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บทคั ดย่อ ภาษาไทย  บัณฑิตา บุญเฉลียว : การตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติด

ในน้ำวุ้นลูกตาด้วยเทคนิคการสกัด QuEChERS และตรวจด้วย LC-MS/MS. ( The 
method validation of drug abuse screening test in vitreous 
humor samplesby QuEChERS extraction and LC-MS/MS) อ.ที่ปรึกษาหลัก : ผศ. 
นพ.ณัฐ ตันศรีสวัสดิ์ 

  
น้ำวุ้นลูกตาถูกนำมาใช้เป็นตัวอย่างทางเลือก เนื่องจากทนต่อการเปลี่ยนแปลงหลังการเสียชีวิต 

รวมถึงมีส่วนประกอบที่เป็นเซลล์น้อยจึงสามารถนำมาเตรียมตัวอย่างได้ง่าย  การเตรียมตัวอย่างทางนิติ
พิ ษ วิท ยาสาม ารถ เตรียม ได้ หลายวิ ธี  เช่ น  Solid Phase Extraction (SPE) และLiquid-Liquid 
Extraction (LLE) แต่มีข้อเสียคือใช้เวลาในการเตรียมนาน มีค่าใช้จ่ายสูงและใช้สารที่เป็นอันตรายใน
ปริมาณมาก เทคนิค modified QuEChERS ถูกนำมาพัฒนาให้เข้ากับงานทางนิติพิษวิทยา ซึ่งเทคนิคนี้ใช้
เวลาในการเตรียมน้อย  ทำได้ ง่าย  ค่าใช้จ่ายถูก  มีประสิทธิภาพ  มีความทนทานและมีความ
ปลอดภัย  เครื่องมือตรวจวเคราะห์ Liquid Chromatography -tandem mass spectrometry (LC-
MS/MS) สามารถวิเคราะห์สารประกอบได้หลากหลาย มีความจำเพาะสูงและการเตรียมตัวอย่างเพียง
เล็กน้อยก็สามารถนำไปวิเคราะห์ได้ งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์
คัดกรองสารเสพติดในน้ำวุ้นลูกตาด้วยเทคนิค modified QuEChERS และตรวจด้วย LC-MS/MS ทำการ
ทดสอบความใช้ได้ (validation) ทั้งหมด 6 พารามิเตอร์ โดยนำน้ำวุ้นลูกตามา spike สารเสพติดลงไป
ทั้งหมด 24 ชนิด จากนั้นนำไปสกัดด้วยเทคนิค modified QuEChERS และตรวจวิเคราะห์ด้วย LC-
MS/MS หลังจากนั้ นนำเทคนิคที่ ผ่ านการทดสอบแล้วไปทดสอบกับตัวอย่างน้ ำวุ้นลูกตาจริง
ทั้งหมด 10 ตัวอย่าง และเปรียบเทียบผลที่ได้กับการทดสอบในตัวอย่างเลือด  ผลการศึกษาความใช้ได้
พบว่า การทดสอบความใช้ ได้ทั้ ง  6พารามิเตอร์มีค่าอยู่ ในช่วงที่ยอมรับได้ทั้ งหมด  และผลการ
ทดสอบ selectivity ไม่พบการรบกวนของสารอ่ืน ๆ ในการทดสอบและเมื่อเปรียบเทียบผลการทดสอบ
ตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตากับตัวอย่างเลือดก็ให้ผลไม่แตกต่างกัน 
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Vitreous humor can be used as an alternative sample because of low chemical 

change in postmortem and low cellular component. So, it is easy to prepare vitreous 
humor sample for the forensic toxicology analysis. Forensic toxicology samples are 
usually prepared in these two methods which are solid phase extraction (SPE) and 
liquid-liquid extraction (LLE). The disadvantages of these techniques are time consuming, 
high cost and high volume of organic solvent. The modified QuEChERS technique was 
developed and adapted to suit for forensic toxicology analysis. This technique takes less 
time, easy to perform, inexpensive, efficient, rugged and safe. Liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) is the instrument that can analyze a wide range 
of compounds with rapid and specific analysis. The purpose of this research is to 
investigate the method validation of vitreous humor sample drug screening test using 
QuEChERS extraction and analyzing by LC-MS/MS. Six validation parameters were carried 
out by spike pooled vitreous humor with 24 abused drugs then extracted by modified 
QuEChERS and analyzed by LC-MS/MS, then compared the results with blood analysis. 
After the validation was proved, the application of the validated technique was 
performed on 10 authentic forensic vitreous humor samples. The results of the 
validation showed all validated data were in acceptance criteria and no interference was 
detected in selectivity test. This method had been successfully applied to 10 authentic 
samples and the results were not different between blood and vitreous humor 
comparison. 
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บทที่ 1  
 

บทนำ 
 

1.1 ความสำคัญและที่มาของปัญหา (Background and Rationale) 
 

สารเสพติดเป็นปัญหาที่พบทั่วโลกและในประเทศไทยมาอย่างยาวนาน ปัจจุบันมีสารเสพติด
ประเภทใหม่เพ่ิมขึ้นมาก โดยส่งผลกระทบทั้งในด้านสังคมและเศรษฐกิจ ซึ่งในกรณีที่เสพสารเสพติด
จนเสียชีวิต จะต้องมีการเก็บตัวอย่างชีววัตถุเพ่ือนำมาตรวจวิเคราะห์หาสารเสพติดที่ทำให้เสียชีวิต 
คือ เลือดและปัสสาวะ ในบางครั้งตัวอย่างทั้งคู่ไม่สามารถทำการเก็บได้จากการชันสูตรศพ รวมถึงใน
กรณีที่มีการปนเปื้อนจากสารเคมีที่เกิดจากกระบวนการเน่าสลายของร่างกาย น้ำวุ้นลูกตาจึงอาจเป็น
ตัวอย่างทางเลือก เนื่องจากมีข้อดีคือ อยู่แยกจากส่วนที่เป็นของเหลวอ่ืน ๆ ของร่างกาย ทนต่อการ
เน่าสลายหรือการเปลี่ยนแปลงหลังการเสียชีวิต การเผาไหม้หรือการได้รับบาดเจ็บ มีส่วนประกอบที่
เป็นเซลล์น้อยจึงสามารถนำมาเตรียมตัวอย่างได้ง่าย (1)  
 ปัจจุบันการตรวจวิเคราะห์หาสารเสพติดทางนิติพิษวิทยามีวิธีการมาตรฐาน คือ การตรวจ
ด้ วย  Gas Chromatography mass spectrometry (GC-MS) และ  Liquid Chromatography-
tandem mass spectrometry (LC-MS/ MS)  ใ น ปั จ จุ บั น มี แ น ว โ น้ ม ใ น ก า ร ใ ช้  Liquid 
Chromatography -tandem mass spectrometry มากกว่า เนื่องจากสามารถวิเคราะห์สาร 
ประกอบได้หลากหลาย ตรวจวิเคราะห์ได้อย่างรวดเร็ว มีความจำเพาะเจาะจงสูงและการเตรียม
ตัวอย่างเพียงเล็กน้อยก็สามารถนำไปวิเคราะห์ได้ (2)  

ตัวอย่างที่จะนำมาวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ในงานนิติพิษวิทยาต้องมีการเตรียมตัวอย่าง ซึ่ง 
มี ห ล า ย วิ ธี  เ ช่ น  Solid Phase Extraction (SPE) , Liquid-Liquid Extraction (LLE)  แ ล ะ 
QuEChERS  ซึ่ง SPE และ LLE  มีข้อดีคือ ผลการสกัดออกมาสะอาด แต่มีข้อเสียคือใช้เวลาในการ
เตรียมนาน มีค่าใช้จ่ายสูงและใช้สารที่เป็นอันตรายในปริมาณมาก ในช่วง 2 - 3 ปีที่ผ่านมาได้มีการ
นำเอาเทคนิค QuEChERS มาพัฒนาเพ่ือเตรียมตัวอย่างทางนิติพิษวิทยา  โดย QuEChERS ย่อมา
จาก Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged และ Safe ซึ่งเทคนิคนี้ใช้เวลาในการเตรียมน้อย ทำ
ได้ง่าย ค่าใช้จ่ายถูก มีประสิทธิภาพ มีความทนทานและมีความปลอดภัย เนื่องจากใช้สารที่เป็น
อันตรายในปริมาณน้อย จึงเป็นพิษต่อสิ่งแวดล้อมน้อยด้วย (3)  

ปัจจุบันได้มีงานวิจัยนำเทคนิคการเตรียมตัวอย่างด้วย QuEChERS มาใช้กับตัวอย่างเลือด  
แต่ยังไม่มีงานวิจัยที่นำเทคนิค QuEChERS มาใช้กับตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตา ดังนั้น ผู้วิจัยจึงต้องการ
ศึกษาและตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติดในน้ำวุ้นลูกตาด้วยเทคนิคการ
สกัด QuEChERS และตรวจด้วย LC-MS/MS 
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1.2. คำถามงานวิจัย (Research Question) 
 

เทคนิคการสกัด QuChERS ในการตรวจวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติดในตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตา
ด้วย LC-MS/MS มีความใช้ได้หรือไม่ 

1.3 วัตถุประสงค์ (Objectives) 
 

เพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของเทคนิคการเตรียมตัวอย่าง QuEChERS ในการวิเคราะห์คัด
กรองสารเสพติดในตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาด้วย LC-MS/MS 

1.4 สมมติฐาน (Hypothesis) 
 

เทคนิคการสกัด QuChERS สามารถใช้ในการตรวจวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติดในตัวอย่าง
น้ำวุ้นลูกตาด้วย LC-MS/MS ได้ 

1.5 กรอบแนวคิดงานวิจัย (Conceptual Framework) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 น ้ำวุ้นลูกตาถูกนำมาใช้เป็นตัวอย่างทางเลือก แทนเลือดและปัสสาวะ  
เนื่องจากทนต่อการบาดเจ็บและการเปลี่ยนแปลงหลังการเสียชีวิต  

และเตรียมตัวอย่างได้ง่าย 

 

มีการนำเทคนิค QuEChERS มาพัฒนาและใช้กับตัวอย่างเลือดในงานด้านนิติ
พิษวิทยามากข้ึน ซึ่งเทคนิคนี้ใช้เวลาในการเตรียมน้อย มีประสิทธิภาพและ

ความทนทาน รวมถึงมีความปลอดภัยต่อผู้ใช้งาน 
  

การตรวจวิเคราะห์ทางนิติพิษวิทยาในปัจจุบันมีแนวโน้มใช้ LC-MS/MS 
มากกว่า GC-MS เนื่องจากมีความรวดเร็วในการวิเคราะห์     

ตรวจสารได้หลากหลายและมีความจำเพาะสูง  
 

ศึกษาและตรวจสอบความใช้ได้ของการวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติดใน      
น้ำวุ้นลูกตาโดยใช้เทคนิค QuEChERS ในการเตรียมตัวอย่างและวิเคราะห์

ด้วย LC-MS/MS 
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1.6 รูปแบบงานวิจัย (Research Design) 
 

 เป็นการวิจัยแบบทดลอง (Experimental analysis) 
 

1.7 คำสำคัญท่ีใช้ในงานวิจัย (Keywords)  
 

 1. QuEChERS extraction 
 2. LC-MS/MS 
 3. Method validation 
 4. Vitreous humor 
 

1.8 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ (Expected Benefits) 
 

 1. สามารถใช้เทคนิคการสกัด QuEChERS ในการเตรียมตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาได้ 
 2. สามารถนำน้ำวุ้นลูกตามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติดได้ 
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บทที่ 2 
 

ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง 
 

2.1 ทบทวนวรรณกรรมที่เกี่ยวข้อง (Review of the related literatures) 
 

 การศึกษาวิจัยเรื่องความใช้ได้ของเทคนิคการสกัด QuEChERS ในการตรวจวิเคราะห์คัด
กรองสารเสพติดในตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาและตรวจด้วย  LC-MS/MS  ผู้วิจัยได้ทำการศึกษาค้นคว้า
ตำราและงานวิจัยที่มีความสัมพันธ์เกี่ยวข้องเพ่ือใช้เป็นแนวทางในการกำหนดกรอบแนวคิดในการวิจัย
ให้สามารถดำเนินการศึกษาได้อย่างสมบูรณ์ยิ่งขึ้น โดยแบ่งประเด็นที่มีความเกี่ยวข้อง ดังต่อไปนี้ 

2.1.1 นติิพิษวิทยา (Forensic toxicology) 
 พิษวิทยาเป็นศาสตร์แขนงหนึ่งเกิดจากการรวมกันของ 3 สหวิชา คือ ชีวเคมี เภสัชวิทยาและ
การแพทย์โดยศึกษาเก่ียวกับสารพิษและความเป็นพิษของสารพิษท่ีมีผลต่อสิ่งมีชีวิต (4) 
 นิติพิษวิทยาเป็นการประยุกต์พิษวิทยาเพ่ือตอบปัญหาที่เกิดขึ้นในกระบวนการยุติธรรม เป็น
การศึกษาเกี่ยวกับคุณสมบัติของสารพิษ กลไกการเกิดพิษ การเปลี่ยนรูปในร่างกาย วิธีการตรวจ
วิเคราะห์สารพิษ และการแปลผลการวิเคราะห์สารพิษ เพ่ือใช้ประโยชน์ทางการแพทย์และเพ่ือเป็น
หลักฐานสำคัญในทางกฎหมาย (5) โดยวิธีการตรวจวิเคราะห์จะแบ่งเป็น 2 วิธีหลัก คือ วิธีการตรวจ
วิเคราะห์แบบคัดกรอง (Screening method) เป็นการทดสอบเบื้องต้นที่สามารถบอกถึงชนิดและ
ปริมาณของยา สารพิษหรือสารเสพติดที่ได้รับเข้าไป วิธีที่สองคือวิธีการตรวจยืนยัน (Confirmatory 
method) เป็นการทดสอบเพ่ือยืนยันผลการตรวจคัดกรองเพ่ือยืนยันชนิดและปริมาณของยา สารพิษ
หรือสารเสพติด โดยตัวอย่างที่มีการส่งตรวจจากการชันสูตรศพทางนิติเวชศาสตร์มีการเก็บวัตถุพยาน
ทางชีวภาพ ได้แก่ เลือด ปัสสาวะ ของเหลวในกระเพาะอาหาร น้ำวุ้นลูกตา และเนื้อเยื่อต่าง ๆ (6)  

2.1.2 น้ำวุ้นลกูตา (Vitreous Humor) 
 

เป็นส่วนประกอบที่อยู่ภายในช่องตาส่วนหลัง (อยู่หน้าต่อจอประสาทตาและแนบติดกับผิว
ของจอประสาทตา) มีลักษณะเป็นของเหลวใส ไม่มีสี ไม่มีตะกอน มีความหนืดคล้ายเจลหรือไข่ขาว 
โดยมีน้ำเป็นส่วนประกอบหลักถึง 98-99% (7) ทำหน้าที่เป็นตัวกลางให้แสงผ่าน ช่วยพยุงลูกตาให้คง
รูปเป็นทรงกลม และเป็นแหล่งอาหารแก่แก้วตา จอประสาทตา โดยมีปริมาตรน้ำวุ้นลูกตา  2-3 mL 
ต่อข้าง (8)  ดังแสดงในภาพที่ 1 น้ำวุ้นลูกตามีประโยชน์ในการตรวจสารชีวเคมีหลายชนิดเพ่ือการ
วินิจฉัยภาวะต่าง ๆ ได้แก่ การตรวจ glucose และ ketone เพ่ือช่วยวินิจฉัยการเสียชีวิตจาก
ภาวะแทรกซ้อนของโรคเบาหวาน (7)รวมถึงมีประโยชน์ในการตรวจวิเคราะห์ยา สารพิษและสารเสพ
ติดด้วย(9)  
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ภาพที่ 1แสดงบริเวณที่อยู่ของน้ำวุ้นลูกตา 
 (https://en.wikipedia.org/wiki/Vitreous_body, 16 พฤษภาคม 2562) 

ในงานนิติพิษวิทยานิยมนำน้ำวุ้นลูกตามาใช้เป็นตัวอย่างทางเลือกมากกว่าตัวอย่างอ่ืน ๆ 
เนื่องจาก  น้ำวุ้นลูกตามีแนวโน้มในการเกิดการเปลี่ยนแปลงหลังการเสียชีวิตต่ำ (10) อยู่แยกจากส่วนที่
เป็นของเหลวอ่ืน ๆ ของร่างกาย ทนต่อการเน่าสลายจึงลดโอกาสการปนเปื้อนจากแบคทีเรียหรือ
สารเคมีต่าง ๆ (11) ทนต่อการเผาไหม้หรือการได้รับบาดเจ็บและมีส่วนประกอบที่เป็นเซลล์น้อยจึง
สามารถนำมาเตรียมตัวอย่างได้ง่าย (1)

 

2.1.3 การศึกษาวิจัยยาและสารเสพติดในน้ำวุ้นลูกตา 
 ในปี ค.ศ.2010 Anna Pelander และคณะ ได้ทำการศึกษานำน้ำวุ้นลูกตามาใช้เป็นตัวอย่าง
ทางเลือกสำหรับการตรวจคัดกรองสารเสพติดในผู้เสียชีวิตและวิเคราะห์ด้วย LC-TOF-MS โดยได้
ทำการศึกษาเปรียบเทียบระหว่างปัสสาวะและน้ำวุ้นลูกตาที่เก็บจากศพทั้งหมด 50 ราย พบว่า
สามารถตรวจหาสารเสพติดและเมตาบอไลต์ของสารเสพติดในน้ำวุ้นลูกตาได้น้อยกว่าในปัสสาวะ คือ 
69 และ 97 ชนิดตามลำดับ แต่มีข้อเสนอแนะว่าในน้ำวุ้นลูกตามีปัจจัยรบกวนในการวิเคราะห์น้อย
กว่าในปัสสาวะ ซึ่งอาจจะสามารถนำน้ำวุ้นลูกตามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์เชิงคุณภาพได้ (1)  

Purificacion Fernandez และคณะ ศึกษาการสกัดสารเสพติดกลุ่มมอร์ฟีน โคเคน เมทา
โดน รวมถึงเมตาบอไลต์ ในน้ำวุ้นลูกตาด้วยเทคนิค SPE และตรวจวิ เคราะห์ด้วย HPLC / 
photodiode array detector ผลการศึกษาสามารถใช้วิธีการดังกล่าวตรวจวิเคราะห์สารเสพติดทุก
ตัวได้โดยมีค่า LOD น้อยกว่า30 ng/mL (12)

 

ในปี 2016 Beauty Arora และคณะ ทําการพัฒนาและทดสอบความใช้ได้ของเทคนิคในการ
ตรวจหาและวัดปริมาณสารที่มีความเกี่ยวข้องทางนิติเวชศาสตร์ทั้งหมด 24 ชนิดในตัวอย่างน้ำวุ้นลูก
ตา, เลือด และ plasma และวิเคราะห์ด้วย ESI-LC-MS/MS โดยผู้วิจัยทําการพัฒนาเทคนิคการ
เตรียมตัวอย่างแบบ Liquid-liquid extraction (LLE) ให้มีขั้นตอนที่ง่ายและใช้ตัวอย่างเพียง 20 µL 
เพ่ือให้เหมาะสมกับปริมาตรตัวอย่างทางนิติเวชศาสตร์ที่มีอย่างจํากัด แล้วนําไปใช้ในการเตรียม
ตัวอย่างทุกชนิด พบว่า เทคนิคที่ทําการพัฒนาสามารถนําไปใช้ในการตรวจวิเคราะห์คัดกรองและ

https://en.wikipedia.org/wiki/Vitreous_body
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สามารถวัดปริมาณสารทั้ง 24 ชนิดที่ได้เป็นอย่างดี รวมถึงประสบความสําเร็จในการนําไปประยุกต์ใช้
ในการตรวจวิเคราะห์คัดกรองตัวอย่างจริงที่เก็บจากผู้เสียชีวิตทั้ง 40 รายได้เช่นกัน (13) 

ใน ปี  ค .ศ . 2016 Elham Bazmi แ ล ะค ณ ะ ได้ ท ำก ารวิ เค ร าะห์ ห าป ริ ม าณ ขอ ง 
benzodiazepines ในน้ำวุ้นลูกตาทั้งหมด 21 ราย โดยนำมาเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิค Liquid-
Liquid extraction (LLE) และวิ เคราะห์ ด้ วย  HPLC / photodiode array detector โดย ได้
วิ เคราะห์หาสารกลุ่ม  benzodiazepines ที่มีความสำคัญทางนิติ เวชศาสตร์  4 ชนิด ได้แก่  
flurazepam, lorazepam, alprazolam และ diazepam พบว่า เส้นปรับ เทียบ (Calibration 
curve) ของสารแต่ละชนิดอยู่ในช่วง 30 - 3,000 ng/mL  ด้วย correlation coefficient มากกว่า 
0.99 และจากการทดสอบความใช้ได้ของการศึกษาค่าทั้งหมดอยู่ในช่วงที่ยอมรับได้ (14) 

2.1.4 การเตรียมตัวอย่าง (Sample Preparation) 

 การเตรียมตัวอย่างเป็นขั้นตอนสำคัญในเทคนิคการตรวจวิเคราะห์ (15) เนื่องจากตัวอย่างที่
ต้องการวิเคราะห์จำนวนมากไม่สามารถนำเข้าสู่เครื่องตรวจวิเคราะห์ได้โดยตรงหรือเมื่อทำการ
วิเคราะห์แล้วให้ผลลัพธ์การตรวจวิเคราะห์ที่ไม่ดี   โดยปัญหาที่เกิดขึ้นคือ มีสารรบกวนในตัวอย่าง
และสารที่ต้องการวิเคราะห์อาจมีคุณสมบัติทางกายภาพและเคมีไม่เหมาะสม ทำให้มีความไวต่ำ
หรือไม่สามารถตรวจวิเคราะห์ได้ ดังนั้น วัตถุประสงค์ของการเตรียมตัวอย่าง คือ เพ่ือกำจัดสิ่งรบกวน
และเพ่ิมความไวของการวิเคราะห์ (16)  

การเตรียมตัวอย่างจึงเป็นการกำจัดสิ่งรบกวนออกจากสารที่ต้องการวิเคราะห์และยังเป็นการ
เพ่ิมความเข้มข้นของสารที่ต้องการวิเคราะห์ ซึ่งการเตรียมตัวอย่างทางนิติพิษวิทยา นิยมใช้ 2 เทคนิค 
คือ  Liquid-liquid extraction (LLE) เป็นเทคนิคการแยกสารที่ใช้คุณสมบัติการละลายและการ
กระจายของสารในของเหลว 2 ชนิดที่แตกต่างกันออกจากกัน มีข้อเสียคือ มีการใช้ตัวทำละลาย
อินทรีย์ที่เป็นอันตรายต่อผู้ปฏิบัติงานในปริมาตรสูงและต้องทำการสกัดหลายครั้งการสกัดจึงจะ
สมบูรณ์ ทำให้เกิดการปนเปื้อนได้ง่าย วิธีนี้จึงเป็นวิธีที่ใช้เวลานานและเป็นอันตรายต่อผู้ใช้งาน วิธีที่
สองคือ Solid-phase extraction (SPE) เป็นการสกัดด้วยตัวดูดซับของแข็งที่สามารถทำได้ภายใน
ครั้งเดียว จึงช่วยลดการปนเปื้อนระหว่างการเตรียมตัวอย่างได้ แต่มีข้อเสียคือ หลอด cartridge ที่ใช้
ในการสกัดมีราคาค่อนข้างแพงและไม่สามารถนำกลับมาใช้ซ้ำได้ (17) และปัจจุบันได้นำเอาเทคนิคการ
เตรียมตัวอย่าง QuEChERS มาใช้ในงานด้านนิติพิษวิทยามากขึ้น  

QuEChERS เป็นเทคนิคที่ เกิดจากการรวมกันของคำ 6 คำ คือ Quick, Easy, Cheap, 
Effective, Rugged และ Safe เป็นเทคนิคการสกัดที่สามารถทำได้ง่ายและรวดเร็ว ราคาถูก มี
ประสิทธิภาพ มีความทนทานและมีความปลอดภัยต่อผู้ใช้งาน ขั้นตอนการสกัดประกอบไปด้วย 2 
ขั้นตอน ขั้นตอนแรกคือ การสกัดแยกด้วยตัวทำละลายโดยมีการใส่เกลือบางตัวเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพ
การสกัด  
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ในขั้นตอนนี้ตัวทำละลายที่นิยมใช้คือ acetonitrile, acetone หรือ ethyl acetate (18) โดยตัวทำ
ละลายแต่ละชนิดก็มีข้อดีและข้อเสียที่แตกต่างกัน เช่น Ethyl acetate เหมาะสำหรับแยกสารที่ไม่มี
ขั้วและมีขั้วปานกลาง มีความสามารถละลายในน้ำได้เล็กน้อยและสามารถรวมตัวกับไขมันและ  wax 
ได้ (19)  Acetone สามารถสกัดสารที่มีขั้วมากได้อย่างมีประสิทธิภาพ แต่อาจจะต้องใส่สารที่ไม่มีขั้ว
อ่ืน ๆ ลงไปด้วยเพ่ือให้เกิดการแยกชั้นกับน้ำอย่างชัดเจน ซึ่งอาจทำให้สารที่ต้องการวิเคราะห์เจือจาง
ลง (3, 19)   ส่วน Acetonitrile เหมาะสำหรับการสกัดสารประกอบที่ไม่มีขั้ว ขั้วปานกลางหรือมีข้ัวก็ได้  
(19)  แต่สกัดสารจำพวกไขมันได้น้อย และแยกชั้นกับน้ำได้ดีทำให้สามารถกำจัดน้ำที่ตกค้างในชั้นตัวทำ
ละลายด้วย Mg2SO4 ได้ดีขึ้น (3, 19) 

ในขั้นตอนการสกัดที่มีการใส่เกลือ Mg2SO4 มีวัตถุประสงค์เพ่ือให้เกิด salting-out และเกิด
การแยกชั้นระหว่างน้ำและตัวทำละลายอินทรีย์ (3, 18)  และยังช่วยดูดซับน้ำที่ยังคงเหลืออยู่ในชั้นตัวทำ
ละลายอินทรีย์ ส่วนการเติม NaCl เป็นการเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัดสารประกอบที่มีขั้ว โดย
สัดส่วนของ Mg2SO4 ต่อ NaCl ที่นิยมใช้เพ่ือแยกสารและปรับความเป็นขั้วของสารคือ 4:1 (20-23)  ใน
การเติม Mg2SO4 นั้นทำให้เกิดปฏิกิริยาคายความร้อน หากตัวอย่างที่ต้องการวิเคราะห์สามารถ
สลายตัวด้วยความร้อนอาจจะต้องทำการสกัดที่อุณหภูมิต่ำเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการสกัด (3) 
นอกจากนี้การใช้ Mg2SO4 ปริมาณมากอาจจะทำให้เกิดการรวมตัวเป็นก้อนทำให้รบกวนการสกัดได้ 

ในขั้นตอนที่สองของเทคนิค QuEChERS คือ การสกัดด้วยเทคนิค dispersive solid-phase 
extraction (d-SPE) โดยนำส่วนบนของตัวอย่างที่ผ่านการสกัดในขั้นตอนแรกใส่ในหลอดปั่นเหวี่ยง 
(centrifuge tube) ที่มีตัวดูดซับ SPE เช่น Primary-secondary amines (PSA) ผสมกันด้วยการ
เขย่าหรือ vortex เพ่ือทำให้สาร SPE ที่กระจายตัวอยู่ในของเหลวดูดซับสิ่งที่ไม่ต้องการ ทำให้
ตัวอย่างที่ได้มีความสะอาดมากขึ้น จากนั้นสามารถทำการแยกออกโดยการปั่นเหวี่ยงหรือการกรอง 
และสามารถนำส่วนบนของการสกัด (supernatant) ไปทำการวิเคราะห์ได้โดยตรง (18)  
ตารางท่ี 1 แสดงการเปรียบเทียบเทคนิคการเตรียมตัวอย่างทั้ง 3 วิธี 

ดัดแปลงจาก (24),(25) 

  

เทคนิค 
 

SPE 
 

LLE 
 

QuECHERS 

ปริมาตรตัวอย่าง (mL) 1 1 0.1 

ปริมาตร solvent (mL) > 10 > 10 1 

เวลาที่ใช้ในการสกัด (hr) 2 - 3 3 - 4 0.5 

จำนวนครั้งในการสกัด 1 >1 1 
Recovery (%) 70 - 80 60 - 50 60 - 50 
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2.1.5 Modified QuEChERS Technique 
 

 การสกัดด้วยเทคนิค QuEChERS ได้รับความนิยมและมีการนำไปประยุกต์ใช้อย่างกว้างขวาง 
โดยมีการศึกษาวิจัยปรับปรุงเทคนิค QuEChERS ให้มีประสิทธิภาพมากข้ึนทั้งในด้านความสามารถใน
การสกัด การลดขั้นตอน และการลดระยะเวลา 

ในปี  2012 Kiyotaka Usui  และคณะ ได้ทำการศึกษาและดัดแปลงเทคนิคการสกัด 
QuEChERS เพ่ือใช้ในการเตรียมตัวอย่างเลือดและตรวจวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS โดยได้แบ่ง
ขั้นตอนการสกัดออกเป็นสองขั้นตอนและได้นำเทคนิคที่ทำการดัดแปลงแล้วไปใช้กับตัวอย่างเลือดทาง
นิติเวชศาสตร์ พบว่าในขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างด้วยชุดสกัด QuEChERS สามารถเตรียมตัวอย่างได้
ภายในเวลา 7 นาที และตรวจหาสารเสพติดที่มีความสำคัญทางนิติเวชศาสตร์ทั้งหมด 90 ชนิดได้เป็น
อย่างดี อีกท้ังเทคนิคนี้ไม่เป็นอันตรายต่อผู้ใช้งานและเครื่องมือที่ใช้ในการวิเคราะห์ (26) 
 ในปี 2014 Kiyotaka Usui และคณะ ปรับปรุงเทคนิค QuEChERS ในการตรวจวิเคราะห์
ยากลุ่ม benzodiazepines จากตับ โดยเทคนิคนี้ลดขั้นตอนที่หนึ่ง โดยใส่ผงสกัดสำเร็จรูป (Mg2SO4 
+ sodium acetate) ลงในตัวอย่างผสมกันแล้วปั่นแยก และขั้นตอนที่สองนำส่วนบนใส่ตัวดูดซับ
ของแข็ง (PSA+C18) และเกลือ Mg2SO4 ลงไปผสมให้ เข้ากันและนำไปปั่นแยก นำส่วนบนไป
วิเคราะห์ต่อด้วย LC-MS/MS (27)  

ในปี 2016 Dulaurent Sylvain และคณะ ได้ศึกษาเทคนิค Modified QuEChERS มาใช้ใน
การสกัดตัวอย่างเลือดเพ่ือตรวจวิ เคราะห์สารกลุ่ ม  opiate, amphetamine และ cocaine 
metabolites โดยเทคนิ ค Modified QuEChERS ประกอบด้วยขั้นตอนที่  1 สกัด เลือดด้ วย 
acetonitrile โดยการผสมเข้ากันด้วย vortex หลังจากนั้นในขั้นตอนที่สองเติมเกลือ QuEChERS ลง
ไปผสมแล้วปั่นแยก นำส่วนบนไปตรวจวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ซึ่งประสบผลสำเร็จในการสกัดและ
ตรวจวิเคราะห์ด้วยเทคนิคดังกล่าว โดยมีการนำไปประยุกต์ใช้ในการปฏิบัติงานให้บริการจริงและ
ประสบผลสำเร็จในการตรวจวิเคราะห์ (28)  

ในปี 2017 Sayed Majid Salami และคณะ ได้ทำการศึกษาเปรียบเทียบเทคนิค Modified 
QuEChERS กับการสกัดด้วยวิธี LLE ในการตรวจวิเคราะห์เมทาโดนจากปัสสาวะผู้เสียชีวิตด้วย GC-
MS พบว่า เทคนิค Modified QuEChERS ให้ผลการตรวจวิเคราะห์ที่ดีกว่าเทคนิค LLE ทั้งในด้าน 
%recovery, LOD และ LOQ นอกจากนี้ยังใช้ระยะเวลาและสารเคมีที่เกี่ยวข้องน้อยกว่าเทคนิค LLE 
โดย Modified QuEChERS โดยในการศึกษาครั้งนี้ ขั้นตอนแรกเป็นการปรับสภาพตัวอย่างปัสสาวะ
ด้วย HCl เพ่ือกำจัดน้ำตาลที่อาจมีอยู่ในตัวอย่างออก หลังจากนั้นปรับสภาพตัวอย่างให้เป็นเบสด้วย
สารละลาย ammonia แล้วจึงเข้าสู่ขั้นตอนการสกัดด้วยเทคนิค Modified QuEChERS โดยขั้นตอน
แรกเติมตัวทำละลาย ethyl acetate พร้อมกับเกลือ Mg2SO4 และ NaCl ผสมให้เข้ากันและปั่นแยก 
นำส่วนบนไประเหยแห้งก่อนนำไปวิเคราะห์ด้วย GC-MS (29) 
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ในปี ค.ศ. 2018 Michal P. Dybowski และคณะ ได้นำเทคนิค QuEChERS มาพัฒนาและ
ประยุกต์ใช้กับตัวอย่างเลือดเพ่ือตรวจหาสารเสพติดในพืชกัญชา คือ THC และเมตาบอไลต์ของ THC 
คือ 11-OH-THC และ 11-COOH-THC และวิเคราะห์ด้วย GC-MS/MS   โดยหลังจากท่ีทำการพัฒนา
เทคนิคแล้ว ผู้วิจัยได้นำเทคนิคไปใช้กับตัวอย่างเลือดจริงที่เก็บจากผู้ต้องสงสัยที่มีการใช้สารเสพติด
ขณะขับขี่ยานพาหนะทั้งหมด 30 ราย พบว่าการทดสอบความใช้ได้ของเทคนิคที่ทำการพัฒนาอยู่
ในช่วงที่ยอมรับได้ทั้งหมดและนำเทคนิคไปใช้กับงานประจำและกับตัวอย่างเลือดจากผู้ที่ยังมีชีวิตหรือ
เสียชีวิตเพ่ือวิเคราะห์หา THC ได้ (30) 

 
 

 
 
 
 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 2 แสดงขั้นตอนการสกัดด้วยเทคนิค QuEChERS 
a.บดสารที่ต้องการวิเคราะห์   b.ทำให้สารเป็นเนื้อเดียวกัน   c. ใส่สารละลายอินทรีย์เพ่ือแยกชั้น  
d. ใส่ผงสกัด QuEChERS   e. vortex ให้เข้ากัน   f. centrifuge   g. เก็บส่วน supernatant 
h. ใส่ supernatant ลงในขวดvial  i. ปิดฝาขวด vial (https://www.researchgate.net/figure/Steps-in-

QuEChERS-extraction-a-sieving-b-teflon-tube-with-soil-sample-c-addition-of_fig1_279221361,26 มิถุนายน2562) 
 
 

 
 

https://www.researchgate.net/figure/Steps-in-QuEChERS-extraction-a-sieving-b-teflon-tube-with-soil-sample-c-addition-of_fig1_279221361,26
https://www.researchgate.net/figure/Steps-in-QuEChERS-extraction-a-sieving-b-teflon-tube-with-soil-sample-c-addition-of_fig1_279221361,26
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2.1.6 Liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS) 
 
 

   

 

 

 

 

 

 

ภาพที่ 3 Liquid chromatography-tandem mass spectrometer ( LC-MS/MS ) 
( https://www.shimadzu.de/new-lcms-8060 , 16 พฤษภาคม) 

 

2.1.6.1 High performance liquid chromatography (HPLC) โค รม า โต ก รา ฟี
ของเหลวสมรรถนะสูง (HPLC) เป็นเทคนิคโครมาโตกราฟีที่ใช้กันอย่างแพร่หลายในห้องปฏิบัติการ (31) 
การวิเคราะห์ด้วย HPLC ได้รับการพัฒนาขึ้นสำหรับการใช้งานด้านเภสัชกรรม เคมี อาหาร 
เครื่องสำอางและสิ่งแวดล้อมโดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือแยกสารในของผสมออกจากกัน ดังนั้น จึงสามารถ
ระบุชนิดและสามารถตรวจวิเคราะห์ปริมาณของสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ได้ หลักการแยกสารนั้น
จะขึ้นอยู่กับคุณสมบัติสารที่ต้องการวิเคราะห์ที่มีการกระจายตัวที่ต่างกันในเฟสคงที่ (stationary 
phase) และเฟสเคลื่อนที่ (mobile phase) สารจึงถูกพาไปกับเฟสเคลื่อนที่ซึ่งเคลื่อนที่ผ่านเฟสคงที่
ไปถึงเครื่องตรวจวัดในเวลาที่แตกต่างกันไป โดยทั่วไประบบ HPLC มีส่วนประกอบที่สำคัญ คือ เฟส
เคลื่อนที่ ปั๊ม หัวฉีด คอลัมน์ เฟสคงที่ และเครื่องตรวจวัด (32, 33)  

2.1.6.2 Mobile phase ของเหลวในเฟสเคลื่อนที่อาจจะเป็นตัวทำละลายมีขั้วหรือไม่มีขั้ว
ขึ้นกับสารที่ต้องการตรวจวิเคราะห์ ซึ่งในการวิเคราะห์ด้วย HPLC จะต้องเลือกเฟสเคลื่อนที่ให้เหมาะ
กับตัวอย่างที่ต้องการตรวจวิเคราะห์และอาจจะต้องมีการปรับสัดส่วนเฟสเคลื่อนที่ในแต่ละช่วงเวลา 
(gradient) เพ่ือให้การแยกสารมีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น และตัวทำละลายของเหลวในเฟสเคลื่อนที่
ทั้งหมดจะต้องผ่านการกรองด้วยแผ่นกรองก่อนเข้าสู่ระบบ HPLC เพ่ือที่จะกำจัดสารขนาดเล็กหรือ
ฟองอากาศออกจากระบบ ของเหลวที่ใช้เป็นเฟสเคลื่อนที่ส่วนใหญ่เป็นการผสมของ  acetonitrile, 
volatile aqueous solution และน้ำ (32, 33) 

2.1.6.3 Stationary phase เป็นสารที่บรรจุหรือเคลือบอยู่ภายในคอลัมน์ ที่มีความยาว
คอลัมน์ตั้งแต่ 10 - 35 ซม. และมีเส้นผ่านศูนย์กลางภายใน 1-10 มม. โดยเฟสคงที่มีหลายประเภท 
เช่น เฟสแบบย้อนกลับ, เฟสปกติ, การแยกขนาด และการแลกเปลี่ยนไอออน เป็นต้น เฟสคงที่ซึ่งมี

https://www.shimadzu.de/new-lcms-8060
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การใช้บ่อยในห้องปฏิบัติการนิติพิษวิทยาเป็นแบบระบบเฟสย้อนกลับ โดยมักเลือกใช้ซิลิกาซึ่งมีการ
ปรับเปลี่ยนทางเคมี (ไม่มีขั้ว) โดยทำให้มีพันธะโควาเลนต์กับ hydrophobic alkyl chains ของ C8 
(octyl group) หรือ C18 (octadecyl group)   

2.1.6.4 Mass spectrometer (MS)  เป็นเครื่องมือตรวจวัดมวลต่อประจุของสาร โดย
การศึกษาครั้งนี้เลือกใช้ MS ชนิด triple quadrupole เชื่อมต่อกัน 3 ตัว โดยที่แต่ละ quadrupole 
จะมีแท่งโลหะ 4 แท่งวางตัวขนานกัน มีการใส่กระแสไฟฟ้าและคลื่นวิทยุที่สามารถปรับค่าได้เข้าไป(34) 
โดยที่ quadrupole (Q1) ตัวแรกเป็นตัวเลือก ion ตามค่าที่กำหนดไว้และ quadrupole (Q2) ตัวที่
สองเป็น Collision-induced dissociation (CID) ทำหน้าที่ให้ ion ที่ถูกเลือกจาก Q1 เกิดการแตก
ตัว (fragmentation)  และ quadrupole (Q3) ตัวที่สาม ทำหน้าที่วัดมวลต่อประจุของ ion ที่
เกิดขึ้นจาก Q2  โดยที่ไอออนอื่น ๆ ที่มีอัตราส่วนมวลต่อประจุนอกเหนือจากที่เลือกไว้จะถูกดันไปชน
กับแท่งโลหะและสลายไป(35) 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 4 แสดงการทำงานของ mass spectrometer ชนดิ Triple quadrupole เทคนิค MRM 

(Multiple Reaction Monitoring) 
(https://en.wikipedia.org/wiki/Triple_quadrupole_mass_spectrometer) 
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บทที่ 3 
 

วิธีดำเนินงานวิจัย 
 

การวิจัยเรื่องการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติดในน้ำวุ้นลูกตา
ด้วยเทคนิคการสกัด QuEChERS และตรวจด้วย LC-MS/MS เป็นการวิจัยแบบ experimental 
analysis โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือตรวจสอบความใช้ได้ของเทคนิคการเตรียมตัวอย่าง QuEChERS ใน
การวิเคราะห์คัดครองสารเสพติดในน้ำวุ้นลูกตาด้วย LC-MS/MS เพ่ือที่จะสามารถนำเทคนิคดังกล่าว
ไปใช้ในการเตรียมตัวอย่าง รวมถึงสามารถนำตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์คัดกรอง
สารเสพติดได้ 

 

3.1 ประชากรที่ศึกษาและกลุ่มตัวอย่าง 
 

 3.1.1 ประชากร 
 

น้ำวุ้นลูกตาของผู้ที่เสียชีวิต 
 

 3.1.2 กลุ่มตัวอย่าง 
 

น้ำวุ้นลูกตาของผู้เสียชีวิตที่ถูกตรวจวิเคราะห์โดยหน่วยนิติพิษวิทยา ภาควิชานิติเวช
ศาสตร์  คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 

 

3.2 เกณฑ์การคัดเลือกอาสาสมัคร (Criteria) 
  

ใช้ตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาซ่ึงผ่านการตรวจจากหน่วยนิติพิษวิทยา จึงไม่มีอาสาสมัคร 
  

3.3 ขนาดของประชากร (Sample size) 
   

เนื่องจากเป็นการวิจัยเชิงการทดลอง การทดสอบความใช้ได้จะมีการทดสอบ 5 ซ้ำ 
(36)  โดยใช้ปริมาตรตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาท้ังหมด 20 mL. 
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3.4 วิธีการดำเนินงานวิจัย 
 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 ตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาที่ตรวจและเก็บรักษาโดยหน่วยนิติพิษวิทยา 

Spike สารมาตรฐานและ Internal standard  

สกัดตัวอย่างด้วยเทคนิค modified QuEChERS 

  

วิเคราะห์ด้วย Liquid chromatography-tandem mass spectrometry  
(LC - MS/MS) 

   

แปลผลการวิเคราะห์  
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      3.4.1 สารที่ใช้ในการศึกษาวิจัย 
สารที่ใช้ในงานวิจัย ผลิตโดย Cerilliant® Analytical Reference Standard และ
ทำการสั่งซื้อจากบริษัท Chemical Express จำกัด 

1. Internal standard   
6-Acethyl Morphine-D3, Benzoylecgonine-D3, Cocaethylene-D3, EME-
D3,Cocaine-D3, Diazepam-D5, Imipramine-D3, Methamphetamine-D5, 
Norpseudoephedrine - D3, Oxycodone-D3, Pseudoephedrine-D3, 
MDMA-D5, Zaleplon-D4, Zopiclone-D4 

2. สารมาตรฐานที่ต้องการศึกษา (ดังแสดงในตารางที่ 2) 
ตารางท่ี 2  แสดงสารมาตรฐานที่ต้องการศึกษา 

 

 

3
.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
3. สารที่ใช้ในการศึกษา selectivity 
  - caffeine, acetaminophen, nicotine, estazepam, triazolam  
4. สารเคมีอ่ืน ๆ ที่ใช้ในการสกัดและใช้กับ LC-MS/MS 

  - Acetronitrile (HPLC grade): Merck millipore® 
  - Formic acid (HPLC grade): Merck millipore® 

- 10 mM Ammonium formate (Crystalline/Certified ACS):  
Fisher chemical® 

  - ผงสกัด QuEChERS: UCT®  
ประกอบด้วย Mg2SO4 4000 mg. และ NaCl 1000 mg. 

6-Acetyl Morphine Pseudoephedrine 
Benzoylecgonine 3,4-Methylenedioxypyrovalerone 
Cocaethylene Cathinone 
Cocaine Fentanyl 
EME (Ecgonine Methyl Ester) LSD 
Clobazam MDEA 
Dextromethorphan Mephedrone 
Imipramine MDMA 
Trimipramine Methcathinone 
Methamphetamine Sibutramine 
Norpseudoephedrine Zolpidem 
Oxycodone Zopiclone 
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3.4.2 ตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตา ใช้น้ำวุ้นลูกตาที่ผ่านการตรวจวิเคราะห์แล้วว่าไม่มีสารเสพติด
เป้าหมาย โดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C และได้รับการอนุมัติการให้นำมาศึกษาวิจัยจากมติที่
ประชุมคณะกรรมการบริการภาควิชานิติเวชศาสตร์และหัวหน้าภาควิชานิติเวชศาสตร์ นำ
ตัวอย่างมา spike สารที่ต้องการทดสอบ 5 ความเข้มข้น คือ 5, 50, 100, 200 และ 500 
ng/mL และการศึกษาครั้งนี้ใช้ Internal standard ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับสารมาตรฐานที่
ความเข้มข้น 200 ng/mL สกัดและนำไปวิเคราะห์ 
3.4.3 เตรียมตัวอย่างเลือดเพ่ือใช้สำหรับการวิเคราะห์เปรียบเทียบประสิทธิภาพในการ
สกัดด้วยเทคนิค modified QuEChERS และตรวจวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS โดยการ 
spike สารที่ต้องการทดสอบ 3 ความเข้มข้น คือ 5, 50 และ 500 ng/mL สกัดและนำไป
วิเคราะห์ 

การเลือกระดับความเข้มข้นในการศึกษาครั้งนี้อาศัยผลการศึกษาของ Purificacion 
Fernandez และคณะ และการศึกษาของ Fabien Bevalot และคณะ ซึ่งทั้งสองการศึกษา
ได้ตรวจวิเคราะห์ยาและสารเสพติดในน้ำวุ้นลูกตาโดยมีรายงานระดับค่าที่ตรวจวัดได้ (12, 37) 
ร่วมกับข้อมูลซึ่งผู้วิจัยได้ทดลองศึกษานำร่องที่สามารถตรวจวิเคราะห์สารทุกตัวได้ในระดับ  
5 ng/mL 
3.4.4 เทคนิคการสกัด modified QuEChERS   ในการศึกษาครั้งนี้พัฒนาจากงานวิจัยของ 
        Dulaurent และคณะ (28) โดยมีรายละเอียด ดังนี้ 

 

1.นำตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาปริมาตร 100 µL ซึ่ง spike สารที่ต้องการวิจัยและ 
Internal standard แล้วใส่ในหลอด Eppendorf® ขนาด 1 mL 
2.ใส่  acetonitrile ซึ่ งมีอุณหภูมิ  -20°C ลงไปให้ได้ปริมาตรรวม 320 µL และ 
vortex ให้เข้ากัน 
3.ใส่ผงสกัด QuEChERS (UCT®) ปริมาณ 80 mg ผสมให้เข้ากันด้วยเครื่อง shaker 
ตั้งค่า 5,000 รอบ เป็นเวลา 5 นาท ี
4.ปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่อง Centrifuge ตั้งค่า 15,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4°C เป็น
เวลา 10 นาที เก็บส่วน supernatant 50 µL ใส่หลอด vial ขนาด 1 mL และเติม 
mobile phase ที่ใช้ในการวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS ปริมาตร 150 µL  
(โดยมีอัตราส่วน mobile phase A:B, 1:3)  
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Pooled vitreous  
humor 
20 mL   

5 ng/mL 

50 ng/mL  

100 ng/mL  

200 ng/mL  

500 ng/mL  

Blood from 
blood bank 

10 mL  

5 ng/mL 

50 ng/mL 

500 ng/mL 

แผนผังแสดงขั้นตอนการเตรียมตัวอย่างเพื่อทำการ Validation 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 - pooled vitreous humor : ผ่านการตรวจวิเคราะห์แล้วว่าไม่มีสารเสพติด
เป้าหมายโดยเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C แบ่งตัวอย่างออกเป็น 6 ขวด ขวดละ 3 mL โดย 
spike สารมาตรฐานที่ต้องการศึกษาให้มีความเข้มข้น 0, 5, 20, 50, 100 และ 200 ng/mL 
โดยทุกขวดเติม internal standard ที่มีความใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน 

- blood from blood blank : ผ่านการตรวจวิเคราะห์แล้วว่าไม่มีสารเสพติด
เป้าหมายเก็บรักษาที่อุณหภูมิ 4°C นำมาแบ่งออกเป็น 3 ขวด ขวดละ 3 mL spike สาร
มาตรฐานที่ต้องการศึกษาให้มีความเข้มข้น 5, 50 และ 200 ng/mL โดยทุกขวดเติม 
internal standard ที่มีความใกล้เคียงกับสารมาตรฐาน 
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3.4.4 การทดสอบความใช้ได้ของวิธีการ (Method validation)   
การศึกษาครั้งนี้ เลือกใช้ method validation ตามการศึกษาวิจัยของ Sylvain 

Dulaurent และคณะ (36) ประกอบไปด้วย 
 

1.) Precision (ความแม่นยำ) วัดความสามารถของวิธีการวิเคราะห์ที่ให้ผลการวิเคราะห์ที่
ค่าใกล้เคียงกันเมื่อทำการทดสอบซ้ำกันหลาย ๆ ครั้ง โดยการศึกษาครั้งนี้เลือกศึกษา 
intraday precision เพ่ือให้สอดคล้องกับการปฏิบัติงานจริง ที่ทำการวิเคราะห์ batch 
ต่อ batch 
- โดยจะทำการวิเคราะห์ตัวอย่างความเข้มข้น 5, 50 และ 500 ng/mL ความเข้มข้นละ 
5 ซ้ำภายในวันเดียวกัน จากนั้นคำนวณร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD)   

2.) Accuracy (ความเที่ยงตรง) ความเที่ยงของวิธีวิเคราะห์แสดงความใกล้เคียงกัน
ระหว่างค่าที่ได้จากการวิเคราะห์นั้นเปรียบเทียบกับค่าจริงหรือค่าอ้างอิงซึ่งเป็นที่ยอมรับ  
- โดยจะทำการวิเคราะห์ตัวอย่างความเข้มข้น 5, 50 และ 500 ng/mL ความเข้มข้นละ 
5 ซ้ำ เปรียบเทียบกับค่าที่ตรวจวิเคราะห์สารมาตรฐานที่ไม่ผ่านการสกัดและฉีดเข้า
เครื่องโดยตรงและคำนวณร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD)   

3.) Recovery (ค่าคืนกลับ) การคำนวณค่าคืนกลับของการสกัด เพื่อแสดงถึงประสิทธิภาพ
ในการสกัด  
- โดยจะทำการวิเคราะห์ตัวอย่างความเข้มข้น 5, 50 และ 500 ng/mL ความเข้มข้นละ 
5 ซ้ำ แล้วเปรียบเทียบค่าที่ได้จากการ spike สารที่สนใจก่อนการสกัดเทียบกับการ 
spike สารหลังการสกัด จากนั้นคำนวณร้อยละค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานสัมพัทธ์ (%RSD)   

4.) Calibration curve (เส้นปรับเทียบ) ประเมินความเป็นเส้นตรงระหว่างค่าสัญญาณ 
     จากการวิเคคราะห์กับความเข้มข้นของสาร                   
    - โดยจะทำการวิเคราะห์ตัวอย่างความเข้มข้น 5, 50, 100, 200 และ 500 ng/mL   
   ความเข้มข้นละ 5 ซ้ำ และคำนวณค่าจาก Correlation coefficient ของregression line 
5.) Limit of detection (LOD) (ค่าต่ำสุดที่สามารถตรวจวัดได้) 
คำนวณโดยใช้สูตร Quantitation limit (QL) = 10/S  (S = slope of calibration curve) 

-โดยจะทำการตรวจวิเคราะห์โดย spike สารมาตรฐานความเข้มข้นที่ได้จากการคำนวณ
ในน้ำวุ้นลูกตาและนำไปสกัดตรวจวิเคราะห์ เพ่ือยืนยันค่าท่ีคำนวณได้ 
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6.) Selectivity (ความจำเพาะ) ความสามารถของวิธีวิเคราะห์ในการจำแนกสารที่ต้องการ
วิเคราะห์ออกจากสารอ่ืน ๆ รวมถึงสารปนเปื้อน ( impurities) สารที่ เกิดจากการ
สลายตัว (degradant) และ matrix 
-โดยจะทำการ spike สารมาตรฐานที่อาจจะพบได้ในชีวิตประจำวัน ได้แก่   caffeine, 
nicotine,acetaminophen, estazepam, triazolam ลงในน้ำวุ้นลูกตา สกัดและตรวจ
วิเคราะห์เพ่ือตรวจสอบเทียบกับวิธีที่เลือกใช้สามารถแยกสารมาตรฐานที่ทำการศึกษา
ออกจากสารอ่ืน ๆ ที่อาจมีอยู่ในน้ำวุ้นลูกตาได้ 

 

3.4.5 การทดสอบการนำไปใช้ในการให้บริการ ภายหลังการทดลองวิจัยถ้าวิธีการที่ศึกษา
ผ่านการ validation ที่ได้กำหนดไว้ จะนำวิธีดังกล่าวไปลองทดสอบกับตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตา
จริงที่ได้ผ่านการตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบัติการ 10 ตัวอย่าง เพ่ือเปรียบเทียบผลการ
ตรวจวิเคราะห์ 

 

3.4.6 การตรวจวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS 
ในการวิ เคราะห์ ครั้ งนี้ ได้ ใช้ เครื่อ ง  LC-MS/MS รุ่น  Shimadzu 8060 triple 

quadrupole mass spectrometer โดยในส่วน  LC ประกอบด้ วย LC-30AD pumps 
(NexeraX2), ACTO 20AC oven และ SIL-30AC-MP (Autosampler) และ column ใช้ 
Shimadzu shim-pack GIST C18 SP-C18, 1.8 µm. (2.1 x 100 mm.) 

 
  
 

 
 
 
 
 
 

 

ภาพที่ 5 แสดงเครื่อง liquid chromatography mass spectrometer 
 3.4.7 ค่าท่ีตั้งไว้ (condition) สำหรับการตรวจวิเคราะห์ด้วย LC-MS/MS 
  - Mobile phase :  
   mobile phase A :10 mM ammonium formate in water +0.1 % formic acid    
   mobile phase B :10 mM ammonium formate in methanol +0.1% formic acid   
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-  ค่าท่ีตั้งไว้สำหรับ LC  : ใช้ gradient ของ mobile phase A และ B โดยคงอัตราการไหล 
0.3 mL/นาที เป็นเวลา 0.00 – 2.00 นาท,ี 15 % mobile phase B; 2.00-10.00 นาที, 
15 ถึง 50 % mobile phase B; 10.00– 12.00 นาที, 50 ถึง 95 % mobile phase B; 
12.00 –20.00 นาที , 95 ถึง 5 % mobile phase B; 21.00–26.00 นาที , และปรับ
สมดุลของ column ด้วย 5 % mobile phase B ที่อุณหภูมิของ oven 40°C 

- ค่าท่ีตั้งไว้สำหรับ MS : ใช้ positive electrospray ionization mode (ESI) และได้ 
  ทำการตั้งค่าดังนี้ nebulizing gas flow 3 L/นาท,ี heating gas flow 10 L/นาท ี 
  interface temperature 300 °C, Desolvation Line (DL) temperature 250°C  
  heat block temperature 400 °C และ drying gas flow 10 L/ นาที และเลือกใช้      
  โหมด Multiple reaction monitoring (MRM) 

3.5 การวิเคราะห์ข้อมูล (Data analysis) 
ใช้โปรแกรม Labsolution software ในการวิเคราะห์โครมาโตแกรม    
วิเคราะห์สถิติด้วยโปรแกรม SPSS V 22.0 

 

3.6 อุปกรณ์ที่ใช้ในงานวิจัย (Tools) 
 - LC-MS/MS : Shimadzu 8060 triple quadrupole mass spectrometer 

- Column : Shimadzu shim-pack Velox SP-18, 1.8 µm. (2.1 x 100 mm) 
- Centrifuge : Hettich® รุ่น  Mikro 220R 

 - Shaker  
 

3.7 สถานที่ทำวิจัย 
 

 หน่วยนิติพิษวิทยา ชั้น 11 อาคาร อปร.  
 ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
 

3.8 ข้อพิจารณาทางจริยธรรม (Ethical Consideration) 
 เนื่องจากเป็นตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาของผู้เสียชีวิตที่ผ่านการตรวจวิเคราะห์โดยหน่วย
นิติพิษวิทยาและมีการเก็บรักษาอยู่ในขั้นตอนระหว่างรอการกำจัดทิ้งตามกระบวนการ ดังนั้น 
งานวิจัยจึงไม่มีความเกี่ยวข้องกับการวิจัยในมนุษย์และสัตว์ทดลอง 

โดยงานวิจัยนี้ผ่านการรับรองและได้รับการยกเว้นจากคณะกรรมการพิจารณา
จริยธรรมวิจัยในมนุษย์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย COE No. 038/2019, 
IRB No. 465/62 
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บทที่ 4 
 

ผลการวิจัย 
 

ในการศึกษาวิจัยเรื่องการตรวจสอบความใช้ได้ของวิธีการวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติดในน้ำ
วุ้นลูกตาด้วยเทคนิคการสกัด QuEChERS และตรวจด้วย LC-MS/MS  มีวัตถุประสงค์เพ่ือทดสอบ
ความใช้ได้ของเทคนิคการสกัด QuEChERS  ในการเตรียมตัวอย่างทางนิติพิษวิทยา และสามารถนำ
ตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตามาใช้ตรวจวิเคราะห์คัดกรองสารเสพติดด้วย LC-MS/MS ในงานนิติเวชศาสตร์ได้ 
โดยในการศึกษาครั้งนี้ได้นำตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาจากผู้เสียชีวิตมา spike สารที่สนใจทั้ง 24 ชนิดและ 
internal standard จากนั้นจึงสกัดด้วยเทคนิค QuEChERS และทดสอบความใช้ได้ของเทคนิคการ
เตรียมตัวอย่างทั้งหมด  6 พารามิเตอร์ ประกอบด้วย precision (ความแม่นยำ), accuracy (ความ
เที่ยงตรง), Recovery (ค่าคืนกลับ), calibration curve (เส้นปรับเทียบ), limit of detection (ค่า
ต่ำสุดที่สามารถตรวจวัดได้) และ selectivity (ความจำเพาะ) โดยผลการศึกษา มีดังนี้  

4.1 ตารางแสดงสารมาตรฐาน (standard), สารมาตรฐานภายใน (Internal standard) และ
การเลือกใช้ Multiple reaction monitoring (MRM) ในการศึกษาครั้งนี้ได้ทำการ spike สารที่สนใจ
ทั้ง 24 ชนิดที่มีความเข้มข้น 5, 50, 100, 200 และ 500 ng/mL พบว่า retention time ของสารตัว
แรก คือ Ecgonine Methyl Ester (EME) ที่ 0.875 นาที และสารตัวสุดท้าย คือ Sibutramine ที่ 
13.081 นาที แสดงดังตารางที่ 3 

 

ภาพที่ 6 แสดงโครมาโตแกรมของสารมาตรฐานและสารมาตรฐานภายใน 
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ตารางท่ี 3  ตารางแสดงการเลือกใช้ MRM และ retention time ของสารทั้ง 24 ชนิด 

 

Standard 
 

Internal standard 
 

Retention 
time (min) 

 

Precursor ion 
(m/z) 

 

Product ion 
(m/z) 

6-Acetyl Morphine 6-Acetyl Morphine - D3 5.888 328.00>165.00 328.00>152.00 

Benzoylecgonine Benzoylecgonine - D3 7.609 290.15>168.15 290.15>77.00 

Cocaethylene Cocaethylene - D3 9.925 318.15>196.15 318.15>82.05 

Cocaine Cocaine - D3 8.511 304.15>182.15 304.15>82.05 

EME EME - D3 0.875 200.10>182.10 200.10>82.10 

Clobazam Diazepam - D5 12.909 301.05>259.05 301.05>224.10 

Dextromethorphan Diazepam - D5 11.656 272.20>215.15 272.20>171.10 

Imipramine Imipramine - D3 12.847 281.20>86.10 281.20>58.05 

Trimipramine Imipramine - D3 13.026 295.20>100.15 295.20>58.10 

Methamphetamine Methamphetamine - D5 5.858 150.15>91.10 150.15>119.15 

Norpseudoephedrine Norpseudoephedrine - D3 4.212 151.95>134.05 151.95>115.05 

Oxycodone Oxycodone - D3 5.40 316.15>241.15 316.15>256.15 

Pseudoephedrine Pseudoephedrine - D3 4.813 166.00>148.00 166.00>133.00 

3,4-Methylenedioxypyrovalerone MDMA - D5 9.087 276.15>126.20 276.15>175.10 

Cathinone MDMA - D5 4.326 150.10>117.15 150.10>105.15 

Fentanyl MDMA - D5 11.285 337.25>188.15 337.25>105.10 

LSD MDMA - D5 9.936 324.20>223.15 324.20>207.15 

MDEA MDEA - D5 6.912 208.15>163.10 208.15>105.10 

Mephedrone MDMA - D5 7.002 178.10>145.15 178.10>144.15 

MDMA MDMA - D5 6.172 194.10>163.10 194.10>105.10 

Methcathinone MDMA - D5 4.666 164.10>131.10 164.10>130.10 

Sibutramine MDMA - D5 13.081 280.20>125.10 280.20>139.10 

Zolpidem Zaleplon - D4 9.769 308.20>235.15 308.20>263.10 

Zopiclone Zopiclone - D4 8.165 389.10>244.95 389.10>217.00 
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ตารางท่ี 4 แสดงผลการ validation ของสารทั้ง 24 ชนิด  

 
 

การทดสอบความใช้ได้ (validation) ของเทคนิคการสกัด QuEChERS  ในการเตรียมตัวอย่างน้ำวุ้น
ลูกตาได้ทำการทดสอบทั้งหมด 6 พารามิเตอร์ ได้แก่ precision (ความแม่นยำ), accuracy (ความ
เที่ยงตรง), Recovery (ค่าคืนกลับ), calibration curve (เส้นปรับเทียบ), limit of detection (ค่า
ต่ำสุดที่สามารถตรวจวัดได้) และ selectivity (ความจำเพาะ) โดยได้ผลดังนี้  

- Precision (ความแม่นยำ) ทำการทดสอบแบบ intra-day เพ่ือให้มีความใกล้เคียงกับการ
ปฏิบัติงานจริงในห้องปฏิบัติการนิติพิษวิทยา ความเข้มข้นที่นำมาใช้ทดสอบคือ 5, 50, 500 
ng/mL(n=5) โดยค่า %RSD น้อยกว่า 20% และค่าทั้งหมดอยู่ในช่วง 1.43-17.04%  
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- Accuracy (ความเที่ยงตรง) หลังจากทำการทดสอบ ค่า %RSD น้อยกว่า 20% โดยค่า
ทั้งหมดอยู่ในช่วง 1.055 – 17.504%  
- ค่า Recovery(ค่าคืนกลับ)แสดงประสิทธิภาพของการสกัด โดยมีค่า %RSD น้อยกว่า 20%  
- Calibration curve (เส้นปรับเทียบ) ทำการทดสอบแบบ linear regression โดยใช้ความ
เข้มข้นของสาร 5, 50 และ 500 ng/mL (n=5) ให้ค่า R2 มากกว่า 0.99  
- Selectivity (ความจำเพาะ) ไม่พบการรบกวนของสารอ่ืน ๆ ในการทดสอบ 
และในการศึกษา limit of detection (LOD) ได้ทำการเจือจางความเข้มข้นสารละลายที่มี
ความเข้มข้นน้อยที่สุดของสารแต่ละชนิด 10 เท่า โดยมีความเข้มข้นตั้งแต่ 0.05 – 0.50 
ng/mL และสารทุกชนิดมีค่า  S/N > 3 ดังแสดงในตารางที่ 5 
ตารางท่ี 5  แสดง Limit of detection (LOD) 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Name 
 

Concentration (ng/mL.) 
LOD  

(S/N > 3) 
3,4-Methylenedioxypyrovalerone 0.10 48 
6-Acetyl Morphine 0.25 71 
Benzoylecgonine 0.25 46 
Cathinone 0.50 15 
Clobazam 0.25 3 
Cocaethylene 0.05 56 
Cocaine 0.50 502 
Dextromethorphan 0.10 15 
EME 0.50 25 
Fentanyl 0.05 61 
Imipramine 0.05 4 
LSD 0.10 150 
MDEA 0.10 14 
MDMA 0.25 179 
Mephedrone 0.10 29 
Methamphetamine 0.10 13 
Methcathinone 0.50 31 
Norpseudoephedrine 0.50 6 
Oxycodone 0.50 80 
R-Pseudoephedrine 0.50 23 
Sibutramine 0.10 13 
Trimipramine 0.05 17 
Zolpidem 0.05 151 
Zopiclone 0.10 16 
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แสดงกราฟ calibration curve ของสารทั้ง 24 ชนิด 
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       และหลังจากทำ validation แล้ว ได้นำเทคนิคดังกล่าวไปทดสอบกับตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาจริงที่

ผ่านการตรวจวิเคราะห์จากห้องปฏิบัติการทั้งหมด 10 ตัวอย่าง โดยได้ผลดังที่แสดงในตาราง  

ตารางท่ี 6 การทดสอบเทคนิคท่ีผ่านการ validation กับตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาท้ังหมด 10 ตัวอย่าง  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

No. สารที่พบ 
1. Caffeine, Acetaminophen, Dextromethorphan 
2. Caffeine, Carbamazepine 
3. Methamphetamine, Theophylline 
4. Caffeine, Amphetamine, Methamphetamine 
5. Caffeine, Amphetamine, Methamphetamine, Mitragynine 
6. Caffeine, Nordiazepam 
7. Caffeine, Amphetamine, Methamphetamine, Ketamine 
8. Caffeine, Clonazepam 
9. Caffeine, Carbamazepine 
10. Caffeine, Acetaminophen 
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บทที่ 5 
 

สรุปผลและอภิปรายผลการวิจัย 
 

ในการศึกษานี้ผู้วิจัยได้นำเทคนิค modified QuChERS มาทำการทดสอบความใช้ได้ในการ
เตรียมตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาเพ่ือตรวจหาสารเสพติด 24 ชนิด ที่ความเข้มข้น 5, 50, 100, 200 และ 
500 ng/mL ทำการทดสอบทั้งหมด 6 พารามิเตอร์ด้วย LC-MS/MS โดย retention time ของสาร
ตัวแรก คือ Ecgonine Methyl Ester (EME) ที่ 0.875 นาที และตรวจพบ Sibutramine ที่ 13.081 
นาทีเป็นสารตัวสุดท้าย โดยที่ EME, imipramine, oxycodone และ sibutramine ให้ผลของการ
ทดสอบความใช้ได้ให้ค่าที่ยอมรับได้ทั้งหมดและค่า r2 >0.998 เมื่อเปรียบเทียบกับผลที่ได้จากการ
เตรียมตัวอย่างในตัวอย่างเลือดให้ผลที่ไม่แตกต่างกัน ยกเว้น ผลการทดสอบ Recovery (ค่าคืนกลับ) 
ความเข้มข้น 100 ng/mL ของ cocaethylene และ cocaine ที่มีค่าการทดสอบสูงกว่าเกณฑ์ที่
ยอมรับได้ รวมถึงในการทดสอบค่า accuracy (ค่าความเที่ยงตรง) ที่ความเข้มข้น 100 และ 500 
ng/mL. cocaine มีค่าสูงเกินเกณฑ์ที่ยอมรับได้อีกเช่นกัน ซึ่งอาจเกิดจากเทคนิคการเตรียมตัวอย่าง 
QuEChERS ไม่เหมาะกับการเตรียมสารทั้งคู่  

ในกรณีที่ผู้ใช้สารเสพติดมีความทนต่อสารเสพติดอาจจะไม่เกิดสภาวะเป็นพิษต่อร่างกาย  
แต่ ในกรณี ผู้ ที่ พ่ึ ง เริ่ ม ใช้ ส ารเสพติ ดอาจจะก่ อ ให้ เกิ ดสภาวะเป็ น พิษกับ ร่ างกาย ได้  เช่ น 
methamphetamine ที่สามารถก่อให้เกิดสภาวะเป็นพิษกับร่างกายตั้งแต่ความเข้มข้น 200 ng/L (38) 

หรือ LSD และ MDMA ที่ปริมาณความเข้มข้นสูง ๆ จึงจะก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อร่างกาย (100 mg 
– 2 g) แต่จะเพ่ิมความเสี่ยงในการเสียชีวิตมากขึ้นเมื่อมีการใช้ร่วมกับแอลกอฮอล์ (39) หรือสารเสพติด
ชนิดอื่น ๆ เช่น โคเคน เมื่อมีการใช้ร่วมกับแอลกอฮอล์จะทำให้เกิดสารตัวใหม่ขึ้น คือ cocaethylene 
ซึ่งจะเป็นพิษกับร่างกายเมื่อมีความเข้มข้นในร่างกายเพียง 0.348 mg/L และโคเคนที่ความเข้มข้น 
0.758 mg/L เป็นต้นไปขึ้นอยู่กับสภาพร่างกายของผู้ใช้ดังที่กล่าวข้างต้น ซึ่งระดับดังกล่าวสามารถ
ตรวจวิเคราะห์ได้ในการศึกษาครั้งนี้ 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาได้ใช้เทคนิค  liquid-liquid extraction (LLE) และ Solid phase 
extraction (SPE) ในการเตรียมตัวอย่าง โดยสามารถตรวจหาสารเสพติดและเมตาบอไลท์ของสาร
เสพติดได้ เช่น โคเคน เมทาโดน benzodiazepines และผลอยู่ในเกณฑ์ที่ยอมรับได้ทั้งหมด เทคนิค
การเตรียมตัวอย่างข้างต้นสามารถให้ผลการสกัดสะอาด แต่ใช้สารที่เป็นอันตรายในปริมาณสูง ใช้เวลา
ในการเตรียมนานและค่าใช้จ่ายในการเตรียมตัวอย่างด้วยเทคนิค LLE และ SPE อยู่ที่ 100 – 200 
บาทต่อตัวอย่าง และในบางกรณีอาจจะต้องใช้เวลาถึง 1- 2 วันในการเตรียมตัวอย่าง ดังนั้น จึงได้มี
การนำเทคนิค QuEChERS มาใช้ทำการศึกษากับตัวอย่างเลือดและตับ โดยสามารถตรวจหาสารเสพ
ติดได้ถึง 90 ชนิด แต่ยังคงมีขั้นตอนที่ซับซ้อนและยังคงใช้เวลาในการเตรียมนานอยู่ ต่อมาจึงมีการ
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พัฒนาและปรับปรุงเทคนิคเพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพและลดเวลาในการเตรียมตัวอย่างลง  โดยเทคนิค 
modified QuEChERS สามารถเตรียมตัวอย่างได้ทีละหลาย ๆ ตัวอย่าง โดยใช้เวลา 20-30 นาที 
และค่าใช้จ่ายในการเตรียมตัวอย่าง 10 บาทต่อตัวอย่าง  จะเห็นว่าเทคนิค modified QuChERS 
ช่วยประหยัดทั้งเวลาและค่าใช้จ่ายในการเตรียมตัวอย่างได้ 

อาจกล่าวได้ว่าเทคนิคการสกัด modified QuEChERS สามารถนำมาใช้ในการเตรียม
ตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาเพ่ือตรวจหาสารเสพติดที่สนใจทั้ง 24 ชนิด ด้วย LC-MS/MS ได้เป็นอย่างดี และ
สามารถนำมาเตรียมตัวอย่างทางนิติพิษวิทยาได้อย่างรวดเร็ว ง่าย มีค่าใช้จ่ายถูก มีประสิทธิภาพใน
การสกัด และทนทาน จึงควรนำเทคนิคไปพัฒนาและปรับใช้กับงานประจำทางนิติเวชศาสตร์ต่อไป 
 
สรุปผลการวิจัยและข้อเสนอแนะ 

อาจกล่าวได้ว่าเทคนิคการสกัด modified QuEChERS สามารถนำมาใช้ในการเตรียม
ตัวอย่างน้ำวุ้นลูกตาเพ่ือตรวจหาสารเสพติดที่สนใจทั้ง 24 ชนิด ด้วย LC-MS/MS ได้เป็นอย่างดี และ
สามารถนำมาเตรียมตัวอย่างทางนิติพิษวิทยาได้อย่างรวดเร็ว ง่าย มีค่าใช้จ่ายถูก มีประสิทธิภาพใน
การสกัด และทนทาน จึงควรนำเทคนิคไปพัฒนาและปรับใช้กับงานประจำทางนิติเวชศาสตร์ต่อไป  
แต่เนื่องจากในงานวิจัยนี้ศึกษายังไม่ครอบคลุมสารสเพติดและสารที่มีความเกี่ยวข้องทางนิติเวช
ศาสตร์ทั้งหมด จึงเสนอแนะให้มีการศึกษาประเภทของสารเสพติดให้มีความคลอบคลุมมากยิ่งขึ้นเพ่ือ
เป็นประโยชน์ต่อการตรวจวิเคราะห์คัดกรองตัวอย่างในงานประจำทางนิติเวชศาสตร์ต่อไป 
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