกแยะกลุ่มตัวอย่าง 
ได้มากกว่าอีก 2 พารามิเตอร์อีเป็นได้
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