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ภูริทัต แก้วอาสา : อุปกรณ์วิเคราะห์ฐานกระดาษส าหรับการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิก
พี ดี  (Paper-based analytical device for detection of Glucose-6-phosphate 
dehydrogenase deficiency) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร.ดวงดาว นันทโกมล, 
อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ผศ. ดร. วนิดา หลายวัฒนไพศาล {, 140 หน้า. 

ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเป็นความผิดปกติทางพันธุกรรมซึ่งมีเม็ดเลือดแดงที่ไวต่อสาร
อนุมูลอิสระ อย่างไรก็ตามในสภาวะปกติผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมักไม่แสดงอาการ  แต่
ภายหลังจากได้รับสารอนุมูลอิสระอาทิเช่น ยาต้านมาลาเรียไพรมาควีนจะชักน าให้เม็ดเลือดแดงที่
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเกิดการแตกท าลายจ านวนมากซึ่งพบได้บ่อยในประเทศแถบเอเซีย  ดังนั้นการ
ตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีที่ถูกต้องถือว่ามีความส าคัญอย่างยิ่งในการป้องกันผู้ที่ภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจากภาวะเม็ดเลือดแดงแตกแบบฉับพลัน งานวิจัยชิ้นนี้ผู้วิจัยได้ประดิษฐ์อุปกรณ์
ของไหลฐานกระดาษแบบใหม่ “G6PD-PAD” ส าหรับน ามาตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเชิง
ปริมาณวิเคราะห์เป็นครั้งแรก โดยอาศัยเทคนิค Wax printing  ในการผลิตสร้างลวดลายวงกลมของ
หลุมปฏิกิริยาบนอุปกรณ์ตรวจของไหลฐานกระดาษและใช้หลักการตรวจวัดระดับความเข้มสีบน
กระดาษ G6PD-PAD ที่อาศัยปฏิกิริยาเคมีจากการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีผ่านปฏิกิริยารีดักชั่น
เปลี่ยน TNBT เป็น Formazan ภายหลังจากมีการบันทึกภาพถ่ายอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จี
ซิกพีดี G6PD-PAD ด้วยเครื่องสแกนเนอร์และวิเคราะห์ระดับความเข้มสีของภาพถ่ายนั้นด้วย
โปรแกรม Adobe Photoshop CS6 ผลการศึกษาพบว่าระดับความเข้มสีที่เกิดบน G6PD-PAD มี
ความสัมพันธ์อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติกับระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีมี  (r2 = 0.802, 
p<0.001) โดยมีช่วงความเป็นเส้นตรงในการตรวจเท่ากับ 0.46-13.5 IU/gHb (r2 = 0.973) การ
วิเคราะห์ความต่างของผลตรวจจากทั้งสองวิธีด้วยสถิติ Bland - Altman พบว่าผลจากการตรวจด้วย 
G6PD-PAD สามารถยอมรับได้เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน (ค่าเฉลี่ยความต่างของผลตรวจเท่ากับ 1 
IU/gHb) ขีดจ ากัดในการตรวจเท่ากับ 0.381 IU/gHb งานวิจัยนี้แสดงให้เห็นถึงความสามารถของ
อุปกรณ์ตรวจของไหลฐานกระดาษ G6PD-PAD ในการน ามาประยุกต์ใช้ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิก
พีดี ซึ่งมีขั้นตอนการตรวจที่ไม่ยุ่งยาก ราคาถูกประมาณ 4 บาทต่อการตรวจ เป็นประโยชน์อย่างมาก
ต่อการวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีในพ้ืนที่ห่างไกล 
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PHURITAT KAEWARSA: Paper-based analytical device for detection of Glucose-
6-phosphate dehydrogenase deficiency. ADVISOR: ASST. PROF. DUANGDAO 
NANTAKOMOL, Ph.D., CO-ADVISOR: ASST. PROF. WANIDA LAIWATTANAPAISAL, 
Ph.D. {, 140 pp. 

Glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD) deficiency is a genetic 
haemolytic disorder. Most persons with G6PD deficiency are asymptomatic, but 
exposure to oxidant drugs, such as the anti-malarial drug primaquine, may induce 
haemolysis, which is commonly found in Asian countries. A reliable test is necessary 
for diagnosing the deficiency to prevent an acute haemolytic crisis. This study proposes 
a novel quantitative method to detect G6PD deficiency using paper-based analytical 
devices (G6PD-PAD). Wax printing was utilized for fabricating circular reaction zone 
patterns in paper. The colorimetric assay is based on the formation of formazan via a 
reduction of tetra-nitro blue tetrazolium (TNBT) by the G6PD enzyme on G6PD-PAD. 
Detection was achieved by capturing the colour using a desktop scanner and the colour 
intensity was analysed with Adobe Photoshop CS6. The results showed that the color 
intensity by G6PD-PAD was highly correlated with the G6PD activity analysed by the 
standard biochemical assay (SBA) (r2 = 0.802, p < 0.001). The linear range of G6PD 
activity assay was 0.46-13.5 IU/gHb (r2 = 0.973) .Moreover, good agreement by Bland-
Altman bias plot was demonstrated between G6PD-PAD and the SBA (mean bias 1 
IU/gHb). The detection limit was 0.381 IU/gHb of G6PD activity. This study demonstrates 
the feasibility of using G6PD-PAD. This simple, low-cost test ($0.1/test) should be useful 
for diagnosing G6PD deficiency in resource-limited settings. 
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บทที่ 1  
บทน า 

1. ความส าคัญและที่มาของปัญหางานวิจัย 

 ภ าวะพร่ อ ง เ อน ไซม์ กลู โ คส - 6-ฟอส เฟต  ดี ไ ฮ โ ดรจี เ นส  (Glucose 6 phosphate 
dehydrogenase deficiency: G6PD) เป็นความผิดปกติทางพันธุกรรมบนโครโมโซม X ต าแหน่ง 
Xq28 [2] โดยเอนไซม์จีซิกพีดีเป็นเอนไซม์ในกระบวนการ pentose phosphate pathway ที่มี
บทบาทส าคัญอย่างยิ่งในการสร้าง NADPH ที่ท าหน้าที่ร่วมกับเอนไซม์กลูต้าไธโอนเปอร์ออกซิเดสใน
การเปลี่ยนกลูตาไธโอน (glutathione) จากรูปออกซิไดซ์ให้กลับมาอยู่ในรูปรีดิวซ์ เพ่ือใช้ก าจัดอนุมูล
อิสระภายในเซลล์เม็ดเลือดแดง จากที่กล่าวในข้างต้นเอนไซม์จีซิกพีดีจึงมีความส าคัญอย่างยิ่งต่อเม็ด
เลือดแดงในการป้องกันไม่ให้เซลล์ถูกท าลายโดยอนุมูลอิสระที่เกิดขึ้น [3] ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี
สามารถพบได้บ่อย คาดว่ามีประชากรมากกว่า 400 ล้านคนทั่วโลกมีรูปแบบการกลายพันธุ์ของยีนจี
ซิกพีดีนี้ [4] ซึ่งมีรูปแบบการกลายพันธุ์ที่หลากหลายแตกต่างกันกว่า 440 ชนิดทั่วโลก โดยเฉพาะใน
แถบประเทศที่มีการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรีย เช่นในประเทศไทย [5] ซึ่งพบว่ามีภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีนี้ถึงร้อยละ 11.98 [6] ถึง 14.2 [7, 8] และมีรูปแบบการกลายพันธุ์ชนิด G6PD 
Viangchan (871G>A), G6PD Canton (1376G>T) และ G6PD Mahidol (487G>A) มากที่สุดเป็น
สองอันดับแรกของประเทศ ซึ่งจัดอยู่ใน WHO Class II (ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรง) และ 
WHO Class III [9] (ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีปานกลาง)ตามล าดับ โดยมีการตั้งชื่อรูปแบบการ
กลายพันธุ์ ตามสถาบัน เมือง หรือภูมิภาคที่ค้นพบ 
 เนื่องจากยีนที่ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม์จีซิกพีดีอยู่บนโครโมโซม X ท าให้ในเพศชาย
ที่มีรูปแบบโครโมโซมเพศ XY เมื่อได้รับโครโมโซม X ที่มีความผิดปกติของยีนจีซิกพีดีจากมารดา 
(hemizygote) จะมีระดับการแสดงออกของเอนไซม์จีซิกพีดีต่ าสัมพันธ์กับรูปแบบการกลายพันธุ์ของ
ยีนจีซิกพีดี แต่ในขณะเพศหญิงที่มีรูปแบบโครโมโซมเพศ XX ผู้ที่ได้รับโครโมโซม X ที่มีความผิดปกติ
ของยีนจีซิกพีดีเพียงข้างเดียว (heterozygote) จะมีระดับการแสดงออกของเอนไซม์จีซิกพีดีต่ าหรือ
ปกติก็ได้ [10] และจะมีการแสดงออกของเอนไซม์จีซิกพีดีต่ าสัมพันธ์กับรูปแบบการกลายพันธุ์ของยีน
จีซิกพีดีก็ต่อเมื่อได้รับการถ่ายทอดโครโมโซม X มีความผิดปกติของยีนจีซิกพีดีทั้ งสองข้าง 
(homozygote) [3] ดังนั้นการตรวจระดับพันธุกรรมเพ่ือหาต าแหน่งการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดีบน
โครโมโซม X เพียงอย่างเดียว จะไม่สอดคล้องกับระดับการแสดงออกของเอนไซม์ อีกทั้งการตรวจ
ระดับพันธุกรรมต้องอาศัยบุคลากรที่มีทักษะความสามารถในการตรวจวิเคราะห์ ต้องใช้เครื่องมือ
วิเคราะห์สารพันธุกรรมทางด้านอณูวิทยาที่มีราคาสูงมาก และใช้ระยะเวลาการตรวจที่ยาวนาน ท าให้
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ไม่เป็นที่แพร่หลาย ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมักไม่แสดงอาการในภาวะปกติ อย่างไรก็ตามเม็ด
เลือดแดงที่พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมีไวต่อการถูกท าลายโดยอนุมูลอิสระได้มากกว่าเม็ดเลือดปกติ จึงมี
ความเสี่ยงต่อการเกิดภาวะ oxidative stress เมื่อได้รับสารอนุมูลอิสระ เช่น ลูกเหม็น (naphtalene) 
ถั่วปากอ้า (fava bean) สารสกัดสมุนไพรมะรุม หรือภายหลังจากรักษาด้วยยาต้านมาลาเรียบางชนิด 
[11-13] เช่น tafenoquine,  chloroquine, primaquine [14] เป็นต้น อันจะส่งผลให้เม็ดเลือดแดง
แตกฉับพลันรุนแรงได้ และเกิดภาวะแทรกซ้อนตามมาจนอาจเป็นอันตรายถึงชีวิตได้ [15] โดยเฉพาะ
อย่างยิ่งยา primaquine ที่ใช้ฆ่าเชื้อมาลาเรียในระยะ gametocyte และป้องกันการแพร่เชื้อ กลุ่ม
คนปกติจะได้รับยาปริมาณ 0.75 mg/kg หรือ 45 mg หนึ่งครั้งต่อสัปดาห์ รับยาต่อเนื่องเป็นเวลา 8 
สัปดาห์ แต่ส าหรับผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีปานกลางและรุนแรงจะต้องปรับลดขนาดยาลง
เหลือ 0.5 mg/kg หรือ 30 mg และ 0.25 mg/k หรือ 15 mg ตามล าดับ วันละครั้ง เป็นเวลา 7-14 
วัน เพ่ือป้องกันการเกิดภาวะซีดจากการแตกของเม็ดเลือดแดงอย่างเฉียบพลัน (acute hemolytic 
anemia: AHA) [16] ดังนั้นการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีที่ทราบถึงปริมาณการท างาน
ของเอนไซม์เป็นตัวเลขที่ถูกต้องถือว่ามีความส าคัญเป็นอย่างมากในการจัดจ าแนกระดับความพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดี เพ่ือหลีกเลี่ยงการได้รับสารอนุมูลอิสระหรือยาบางชนิดดังกล่าว และเพ่ือปรับขนาด
ของยาให้เหมาะสม 

วิธีการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมีอยู่ด้วยกันหลากหลายวิธี โดยอาศัยหลักการ
การตรวจวัดปริมาณ NADPH ที่ผลิตขึ้นจากการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีที่มีคุณสมบัติเป็น 
reducing agent และเป็นสาร fluorescence ที่สามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ความยาวคลื่น 
340 nm [17] ได้แก่ วิธีตรวจคัดกรอง methemoglobin reduction test [18, 19] วิธีตรวจคัดกรอง 
fluorescent spot test [20] และวิธีการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี biochemical 
G6PD activity [21, 22] เป็นต้น ซึ่ งแต่ละวิธียั งมีข้อจ ากัดอยู่มาก เช่น 1 ) วิธีตรวจคัดกรอง 
methemoglobin reduction test (MRT) ที่ต้องใช้ระยะเวลาในการบ่มปฏิกิริยาถึง 3 ชั่วโมง และ
ต้องอาศัยการสังเกตการเปลี่ยนสีของน้ ายา ในบางครั้งสีที่ก้ ากึ่งท าให้ยากต่อการออกผลและเกิดความ
ผิดพลาด  2) วิธีตรวจคัดกรอง fluorescent spot test (FST) ในปัจจุบันวิธีนี้ได้รับความนิยมอย่าง
มากเนื่องใช้ระยะเวลาในการตรวจสั้น แต่อย่างไรก็ตามวิธีนี้ยังมีข้อจ ากัด เนื่องจากสามารถวินิจฉัยผู้ที่
มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีแบบรุนแรงได้เท่านั้น ท าให้ไม่สามารถตรวจผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์แบบ
ปานกลางได้ อีกประการหนึ่งคือ วิธีการดูการเรืองจะต้องอาศัยที่มืดในการสังเกตสีเรืองแสงภายใต้
แสงยูวี ท าให้ผู้ทดสอบอาจสัมพันธ์หรือได้รับแสงยูวีในปริมาณสูงซึ่งอาจก่อให้เกิดอันตรายต่อผู้
ทดสอบได้ 3) วิธีการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี (biochemical G6PD activity) 
ซึ่งเป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจวัดเชิงปริมาณวิเคราะห์ ต้องอาศัยเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์ท าให้มี
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ต้นทุนที่สูง ซึ่งมีขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเม็ดเลือดแดงที่ยุ่งยาก ถึงแม้ปัจจุบันการตรวจระดับการ
ท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีจะมีเครื่องอัตโนมัติในการตรวจแล้ว แต่ยังคงใช้เวลาการตรวจที่นาน  

ปัจจุบันอุปกรณ์ตรวจทางห้องปฏิบัติการบนกระดาษได้รับความนิยมอย่างมาก เพราะมีความ
สะดวกรวดเร็ว พกพาได้ง่าย และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในตรวจวินิจฉัยได้หลายโรค ในปี ค.ศ. 
2007 กลุ่มคณะวิจัย Whiteside ได้ท าการพัฒนาการตรวจทางห้องปฏิบัติการบนกระดาษให้มีขนาด
เล็กลงและสามารถตรวจวิเคราะห์สารหลายๆอย่างได้พร้อมกัน [23] ซึ่งเป็นที่รู้จักกันดีในนามอุปกรณ์
ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (microfluidic paper-based analytical devices: 
µPAD)[24] โดยอาศัยหลักการการออกแบบกระดาษให้มีส่วนที่ชอบน้ า (hydrophilic) และไม่ชอบน้ า 
(hydrophobic) เป็นลวดลายต่างๆ ตามวัตถุประสงค์ในการตรวจบนกระดาษ การสร้างลวดลายต่างๆ
บนกระดาษมี เทคนิ คต่ า งๆ  ดั งนี้  photolithography [25], polydimethylsiloxane (PDMS) 
plotting [26], inkjet printing [27], plasma treatment [28, 29], wax printing [30, 31], wax 
screen-printing [32] และ wax dipping [33] ซึ่งสามารถวิเคราะห์ผลการตรวจได้หลากหลายวิธี 
เช่น การสังเกตสีที่เกิดขึ้น และใช้กล้องถ่ายภาพเพ่ือวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณวิเคราะห์จากความเข้ม
ของสีผ่านทางโปรแกรม ImageJ [34] Adobe Photoshop CS2 [33] การวัดระยะทางของสีที่
ปรากฏ [35] การใช้เครื่อง electrochemical analyzer [36] เป็นต้น 

ดังนั้นผู้วิจัยจึงมีแนวคิดที่จะน าอุปกรณ์วิเคราะห์ฐานกระดาษมาประยุกต์ใช้ในการพัฒนา
เทคนิควินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี เพ่ือที่จะสามารถคัดแยกผู้ป่วยได้อย่างประสิทธิภาพมาก
ยิ่งขึ้น กล่าวคือ สามารถรายงานผลได้ทั้งเชิงคุณภาพวิเคราะห์และปริมาณวิเคราะห์โดยมีกระบวนการ
ตรวจที่ไม่ยุ่งยาก ด้วยเทคนิค wax printing ท าให้สามารถสร้างลวดลายบนกระดาษเป็นอุปกรณ์
ตรวจของไหลฐานกระดาษได้ โดยการพิมพ์หมึกที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า (hydrophobic wax) ลงบน
กระดาษที่มีคุณสมบัติชอบน้ า (hydrophilic) เพ่ือท าให้กระดาษมีอาณาเขตที่ไม่ชอบน้ า เกิดลวดลาย
ช่องทางการไหลของสารน้ าบนกระดาษตามการออกแบบจากโปรแกรม Microsoft PowerPoint 
2010 ซึ่งวิธีนี้อาศัยเครื่องมือพ้ืนฐานทั่วไปเพียงไม่กี่อย่าง ขั้นตอนไม่ยุ่งยาก จึงท าให้มีต้นทุนในการ
ผลิตต่ า ความเร็วในการผลิตอุปกรณ์ตรวจขึ้นอยู่กับความสามารถของเครื่องพิมพ์ที่ใช้ คณะผู้วิจัยจึง
สนใจที่จะน าเทคนิค wax printing นี้ มาใช้ในการออกแบบและผลิตอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์
จีซิกพีดี โดยอาศัยหลักการของ cytochemical Staining ในการตรวจวัดปริมาณ NADPH ที่ถูกผลิต
ขึ้นจากกระบวนการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี จากคุณสมบัติในการรีดิวซ์ของ NADPH ที่จะรีดิวซ์ 
Tetranitro blue tetrazolium เป็นผลึกสี formazan [37] บนกระดาษ และวัดปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น
จากความเข้มของสีผ่านทางโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 [33] ผู้วิจัยหวังเป็นอย่างยิ่งว่า 
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีที่ผลิตขึ้นมาได้นี้ จะสามารถลดระยะเวลาขั้นตอนในการ



4 
 

 

ตรวจ และลดค่าใช้จ่ายส าหรับผู้ป่วยที่ต้องได้รับยารักษา พร้อมทั้งสามารถคัดแยกผู้มีภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีได้อย่างถูกต้องแม่นย าและมีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน  

2. วัตถุประสงค์ของโครงการวิจัย 

2.1 เพ่ือพัฒนาอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยหลักการของไหลฐานกระดาษ 
2.2 เพ่ือทดสอบประสิทธิภาพของชุดทดสอบในการน ามาตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีใน
ตัวอย่างเลือดผู้บริจาคโลหิต 

3. ขอบเขตงานวิจัย 

คณะผู้วิจัยจะท าการพัฒนาเทคนิคในการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจ
วิเคราะห์ฐานกระดาษ และเปรียบเทียบประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจที่ได้ กับวิธีการตรวจที่มีอยู่ใน
ปัจจุบัน อันได้แก่ fluorescent spot test และ biochemical G6PD activity จากการสุ่มตัวอย่าง
เลือดจากหลอด 3.2% Sodium citrate และ CPDA ของผู้บริจาคโลหิต ที่ภาควิชาเวชศาสตร์การ
ธนาคารเลือด คณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลศิริราช ระหว่างเดือน สิงหาคม ถึง พฤศจิกายน พ.ศ. 
2559 จ านวน 322 ราย 

4. ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

ได้อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีแบบใหม่ ซึ่งอาศัยหลักการของอุปกร์ตรวจ
วิเคราะห์ของไหลฐานกระดาษที่มีประสิทธิภาพดีกว่าเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ที่มีอยู่ในปัจจุบัน โดย
ที่มีการใช้ปริมาณตัวอย่างเลือดและน้ ายาในการตรวจวิเคราะห์ที่น้อยลง สามารถรายงานผลได้ทั้งเชิง
คุณภาพและปริมาณวิเคราะห์ ลดต้นทุนในการผลิต อีกทั้งระยะเวลาและขั้นตอนในการตรวจ และ
เนื่องจากวัสดุอุปกรณ์ตรวจท าจากกระดาษจึงมีน้ าหนักเบาและบางง่ายต่อการขนส่งเคลื่อนย้าย 
สามารถใช้เป็นอุปกรณ์ท่ีใช้ตรวจข้างเตียงผู้ป่วย (point of care: POCT) 
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บทที่ 2  
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

1. เอนไซม์กลูโคส-6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส  

 เอนไซม์กลูโคส-6-ฟอสเฟต ดีไฮโดรจีเนส  (glucose 6 phosphate dehydrogenase: 
G6PD) เ ป็ น เ อ น ไ ซ ม์ เ ริ่ ม ต้ น ป ฏิ กิ ริ ย า เ ค มี ข อ ง วิ ถี  pentose Phosphate ห รื อ  hexose 
monophosphate ในการเปลี่ยน glucose-6-phosphate เป็น 6-phospho-gluconate โดยมีโค
เอนไซม์คือ NADP ซึ่งภายหลังปฏิกิริยาจะถูกรีดิวซ์ได้เป็น NADPH (ดังรูปที่  1) วิถี  pentose 
Phosphate จะผลิต ribulose-5-phosphate (สร้างตั้งต้นในการสร้าง DNA, RNA) NADPH และ 
คาร์บอนไดซ์ออกไซด์ NADPH ที่ได้จะเป็นโคเอนไซม์ ให้กับ glutathione reductase (GR)ในการ
รีดิวซ์ glutathione (GSSG>GSH) และ thioredoxin reductase (TrxR) ในการรีดิวซ์ thioredoxin 
(TrxO>Trx) เพ่ือใช้ในการต่อต้านสารอนุมูลอิสระ [38, 39] วิถี pentose Phosphate นี้มีอยู่ในทุกๆ
เซลล์ของร่างกาย แต่มีความส าคัญอย่างยิ่งต่อเม็ดเลือดแดง เพราะเม็ดเลือดแดงไม่มีไมโทคอนเดรียที่
เป็นแหล่งในการผลิต NADPH เหมือนเซลล์อ่ืนๆทั่วไป และต้องสัมผัสกับออกซิเจน (O2) ตลอดเวลา
จึงเสี่ยงต่อการเกิดอนุมูลอิสระประเภทสารประกอบออกซิเจน (oxygen radical) อีกท้ังสายเบต้า (β-
chain) ของฮีโมโกลบินเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชัน (oxidation)ได้ง่าย วิถี pentose phosphate จึง
เป็นเพียงกระบวนการเดียวที่ผลิต NADPH ให้เม็ดเลือดแดงเพ่ือป้องกันสภาวะความเครียด 
(oxidative stress) ที่จะส่งผลต่อการแตกของเม็ดเลือดแดง [40] ในสภาวะปกติเอนไซม์จีซิกพีดี
ท างานเพียงร้อยละ 2 จากประสิทธิภาพการท างานของเอนไซม์ทั้งหมด [41] แต่จะท างานสูงขึ้นเมื่อมี
ระดับ NADP ที่สูงขึ้น  

 1.1   การป้องกันสภาวะความเครียดของเซลล์ (Oxidative stress defense) 
 การรับประทานอาหาร (ถั่วปากอ้า), การได้รับยาและสารเคมี, การติดเชื้อต่างๆ เมื่อสาร
เหล่านี้เข้าไปภายในเซลล์เม็ดเลือดแดงและท าปฏิกิริยากับออกซิเจนท าให้มีปริมาณของ superoxide 
radical สูงซึ่งจะถูกเปลี่ยนเป็นไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์  (H2O2) จากการท างานของเอนไซม์ 
superoxide dismutase (SOD) และถูกก าจัดต่อไปเป็นน้ าจากการท างานของ 3 เอนไซม์ คือ 1) 
catalase 2) peroxiredoxin (Prx) และ 3) glutathione peroxidase (GPx) (ดังรูปที่ 2) โดยเอนไซม์
ที่ท าหน้าที่หลักในการป้องกันสภาวะความเครียดของเซลล์คือ glutathione peroxidase ในวิถี 
pentose phosphate สามารถผลิต NADPH ได้จากเอนไซม์จีซิกพีดี และ 6PGD (ดังรูปที1่) คนปกติ
เอนไซม์จีซิกพีดีจะสามารถผลิต NADPH มาช่วยเปลี่ยน oxidize glutathione (GSSG) เป็น 
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reduced glutathione (GSH) ในการต่อต้านสารอนุมูลอิสระต่างๆจากที่กล่าวข้างต้นได้ ดังนั้นผู้ที่มี
ภาวะพร่องเอนไซม์ จีซิกพีดีจึงไม่สามารถผลิต NADPH ได้เพียงพอที่จะต่อต้านความเครียดจากการ
เพ่ิมปริมาณของไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ได้ จึงส่งผลให้เกิดการแตกของเม็ดเลือดแดงอย่างเฉียบพลัน 
(acute hemolysis anemia) ระดับ GSSG ในเม็ดเลือดแดงของคนปกติ คือ 0.0036±0.0014 
μmol/ml แต่ ในผู้ มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะมีระดับ GSSG ในเม็ด เลือดแดงเท่ากับ 
0.001028±0.003 μmol/ml [42] โดยระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีจะเสื่อมตามอายุขัยของ
เซลล์เม็ดเลือดแดง กล่าวคือมีการค้นพบว่าเม็ดเลือดแดงระยะตัวอ่อน (reticulocytes) มีระดับการ
ท างานของของเอนไซม์จีซิกพีดีสูงกว่าเม็ดเลือดแดงตัวแก่ถึง 5 เท่า [43] 

 

 
 

รูปที่ 1 วิถี pentose phosphate และท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีในการผลิต NADPH ต่อต้านสาร
อนุมูลอิสระ [40]
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รูปที่ 2 การต้านอนุมูลอิสระภายในเซลล์ (ด้านซ้าย) การท างานของเอนไซม์ peroxiredoxin (Prx) 
ร่ วมกับ thioredoxin reductase (TrxR) และ NADPH, (ด้ านขวา ) การท างานของเอนไซม์  
glutathione peroxidase (GPx) ร่วมกับ glutathione reductase (GR) และ NADPH [22] 

 1.2   พันธุศาสตร์ของเอนไซม์จีซิกพีดี 
ยีนที่ควบคุมการแสดงออกของเอนไซม์จีซิกพีดีอยู่บนโครโมโซม X ต าแหน่งที่ q28 ขนาด 

23.18 kbp. และเริ่มมีการศึกษาเพ่ิมข้ึนในปี ค.ศ. 1986 [44] 70% ของโปรโมเตอร์เป็นกวานีนและไซ
โตซีน (GC-rich) ประกอบด้วย 13 exons และ 12 introns ซึ่งสามารถถอดรหัสออกมาได้ขนาด 515 
กรดอะมิโน โดย exonที่ 1 ไม่ถูกแปลรหัสเป็นโปรตีน exon ที่ 2 และ exon ที่ 13 ถูกถอดรหัสเพียง 
120 และ 91 bp. ตามล าดับ ต าแน่งของยีนจีซิกพีดีอยู่ใกล้กับยีน Factor 8 (ฮีโมฟีเลีย เอ) และยีนตา
บอดสี (ดังรูปที่ 3) [45, 46] ยีนจีซิกพีดีมีกลายพันธุ์กว่า 140 ต าแหน่ง และมักพบต าแหน่งการกลาย
พันธุ์บริเวณ exon ที่ 10 และ 11 ซึ่งมีส่วนเกี่ยวของกับการรวมตัวเป็นโมเลกุลเชิงคู่ของเอนไซม์จีซิก
พีดี [47] (ดังรูปที่ 4) โดยส่วนมากเป็นการกลายพันธุ์แบบแทนทีของเบสท าให้เกิดการเปลี่ยนแปลง
ของกรดอะมิโนหลังจากแปลรหัสพันธุกรรม (translation) [48] ในกลุ่มของผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จี
ซิกพีดีรุนแรง (class I: chronic non-spherocytic haemolytic anaemia)  
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รูปที่ 3 ต าแหน่งของยีนจีซิกพีดีบนโครโมโซมต าแหน่ง Xq28 [40] 
 

 

 

 

รูปที่ 4 ต าแหน่งการกลายพันธุ์บนยีนจีซิกพีดีที่พบได้บ่อย f = a splice size mutation [40] 
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ตารางท่ี 1 จ านวน exon ขนาดของ exon และ intron บนยีนจีซิกพีดี จากฐาน ensemble [49] 

 

 1.3   โครงสร้างของเอนไซม์จีซิกพีดี 
โมเลกุลเชิงเดี่ยวของเอนไซม์จีซิกพีดี (monomer) มีขนาดประมาณ 59 กิโลดัลตัน [50] ในปี 

ค.ศ. 1994 มีการศึกษาโครงสร้างเอนไซม์จีซิกพีดี Leuconostoc mesenteroides พบว่ามีความ
คล้ายคลึงอย่างมากกับของมนุษย์ โครงสร้าง 3 มิติของเอนไซม์จีซิกพีดีได้ตีพิมพ์ในปี ค.ศ. 1996 (ดัง
รูปที่ 5) [51] เอนไซม์จีซิกพีดีจะรวมตัวเป็นโมเลกุลเชิงคู่ (dimer) หรือ tetramer ในการท างาน 
โมเลกุลเชิงเดี่ยวของเอนไซม์จีซิกพีดีประกอบด้วย 2 โดเมน คือ 1) co-enzyme domain หรือ N-
terminal โดเมน: β-α-β Arg72 ท าหน้าที่จับกับไดนิวคลิโอไทน (dinucleotide binding site) และ 

2) β+α domain ท าหน้าที่เชื่อมต่อแต่ละหน่วยย่อยของเอนไซม์จีซิกพีดี ด้วยลักษณะ α-helix ก่อเกิด
เป็นต าแหน่งที่ใช้ในการจับซับสเตรต (substrate binding site) [52]
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รูปที่ 5 โครงสร้าง 3 มิติโมเลกุลเชิงคู่ของเอนไซม์จีซิกพีดี [53] 

 1.4   ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 
ปี ค.ศ. 1956 มีการรายงานภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเป็นครั้งแรก เนื่องจากมีผู้ป่วยเกิด

ภาวะเม็ดเลือดแดงแตกเฉียบพลันจากการใช้ยาต้านเชื้อมาลาเรีย (primaquine) [14] ภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีเป็นความผิดปกติทางสร้างเอนไซม์ทั้งโครงสร้างและลักษณะที่ผิดรูปไม่เสถียรหรือมี
ปริมาณการสร้างเอนไซม์ลดลงท าให้มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีลดลง ส่งผลต่อปริมาณ 
NADPH ในเม็ดเลือดแดงไม่เพียงพอต่อการต้านสารอนุมูลอิสระ [3] เป็นที่รู้จักในนามโรคแพ้ถั่วปาก
อ้า (favism: vicia faba) ซึ่งถ่ายทอดทางพันธุกรรมบนโครโมโซม X จึงพบอุบัติการณ์ที่เกิดขึ้นใน
ผู้ชายมากกว่าผู้หญิง กล่าวคือ เพศชายมีโครโมโซม X เพียง 1 โครโมโซม (XY) ซึ่งจะมีภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดี ได้หากได้รับโครโมโซม X ที่มีความผิดปกติบนยีนจิซิกพีดีจากมารดามา 
(hemizygous) แต่ในเพศหญิงซึ่งมีโครโมโซม X 1 คู่ (XX) สามารถจ าแนกความผิดปกติทางจีโนไทป์ 
(genotype) ได้ 2 รูปแบบคือ 1) heterozygous: มีความผิดปกติของโครโมโซม X 1 โครโมโซม และ 
2) homozygous: มีความผิดปกติของโครโมโซม X ทั้ ง  2 โครโมโซม จากกระบวนการ X 
chromosome inactivation (การกดการท างานของโครโมโซม X 1 โครโมโซมในเพศหญิงเพ่ือให้มี
การแสดงออกทางโครโมโซมเทียบเท่ากับเพศชาย) ท าให้เกิดความหลากหลายของระดับการท างาน
ของเอนไซม์จิซิกพีดีในเพศหญิง heterozygous กล่าวคือ มีการกดการท างานของโครโมโซม X แบบ
สุ่มในเม็ดเลือดแดงของกลุ่ม heterozygous หากกดการท างานของโครโมโซม X ที่ผิดปกติ เม็ดเลือด
แดงจะแสดงระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติ แต่หากกดการท างานของโครโมโซม X ที่ปกติ
จะท าให้เม็ดเลือดแดงนั้นมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเกิดขึ้นได้ ในกลุ่มเพศหญิง heterozygous จึงมี
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ประชากรของเม็ดเลือดแดงที่มีการแสดงของระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี อยู่ 2 ระดับปะปน
กัน (mosaicism) 

 1.5   ระบาดวิทยา 
ประชากรกว่า 400 ล้านคนทั่วโลกมีการกลายพันธุ์บนยีนจีซิกพีดี [4] พบได้บ่อยในแถบทวีป

แอฟริกา (35%) ตะวันออกกลาง (6.0%) เอเชีย (4.7%) ยุโรป (3.9%) และบริเวณหมู่เกาะแปซิฟิก 
(2.9%) (ดังรูปที่ 6) จากการอพยพย้ายถิ่นฐานปัจจุบันจึงพบการกลายพันธ์บนยีนจีซิกพีดี ในแถบทาง
ตอนเหนือและตอนใต้ของอเมริกา (3.4%) [5] และทางตอนเหนือของทวีปยุโรปเพ่ิมขึ้น [54] เป็นที่
น่าสนใจว่าบริเวณที่มีการกลายพันธุ์ของยีนจีซิกพีดี มีการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรียเป็นอย่างมาก  
[55] (ดังรูปที่ 7) จึงเกิดสมมุติฐานว่า การกลายพันธุ์บนยีนจีซิกพีดี จะช่วยป้องกันจากการติดเชื้อ
มาลาเรีย (Plasmodium falciparum) [56-59] ปัจจุบันได้มีผลงานวิจัยมากมายที่พยายามหา
ความสัมพันธ์ของทั้งสองโรค มีการศึกษาพบว่าเม็ดเลือดแดงที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมีอัตราการ
เจริญเติบโตของเชื้อมาลาเรียช้ากว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงปกติ [60-63] แต่กลไกการป้องกันนั้นยังมิ
ทราบแน่ชัด 

 

รูปที่ 6 ความชุกและความหลากหลายของภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีที่พบทั่วโลก [64]
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รูปที่ 7 ความชุกภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีในเพศชาย (ก) และโรคมาลาเรีย P. Vivax (ข) ทั่วโลก 
โดยลักษณะการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรีย มีความใกล้เคียงกับพ้ืนที่ที่มีการกลายพันธุ์ของภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดี [65, 66] 

ในประเทศไทยจะพบประชากรที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี เพศชายประมาณ 11.1% 
และเพศหญิง 5.8% และพบในเด็กแรกเกิด (neonate with hyperbilirubinemia) เพศชาย 22.1% 
เพศหญิง 10.1% โดยจะพบความผันแปรของยีนจีซิกพีดี ชนิดเวียงจันทน์ (Viangchan 871 G>A: 
54%) มากที่สุด Canton (1376 G>T: 10%), Mahidol (487 G>A: 8%), Kaiping (1388 G>A: 5%), 
Union (1360 C>T: 2.6%), และ Chinese-5 (1024 C>T: 2.6%) รองลงมาตามล าดับ [6] 

 

 1.6   การจัดแบ่งกลุ่มผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 
 การจัดแบ่งกลุ่มผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ตามหลักเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลก 
World Health Organization (WHO) ได้จัดแบ่งออกเป็น 5 กลุ่ม ตามระดับการท างานของเอนไซม์
จีซิกพีดแีละอาการทางคลินิก ดังตารางที่ 2 

ก 

ข 
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ตารางท่ี 2 การจัดแบ่งกลุ่มผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีตามหลักเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลก 
World Health Organization (WHO) [67, 68] 

กลุ่ม ระดับการท างานของเอนไซม์ อาการ ตัวอย่างความผันแปร 

I 
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี

รุนแรง (<10% ของคนปกติ) 

ภาวะ Congenital non-
spherocytic haemolytic 

anaemia: CNSHA 
Bangkoknoi 

II 
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี

รุนแรง (<10% ของคนปกติ) 
ภาวะเม็ดเลือดแดงแตก

เฉียบพลัน (AHA) 

Mediterranean, 
Kaiping, Viangchan, 

Canton 

III 
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีปาน
กลาง (10-60% ของคนปกติ) 

ไม่มีอาการ Mahidol 

IV 
ระดับการท างานปกติ 

(60%-150% ของคนปกติ) 
ไม่มีอาการ - 

V 
ระดับการท างานเพ่ิมสูง 
(>150% ของคนปกติ) 

ไม่มีอาการ Hektoen 

 

 1.7   อาการทางคลินิกของภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีและแนวทางการรักษา 
 ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเป็นภาวะที่ไม่ส่งผลต่อคุณภาพชีวิต และมักไม่แสดงอาการ จึง
ไม่ได้มีการระมัดระวังการใช้ชีวิตประจ าวัน จนกระทั้งได้รับสารกระตุ้นให้เกิดสภาวะ oxidative 
stress เช่น การได้รับยา การรับประทานอาหาร โดยเฉพาะถั่วปากอ้า (fava beans) และการติดเชื้อ
โรคต่างๆ เป็นต้น [69] ซึ่งจะส่งผลให้เกิดเม็ดเลือดแดงแตกอย่างเฉียบพลัน (acute hemolytic 
anemia: AHA) จะพบว่ามีภาวะโลหิตจาง (anemia) ปวดหลั ง  อ่อนเพลีย  ปัสสาวะมีสีด า  
(hemoglobinuria) ภาวะดีซ่าน (jaundice) มีการเ พ่ิมปริมาณของ unconjugated bilirubin 
lactate dehydrogenase และ  reticulocytosis [70] ต้ อ ง ได้ รั บการถ่ าย เลื อดทันที  (blood 
transfusion) ส าหรับกรณีผู้ป่วยมีภาวะไตล้มเหลวจ าเป็นต้องได้รับการฟอกเลือดร่วมด้วย 
(hemodialysis) [71] 

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%96%E0%B8%B1%E0%B9%88%E0%B8%A7%E0%B8%9B%E0%B8%B2%E0%B8%81%E0%B8%AD%E0%B9%89%E0%B8%B2
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 1) ภาวะโลหิตจางเนื่องจากเกิดการแตกของเม็ดเลือดแดงจากการได้รับยา  
 (Drug-induced haemolytic anemia) 
 ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี เมื่อได้รับยา primaquine จะเกิดการแตกของเม็ดเลือดแดง
เฉียบพลัน ท าให้เกิดภาวะโลหิตจางและภาวะดีซ่านภายหลังได้รับยาภายใน 24-72 ชั่วโมง ปัสสาวะสี
ด า (haemoglobinuria) และพบ Heinz bodies [72] บนเสมียร์เลือด ด้วยการย้อมสี methyl 
violet (ดังรูปที่ 8)  

ตารางท่ี 3 ยาและสารเคมีที่ควรระมัดระวังและหลีกเลี่ยงในกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี [40] 

ยาต้านเชื้อ
มาลาเรีย 

Primaquine 

Pamaquine 

Chloroquine 

Quinine* 

Mepacrine* 

ยาต้านจุลินทรีย์ 

ชนิดอื่นๆ 

Dapsone 

Furazolidone 

Mafenide cream 

Nitrofurantoin 

Ciprofloxacin  

Furazolidone 

Sulfafurazole 

Nalidixic acid 

Chloramphenicol 

Sulfapyridine 

Niridazole 

Quinacrine 

Aldesulfone   

Aminosalicylic acid 

Sulfanilamide 

Sulfamethoxazole 

Sulfacetamide 

Thiazolesulfone 

Sulfadimidine  

Sulfadiazine 

ยาแก้ปวดลดไข้ Acetanilide  

Aspirin 

Paracetamol* 

Phenacetin* 

Phenazopyridine 

ยาต้านมะเร็ง Flutamide Rasburicase Doxorubicin 

ยาอื่นๆ Vitamin K  

Sulfasalazine 

Ascorbic acid 

Mesalazine 

Glibenclamide 

Probenecid 

สารเคมีอ่ืนๆ Phenylhydrazine 

Trinitrotoluene 

Methylene blue 

Naphtalene 

Urate oxidase 

Isobutyl nitrite  

Lawsone 

Toluidine blue 

สารสกัด Acalypha  

หมายเหตุ* ผลกระทบยังไม่แน่ชัด   
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 2) ภาวะโลหิตจางเนื่องจากเกิดการแตกของเม็ดเลือดแดงจากการติดเชื้อโรค  
 (Infection-induced haemolytic anemia) 
 มีการรายงานว่าการติดเชื้อโรคเป็นสาเหตุต้นๆที่พบได้บ่อยว่าท าให้เม็ดเลือดแดงแตกจนเกิด
ภาวะโลหิตจางในผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี อาทิเช่น โรคไวรัสตับอักเสบ เอ (hepatitis virus 
A) ไวรัสตับอักเสบ บี (hepatitis virus B) ไวรัสตับอักเสบ อี (hepatitis virus E) ไข้ไทฟอยด์ 
(typhoid fever) cytomegalovirus (CMV) และ ภาวะปอดบวม (pneumonia) [73-76] เป็นต้น 
ทั้งนี้ยังขึ้นอยู่กับปัจจัยอ่ืนๆร่วมด้วย เช่น อายุ การได้รับยา และการท างานของตับ เป็นต้น อาจพบ
ร่วมกับการอุดตันของท่อไต ตรวจพบฮีโมโกบิลคลาส (hemoglobin casts) และมีภาวะไตล้มเหลว
เฉียบพลันตามมา (acute renal failure) ซึ่งพบน้อยในเด็ก [77]  

 3) อาการแพ้ถั่วปากอ้า (favism) 
 อาการแพ้ถั่วปากอ้า เป็นภาวะโลหิตจางที่มีการแตกของเม็ดเลือดแดงหลังรับประทานถั่วปาก
อ้า ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ไม่ทั้งหมดที่จะมีอาการแพ้ถั่วปากอ้า แต่เชื่อกันว่าอาการแพ้ถั่ว
ปากอ้ามีความเกี่ยวข้องเฉพาะกับการกลายพันธุ์ที่ต าแหน่ง 563 C>T (Mediterranean) [78, 79] 
สาร divicine, convicine และ isouramil เป็นสารพิษในถั่วปากอ้าที่กระตุ้นให้เกิดภาวะเม็ดเลือด
แดงแตกในผู้ป่วย [80] และสามารถส่งผ่านจากแม่สู่ลูกได้ในระยะให้นมบุตร [81] ผู้ที่มีอาการแพ้ถั่ว
ปากอ้าจะมีการก าจัดเม็ดเลือดแดงอย่างรวดเร็ว ท าให้ลักษณะเม็ดเลือดแดงที่ปรากฏบนเสมียร์เลือดมี
ลักษณะผิดปกติ (anisopoikilocytosis) (ดังรูปที่ 8) 

 
 

รู ปที่  8 ลั กษณะเม็ ด เลื อดแดงที่ ป รากฏบนเสมี ยร์ เ ลื อด  (ก )  heinz body (hemoglobin 
degradation) เมื่อย้อมด้วยสี supravital stain  (ข) ลักษณะเม็ดเลือดแดงที่มีรูปร่างผิดปกติ (bite 
cells: schistocyte) [40]  

ก ข 
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 4) ภาวะตัวเหลืองในเด็กแรกเกิด (neonatal jaundice) 
 ภาวะตัวเหลืองในเด็กแรกเกิดมักปรากฏใน 1-4 วัน หลังคลอด ซึ่งมีลักษณะอาการคล้ายกับ 
alloimmunisation ของหมู่เลือด Rh ภาวะตัวเหลืองนี้สามารถท าให้เกิดการท าลายเซลล์สมองได้ 
(kernicterus) แต่พบได้น้อย [82-84] ทั้งนี้ข้ึนอยู่กับปัจจัยอื่นๆร่วมด้วย เช่น สภาวะแวดล้อม (การบูร 
ลูกเหม็นที่ใส่ไว้ในตู้เสื้อผ้าเด็ก) [85] การได้รับยาของมารดา [86] พันธุกรรม [87] เป็นต้น เด็กแรก
เกิดที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีร่วมกับการกลายพันธุ์บนโปรโมเตอร์ของยีน uridine-
diphosphate-glucurono syltransferase1 (UGT1A1: Gilbert’s syndrome) จึงเสี่ยงต่อภาวะตัว
เหลืองในเด็กแรกเกิดมากกว่าปกติ  [88] เมื่อตรวจพบ unconjugated bilirubin สูงกว่า 150 
μmol/L ต้องได้รับการรักษา phototherapy เพ่ือป้องกันการท าลายเซลล์สมอง หากสูงกว่า 300 
μmol/L จ าเป็นต้องได้รับการถ่ายเลือด [43] 

 5) ภาวะโลหิตจางเรื้อรังแบบเม็ดเลือดแดงไม่กลม  
 ภาวะโลหิตจางเรื้อรังแบบเม็ดเลือดแดงไม่กลม หรือ ภาวะ congenital non-spherocytic 
haemolytic anemia: CNSHA เป็นอาการที่พบได้น้อยและมักพบในเพศชาย เกิดจากต าแหน่งการ
กลายพันธุ์บนยีนจีซิกพีดีบางต าแหน่งเท่านั้น ส่งผลให้ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี เกิดภาวะเม็ด
เลือดแดงแตกเรื้อรัง การกลายพันธุ์ของผู้ที่มีภาวะ congenital non-spherocytic haemolytic 
anemia นี้ จะถูกจัดอยู่ในกลุ่ม class I ตามเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลก [17] มักพบในผู้ที่มีประวัติ
ภาวะตัวเหลืองในเด็กแรกเกิดรุนแรงมาก่อน ตรวจพบปริมาณ bilirubin, lactose dehydrogenase 
เพ่ิมสูง มีสภาวะ splenomegaly, gallstone, reticulocytosis แนวทางการรักษาคือการเปลี่ยนถ่าย
เลือด ร่วมกับการทานวิตามันบี 9 เสริม (folic acid) [43] ผู้ป่วยบางรายมีอาการดีขึ้นเมื่อตัดม้าม 
(splenectomy) [89] 

 1.8   อายุขัยเม็ดเลือดแดงในผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 

 เม็ดเลือดแดงมีกระบวนการผลิตโปรตีนและเอนไซม์ต่างๆ ในระยะตัวอ่อนและหยุดกระบวน
การผลิตโปรตีนหลังจากมีการก าจัดนิวเคลียสออกจากเซลล์ไม่ได้ท าการผลิตตลอดช่วงอายุขัยของ
เซลล์ จึงท าให้ปริมาณเอนไซม์จีซิกพีดีแปรผกผันกับอายุขัยเม็ดเลือดแดง กล่าวคือ ปริมาณเอนไซม์จี
ซิกพีดีลดลงเมื่ออายุขัยของเม็ดเลือดแดงเพ่ิมขึ้น ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีส่งผลกระทบโดยตรงกับ
กระบวนการเมทบอลิซึมของเซลล์ และการป้องกันสภาวะเครียดของเซลล์ ท าให้เม็ดเลือดแดงง่ายต่อ
การแตกท าลาย โดยทั่วไปเม็ดเลือดแดงของคนปกติ มีครึ่งอายุขัยเฉลี่ยประมาณ 60 วัน จาก
การศึกษาครึ่งอายุขัยในกลุ่มผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีพบว่า ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 
(Mediterranean) มีครึ่งอายุขัยของเม็ดเลือดเฉลี่ยประมาณ 22.9±0.7 วัน และเมื่อได้รับประทาน
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วิตามินอีที่ท าหน้าที่เสมือนสารต้านอนุมูลอิสระพบว่า ครึ่งอายุขัยของเม็ดเลือดแดงในผู้ที่มีภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีเพ่ิมข้ึนอย่างมีนัยส าคัญ 25.1±0.6 วัน [90] 

2. การตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 
 วิธีมาตรฐาน (standard method) ในการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีที่ได้รับ
การยอมรับจากองค์การอนามัยโลก คือ การตรวจวัดเชิงปริมาณวิเคราะห์ (quantitative method) 
โ ด ย วั ดป ริ ม าณ  NADPH ที่ ผ ลิ ต ขึ้ น จ ากกา รท า ง านขอ ง เ อน ไซม์ จี ซิ ก พี ดี  ด้ ว ย เ ทคนิ ค 
spectrophotometric ต่ อมา ได้ มี การ พัฒนาการตรวจวั ด เชิ งกึ่ งปริ มาณวิ เ คราะห์  (semi 
quantitative method) อีกมากมาย อาทิเช่น dye-reduction test (brilliant cresyl blue: BCB), 
fluorescent spot test [91] เป็นต้น แต่อย่างไรก็ตามวิธีการตรวจเหล่านี้เป็นเพียงการตรวจคัดกรอง
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (screening test) เท่านั้น จึงมีความจ าเป็นต้องตรวจเชิงปริมาณวิเคราะห์
ในการยืนยันผลการตรวจส าหรับผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี [92, 93] จากที่กล่าวข้างต้นเป็นการ
ตรวจวัดความสามารถในการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี (phenotypic methods) จากกระบวนการ 
random X-chromosome inactivation ท าให้การตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วย
เทคนิคทาง phenotypic method ในกลุ่ม heterozygous เป็นไปได้ยาก จึงได้มีการพัฒนาเทคนิค
การตรวจทาง  phenotypic method ให้สามารถจ าแนกกลุ่ ม  heterozygous ได้อาทิ เช่น 
cytochemical stainning และ cytofluorometric assay ปัจจุบันมีความก้าวหน้าเป็นอย่างมาก
ทางด้านอณูชีววิทยาจากการศึกษารหัสพันธุกรรมในมนุษย์ จึงมีการน าเทคนิคการตรวจทางอณู
ชีววิทยา มาศึกษาความผันแปรบนยีนจีซิกพีดี โดยเทคนิคที่ได้รับความนิยม คือ PCR-RFLP 
(polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism) ในการดูต าแหน่ง
และชนิดความผันแปรบนยีนจีซิกพีดี ซึ่งจะสามารถจ าแนกได้เป็น wild-type (คนปกติ) ผู้มีภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีชนิด hemizygous (เพศชาย) และ heterozygous, homozygous (เพศหญิง) 
ดังนั้นจึงสามารถจ าแนกเทคนิคการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีออกเป็น 2 ประเภทคือ 

2.2.1 การตรวจวัดความสามารถในการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี (phenotypic method) 

- Fluorescent spot test - Ascorbate-cyanide screening test 

- Methemoglobin reduction test - CareStartTM G6PD deficiency 

- Brilliant cresyl blue test  - BinaxNow® G6PD 

- Cytochemical staining - Cytofluorometric assay 

- Biochemical G6PD activity 
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2.2.2 การตรวจความผิดปกติทางพันธุกรรมบนยีนจีซิกพีดี (genotypic method) 

- Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism  

 2.1   การตรวจวัดความสามารถในการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี  
 (Phenotypic method) 

 1) Fluorescent spot test 
 Fluorescent spot test (FST) เป็นวิธีการตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี เมื่อเติม 
G6P และ NADP ให้มากเกินพอ ร่วมกับตัวอย่างเลือด บ่มแล้วหยดลงบนกระดาษกรอง คนปกติจะ
สามารถผลิต NADPH (ดังรูปที่ 8) ซึ่งมีคุณสมบัติเรืองแสงที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ภายใต้
แสงยูวี (ดังรูปที่ 9) ดังนั้นผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะไม่สามารถสังเกตเห็นจุดเรืองแสงบน
กระดาษกรองภายใต้แสงยูวีได้ [91]  

 

รูปที่ 9 ตัวอย่างผลการตรวจคัดกรองผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (ก) ผลผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จี
ซิกพีดี (ข) ผลคนปกต ิ[94] 

 2) Methemoglobin reduction test 
 Methemoglobin reduction test (MRT) เป็นวิธีที่ใช้ในการตรวจคัดกรองภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดี ซึ่งอาศัยหลักการเปลี่ยนสีของน้ าเลือดในการแปลผล ที่เกิดจากการเติมสารไนไตรด์ 
(nitrite) และ nile blue + กลูโคส ตามล าดับ (ดังรูปที่ 10) เมื่อเติม nitrite จะเกิดปฏิกิริยาออกซิ
เดชั่นเปลี่ยน oxyhemoglobin (สีแดง) เป็น methemoglobin (สีน้ าตาล) คนปกติที่สามารถผลิต 
NADPH ได้ เมื่อเติมตัวเร่งปฏิกิริยา (catalyst: nile blue หรือ methylene blue) ร่วมกับกลูโคส 
methemoglobin (สีน้ าตาล) จะถูก NADPH รีดิวซ์กลับเป็น oxyhemoglobin (สีแดง) ฉะนั้นผู้ที่มี
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีสีของน้ าเลือดจึงไม่สามารถเปลี่ยนกลับมาเป็นสีแดงดังเดิมได้ [95] 

ก ข 
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รูปที่ 10 ปฏิกิริยาของการตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยวิธี MRT [96] 

 3) Brilliant cresyl blue test  
Brilliant cresyl blue (BCB) ท าหน้าที่เป็นตัวบ่งชี้ที่แสดงถึงการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี

ในปฏิกิริยา เมื่อน า hemolysate ที่มีเอนไซม์จีซิกพีดีบ่มร่วมกับ G6P NADP และ BCB สีของ BCB 
จะถูก NADPH ที่ผลิตได้จากการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี (ดังรูปที่ 1) รีดิวซ์ให้กลายเป็นสารไม่มีสี 
(decolorization) ดังนั้นคนปกติ จะใช้เวลาในการเปลี่ยนสี (decolorization time) ประมาณ 30-
50 นาที แต่ในกลุ่มผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรง (hemizygous, homozygous) จะใช้เวลา
ในการเปลี่ยนสี 5 ชม.ขึ้นไป และในกลุ่มที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีปานกลางหรือพาหะ 
(heterozygous) จะใช้เวลาประมาณ 120-180 นาที นอกจาก BCB จะท าหน้าที่เป็นตัวบ่งชี้ปฏิกิริยา
ที่เกิดขึ้นแล้ว BCB ยังท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาอีกด้วย [97] 

 4) Ascorbate-cyanide screening test 
 Sodium ascorbate ที่ถูกเติมผสมกับเลือดท าปฏิกิริยาออกซิเดชั่นกับ oxyhemoglobin ได้ 
H2O2 และผลผลิตจากฮีโมโกลบิลที่ถูกออกซิไดซ์ เช่น sulfhemoglobin, methemoglobin ซึ่งมีสี
น้ าตาล อ่านผลการเปลี่ยนสีของน้ าเลือดจากสีแดงเป็นสีน้ าตาลซึ่งในผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี
จะถูกเปลี่ยนสีอย่างรวดเร็วภายใน 1-2 ชั่วโมงจากตัวอย่างเลือดจากสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA แต่
ในคนปกติที่สามารถผลิต NADPH จากกระบวนการท างานของเอนไซม์จิซิกพีดี  จะสามารถสร้าง 
reduced glutathione (GSH) มาท างานรวมกับเอนไซม์ glutathione peroxidase ในการก าจัด
เปลี่ยน H2O2 ให้เป็นน้ า และป้องกันการเกิดปฏิกิริยาออกซิเดชั่นของฮีโมโกลบิล ท าให้การเปลี่ยนสี
ของน้ าเลือดจากสีแดงเป็นสีน้ าตาลในคนปกติเกิดได้ล่าช้ากว่าผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี โดยใน
ปฏิกิริยานี้จะเติม sodium cyanide รวมด้วยเพื่อยับยั้งการก าจัด H2O2 ของเอนไซม์ catalase 

รูปที่ 11 แสดงผลกระทบของชนิดสารกันเลือดแข็งต่อ ต่อการตรวจ ascorbate-cyanide 
screening test จากกราฟสารกันเลือดแข็งชนิด EDTA ให้ผลการตรวจ ascorbate-cyanide 
screening test รวดเร็วที่สุด (1-2 ชั่วโมง) แต่สารกันเลือดแข็งชนิด oxalate ไม่สามารถน ามาใช้ใน
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การตรวจวินิจฉัยจ าแนกผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีออกจากคนปกติด้วยวิธีนี้ได้ เนื่องจากให้
ปริมาณผลผลิตของ sulfhemoglobin ไม่แตกต่างกัน จึงสังเกตเห็นความแตกต่างของสีได้ยาก [98] 

 

 
รูปที่ 11 ผลกระทบของชนิดสารกันเลือดแข็งต่อการตรวจ ascorbate-cyanide screening test [4] 

 5) ชุดตรวจคัดกรอง CareStartTM G6PD deficiency 
ชุดตรวจคัดกรอง CareStartTM G6PD deficiency จากบริษัท AccessBio อาศัยหลักการ

ความสามารถของ NADPH ที่ผลิตได้จากการท าของเอนไซม์จีซิกพีดี ในการรีดิวซ์ nitro blue 
tetrazolium เช่นเดียวกับหลักการของ cytochemical staining แต่ชุดตรวจคัดกรอง CareStartTM 
G6PD deficiency จะสังเกตเห็นสีที่ปรากฏขึ้นได้ด้วยตาเปล่าบนกระดาษ (chromatography 
assay) ผลที่อ่านได้ (ดังรูปที่ 12) 

 6) ชุดตรวจคัดกรอง BinaxNow® G6PD  
 บริษัท AlereTM ได้ผลิตชุดตรวจคัดกรอง BinaxNow® G6PD อาศัยหลักการความสามารถ
ของ NADPH ที่ผลิตได้จากการท าของเอนไซม์จีซิกพีดีในการรีดิวซ์ nitro blue tetrazolium 
เช่นเดียวกับหลักการของ cytochemical staining ร่วมกับหลักการ chromatography assay ท าให้
สามารถอ่านผลได้ด้วยตาเปล่าบนกระดาษ จากแถบสีของ formazan ที่เกิดขึ้น (ดังรูปที่ 13) โดยการ
ตรวจด้วยชุดตรวจนี้จะต้องมีการควบคุมอุณหภูมิไม่ให้ต่ ากว่า 28 oC และสูงกว่า 25 oC เนื่องจาก
สามารถอ่านผลผิดพลาดเป็นผลบวกปลอมได้ 
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รูปที่ 12 ตัวอย่างผลของชุดตรวจคัดกรอง CareStartTM G6PD deficiency  (ก) ผลของคนปกติ จะ
สังเกตเห็นแถบสีม่วงของ formazan ที่เกิดจากการถูก NADPH รีดิวซ์  (ข) ผลของผู้ที่มีภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีจะไม่ปรากฏแถบสีม่วง หรือปรากฏแถบสีจาง [99] 

 

 
 
รูปที่  13 (ก) ชุดตรวจคัดกรอง BinaxNow® G6PD และ (ข) การอ่านผลชุดตรวจคัดกรอง 
BinaxNow® G6PD คนปกติ (ด้านซ้าย) ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (ด้านขวา) [100] 
 

ก ข 

ข ก 
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 7) Cytochemical staining 
Cytochemical staining อาศัยหลักการย้อมสีเซลล์ด้วย tetranitro blue tetrazolium 

(TNBT) โดยเม็ดเลือดแดงที่สามารถผลิต NADPH จากวิถี pentose phosphate ที่มีคุณสมบัติเป็น 
reducing agent จะรีดิวซ์ 1-methoxyphenazine methosulpate (1-methoxyPMS) แล้วเปลี่ยน 
TNBT เป็น Formazan (ดังรูปที่ 14) เกิดสีภายในเซลล์[101] (ดังรูปที่ 15) การย้อมด้วยวิธีนี้ใช้
ตั ว กล า ง เ ป็ น  polyvinyl alcohol (PVA) ที่ ผ ส มด้ ว ย  NADP, G6P, MgCl2, NaN3, TNBT, 1-
methoxyPMS และ phosphate buffer (pH 7.0) บ่มร่วมกับเม็ดเลือดแดงที่ 46 oC เป็นเวลา 90 
นาที ในที่มืดพร้อมทั้งมีการเขย่าตลอดเวลา [102] วิธีการย้อมนี้สามารถจ าแนกเม็ดเลือดแดงแต่
ละเม็ดตามระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี 

 

รูปที่ 14 ปฏิกิริยาการริดิวซ์ tetrazolium salt จากการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี [103] 

 

 
 

รูปที่ 15 เม็ดเลือดแดงที่ผ่านการย้อมสีด้วยวิธี cytochemical โดยเม็ดเลือดแดงที่มีระดับการท างาน
ของเอนไซม์จีซิกพีดีจะติดสีเข้มของ formazan (ลูกศรชี้) (ก) คนปกติ เม็ดเลือดแดงที่ย้อมไม่ติดสีคือ
เม็ดเลือดแดงตัวแก่ (ข) ผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (homogenous, hemizygous) เม็ดเลือดแดง
ที่ย้อมติดสีคือเม็ดเลือดแดงตัวอ่อน (ค) ผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (heterozygous) แสดง
ลักษณะร่วมระหว่างเม็ดเลือดแดงท่ีมีเอนไซม์จีซิกพีดีและเม็ดเลือดแดงท่ีพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี [22] 

 
 

ก ข ค 
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Cytochemical staining สามารถใช้เทคนิคทาง flow cytometry ในการตรวจนับปริมาณ
เม็ดเลือดแดงต่อความเข้มของการเรืองแสงได้อีกด้วย เนื่องจากเม็ดเลือดแดงที่มีระดับการท างานของ
เอนไซม์จีซิกพีดีจะย้อมติดผลึกสีของ formazan ซึ่งมีความเข้มของแสงน้อยกว่าเม็ดเลือดแดงที่พร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดี (autofluorescent) [104] 

 8) Cytofluorometric assay 
จากการตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยวิธี methemoglobin reduction 

test ต่อมามีการพัฒนาให้สามารถอ่านผลของ methemoglobin reduction test ได้ด้วยเทคนิค 
flow cytometry assay โดยการเติม cyanide (CN) และ H2O2 ตามล าดับ (ดังรูปที่ 16) ขั้นที่ 1 เมื่อ
เติม CN, CN จะท าปฏิกิริยาเฉพาะกับ methemoglobin ได้เป็น cyanmethemoglobin ฉะนั้น 
oxyhemoglobin จึงไม่เกิดการเปลี่ยนแปลง โดย cyanmethemoglobin ที่ได้จะไม่เรืองแสง ขั้นที่ 
2 เมื่อเติม H2O2, H2O2 จะท าให้เกิดอนุพันธ์ของ protoporphyrin และ malonyldialdehyde 
(MDA; การตกตะกอนของฮีโมโกลบินที่ไม่เสถียรภาพ) ซึ่งผลผลิตที่ได้จากขั้นที่ 2 ในคนปกติ สามารถ
เรืองแสงและตรวจจับได้ด้วยเทคนิค flow cytometry assay จึงสามารถน ามาใช้เพ่ิมประสิทธิภาพ
ในการอ่านผลของเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยวิธี methemoglobin reduction test [96] 

 
รูปที่ 16 หลักการของเทคนิค cytofluorometric assay [96] 

 9) Biochemical G6PD activity 
 Biochemical G6PD activity เป็นวิธีการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี
มาตรฐานด้วยเทคนิค spectrophotometry assay โดยวัดปริมาณ NADPH ที่ผลิตได้จากการท างาน
ของเอนไซม์จีซิกพีดีที่ความยาวคลื่น 340 นาโนเมตร ปั่นล้างเม็ดเลือดแดงเข้มข้น (pack red cell) 
และท าให้แตก เพ่ือสกัดเอนไซม์จีซิกพีดีออกมานอกเซลล์ เติมซับสเตรด (G6P) และโคเฟคเตอร์
เอนไซม์ (NADP) เกินพอ เพ่ือตรวจวัดเฉพาะความสามารถของเอนไซม์จีซิกพีดีแต่ละคนโดยไม่ขึ้นอยู่
กับปริมาณของสารอ่ืนๆในปฏิกิริยา รายงานปริมาณค่าดูดกลืนแสง 340 นาโนเมตร ที่วัดได้จาก 
spectrophotometry assay (mU/ml) เทียบกับค่าฮีโมโกบิล (g/dl) หรือ จ านวนเม็ดเลือดแดง 

ขั้นที่ 1 ขั้นที่ 2 
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(cell/ml) เพ่ือรายงานผล ดังสมการที่  1 และ 2 ตามล าดับ ซึ่งได้รับความนิยมรายงานในหน่วย 
mU/gHb ดังสมการที่ 1 [105] 

G-6-PD activity (mU/gHb) = 
G6PD concentration (mU/ml) ×100

Hb (g/dl)
………………………………………..………. (1) 

G-6-PD activity (mU/109 erytrocytes) = 
G6PD concentration (mU/ml) 

Rbc count (cell/ml)
……………………………....... (2) 

 

 

รูปที่ 17 ผลการตรวจ cytofluorometric assay (ด้านซ้าย) กราฟแท่งจากเครื่อง flowcytometer 
(A+= wild type, A+/-= heterozygous, A-= deficient, H= ferryl-Hb, L= cyanmet-Hb) 
(ด้านขวา) ภาพเม็ดเลือดแดงจากกล้องจุลทรรศน์ฟลูออเรสเซนต์ [96] 
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 2.2   การตรวจความผิดปกติทางพันธุกรรมบนยีนจีซิกพีดี  
 (Genotypic method) 

ปัญหาในการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี  คือ ผู้ที่มีภาวะเม็ดเลือดแดงแตก
เฉียบพลัน รวมถึงทารกแรกคลอดที่มีอายุต่ ากว่า 30 วัน (neonate) หรือผู้ที่มีปริมาณเม็ดเลือดแดง
ตัวอ่อนสูง (reticulocyte) ท าให้ผลการวินิจฉัยด้วยวิธีมาตรฐานเป็นผลลบปลอมได้ เนื่องจากเซลล์
เม็ดเลือดแดงตัวอ่อนมีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีสูงกว่าเม็ดเลือดแดงตัวแก่ [106] และกลุ่ม 
heterozygous ที่มีการแสดงออกแบบ mosaicism ซึ่งมีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีในช่วง
ระหว่างผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีและคนปกติจึงเป็นไปได้ยากในการที่จะตรวจวินิจฉัยได้
ถูกต้อง จึงมักมีการตรวจยืนยันในระดับโมเลกุลของเอนไซม์จีซิกพีดีว่ามีจีโนไทป์และลักษณะการ
กลายพันธุ์แบบใด โดยพ้ืนฐานการตรวจคือการเพ่ิมปริมาณ DNA บริเวณที่ต้องการตรวจด้วยเทคนิค 
polymerase chain reaction (PCR) กรณีที่ต้องการทราบความผันแปร (variant) โดยจ าเพาะชนิด 
สามารถใช้เทคนิค restriction fragment length polymorphism (RFLP) หรือเทคนิค multiplex 
PCR ในการศึกษา อ่านผลการตรวจด้วยเทคนิค gel electrophoresis แต่หากต้องการทราบภาพรวม
ของล าดับเบสทั้งหมดเทียบกับคนปกติ ก็สามารถท าได้โดยใช้เทคนิคการ sequencing ซึ่งปัจจุบัน
สามารถท าได้อย่างรวดเร็วและก าลังมีความนิยมแพร่หลายมากยิ่งขึ้น 

 1) PCR-RFLP  
 Polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism (PCR-
RFLP) เป็นการน า 3 เทคนิคมาใช้ร่วมกันคือ polymerase chain reaction (PCR), restriction 
fragment length polymorphism (RFLP), gel electrophoresis 

Polymerase chain reaction (PCR) เป็นเทคนิคการเพ่ิมปริมาณ DNA สายสั้นๆ ตรง
บริเวณต าแหน่งที่ต้องการซึ่งเกิดจากการออกแบบ primer 1 คู่ Forward primer และ Reverse 
primer ให้ครอบคลุมช่วงที่ต้องการตรวจเช็คต าแหน่งการกลายพันธุ์ของยีนจิซิกพีดี ความยาวของช่วง
ที่ศึกษามักไม่เกิน 900 bp. PCR อาศัยหลักการการท างานของเอนไซม์ DNA polymerase ที่น าเบส 
dNTP ชนิดต่างๆ (A, C, T, G) มาต่อท้าย primer ให้มีลักษณะคู่สมกับ DNA ต้นแบบ (DNA 
template) โดยจะมีจุดเริ่มต้นและจุดสิ้นสุดในการต่อล าดับเบสตามต าแหน่งการจับของ primer กับ 
DNA ต้นแบบ ซึ่งสามารถแบ่งข้ันตอนการเกิดปฏิกิริยาได้ดังนี้ 1) denature: ขั้นตอนการคลายเกลียว
และแยกสายคู่  DNA (double strand DNA) ให้เป็นสายเดี่ยว (single strand DNA) โดยการใช้
อุณหภูมิที่สูง (95 oC) ในการท าลายพันธะไฮโดรเจนระหว่างสาย DNA ระยะเวลา 10-30 วินาที 2) 
annealing: ขั้นตอนการจับอย่างจ าเพาะระหว่าง primer และ DNA ต้นแบบ ลดอุณหภูมิของ
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ปฏิกิริยาลงหลังจากขั้น denatureให้อยู่ในช่วง 45-68 oC ใช้ระยะเวลาประมาณ 10-30 วินาที 3) 
extension: ขั้นตอนการท างานของเอนไซม์ DNA polymerase  ในการน าเบสคู่สมกับ DNA ต้นแบบ
มาต่อถัดจากต าแน่งที่ primer จับ (72 oC) ระยะเวลาที่ใช้ในขั้นตอนนี้ขึ้นอยู่กับความยาวของ 
amplicon (ผลผลิตจากกระบวนการ PCR หรือ ต าแหน่งของยีนที่เลือกและสนใจในการเพ่ิมปริมาณ 
DNA)และความสามารถของเอนไซม์ DNA polymerase (ความเร็วในการต่อสาย DNA: 30 sec/kb) 
เมื่อเสร็จสิ้นจะวนกลับไปที่ขั้นตอน denature ใหม่อีกครั้งและเริ่มขั้นตอนถัดไปตามล าดับ (ดัดแปลง
จากคู่มือการท า PCR: KAPA2GTM Robust HotStart) จ านวนครั้งที่วนรอบขึ้นกับความต้องการของ
ปริมาณ amplicon และปริมาณ DNA ต้นแบบ โดยแต่ละรอบจะมีปริมาณ DNA เพ่ิมขึ้นทวีคูณ โดย
จะท าการดูผลผลิตของปฏิกิริยาด้วยเทคนิค Gel electrophoresis 1.5-4 % เจล agarose  

Restriction fragment length polymorphism (RFLP) เป็นเทคนิคการศึกษาการกลาย
พันธุ์บนยีนจีซิกพีดีที่มีความนิยมเป็นอย่างสูง โดยการเพ่ิมปริมาณ DNA สายสั้นๆ ตรงบริเวณต าแหน่ง
ที่ต้องการตรวจเช็คการกลายพันธุ์ของยีนจิซิกพีดีด้วยเทคนิค PCR และใช้เอนไซม์ตัดจ าเพาะ 
(restriction enzyme) ที่มีความจ าเพาะต่อเบสและต าแหน่งการกลายพันธุ์บ่มรวมกับ amplicon 
ของ PCR ซึ่งจะให้ลักษณะผลผลิตของ amplicon ที่ต่างกันในกลุ่ม wild type กับผู้ที่มีการกลาย
พันธุ์บนยีนจีซิกพีดี ดังการศึกษาของคณะวิจัย Laosombat 

ตารางท่ี 4 ความผันแปรของยีนจิซิกพีดีที่พบบ่อยที่สุดในประเทศไทยกับเอนไซม์ตัดจ าเพาะที่ใช้ (N = 
wild type, M= homozygous, hemizygous) [107] 

G6PD Variant G6PD Mutation 
Restriction 
enzyme 

Amplicon (bp.) 

Mahidol 487 G>A Hind III 
N 104 

M 82+22 

Kaiping 1388 G>A Nde I 
N 227 

M 206+21 

Canton 1376 G>T Afl II 
N 214 

M 194+20 

Union 1360 C>T Hha I 
N 142+45+27 

M 187+27 

Viangchan 871 G>A Xba I 
N 126 

M 106+20 
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 จากตารางที่  4 ตั วอย่ าง เช่น ความผันแปรชนิด Canton ในเพศหญิง  wild type, 
heterozygous และ homozygous เมื่อผ่านกระบวนการ RFLP โดยใช้เอนไซม์ Afl II ตัดอย่าง
จ าเพาะจะปรากฏแถบ DNA บน 3% เจล agarose  ด้วยเทคนิค gel electrophoresis 214 bp. 
214+194 bp. และ 194 bp. ตามล าดับ (ดังรูปที่ 18) เนื่องจากความสามารถในการจ าแนกแถบ 
DNA (resolution) ของเจล agarose ท าให้ไม่สามารถเห็นแถบ DNA 20 bp. ได ้

 

 
 

รูปที่  18 ผล gel electrophoresis ของความผันแปรชนิด Canton ในเพศหญิง wild type, 
heterozygous และ homozygous เมื่อผ่านกระบวนการ RFLP โดยใช้เอนไซม์ Afl II ตัดอย่าง
จ าเพาะ เมื่อเทียบกับแถบ DNA มาตรฐาน 100 bp. 
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ตารางที่ 5 เทคนิคการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี หลักการตรวจ และการรายงานผล
[16, 68] 

เทคนิคการตรวจ หลักการตรวจ 
ระยะเวลาใน
การตรวจ  

รายงานผล ราคา 

Fluorescent spot test 
Ultra Violet 
fluorescent 

15-20 นาท ี Qualitative $0.18 

Methemoglobin reduction test Met-Hb reduction 180 นาที [95] Qualitative - 

Brilliant cresyl blue test Dye reduction 300 นาที [97] Qualitative - 

Ascorbate-cyanide screening test Sulf-Hb reduction 240 นาที [98] Qualitative - 

CareStartTM G6PD deficiency 
Dye reduction 
(Rapid test) 

10 นาท ี Qualitative $1.50 

BinaxNow® G6PD 
Dye reduction 
(Rapid test) 

7 นาท ี Qualitative $16.00 

Cytochemical Staining 
Dye reduction & 
Flow cytometric 

95 นาท ี Qualitative - 

Cytofluorometric assay Flow cytometric - Qualitative - 

Biochemical G6PD activity Spectrophotometric 85 นาท ี Quantitative $5 

Polymerase chain reaction-
restriction fragment length 
polymorphism 

Genotypic 420 นาท ี Qualitative - 
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3. การตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการบนกระดาษ (lab on paper)  
อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการบนกระดาษ (lab on paper) ได้รับการพัฒนาจาก

กลุ่มคณะวิจัย Whiteside ในปี ค.ศ. 2007 และเป็นที่นิยมอย่างมาก เพราะมีราคาถูก ขนาดเล็ก
พกพาได้ง่าย ใช้ปริมาณตัวอย่างหรือน้ ายาน้อย และสามารถน าไปประยุกต์ใช้ในตรวจวินิจฉัยได้หลาย
โรค [23] ซึ่งเป็นที่รู้จักกันในนามอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ (microfluidic 
paper-based analytical devices: µPAD) [24] โดยอาศัยหลักการการออกแบบกระดาษที่มี
คุณสมบัติชอบน้ า (hydrophilic) และใช้สารเคมีที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า (hydrophobic) สร้างเป็น
ลวดลายต่างๆ ตามวัตถุประสงค์ในการตรวจ ช่องทางขนาดเล็กที่เกิดขึ้นจากคุณสมบัติที่แตกต่างกัน
ของกระดาษระหว่างชอบน้ าและไม่ชอบน้ าท าหน้าที่ในการควบคุมทิศทางการแพร่กระจายของ
สารละลายบนกระดาษ ด้วยเหตุนี้จึงไม่จ าเป็นต้องอาศัยอุปกรณ์ในการควบคุมการไหล (ปั้ม) ของ
น้ ายาหรือสารตัวอย่างภายในช่องขนาดเล็กของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ จึงมีความสะดวกในการพกพา
หรือเคลื่อนย้าย ปัจจุบันวิธีการสร้างลวดลายต่างๆบนกระดาษได้รับการพัฒนาขึ้นมาหลากหลายวิธี 
ดั ง ต่ อ ไ ป นี้  photolithography [25], polydimethylsiloxane (PDMS) plotting [26], inkjet 
printing [27], plasma treatment [28, 29], wax printing [30, 31], wax screen-printing [32] 
และ wax dipping [33] ซึ่งสามารถวิเคราะห์ผลการตรวจได้หลากหลายวิธี อาทิเช่น การสังเกตสีที่
เกิดขึ้น และใช้กล้องถ่ายภาพเพ่ือวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณวิเคราะห์จากความเข้มของสีผ่านทาง
โปรแกรม Photoshop CS2, ImageJ [33, 34] การวัดระยะทางของสีที่ปรากฏ [35] การใช้เครื่อง 
electrochemical analyzer [36] เป็นต้น 

 3.1   การพัฒนาวิธีการสร้างลวดลายต่างๆบนกระดาษ 

 1) Photolithography 
 Photolithography [25] คือการใช้สารเคมีที่มีคุณสมบัติเป็น photoresist เช่น สาร SU-8 
คือเมื่อสารละลาย SU-8 สัมผัสกับแสง UV จะเกิดการเชื่อมต่อกันระหว่างโมเลกุล (polymerization) 
ซึ่งเมื่อน าไปใช้ในการผลิตอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ สาร SU-8 ที่เกิด 
polymerization จะท าให้เกิดลวดลายบนกระดาษ และเป็นส่วนที่ไม่ชอบน้ า (hydrophobic) 
ขั้นตอนการสร้างจัดแสดงดังรูปที่ 19 

แผ่นฟิล์มใสลวดลายต่างๆที่สร้างจากการพิมพ์ด้วยเครื่องพิมพ์ หรือ วาดด้วยปากกาหมึกสีด า
ท าหน้าที่ เป็นตัวปิดกั้นแสง UV (photomask) ไม่ให้สัมผัสกับสาร SU-8 เพ่ือป้องกันการเกิด 
polymerization ของสาร SU-8 บริเวณนี้เมื่อถูกน้ ายา develop ชะออกจากกระดาษจึงเป็นส่วนที่
ชอบน้ า ส าหรับการฉายแสง UV หากไม่มีหลอด UV สามารถใช้การตากด้วยแสงแดดทดแทนได้ 
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รูปที่  19 ขั้นตอนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ด้วยเทคนิค 
Photolithography [25] 

 2) Polydimethylsiloxane (PDMS) plotting 
 Polydimethylsiloxane (PDMS) plotting [26] เป็นการสร้างลวดลายบนกระดาษ โดยการ
ใช้สาร PDMS บรรจุแทนที่หมึกลงภายในปากกา แล้ววาดลวดลายต่างๆลงบนกระดาษตามต้องการ 
สารละลาย PDMS ที่วาดจะซึมลงกระดาษขึ้นรูปเป็นผนังกั้นน้ า (hydrophobic) เกิดเป็นท่อขนาด
เล็กซึ่งสามารถวาดได้เล็กท่ีสุดคือมีขนาดเท่ากับ 1 มิลลิเมตร
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 3) Ink jet printing 
กระดาษที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ าจากการจุ่มลงในสารละลายไม่ชอบน้ า (1.0 % poly 

styrene ใน toluene) จะถูกพิมพ์ด้วยสาร (toluene) ที่มีคุณสมบัติเป็นตัวท าละลายสารไม่ชอบน้ า
ลงบนกระดาษซ้ าๆ จนสามารถก าจัด poly styrene ออกจากกระดาษได้ เกิดเป็นลวดลายท่อที่มี
คุณสมบัติชอบน้ าบนกระดาษ และด้วยเทคนิค Ink jet printing นี้สามารถใช้พิมพ์น้ ายาลงบน
กระดาษได้หลังการสร้างลวดลาย โดยการแทนที่หมึกพิมพ์ด้วยน้ ายาต่างๆ [27] 

 4) Plasma treatment  
กระดาษถูกเคลือบด้วยสารละลาย alkenyl ketene dimer (AKD) ใน heptane ที่มี

คุณสมบัติ ไม่ชอบน้ า  โดยหมู่คี โตน (C=O) ในวงแหวนแลกโตนของ AKD จะท าปฏิกิ ริ ยา 
esterification กับหมู่ไฮดรอกซิลของกระดาษ (ดังรูปที่ 20) อบกระดาษด้วยความร้อน 100 oC เป็น
เวลา 5 นาที ตัดโลหะเป็นหน้ากากตามลวดลายที่ต้องการสร้างอุปกรณ์ตรวจมาวางทาบบนกระดาษ 
น าเข้าเครื่อง plasma reactor บริเวณภายใต้ของหน้ากากจะคงคุณสมบัติไม่ชอบน้ าของสาร AKD 
ดังเดิม หากแต่บริเวณที่สัมผัสกับ plasma จะถูกออกซิเดชั่นเปลี่ยนคุณสมบัติไม่ชอบน้ าของกระดาษ
กลับมาเป็นชอบน้ าเกิดเป็นลวดลายบนกระดาษ [28, 29] 

 

 
รูปที่ 20 การเกิดปฏิกิริยา esterification ของกระดาษกับสาร AKD[29] 

 

 5) Wax printing 
 อาศัยการออกแบบลวดลายต่างๆ ของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ 
ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ และพิมพ์ลงบนกระดาษด้วยเครื่องพิมพ์ชนิดพิเศษที่หมึกถูกแทนที่ด้วยไข 
(wax) ละลายไขที่ถูกพิมพ์อยู่บนพ้ืนผิวของกระดาษให้ซึมลงในเนื้อกระดาษอย่างสมบูรณ์ด้วยการ
น าไปวางบนแผ่นจานท าความร้อน (hot plate) ซึ่งมีคุณสมบัติไม่ชอบน้ าและท าให้เกิดท่อรูปทรง
ต่างๆ ตามการออกแบบของอุปกรณ์ตรวจบนกระดาษ [30, 31] 
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 6) Wax screen printing 
 ออกแบบลวดลายอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ด้วยโปรแกรม CorelDraw แล้วพิมพ์ออกมาเพ่ือใช้
เป็นแม่แบบในการสร้างลวดลายบนแผ่นสกรีน [32] ขั้นตอนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหล
จุลภาคฐานกระดาษ ด้วยเทคนิค wax screen printing ดังรูปที่ 21 

 

 
รูปที่ 21 ขั้นตอนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษด้วยเทคนิค wax 

screen printing [32] 

 7) Wax dipping 
 Wax dipping [33] เป็นเทคนิคการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ
จากการจุ่มกระดาษลงในไข ซึ่งแนบแผ่นเหล็กไว้ด้านหน้าเพ่ือป้องกันไม่ให้ไขสัมผัสกับกระดาษโดยยึด
กับแผ่นแม่เหล็กก่อนจุ่ม บริเวณที่มีแผ่นเหล็กป้องกันอยู่จึงมีคุณสมบัติเป็นส่วนที่ชอบน้ า ส่วนบริเวณ
ที่สัมผัสกับไขโดยตรงจะมีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า ลวดลายของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ขึ้นอยู่กับรูปทรง
การออกแบบของแผ่นเหล็กที่น ามาใช้เป็นแม่พิมพ์ในการผลิต ขั้นตอนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์
ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ด้วยเทคนิค wax dipping ดังรูปที่ 22 
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รูปที่ 22 ขั้นตอนการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ด้วยเทคนิค wax 
dipping [33] 

 8) Flexographic printing 
 การพิมพ์ด้วยระบบ flexographic เป็นเทคนิคการพิมพ์แบบใช้ลูกกลิ้ง ในการกลิ้งแบบพิมพ์ 
(plate roll) ลงบนกระดาษ ซึ่งกระดาษจะมาในลักษณะสายพานอย่างต่อเนื่องท าให้ได้ปริมาณ
อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษจ านวนมาก โดยความเร็วในการผลิตจะขึ้นอยู่กับ
ประสิทธิภาพของเครื่องพิมพ์ ดังรูปที่ 23 anilox roll ท าหน้าที่เป็นลูกกลิ้งในการถ่ายโอนหมึกพิมพ์ 
(polystyrene ที่มีคุณสมบัติไม่ชอบน้ า) ให้กับแม่พิมพ์ที่จัดวางอยู่บน plate roll ก่อนที่หมึกจะถูก
พิมพ์ลงบนกระดาษที่ต าแหน่ง impression roll โดยมี doctor blade เป็นตัวเกลี่ย polystyrene 
ส่วนเกินออกจาก anilox roll [108] 
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รูปที่ 23 หลักการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ด้วยเทคนิค 
Flexographic printing [108] 

 9) Laser cutting 
 กระดาษถูกเลเซอร์คาร์บอนไดออกไซด์ตัดตามลวดลายที่ออกแบบด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ 
[109] ช่องว่างที่ถูกตัดออกเปรียบเสมือนผนังกั้นน้ าในการควบคุมทิ้งทางการไหลบนอุปกรณ์ตรวจ
วิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ดังรูปที่ 24 

 

รูปที่ 24 หลักการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ ด้วยเทคนิค Laser 
cutting [109]
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 10) Laser treatment 
 กระดาษถูกเคลือบด้วยสารละลายที่มีความไวต่อแสง กล่าวคือ เมื่อสารสัมผัสกับแสงยูวีจะ
เกิดการเชื่อมต่อกันระหว่างโมเลกุล (polymerization) จากคุณสมบัติข้างต้น หากน าเลเซอร์ชนิดยูวี 
มาฉายลงบนกระดาษ โดยใช้ระบบคอมพิวเตอร์ในการควบคุมทิศทางการฉายแสงตามลวดลายที่
ต้องการ บริเวณที่ถูกฉายแสงยูวีจะเกิดการเชื่อมต่อกันระหว่างโมเลกุลเกิดเป็นผนังกั้นน้ า จากนั้นท า
การชะสารละลายที่มีความไวต่อแสงบริเวณที่ไม่สัมผัสกับเลเซอร์ยูวีออกเกิดเป็นส่วนที่ชอบน้ าของ
อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ [110] 

 3.2   การพัฒนาด้านการออกแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษ 

การแยกเลือดบนกระดาษ (blood separation) 
 เทคนิคการแยกเลือดบนกระดาษได้รับการพัฒนาขึ้นเพ่ือลดขั้นตอนและระยะเวลาในการ
ตรวจวิเคราะห์ เนื่องจากการตรวจวิเคราะห์สารชีวเคมีจากร่างกายนิยมตรวจโดยใช้สิ่งส่งตรวจเป็นน้ า
พลาสมา ซึ่งสิ่งส่งตรวจที่เจาะได้จะเป็นเลือดครบส่วน จึงจ าเป็นต้องอาศัยเครื่องปั่นเหวี่ยงในการปั่น
แยกชั้นพลาสมาออกจากเม็ดเลือด และน าเลือดเฉพาะส่วนพลาสมามาตรวจวิเคราะห์ การพัฒนาให้
อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษให้สามารถแยกเม็ดเลือดได้ภายในตัวจึงเหมาะ
ส าหรับการน าไปใช้ ณ จุดดูแลผู้ป่วย (point of care) ที่ไม่สะดวกในการเคลื่อนย้ายเครื่องปั่นเหวี่ยง
ติดตามไปด้วยจึงมีความสะดวกในการพกพา ลดขั้นตอนในการตรวจวิเคราะห์ อีกทั้งลดค่าใช้จ่ายอีก
ด้วย เริ่มแรกการแยกเลือดบนกระดาษอาศัยหลักการตรึง anti-A และ anti-B ไว้ ซึ่งเมื่อหยดเลือด
ครบส่วนลงบนกระดาษผิวของเม็ดเลือดที่มี antigen ตรงกับ antibody ที่ตรึงไว้จะเกิดการเกาะกลุ่ม 
(agglutination) มีขนาดใหญ่กว่าขนาดรูพรุนของกระดาษไม่สามารถแพร่ต่อไปยังส่วนต่างๆของ
กระดาษได้อีก จากเลือดครบส่วนจึงมีเพียงแค่น้ าพลาสมาที่สามารถซึมและไหลผ่านรูพรุนของ
กระดาษไปได้[111] ซึ่งการตรึงด้วย anti-A และ anti-B จะสามารถแยกเลือดได้เฉพาะตัวอย่างเลือด
ครบส่วนจากหมู่ A, B และ AB เท่านั้น หากต้องการแยกเลือดครบส่วนจากเลือดหมู่ O ด้วยจะต้องท า
การตรึง anti-H การแยกเลือดบนกระดาษด้วยวิธีนี้จึงมีค่าใช้จ่ายที่สูงในการตรึง antibody ต่อมาจึงมี
การพัฒนาการแยกเลือดบนกระดาษโดยอาศัยหลักการคล้ายๆกันคือ การเลือกใช้กระดาษต่างกันสอง
ชนิด โดยที่กระดาษหนึ่ง (LF1) มีขนาดรูพรุนเล็กกว่าขนาดของเม็ดเลือด ท าหน้าที่เป็นตัวกรองกักเก็บ
เม็ดเลือดไม่ให้ไหลไปตามน้ าพลาสมา รวมกับกระดาษกรอง Whatman no. 1 [112]
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 3.3   เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ปฏิกิริยาบนกระดาษ 
เทคนิคการตรวจวิเคราะห์ปฏิกิริยาบนกระดาษมีอยู่ด้วยกันหลากหลายวิธี อาทิเช่น การ

สังเกตสีที่เกิดขึ้น (colorimetric assay) และใช้เครื่องถ่ายภาพเพ่ือน าภาพมาวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณ
วิเคราะห์จากความเข้มของสีผ่านทางโปรแกรม Adobe Photoshop, ImageJ [1, 33, 34, 113] การ
วัดระยะทางของสีที่ปรากฏ [35] การวัดปฏิกิริยาไฟฟ้าเคมี (electrochemical) [36] การวัดค่าการ
ดูดกลืนแสง (absorbance) และการวัดค่าความเข้มการเรืองแสงฟลูออเรสเซนต์ [114] การวัดค่า
ความเข้มของแสงจากปฏิกิ ริ ยา เคมี  (chemiluminescence) การวัดปริมาณแสงส่องผ่ าน 
(transmittance) เป็นต้น ซึ่งการเลือกใช้เทคนิคในการตรวจวิเคราะห์นั้นขึ้นอยู่กับผลิตภัณฑ์ที่เกิดขึ้น
ของปฏิกิริยาบนกระดาษว่าสามารถตรวจวัดได้ด้วยวิธีใด และด้วยเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ปฏิกิริยา
บนกระดาษเหล่านี้จึงเป็นอีกปัจจัยหนึ่งที่ควรค านึงถึงการออกแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์บนกระดาษ
อีกด้วย 

 1) การวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณวิเคราะห์ของความเข้มสีจากภาพถ่าย 
 การตรวจวิเคราะห์ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากการใช้ตัวบ่งชี้ในการเปลี่ยนสี (colorimetric assay) 
เป็นเทคนิคการตรวจวิเคราะห์บนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษที่ได้รับความ
นิยมเป็นอย่างมาก ซึ่งสามารถสังเกตเห็นปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นได้ด้วยตาเปล่า โดยไม่ต้องอาศัย
อุปกรณ์เสริมใดๆ แต่การอ่านผลด้วยตาเปล่านั้นสามารถรายงานผลได้เพียงเชิงคุณภาพวิเคราะห์ หาก
ต้องการรายงานผลเชิงปริมาณวิเคราะห์จ าเป็นต้องอาศัยการบันทึกภาพถ่ายและใช้โปรแกรมในการ
ช่วยวิเคราะห์ความเข้มสีเชิงปริมาณวิเคราะห์ 

 1.1 ภาพถ่าย 
 ระบบคอมพิวเตอร์เป็นเครื่องมือที่ใช้ในการประมวลผลข้อมูลจากภาพถ่ายในเชิงปริมาณ
วิเคราะห์ และจัดเก็บภาพถ่าย พ้ืนที่ที่ใช้ในการจัดเก็บภาพถ่ายขึ้นอยู่กับขนาดความละเอียดของภาพ 
pixel และ bit กล่าวคือ  

Pixel คือ หน่วยย่อยในการน าเสนอจุดสีของภาพ  
Bit คือ หน่วยของจ านวนสีที่ภาพแสดง 2n; n= จ านวน bit เช่น 8-bit (28) ประมาณ 256 ส,ี 
24-bit (224) ประมาณ 16 ล้านสี 

 ตัวอย่างเช่น ภาพถ่าย 3000  2000 pixels (24-bit) จะมีทั้งหมด 6,000,000 pixels 

(3000  2000 pixels) และในแต่ละ pixel น า เสนอ 24 bit = 144,000,000 bits (6,000,000 

pixels  24 bits/pixel) ขนาด พ้ืนที่ ที่ ใช้ ในการจัด เก็บภาพถ่ ายคื อ  17 MB (8 bits/byte = 
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18,000,000 bytes) [115] ดังนั้นภาพถ่ายสีจึงใช้ขนาดพ้ืนที่ในการจัดเก็บมากว่าภาพขาวด าซึ่งมีเฉด
สีที่น้อยกว่า (gray scale) 

 1.2 ระบบสี 

 1) ระบบสี RGB 

  ระบบสี RGB เป็นระบบของแสงสี ในปี ค.ศ. 1666, Sir Isaac Newton ค้นพบ
สเปคตรัมของแสงสีขาว (สีรุ้ง) กล่าวคือ แสงสีเป็นคลื่นความยาวชนิดหนึ่งซึ่งแต่ละช่วงของแสงสีมี
ความยาวคลื่นไม่เท่ากันจึงมีมุมการหักเหไม่เท่ากัน ท าให้เมื่อเดินแสงสีขาวทางผ่านตัวกลางที่มีความ
หนาแน่นต่างกัน (อากาศไปปริซึม) แสงสีขาวจะแยกออกเป็นสีรุ้ง และนักฟิสิกส์ Jame Clerk 
Maxwell พบว่าแสงสีขาวประกอบด้วยแสงสีแดง (R) แสงสีเขียว (G) และแสงสีน้ าเงิน (B) เรียกว่า สี
ปฐมภูมิ (primary color) หรือ การผสมสีเชิงบวก (additive color) ซึ่งการน าสีปฐมภูมิมาผสมกัน 
(ดังรูปที่  25) จะท าให้เกิด สีทุติยภูมิ (secondary color) ได้แก่ สี เหลือง (yellow) สีแดงม่วง 
(magenta) และสีฟ้า (cyan) โดยแต่ละสีมีความเข้มสีตั้งแต่ 0-255  

 

รูปที่ 25 ระบบสี CMYK (ด้านซ้าย) และ ระบบสี RGB (ด้านขวา) 

 

 2) ระบบสี CMYK 

ระบบสี CMYK เป็นระบบของวัตถุสี  หรือ สีผสมเชิงลบ (subtractive color) 
ประกอบด้วยสีฟ้า (cyan) สีแดงม่วง (magenta) สีเหลือง (yellow) และสีด า (key or black) โดยแต่
ละสีมีความเข้มสีตั้งแต่ 0-255 เมื่อน าแต่ละสีมาผสมกันในอัตราส่วนที่เท่ากันจะได้สีด า (ดังรูปที่ 25) 
สามารถพบเห็นระบบสีนี้ได้ทั่วไป อาทิเช่น หมึกพิมพ์ของเครื่องพิมพ์ 
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 3) ระบบสี HSV หรือ HLS หรือ HSB 

  ระบบสี HSV: Hue (H) เป็นเฉดสีรุ่งตั้งแต่ 0-360o ตามวงล้อของสี (ดังรูปที่ 26), 
Saturation (S) แสดงถึง ความบริสุทธิ์ของสี ระยะห่างจากกลางวงล้อสีขาวถึงขอบวงล้อสีในระยะ
ความสว่างที่เท่ากัน และ Value (V) หรือ Brightness (B) หรือ Luminance (L) คือค่าความสว่าง
ของสี  

 
 

รูปที่ 26 วงล้อสี (Hue: 0-360o) [116] 
 

 

 

รูปที่ 27 ความแตกต่างของพ้ืนที่ระบบสี HSV และ HLS [117] 
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  ถึงแม้ว่านิยามของระบบสี HSV และ HLS จะเหมือนกัน แต่ระบบสีของ HSV และ 

HLS มีพ้ืนที่ช่วงของค่าความสว่างค่า V และ L ที่แตกต่างกัน (ดังรูปที่ 27) เช่น สีแดงของระบบสี 

HSV: 0,100,100  แต่สีแดงของระบบสี HLS: 0, 50, 100 [117] 

 4) ระบบสี CIE Lab 

  ระบบสี CIE Lab เป็นระบบสีเทียบเคียงกับการรับรู้สีของมนุษย์ ซึ่งไม่อิงกับอุปกรณ์
ใดๆ เมื่อเปรียบเทียบกับ ระบบสีของ CMYK ที่เป็นระบบสีอิงกับอุปกรณ์ กล่าวคือ เมื่อก าหนดค่าสี
ของ CMYK เท่ากันในแต่ละครั้งในการพิมพ์แต่ใช้เครื่องพิมพ์ต่างกัน สีที่มองเห็นหลังจากพิมพ์ก็จะมี
ความคลาดเคลื่อน ขึ้นอยู่กับประสิทธิภาพของเครื่องพิมพ์ในการพิมพ์สีได้ถูกต้องมากน้อยเพียงใด ใน
ปี ค.ศ. 1976 สถาบัน Commission Internationale de I’Echairage (CIE) ได้พัฒนาระบบสี CIE 
Lab :ซึ่งมีค าจ ากัดความดังนี้  

Lightness (L) คือ ความสว่างของสี  

a คือ แนวเส้นสีเขียว-สีแดง (ลบ-บวก) 

b คือ แนวเส้นสีน้ าเงิน-สีเหลือง (ลบ-บวก) [118] 

 
 

รูปที่ 28 พ้ืนที่ระบบสี CIE Lab [117] 
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 1.3 โปรแกรมและการน ามาประยุกต์ใช้ตรวจวัดสารบนกระดาษ 

 1) โปรแกรม Photoshop 

Photoshop เป็นโปรแกรมตกแต่งภาพส าหรับประชานทั่วไปที่ใช้กันอย่างแพร่หลาย
ในหมู่ช่างถ่ายภาพ สามารถน ามาใช้ในการวัดค่าความเข้มของสีเพ่ือรายงานผลการตรวจทาง
การแพทย์หรืออุตสาหกรรม ซึ่งขั้นตอนการตรวจวัดต้องอาศัยการบันทึกภาพถ่ายจาก กล้องดิจิตอล 
กล้องบันทึกวิดีโอ (video camera, webcam) โทรศัพท์มือถือ และสแกนเนอร์ และเลือกระบบสีที่
ต้องการวัด ตัวอย่างการตรวจวัดระดับน้ าตาล และโปรตีนในปัสสาวะ (ดังรูปที่ 29)  

 
รูปที่ 29 ขั้นตอนการวิเคราะห์ผลด้วยโปรแกรม Photoshop [1] 
  

จากรูปที่ 29 การตรวจวัดระดับน้ าตาลใน
ปัสสาวะ หากมีน้ าตาลในปัสสาวะปฏิกิริยา
การเปลี่ยนสีที่เกิดขึ้น คือ จะเปลี่ยนจากไม่มี
สี เป็นสีส้มแดง จึ งนิยมเปลี่ ยนระบบสี
ภาพถ่ายจาก RGB เป็น gray scale เพ่ือที่จะ
ได้ช่วงในการวัดที่กว้างยิ่งขึ้น และไม่ต้อง
ค านึงถึงความเข้มสีอ่ืนๆที่จะมารบกวนการ
ตรวจวัด จึงได้ผลที่มีความแม่นย ามากขึ้นอีก
ด้วย ต่างจากการวัดปฏิกิริยาการเปลี่ยนสี
ของโปรตีน ซึ่งหากมีโปรตีนในปัสสาวะ 
ปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีที่เกิดขึ้น คือ จะเปลี่ยน
สีปฏิกิริยาจากสีเหลืองเป็นสีเขียวฟ้า จึงนิยม
วัดในระบบสี CMYK แล้วเลือกวัดเฉพาะช่อง
ความเข้มสีของสีฟ้าที่เกิดขึ้น (cyan) เท่านั้น 
[1] 
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 2) โปรแกรม ImageJ 

ส า นั ก วิ จั ย ขอ งสถาบั น  National Institute of Mental Health (NIMH) เ ป็ น
ผู้พัฒนาโปรแกรม ImageJ เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์ภาพถ่าย รองรับสกุลไฟล์ TIFF, GIF, JPEG, BMP, 
DICOM, FITS และ raw เป็นต้น รูปแบบ 8-bit, 16-bit, 32-bit ImageJ เป็น freeware ที่สามารถ
ดาวน์โหลดได้ฟรี [118] โปรแกรม ImageJ  รองรับระบบสี RGB, HSB, Lab แต่ไม่สามารถวิเคราะห์
ระบบสี CMYK หรือเลือกช่องสีจ าเพาะที่ต้องการวิเคราะห์ได้ 

ค่าความเข้มสีที่วัดได้จากทั้งสองโปรแกรมเป็นค่าความสว่างของสี 0-255 (มืด-สว่าง) 
จากปฏิกิริยาการเปลี่ยนสีจากไม่มีสีเป็นมีสี ดังนั้นค่าที่ได้จากการวัดจะแปรผกผันกับปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น 
กล่าวคือ สีปฏิกิริยาที่เกิดยิ่งเข้มขึ้น (สีมืดขึ้น) ค่าที่วัดได้จะน้อยลง จึงมีกระบวนการเปลี่ยนรูปข้อมูล
ก่อนรายงานผล (data transformation) ตัวอย่าง การแปลงข้อมูลระบบสี Lab หากรายงานค่า 

L= (ค่าท่ีวัดได้จากโปรแกรม 100)/255 ค่า a หรือ b จะน าค่าที่วัดได้จากโปรแกรมหกลบด้วย 128 
เช่น ถ้าวัดได้ 128 รายงานค่า 0 ถ้าวัดได้ 138 รายงานค่า 10 [119] เป็นต้น หรือการรายงานผลด้วย
การวัดส่วนที่ไม่เกิดปฏิกิริยา (มีค่าสูง) หักลบกับส่วนที่เกิดปฏิกิริยาที่วัดได้ค่าต่ า  

เทคนิคการสร้างลวดลายบนกระดาษ และเทคนิคการวัดสีเหล่านี้สามารถน ามา
ประยุกต์ใช้ในการผลิตอุปกรณ์ตรวจติดตาม หรือตรวจหาสารต่างๆบนกระดาษได้อีกมากมาย อาทิ
เช่น การตรวจสารเคมีในน้ า (O2, NH3, K, Mg, HCl), การตรวจสารชีวเคมีจากร่างกาย เลือดหรือ
ปัสสาวะ (glucose, protein, iron, nitrites, ketone, pH, hemoglobin, uric acid, lactate, HCG) 
และสารอ่ืนๆ (Ni, Ti (IV), Al, ethanol) เป็นต้น [120, 121] ซึ่งการผลิตอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของ
ไหลจุลภาคฐานกระดาษ เป็นเครื่องมือตรวจวิเคราะห์ผลที่มีขนาดเล็ก สะดวกต่อการเคลื่อนย้าย และ
สามารถใช้เป็นอุปกรณ์ที่ตรวจข้างเตียงผู้ป่วย (point of care: POCT) จึงควรมีการน าเทคนิคการ
ผลิตอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลจุลภาคฐานกระดาษเหล่านี้มาประยุกต์ใช้ในการตรวจชุด
วินิจฉัยโรคอ่ืนๆ ทางด้านการแพทย์ และภาคอุตสาหกรรมในอนาคต 
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บทที่ 3  
วิธีการด าเนินการวิจัย 

1. กลุ่มตัวอย่าง (Population and sampling) 

การศึกษานี้จะแบ่งกลุ่มตัวอย่างส าหรับการทดลองออกเป็น 2 ส่วน คือ ส่วนที่ 1 กลุ่ม

ตัวอย่างส าหรับทดสอบการผลิตและประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

และ ส่วนที่ 2 กลุ่มตัวอย่างส าหรับการเปรียบเทียบประสิทธิภาพการตรวจของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์

ฐานกระดาษส าหรับการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีกับวิธีการตรวจอื่นๆ 

1.1 กลุ่มตัวอย่างส าหรับทดสอบการผลิตและประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจ

วิเคราะห์ฐานกระดาษ (ส่วนที่ 1) 

คัดเลือกกลุ่มตัวอย่างแบบเฉพาะเจาะจง (purposive  selection) จากการสอบถาม

ระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีของกลุ่มตัวอย่าง ซึ่งได้รับการตรวจวัดระดับการท างานของ

เอนไซม์จีซิกพีดีแล้วในชั้นเรียน หัวข้อปฏิบัติการภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยเทคนิค 

spectrophotometry assay (biochemical G6PD activity) คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์-

มหาวิทยาลัย 

เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครเข้าร่วมโครงการวิจัย (Inclusion criteria) 

1. ผู้ที่มีระดับความเข้มข้นของเลือดปกติ (36-50 %Hct) 

2. ผู้ที่ทราบระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี : ระดับการท างานปกติ (N)  

พร่องเอนไซม์รุนแรง (D) 

3. ผู้ที่ไม่มีสภาวะการเสียเลือด อาทิเช่น การมีประจ าเดือน การบริจาคโลหิต ภายใน

ระยะเวลา 1 เดือน เป็นต้น 

เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครออกจากโครงการวิจัย (Exclusion criteria) 

1. เจาะเก็บเลือดตัวอย่างไว้นานเกิน 3 วัน  

2. เลือดตัวอย่างที่เก็บได้มีภาวะ hemolysis  
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วิธีการได้มาของเลือดตัวอย่าง 

เจาะเก็บเลือดกลุ่มตัวอย่างอาสาสมัครประชากรไทยผู้มีสุขภาพแข็งแรง อายุระหว่าง 

17-35 ปี ที่มีสุขภาพแข็งแรง และทราบระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี ที่คณะสหเวช

ศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ระหว่างเดือน พฤษภาคม ถึง กรกฎาคม พ.ศ. 2559 ซึ่ง

ได้รับการพิจารณาและแสดงความยินยอมเข้าร่วมการวิจัย ภายหลังจากทราบถึงจุดประสงค์

หลักของโครงการวิจัย 

รายละเอียดโควตาการเจาะเก็บตัวอย่างเลือด ดังนี้ 

หลอด EDTA ปริมาตร 3 มิลลิลิตร (N: 1 ราย, D: 1 ราย) 

- ใช้ส าหรับการสร้างกราฟมาตรฐานในการแปลผลของอุปกรณ์ตรวจภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ  

- ใช้ส าหรับการทดสอบสารรบกวนบนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี
ฐานกระดาษ  

- ใช้ส าหรับการทดสอบการรบกวนจากปริมาณเม็ดเลือดแดงในตัวอย่างเลือด
ครบส่วนบนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ  

- ใช้ส าหรับการทดสอบการรบกวนจากปริมาณเม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือด
ครบส่วนบนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 

- ใช้ส าหรับการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของปฏิกิริยาบนกระดาษ 

- ใช้ส าหรับการทดสอบหาอัตราส่วนระหว่างตัวอย่างเลือดกับน้ ายาที่ใช้ในการ
ตรวจที่เหมาะสม 

หลอด CPDA ปริมาณ 6 มิลลิลิตร (N: 1 ราย) 

- ใช้ส าหรับการทดสอบความแม่นย าของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

- ใช้ส าหรับการทดสอบขีดจ ากัด (limited of detection) ในการตรวจของ
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ  

- ใช้ส าหรับการทดสอบหาระยะเวลาในการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จี
ซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ (N: 1 ราย, D: 1 ราย) 

ข้อมูลของกลุ่มตัวอย่างจะถูกเก็บเป็นความลับ ภายหลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการวิจัย

ตัวอย่างเลือดทั้งหมดจะถูกท าลายโดยไม่น ากลับไปใช้ในงานวิจัยอื่น 
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1.2 กลุ่มตัวอย่างส าหรับทดสอบเทียบประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ

ส าหรับการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีกับวิธีการตรวจอื่นๆ (ส่วนที่ 2) 

กลุ่มตัวอย่างในการทดสอบอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ แบ่ง
ออกเป็น 3 กลุ่ม ตามระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี ดังนี้ 1) ผู้ที่มีระดับการท างานของ
เอนไซม์จีซิกพีดีปกติ 2) ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีปานกลาง และ 3) ผู้ที่มีภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรง ตามหลักเกณฑ์ของ World Health Organization (WHO) โดยแต่ละ
กลุ่มตัวอย่างควรมีประชากรประมาณ 30 คนขึ้นไป จากการศึกษาความชุกของภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีในประเทศไทย [6] พบว่ามีความชุกของภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรง 
ร้อยละ 9.38 ในประชากรไทย ดังนั้นหากต้องการกลุ่มประชากรผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี
รุนแรงอย่างน้อย 30 คน จึงควรท าการเก็บกลุ่มตัวอย่างประมาณ 333 ขึ้นไป  

จากการค านวณขนาดของกลุ่มตัวอย่างกรณีท่ีไม่ทราบจ านวนประชากร  

 n  
Z2PQ

e2  

n เป็นจ านวนตัวอย่าง  

Z เป็นคะแนนมาตรฐานตามระดับความเชื่อมั่น (Z=1.965) 

P เป็นสัดส่วนของลักษณะที่สนใจในประชากร (P=0.09) 

Q เป็นสัดส่วนของลักษณะที่ไม่สนใจในประชากรเท่ากับ 1 P (Q=0.91) 

e เป็นความคลาดเคลื่อนของการประมาณค่า (e=3 %) 

จึงได้ขนาดกลุ่มประชากร 351 ราย เมื่อค านึงถึงอัตราการคัดเลือกออกระหว่างการท า
วิจัยของกลุ่มตัวอย่างจึงจ าเป็นต้องเก็บตัวอย่างเพ่ิม 10 % จากจ านวนประชากรที่ค านวณได้ 
ขนาดกลุ่มตัวอย่างของงานวิจัยนี้จึงเท่ากับ 386 ราย  

เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครเข้าร่วมโครงการวิจัย (Inclusion criteria) 

1. เป็นเลือดที่มีคุณภาพตามเกณฑ์การคัดกรองผู้บริจาคโลหิตที่สามารถน าไปให้
ผู้รับบริจาคได้  

2. เป็นตัวอย่างที่เหลือจากการตรวจในงานประจ าวัน โดยในหลอดเก็บเลือดที่มีสาร
กันเลือดแข็งชนิด 3.2 % sodium citrate จะต้องมีปริมาณเลือดเหลือมากกว่า 
2 มล. หลอดเก็บเลือดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิด EDAT จะต้องมีปริมาณเลือด
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เหลือมากกว่า 1 มล. และในหลอดเก็บเลือดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิด CPDA1 
จะต้องมีปริมาณเลือดเหลือมากกว่า 5 มล.  

เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัครออกจากโครงการวิจัย (Exclusion criteria) 
1. หากท าการตรวจแล้วมีตัวอย่างเหลือไม่เพียงพอที่จะสามารถตรวจวิเคราะห์ให้

ครบได้ทุกรายการ  
2. เลือดตัวอย่างที่เก็บได้มีภาวะ hemolysis หรือ lipiemic ตั้งแต่ 2+ ขึ้นไป 

วิธีการได้มาของเลือดตัวอย่าง 

ผู้วิจัยด าเนินการขออนุญาตให้เก็บเลือดตัวอย่างที่เหลือจากการตรวจ ของศูนย์บริการ

โลหิต ภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคารเลือด คณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลศิริราช ผู้วิจัยจะ

ท าการสุ่มตัวอย่างเลือดที่มีคุณภาพผ่านตามเกณฑ์การคัดกรองผู้บริจาคโลหิต โดยจะใช้เลือด

ที่เหลือใช้จากการตรวจคัดกรองโรคติดต่อของการบริจาคโลหิต ปริมาณรวม 7 มิลลิลิตร 

ประกอบด้วย 

- ตัวอย่างเลือด ปริมาณ 2 มล. ที่น ามาจากเลือดในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง 3.2 % 
sodium citrate 

- ตัวอย่างเลือด ปริมาณ 1 มล. ที่น ามาจากเลือดในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง EDTA 

- ตัวอย่างเลือด ปริมาณ 5 มล. ที่น ามาจากเลือดในหลอดที่มีสารกันเลือดแข็ง CPDA 

ผู้ วิจัยจะท าการสุ่มตัวอย่ างอย่างง่ าย ( random sampling) วันละ 10 ราย 

ประกอบด้วยเลือดจากผู้บริจาคเพศชาย จ านวน 5 ราย และเพศหญิงจ านวน 5 ราย ก าหนด

วันที่เก็บตัวอย่างสัปดาห์ละ 3 วัน เป็นเวลานาน 16 สัปดาห์ หรือจนกว่าจะเก็บตัวอย่างได้

ครบ 386 ตัวอย่าง  โดยตัวอย่างเลือดจากหลอด EDTA ใช้ส าหรับตรวจความค่าความ

สมบูรณ์ของเม็ดเลือด (N-Health Lab) ตัวอย่างเลือดจากหลอด 3.2 % sodium citrate ใช้

ส าหรับตรวจวิเคราะห์จีโนไทป์เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 oC ส่วนเลือดจากหลอด CPDA ใช้ส าหรับ

ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ทดสอบกับอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน

กระดาษและตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีภายใน 3 วัน และเก็บไว้ที่อุณหภูมิ 

4 oC ข้อมูลของกลุ่มตัวอย่างจะถูกเก็บเป็นความลับ ภายหลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการวิจัย

ตัวอย่างเลือดทั้งหมดจะถูกท าลายโดยไม่น ากลับไปใช้ในงานวิจัยอื่น  
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2. เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

 2.1   เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย  

การผลิตอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ โดยเทคนิค wax printing 
- Hotplate (IKA® C-MAG HS7) 

- คอมพิวเตอร ์
- เครื่องพิมพ์ wax  

(ColorQube 8570, Xerox) 

- เครื่องพิมพ์อิงค์เจ็ท 
 (DCP-165C, Brother) 

การทดสอบสารรบกวนบนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 
- Spectrophotometer  

  (U2900, HITACHI) 
- Spectrophotometer  

(UV/VIS OPTIZEN POP, MECASYS) 

การตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ด้วยวิธี Fluorescent spot test 
- UV lamp Reader  

การตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี (G6PD biochemical activity) 
- เครื่องวัดอัตโนมัติ  

(Rx Daytona Analyser without ise) 

- เครื่องปั่นเหวี่ยง 
 (UNIVERSAL 320R, Hettich zentrifugen) 

- เครื่องเขย่าสาร  
(Vortex- GENIE 2 G560E) 

- เครื่องปั่นเหวี่ยง  
(Heraeus Labofuge 400R, Thermo) 

การตรวจวัดภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 
- Scanner (DCP-165C, Brother) - pH meter (3510, JENWAY) 

การสกัดดีเอ็นเอ 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง  

(MIKRO 180, Hettich zentrifugen) 
- เครื่องปั่นเหวี่ยง  

(WiseSpin CF-10, WISD) 

- Water bath (VWR 1202, Shellab) 

การวิเคราะห์จีโนไทป์ของกลุ่มตัวอย่าง 
- เครื่อง PCR Thermo cycler  

(Mastercycler® nexus X2, Eppendorf) 

- Microcentrifuge (GMC-260, LabTech) 

- Biosan DNA/RNA UV-cleaner box 

- Gel doc (GelDocTM XR+, BIORAD) 

- เครื่องไมโครเวฟ (SHARP) 

อ่ืนๆ 
- เครื่องช่ังสาร  

(xs204 METTLER, TOLEDO) 
- ตู้เย็น –20 และ 4 oC 
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 2.2   วัสดุอุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย  

การผลิตอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 
- เทปกาวใส, กาวแท่ง (Uhu Stick) 

- นาฬิกาจับเวลา, คีมคีบ (forceps) 

- กระดาษ A4, กรรไกร, แผ่นใส 

- กระดาษกรอง Whatman No.4 ขนาด 
110Ø (GE Healthcare UK) 

- แผ่นเหล็กขนาด 10 × 10 ซม. 

การตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ด้วยวิธี Fluorescent spot test  
- กระดาษกรองจากชุดตรวจคดักรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเชิงคณุภาพวิเคราะห์  

        Fluorescent spot test (SQMMR500, R&D Diagnosis Greece)  

- RACK 1.5 ml ขนาด 8×12 - Microtube ขนาด 1.5 ml 

การตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี (G6PD biochemical activity) 
- Conical tube ขนาด 15 ml (Axygen) 

- RACK ขนาด 12×5 

- ปิเปตขนาด 2, 10, 20, 200, 1000 µl  

- Pipette tips (10, 200, 1000) 

- Adjustable repeater pipette  

- (STEPPER™ 411, SOCOREX swiss) 

- ขวด Duran ขนาด 500 ml  
(BOECO, Germany) 

อุปกรณ์เจาะเลือด 
- เข็ม (needle 21, MEKO) 

- หมอน  

- สายรดัแขน (tourniquet) 

- ส าลี และพลาสเตอร์ยา 

- ถังใส่วัสดุมีคนติดเชื้อ (V-Tech) 

- หลอดเลือดชนิดสารกันเลือดแข็ง EDTA  

- หลอดเลือดชนิดสารกันเลือดแข็ง CPDA  

- หลอดเลือดชนิดสารกันเลือดแข็ง  
Sodium citrate 3.2 % 1.8 ml  
(VACUETTE®) 

การสกัดดีเอ็นเอและการวิเคราะห์จีโนไทป์ของกลุ่มตัวอย่าง 
- Thermometer  

- ชุด DNA Gel Electrophoresis (Wide 
Mini-Sub Cell GT Cell, BioRad) 

- Foam Rack  

- PCR strip tube 0.2 ml (flat cap, 
ExtraGene) 

อุปกรณ์เตรียมสาร 
- Beaker และ กระบอกตวง - ช้อนตักสาร 

การท าความสะอาดและอ่ืนๆ 
- ถังขยะ ปากกา และทิชชู (23754, Scott) - foggy spray, เทปกาวส าหรับ 

autoclave 
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 2.3   สารเคมีที่ใช้ในงานวิจัย 

การผลิตอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 
- G6P (G7879, Sigma) 

- NADP (N8035, Sigma) 

- 1-MethoxyPMS (M8640, Sigma) 

- TNBT (T4000, Sigma) 

- EDTA (BDH7315-1, BDH Chemical) 

- Trizma® base (T1503, Sigma) 

- HCl (37 %, MERCK) 

- wax (ColorQube 8570, Xerox) 

การตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ด้วยวิธี Fluorescent spot test 
- ชุดตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเชิงคณุภาพวิเคราะห์  

           Fluorescent spot test (SQMMR500, R&D Diagnosis Greece) 
การตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี (G6PD biochemical activity) 
- NaCl (465, Ajax Finechem Product) 

- Digitonin (D5628, Sigma) 

- น้ ายาตรวจวดัระดับการท างานของ
เอนไซม์ (PD 410, Randox) 

การทดสอบสารรบกวน 
- TG Standard (HUMAN) 

- บิลิรูบิน (14370, FLUKA) 

- น้ ายาตรวจวดับิลริูบิน (HUMAN) 

- NaHCO3 (Honeywell Riedel  
de Haën™) 

- KCN (Honeywell Riedel de Haën™) 

- 20 % intra lipid  
(น้ ามันถั่วเหลือง ไข่แดงไก่ Glycerin) 

- น้ ายาตรวจวดัไตรกลีเซอรไ์รด์ (HUMAN) 

- K3Fe(CN)6 (ACS Grade, VWR) 

- NaOH (MERCK) 

การสกัดดีเอ็นเอ 
- ชุดสกัดดเีอ็นเอ (FABGK 001, Favorgen) 

- DiaplexC™ G6PD genotyping kit 
(Asian type, SolGent) 

- TBE buffer (10x pH8.3, Vivant) 

- DNA ladder (100 bp., IDT)  

- 6x DNA Loading dye  
(Thermo Scientific™) 

- Absolute Ethanol (100983, MERCK) 

- Nusieve & Agarose gel  
(PC0702, Vivant) 

- น้ ายาย้อมดเีอ็นเอ Ethidium bromide 
(10 mg/ dl 1610433, Biorad) 

การท าความสะอาด 
- Sodium Hypochlorite  

(CLOREX-HC, IMEX) 
- 70% Alcohol 

อ่ืนๆ 
- สีผสมอาหาร  - น้ ากลั่น PCR grade 
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3. วิธีด าเนินการวิจัย 

3.1   การผลิตอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ โดยเทคนิค wax printing 

 เทคนิคการพิมพ์ wax printing ถูกน ามาใช้เพื่อสร้างอาณาเขตส่วนที่ชอบน้ าและไม่ชอบ
น้ าบนกระดาษเพ่ือสร้างเป็นอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ  

1) ออกแบบจากโปรแกรม Microsoft Powerpoint 2010 ดังรูปที ่30  
2) พิมพ์แบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษลงบนกระดาษ A4 ด้วยหมึกทั่วไปเพื่อระบุ

ต าแหน่งที่จะติดตั้งกระดาษกรอง Whatman NO.4 
3) แปะกระดาษกรอง Whatman NO.4 ลงบนกระดาษ A4 ณ ต าแหน่งที่พิมพ์ด้วยเทปใส 
4) พิมพ์หมึก wax ลงบนกระดาษกรองด้วยเครื่องพิมพ์ (ColorQube 8570, Xerox)  
5) อุ่นแผ่นเหล็ก ด้วย hot plate ที่อุณหภูมิ 150 oC เป็นเวลานาน 5 นาที  
6) น าอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษที่พิมพ์แล้ววางลงบน Hot plate ที่ 150 oC โดย

มีแผ่นเหล็กกดทับด้านบนนาน 2 นาที เพ่ือให้หมึก wax ซึมจากผิวกระดาษลงสู่เนื้อ
กระดาษและเกิดผนังก้ันน้ าเป็นอาณาเขตส่วนที่ชอบน้ าและไม่ชอบน้ าอย่างสมบูรณ์  

7) น าอุปกรณ์ตรวจเข้าเครื่องพิมพ์ค าว่า “NAME……………………” ด้วยหมึกทั่วไป 
8) ติดอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษกับเทปกาวป้องกันการรั่วซึม และยึดติดกับ

แผ่นใสเพ่ือความคงทน 

 

รูปที่ 30 ขนาดของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ: PAD 
ร า ย ล ะ เ อี ย ด เ พ่ิ ม เ ติ ม ข อ ง อุ ป ก ร ณ์ ต ร ว จ วิ เ ค ร า ะ ห์ ฐ า น ก ร ะ ด า ษ  ค า ว่ า 

“NAME……………………” จะถูกพิมพ์ด้วยอักษร Calibri ขนาด 10.5 ลักษณะสีเส้นดังรูปที่ 30 

โดยมีความหนาของเส้น 1 pt. 
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รูปที่ 31 แสดงขั้นตอนการพิมพ์อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

โดยกระดาษกรอง Whatman NO.4 1 แผ่น สามารถจุแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐาน

กระดาษได้ 6 อัน ซึ่งภายหลังเสร็จสิ้นกระบวนการผลิตจะน ามาตัดแบ่งออกจากกัน 

3.1.1   การทดสอบปริมาตรน  ายาที่เหมาะสมในการตรึงลงบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐาน
กระดาษ 

ทดสอบหาปริมาตรน้ ายาที่เหมาะสมในการตรึงลงบนหลุมปฏิกิริยาขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.52 ซม. โดยหยดสีผสมอาหารสีเขียวปริมาตร 1, 2, 3 และ 4 µl ซึ่งปริมาตรที่
เหมาะสมคือ ปริมาตรที่น้อยที่สุดที่สีผสมอาหารเต็มและไม่ท้นออกนอกวง 

ผลการทดลองเบื้องต้น พบว่าปริมาตรน้ ายาที่เหมาะสมในการตรึงลงบนหลุมปฏิกิริยา
 ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.52 ซม. คือ 1 µl ทั้งนี้ผู้วิจัยได้ท าการทดลองเพ่ิมเติมที่ปริมาตร 
0.5 µl พบสีเขียวของสีผสมอาหารเต็มวงพอดี แต่ผู้วิจัยยังคงตัดสินใจเลือกใช้ปริมาตรในการ
ตรึงน้ ายาที่ 1 µl เพราะมีปริมาตรที่ไมล่้นออกนอกวง  

 

  

กระดาษกรอง Whatman NO.4 

พิมพ์ด้วยเทคนิค Wax printing พิมพ์ด้วยหมึกท่ัวไป 
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3.2   การทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมในการตรวจวัดระดับการท างานเอนไซม์จีซิกพีดี 

 

รูปที่ 32 สมการปฏิกิริยาการเกิดสีของ formazan บนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 

 ท าการทดสอบสมมุติฐานปฏิกิริยาข้างต้นในหลอดทดลอง และท าการทดสอบปริมาณ
ความเหมาะสมของน้ ายาบนกระดาษในล าดับต่อไป  

หมายเลข 1 G6P ทดสอบท่ีความเข้มข้น 0.5, 1, 2, 3, 4, 6, 8, 10, 12 mM 
หมายเลข 2 NADP+ ทดสอบที่ความเข้มข้น 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5 mM 
หมายเลข 3 Tris-base buffer ทดสอบท่ีความเข้มข้น 100, 200, 300 mM pH 7.6-7.8 

+ HCl + 5 mM EDTA + 0.02 % digitonin   
หมายเลข 4 Tretra-nitroblue tetrazolium salt (TNBT) ทดสอบที่ความเข้มข้น 1, 2, 4, 6 mM 

หมายเลข 5 1-methoxyPhenazine methosulphate (1-methoxyPMS) ทดสอบที่
  ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 mM 

3.2.1   การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของน  ายาในหลอดทดลอง  
ท าการตรวจวัดปริมาณของเอนไซม์จีซิกพีดีตัวควบคุม (control normal: PD 2618, 

Randox, IMED Thailand) ใ ห้ ค่ า อ ยู่ ใ น ช่ ว ง  1 3 5 9 ±2 7 1  U/l ด้ ว ย เ ท ค นิ ค 
spectrophotometric assay กล่าวคือ การวัดอัตราการผลิต NADPH จากกระบวนการ
ท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ 340 nm เมื่อแทนที่ชุด
น้ ายา (PD410, Randox, IMED Thailand) ด้วยน้ ายาที่ผลิตขึ้นเอง (น้ ายาหมายเลข 1-3 ดัง
รูปที่ 32) เพ่ือหาความเข้มข้นและสภาวะกรดเบส (pH) ที่เหมาะสมที่สุดของปฏิกิริยาใน
หลอดทดลอง  
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1. การทดสอบเติม 5 mM EDTA ใน tris-HCl buffer 
EDTA มีส่วนช่วยในการรักษาสภาพของน้ ายา และป้องกันการรบกวนปฏิกิริยาที่

จะตรวจจากโลหะหนัก ซึ่งปริมาณความเข้มข้น 5 mM เป็นปริมาณความเข้มข้นที่พบได้
บ่อยในน้ ายาตรวจวิเคราะห์ตามท้องตลาด  

ท าการวัดตัวควบคุม (control normal: PD 2618, Randox, IMED Thailand) 
ด้วยเทคนิค spectrophotometric assay เปรียบเทียบผลที่ได้ของ tris-HCl buffer ที่มี
การเติม 5 mM EDTA และที่ไม่มีการเติม เพ่ือศึกษาผลกระทบของ 5 mM EDTA ที่เติม
ลงใน tris-HCl buffer ต่อปฏิกิริยาในการวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี 

2. การทดสอบวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีในหลอดทดลอง 
ทดสอบตัวควบคุม SQM-CONN-050 และ SQM-COND-050 (R&D Diagnosis 

Greece, Thai Can Biotech Co.,Ltd) แทนตัวอย่างเลือดคนปกติ และผู้มีภาวะพร่อง

เอนไซม์จีซิกพีดี ตามล าดับ  

1) น าตัวควบคุมทั้งสองระดับจ านวน 5 µl ผสมกับน้ ายาจ านวน 80 µl ในหลอด
ทดลอง (4 mM G6P 10 µl, 2.5 mM NADP+ 10 µl, 4 mM 1-methoxyPMS  
20 µl, 200 mM tris-HCl buffer 40 µl)  

2) บ่มทิ้งไว้ 10 นาที ที่อุณหภูมิห้อง 
3) เติม 4 mM TNBT 20 µl สังเกตสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น คนปกติจะปรากฏสีม่วง

ด าของ formazan ผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะปรากฏสีแดงของเลือดและ 
1-methoxyPMS  

3.2.2   การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของน  ายาบนกระดาษ  
 เพ่ือท าการทดสอบหาจ านวนหยดและความเข้มข้นของสารในการตรึงลงบน

กระดาษท่ีท าให้สามารถสังเกตเห็นสีของปฏิกิริยา (colorimetric assays) ได้ชัดเจนที่สุดและ
มีประสิทธิภาพในการแยกผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรงกับผู้ที่มีระดับการท างาน
ของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติมากที่สุด ซึ่งอาศัยหลักการถ่ายภาพและวิเคราะห์ความเข้มสีของ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนภาพถ่ายอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษด้วยโปรแกรม Adobe 
Photoshop CS6 โดยการสร้างพ้ืนที่วงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 175x175 พิกเซล 
ครอบคลุมพ้ืนที่ในการอ่านผล 
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1) สร้างพ้ืนที่วงกลมในการอ่านผลของปฏิกิริยาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.52 ซม. บน
กระดาษด้วยเทคนิค wax printing  

2) ท าการทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ G6P, NADP+, TNBT โดยท าการตรึง
น้ ายาต่างๆ รายละเอียดการทดสอบดังขั้นตอนที ่3.2.2 (1), (2) และ (3) 

3) ผสมเลือดปริมาตร 5 µl, 10 mM 1-methoxyPMS ปริมาตร 20 µl และ 200 mM 
tris-HCl buffer 80 µl ในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. หยดปฏิกิริยาจากหลอด
ทดลอง 1 µl ลงบนพ้ืนที่วงกลมแต่ละวง ถ่ายภาพความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง
สแกนเนอร์ (DCP-165C, Brother) นาทีที่ 30 วิเคราะห์ผลความเข้มสีที่เกิดขึ้นท า
การทดสอบซ้ า 3 ครั้งเพ่ือยืนยันผล 

1. การทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ G6P ในการตรึง 
 พ้ืนที่วงกลมจ านวน 5 วง ถูกตรึงด้วย 2.5 mM NADP+ 1 µl และ 2 mM TNBT 
1 µl อย่างละ 1 หยดทุกวง และตรึง 4 mM G6P จ านวน 0, 1, 2, 3 และ 4 หยดในแต่
ละวงตามล าดับ ผลการทดลองเบื้องต้นพบว่า 4 mM G6P ต้องใช้จ านวนถึง 3 หยด จึงจะ
เกิดสีที่ชัดเจนสามารถสังเกตได้ด้วยตาเปล่าบนกระดาษ คณะวิจัยจึงศึกษาเพ่ิมเติมโดย
การเพ่ิมความเข้มข้นจนถึงระดับ 12 mM G6P 

2. การทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ NADP+ ในการตรึง 
 พ้ืนที่วงกลมจ านวน 4 วง ทุกวงจะถูกตรึงด้วย G6P 1 µl ตามผลการทดลองที่ 
3.2.2 (1) และ 2 mM TNBT 1 µl อย่างละ 1 หยด และตรึง 2.5 mM NADP+ จ านวน 0, 
1, 2 และ 3 หยดในแต่ละวงตามล าดับ  

3. การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TNBT ในการตรึง 
 พ้ืนที่วงกลมจ านวน 5 วง ทุกวงจะถูกตรึงด้วย G6P 1 µl ตามผลการทดลองที่ 
3.2.2 (1) และตรึง 2.5 mM NADP+ 1 µl จ านวนหยดตามผลการทดลองที่ 3.2.2 (2) 
และตรึง TNBT 1 µl 1 หยด ที่ความเข้มข้น 0, 1, 2, 4, 6 mM ในแต่ละวงตามล าดับ  
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4. การทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1-methoxyPMS 
 พ้ืนที่วงกลมจ านวน 7 วง ถูกตรึงน้ ายาตามผลการทดลองที่ 3.2.2 (1), (2) และ 
(3) ตามล าดับ เนื่องจากการตรึง 1-methoxyPMS และ TNBT ณ ต าแหน่งเดียวกัน จะ
ท าให้เกิดผลลบปลอม ท าให้มิได้ท าการตรึง 1-methoxyPMS ลงบนกระดาษ หากแต่
น าไปทดสอบหาความเข้มข้น โดยน าไปผสมไว้ร่วมกับ tris-HCl buffer ที่ใช้เป็นน้ ายาใน
การตรวจแทน  
 1-methoxyPMS จ านวน 20 µl ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ (0, 1, 2, 3, 4, 6, 8 
mM) ผ สมกั บ  200 mM tris-HCl buffer pH 7.7-7.6 + 5 mM EDTA + 0.02 % 
digitonin จ านวน 80 µl และเลือดครบส่วน 5 µl ในหลอดทดลอง 1.5 มล. หยดปฏิกิริยา
จากหลอดทดลอง 1 µl ลงบนพ้ืนที่วงกลมแต่ละวงที่ได้ท าการตรึงน้ ายาไว้แล้ว ถ่ายภาพ
ความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วยเครื่องสแกนเนอร์ นาทีที่ 30 บันทึกผลความเข้มสีที่เกิดขึ้น ท า
การทดสอบซ้ า 3 ครั้งเพ่ือยืนยันผล  
 การทดลองนี้จะใช้ตัวอย่างเลือดผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติ 
และตัวอย่างเลือดผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรงในการทดสอบ 

3.2.3   การทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมอ่ืนๆ ในการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีก
ซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลฐานกระดาษ 

1. การทดสอบหาอัตราส่วนระหว่างตัวอย่างเลือดกับน  ายาที่ใช้ตรวจ 
เพ่ือหาอัตราส่วนที่เหมาะสมของตัวอย่างเลือดครบส่วนกับน้ ายาที่ใช้ตรวจ ใน

ขั้นตอนการสกัดเอนไซม์จีซิกพีดีออกจากเม็ดเลือดแดงก่อนหยดลงบนอุปกรณ์ตรวจ โดย
ก าหนดปริมาตรคงที่ของเลือดครบส่วนไว้ที่ 5 µl ผสมกับน้ ายาตรวจตั้งแต่ 50 ถึง 150 µl 
หรืออัตราส่วน 1:10 ถึง 1:30   

1) สร้างพ้ืนที่วงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.52 ซม. จ านวน 7 วง ด้วยเทคนิค 
wax printing 

2) ตรึงน้ ายาตามผลการทดลองที่ 3.2.2 โดยหลุมแรกจะไม่ท าการตรึง G6P 
3) ทดสอบหาอัตราส่วนที่เหมาะสมของตัวอย่างเลือดครบส่วนกับน้ ายาที่ใช้ตรวจ 
4) หยดปฏิกิริยาจากหลอดทดลอง 1 µl ลงบนพ้ืนที่วงกลมแต่ละวง 
5) ถ่ายภาพอุปกรณ์ตรวจนาทีที่ 30 วิเคราะห์ความเข้มสีที่เกิดขึ้นของภาพถ่าย

อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 
โดยการสร้างพ้ืนที่วงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์ 175×175 พิกเซล ครอบคลุม
พ้ืนที่ในการอ่านผลทั้ง 4 หลุมปฏิกิริยา โดยหลุมแรกจะใช้เป็นตัวหักล้างสีพ้ืน
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หลังของเลือดและ 1-methoxyPMS (blank) กับหลุมปฏิกิริยาอีก 3 หลุมใน
การรายงานผล 

การทดลองนี้จะใช้ตัวอย่างเลือดผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติ 
และตัวอย่างเลือดผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรงในการทดสอบ ท าการทดสอบซ้ า 
3 ครั้งเพ่ือยืนยันผล 

2. การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะในการตรวจวินิจฉัย 
การทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการอ่านผลอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่อง

เอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ คือ ช่วงระยะเวลาที่ความเข้มสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบนอุป

กรณืตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษคงที และสามารถจ าแนกผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี

รุนแรงกับผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติได้เด่นชัด 

1) สร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษเทคนิค wax printing 
2) ตรึงน้ ายาตามผลการทดลองที่ 3.2.2 โดยหลุมแรกจะไม่ท าการตรึง G6P 
3) ผสมตัวอย่างเลือดผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติกับน้ ายาที่ใช้

ตรวจ ตามผลการทดลองที่ 3.2.3 (1) 
4) ถ่ายภาพด้วยเครื่องสแกนเนอร์นาทีที่ 5, 10, 15, 20, 25 และ 30  
5) วิเคราะห์ความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 โดยการ

สร้างพ้ืนที่วงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์ 175×175 พิกเซล ครอบคลุมพ้ืนที่ในการ
อ่านผลทั้ง 4 หลุมปฏิกิริยา โดยหลุมแรกจะใช้เป็นตัวหักล้างสีพ้ืนหลังของเลือด
และ 1-methoxyPMS (blank) กับหลุมปฏิกิริยาอีก 3 หลุมในการรายงานผล 

6) ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง เพ่ือยืนยันผล และท าการทดสอบข้างต้นซ้ ากับตัวอย่าง
เลือดผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรง  

3. การทดสอบหาระบบสีที่เหมาะสมในการรายงานผล  
ทดสอบหาช่องสีและระบบสีที่เหมาะสมที่สุดในการรายงานผลเชิงปริมาณ

วิเคราะห์ ด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 โดยหาช่องสีและระบบสีที่ให้ค่าช่วง
ของผลลัพธ์ที่กว้างที่สุดและสอดคล้องกับปฏิกิริยาความเข้มสีที่เกิดข้ึน 

1) สร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษเทคนิค wax printing 
2) ตรึงน้ ายาตามผลการทดลองที่ 3.2.2 โดยหลุมแรกจะไม่ท าการตรึง G6P 
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3) ผสมตัวอย่างเลือดผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติกับน้ ายาที่ใช้
ตรวจ ตามผลการทดลองที่ 3.2.3 (1) 

4) ถ่ายภาพด้วยเครื่องสแกนเนอร์ ตามผลการทดลองที่ 3.2.3 (2) 
5) วิเคราะห์ความเข้มสีที่เกิดขึ้นของภาพถ่ายอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

ทั้งระบบสี RGB และ CMYK ด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 โดยการ
สร้างพ้ืนที่วงกลมขนาดเส้นผ่านศูนย์ 175×175 พิกเซลครอบคลุมพ้ืนที่ในการ
อ่านผลทั้ง 4 หลุมปฏิกิริยา 

3.3   การศึกษาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 

3.3.1   การทดสอบความแม่นย าของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 
 ผลิตอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ ในคราวเดียวกัน จ านวน 

 40 ชุด น าเลือดคนปกติและผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมาทดสอบกับอุปกรณ์ตรวจ
วิเคราะห์ ตัวอย่างละ 20 ครั้ง วัดความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop 
CS6 ประเมินความแม่นย าจากค่า %CV  

สูตร  

 %CV= SD
X̅  × 100 

%CV ที่ได้ไม่ควรเกิน 15 % ทั้ง 2 ตัวอย่างเลือด 

3.3.2   การสร้างกราฟมาตรฐานในการแปลผลของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิก
พีดีฐานกระดาษ 
  ท าการวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีเทียบกับความเข้มสีที่ตรวจได้จาก
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี และสร้างกราฟมาตรฐาน (y = mx+c) ที่ใช้ส าหรับ
การแปลผลตรวจจากอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ  โดยเตรียมตัวอย่างเลือดที่มีระดับ
การท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีต่างๆ แตกต่างกัน 5 ระดับ (ดังตารางที่ 6) มาท าการตรวจวัด
ระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี ควบคู่กับการตรวจวัดด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ ท าการทดสอบซ้ า 3 ครั้ง บันทึกผล และสร้างกราฟ 
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ตารางท่ี 6 การเตรียมตัวอย่างมาตรฐานส าหรับอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน
กระดาษ 

 S1  
(0x) 

S2 
(0.25x) 

S3  
(0.5x) 

S4 
(0.75x) 

S5  
(1x) 

เม็ดเลือดแดงอัดแน่นของ 
คนปกต ิ

0 ml 0.25 ml 0.5 ml 0.75 ml 1 ml 

เม็ดเลือดแดงอัดแน่นของ 
ผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีด ี

1 ml 0.75 ml 0.5 ml 0.25 ml 0 ml 

0.9 % NSS 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 1 ml 

3.3.3   การทดสอบหาขีดจ ากัด หรือ limit of detection (LOD) ในการตรวจของ
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 

1) สร้างพ้ืนที่วงกลมจ านวน 10 วงด้วยเทคนิค wax printing 
2) ท าการตรึงน้ ายาตามผลการทดลองท่ี 3.2.2 โดยไม่ต้องตรึง G6P 
3) น าตัวอย่างเลือดมาตรวจในพ้ืนที่วงกลมทั้ง 10 พร้อมทั้งวัดความเข้มสี ตามผลการ

ทดลองที่ 3.2.3 
4) ค านวณหาค่า limit of detection จากสูตร [122] 

  สูตร 

    Limit of detection = 
3.3σ

S
 

σ แทนค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานของ Blank 

S แทนค่า sensitivity ของอุปกรณ์ตรวจ (ความชันของกราฟมาตรฐาน) 

3.3.4   การทดสอบการรบกวนจากปริมาณเม็ดเลือดแดงในตัวอย่างเลือดครบส่วน 
เพ่ือศึกษาผลกระทบของปริมาณเม็ดเลือดแดงตั้งต้นในตัวอย่างเลือดครบส่วนต่อผล

การตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ อันเนื่องมาจากเอนไซม์  

จีซิกพีดีอยู่ในเม็ดเลือดแดง ปริมาณฮีมาโตคิต 20-70 % ของตัวอย่างเลือดครบส่วน จึงถูก

น ามาทดสอบกับอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ  

1) สร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษเทคนิค wax printing จ านวน 7 ชุด 
2) น าตัวอย่างเลือดผู้ที่ไม่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจ านวน 1 คนมาปรับค่าฮีมาโตคิต 

เป็น 20 ถึง 70 % 
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3) น าตัวอย่างเลือดที่ท าการปรับค่าความเข้มข้นของเม็ดเลือดแล้วมาตรวจด้วยอุปกรณ์
ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ และวิเคราะห์ความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วย
โปรแกรม Adobe Photoshop CS6 

4) ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง เพ่ือยืนยันผล  
5) ท าการทดลองซ้ าอีกครั้งกับตัวอย่างเลือดผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 
6) เปรียบเทียบความแตกต่างของระดับสีในแต่ละระดับความเข้มข้นของเม็ดเลือดแดง  ที่ 

95 % confidence interval (one-way ANOVA test) โดยก าหนดค่า p-value ที่
น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.05 ถือว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยยะส าคัญทางสถิติ 

3.3.5   การทดสอบการรบกวนจากปริมาณเม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือดครบส่วน 
เพ่ือศึกษาผลกระทบของเม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือดครบส่วนต่อผลการตรวจด้วย

อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ อันเนื่องมาจากเอนไซม์จีซิกพีดีมีอยู่ใน

เม็ดเลือดขาวด้วย โดยน าตัวอย่างเลือดที่มีปริมาณเม็ดเลือดขาวแตกต่างกัน 4 ระดับ ทดสอบ

กับอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ  

1) สร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษเทคนิค wax printing จ านวน 4 ชุด 
2) น าตัวอย่างเลือดผู้ที่ไม่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจ านวน 1 คนมาปั่นตก 
3) จัดเก็บชั้น buffy coat ประมาณ 300 µl เติมพลาสม่าอีก 300 µl 
4) วัดฮีมาโตคิต และนับปริมาณเม็ดเลือดขาว 
5) ปรับฮีมาโตคิดของตัวอย่างเลือดเดียวกันที่เก็บมาเฉพาะเม็ดเลือดแดงให้เท่าากับหลอด

ที่จัดเก็บเม็ดเลือดขาว ปริมาตร 600 µl 
6) น าตัวอย่างความเข้มข้นของเม็ดเลือดขาวทั้ง 2 ระดับ มาท าการเจือจางซึ่งกันและกัน

จนได้ตัวอย่างเลือดท่ีมีความเข้มข้นของเม็ดเลือดขาวแต่กต่างกัน 4 ระดับ 
7) น าตัวอย่างเลือดที่ท าการปรับจ านวนของเม็ดขาวแล้วมาตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะ

พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ และวิเคราะห์ความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วยโปรแกรม 
Adobe Photoshop CS6 

8) ท าการทดลองซ้ า 3 ครั้ง เพ่ือยืนยันผล  
9) เปรียบเทียบความแตกต่างของระดับสีในแต่ละระดับความเข้มข้นของเม็ดเลือดขาว  ที่ 

95 % confidence interval (one-way ANOVA test) โดยก าหนดค่า p-value ที่
น้อยกว่าหรือเท่ากับ 0.05 ถือว่ามีความแตกต่างอย่างมีนัยยะส าคัญทางสถิติ 
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3.3.6   การทดสอบสารรบกวนบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 
น าตัวอย่างเลือดผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีผสมกับผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิก

พีดีในอัตราส่วน 1:1 มาทดสอบกับอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 
เพ่ือศึกษาผลกระทบของสารต่างๆในน้ าเลือดที่อาจส่งผลรบกวนต่อการตรวจภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ โดยวัดความเข้มสีที่เกิดขึ้นด้วย
โปรแกรม Adobe Photoshop CS6 เปรียบเทียบความต่างของผลความเข้มสีที่ได้ของแต่ละ
ระดับความเข้มข้นกับชุดตัวอย่างควบคุม (negative control: true value) ท าการทดสอบ
ซ้ า 3 ครั้ง (% Interferences >15: มีการรบกวน) [123], [124], [125] 

% Interferences = 100 × (measure value-true value)
true value  

 

รูปที่ 33 แผนผังการเตรียมตัวอย่างเลือดส าหรับการทดสอบสารรบกวนที่ความเข้มข้น 4 ระดับ  
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1. การทดสอบการรบกวนจากไขมัน (lipemic)  
1) น าตัวอย่างเลือดที่ผสมแล้วมาแยกน้ าพลาสม่าออกจากเม็ดเลือดแดงเข้มข้น  

(ปั่น 3,000 rpm. 5 นาที อุณหภูมิห้อง) 
2) น าพลาสม่าที่ได้มาปรับค่าความเข้มข้นของไตรกลีเซอร์ไรด์ 

โดยแยกพลาสม่าออกเป็น 2 ส่วน:  
ส่วนที่ 1 ปรับความเข้มข้นของไตรกลีเซอร์ไรด์ในพลาสม่าเป็น 2,000 mg/dl 
โดยการเติม 20 % Intralipid 
ส่วนที่ 2 ใช้ส าหรับเจอจางพลาสม่าให้ได้ความเข้มข้นของไตรกลีเซอร์ไรด์ 2 
ระดับ คือ 1,000 และ 400 mg/dl 

3) ท าการวัดค่าไตรกลีเซอร์ไรด์ด้วยชุดน้ ายา TRIGLYCERIDES liquicolormono 
(HUMAN: Germany) เพ่ือยืนยันระดับความเข้มข้นของไตรกลีเซอร์ไรด์ที่เตรียม 

 หลักการวัดไตรกลีเซอร์ไรด์ 

 Triglycerides  glycerol + fatty acid 

 Glycerol + ATP  glycerol-3-phosphate + ADP 

 Glycerol-3-phosphate + O2   dihydroxyacetone phosphate + H2O2 

 H2O2 + 4-aminoantiphyrine + 4-chlorophenol  quinoneimine + HCL + H2O 

ตารางท่ี 7 วิธีการตรวจวัดไตรกลีเซอร์ไรด์ 

สาร 
หลอด Blank 

(µl) 
หลอดตัวอย่าง 

(µl) 

RGT (Reagent triglycerides) 
Sample 

1,000 
---- 

1,000 
10 

 วัดความเข้มสีของสาร quinoneimine ที่ Hg 546 nm ดังสมการปฏิกิริยาข้างต้น 

 สูตร   ไตรกลีเซอร์ไรด์ (mg/dl) = ∆A546 ตัวอย่าง × 1,351  
   1,351 คือ factor ได้จากการวัดไตรกลีเซอร์ไรด์มาตรฐาน 200 mg/dl 

4) ผสมตัวอย่างเม็ดเลือดแดงเข้มข้นกับพลาสม่าที่มีไตรกลีเซอร์ไรด์เข้มข้น 0, 400, 
1,000, 2,000 mg/dl [50: 50 µl (50 %Hct)] 

lipase 

GK 

GPO 

POD 



61 
 

 

5) น าตัวอย่างเลือดที่มีความเข้มข้นของไตรกลีเซอร์ไรด์ทั้ง 4 ระดับไปตรวจด้วย
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ และวิเคราะห์ผล 

2. การทดสอบการรบกวนจากฮีโมโกลบิน (hemolysis) 
1) น าตัวอย่างเลือดที่ผสมแล้วมาแยกน้ าพลาสม่าออกจากเม็ดเลือดแดงเข้มข้น  

(ปั่น 3,000 rpm. 5 นาที อุณหภูมิห้อง) 
2) น าพลาสม่าที่ได้มาปรับค่าความเข้มข้นของฮีโมโกลบิน 

โดยแยกพลาสม่าออกเป็น 2 ส่วน:  
ส่วนที่ 1 ปรับความเข้มข้นของฮีโมโกลบินในพลาสม่าเป็น 6 g/dl โดยการเติม 
Hemolysate ที่เตรียมไว้ 
ส่วนที่ 2 ใช้ส าหรับเจอจางพลาสม่าให้ได้ความเข้มข้นของฮีโมโกลบิน 3 ระดับ 
คือ 3, 1.5 และ 0.75 g/dl 

3) ท าการวัดค่าฮีโมโกลบินด้วยน้ ายา DRABKIN’ solution 
หลักการวัดค่าฮีโมโกลบิน  
Hemoglobin + ferric cyanide   methemoglobin 
Methemoglobin + cyanide   cyanmethemoglobin 

ตารางท่ี 8 วิธีการตรวจวัดค่าฮีโมโกลบิน 

สาร 
หลอด blank 

(µl) 
หลอดตัวอย่าง 

(µl) 

DRAPKIN’s solution 
Sample 

5,000 
---- 

5,000 
20 

วัดปริมาณ cyanmethemoglobin ที่แปรผันตรงกับปริมาณฮีโมโกลบิน ที่ 540 nm. 
สูตร   ฮีโมโกลบิน  (g/dl) = ∆A540 ตัวอย่าง × 35 

   35 คือ factor ได้จากการวัดสารมาตรฐาน  

4) ผสมตัวอย่างเม็ดเลือดแดงเข้มข้นกับพลาสม่าท่ีมีฮีโมโกลบินเข้มข้น 0.75, 1.5, 3, 
6 g/dl [50: 50 µl (50 %Hct)] 

5) น าตัวอย่างเลือดที่มีความเข้มข้นของฮีโมโกลบินทั้ง 4 ระดับไปตรวจด้วยอุปกรณ์
ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ และวิเคราะห์ผล  
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3. การทดสอบการรบกวนจากบิลิรูบิน (icteric)  
1) น าตัวอย่างเลือดที่ผสมแล้วมาแยกน้ าพลาสม่าออกจากเม็ดเลือดแดงเข้มข้น  

(ปั่น 3,000 rpm. 5 นาที อุณหภูมิห้อง) 
2) น าพลาสม่าที่ได้มาปรับค่าความเข้มข้นของบิลิรูบิน 

โดยแยกพลาสม่าออกเป็น 2 ส่วน:  
ส่วนที่ 1 ปรับความเข้มข้นของบิลิรูบินในพลาสม่าเป็น 500 µM โดยการเติม 
unconjugated bilirubin ที่เตรียมไว้ 
ส่วนที่ 2 ส าหรับเจอจางพลาสม่าให้ได้ความเข้มข้นของบิลิรูบิน 3 ระดับ คือ 0, 
100 และ 250 µM 

3) ท าการวัดค่าบิลิรูบินด้วยชุดน้ ายา BILIRUBIN D+T liquicolor (HUMAN: 
Germany) 

หลักการ 
Sulfanilic + sodium nitrite   DSA 
Bilirubin + DSA    direct azobilirubin 
Bilirubin +DSA + accelerator  total azobilirubin 

การค านวณหาปริมาณ unconjugated bilirubin 
Unconjugated bilirubin = total bilirubin – conjugated bilirubin 

ตารางท่ี 9 วิธีการตรวจวัด Total bilirubin 

สาร 
Sample blank 

(µl) 
หลอดตัวอย่าง 

(µl) 

TBR 
TNR 

1,000 
---- 

1,000 
40 

ผสม 5 นาที 

Sample 100 100 
ผสม 10 นาท ีถึง 30 นาที 

วัดปริมาณ total azobilirubin ที่ 546 nm. 
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ตารางท่ี 10 วิธีการตรวจวัด conjugated Bilirubin 

สาร 
Sample blank 

(µl) 
หลอดตัวอย่าง 

(µl) 

DBR 
DNR 

1,000 
---- 

1,000 
40 

ผสม 2 นาที 
Sample 100 100 

ผสม 5 นาที 

วัดปริมาณ direct azobilirubin ที่ 546 nm. 
สูตร     Total bilirubin หรือ conjugated bilirubin (µM) = ∆A546 ตัวอย่าง × 222.3 
  222.3 คือ factor ได้จาก 13 × 17.1 
  13     คือ factor ของน้ ายาที่ตรวจวัด 
  17.1   คือ factor การเปลี่ยนหน่วยจาก mg/dl เป็น µmol/l หรือ µM 

4) ผสมตัวอย่างเม็ดเลือดแดงเข้มข้นกับพลาสม่าท่ีมีบิลิรูบินเข้มข้น 0, 100, 250 
และ 500 µM  [50: 50 µl (50 %Hct)] 

5) น าตัวอย่างเลือดที่มีความเข้มข้นของบิลิรูบินทั้ง 4 ระดับไปตรวจด้วยอุปกรณ์
ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ และวิเคราะห์ผล 

3.4   การทดสอบตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐาน
กระดาษท่ีพัฒนาขึ นเทียบกับวิธีที่ใช้อยู่ปัจจุบันและวิธีมาตรฐาน 

3.4.1   การตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีวิธี fluorescent spot test 
Fluorescent spot test (FST) เป็นการตรวจคัดกรองผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี

เชิงคุณภาพ โดยอาศัยความสามารถในการเรืองแสงของ NADPH จากการท างานของเอนไซม์
จีซิกพีดี ภายใต้แสงยูวี (365 nm) โดยมีขั้นตอนการตรวจคัดกรองดังนี้ 

1) เลือดจ านวน 5 µl จากหลอด EDTA บ่มรวมกับน้ ายาจากชุดตรวจ 100 µl 
(SQMMR500, R&D Diagnosis Greece) ที่อุณหภูมิห้อง 10 นาที  

2) หยดปฏิกิริยาลงบนกระดาษกรอง 10 µl รอแห้ง  
3) อ่านผลภายใต้แสงยูวี  
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ผลการตรวจด้วยวิธีนี้สามารถอ่านผลได้ดังนี้ ผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี

ปกติจะสามารถสังเกตเห็นการเรืองแสงได้ (ผลบวก) ส่วนผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะ

ไม่เห็นการเรืองแสง (ผลลบ) 

  

 

รูปที่ 34 ล าดับขั้นตอนการตรวจคัดกรองภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ด้วยวิธี FST [126] 
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3.4.2   การตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเป็นอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษท่ีถูก

พัฒนาขึ้นโดยคณะผู้วิจัยให้สามารถรายงานระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีได้ โดย
อาศัยหลักการ cytochemical staining (ดังรูปที่ 32) 

 

รูปที่ 35 ขั้นตอนการตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 

1) ระบุชื่อตัวอย่างเลือดบนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 
2) ผสมเลือดครบส่วน 5 µl กับน้ ายาตรวจ 50 µl บริเวณต าแหน่งวงกลมสีฟ้า  

(ดูดขึ้นดูดลงประมาณ 15 ครั้ง) 
3) หยดตัวอย่างที่ผสมน้ ายาแล้วปริมาตร 1 µl ลงบนหลุมปฏิกิริยาทั้ง 4 หลุม 
4) จับเวลา 25 นาที 
5) ถ่ายภาพด้วยโปรแกรม Control Center 3 (CC3) ซึ่งเป็นโปรแกรมควบคุมการ

ท างานของสแกนเนอร์ (DCP-165C, Brother) 
6) ภาพที่ได้ขนาด 9.4×14.2 ซม., 24-bit, 1,200 dpi, ระบบสี RGB 
7) เปลี่ยนระบบสีของภาพเป็น CMYK และเลือกวัดช่องสี cyan 
8) ใช้ elliptical marquee tool ขนาด 175×175 พิกเซล คลุมพื้นที่ปฏิกิริยา 
9) บันทึกผลความเข้มสีแต่ละหลุมทั้งสีหลุมลงโปรแกรม G6PD CalColor.exe 
10) กดปุ่ม calculate เพ่ือค านวณระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี 
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3.4.3   การตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี  
Spectrophotometric assay เป็นวิธีมาตรฐานในการตรวจระดับการท างานของ

เอนไซม์จีซิกพีดี (biochemical G6PD activity) กล่าวคือ การวัดอัตราการผลิต NADPH 
จากกระบวนการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี ซึ่งสามารถวัดค่าการดูดกลืนแสงได้ที่ 340 nm  

 G-6-P + NADP+     G-6PDH         gluconate-6-P + NADPH + H+   

 

รูปที่ 36 ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี 
1) แบ่งเลือดครบส่วนจากหลอดเลือดชนิด CPDA ปริมาตร 1,000 µl มาปั่นตกที่ 3,000 

rpm. 4 oC ประมาณ 10 นาท ี
2) ดูดเม็ดเลือดแดงเข้มข้นจ านวน 200 µl มาใส่หลอดใหม่ ที่มี 0.9 % NSS ปริมาตร 

2,000 µl แล้วปั่นล้างที่ 2,500 rpm. 4 oC ประมาณ 10 นาท ี
3) ดูดน้ าล้างใสทิ้งประมาณ 1,800 µl จากหลอดที่ปั่นตก  
4) เติม 0.9 % NSS ปริมาตร 2,000 µl แล้วปั่นล้างที่ 2,500 rpm. 4 oC  

ประมาณ 10 นาที  
5) ท าซ้ าข้อ 3-4 อีกครั้ง (รวมปั่นล้างทั้งหมด 3 ครั้ง) 
6) ดูดน้ าล้างใสครั้งสุดท้ายทิ้งให้ได้มากท่ีสุด 
7) สกัดเอนไซม์จากเม็ดเลือดแดงด้วยการเติม 0.02 % digitonin 500 µl บ่มที่ 4 oC 

ประมาณ 15 นาที  
8) น า hemolysate ที่ได้ไปปั่นตกที่ 3,000 rpm. 4 oC ประมาณ 10 นาที  
9) ดูดบริเวณผิวน้ าของ hemolysate ปริมาตร 300 µl ใส่หลอด 1.5 มิลลิลิตร เพ่ือเข้า

เครื่องตรวจวัด 
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10) ตรวจวัด  biochemical G6PD activity ด้วยเครื่ องตรวจวัด อัตโนมัติ  (Randox 
Daytona, IMED Thailand) รายงานผลเป็นระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีต่อ
ค่าฮีโมโกลบิน (IU/gHb) 

    G6PD (IU/gHb) = mU. erthrocytes per ml
Hb (g/dl) ×10  

3.4.4   การตรวจวิเคราะห์จีโนไทป์ของกลุ่มตัวอย่าง 
การตรวจวิเคราะห์จีโนไทป์ของกลุ่มตัวอย่าง เพ่ือจ าแนกชนิดการกลายพันธุ์ยีนจีซิกพี

ดีบนโครโมโซม X ของกลุ่มตัวอย่างที่น ามาใช้ในการศึกษานี้ ประกอบด้วย 2 ขั้นตอนคือ 1. 

สกัดดีเอ็นเอ และ 2. วิเคราะห์จีโนไทป์  

1. การสกัดดีเอ็นเอ 

 

รูปที่ 37 ล าดับขั้นตอนการสกัดดีเอ็นเอ [127] 
เลือดจ านวน 200 µl จากหลอด 3.2 % sodium citrate ถูกน ามาสกัด DNA 

ขั้นตอนการสกัด DNA เป็นไปตามเอกสารคู่มือการสกัด DNA (ดังรูปที่ 37) ที่แนบมากับ
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ชุดสกัด Blood Genomic DNA Extraction Mini Kit (FABGK 001, Favorgen) ทุกการ

ปั่นใช้ความเร็ว 14,000 rpm 

2. วิเคราะห์จีโนไทป์ 
วิ เ คราะห์ จี โ น ไทป์ ของกลุ่ มตั วอย่ า ง  ด้ วยชุ ดตรวจ  DiaplexC™ G6PD 

Genotyping Kit (Asian type) ภายหลังจากสกัดดีเอ็นเอ โดยอาศัยเทคนิค multiplex 

allele specific PCR ในการออกแบบ primer ให้มีลักษณะจ าเพาะต่อต าแหน่งการกลาย

พันธุ์ (single nucleotide polymorphism: SNP) ทั้ง 8 ชนิด ดังตารางที่ 11  

ตารางท่ี 11 การวิเคราะห์ DiaplexC™ G6PD Genotyping Kit (Asian type) 

Band Size (bp) G6PD mutation WHO Classification 

1 1,234 Internal control --------- 

2 803 Union 1360 C>T Class II 
3 681 Canton 1376 G>T Class II 

4 557 Kaiping 1388 G>A Class II 

5 501 Viangchan 871 G>A Class III 
6 337 Mahidol 487 G>A Class II 

7 262 Mediterranean 563 C>T Class II 

8 234 Coimbra 592 C>T Class II 
9 154 Vanua Lava 383 T>C Class III 

1) เช็ดท าความสะอาดตู้และปิเปตด้วย น้ ากลั่น, 70 % alcohol, และ chlorox 
พร้อมทั้งเปิด UV 15 นาท ี

2) เตรียม mastermix ส าหรับการท า multiplex allele specific PCR บน ice 
block ดังตารางที่ 12 โดยปริมาตรที่เตรียมจะต้องเตรียมเพ่ิมเติมจากจ านวน
ตัวอย่างที่จะตรวจอีก 3 reactions คือ 1. negative control, 2. positive 
control และ 3. ปริมาตร reaction ที่เผื่อในการปิเปต 

3) ผสมให้เข้ากันและปั่นตก ก่อนแยกใส่หลอด PCR reaction 0.2 ml ส าหรับ
วิเคราะห์จีโนไทป์แต่ละตัวอย่าง 

4) ย้ายต าแหน่งไปยังบริเวณท่ีไม่มีอากาศไหลเวียนเพื่อหยอดตัวอย่างดีเอ็นเอ 
5) ปั่นตก น าหลอด PCR reaction เข้าเครื่อง PCR Thermo cycler 
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6) ก าหนดค่าต่างๆของเครื่อง PCR Thermo cycler ดังตารางที่ 13 
7) ภายหลังจากเสร็จสิ้นกระบวนการ PCR จะน าไปอ่านผล ด้วยเทคนิค gel 

electrophoresis 

ตารางท่ี 12 การตรียม mastermix ต่อ 1 reaction 

 

สาร ปริมาตร (µl) 

2x Multiplex PCR Smart mix 
Primer mixture 
Nuclease free water 
Total 

6.25 
1 

4.75 
12 

DNA template: PCR water 1: 2 µl 1 

   

ตารางท่ี 13 การตั้งค่าเครื่อง PCR Thermo cycler  

ขั้นตอน อุณหภูมิ oC เวลา จ านวนรอบ 

Initial PCR activation 
Denaturation 
Annealing 
Extension 
Final extension 
Store 

95 
95 
60 
72 
72 
25 

15 นาที 
30 วินาที 
30 วินาที 
40 วินาที 
5 นาที 

∞ 

1 
 

30 
 
1 
 

8) ใช้ 4 % nusieve: agarose Gel (3:1) ที่ผสมด้วย ethidium bromide 5 µl ใน
การวิเคราะห์ผลหลังท า PCR ภายใต้สภาวะ 0.5x TBE ความต่างศักดิ์ 125 V . 
65 นาท ี

9) ตัวอย่างดีเอ็นเอจะถูกโหลดลงเจลที่ 5 µl, DNA ladder 3 µl และ standard 
marker 3 µl 

10) อ่านผล gel electrophoresis ด้วยเครื่องวิเคราะห์เจล (Gel DocTM XR+, Bio-
rad)  
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3.4.5   การวิเคราะห์ข้อมูล 

โปรแกรมที่ใช้ในการค านวณความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ คือ โปรแกรม 
IBM SPSS Statistics 22 ที่  95 % confidence interval โปรแกรมที่ใช้สร้างกราฟและ
ค านวณหาความสัมพันธ์ คือ โปรแกรม SigmaPlot 12.0 โปรแกรมที่ใช้ในการเปรียบเทียบ
ประสิทธิภาพของผลการตรวจทั้ง 2 วิธี คือ โปรแกรม MedCalc 

- เปรียบเทียบความแตกต่างผลการตรวจระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีระหว่าง
บัฟเฟอร์ที่ผสม EDTA และไม่ผสมโดยใช้สถิต ิMann-Whitney U test 

- ศึกษาผลกระทบของปริมาณเม็ดเลือดขาวและเม็ดเลือดแดงในตัวอย่างเลือดครบส่วน
ต่อผลการตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ โดยใช้สถิติ one-way 
ANOVA test 

- เปรียบเทียบความแตกต่างของผลการตรวจต่างๆในผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์
จีซิกพีดีแต่ละกลุ่มโดยใช้สถิติ one-way ANOVA test 

- วิเคราะห์ความสัมพันธ์ระหว่างระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีกับระดับความเข้ม
สีของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี โดยใช้สถิติ Pearson correlation 
coefficient  

- ศึกษาความสัมพันธ์ของผลตรวจจากทั้ง 2 วิธี Passing–Bablok regression [128] 

- ประเมินและเปรียบเทียบความต่างของผลการตรวจเชิงปริมาณวิเคราะห์ของทั้ง 2 วิธี 
โดยใช้สถิติ Bland Altman analysis ที ่95 % confidence interval [129] 

- ประเมินประสิทธิภาพของผลการตรวจเชิงคุณภาพวิเคราะห์ของทั้ง 2 วิธี โดยร้อยละ 
30 และ 40 ของระดับการท างานเอนไซม์จีซิกพีดีปกติเป็นเกณฑ์ในการจ าแนกผู้มี
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีและใช้สูตรค านวณหา sensitivity, specificity, positive 
predictive value และ negative predictive value  
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บทที่ 4  
ผลการวิเคราะห์ข้อมูล 

1. ลักษณะรูปแบบอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิพีดีฐานกระดาษ 

 

รูปที่ 38 อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ: G6PD PAD 

อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 1 ชุด ประกอบด้วย ต าแหน่งที่ใช้ผสม

เลือดเพ่ือสกัดเอนไซม์จีซิกพีดีก่อนหยดลงหลุมปฏิกิริยา (1) ต าแหน่งที่ใช้ในการระบุตัวตนของ

ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ (2) ต าแหน่งหลุมที่ไม่เกิดปฏิกิริยา (blank: 3) ใช้ในการหักลบค่าพ้ืนหลังของเลือด 

สาร 1-methoxyPMS และสีที่เกิดขึ้นเองจากการรีดิวซ์ของปฏิกิริยาอ่ืนๆที่มิได้เกิดจากเอนไซม์จีซิกพี

ดีเพ่ือความถูกต้องในการรายงานเชิงปริมาณวิเคราะห์ และต าแหน่งหลุมปฏิกิริยาที่ใช้อ่านผล (4)  

ขนาดเส้น 1 pt. เป็นขนาดที่เหมาะสมในการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

เนื่องจากมีปริมาณของ wax มากเพียงพอในการขัดขวางการแพร่ของสารน้ าในเนื้อกระดาษ  

ขอบเส้นสีของหลุมปฏิกิริยา สามารถพิมพ์ได้หลายสีตามระบบเครื่องพิมพ์ CMYK แต่ในการ

สร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษนี้เลือกใช้ชนิดสี Y หรือ yellow เนื่องจากเป็นขอบเส้นสีที่ไม่

รบกวนการตรวจวัด เมื่อต้องการวัดปฏิกิริยา formazan ด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 ที่

ช่องสี cyan เมื่อเทียบกับขอบเส้นสีด าที่เกิดจากการรวมแม่สีเข้าด้วยกัน หากท าการเลือกต าแหน่งได้

ไม่เที่ยงตรง สีด าของขอบอาจรบกวนการวัดสีภายในหลุมปฏิกิริยาได้ 
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ผลการทดสอบปริมาตรน้ ายาที่จะใช้ในการตรึงลงบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.52 เซนติเมตร พบว่าสามารถรองรับน้ าได้ที่ 1 ไมโครลิตรพอดี และเป็น

ปริมาตรที่เหมาะสมที่สุดในการปิเปต 

2. ผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมส าหรับการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี
ด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิพีดีฐานกระดาษ 

 2.1   ผลการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของน  ายาในหลอดทดลอง  
 เมื่อชุดน้ ายาตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี PD410, Randox ถูกแทนที่

ด้วยน้ ายาที่ผลิตขึ้นเอง (G6P, NADP+, buffer) และท าการวัดค่าของเอนไซม์จีซิกพีดีตัวควบคุม 

(1359±271 U/l) เพ่ือทดสอบหาความเข้มข้นและสภาวะกรดเบส (pH) ที่เหมาะสมที่สุดของ

น้ ายาที่ผลิตขึ้นเองและจะน าไปใช้ในการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิพีดีบนอุปกรณ์

ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษต่อไป โดยปริมาณความเข้มข้นที่เหมาะสมที่สุด

ของ G6P และ NADP คือ ปริมาณความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ท าให้ค่าของเอนไซม์จีซิกพีดีตัว

ควบคุมเข้าใกล้ค่ากลางของเอนไซมจ์ีซิกพีดีตัวควบคุม (1359 U/l) ดังรูปที่ 39 และรูปที่ 40  
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รูปที่ 39 ผลการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีตัวควบคุมที่ระดับความเข้มข้น 
0.5-12 mM G6P โดยช่วงของค่าตัวความคุมแสดงอยู่ในแถบสีเหลือง (1,088-1,630 U/l) และ
เส้นตัดแกน y สีฟ้าคือค่ากลาง (1359 U/l)  
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รูปที่ 40 ผลการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีตัวควบคุมที่ระดับความเข้มข้น 
0.5-2.5 mM NADP+ โดยช่วงของค่าตัวความคุมแสดงอยู่ในแถบสีเหลือง (1,088-1,630 U/l) 
และเส้นตัดแกน y สีฟ้าคือค่ากลาง (1359 U/l) 

 จากผลการทดลองวัดปฏิกิริยาการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีตัวควบคุมในหลอดทดลอง 
ด้วยน้ ายาที่ผลิตขึ้นเอง จากเทคนิค spectrophotometry assay พบว่าปริมาณความเข้มข้นที่
เหมาะสมที่สุดของ G6P และ NADP+ คือ 4 mM และ 2.5 mM ตามล าดับ  
 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นและสภาวะกรดเบส (pH) ที่เหมาะสมที่สุดของบัฟเฟอร์ 
(buffer) ในหลอดทดลอง พบว่า pH 7.7-7.8 เป็นสภาวะกรดเบส (pH) ที่เหมาะสม กล่าวคือ 
สามารถตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีได้มากกว่าที่ pH 7.6 และที่ระดับความ
เข้มข้น 200-300 mM ของ tris-HCl buffer ให้ค่าของระดับการท างานเอนไซม์ที่สูงและไม่
แตกต่างกัน เมื่อเปรียบเทียบกับ 100 mM ของ tris-HCl buffer ที่มีระดับการท างานของ
เอนไซม์ต่ าทุกจุด ดังรูปที่ 41  
 ดังนั้นความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่เอนไซม์จีซิกพีดีท างานได้มากที่สุด คือ 200 mM tris-
HCl buffer และควรมีค่า pH 7.7–7.8 

  

+ 
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รูปที่ 41 ผลการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีตัวควบคุมที่ระดับความเข้มข้น 
100, 200 และ 300 mM tris-HCl buffer และมีช่วงของ pH ตั้งแต่ 7.6-7.8 โดย 100 mM 

tris- HCl buffer (●), 200 mM tris- HCl buffer (○) และ 300 mM tris- HCl buffer (▼) 

 2.1.1   ผลการทดลองเติม 5 mM EDTA ลงใน tris-HCl buffer 
 5 mM EDTA ท าหน้าที่ช่วยรักษาสภาพของเอนไซม์ [114] ซึ่ง 5 mM เป็นระดับความ
เข้มข้นที่ได้จากการสืบค้นส่วนผสมของน้ ายาตรวจระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีที่มี
ตามท้องตลาดและใช้กันอยู่ในปัจจุบัน เพ่ือศึกษาผลกระทบของ 5 mM EDTA เมื่อเติมลงใน 
tris-HCl buffer ต่อหลักการตรวจระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี จึงท าการทดสอบวัด
ตั ว ค ว บ คุ ม  ( control normal: PD 2618, Randox, IMED Thailand) ด้ ว ย เ ท ค นิ ค 
spectrophotometric assay เปรียบเทียบผลที่ได้ของ tris-HCl buffer ที่มีการเติม 5 mM 
EDTA และท่ีไม่มีการเติม ซึ่งพบว่า tris-HCl buffer ที่มีการเติม 5 mM EDTA และท่ีไม่มีการ
เติม ให้ผลระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีไม่แตกต่างกัน (p=0.700, Mann-Whitney 
U test) ดังรูปที่ 42 
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รูปที่ 42 ผลการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีตัวควบคุม เมื่อท าการทดลอง
เติม 5 mM EDTA ลงใน tris-HCl buffer เปรียบเทียบกับไม่ได้เติม (0 mM EDTA) 

 2.1.2   ผลการทดลองวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเบื องต้นในหลอดทดลอง 

 

รูปที่ 43 ผลการทดลองวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีเบื้องต้นในหลอดทดลองคนปกติ 
(normal: ด้านซ้าย) ผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (deficient: ด้านขวา) 

จากการทดสอบหลักการ cytochemical staining (รูปที่ 31) ที่จะใช้ในการผลิต
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิพีดีฐานกระดาษจากน้ ายาที่ผลิตขึ้นเองในหลอดทดลอง 
พบว่าหลักการสามารถใช้ในการวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีได้ดังรูปที่ 43 โดยผู้ที่มี
ระดับการท างานเอนไซม์จีซิกพีดีปกติจะปรากฎเห็นสีด าปนม่วงของ formazan จาก
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ความสามารถในการรีดิวซ์ของ NADPH ที่ผลิตขึ้นได้ ต่างจากกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จี
ซกพีดี ที่จะยังคงปรากฎสีแดงของเลือดอยู่ 

 2.2   ผลการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมของน  ายาบนกระดาษ  
 น าผลการทดสอบหาสภาวะที่เหมาะสมของน้ ายาในหลอดทดลองส าหรับการตรวจวัด
ระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี มาประยุกต์ใช้บนกระดาษเพ่ือผลิตเป็นอุปกรณ์ตรวจภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ โดยท าการทดสอบหาจ านวนหยดในการตรึงและความเข้มข้น
ของน้ ายา รวมถึงสารอ่ืนๆที่เกี่ยวข้องกับปฏิกิริยาที่ยังมิได้ท าการทดสอบในหลอดทดลอง 
(TNBT, 1-methoxyPMS) 

 2.2.1   ผลการทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ G6P ในการตรึง 
 เมื่อท าการทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของน้ ายา 4 mM G6P ในการตรึงลงบน
หลุมปฏิกิริยาขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.52 ซม. ที่ 0 ถึง 4 หยด ดังรูปที่ 44 ผลปรากฏว่า 4 
mM G6P ที่เป็นความเข้มข้นที่เหมาะสมในหลอดทดลอง (ความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่ท าให้
เอนไซม์จีซิกพีดีตัวควบคุมในหลอดทดลองมีค่าเข้าใกล้ค่ากลางมากที่สุด) กลับต้องใช้ปริมาณ
หยดมากถึง 3 หยด (1 หยด: 1 µl) จึงจะได้ค่าระดับความเข้มสีที่เด่นชัดและคงที่ 

 
รูปที่ 44 ผลการทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ 4 mM G6P ในการตรึงลงบน
กระดาษ เมื่อเปรียบเทียบจ านวนหยดกับระดับความเข้มสีที่ปรากฏบนกระดาษ 
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 ดังนั้นจึงท าการทดสอบเพ่ิมเติม โดยการเพ่ิมปริมาณความเข้มข้นของ G6P ให้ถึง
ระดับ 12 mM เพ่ือลดระยะเวลาในการผลิต จากการที่จะต้องตรึง 4 mM G6P ถึง 3 หยด 

 
รูปที่ 45 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ G6P ในการตรึงลงบนกระดาษ เมื่อ
เปรียบเทียบระดับความเข้มข้นของ G6P กับระดับความเข้มสีที่ปรากฏบนกระดาษ 

 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ G6P ในการตรึงลงบนกระดาษ พบว่า
ระดับความเข้มสีที่ปรากฏบนกระดาษเริ่มเป็นเส้นตรงคงที่เมื่อ G6P มีความเข้มข้นตั้งแต่  
8 mM เป็นต้นไปแต่ เ พ่ือเป็นการป้องกันการตรึงที่ผิดพลาด อันเนื่องมาจากความ
คลาดเคลื่อนในการปิเปตสาร (ปริมาตร) ทางผู้วิจัยจึงตัดสินใจใช้ความเข้มข้นที่ 10 mM G6P 
ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่มากเกินพอในการเกิดปฏิกิริยา  

 2.2.2   ผลการทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ NADP+ ในการตรึง 
 น าผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ G6P ในการตรึงลงบนหลุมปฏิกิริยา
ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 0.52 ซม มาใช้ในการทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ 2.5 
mM NADP+ ในการตรึงลงบนหลุมปฏิกิริยาในล าดับต่อไป 
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รูปที่ 46 ผลการทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ 2.5 mM NADP+ ในการตรึงลงบน
กระดาษ เมื่อท าการเปรียบเทียบจ านวนหยดกับระดับความเข้มสีที่ปรากฏบนกระดาษ 

 ผลการทดสอบหาจ านวนหยดที่เหมาะสมของ 2.5 mM NADP+ ในการตรึงลงบน
กระดาษ คือ 2 หยด ซึ่งปรากฏระดับความเข้มสีที่เด่นชัดสุดบนกระดาษ  

 2.2.3   ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TNBT ในการตรึง 
 น าผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ G6P และผลการทดลองหาจ านวน
หยดที่ เหมาะสมของ 2.5 mM NADP+ ในการตรึงลงบนหลุมปฏิกิริยาขนาดเส้นผ่าน
ศูนย์กลาง 0.52 ซม. มาใช้ในการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TNBT (0, 1, 2, 4, 
6 mM) ในการตรึงลงบนหลุมปฏิกิริยาในล าดับต่อไปดังรูปที่ 47  

 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TNBT ในการตรึงลงบนกระดาษ คือ  
4 mM ซ่ึงปรากฏระดับความเข้มสีที่เด่นชัดสุดบนกระดาษ 
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รูปที่ 47 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ TNBT ในการตรึงลงบนกระดาษ 
เมื่อท าการเปรียบเทียบระดับความเข้มข้นของ TNBT กับระดับความเข้มสีที่ปรากฏบน
กระดาษ 

 2.2.4   ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1-methoxyPMS 
 1-methoxyPMS ท าหน้าที่เป็นตัวเร่งปฏิกิริยาที่มีสีชมพู การทดสอบหาความเข้มข้น
ที่เหมาะสมนี้ คือการทดสอบหาความเข้มข้นที่น้อยที่สุดที่สามารถเร่งปฏิกิริยาให้ความเข้มสี
เด่นชัดสุด และรบกวนการตรวจวัดความเข้มสีบนกระดาษน้อยที่สุด เนื่องจากการตรึง 1-
methoxyPMS ลงบนหลุมปฏิกิริยาต าแหน่งเดียวกับ TNBT อาจให้ผลลบปลอมได้ จึงท าการ
ผสม 1-methoxyPMS ลงในน้ ายาที่ใช้ตรวจก่อนหยดลงหลุมปฏิกิริยา โดยท าการทดสอบกับ
ตัวอย่างเลือดคนปกติและตัวอย่างเลือดผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ผลการทดลอง 
ดังรูปที่ 48 
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รูปที่ 48 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1-methoxyPMS โดยท าการ
เปรียบเทียบระดับความเข้มสีกับระดับความเข้มข้นต่างๆของ 1-methoxyPMS ในกลุ่มคน
ปกติ (สีด า) และกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (สีแดง) 

 ผลการทดสอบหาความเข้มข้นที่เหมาะสมของ 1-methoxyPMS พบว่าที่ 3 mM  
1-methoxyPMS ให้ระดับความเข้มสีที่เป็นอัตราส่วนระหว่างกลุ่มคนปกติกับผู้ที่มีภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมากที่สุด 

 2.3   ผลการทดสอบหาสภาวะท่ีเหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี 

 2.3.1   ผลการทดสอบหาอัตราส่วนระหว่างตัวอย่างเลือดกับน  ายาที่ใช้ตรวจ 
 เมื่อก าหนดค่าคงที่ของปริมาตรตัวอย่างเลือดที่จะใช้ในการตรวจบนอุปกรณ์ตรวจ
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษที่ 5 µl แล้ว มีความจ าเป็นต้องทราบถึงปริมาตร
น้ ายาที่จะน ามาใช้ในการสกัดเอนไซม์จีซิกพีดีก่อนหยดลงอุปกรณ์ตรวจ โดยท าการผสม
ตัวอย่างเลือดปริมาตร 5 µl กับน้ ายาตรวจปริมาตรตั้งแต่ 50 ถึง 150 µl หรืออัตราส่วน
ระหว่าง 1: 10 ถึง 1: 30 
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รูปที่ 49 ผลการทดสอบหาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างตัวอย่างเลือดกับน้ ายาที่ใช้ในการ
ตรวจ โดยท าการเปรียบเทียบระดับความเข้มสีกับอัตราส่วนต่างๆระหว่างตัวอย่างเลือดกับ
น้ ายาที่ใช้ในการตรวจ ในกลุ่มคนปกติ (สีด า) และกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (สี
แดง) 

 ผลการทดสอบหาอัตราส่วนที่เหมาะสมระหว่างตัวอย่างเลือดกับน้ ายาที่ใช้ในการตรวจ 
คือ 1: 10 หรือ เลือดครบส่วนปริมาตร 5 µl กับน้ ายาตรวจ 50 µl 

 
รูปที่ 50 ผลการทดสอบลดอัตราส่วนระหว่างตัวอย่างเลือดกับน้ ายาที่ใช้ในการตรวจ 

 
  



82 
 

 

 ผู้วิจัยได้ทดสอบลดอัตราส่วนระหว่างตัวอย่างเลือดกับน้ ายาที่ใช้ในการตรวจลงจน 
(<1: 10) พบว่าอัตราส่วนที่ลดลงจะยิ่งท าให้มีสีพ้ืนหลังของหลุม blank มีค่าสูงขึ้น และมี
ความหนืดของสารไหลเพ่ิมข้ึน ท าให้ไหลได้ไม่เต็มวง จากการที่มีค่าพ้ืนหลังที่สูงขึ้นจึงเป็นการ
ยากในการอ่านผล ผู้วิจัยจึงเลือกอัตราส่วน 1: 10 เป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมดังเดิม 

 2.3.2   ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัย 

 ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ พบว่าที่ 20 ถึง 25 นาทีระดับความเข้มสีจะเริ่มคงที่ใน
ตัวอย่างเลือดคนปกติ ดังนั้นระยะเวลาที่ใช้ในการตรวจวินิจฉัยด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีคือ 25 นาที ดังรูปที่ 51 และ 52 
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รูปที่ 51 ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ เมื่อเปรียบเทียบระดับความเข้มสีกับระยะเวลา (นาที) 10 
ถึง 40 นาที 
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รูปที่ 52 ผลการทดสอบหาระยะเวลาที่เหมาะสมในการตรวจวินิจฉัยด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะ

พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ เมื่อเปรียบเทียบระดับความเข้มสี ในกลุ่มคนปกติ (●) 

และผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (○) กับระยะเวลา (นาที) 5 ถึง 25 นาท ี 

 2.3.3   ผลการทดสอบหาระบบสีที่เหมาะสมในการรายงานผล  

 ในการตรวจวัดผลระดับความเข้มสีของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน
กระดาษด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 สามารถตรวจวัดได้หลากหลายช่องสี อาทิ 
red, green, blue, RGB, cyan, magenta, yellow, key, CMYK เป็นต้น เพ่ือทดสอบหา
ช่องสีและระบบสีที่เหมาะสมที่สุดในการายงานผล กล่าวคือให้ช่วงสีที่กว้างที่สุดและสัมพันธ์
กับปฏิกิริยาที่สังเกตุได้ด้วยตาเปล่า 



84 
 

 

 

 

รูปที่ 53 ผลการเปรียบเทียบระดับความเข้มสีของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีกซิกพีดี
ฐานกระดาษ 1 ตัวอย่างในระบบสี RGB (ก) และระบบสี CMYK (ข) 

 ผลการทดสอบหาระบบสีที่เหมาะสมในการรายงานผล พบว่าในตัวอย่างเดียวกัน
ระบบสี CMYK ช่องสี cyan ให้ค่าของระดับความเข้มสีในช่วงที่กว้างที่สุด (69.64) และมี
ความจ าเพาะที่สุดกับปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น  

(ก) 

(ข) 
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3. ผลการศึกษาประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 

 3.1   ผลการทดสอบความแม่นย าของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 
 ผลการทดสอบความแม่นย าของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 20 
ครั้ง (within run) พบว่ามีร้อยละของค่าสัมประสิทธิ์การแปรผัน (% CV) เท่ากับ 5.39 และ 
11.91 ในกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี และผู้ที่ไม่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ตามล าดับ 
ดังตารางที ่14 
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รูปที่ 54 กราฟผลการทดสอบความแม่นย าของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน

กระดาษ ในผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (○) และผู้ที่ไม่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (●) 
จ านวน 20 ครั้ง 
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ตารางท่ี 14 ผลการทดสอบความแม่นย าของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 

ค่าทางสถิติ 
ผู้ที่ไม่มีภาวะพร่องเอนไซม์

จีซิกพีดี 
ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จี

ซิกพีดี 

ค่าเฉลี่ย 45.11 12.76 

ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน 2.43 1.52 

ร้อยละของสัมประสิทธิ์ของการแปรผัน 5.39 11.91 

 3.2   ผลการสร้างกราฟมาตรฐานในการแปลผลของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพี
ดีฐานกระดาษ 

 อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษมีความสามารถในการแปลผล
ในช่วงความเป็นเส้นตรงของกราฟมาตรฐาน 0.46-13.5 IU/gHb (r2 = 0.973) และได้สมการใน
การแปลผลระดับความเข้มสีเป็นระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีจากการตรวจวินิจฉัยภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ฐานกระดาษ คือ ระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี = 
0.306 × (ระดับความเข้มสี) - 2.631 เมื่อท าการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีแล้ว
พบว่าระดับความเข้มสีที่ได้ของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษมีค่า
มากกว่า 50 ควรท าการเจือจางตัวอย่างเลือดก่อนตรวจ เนื่องจากถึงจุดอิ่มตัวของสีบนกระดาษ 

G6PD activity (IU/gHb)
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รูปที่ 55 กราฟมาตรฐานส าหรับการตรวจวินิจฉัยด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี
ฐานกระดาษ y = (3.177x) +9.207 
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 3.3   ผลการทดสอบหาขีดจ ากัด หรือ limit of detection (LOD) ในการตรวจของ
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 
 ท าการทดสอบหาขีดจ ากัดในการตรวจที่น้อยที่สุดที่จะสามารถตรวจวัดได้ด้วย อุปกรณ์
ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ (limit of detection) จากการวัดความเข้มสีที่
หลุมไม่เกิดปฏิกิริยา (blank) 10 ครั้ง ผลการทดสอบหาขีดจ ากัดในการตรวจของอุปกรณ์ตรวจ
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษเท่ากับ 0.381 IU/gHb ดังตารางที่ 15 

ตารางท่ี 15 ผลการทดสอบหาขีดจ ากัดในการตรวจของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพี
ดีฐานกระดาษ 

ค่าทางสถิติ ระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี 

SD 0.37 

3SD 1.21 

Slope 3.17 

LOD 0.381 

 

 3.4   ผลการทดสอบการรบกวนจากปริมาณเม็ดเลือดแดงในตัวอย่างเลือดครบส่วน 
 เนื่องจากเอนไซม์จีซิกพีดีอยู่ในเม็ดเลือดแดง จึงท าการศึกษาผลกระทบของปริมาณเม็ด
เลือดแดงตั้งต้นในตัวอย่างเลือดครบส่วนต่อผลการตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จี
ซิกพีดีฐานกระดาษ โดยการน าตัวอย่างเลือกของคนปกติและผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี มา
ปรับปริมาณฮีมาโตคิต 20-70 และทดสอบกับอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน
กระดาษ  ผลการทดสอบพบว่า ในกลุ่มคนปกติอาจให้ผลลบปลอมหรือได้ค่าต่ ากว่าปกติหากมี
ระดับฮีมาโตคิตต่ ากว่า 30 % และให้ค่าสูงกว่าปกติเมื่อมีระดับฮีมาโตคิตมากกว่า 60 % ในกลุ่ม
ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีที่ระดับฮีมาโตคิตมากกว่า 60 % ส่งผลให้อ่านค่าผิดเป็นคนปกติ
ได้ (ผลบวกปลอม) 
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รูปที่ 56 ผลการทดสอบการรบกวนจากปริมาณเม็ดเลือดแดงในตัวอย่างเลือดครบส่วนต่อระดับ
ความเข้มสีของผลการตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษที่  
20-70 %Hct (ก) กราฟขยายผลการทดสอบการรบกวนจากปริมาณเม็ดเลือดแดงในตัวอย่าง
เลือดครบส่วนต่อระดับความเข้มสีของผลการตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี

ฐานกระดาษ กับกลุ่มคนปกติ (●) และผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (○) (ข) 
  

(ก) 

* 

* 

* 

* 

* 

(ข) 
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 3.5   ผลการทดสอบการรบกวนจากปริมาณเม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือดครบส่วน 
ผลการศึกษาผลกระทบของเม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือดครบส่วนต่อผลการตรวจด้วย

อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ อันเนื่องมาจากเอนไซม์จีซิกพีดีมีอยู่ในเม็ด

เลือดขาวด้วย โดยน าตัวอย่างเลือดที่มีปริมาณเม็ดเลือดขาวแตกต่างกัน 4 ระดับ ทดสอบกับ

อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 

ผลการปรับเม็ดเลือดขาวใน 1 ตัวอย่างให้ได้ 4 ระดับและท าการนับจ านวนเม็ดเลือดขาว

ด้วยน้ ายา Turk’s solution ได้จ านวน 75, 3,775, 7,225, 11,825 cell/mm3 ตามล าดับ โดย

แต่ละระดับเป็นตัวแทนของตัวอย่างเลือดที่มีปริมาณเม็ดเลือดขาวต่ ามาก ต่ า ปกติ และสูง ซึ่ง

พบว่าปริมาณเม็ดเลือดขาวที่ระดับต่างๆ มีผลต่อผลการตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่อง

เอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ ดังรูปที่ 57 

 

รูปที่ 57 ผลการศึกษาผลกระทบของเม็ดเลือดขาวในตัวอย่างเลือดครบส่วนต่อผลการตรวจด้วย
อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ โดยท าการเปรียบเทียบระดับความเข้มสีที่
ปริมาณเม็ดเลือดขาวแตกต่างกันสี่ระดับ 

  

* 

* 

* 
* 
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 3.6   ผลการทดสอบสารรบกวนบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 
 ผลการศึกษาการรบกวนของสารต่างๆในน้ าเลือดที่อาจส่งผลรบกวนต่อการตรวจภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ โดยท าการศึกษาในสารทั่วไปที่
มักจะส่งผลต่อการตรวจทางห้องปฏิบัติการ  
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รูปที่  58 กราฟผลการทดสอบสารรบกวนบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ  โดย
เปรียบเทียบระดับความเข้มสีกับระดับการรบกวนของ hemolysis (สีแดง) lipemic (สีฟ้า) และ 
icteric (สีเหลือง) (ก) กราฟแสดงเปอร์เซนต์การรบกวนบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 
ที่ระดับการรบกวนต่างๆ(ข) 

(ก) 

(ข) 

* * 

* 
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 ผลการทดสอบพบว่า ตัวอย่างเลือดครบส่วนที่มีไขมันหรือบิลิรูบินในปริมาณสูงไม่รบกวน
ต่อผลการตรวจ แต่จะรบกวนผลการตรวจก็ต่อเมื่อมีการแตกของเม็ดเลือดในตัวอย่างเลือดครบ
ส่วน (hemolysis) ตั้งแต่ระดับ + ถึง +++ ดังตารางที่ 16 

ตารางท่ี 16 ผลการทดสอบสารรบกวนบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ 

ระดับ 

Lipemic Icteric Hemolysis 

Triglyceride 
(mg/dl) 

Interference 
% 

Bilirubin 
(µM) 

Interference 
% 

Hemoglobin 
(g/dl) 

Interference 
% 

0 ~60 - ~0 - ~0 - 
+ ~400 14 ~100 10 ~1.5 21 

++ ~1000 2 ~250 3 ~3 30 
+++ ~2000 3 ~500 7 ~6 47 

 

4. ผลการทดสอบตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐาน
กระดาษท่ีพัฒนาขึ นเทียบกับวิธีที่ใช้อยู่ปัจจุบันและวิธีมาตรฐาน 

 4.1   คุณลักษณะกลุ่มตัวอย่าง 
 กลุ่ มตั วอย่ า งจากภาควิชา เวชศาสตร์การธนาคาร เลือด คณะแพทย์ศาสตร์   
โรงพยาบาลศิริราช จ านวน 322 คน อายุเฉลี่ยประมาณ 35±12 ปี แบ่งเป็นเพศหญิงจ านวน 
165 คน และเพศชายจ านวน 157 คน เป็นผู้ที่มีสุขภาพแข็งแรงสมบูรณ์ โดยพบผู้ที่มีภาวะความ
ผิดปกติของฮีโมโกลบิน ชนิดอี และโรคโลหิตจางธาลัสซีเมีย (thalassemia)  จ านวน 72 คน ผล
การตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดกลุ่มตัวอย่างจ านวน 322 คน จากภาควิชาเวชศาสตร์ 
การธนาคารเลือด ดังตารางที ่17  

 กลุ่ มตั วอย่ า งจากภาควิชา เวชศาสตร์การธนาคาร เลือด คณะแพทย์ศาสตร์   
โรงพยาบาลศิริราช จ านวน 322 คน จะได้รับการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี และน ามา
ประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ  
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ตารางท่ี 17 ผลการตรวจความสมบูรณ์ของเม็ดเลือดกลุ่มตัวอย่างจากศูนย์บริการโลหิต ภาควิชา
เวชศาสตร์การธนาคารเลือด คณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลศิริราช จ านวน 322 คน 

รายการ ผลการตรวจ ค่าปกติ 
จ านวนเม็ดเลือดขาว (WBC count) 7.39 ± 1.62  5.00 - 10.00 ×103/mm3 

จ านวนเกล็ดเลือด (Plt. count) 263.03 ± 58.38  150 - 450 ×103/mm3 

จ านวนเม็ดเลือดแดง (RBC count)    
ผู้ชาย 5.29 ± 0.53 4.50 - 6.00 ×106/mm3 

ผู้หญิง 4.72 ± 0.39 4.00 – 5.50 ×106/mm3 
ฮีมาโตคริต (Hct)    

ผู้ชาย 44.10 ± 3.24 43.5 - 53.7 % 

ผู้หญิง 40.17 ± 2.32 37.7 – 48.0 % 
ฮีโมโกลบิน (Hb)    

ผู้ชาย 14.57 ± 1.13 14.1 - 18.1 g/dl 

ผู้หญิง 13.12 ± 0.79 12.2 – 16.2 g/dl 
MCV 84.67 ± 6.71 80.0 – 95.0 fL 

MCH 27.83 ± 2.42  27.0 - 32.0 pg 
MCHC 32.85 ± 0.92  32.0 – 36.0 g/dl 

RDW 13.98 ± 1.14  9.0 – 15.0 % 
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 กลุ่มตัวอย่างทั้งหมด 322 คน ที่น ามาประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์
ฐานกระดาษมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีทั้งหมด 15 คน จากการตรวจด้วยวิธีตรวจคัดกรอง 
Fluorescent spot test, ตรวจพบการกลายพันธุ์บนยีนจีซิกพีดีจ านวน 41 คนหรือ 12.73 % 
โดยแบ่งออกเป็น เวียงจันทน์ (Viangchan) จ านวน 17 คนหรือ 5.3 %, แคนตอน (Canton) 
จ านวน 5 คนหรือ 1.6 %, ไคปิง (Kaiping) จ านวน 4 คนหรือ 1.2 %, มหิดล (Mahidol) จ านวน 
4 คนหรือ 1.2 %, ยูเนียน (Union) จ านวน 3 คนหรือ 0.9 %, และอ่ืนๆ จ านวน 8 คนหรือ  
2.5 % ซึ่งมีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีที่ 100 % ของกลุ่มตัวอย่างเท่ากับ 11.46 
IU/gHb เส้นสีเขียวดังรูปที่ 59 

  

รูปที่ 59 ผลการประเมินระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีกลุ่มตัวอย่าง (n=322) ระดับการ
ท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีที่ 10 %, 60 %, 100 %, และ 150 % ของกลุ่มตัวอย่าง (เส้นสีแดง, 
ส้ม, เขียว และน้ าเงิน) 
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 จากผลการประเมินระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีกลุ่มตัวอย่าง สามารถจ าแนก
กลุ่มตัวอย่างออกเป็น 3 กลุ่มใหญ่ๆ ตามหลักเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลก World Health 
Organization (WHO) ดังนี้  

 1) ผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติ (6.88-17.20 IU/gHb) จ านวน 290 คน 

 2) ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีปานกลาง (1.15-6.88 IU/gHb) จ านวน 14 คน 

 3) ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรง (<1.15 IU/gHb) จ านวน 14 คน 

ตารางท่ี 18 ผลการจ าแนกกลุ่มตัวอย่างตามระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี 

รายการ ทั้งหมด 
กลุ่มตัวอย่างจีซิกพีดี  p-value 

 รุนแรง ปานกลาง ปกติ 

จ านวน (%) 318 14 (4.35) 14 (4.35) 290 (90.06) - 

ฮีโมโกลบิน (g/dl) - 13.91 13.64 13.87 0.656 

ฮีมาโตคริต (%) - 42.42 41.66 42.22 0.711 

เม็ดเลือดขาว (x103/mm3)  7.59 7.42 7.38 0.208 

ระดับเอนไซม ์(IU/gHb)      

     mean±SD - 0.51 ± 0.21 4.50 ± 1.54 11.58 ± 2.23 < 0.001 

ระดับความเข้มสี       

     mean±SD - 9.61 ± 3.89 24.49 ± 6.91 43.03 ± 7.17 < 0.001 

 กลุ่มผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีสูง หรือ >150 % ของระดับการท างาน
เอนไซม์ปกติ (>17.20 IU/gHb) มีจ านวน 4 คน โดยพบว่าทั้งหมด (100 %) มีภาวะความ
ผิดปกติของฮีโมโกลบิน ชนิดอี และโรคโลหิตจางธาลัสซีเมีย (thalassemia) ร่วมโดย 

 กลุ่มตัวอย่างทั้ง 3 กลุ่มที่จัดจ าแนกตามระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี พบว่ามี
ระดับความเข้มของสีบนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษแตกต่างอย่างมี
นัยส าคัญทางสถิติ p<0.001 แต่มีค่าของฮีโมโกลบิน, ฮีมาโตคริต และจ านวนเม็ดเลือดขาวไม่
แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ p-value เทา่กับ 0.656, 0.711 และ 0.208 ตามล าดับ 
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 4.2   ผลการประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ
กับวิธีตรวจอ่ืนๆ 
 กลุ่มตัวอย่างจ านวน จ านวน 322 คน จะถูกประเมินภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ด้วยวิธี 

ตรวจคัดกรอง fluorescent spot test, วิธีมาตรฐานการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จี

ซิกพีดี biochemical G6PD activity และวิธีที่พัฒนาขึ้นด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จี

ซิกพีดีฐานกระดาษ เพ่ือใช้อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษในการวินิจฉัย

ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี จึงศึกษาความสัมพันธ์ของระดับความเข้มสีบนอุปกรณ์ตรวจตาม

หลักการ cytochemical staining ว่าสัมพันธ์กับระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีหรือไม่ 

ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีกับระดับความเข้มสีที่ได้

จากการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ดังรูปที่ 60 

 

รูปที่ 60 ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีกับระดับความ
เข้มสีที่ได้จากการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี (n=322) 

 ผลการศึกษาความสัมพันธ์ระหว่างระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีกับระดับความ
เข้มสีที่ได้จากการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีพบว่ามีความสัมพันธ์มาก (p<0.001, 
r2=0.802) แสดงถึงระดับความเข้มสีสามารถน ามาใช้ท านายระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพี
ดี จึงท าการประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษต่อ
ในการรายงานผลเชิงปริมาณวิเคราะห์ด้วยสถิติ Bland and Altman analysis และ Passing 
and Bablok regression 

r2 = 0.802 
y = 2.699x + 11.549 
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รูปที่ 61 กราฟผลการวิเคราะห์ด้วยสถิติ Bland and Altman analysis (ก) และ Passing and 
Bablok regression (ข) 

 จากรูปที่ 61 ผลการประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี

ฐานกระดาษในการรายงานผลเชิงปริมาณวิเคราะห์ด้วยสถิติ Bland and Altman analysis 

 แกน y คือ ผลเฉลี่ยระดับการท างานเอนไซม์จีซิกพีดีของแต่ละตัวอย่างจากท้ังสองวิธี 

 แกน x คือ ผลต่างระดับการท างานเอนไซม์จีซิกพีดีของแต่ละตัวอย่างจากท้ังสองวิธี 
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ผลการประเมินประสิทธิภาพด้วยสถิติ Bland and Altman analysis  พบว่า 14 (4.35 %) ราย

ออกนอกช่วงของการยอมรับ (limit of agreement -2.1 – 4.1 IU/gHb; เส้นประสีแดง) โดยมี

ค่าส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐานจากผลต่างของทั้งสองวิธีเท่ากับ 1.577 IU/gHb และมีค่าเฉลี่ยความ

เอนเอียง (mean bias) เท่ากับ 1 IU/gHb (เส้นสีฟ้า) 

 จากรูปที่ 61 ผลการประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี

ฐานกระดาษในการรายงานผลเชิงปริมาณวิเคราะห์ด้วยสถิติ Passing and Bablok regression  

 แกน y คือ ผลการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีจากอุปกรณ์ตรวจภาวะ

  พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ 

 แกน x คือ ผลการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีจากวิธีมาตรฐาน  

  biochemical G6PD activity 

 ผลการประเมินประสิทธิภาพด้วยสถิติ Passing and Bablok regression พบว่า สมการ

เชิงเส้นตรงเท่ากับ y= 0.933x – 0.195 โดยมีค่า A หรือ สัดส่วนความต่างของสองวิธี  

(proportional differences: ความชัน) เท่ากับ 0.933  และค่า B หรือ ความต่างของระบบ 

(systematic differences: จุดตัดแกน y) เท่ากับ -0.195 

 จากสมการ y=Ax + B จุดมุ่งหมายของการประเมินคือ y=x หรือ A=1 และ B=0 ช่วง

ความเชื่อมั่นของสัดส่วนความต่างของสองวิธีเท่ากับ 0.880 ถึง 0.987 ซึ่งไม่มีค่า 1 อยู่ในช่วง

แสดงให้เห็นว่าทั้งสองวิธีให้ผลซึ่งมีสัดส่วนแตกต่างกัน แต่ช่วงความเชื่อมั่นของความต่างของ

ระบบ -0.763 ถึง 0.353 ซึ่งมีค่า 0 อยู่ในช่วงแสดงให้เห็นว่าทั้งสองวิธีให้ผลความต่างของระบบ 

ไม่แตกต่างกัน 

 กลุ่มประชากรจ านวน 322 คน พบว่ามีผู้ที่มีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีต่ ากว่า
ร้อยละ 40 ของคนปกติ (4.59 IU/gHb) มีจ านวน 21 คน หรือ 6.52 %, ตรวจคัดกรองด้วยวิธี 
fluorescent spot test ให้ผลเป็นผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจ านวน 15 คน หรือ  
4.66 % และเมื่ออ่านผลการตรวจจากอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษด้วย
ตาเปล่า ให้ผลเป็นผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจ านวน 17 คน หรือ 5.28 % ดังตารางที่ 19 
ซึ่งเมื่อวิเคราะห์ระดับความเข้มสีของกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยโปรแกรม Adobe 
Photoshop CS6 ได้ค่าเฉลี่ยอยู่ 10.366±4.109 (mean±SD) ค่าสูงสุดที่ใช้ในการตัดสินใจคือ 
18  
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 ผลการประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษใน
การรายงานผลเชิงคุณภาพวิ เคราะห์ เมื่อท าการเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจคัดกรอง 
fluorescent spot test พบว่า fluorescent spot test มีความไวร้อยละ 71.43, ความจ าเพาะ
ร้อยละ 100 และอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพดีฐานกระดาษ ความไวร้อยละ 80.95 
ความจ าเพาะร้อยละ 100 ดังตารางที่ 20 

ตารางท่ี 19 ผลการตรวจคัดกรองเชิงคุณภาพวิเคราะห์กลุ่มตัวอย่างด้วยวิธี fluorescent spot 
test และ อุปกรณตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ (cutoff = 4.59 IU/gHb) 

การตรวจ ผล 

ระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี 
(ร้อยละของปกติ) ทั้งหมด 

≤40 % >40 % 

FST Positive 15 0 15 
 Negative 6 301 307 

ทั้งหมด  21 301 322 

G6PD PAD Positive 17 0 17 
 Negative 4 301 305 

ทั้งหมด  21 301 322 

 
ตารางที่ 20 ผลการประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน

กระดาษในการรายงานผลเชิงคุณภาพวิเคราะห์ (cutoff = 4.59 IU/gHb) 

 

การตรวจ 
ประสิทธิภาพ (%) 

ความไว 
Sensitivity 

ความจ าเพาะ 
Specificity 

Positive 
predictive value 

Negative 
predictive value 

FST 71.43 100 100 98.05 
G6PD PAD 80.95 100 100 98.69 
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 และเมื่อใช้เกณฑ์ที่ต่ ากว่าร้อยละ 30 ของระดับการท างานเอนไซม์จีซิกพีดีคนปกติ (3.44 
IU/gHb) เป็นผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมีจ านวน 19 คน หรือ 5.90 % ผลการประเมิน
ประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษในการรายงานผลเชิ ง
คุณภาพวิเคราะห์เมื่อท าการเปรียบเทียบกับวิธีการตรวจคัดกรอง fluorescent spot test 
พบว่า fluorescent spot test มีความไวร้อยละ 78.95, ความจ าเพาะร้อยละ 100 และอุปกรณ์
ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพดีฐานกระดาษ ความไวร้อยละ 89.47 ความจ าเพาะร้อยละ 100 
ดังตารางที่ 20 

ตารางที่ 21 ผลการตรวจคัดกรองเชิงคุณภาพวิเคราะห์กลุ่มตัวอย่างด้วยวิธี fluorescent spot 
test และ อุปกรณตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ (cutoff = 3.44 IU/gHb) 

การตรวจ ผล 

ระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี 
(ร้อยละของปกติ) ทั้งหมด 

≤30 % >30 % 

FST Positive 15 0 15 
 Negative 4 303 307 

ทั้งหมด  19 303 322 

G6PD PAD Positive 17 0 17 
 Negative 2 303 305 

ทั้งหมด  19 303 322 

 
ตารางที่ 22 ผลการประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน

กระดาษในการรายงานผลเชิงคุณภาพวิเคราะห์ (cutoff = 3.44 IU/gHb) 

 

การตรวจ 
ประสิทธิภาพ (%) 

ความไว 
Sensitivity 

ความจ าเพาะ 
Specificity 

Positive 
predictive value 

Negative 
predictive value 

FST 78.95 100 100 98.70 
G6PD PAD 89.47 100 100 99.34 
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บทที่ 5  
สรุปผลการวิจัย อภิปรายผล และข้อเสนอแนะ 

1. สรุปผลการวิจัย 

งานวิจัยนี้เป็นการประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลฐานกระดาษและน ามาประยุกต์ใช้
ในการตรวจวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี  โดยการสร้างอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลฐาน
กระดาษด้วยเทคนิค wax printing กล่าวคือใช้กระดาษกรอง Whatman NO.4 เป็นวัตถุดิบหลักใน
การผลิตอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษและใช้โปรแกรม Microsoft PowerPoint 2013 ในการ
ออกแบบอุปกรณ์ตรวจ โดยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะประกอบด้วย บริเวณที่ใช้ใน
การสกัดเอนไซม์จีซิกพีดี บริเวณที่ใช้ในการระบุชื่อเจ้าของตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ และบริเวณหลุม
ปฏิกิริยาทั้งสี่หลุม แบ่งออกเป็นหลุมไม่เกิดปฏิกิริยา (blank) 1 หลุมและหลุมที่เกิดปฏิกิริยา 3 หลุม 
โดยน าหลักการย้อมดูเม็ดเลือดเพ่ือวินิฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี หรือ cytochemical staining 
มาประยุกต์ใช้บนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษ ซึ่งเลือกใช้ปริมาณความเข้มข้นของสารใน
ปฏิกิริยาดังกล่าวดังนี้  10 mM G6P, 2.5 mM NADP+ (×2), 4 mM TNBT ปริมาตรละ 1 µl และ  
50 µl working reagent ที่ประกอบด้วย 0.06 mM 1-metoxyPMS, 200 mM tris-HCl buffer  
pH 7.7-7.8, 0.02 % digitonin และ 5 mM EDTA ในการตรวจวินิจฉัยต่อตัวอย่างเลือดครบส่วน  
5 µl 

ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นหากเป็นผู้ที่ไม่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะสามารถผลิต NADPH และ
เกิดปฏิกิริยาปรากฏเป็นสีม่วงด า (ผลึกสี formazan ของ TNBT) ที่สามารถสังเกตและอ่านผลได้ด้วย
ตาเปล่า หรือเป็นการรายงานผลเชิงคุณภาพวิเคราะห์ที่ประมาณ 10 นาที แต่ในผู้ที่มีภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีจะไม่มีสีปรากฎหรือปรากฎน้อยมากหรือมีสีเท่ากันทั้งสี่หลุม หากต้องการรายงานผล
ในเชิงปริมาณวิเคราะห์จะต้องท าการบันทึกภาพถ่ายขนาด 9.4×14.2 ซม., 24-bit, 1,200 dpi, ระบบ
สี RGB ที่ 25 นาที เพ่ือน าเข้าโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 ในการวิเคราะห์ผลระดับความ
เข้มสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น โดยต้องท าการแปลงระบบสีของภาพเป็นระบบสี CMYK และท าการวัด
ระดับความเข้มสีในช่องสี cyan ของหลุมปฏิกิริยาด้วยเครื่องมือ elliptical marquee tool ขนาด 
175×175 พิกเซล และน าค่าที่วัดได้ทั้งสี่หลุมเข้าโปรแกรม G6PDCalColor เพ่ือค านวณและแปลผล
ระดับความเข้มสีเป็นผลของระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี พร้อมทั้งจัดจ าแนกกลุ่มตัวอย่างว่า
จัดอยู่ในกลุ่มใดของ G6PD Class จากข้ันตอนการตรวจวัดสีด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 
ในช่องสี cyan หรือสีฟ้า สีของขอบหลุมปฏิกิริยาที่ผลิตมาจึงมีความจ าเป็นต้องเป็นสีเหลืองเพ่ือลด
การรบกวนในการตรวจวัดผลในช่องสี cyan ซึ่งมขีนาดความหนาของเส้น 1 pt. 
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อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษสามารถรายงานผลเชิงคุณภาพ
วิเคราะห์และปริมาณเคราะห์ได้ในคราวเดียวกัน จากการทดสอบประเมินประสิทธิภาพของอุปกรณ์
ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ ด้วยกลุ่มตัวอย่างจ านวน 322 คน ระดับการท างาน
เอนไซม์จีซิกพีดีกลุ่มตัวอย่างที่ 100 % ของคนปกติเท่ากับ 11.46 IU/gHb ใช้ระดับการท างานของ
เอนไซม์ที่ 1.15 ถึง 6.88 IU/gHb และ <1.15 IU/gHb เป็นเกณฑ์ในการจ าแนกกลุ่มตัวอย่างออกเป็น 
กลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีปานกลาง และกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรง
ตามล าดับ จากการประดิษฐ์อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษพบว่าระดับความ
เข้มสีบนอุปกรณ์ตรวจมีความสัมพันธ์กับระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี (p<0.001, r2=0.802) 
ซ่ึงแต่ละกลุ่มตัวอย่างท้ัง 3 กลุม่พบว่ามีระดับความเข้มสีท่ีแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ (p<0.001) 
 เมื่อวิเคราะห์ประสิทธิภาพของผลการตรวจด้วยสถิติ Bland and Altman พบว่า 95 % ของ
ผลตรวจตกอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ และ Passing and Bablok regression (y= 0.933x – 0.195) 
ยอมรับสมมุติฐาน B=0 และปฏิเสธสมมุติฐาน A=1 แต่ถึงกระนั้นช่วงของความเชื่อมั่นก็มีค่าทีเข้าใกล้ 
1 มาก (0.987) ดังนั้นจึงสรุปได้ว่าอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษมี
ประสิทธิภาพเทียบเท่าวิธีมาตรฐาน biochemical G6PD activity โดยมีค่าร้อยละของค่าสัมประสิทธิ์
การแปรผัน (% CV) เท่ากับ 5.39 และ 11.91 ในกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี และผู้ที่ไม่มี
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ตามล าดับ มีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 89.47, 100 %  (ที่ระดับ
การท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีต่ ากว่าร้อยละ 30 ของปกติ) และ 80.95, 100% (ที่ระดับการท างาน
ของเอนไซม์จีซิกพีดีต่ ากว่าร้อยละ 40 ของปกติ)  ซึ่งมีความไวสูงกว่าวิธี fluorescent spot test 
(78.95 %, 71.43 % ตามล าดับ) สามารถแปลผลไดใ้นช่วง 0.46-13.5 IU/gHb (r2 = 0.973) ขีดจ ากัด
ในการตรวจ (LOD) อยู่ที่ 0.38 IU/gHb โดยตัวอย่างเลือดที่มีปริมาณไขมันและบิลลิรูบินสูงไม่ส่งผล
ต่อการตรวจ แต่ภาวะแตกท าลายของเม็ดเลือดในตัวอย่างเลือดครบส่วน ปริมาณของเม็ดเลือดขาว
และเม็ดเลือดแดงส่งผลต่อการตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษอย่างมี
นัยส าคัญ 

อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษที่ประดิษฐ์ขึ้นนี้ผลิตจากกระดาษกรอง
และเทปกาวใส จึงมีต้นทุนในการผลิตที่ต่ า และสามารถหาซื้อได้ง่ายภายในประเทศ ลดการน าเข้า
เครื่องมือที่มีราคาสูง ตัวอุปกรณ์ท าจากกระดาษจึงมีขนาดบางและเบา (~500 มิลลิกรัม) สะดวกต่อ
ต่อการพกพา ในการออกตรวจนอกห้องปฏิบัติการ ตัวอุปกรณ์ตรวจมีขั้นตอนในการทดสอบที่ไม่
ยุ่งยาก ใช้งานง่าย ใช้ตัวอย่างเลือดเพียง 5 µl อีกท้ัง ใช้ปริมาณน้ ายาในการทดสอบน้อย ราคาต้นทุน
ในการผลิตประมาณ 4 บาท/ตรวจ 
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2. อภิปรายผลการวิจัย 

 การศึกษาและพัฒนาเทคนิคการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพิดีนี้ เป็นการประดิษฐ์อุปกรณ์
ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีให้มีล าดับขั้นตอนการตรวจที่ไม่ยุ่งยาก แต่มีประสิทธิภาพเทียบเท่า
กับวิธีมาตรฐาน (quantitative assay: biochemical G6PD activity) สามารถรายงานผลได้ทั้งเชิง
คุณภาพและปริมาณวิเคราะห์ อีกทั้งมีต้นทุนที่ต่ า ซึ่งมีความส าคัญอย่างยิ่งในการคัดแยกผู้ที่มีความ
เสี่ยงในการเกิดการแตกท าลายของเม็ดเลือดแดงอย่างฉับพลัน (acute intravascular hemolysis) 
และภาวะแทรกซ้อนที่ตามมา อันเกิดมาจากภาวะเครียดออกซิเดชั่น (oxidative stress) ภายหลัง
จากการได้รับยาหรือสารเคมีบางชนิด [53] เช่น ยาต้านมาลาเรียในกลุ่มซัลฟา ไพรมาควิน เป็นต้น 
[12]  ซึ่งในสภาวะปกติผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีนี้จะไม่แสดงอาการและอาจไม่ได้รับการตรวจ
มาก่อน ท าให้ไม่ทราบถึงความเสี่ยงที่จะเกิดขึ้นกับตน แพทย์จึงมีความจ าเป็นที่จะต้องทราบและสั่ง
ตรวจหาภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีนี้ในผู้ป่วยก่อนที่จะมีการได้รับยาดังกล่าว ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิก
พีดีเป็นความผิดปกติที่ถ่ายทอดทางพันธุกรรมบนโครมาโซม X ที่มีอุบัติการณ์สูงประมาณกว่า 400 
ล้านคนทั่วโลก [5] โดยเฉพาะในแถบประเทศท่ีมีการแพร่ระบาดของโรคมาลาเรีย รวมทั้งประเทศไทย 
ซึ่งพบผู้ทีมีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีถึงประมาณร้อยละ 11 ถึง 14.2 [6, 7, 130] โดยมักพบรูปแบบ
การกลายพันธุ์ G6PD Viangchan (871 G>A), G6PD Canton (1376 G>T) และ G6PD Mahidol 
(487 G>A) มากที่สุดสามอันดับแรกของประเทศ ซึ่งถูกจัดอยู่ในกลุ่ม WHO class II  และ WHO 
class III  การน าเอาอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลฐานกระดาษมาใช้ในการตรวจภาวะพร่องเอนไซม์
จีซิกพีดีถือเป็นอีกทางเลือกหนึ่งที่จะช่วยลดค่าใช้จ่ายในการตรวจในผู้ป่วยที่ต้องได้รับการรักษายา
ต้านมาลาเรีย โดยใช้กรรมวิธีการผลิตด้วยเทคนิค Wax printing ซึ่งเป็นวิธีที่สะดวกรวดเร็ว มี
กระบวนการผลิตที่ง่าย และต้นทุนต่ า [30, 31] วัสดุที่ใช้ในการผลิตคือกระดาษกรอง Whatman 
NO.4 ที่มีขนาดรูพรุน 20-25 ไมโครเมตร ซึ่งมีการแพร่กระจายของสารน้ าได้ดีกว่ากระดาษกรอง 
Whatman NO.1 ที่มีขนาดรูพรุน 11 ไมโครเมตร และใช้โปรแกรม Microsoft PowerPoint 2013 
ในการออกแบบอุปกรณ์ตรวจ อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะประกอบด้วย 3 พื้นที่หลัก 
คือ 1) พ้ืนที่ที่ใช้ในการสกัดเอนไซม์จีซิกพีดี 2) พ้ืนที่ที่ใช้ในการระบุชื่อเจ้าของตัวอย่างสิ่งส่งตรวจ และ 
3) พ้ืนที่ที่ใช้ในการอ่านผล โดยแบ่งออกเป็นหลุมปฏิกิริยาสี่หลุม: 1 หลุมไม่เกิดปฏิกิริยา (blank) และ 
3 หลุมที่เกิดปฏิกิริยา 
 หลักการย้อมดูเม็ดเลือดเพ่ือวินิจฉัยภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี หรือ cytochemical 
staining [22, 103, 131] ถูกน ามาประยุกต์ใช้บนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน
กระดาษ โดยพบว่าปัจจุบันมีชุดตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีบนกระดาษที่ใช้หลักการเดียวกันนี้ 
ได้แก่  CareStartTM G6PD deficiency [94] และ BinaxNow® G6PD [132] ทั้ งสองชุดตรวจ ใช้
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หลักการการแพร่ของสารน้ าตัวอย่างบนกระดาษแพร่ไปยังบริเวณที่มีการตรึงน้ ายา และอ่านสีของ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นจากบริเวณที่มีการตรึงน้ ายาได้ด้วยตาเปล่าเช่นเดียวกับอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ ซึ่งสามารถตรวจผลได้อย่างรวดเร็วที่ 10 นาที และท่ีประมาณ 5-7 นาที 
ตามล าดับ ซึ่งมีระยะเวลาใกล้เคียงกับอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษในการ
รายงานผลเชิงคุณภาพวิเคราะห์ ทั้งนี้ชุดตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีทั้งสองเหล่านี้ก็เป็นเพียงการ
รายงานผลเชิงคุณภาพวิเคราะห์ หลักการการท างานของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี คือ 
ผสมตัวอย่างเลือดกับน้ ายาตรวจในอัตราส่วน 1: 10 หรือ ผสมตัวอย่างเลือดครบส่วน 5 µl กับน้ ายา
ตรวจ 50 ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมที่ตัวอย่างเลือดไม่เจือจางและไม่ข้นจนเกินไปท าให้สามารถ
สังเกตปฏิกิริยาได้ชัดเจน น้ ายาที่ใช้ในการตรวจที่ประกอบด้วย 0.02 % ของ digitonin ท าหน้าที่ใน
การสกัดเอนไซม์ออกจากเม็ดเลือดแดง, 200 mM tris-HCl buffer ท าหน้าที่เป็นตัวควบคุมปฏิกิริยา 
ซึ่งมีช่วงความเป็นกรดเบส (pH) ที่เหมาะสมกับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีอยู่ที่  7.7 -7.8 
สอดคล้องกับงานวิจัยของคณะวิจัย Beutler และคณะวิจัย Jiang [3, 133], 5 mM EDTA ท าหน้าที่
ช่วยรักษาสภาพของเอนไซม์ [134] และป้องกันการรบกวนปฏิกิริยาจากโลหะหนัก ซึ่งพบว่าไม่ส่งผล
กระทบต่อการตรวจวัดระดับการท างานของเอนไซม์จี ซิกพีดี (p=0.700) และมี 0.06 mM 1-
methoxyPMS ที่ท าหน้าที่ในการช่วยถ่ายเทอิเล็กตรอนให้เกิดสีของปฏิกิริยาบนกระดาษ โดยพบว่า
ตัวเร่งปฏิกิริยา 1-methoxyPMS มีสีชมพูหากมีปริมาณความเข้มข้นสูงจะท าให้ค่าพ้ืนหลังสูงบดบังสี
ของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น เมื่อท าการสกัดเอนไซม์บริเวณพ้ืนที่ที่ใช้ในการสกัดเอนไซม์จีซิกพีดีวงกลมสีฟ้า
เสร็จแล้ว ท าการดูดสารสกัดดังกล่าวหยดลงหลุมปฏิกิริยาขนาด 0.52 ซม. ที่ใช้ในการอ่านผลทั้งสี่
หลุม ซึ่งหลุมปฏิกิริยาขนาด 0.52 สามารถรองรับของเหลวได้ปริมาตร 1 µl หรือ หยดละ 1 µl โดยที่
บริเวณหลุมปฏิกิริยาจะถูกเคลือบไว้ด้วย G6P, NADP+ และ TNBT จากการศึกษาพบว่าต้องใช้ความ
เข้มข้นของ 10 mM G6P 1 หยด และ 2.5 mM NADP+ 2 หยดบนกระดาษจึงจะถึงจุดอ่ิมตัวของสี 
ซึ่งความเข้มข้นของ G6P และ NADP+ ที่ใช้จะมีความเข้มข้นสูงกว่าวิธีการตรวจวัดระดับการท างาน
ของเอนไซม์จีซิกพีดีด้วยเทคนิค spectrophotometry assay เนื่องจากเครื่องสเปคโตรโฟโตมิเตอร์มี
ประสิทธิภาพความไวในการตรวจหาผลผลิตของปฏิกิริยามากกว่าการตรวจวัดระดับความเข้มสีบน
กระดาษ ส าหรับ TNBT จะใช้ที่ระดับความเข้ม 4 mM ท าหน้าที่เป็นตัวบ่งชี้ (indicator) ปฏิกิริยาที่
เกิดขึ้น กล่าวคือ ถ้าตัวอย่างเลือดของผู้ที่มาตรวจมีระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีปกติจะ
สามารถผลิต NADPH และรีดิวซ์ TNBT เป็น formazan ปรากฏเป็นสีม่วงด า ที่สามารถสังเกตและ
อ่านผลได้ด้วยตาเปล่า แต่ในผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีจะไม่มีสีปรากฎหรือปรากฎน้อยมาก สาร
ตระกูล tetrazolium salt ที่มีคุณสมบัติเปลี่ยนสีจากการเกิดปฏิกิริยารีดักซ์ชั่นมีหลายชนิดได้แก่ 
MTT, XTT, MTS เป็นต้น [135]  ซึ่งสารตระกูล tetrazolium salt ที่ใช้ส าหรับการตรวจวินิจฉัย
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีในปัจจุบันนอกเหนือจาก TNBT คือ WST8 ซึ่งสามารถวัดความเข้มสีที่
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ความยาวคลื่น 450-595 [136, 137] การอ่านผลจากการสังเกตสีที่ปรากฎขึ้นบนกระดาษด้วยตาเปล่า
เป็นหลักการพ้ืนฐานทั่วไปที่ได้รับการความนิยมเป็นอย่างมากในการน ามาประยุกต์ใช้ตรวจหาสาร
ต่างๆบนอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ของไหลฐานกระดาษทางด้านการแพทย์ เช่น การตรวจโปรตีน, การ
ตรวจน้ าตาล (glucose, ketone) ,  การตรวจความเป็นกรดเบส และการตรวจไนไตรด์   
เป็นต้น [27, 113]  
 ส าหรับการรายงานผลในเชิงปริมาณวิเคราะห์ สามารถท าได้โดยวิเคราะห์ระดับความเข้มสี
จากภาพถ่าย โดยท าการบันทึกภาพถ่ายขนาด 9.4×14.2 ซม., 24-bit, 1,200 dpi, ระบบสี RGB ที่ 
25 นาที และน าเข้าโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 ในการวิเคราะห์ผลระดับความเข้มสีของ
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ้น [1, 33]  ทั้งนี้การตั้งค่าความละเอียดและขนาดของภาพขึ้นอยู่กับระบบและ
ประสิทธิภาพของเครื่องสแกนเนอร์ในแต่ละห้องปฏิบัติการ ระยะเวลาที่ใช้ในการตรวจวินัจฉัยโดยรวม
ประมาณ 25-27 นาที ซึ่งใช้ระยะเวลาที่สั้นกว่าเทคนิคการตรวจ spectrophotometry assay 
(G6PD Randox, PD 410) จากการศึกษาปฏิกิริยาความเข้มสีที่ปรากฏขึ้นบนอุปกรณ์ตรวจภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษพบว่าสีเริ่มปรากฎเด่นชัดเจนที่ 10 นาทีและเริ่มคงที่ที่ 25 นาที 
ขั้นตอนการวิเคราะห์ระดับความเข้มสีจากภาพถ่าย ถ่ายภาพอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี
นาทีที่ 25 แปลงระบบสีของภาพเป็นระบบสี CMYK และท าการวัดระดับความเข้มสีในช่องสี cyan 
ของหลุมปฏิกิริยาด้วยเครื่องมือ elliptical marquee tool โดยวาดเป็นวงกลมขนาด 175×175 พิก
เซล ซึ่งระบบสี CMYK และช่องสี cyan ที่ใช้ในการวัดมีความสัมพันธ์กับสีของปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นบน
อุปกรณ์ตรวจให้ช่วงของค่าที่กว้างที่สุด จึงเหมาะสมที่สุดเมื่อเปรียบเทียบกับระบบสีและช่องสีอ่ืนๆ 
เช่น RGB, greyscale เป็นต้น น าค่าที่วัดได้ทั้งสี่หลุมเข้าโปรแกรม G6PDCalColor เพ่ือค านวณและ
แปลผลระดับความเข้มสี เป็นผลของระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี  จากสมการ  
ระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี = 0.306 × (ระดับความเข้มสี) - 2.631 (r2=0.973) กล่าวคือ
หลุมแรกจะไม่มี G6P เป็นหลุมที่ไม่เกิดปฏิกิริยา (blank) ใช้ส าหรับค านวณหักล้างระดับความเข้มสี
พ้ืนหลัง (background color) ของหลุมที่เกิดปฏิกิริยาอีก 3 หลุม ทั้งนี้หากมีการเปลี่ยนแปลงอุปกรณ์
บันทึกภาพหรือมีการผลิตน้ ายาชุดใหม่ควรท ากราฟมาตรฐานใหม่และแก้ไขสมการนี้ในตัวโปรแกรม 
นอกจากนี้โปรแกรม G6PDCalColor ยังสามารถจัดจ าแนกกลุ่มตัวอย่างว่าจัดอยู่ในกลุ่มใดของ G6PD 
Class ได้ จากขั้นตอนการตรวจวัดสีด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 ในช่องสี cyan  
หรือสีฟ้า ด้วยเหตุนี้สีของขอบหลุมปฏิกิริยาที่ผลิตขึ้นบนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน
กระดาษจึงมีความจ าเป็นต้องเป็นสีเหลืองเพ่ือลดการรบกวนในการตรวจวัดผลในช่องสี cyan ซึ่งมี
ขนาดความหนาของเส้น 1 pt. 

จากกลุ่มตัวอย่างผู้ที่ผ่านการตรวจคัดกรองการบริจาคโลหิต ภาควิชาเวชศาสตร์การธนาคาร
เลือด คณะแพทย์ศาสตร์ โรงพยาบาลศิริราช จ านวน 322 คน พบการกลายพันธุ์ทั้งหมด 12.73 % 
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โดยพบการกลายพันธุ์ชนิดเวียงจันทน์ (Viangchan) 5.3 % และแคนตอน (Canton) 1.6 % ในกลุ่ม
ตัวอย่างมากที่สุดสองอันดับแรกสอดคล้องกับงานวิจัยของคณะนุชประยูร [6] โดย 100% ของระดับ
การท างานเอนไซม์จีซิกพีดีปกติของกลุ่มตัวอย่างเท่ากับ 11.46 IU/gHb ซึ่งมีค่าใกล้เคียงกับ
คณะวิจัยนันทโกมล [7] ระดับการท างานของเอนไซม์ที่ 1.15 ถึง 6.88 IU/gHb และ <1.15 IU/gHb 
ถูกใช้เป็นเกณฑ์ในการจ าแนกกลุ่มตัวอย่างออกเป็น กลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีปานกลาง 
และกลุ่มผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีรุนแรงตามล าดับ ตามเกณฑ์ขององค์การอนามัยโลก WHO 
กลุ่มตัวอย่างท้ังสามกลุ่มที่จัดจ าแนกตามระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี พบว่ามีระดับความเข้ม
ของสีบนอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ 
p<0.001 โดยไม่ขึ้นกับค่าของฮีโมโกลบิน, ฮีมาโตคริต และจ านวนเม็ดเลือดขาว (p-value เท่ากับ 
0.656, 0.711 และ 0.208 ตามล าดับ) ท าการวิเคราะห์ผลหาความสัมพันธ์ของระดับความเข้มสีบน
อุปกรณ์ตรวจกับระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี พบว่ามีความสัมพันธ์กันอย่างมาก (p<0.001, 
r2=0.802) จึงน่าที่จะใช้ระดับความเข้มสีในการท านายระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีได้ ท าการ
วิเคราะห์ประสิทธิภาพของผลการตรวจจากอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษใน
การรายงานผลเชิงปริมาณวิเคราะห์เปรียบเทียบกับวิธีตรวจมาตรฐานด้วยสถิติ Bland and Altman 
พบว่า 95 % ของผลตรวจตกอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ [129]  การวิเคราะห์ด้วยสถิติ Passing and 
Bablok regression ยอมรับสมมุติฐาน B=0 และปฏิเสธสมมุติฐาน A=1 แต่ถึงกระนั้นช่วงของความ
เชื่อมั่นก็มีค่าทีเข้าใกล้ 1 มาก (0.987) จากสถิติการวิเคราะห์ 2 ใน 3 ให้ผลยอมรับอุปกรณ์ตรวจภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษนี้ จึงสรุปได้ว่าอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐาน
กระดาษมีประสิทธิภาพเทียบเท่าวิธีมาตรฐาน biochemical G6PD activity สามารถใช้ทดแทนกัน
ได้ โดยมีค่าร้อยละของค่าสัมประสิทธิ์การแปรผัน (% CV) เท่ากับ 5.39 และ 11.91 ในกลุ่มผู้ที่มีภาวะ
พร่องเอนไซม์จีซิกพีดี และผู้ที่ไม่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี ตามล าดับ การศึกษาความไวและ
ความจ าเพาะของอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษใช้เกณฑ์ที่ ผู้ที่มีระดับการ
ท างานของเอนไซม์จีซิกพีดีต่ ากว่าหรือเท่ากับร้อยละ 40 ของระดับการท างานเอนไซม์จีซิกพีดีปกติถือ
ว่าเป็นผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี หรือเท่ากับ 4.59 IU/gHb พบว่าอุปกรณ์ตรวจภาวะพร่อง
เอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษมีความไวและความจ าเพาะเท่ากับ 80.59 % และ 100 % ซึ่งมีความไว
สูงกว่าวิธี fluorescent spot test (71.43 %) แต่มีความจ าเพาะเท่ากัน (100 %) โดยมีข้อดีกว่าชุด
ตรวจ CareStartTM G6PD deficiency ที่มีความจ าเพาะต่ ากว่า fluorescent spot test (specificity) 
แต่มีความไวมากกว่า (sensitivity) จากงานวิจัยของคณะ Baird, คณะ Roca-Feltrer และคณะ 
Larue  [94] [131, 138]ซึ่งใช้เกณฑ์เดียวกันนี้คือต่ ากว่าหรือเท่ากับร้อยละ 40 ของระดับการท างาน 
เอนไซม์จีซิกพีดีปกตถิือว่าเป็นผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดี  งานวิจัยคณะ Tinley ได้ท าการศึกษา
ความไวและความจ าเพาะของชุดตรวจ BinaxNow® G6PD โดยมีค่าความไวเท่ากับ 97 % และ
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ความจ าเพาะเท่ากับ 98 % ทั่งนี้มิได้ท าการเปรียบเทียบความไวและความจ าเพาะกับวิธีการตรวจ 
fluorescent spot test ในกลุ่มตัวอย่างเดียวกัน [132]  โดยเมื่อลดระดับการตัดสินใจในการจ าแนก
ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีลงมาจากร้อยละ 40 เป็นเมื่อต่ ากว่าหรือเท่ากับร้อยละ 30 ของระดับ
การท างานเอนไซม์จีซิกพีดีปกติตามค าแนะน าขององค์การอนามัยโลก WHO พบว่าความไวเพ่ิมขึ้น
เป็น 89.47 % อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษสามารถแปลผลได้ในช่วง  
0.46-13.5 IU/gHb (r2 = 0.973) และมีขีดจ ากัดในการตรวจ (LOD) อยู่ที่ 0.38 IU/gHb โดยตัวอย่าง
เลือดที่มีปริมาณไขมันและบิลลิรูบินสูงไม่ส่งผลต่อการตรวจ แต่ภาวะแตกท าลายของเม็ดเลือดใน
ตัวอย่างเลือดครบส่วน (≥1.5 g/dl) ปริมาณของเม็ดเลือดขาวส่งผลต่อการตรวจด้วยอุปกรณ์ตรวจ
ภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษอย่างมีนัยส าคัญในทุกระดับ ส่วนปริมาณเม็ดเลือดแดงอาจ
ให้ผลผิดพลาดได้ในกลุ่มผู้ที่มีปริมาณเม็ดเลือดแดงต่ า (Hct<30 %) และปริมาณเม็ดเลือดแดงสูง 
(Hct>60 %) 

อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษ สามารถรายงานผลเชิงคุณภาพ
วิเคราะห์โดยการอ่านผลด้วยตาเปล่า และรายงานผลเชิงปริมาณเคราะห์โดยการวิเคราะห์ความเข้มสี
ของภาพถ่ายอุปกรณ์ตรวจด้วยโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 อุปกรณ์ตรวจภาวะพร่องเอนไซม์
จีซิกพีดีฐานกระดาษผลิตจากกระดาษกรองและเทปกาวใส จึงมีต้นทุนในการผลิตที่ต่ า ราคาต้นทุนใน
การผลิตประมาณ 4 บาท/ตรวจ สามารถหาซื้อได้ง่ายภายในประเทศ ลดการน าเขา้เครื่องมือที่มีราคา
สูง เนื่องจากอุปกรณ์ตรวจผลิตมาจากกระดาษจึงมีขนาดบางและมีน้ าหนักเบาประมาณ 500 
มิลลิกรัม สะดวกต่อต่อการพกพา ในการออกตรวจนอกห้องปฏิบัติการ ตัวอุปกรณ์ตรวจมีขั้นตอนใน
การตรวจที่ไม่ยุ่งยาก ใช้งานง่าย เมื่อเทียบกับวิธีมาตรฐาน ใช้ตัวอย่างเลือดเ พียง 5 µl อีกทั้ง ใช้
ปริมาณน้ ายาในการทดสอบน้อย ตัวอุปกรณ์เป็นกระดาษสามารถย่อยสลายได้ง่ายเป็นมิตรต่อ
สิ่งแวดล้อม 
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ภาคผนวก ก 

การเตรียมสาร 

1. การเตรียม 12 mM G6P [MW=304.1] ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (stock)  

 ชั่งสาร 36.5 มิลลิกรัม ในน้ า 10 มิลลิลิตร 

 1.1 การเตรียม 10 mM G6P ปริมาตร 5 มิลลิลิตร 

  ชั่งสาร 15.2 มิลลิกรัม ในน้ า 5 มิลลิลิตร 

2. การเตรียม 2.5 mM NADP+ [MW=765.39] (stock) 

 NADP+ ขวดละ 5 มิลลิกรัม เติมน้ า 2,613 ไมโครลิตร 

3. การเตรียม 6 mM TNBT [MW=907.63] ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (stock)  

 ชั่งสาร 54.5 มิลลิกรัม ในน้ า 10 มิลลิลิตร 

 3.1 การเตรียม 4 mM TNBT ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

 ชั่งสาร 7.3 มิลลิกรัม ในน้ า 2 มิลลิลิตร 

4. การเตรียม 10 mM 1-methoxyPMS [MW=336.36] ปริมาตร 10 มิลลิลิตร (stock)  

 ชั่งสาร 33.6 มิลลิกรัม ในน้ า 10 มิลลิลิตร 

 4.1 การเตรียม 1 mM 1-methoxyPMS ปริมาตร 2 มิลลิลิตร 

 ชั่งสาร 0.7 มิลลิกรัม ในน้ า 2 มิลลิลิตร 

5. การเตรียม 300 mM tris-HCl buffer [MW=121.14] ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (stock)  

 ชั่งสาร 1.817 กรัม ในน้ า 40 มิลลิลิตร + 1 N HCl ในการปรับ pH 

 เติมน้ าจนกระทั่งได้ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

6. การเตรียม 0.9% NSS ปริมาตร 400 มิลลิลิตร (stock) 

 ชั่งสาร  sodium chloride [MW=58.44] 0.9×4 = 3.6 กรัม เติมน้ ากลั่น 400 มิลลิลิตร 
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7. การเตรียม 200 mM tris-HCl buffer pH 7.7-7.8 + 5 mM EDTA + 0.02 % digitonin  

 ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  

(เติมน้ า 40 มล. ใช้ 1 N HCl ในการปรับ pH เติมน้ าเพ่ิมจนได้ปริมาตร 50 มล.) 

 Tris-base [MW=121.14]  1,211.4  มิลลิกรัม 

 EDTA [MW=372.24]   93.1  มิลลิกรัม 

 Digitonin [MW=1,229.31]  20  มิลลิกรัม 

8. การเตรียมตัวอย่างเลือดเพื่อใช้ในการทดสอบสารรบกวนของอุปกรณ์ตรวจ 

 เตรียมตัวอย่างเลือดฮีมาโทคริต (Hct) 50 % ปริมาตร 2,000 ไมโครลิตร 

ตัวอย่างเลือดหมู่เดียวกัน (กรุ๊ปบี) 

 เม็ดเลือดแดง: Pack red 
cells (ไมโครลิตร) 

น้ าพลาสม่า: plasma 
(ไมโครลิตร) 

ผู้ที่มีภาวะพร่องเอนไซม์จซีิกพีดีรนุแรง 500 500 

ผู้ที่ไมม่ีภาวะพร่องเอนไซมจ์ีซิกพีด ี 500 500 

9. การเตรียม 20 % intralipid ปริมาตร 400 ไมโครลิตร  

 ส่วนประกอบ  

 น้ ามันถั่วเหลือง  18  ×4 = 72 ไมโครลิตร 

 ไข่แดงไก่  1.9 ×4 = 7.6 ไมโครลิตร 

 Glycerin  0.9 ×4 = 3.6 ไมโครลิตร 

 น้ าเกลือ 0.9 % 79.2 ×4 = 316.8 ไมโครลิตร 

 รวม 100 ×4 = 400 ไมโครลิตร 
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10. การเตรียม hemolysate ส าหรับการทดลองสารรบกวนจาก hemolysis 

1) น าเม็ดเลือดแดงเข้มข้นของผู้มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีมาผสมกับเม็ดเลือดแดงเข้มข้นของ
ผู้ที่ไม่มีภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีอัตราส่วน 1:1 หรือ 100: 100 µl 

2) น าเม็ดเลือดแดงเข้มข้นที่ผสมแล้วเข้าช่องแช่แข็ง -20 oC ประมาณ 30 นาที 
3) น าออกจากช่องแช่แข็งและละลาย 
4) ท าซ้ าข้อ 2-3 อีก 2 ครั้ง รวมทั้งหมด 3 ครั้ง 
5) ปั่นตกที่ 14,000 rpm. เก็บส่วนน้ าไปวัด OD540 และใช้ในการทดลอง 

11. การเตรียมน  ายา DRABKIN ปริมาตร 4,000 มิลลิลิตร 

 ส่วนประกอบ  

 Sodium bicarbonate anhydrate (NaHCO3)  1 ×4 = 4       กรัม 

 Potassium cyanide (KCN)   0.05 ×4 = 0.2     กรัม 

 Potassium fericyanide (K3Fe(CN)6) 0.2 ×4 = 0.8     กรัม 

 น้ า    1,000 ×4 = 4,000  ไมโครลิตร 

 เก็บในขวดสีชาที่อุณหภูมิห้อง 

12. การเตรียม 20 mmol/L NaOH [MW=39.997] ปริมาตร 50 มิลลิลิตร 

 ชั่งสาร 40 มิลลิกรัม ในน้ า 50 มิลลิลิตร 

 12.1 การเตรียม 0.1 mmol/L NaOH ปริมาตร 10 มิลลิลิตร 

  น า 20 mmol/L NaOH มา 0.05 มิลลิลิตร เติมน้ าเพ่ิมอีก 9.95 มิลลิลิตร 

13. การเตรียม 5 mmol/L EDTA [MW=584.66] ปริมาตร 50 มิลลิลิตร  

 ชั่งสาร 93.1 มิลลิกรัม ในน้ า 50 มิลลิลิตร 

14. การเตรียม 0.02 % digitonin ปริมาตร 50 มิลลิลิตร (stock) 

 ชั่งสาร  digitonin 10 มิลลิกรัม เติมน้ ากลั่น 50 มิลลิลิตร 
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15. การเตรียมบิลิรูบิน 1,000 µmol/L [MW=584.66] ปริมาตร 4.333 มิลลิลิตร  

 ชั่งสาร 2.6 มิลลิกรัม  

  ละลายใน  0.1 mmol/L NaOH  333 ไมโครลิตร  

    5 mmol/L EDTA 2,000  ไมโครลิตร 

    20 mmol/L NaOH  2,000  ไมโครลิตร 

16. การเตรียม 4 % nusieve: agarose gel ปริมาตร 400 มิลลิลิตร 

 ชั่งสาร  nusieve 12 กรัม ร่วมกับ agarose 4 กรัม ละลายใน 0.5x TBE buffer  

           400 มิลลิลิตร (เก็บท่ี 4 oC) 

17. การเตรียม 0.5x TBE buffer ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร (stock) 

 น า 10x TBE buffer ปริมาตร 50 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่น 950 มิลลิลิตร 

18. การเตรียม DNA ladder ปริมาตร 80 ไมโครลิตร 

  ส่วนประกอบ  

 DNA ladder 1 ×10 = 10      ไมโครลิตร 

 6x loading dye  2 ×10 = 20     ไมโครลิตร 

 น้ า PCR grade 5 ×10 = 50     ไมโครลิตร 

19. การเตรียม 70 % alcohol ปริมาตร 300 มิลลิลิตร 

 น า absolute ethanol ปริมาตร 210 มิลลิลิตร เติมน้ ากลั่นอีก 90 มิลลิลิตร 

20. การเตรียมน  ายาของชุดสกัดดีเอ็นเอ (FABGK 001-2, 300 preps) 

 เติม absolute ethanol ดังนี้ W1 buffer  45      มิลลิลิตร 

    Wash buffer  200  มิลลิลิตร 

 เติมน้ า PCR grade ดังนี้ Proteinase K 1.1     มิลลิลิตร 
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ภาคผนวก ข 

การใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ 

1. การใช้โปรแกรม Microsoft PowerPoint 2013 ในการออกแบบอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐาน

กระดาษ 

 1.1 การแทรกรูปวาด: เลือกแทรกที่แถบเมนู > เลือกรูปร่างที่แถบเครื่องมือ > เลือกรูปทรงที่

 ต้องการใช้สร้างอุปกรณ์ตรวจ > วาด 

 

 1.2 การก าหนดขนาดและรูปทรงของวัตถุ: คลิกที่รูปวาดที่วาดขึ้นจะปรากฏแถบเมนูรูปแบบ > 

 สามารถก าหนดขนาดความกว้างและยาว ดังกรอบสีเหลี่ยมสีแดงในรูป และสามรถก าหนดสีเส้น

 และสีของวัตถุได้ดังกรอบสีเหลี่ยมสีเขียวในรูป ภายหลังวาดเสร็จจะท าการ copy รูปไปวางใน 

 Microsoft Word 2013 
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2. การใช้โปรแกรม Control Center 3 ในการถ่ายภาพอุปกรณ์ตรวจวิเคราะห์ฐานกระดาษด้วย

เครื่องพิมพ์ 

 2.1 การตั้งค่าโปรแกรม: กดท่ี configuration > scan > file > ตั้งค่าตามภาพ > ok 

 

 

 2.2 การใช้งานโปรแกรมการถ่ายภาพ: กดท่ี เมนู scan > file  
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3. การใช้งานโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 ส าหรับวัดค่าความเข้มสีของอุปกรณ์ตรวจ

วิเคราะห์ฐานกระดาษ 

 3.1 การเปิดหน้าต่างส าหรับการวัดความเข้มสี: กดท่ี window > histogram 

 

 3.2 การก าหนดเครื่องมือที่ใช้ส าหรับการวัดความเข้มสี: เลือก elliptical marquee tools (แถบ

 เครื่องมือ) > ที่แถบคุณสมบัติ แก้ไข style จาก normal เป็น fixed size > ก าหนดขนาด 175 x 

 175  
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 3.3 การเปลี่ยนระบบสีของภาพเป็น CMYK: image > mode > CMYK color > ok (ซึ่งจะ

 สังเกตเห็นลักษณะช่องสีที่เปลี่ยนไปในหน้าตา histogram)  

 

 

 3.3 การเลือกช่องสีในการวัดความเข้มสี: ใช้เครื่องมือ elliptical marquee tool ครอบคลุม

พ้ืนที่ปฏิกิริยา > ที่หน้าต่าง histogram เปลี่ยน channel เป็น cyan > บันทึกค่า mean 
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4. การใช้โปรแกรม G6PD CalColor.exe 

 โปรแกรม G6PD CalColor ผู้วิจัยได้เขียนโปรแกรมนี้ขึ้นจากโปรแกรม Macromedia 

FLASH Professional 8 เพ่ือง่ายต่อการใช้งาน ในการแปลงผลความเข้มสีเป็นระดับการท างานของ

เอนไซม์จีซิกพีดีพร้อมทั้งสามารถจ าแนกกลุ่มตัวอย่างตามมาตรฐานองค์การอนามัยโลก (World 

Health Organization – WHO)  

 

 1) ท าการกรอกตัวเลขของระดับความเข้มสีที่ได้จากโปรแกรม Adobe Photoshop CS6 ทั้งสีช่อง 

 2) กด calculate 

 3) โปรแกรมจะแสดงระดับการท างานของเอนไซม์จีซิกพีดี พร้อมทั้งระบุกลุ่มจีซิกพีดีของตัวอย่าง 
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หลักการท างาน 

 ณ ปุ่ม caculate จะมีรหัสที่ท าการรับค่าตัวเลขจากทั้ง 4 ช่องที่กรอกมาค านวณค่าความ

เข้มสีของตัวอย่าง และน าลงสมการมาตรฐานเพ่ือท าการแปลงผลเป็นระดับการท างานของเอนไซม์จี

ซิกพีด ี
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ภาคผนวก ค 

เอกสารที่เกี่ยวข้อง 

1. ใบรับรองจริยธรรมการท าวิจัยในมนุษย์ของการศึกษาวิจัยนี้ เป็นส่วนหนึ่งของโครงการวิจัยเรื่อง 

 “ความสัมพันธ์ของไมโครพาติเคิลในภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีและพาหะธาลัสซีเมียในผู้บริจาค

 โลหิตและปฏิกิริยาไม่พึงประสงค์จากการให้เลือด” รหัส Si 395/2016 
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2. ค าขอรับสิทธิบัตร เรื่อง “อุปกรณ์ตรวจวัดภาวะพร่องเอนไซม์จีซิกพีดีฐานกระดาษหรือวัสดุดูดซึม

น้ า” เลขที่ค าขอ 1601004998
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ประวัติผู้เขียนวิทยา นิพนธ์ 
 

ประวัติผู้เขียนวิทยานิพนธ์ 

 

นายภูริทัต แก้วอาสา เกิดเมื่อวันที่ 2 มกราคม 2535 ที่จังหวัดระนอง ส าเร็จการศึกษา
ระดับปริญญาวิทยาศาสตร์บัณฑิต (เทคนิคการแพทย์) เกียรตินิยมอันดับ 2 จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย เมื่อปี พ.ศ.2556 และได้เข้าศึกษาต่อระดับมหาบัณฑิต หลักสูตรวิทยาศาสตร์โลหิต
วิทยาคลินิก คณะสหเวชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย ในปีการศึกษา 2557 โดยได้รับทุน
สนับสนุนการศึกษาจากจุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย เพ่ือเฉลิมฉลองวโรกาสที่พระบาทสมเด็จพระ
เจ้าอยู่หัวทรงเจริญพระชนมายุครบ 72 พรรษาและทุนอุดหนุนวิทยานิพนธ์ 90 ปี จุฬาลงกรณ์
มหาวิทยาลัย  

ได้รับรางวัลการน าเสนองานวิจัยดีเด่นแบบลายลักษณ์เรื่อง “3’untranslated region 
(3’UTR): a novel marker for diagnosis of G6PD deficiency” ในงานการประชุมวิชาการ
และน าเสนอผลงานปริญญานิพนธ์ระหว่างนักศึกษา-นิสิตเทคนิคการแพทย์ ธรรมศาสตร์-จุฬาฯ 
(ครั้งที่8) วันที่ 9 ตุลาคม 2556 

ได้รับรางวัล Travel Award จากการเดินทางไปน าเสนอผลงานวิจัยด้วยวาจาเรื่อง 
“ Paper-based analytical device for detection of Glucose-6 - phosphate 
dehydrogenase deficiency” ง านประชุ ม วิ ช า ก า ร  The 7 8 th Annual Meeting of the 
Japanese Society of Hematology ที่ประเทศญี่ปุ่น วันที่ 14 ตุลาคม 2559 

และผ่านการคัดเลือกเข้าร่วมจัดนิทรรศการชิงรางวัล “นักคิดสิ่งประดิษฐ์รุ่นใหม่ 
ประจ าปี 2560” ในงานวันนักประดิษฐ์ ประจ าปี 2560 ของส านักงานคณะกรรมการวิจัยแห่งชาติ 
(วช.) ระหว่างวันที่ 2 ถึง 6 กุมภาพันธ์ 
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