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บทที่ 3 

วธิีการด าเนินการวจิัย 

ประชากรและกลุ่มตัวอย่าง 

 การศึกษาน้ีได้ท  าการเก็บตวัอย่างเลือด ปัสสาวะ เศษอาหารในกระเพาะอาหาร และเศษ
อาหารจากล าไส้เล็กส่วนตน้ จากศพที่เขา้มาชันสูตร ณ ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ 
มหาวิทยาลัย เชียงใหม่ แพทยช์ันสูตรว่าตายมิปรากฏเหตุและมีประวตัิการได้รับสารพิษหรือยา 
จ  านวนทั้งส้ิน 30 ราย  โดยอ้างอิงขอ้มูลจากข้อมูลทางสถิติของการเก็บตัวอย่างเพื่อส่งตรวจทาง
พิษวิทยาตั้งแต่ปี 2554-2555 ในการชันสูตรศพ ภายใน 1 เดือน มีจ  านวนศพที่ถูกชันสูตรทั้งหมด
ประมาณ 70 ราย ซ่ึงเป็นรายกรณีที่เก่ียวข้องกับแอลกอฮอล์ประมาณ  21 ราย  เป็นรายกรณีทาง
พิษวิทยาประมาณ 30  ราย ดงันั้นจึงเลือกจ านวนในการเก็บตวัอยา่งจ านวน  30  ราย ที่เป็นกรณีทาง
พษิวทิยามาท าการศึกษา                  

สถานทีท่ี่ใช้ในการด าเนินการวิจัยและรวบรวมข้อมูล 

หอ้งปฏิบตัิการพษิวทิยา ภาควชิานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ 

วัสดุและอุปกรณ์ในการทดลอง 

 1. หลอดทดลองฝาเกลียว ขนาด 20 ml  2. หลอดทดลองขนาดเล็ก ขนาด 13x100 mm 
 3. หลอดฉีดยาขนาดเล็ก   4. Microcentrifuge tube ขนาด 0.5 ml 
 5. Micropipette     6. Micro tips 
 7. Beaker    8. Measuring pipette ขนาด 5 ml 
 9. เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge)  10. เคร่ืองเขยา่วน (Vortex) 
 11. เคร่ืองเขยา่ (Shaker)   12. นาฬิกาจบัเวลา 
 13. ถุงมือ     14. หวักรองสาร 
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สารเคมีในการทดลอง 

1. น ้ ากลัน่     2. NH4Cl 

3. Ethyl acetate (RCI Labscan, HPLC Grade) 4. Trimipramine 

5. Buffer A     6. Buffer B 

7. Sodium Borate    8. 1-Chlorobutane 

9. ตวัอยา่งชีวภาพจากศพ ไดแ้ก่  เลือด ปัสสาวะ เศษอาหารในกระเพาะอาหาร เศษอาหารใน

ล าไสเ้ล็กส่วนตน้  

วิธีการทดลอง 

1) น าตวัอยา่งเลือด ปัสสาวะ เศษอาหารในกระเพาะอาหาร เศษอาหารในล าไส้เล็กส่วนตน้ที่
เก็บจากศพมาสกดัดว้ยวธีิกรดและเบสเช่นเดียวกนั ตามวธีิของ Gloria[15]  ดงัน้ี  

1.1) การสกดัตวัอยา่งดว้ยกรด 

ตวัอยา่ง 1 ml 

 

ปรับ pH = 5โดยเติม Saturated NH4Cl  500 μL 

 

       เติม Ethyl acetate 5 ml 

 

เติม ISD Control (trimipramine) 100 μL  

(final conc. เท่ากบั 50 μg/ ml) 

 

เขยา่ 20 นาที และป่ันดว้ยความเร็ว 3000 รอบ/วนิาที  เป็นเวลา 3 นาที 
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ท าการแยกส่วนใส Supernatant ใส่หลอดใหม่เพื่อท าการระเหยแหง้ดว้ยแก๊สไนโตรเจน 

 

ละลายคราบดว้ย Buffer A:B (9:1)  200 μL 

(Buffer A : 5mM Ammoniumformate หรือ 0.01% Formic in water,  Buffer B : 0.01% Formic in 
Acetonitrile) 

1.2) การสกดัตวัอยา่งดว้ยเบส 

ตวัอยา่ง 1 ml 

 

ปรับ pH = 11 โดยเติม Saturated Sodium Borate  500 μL 

 

เติม 1-Chlorobutane 5 ml  

 

เติม ISD Control (trimipramine) 100 μL  

(final conc. เท่ากบั 50 μg/ ml) 

 

เขยา่ 20 นาที และป่ันดว้ยความเร็ว 3000 รอบ/วนิาที  เป็นเวลา 3 นาที 

 

ท าการแยกส่วนใส Supernatant ใส่หลอดใหม่เพื่อท าการระเหยแหง้ดว้ยแก๊สไนโตรเจน 

 

 

ละลายคราบดว้ย Buffer A:B (9:1)  200 μL 

(Buffer A : 5mM Ammoniumformate หรือ 0.01% Formic in water,  Buffer B : 0.01% Formic in 
Acetonitrile) 
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2) น าตัวอย่างที่สกัดฉีดเข้าเคร่ือง LC-MS (Agilent Technologies 1290 infinity LC ใช้คู่กับ 
6460 Triple Quadrupole LC/MS, Column : Eclipse plus C18, 2.1mm.x100mm., Mobile 
phase A : 5mM Ammoniumformate/0.01% Formic in water, Mobile phase B : 0.01% 
Formic in Acetonitrile, Flow rate 0.3 mL/min, Injection 5μL)  เพื่อวิเคราะห์หาสารหรือ
กลุ่มยาที่พบในตวัอยา่ง 

3) เปรียบเทียบผลการตรวจเศษอาหารในล าไสเ้ล็กส่วนตน้กบัตวัอยา่งเลือด ปัสสาวะ และเศษ
อาหารในกระเพาะอาหารที่เก็บมาพร้อมกันในแต่ละราย เพื่อแสดงถึงการตรวจพบสาร
หรือยาในล าไสเ้ล็กส่วนตน้  

การวิเคราะห์ข้อมูล 

น าผลการตรวจที่ไดต้ามตารางในบทที่ 4 ทั้งหมดไปหาค่าความไว (sensitivity) ความจ าเพาะ 
(specificity) และความแม่น (accuracy) และวิเคราะห์ผลทางสถิติ โดยใชไ้คสแควร์(Chi-square test) 
เพือ่หาความสมัพนัธต์ามสมมติฐาน 

สรุปผลการศึกษา 

ผูศ้ึกษาสรุปผลการศึกษา และการวเิคราะห์ผลทางสถิติ ดงัรายละเอียดในบทที่ 5 

 

 

  

  


