
297Thammasat Medical Journal, Vol. 19 No. 2 April - June 2019

ศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของเครื่อง Mini-spectrophotometer  
กับเครื่อง Conventional spectrophotometers ในการตรวจหาปริมาณ 

ของโปรตีนและอัลบูมิน
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บทคัดย่อ

บทน�ำ:  เครื่อง spectrophotometer ที่ใช้กันทั่วไปมีขนาดใหญ่ ราคาแพง และไม่สะดวกต่อการใช้งานภาคสนาม  

คณะผู้วิจัยจึงพัฒนาเครื่อง Mini-spectrophotometer ซึ่งใช้หลอด light emitting diode (LED) เป็นแหล่ง

ก�าเนดิแสง  และหลมุขนาดเลก็ (microwell) เป็นช่องบรรจสุาร เคร่ืองต้นแบบนีม้หีลักการท�างานคล้ายกับเครือ่ง

โดยท่ัวไป แต่อย่างไรก็ตามยังไม่มีการทดสอบประสิทธิภาพของเครื่อง งานวิจัยนี้จึงท�าการศึกษาเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพของเครื่องต้นแบบดังกล่าว 

วิธีกำรศึกษำ:  ประเมนิประสทิธิภาพของเครือ่งในการวดัปรมิาณโปรตนีและอลับมูนิ ด้วยการทดสอบ Within-run, Between-run,  

%Recovery และท�าการเปรียบเทียบกับเครื่อง Shimadzu และ CECIL spectrophotometer    

ผลกำรศึกษำ:  การวัดโปรตีนมีค่า Within-run precision เท่ากับ 2.9 - 10.4%, Between-run precision เท่ากับ 11.6 -  

20.5% และ %Recovery เท่ากับ 97.15% ส�าหรับการวัดอัลบูมินค่า Within-run precision เท่ากับ  

2.7 - 8.4%, Between-run precision เท่ากบั 8.3 - 18.1% และ %Recovery เท่ากบั 106.25% เมือ่เปรยีบเทียบ 

กับเครื่อง Shimadzu และ CECIL พบว่าค่าโปรตีนมีความสัมพันธ์อยู่ในเกณฑ์ดี (r = 0.9069, 0.9098) และ 

ผลต่างระหว่างสองเครื่องอยู่ในช่วง mean ± 1.96 SD ส�าหรับค่าอัลบูมินมีความสัมพันธ์อยู่ในเกณฑ์ที่ดีกว่า  

(r = 0.9536, 0.9516) 

สรุปผลกำรศึกษำ:  เครื่อง Mini-spectrophotometer มีความถูกต้องแม่นย�าน้อยกว่าเครื่อง conventional spectrophotom-

eters เนือ่งจากมค่ีาสมัประสทิธิส์หสัมพนัธ์ต�า่กว่าเกณฑ์  ถงึแม้ว่าผลต่างระหว่างสองเครือ่งยงัอยูใ่นช่วงทีย่อมรบั   

ดังนั้นจึงต้องพัฒนาเครื่องต้นแบบดังกล่าวต่อไปหากจะน�ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่างของคนไข้ 

ค�ำส�ำคัญ:   มินิ สเปกโทรโฟโตมิเตอร์, โปรตีน, อัลบูมิน, LED, หลุมจุลภาค 

วันที่รับบทควำม: 15 กุมภำพันธ์ 2561 วันที่แก้ไขบทควำม: 25 กุมภำพันธ์ 2562 วนัทีอ่นญุำตใหต้พีมิพ:์ 26 กมุภำพนัธ ์2562
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บทน�ำ
การตรวจปริมาณของโปรตีนรวม (total protein) 

และอัลบูมิน (albumin) สามารถช่วยในการวินิจฉัยโรคต่างๆ 

เช่น โรคตับ โรคไต ภาวะทุพโภชนาการ และความผิดปรกติ

อื่นๆ ได้1 ซึ่งความผิดปรกติเหล่านี้จะส่งผลให้ระดับของโปรตีน

ในร่างกายมีการเปลี่ยนแปลง โปรตีนในร่างกายท�าหน้าท่ี 

แตกต่างกนั ได้แก่ เอนไซม์ ฮอร์โมน ขนส่งสาร immunoglobulins  

โปรตีนโครงสร้าง แหล่งพลังงาน และรักษา osmotic force 

ในร่างกาย2 การตรวจวัดปริมาณโปรตีนในร่างกายที่นิยมตรวจ

คือ โปรตีนรวมในซีรัม (serum total protein) และอัลบูมิน  

ซึ่งนอกจากจะดูปริมาณของโปรตีนแล้วยังใช้ในการค�านวณ

หาปริมาณของโกลบูลิน (globulin) และอัตราส่วนระหว่าง 

อัลบูมินต่อโกลบูลิน (albumin/globulin ratio) สามารถช่วย

ในการวินิจฉัยโรคของคนไข้ได้ การตรวจวิเคราะห์ปริมาณของ

โปรตนีและอลับมูนิในห้องปฏบิตักิารทัว่ไป (routine method) 

สามารถท�าได้โดยอาศัยหลักการท�าปฏิกิริยาของโปรตีนหรือ

อัลบูมินในตัวอย่างกับน�้ายาตรวจวิเคราะห์ Biuret3 - 5 ส�าหรับ

การตรวจโปรตีนรวม และน�้ายาตรวจวิเคราะห์ Bromocresol 

green (BCG) ส�าหรับการตรวจอัลบูมิน6, 7 ซึ่งทั้งสองวิธีอาศัย

หลักการของการเกิดสี (colorimetric method) และท�าการ

วัดค่าการดูดกลืนแสงของสารสี (chromogen) ที่เกิดขึ้นหลัง

การท�าปฏิกิริยา ด้วยเครื่อง spectrophotometer ซึ่งค่าการ

ดูดกลืนแสงจะเป็นสัดส่วนโดยตรงกับความเข้มข้นของโปรตีน

หรืออัลบูมินในสิ่งส่งตรวจ 

เครื่อง spectrophotometer ท่ีใช้กันโดยทั่วไป  

มีขนาดใหญ่และการใช้งานท่ียุ่งยาก และต้องอาศัยการดูแล

รักษาโดยผู ้ที่เชี่ยวชาญ จึงไม่เหมาะส�าหรับการออกตรวจ 

นอกพื้นที่ นอกจากนี้ตัวเครื่อง อุปกรณ์ และอะไหล่ต่างๆ  

มักมีราคาแพง เนื่องจากต้องน�าเข้าจากต่างประเทศ ส่วนใหญ ่

ใช้หลอด tungsten หรือ deuterium เป็นแหล่งก�าเนดิแสง1, 8, 9  

ซึ่งมีอายุการใช้งานท่ีสั้น และมีราคาแพง ปัจจุบันได้มีการน�า

เอาหลอด light emitting diode (LED) มาใช้เป็นแหล่งก�าเนิด

แสง10 - 12 ซึง่หลอด LED มีความคงทน มีอายกุารใช้งานท่ียาวนาน 

และมขีนาดเลก็กว่าแหล่งก�าเนดิแสงชนดิอืน่13 - 15 จากการศกึษา

ที่ผ่านมาได้มีการใช้หลอด LED เป็นแหล่งก�าเนิดแสงในเครื่อง 

spectrophotometer และใช้ในการตรวจวเิคราะห์สารชวีเคมี

หลายๆ ชนิด เช่น creatinine, zinc, copper และ iron12, 15, 16  

เป็นต้น อย่างไรก็ตามเครื่อง spectrophotometer ดังกล่าว 

ยังคงมีขนาดใหญ่และราคาแพง

สถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน)  

ได้มีการประดิษฐ์เครื่องต้นแบบเพื่อใช้ในการตรวจหาปริมาณ

สารด้วยวิธีวัดความเข้มของแสงซ่ึงมีหลักการท�างานคล้าย 

กับเครื่อง spectrophotometer ขึ้นเรียกว่าเครื่อง มินิ  

สเปกโทรโฟโตมิเตอร์ (Mini-spectrophotometer) ซึ่ง

เป็นเครื่องท่ีมีขนาดเล็กกะทัดรัดและมีราคาถูกกว่าเครื่อง  

spectrophotometer โดยทั่วไป9 เนื่องจากใช้หลอด LED เป็น

แหล่งก�าเนดิแสง และมีการใช้หลุมตวัอย่างขนาดเล็ก (microwell) 

เป็นช่องบรรจุสารละลายแทน cuvette ซ่ึง microwell  

ดงักล่าวท�ามาจากพอลเิมอร์ทีเ่รยีกว่า Polydimethylsiloxane 

(PDMS)17 - 19 มลีกัษณะโปร่งใส ไม่ดดูซึมน�า้ ไม่ส่งผลเสยีต่อเซลล์

หรือโปรตีน และมีการน�ามาใช้อย่างแพร่หลาย20 - 22 เพื่อน�ามา

ใช้ในการตรวจสารชีวเคมีหลายชนิด เช่น urine creatinine23, 

uric acid24 และสารชีวเคมีชนิดอื่นๆ25 อย่างไรก็ตามเครื่อง  

Mini-spectrophotometer ซึ่งใช้หลอด LED เป็นแหล่ง

ก�าเนดิแสงเช่นเดยีวกัน ยงัไม่ได้มกีารทดสอบการใช้ในการตรวจ

วิเคราะห์สารชีวเคมี ดังนั้นงานวิจัยครั้งนี้จึงมีวัตถุประสงค์เพื่อ

ศึกษาประสิทธิภาพของเครื่องต้นแบบในการตรวจวิเคราะห ์

โปรตีนและอัลบูมิน โดยศึกษาความถูกต้อง (accuracy)  

ความแม่นย�า (precision) ของเคร่ือง และท�าการศึกษาเปรียบเทยีบ 

(comparison study) ผลการตรวจวเิคราะห์กบัเครือ่ง Shimadzu  

และ CECIL spectrophotometer

วิธีกำรศึกษำ
น�้ำยำ สำรเคมี และตัวอย่ำงที่ใช้ในกำรวิจัย 

สารเคมแีละน�า้ยาทีใ่ช้ในการวจิยัครัง้นีใ้ช้ analytical 

grade โดย Bovine serum albumin (BSA) (Ajax Finechem, 

ประเทศออสเตรเลีย) ท�าการเตรยีม stock BSA solution ความ

เข้มข้น 12 g/dL โดยละลายใน 0.9% NaCl solution หลังจากนัน้ 

ท�าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้นตามต้องการ คือ 2, 4, 6, 8, 

10 g/dL ส�าหรับท�ากราฟมาตรฐานของการตรวจวิเคราะห์

โปรตนี และความเข้มข้น 1, 2, 3, 4, 5, 6 g/dL ส�าหรับท�ากราฟ

มาตรฐานของการตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน

น�้ายาส�าหรับการตรวจวิเคราะห์ ได้แก่ น�้ายา Biuret 

ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์โปรตีน ซึ่งประกอบด้วย 3.8 M 

NaOH, 30 mM CuSO
4
, 30 mM KI, 100 mM KNaC

4
H

4
O

6 

และ 28 mM Na
2
-EDTA และน�้ายา Bromocresol green 

(BCG) ส�าหรบัการตรวจวิเคราะห์อลับูมนิ ประกอบด้วย 87 mM 

succinate buffer, 0.2 mM bromocresol green, และ 7.35 

mL/L nonionic surfactant brij 35
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ตวัอย่างทีใ่ช้ส�าหรบัการศกึษาเปรยีบเทยีบ (Comparison 

study) เตรียมจากสารควบคุมคุณภาพ Normal (Control N) 

และ Pathology Control (Control P) (HUMAN, Human 

Gesellschaft für Biochemica und Diagnostica mbH, 

ประเทศเยอรมนี) โดยท�าการเจือจางสารควบคุมคุณภาพ 

ดังกล่าวด้วย 0.9% NaCl solution ให้ได้ความเข้มข้น

ตั้งแต่ 2.47 - 8.15 g/dL ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์โปรตีน  

(20 ตัวอย่าง) และความเข้มข้นตั้งแต่ 1 - 3.96 g/dL ส�าหรับ

การตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน (20 ตัวอย่าง)

เครื่อง spectrophotometer

เครื่อง Mini-spectrophotometer (ขนาดกว้าง  

16 cm x ยาว 15 cm x สูง 6 cm) ที่ใช้ในการศึกษาครั้งนี้

ถูกสร้างและพัฒนาโดยสถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน (องค์การ

มหาชน), ประเทศไทย โดยมส่ีวนประกอบดงันี ้คือ แหล่งก�าเนดิ

แสง หลุมจุลภาค (Microwell) หัววัด ชุดวงจรไฟฟ้า หน้าจอ 

แสดงผล และแหล่งจ่ายกระแสไฟฟ้า ดงัแสดงในรปูที ่1 ติดต้ังอยู่

ในกล่องทบึแสง โดยมหีลมุจุลภาค (เส้นผ่าศนูย์กลาง 10 mm x ลึก  

2 mm) ใช้เป็นช่องบรรจุสารละลายแทน cuvette ซึ่งท�าจาก 

พอลเิมอร์ PDMS โดยถูกสร้างขึน้จากกระบวนการโฟโตลโิธกราฟี  

(photolithography process) และน�าไปประกบลงบนฐาน

ของกระจกสไลด์ (ขนาดยาว 75 x กว้าง 25 mm) หลุมจุลภาค 

บนฐานกระจกนีถ้กูวางไว้ภายใต้อปุกรณ์อเิล็กทรอนกิส์ทีม่แีหล่ง

ก�าเนดิแสงซึง่ประกอบด้วยหลอด light emitting diode (LED) 

ทีม่คีวามยาวคล่ืนแตกต่างกัน และม ีLight sensor (detector) 

คือ TSL235R light sensor (Texas Instruments ประเทศ

สหรัฐอเมริกา) ตรวจวัดความเข้มของแสงที่เปล่งออกมาจาก

หลอด LED และผ่านหลมุจุลภาคซึง่มตีวัอย่างบรรจุอยู ่200 µL  

(ปรมิาตรสงูสดุ 350 µL) โดยหลอด LED ทีติ่ดตัง้อยูใ่นตวัเครือ่ง

ครอบคลุมความยาวคล่ืนต้ังแต่ 300 - 1100 nm ซึ่งเครื่อง  

Mini-spectrophotometer นี้ได้รับความคุ้มครองทรัพย์สิน

ทางปัญญาตามอนสุทิธบิตัรไทยเลขที ่1272726 โดยในการศึกษา

ครั้งนี้ใช้หลอด LED สีเขียว ซ่ึงให้แสงที่ความยาวคล่ืนสูงสุด  

517 nm (peak wavelength) ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์

โปรตีน และหลอด LED สีแดง ซึ่งให้แสงที่ความยาวคลื่นสูงสุด 

641 nm ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน

รูปที่ 1 ส่วนประกอบของเครื่อง Mini-spectrophotometer: ภาพด้านหน้าของเครื่อง Mini-spectrophotometer (A),  

 หน้าจอแสดงผล แสดงค่า absorbance (B), และหลุมจุลภาค หรือ Microwell (C) ซึ่งสามารถบรรจุตัวอย่างได้สูงสุด 350 µL
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ส�าหรับเครือ่ง conventional spectrophotometer  

ที่ใช ้ในการศึกษาเปรียบเทียบการตรวจวิเคราะห์ ได้แก่  

Shimadzu UV-1601 Spectrophotometer (Shimadzu 

Corporation, ประเทศญี่ปุ่น) และ CE 1021 UV/Visible 

Spectrophotometer (CECIL Instruments Limited,  

สหราชอาณาจักร)

กำรตรวจวิเครำะห์โปรตีน

สร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใช้ 

standard albumin (BSA) ความเข้มข้น 2, 4, 6, 8, 10 g/dL  

ท�าการตรวจวัดปริมาณด้วยน�้ายา Biuret reagent27 สร้าง

กราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสง (absorbance)  

ที่วัดได้จากเครื่อง spectrophotometer แต่ละเครื่อง (Mini-

spectrophotometer, Shimadzu และ CECIL spectro-

photometer) และค่าความเข้มข้นของ standard โดยท�าการ

ผสมน�้ายา Biuret 2.5 mL และ standard albumin (BSA) 

50 µL ผสมให้เข้ากันด้วย vortex และตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง 

(25ºC) เป็นเวลา 30 นาที จึงน�าไปวัดค่าการดูดกลืนแสง โดย

ใช้ Reagent blank ซึ่งใช้น�้ากลั่นแทน standard ในการ set 

blank โดยท�าซ�้าสองครั้งในแต่ละความเข้มข้นของ standard

กำรประเมินประสิทธิภำพของเคร่ือง Mini-spectropho-

tometer ในกำรตรวจวิเครำะห์โปรตีน 

การศึกษา Within-run precision ใช้ standard 

โปรตีน ที่ความเข้มข้น 4, 6 และ 8 g/dL ซึ่งเป็นความเข้มข้น

ต�่า กลาง และสูงตามล�าดับ ท�าการตรวจวัดแต่ละความเข้มข้น

ซ�้ากันจ�านวน 20 ครั้ง ภายในเวลาเดียวกัน แล้วค�านวณหา 

ค่าเฉลีย่ (mean) ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน (Standard deviation,  

SD) และสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน (Coefficient of 

variation,%CV) ส�าหรับการศึกษา Between-run precision 

ใช้ตวัอย่างความเข้มข้นทัง้ 3 ระดบัดงักล่าว โดยท�าการตรวจวดั

ทุกวัน วันละ 1 ครั้ง ติดต่อกันเป็นเวลา 20 วัน และค�านวณหา

ค่าเฉลีย่ ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน และสมัประสทิธิค์วามแปรปรวน

เช่นเดียวกัน

การหาค่าเปอร์เซนต์การคืนกลับ (Recovery test) 

ซึง่เป็นการเปรียบเทยีบผลท่ีได้จากการตรวจวเิคราะห์กบัผลทีไ่ด้

จากการค�านวณ ด้วย Adding method โดยการเติมสารละลาย

มาตรฐาน ในการตรวจหาปริมาณโปรตีน ท่ีความเข้มข้น  

3 ระดบั ได้แก่ 0, 5, และ 6 g/dL ลงในตวัอย่าง แล้วท�าการตรวจ 

วัดความเข้มข้นของโปรตีนหลังการเติมสารละลายมาตรฐาน 

แล้วค�านวณค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (%Recovery)

การศึกษาเปรียบเทียบ (Comparison study) 

ท�าการตรวจวัดความเข้มข้นของโปรตีนในตัวอย่างจ�านวน 20 

ตัวอย่าง ซึ่งมีความเข้มข้นของโปรตีนตั้งแต่ 2.47 - 8.15 g/dL  

ด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer, Shimadzu  

spectrophotometer และ CECIL spectrophotometer  

ท�าการเปรียบเทียบผลการตรวจวัดโปรตีน ระหว่างเครื่อง 

Mini-spectrophotometer กับเครื่อง Shimadzu  

spect rophotometer  และระหว ่ าง เครื่ อ ง  Min i - 

spectrophotometer กบัเครือ่ง CECIL spectrophotometer  

โดยใช้สถิติ Simple linear regression analysis28, 29,  

Bland-Altman bias plot30 และ Passing-Bablok  

regression31 ในการวิเคราะห์ผลการศึกษา 

กำรตรวจวิเครำะห์อัลบูมิน 

สร้างกราฟมาตรฐาน (standard curve) โดยใช้ 

standard albumin (BSA) ความเข้มข้น 1, 2, 3, 4, 5, 6 g/dL  

ท�าการตรวจวัดปริมาณด้วยน�้ายา Bromocresol green 

(BCG)27 สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสง 

(absorbance) ที่วัดได้จากเครื่อง spectrophotometers 

แต่ละเครื่อง (Mini-spectrophotometer, Shimadzu และ 

CECIL spectrophotometer) และค่าความเข้มข้นของอลับมูนิ  

standard โดยท�าการผสมน�้ายา BCG 5 mL และ standard 

albumin 25 µL ผสมให้เข้ากันด้วย vortex และตั้งท้ิงไว้ 

ที่อุณหภูมิห้อง (25ºC) เป็นเวลา 10 นาที จึงน�าไปวัดค่าการ 

ดดูกลนืแสง โดยใช้ Reagent blank ซึง่ใช้น�า้กลัน่แทน standard  

ในการ set blank โดยท�าซ�้าสองครั้งในแต่ละความเข้มข้น 

ของอัลบูมิน standard

กำรประเมินประสิทธิภำพของเคร่ือง Mini-spectropho-

tometer ในกำรตรวจวิเครำะห์อัลบูมิน 

การศึกษา Within-run precision ใช้ standard  

อลับมูนิ ทีค่วามเข้มข้น 1, 2 และ 4 g/dL ซึง่เป็นความเข้มข้นต�า่ 

กลาง และสูงตามล�าดบั ท�าการตรวจวดัแต่ละความเข้มข้นซ�า้กนั 

จ�านวน 20 ครั้ง ภายในเวลาเดียวกัน แล้วค�านวณหาค่าเฉลี่ย 

(mean) ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (Standard deviation, SD) 

และสัมประสิทธิ์ความแปรปรวน (Coefficient of variation,  

%CV) ส�าหรบัการศกึษา Between-run precision ใช้ตัวอย่าง

ความเข้มข้นทั้ง 3 ระดับดังกล่าว โดยท�าการตรวจวัดทุกวัน  

วันละ 1 ครั้ง ติดต่อกันเป็นเวลา 20 วัน และค�านวณหา 

ค่าเฉล่ีย ค่าเบีย่งเบนมาตรฐาน และสัมประสิทธิค์วามแปรปรวน 

เช่นเดียวกัน 

การหาค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (Recovery test) 

ซึง่เป็นการเปรยีบเทยีบผลท่ีได้จากการตรวจวเิคราะห์กบัผลทีไ่ด้

จากการค�านวณ ด้วย Adding method โดยการเติมสารละลาย

มาตรฐาน ในการตรวจหาอลับมูนิ ทีค่วามเข้มข้น 3 ระดบั ได้แก่ 
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0, 2, และ 4 g/dL ลงในตัวอย่าง ท�าการตรวจวัดความเข้มข้น

ของอัลบูมินหลังการเติมสารละลายมาตรฐาน แล้วค�านวณ 

ค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (%Recovery) 

การศึกษาเปรียบเทียบ (Comparison study) 

ท�าการตรวจวัดความเข้มข้นของอัลบูมินในตัวอย่างจ�านวน  

20 ตวัอย่าง ซึง่มคีวามเข้มข้นของอลับมูนิตัง้แต่ 1.00 - 3.96 g/dL  

ด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer, Shimadzu  

spectrophotometer และ CECIL spectrophotometer  

ท�าการเปรียบเทียบผลการตรวจวัดอัลบูมิน ระหว่างเครื่อง  

Mini-spectrophotometer กับเครื่อง Shimadzu  

spect rophotometer  และระหว ่ าง เครื่ อ ง  Min i - 

spectrophotometer กบัเครือ่ง CECIL spectrophotometer  

โดยใช ้สถิติ  Simple l inear regression analysis,  

Bland-Altman bias plot และ Passing-Bablok regression 

ในการวิเคราะห์ผลการศึกษา

ผลกำรศึกษำ
กำรท�ำกรำฟมำตรฐำนส�ำหรบักำรตรวจวเิครำะห์โปรตนีและ

อัลบูมินด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer

การท�ากราฟมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ

โปรตนีด้วยเครือ่ง Mini-spectrophotometer โดยใช้ protein  

standard ที่ความเข้มข้น 0, 1, 2, 4, 6, 8, และ 10 mg/dL 

เมื่อท�าการสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสง  

(517 nm) ท่ีวัดได้จากเครื่อง Mini-spectrophotometer 

กับความเข้มข้นของโปรตีนมาตรฐานดังกล่าว พบว่าได้สมการ 

เส้นตรงคอื y = 0.0142X + 0.0028 และค่าสมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ 

(correlation coefficient) r = 0.9957 กล่าวคือ ค่าความเข้มข้น 

ของโปรตีนที่เพิ่มขึ้นเป็นสัดส่วนโดยตรงกับค่าการดูดกลืนแสง  

ดังรูปที่ 2 ซึ่งกราฟมาตรฐานนี้ใช้ในการค�านวณหาความ

เข้มข้นของโปรตีนด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer  

ในการศึกษาครั้งนี้

รูปที่ 2 กราฟมาตรฐานทีไ่ด้จากเครือ่ง Mini-spectrophotometer และใช้ในการค�านวณหาค่าความเข้มข้นของโปรตนี โดยแต่ละจดุ 

 บนกราฟเป็นค่าเฉลี่ยจากการตรวจวัดจ�านวน 2 ครั้ง กราฟมาตรฐานที่ได้มีลักษณะเป็นเส้นตรงครอบคลุมความเข้มข้น 

 ของ BSA ตั้งแต่ 1 - 10 g/dL และมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9957

การท�ากราฟมาตรฐานในการตรวจวิเคราะห์ปริมาณ 

อัลบูมินด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer โดยใช้ 

albumin standard ที่ความเข้มข้น 0, 1, 2, 3, 4, 5, และ  

6 mg/dL เมือ่ท�าการสร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดดูกลืน

แสง (641 nm) ทีว่ดัได้จากเครือ่ง Mini-spectrophotometer  

กับความเข้มข้นของอัลบูมินมาตรฐานดังกล่าว พบว่าได้สมการ

เส้นตรงคือ y = 0.0317X – 0.0031 และค่าสัมประสิทธิ์ 

สหสัมพันธ์ r = 0.9959 กล่าวคือ ค่าความเข้มข้นของอัลบูมิน 

ที่เพิ่มขึ้นเป็นสัดส่วนโดยตรงกับค่าการดูดกลืนแสง ดังรูปที่ 3  

ซึง่กราฟมาตรฐานนีใ้ช้ในการค�านวณหาความเข้มข้นของอัลบมิูน

ในการศึกษาครั้งนี้
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รูปที่ 3 กราฟมาตรฐานท่ีได้จากเครื่อง Mini-spectrophotometer และใช้ในการค�านวณหาค่าความเข้มข้นของอัลบูมิน  

 โดยแต่ละจุดบนกราฟเป็นค่าเฉลี่ยจากการตรวจวัดจ�านวน 2 ครั้ง กราฟมาตรฐานที่ได้มีลักษณะเป็นเส้นตรงครอบคลุม 

 ความเข้มข้นของ BSA ตั้งแต่ 1 - 6 g/dL และมีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9959

กำรทดสอบเปอร์เซ็นต์กำรคืนกลับ (Recovery test) 

จากการเติมสารละลายมาตรฐาน ในการตรวจหา

โปรตนี ทีค่วามเข้มข้นของโปรตนี 3 ระดบั คอื 0, 5 และ 6 g/dL  

ลงในตัวอย่าง (มีความเข้มข้นของโปรตีน 2.5 g/dL) แล้ว

ท�าการตรวจวดัความเข้มข้นของโปรตนีหลงัการเตมิสารละลาย

มาตรฐานด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer โดยแต่ละ

ความเข้มข้นท�าการตรวจวัดซ�้าเป็นจ�านวน 3 ครั้ง (triplicate 

assay) และค�านวณความเข้มข้นโดยใช้กราฟมาตรฐานดงักล่าว 

แล้วค�านวณค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ (%Recovery) ของการ

ตรวจวิเคราะห์โปรตีนด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer 

พบว่ามีค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ เท่ากับ 96% และ 98.3% 

ส�าหรับความเข้มข้นของโปรตีน 5 และ 6 g/dL ตามล�าดับ โดย

มค่ีาเฉลีย่เปอร์เซน็ต์การคนืกลบั เท่ากบั 97.15% ดงัตารางที ่1

 
ตัวอย่ำง

 ควำมเข้มข้นที่ ควำมเข้มข้นของ Recovery 
%Recovery

  ตรวจวัดได้* (g/dL) สำรมำตรฐำนที่เติม (g/dL)  (g/dL) 

 1 2.5 - - 

 2 7.3 5.0 4.8 96.0

 3 8.4 6.0 5.9 98.3

    เฉลี่ย 97.15

ตำรำงที่ 1 เปอร์เซน็ต์การคนืกลบั (Recovery test) ของการตรวจวเิคราะห์โปรตนีด้วยเคร่ือง Mini-spectrophotometer (ด้วยวธิี  

 Adding method)

หมายเหตุ: *ค่าที่ได้เป็นค่าเฉลี่ยจากการตรวจวัดซ�้าจ�านวน 3 ครั้ง
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ส�าหรบัการหาค่าเปอร์เซน็ต์การคนืกลบัของการตรวจหา

ปริมาณอัลบูมิน โดยใช้วิธี adding method ที่ความเข้มข้น

ของอัลบูมิน 3 ระดับ คือ 0, 2, และ 4 g/dL ลงในตัวอย่าง  

(มีความเข้มข้นของอัลบูมิน 1 g/dL) แล้วท�าการตรวจวัด

ความเข้มข้นของอัลบูมินหลังการเติมสารละลายมาตรฐานด้วย

เครื่อง Mini-spectrophotometer โดยแต่ละความเข้มข้น

ท�าการตรวจวัดซ�้าเป็นจ�านวน 3 ครั้ง เช่นเดียวกัน ด้วยเครื่อง 

Mini-spectrophotometer พบว่ามีค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ 

เท่ากับ 120% และ 92.5% ส�าหรับความเข้มข้นของอัลบูมิน 2 

และ 4 g/dL ตามล�าดับ โดยมีค่าเฉลี่ยเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ 

เท่ากับ 106.25% ดังตารางที่ 2

 
ตัวอย่ำง

 ควำมเข้มข้นที่ ควำมเข้มข้นของ 
Recovery (g/dL) % Recovery

  ตรวจวัดได้* (g/dL) สำรมำตรฐำนที่เติม (g/dL) 

 1 1.0 - - 

 2 3.4 2.0 2.4 120.0

 3 4.7 4.0 3.7 92.5

    เฉลี่ย 106.25

ตำรำงที่ 2 เปอร์เซ็นต์การคนืกลบั (Recovery test) ของการตรวจวเิคราะห์อลับมูนิด้วยเครือ่ง Mini-spectrophotometer (ด้วยวธิี  

 Adding method)

หมายเหตุ: *ค่าที่ได้เป็นค่าเฉลี่ยจากการตรวจวัดซ�้าจ�านวน 3 ครั้ง

กำรทดสอบควำมแม่นย�ำ (Within-run และ Between-run 

Precision) 

เมื่อท�าการทดสอบความแม่นย�าของเครื่อง Mini-

spectrophotometer ในการตรวจวิเคราะห์โปรตีนด้วยการ

ท�า Within-run precision โดยการใช้ตัวอย่างที่ความเข้มข้น

แตกต่างกนั 3 ระดับ คอื 4, 6, และ 8 g/dL และท�าการตรวจวดั 

แต่ละความเข้มข้นซ�้ากันจ�านวน 20 ครั้ง ภายในเวลาเดียวกัน 

พบว่ามี %CV เท่ากับ 10.4, 7.5, และ 2.9% ส�าหรับโปรตีน

ความเขม้ข้น 4, 6 และ 8 g/dL ตามล�าดบั สว่น Between-run  

precision ซึ่งเป็นการตรวจวัดทุกวัน วันละ 1 ครั้ง ติดต่อกัน 

เป็นเวลา 20 วนั พบว่าม ี%CV เท่ากบั 20.5, 17.5 และ 11.6% 

ส�าหรับโปรตีนความเข้มข้น 4, 6 และ 8 g/dL ตามล�าดับ  

ดังตารางที่ 3 

หมำยเหตุ: * ท�าการตรวจวัดแต่ละความเข้มข้นซ�้ากันจ�านวน 20 ครั้ง ภายในเวลาเดียวกัน

 ** ท�าการตรวจวัดแต่ละความเข้มข้นทุกวัน วันละ 1 ครั้ง ติดต่อกันเป็นเวลา 20 วัน

SD = Standard deviation, CV = Coefficient of variation

 
ควำมเข้มข้นของโปรตีน (g/dL)

 Within-run precision* Between-run precision**

  SD %CV SD %CV

 4 (ต�่า) 0.7 10.4 0.8 20.5

 6 (กลาง) 0.4 7.5 1.1 17.5

 8 (สูง) 0.2 2.9 0.9 11.6

ตำรำงที่ 3 ค่าความแม่นย�า (Within-run และ Between-run precision) ของการตรวจวิเคราะห์โปรตีนด้วยเครื่อง Mini- 

 spectrophotometer
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ส� าห รับการทดสอบความแม ่นย� าของ เครื่ อง  

Mini-spectrophotometer ในการตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน

ด้วยการท�า Within-run precision โดยการใช้ตัวอย่างที่ความ

เข้มข้นแตกต่างกัน 3 ระดับเช่นเดียวกัน คือ 1, 2 และ 4 g/dL  

พบว่ามี %CV เท่ากับ 8.4, 5.8 และ 2.7% (n = 20) ส�าหรับ 

อัลบูมินความเข้มข้น 1, 2 และ 4 g/dL ตามล�าดับ ส่วน 

Between-run precision พบว่ามี %CV เท่ากับ 18.1, 13.7 

และ 8.3% (n = 20) ส�าหรับอัลบูมินความเข้มข้น 1, 2 และ  

4 g/dL ตามล�าดับ ดังตารางที่ 4

 
ควำมเข้มข้นของอัลบูมิน (g/dL)

 Within-run precision* Between-run precision**

  SD %CV SD %CV

 1 (ต�่า) 0.1 8.4 0.2 18.1

 2 (กลาง) 0.1 5.8 0.3 13.7

 4 (สูง) 0.1 2.7 0.3 8.3

ตำรำงที่ 4 ค่าความแม่นย�า (Within-run และ Between-run precision) ของการตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน ด้วยเครื่อง Mini-  

 spectrophotometer

หมำยเหตุ: * ท�าการตรวจวัดแต่ละความเข้มข้นซ�้ากันจ�านวน 20 ครั้ง ภายในเวลาเดียวกัน

 ** ท�าการตรวจวัดแต่ละความเข้มข้นทุกวัน วันละ 1 ครั้ง ติดต่อกันเป็นเวลา 20 วัน

SD = Standard deviation, CV = Coefficient of variation

อย่างไรกต็ามผลของ Within-run และ Between-run  

precision ดังกล่าวอาจเป็นผลมาจากผู้ท�าการตรวจวิเคราะห์

ดังนั้นเพื่อเป็นการยืนยันผลการทดสอบความแม่นย�าดังกล่าว 

คณะผู้วิจัยได้ท�าการศึกษา Within-run precision เพิ่มเติม

ด้วยเครือ่ง Shimadzu spectrophotometer โดยท�าการตรวจ

วเิคราะห์โปรตนีและอลับมูนิทีค่วามเข้มข้นดงักล่าว พบว่า %CV 

เท่ากับ 2.2, 0.9 และ 0.9% ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์โปรตีน

ที่ความเข้มข้น 4, 6 และ 8 g/dL ตามล�าดับ ส�าหรับการตรวจ

วิเคราะห์อัลบูมิน มี %CV เท่ากับ 2.2, 2.3 และ 1.8% ที่ความ

เข้มข้น 1, 2 และ 4 g/dL ตามล�าดับ ซึ่งจะเห็นว่าค่า %CV 

จากเครื่อง Shimadzu spectrophotometer อยู่ในเกณฑ์

ที่ยอมรับของ CLIA’88 ดังน้ันแสดงว่าผลของ Within-run  

และ Between-run precision ท่ีได้จากเครื่อง Mini- 

spectrophotometer มคีวามน่าเช่ือถือและไม่ได้เป็นผลกระทบ 

จากผู้ท�าการตรวจวิเคราะห์ (human error) 

กำรเปรยีบเทยีบระหว่ำงเครือ่ง Mini-spectrophotometer 

กับ Shimadzu spectrophotometer 

จากการศึกษาเปรียบเทียบการตรวจหาปริมาณ

ของโปรตีน ระหว่างเครื่อง Mini-spectrophotometer และ 

Shimadzu spectrophotometer โดยใช้ตวัอย่างทีค่รอบคลมุ

ความเข้มข้นทั้งระดับปรกติและผิดปรกติ จ�านวน 20 ตัวอย่าง

ทีม่คีวามเข้มข้นแตกต่างกนั พบว่ามคีวามสมัพันธ์อยูใ่นเกณฑ์ดี  

ซึง่จากการวเิคราะห์ด้วยสถติ ิSimple linear regression พบว่า 

มีค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (Correlation coefficient, r) 

เท่ากับ 0.9069 ดังรูปที่ 4 (A) โดยค่า r ที่ดีควรมีค่ามากกว่า 

0.97532 ซึง่ค่า r ทีไ่ด้นัน้มค่ีาทีต่�า่กว่าเกณฑ์ดงักล่าว เมือ่ท�าการ

วเิคราะห์ด้วยสถติ ิBland-Altman bias plot พบว่ามค่ีา Mean 

difference เท่ากับ -3.01 g/dL กล่าวคือ ค่าความเข้มข้นของ

โปรตีนที่ตรวจวัดได้จากเครื่อง Mini-spectrophotometer  

มีค่าสูงกว่าค่าความเข้มข้นที่ตรวจวัดได้จากเครื่อง Shimadzu 

อยู่ 3.01 g/dL แต่อย่างไรก็ตามค่าที่ตรวจวัดได้ในทั้ง 20 

ตวัอย่าง ยงัอยู่ในช่วง ± 1.96 SD ทัง้หมด (-5.75 ถึง -0.27 g/dL)  

ดังรูปที่ 4 (B) และเม่ือวิเคราะห์ด้วยสถิติ Passing-Bablok 

regression มีสมการเป็น y = 1.5948x + 0.0209 ที่ช่วงความ

เชื่อมั่น 95% ดังรูปที่ 4 (C) 
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รูปที่ 4 เปรยีบเทยีบผลการตรวจวเิคราะห์โปรตนี ระหว่างเครือ่ง Shimadzu spectrophotometer และ Mini-spectrophotometer  

 โดยใช้สถิติ Simple linear regression (A), Bland-Altman bias plot (B), และ Passing-Bablok regression analysis (C)
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การศึกษาเปรียบเทียบการตรวจวิเคราะห์หาปริมาณ 

อัลบูมินระหว ่างเครื่อง Shimadzu กับเครื่อง Mini- 

spectrophotometer โดยใช้สถติ ิSimple linear regression 

พบว่ามค่ีา r = 0.9536 ดงัรปูที ่5 (A) โดยค่า r ทีด่คีวรมค่ีามากกว่า 

0.975 ซึ่งค่า r ที่ได้นั้นมีค่าที่ต�่ากว่าเกณฑ์ดังกล่าว ส�าหรับการ

วเิคราะห์ด้วยสถติ ิBland-Altman bias plot พบว่ามค่ีา Mean 

difference = -0.44 g/dL กล่าวคือ ค่าความเข้มข้นที่ตรวจวัด 

ได้จากเครือ่ง Mini-spectrophotometer มค่ีาสงูกว่าค่าความ

เข้มข้นท่ีตรวจวัดได้จากเครื่อง Shimadzu อยู่ 0.44 g/dL  

อย่างไรก็ตามค่าที่ตรวจวัดได้ทั้ง 20 ตัวอย่าง ยังอยู่ในช่วง  

± 1.96 SD ทั้งหมด (-1.28 ถึง 0.40 g/dL) ดังรูปที่ 5 (B) และ

เม่ือท�าการวิเคราะห์ด้วยสถิติ Passing-Bablok regression  

มีสมการเป็น y = 1.3861x – 0.3108 ที่ช่วงความเชื่อมั่น 95% 

ดังรูปที่ 5 (C) ดังนั้นการตรวจวิเคราะห์อัลบูมินระหว่างเครื่อง 

Shimadzu กับเครื่อง Mini-spectrophotometer ให้ผลการ

ตรวจวิเคราะห์ที่สัมพันธ์กันอยู่ในเกณฑ์ดี และให้ผลการตรวจ 

วิเคราะห์อัลบูมินดีกว่าการตรวจโปรตีน 

รูปที่ 5 เปรยีบเทยีบผลการตรวจวเิคราะห์อลับูมนิ ระหว่างเครือ่ง Shimadzu spectrophotometer และ Mini-spectrophotometer  

 โดยใช้สถิติ Simple linear regression (A), Bland-Altman bias plot (B), และ Passing-Bablok regression analysis (C) 
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รูปที่ 6 เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์โปรตีน ระหว่างเครื่อง CECIL spectrophotometer และ Mini-spectrophotometer  

 โดยใช้สถิติ Simple linear regression (A), Bland-Altman bias plot (B), และ Passing-Bablok regression analysis (C) 

กำรเปรยีบเทยีบระหว่ำงเครือ่ง Mini-spectrophotometer 

กับเครื่อง CECIL spectrophotometer 

การศึกษาเปรียบเทียบการตรวจหาปริมาณของ

โปรตนี ระหว่างเครือ่ง Mini-spectrophotometer และ CECIL 

spectrophotometer โดยใช้ตวัอย่างทีค่รอบคลมุความเข้มข้น

ทัง้ระดบัปรกตแิละผดิปรกต ิจ�านวน 20 ตวัอย่างทีค่วามเข้มข้น

ต่างกัน พบว่ามคีวามสมัพนัธ์อยูใ่นเกณฑ์ดี ซึง่จากการวเิคราะห์

ด้วยสถิติ Simple linear regression พบว่ามีค่า r = 0.9098  

ดงัรูปที ่6 (A) โดยค่า r ทีด่คีวรมค่ีามากกว่า 0.975 ซึง่ค่า r ทีไ่ด้นัน้ 

มีค่าที่ต�่ากว่าเกณฑ์ดังกล่าว ส�าหรับการวิเคราะห์ด้วยสถิติ 

Bland-Altman bias plot พบว่ามีค่า Mean difference = 

-3.11 g/dL กล่าวคือ ค่าความเข้มข้นของโปรตีนที่ตรวจวัดได้

จากเคร่ือง Mini-spectrophotometer มีค่าสูงกว่าค่าความ

เข้มข้นที่ตรวจวัดได้จากเครื่อง CECIL อยู่ 3.11 g/dL และ

ค่าที่ได้จากการตรวจวัดทั้ง 20 ตัวอย่าง อยู่ในช่วง ± 1.96 SD 

ทั้งหมด (-5.83 ถึง -0.38 g/dL) ดังรูปที่ 6 (B) และเมื่อท�าการ

วิเคราะห์ด้วยสถิติ Passing-Bablok regression มีสมการเป็น  

y = 1.5761x + 0.2893 ทีช่่วงความเชือ่มัน่ 95% ดงัรปูที ่6 (C) 
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การศึกษาเปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์หา 

ปริมาณอัลบูมินระหว่างเครื่อง CECIL กับเครื่อง Mini- 

spectrophotometer โดยใช้สถติ ิSimple linear regression 

พบว่ามค่ีา r = 0.9516 ดงัรปูที ่7 (A) โดยค่า r ทีด่คีวรมค่ีามากกว่า 

0.975 ซึ่งค่า r ที่ได้นั้นมีค่าที่ต�่ากว่าเกณฑ์ดังกล่าว ส�าหรับการ

วเิคราะห์ด้วยสถติ ิBland-Altman bias plot พบว่ามค่ีา Mean 

difference = -0.44 g/dL กล่าวคอื ค่าความเข้มข้นของอลับมูนิ 

ทีต่รวจวดัได้จากเคร่ือง Mini-spectrophotometer มีค่าสงูกว่า

ค่าความเข้มข้นที่ตรวจวัดได้จากเครื่อง CECIL อยู่ 0.44 g/dL  

และค่าที่ได้จากการตรวจวัดทั้ง 20 ตัวอย่าง อยู่ในช่วง ± 1.96 

SD ทั้งหมด (-1.27 ถึง 0.40 g/dL) ดังรูปที่ 7 (B) ซึ่งแสดงว่า 

ค่าการตรวจอัลบูมินจากทั้งสองเคร่ืองไม่แตกต่างกัน และ

เม่ือท�าการวิเคราะห์ด้วยสถิติ Passing-Bablok regression  

มีสมการเป็น y = 1.3868x – 0.2893 ที่ช่วงความเชื่อมั่น 95% 

ดังรูปที่ 7 (C) ดังนั้นการตรวจวิเคราะห์อัลบูมินระหว่างเครื่อง 

CECIL กับเครื่อง Mini-spectrophotometer ให้ผลการ

ตรวจวิเคราะห์ที่สัมพันธ์กันอยู่ในเกณฑ์ดี และให้ผลการตรวจ 

วิเคราะห์อัลบูมนดีกว่าการตรวจโปรตีน 

รูปที่ 7 เปรียบเทียบผลการตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน ระหว่างเครื่อง CECIL spectrophotometer และ Mini-spectrophotometer  

 โดยใช้สถิติ Simple linear regression (A), Bland-Altman bias plot (B), และ Passing-Bablok regression analysis (C) 
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วิจารณ์
การวจิยัครัง้นีไ้ด้ท�าการศกึษาประสทิธภิาพของเครือ่ง 

Mini-spectrophotometer ในการตรวจวิเคราะห์โปรตีน

และอัลบูมิน โดยท�าการศึกษา Within-run และ Between- 

rum precision และ %Recovery ของเครื่อง Mini- 

spectrophotometer จากผลการท�ากราฟมาตรฐานส�าหรบัการ

ตรวจวิเคราะห์โปรตีน ด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer  

โดยใช้หลักการ Biuret method กราฟมาตรฐานที่ได้มีค่า

สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (r) เท่ากบั 0.9957 และการตรวจวเิคราะห์ 

อลับมูนิ โดยใช้หลกัการ Bromocresol green กราฟมาตรฐาน

ที่ได้มีค่าสัมประสิทธ์ิสหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9959 โดยค่า

สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ เป็นค่าที่แสดงถึงความสัมพันธ์ระหว่าง 

2 ตวัแปร33, 34 ในทีน่ีค้อืค่าการดดูกลนืแสงของสารและค่าความ

เข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน โดยจากค่า r ที่ได้จากการ

ศึกษาครั้งนี้จะพบว่า ค่าความเข้มข้นของสารละลายท่ีเพิ่มขึ้น 

เป็นสัดส่วนโดยตรงกับค่าการดูดกลืนแสง ซ่ึงเป็นไปตามกฎ

ของ Beer-Lambert35 - 37 และสามารถใช้กราฟมาตรฐาน 

ดงักล่าวส�าหรับการค�านวณความเข้มข้นของโปรตนีหรอือลับูมนิ 

ได้อย่างถูกต้อง โดยการตรวจวิเคราะห์โปรตีนด้วยหลักการ 

Biuret มค่ีาความไว (sensitivity) เท่ากบั 1 g/dL และค่าความ

เป็นเส้นตรง (linearity) เท่ากับ 12 g/dL3, 4 ส�าหรับการตรวจ 

วิเคราะห์อัลบูมินด้วยหลักการ Bromocresol green มีค่า

ความไว เท่ากับ 0.3 g/dL และค่าความเป็นเส้นตรง เท่ากับ  

6 g/dL38 ซ่ึงการค�านวณความเข้มข้นโดยใช้กราฟมาตรฐาน

แทนทีจ่ะใช้การค�านวณจากค่าแฟคเตอร์ (Factor) ซึง่ใช้ค่าการ

ดดูกลนืแสงและความเข้มข้นของสารมาตรฐานเพยีงค่าเดยีวมา

ค�านวณความเข้มข้นอาจท�าให้ค่าที่ได้มีความผิดพลาดได้ง่าย 

ในการศึกษาค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับเป็นการ

ศึกษาค่าความถูกต ้อง (accuracy) ของเครื่อง Mini- 

spectrophotometer ในการตรวจวัดสารที่ทราบปริมาณ

แน่นอนแล้วทดสอบว่าเคร่ืองสามารถวัดความเข้มข้นของสาร 

ได้ดเีพียงใด โดยการท�า Recovery study ซึง่คณะผูว้จิยัได้ใช้ด้วย

วิธี Adding method คือ การเติมสารละลายมาตรฐานที่ทราบ

ความเข้มข้นลงไปในสารตวัอย่าง จากนัน้ท�าการหาค่าเปอร์เซน็ต์

การคืนกลับ หรือ %Recovery33, .36, 37 พบว่า ในการตรวจ

วิเคราะห์โปรตีนและอัลบูมิน ได้ค่า %Recovery เฉลี่ย เท่ากับ 

97.15 และ 106.25% ตามล�าดบั จากเกณฑ์การยอมรบัของค่า  

%Recovery ควรอยู่ในช่วง 95 - 105%39 จากผลการตรวจ

วเิคราะห์โปรตนีได้ค่า %Recovery อยูใ่นช่วงทีย่อมรบัได้ แสดงว่า 

การตรวจวิเคราะห์โปรตีนในสารตัวอย่างให้ค่าความเข้มข้นที ่

ถกูต้อง แต่ส�าหรบัการตรวจวเิคราะห์อลับมูนิ ท่ีมค่ีา %Recovery  

ทีเ่กนิช่วงยอมรบันัน้แสดงว่าค่าอลับมูนิทีต่รวจวดัได้มค่ีาสงูกว่า

ความเป็นจรงิเลก็น้อย คอื ซึง่อาจเกิดได้จากขัน้ตอนการเตรยีม

อัลบูมินมาตรฐาน (BSA) ที่น�ามาทดสอบ หรือความเข้มข้นของ 

อัลบูมินในตัวอย่างก่อนที่จะเติมสารมาตรฐานลงไปมีค่า 

สูงกว่าความเป็นจริง (> 1 g/dL) ท�าให้ความเข้มข้นที่วัดได้หลัง 

การเติมสารมาตรฐานสูงกว่าที่ควรจะเป็น รวมทั้งอาจมีสาร

รบกวน (inference) ได้แก่ hemoglobin (> 100 mg/dL) 

bilirubin (> 20 mg/dL) และ lipid (>1000 mg/dL)3, 6  

ซึ่งส่งผลต่อการตรวจวัดดังกล่าว

ส�าหรับในการศึกษาความแม่นย�า (precision) ของ

เครื่อง Mini-spectrophotometer โดยการท�า Within-run 

และ Between-run precision คณะผู้วิจัยได้ท�าการศึกษาโดย

ใช้สารละลายมาตรฐานทีค่วามเข้มข้น 3 ระดบั ได้แก่ ต�า่ ปรกติ 

และสูง ส�าหรบัในการตรวจวิเคราะห์โปรตนี ใช้ความเข้มข้น 4, 6  

และ 8 g/dLจากผลการศึกษา ค่า %CV ของ Within-run 

precision เท่ากับ 10.4, 8.0 และ 4.7% ตามล�าดับ และค่า 

%CV ของ Between-run precision เท่ากับ 23.8, 22.7 และ 

15.7% ตามล�าดับ จากเกณฑ์การยอมรับค่าความคาดเคลื่อน

ของ Clinical Laboratory Improvement Amendments of 

1988 (CLIA’88) ก�าหนดให้ Within-run precision ≤ 2.5% 

และ Between-run precision ≤ 3.3%39, 40 ดังนั้นค่าความ

แม่นย�าดงักล่าวมค่ีาเกินกว่าเกณฑ์ทีก่�าหนดไว้ ส�าหรบัการตรวจ

วิเคราะห์อัลบูมิน ใช้ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน1, 2 

และ 4 g/dL ได้ค่า %CV ของ Within-run precision เท่ากับ 

5.8, 7.2 และ 3.4% ตามล�าดับ ค่า %CV ของ Between-run 

precision เท่ากับ 22.4, 19.6 และ 12.3% ตามล�าดับ ซึ่งจาก

เกณฑ์การยอมรับค่าความคาดเคลื่อนของ CLIA’88 ดังกล่าว 

แสดงว่า ค่า %CV ส�าหรบัการตรวจวเิคราะห์อลับูมนิจากเครือ่ง  

Mini-spectrophotometer มีค่าเกินกว่าเกณฑ์ที่ก�าหนดไว ้

เช่นเดียวกนั และจากผลการศกึษา Within-run และ Between-

run precision ของเครื่อง Mini-spectrophotometer พบว่า  

ค่า %CV ที่ได้ลดลง เมื่อระดับความเข้มข้นของสารละลาย

มาตรฐานเพิม่สูงขึน้ กล่าวคือ เครือ่ง Mini-spectrophotometer  

สามารถท�าการตรวจวิเคราะห์สารชีวเคมีได้ดีที่ความเข้มข้น

สูงๆ สาเหตุน้ีอาจเกิดจากค่าการดูดกลืนแสงของสารในเครื่อง 

Mini-spectrophotometer ที่ต�่ากว่าในเครื่อง Shimadzu 

และ CECIL ซึ่งสามารถเปรียบเทียบได้จากค่าการดูดกลืนแสง

ของสารละลายมาตรฐานทีร่ะดบัความเข้มข้นเดยีวกนั ซ่ึงพบว่า 

ค่าการดูดกลืนแสงที่ตรวจวัดได้จากเครื่อง Shimadzu และ 
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CECIL มีค่าสูงกว่าค่าการดูดกลืนแสงท่ีตรวจวัดได้จากเครื่อง 

Mini-spectrophotometer ประมาณ 3 - 5 เท่า จึงท�าให้

ผลการตรวจวิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐานที่

ระดับต�่าๆ มีความคลาดเคลื่อนสูง เน่ืองจากการเปลี่ยนแปลง

ค่าการดูดกลืนแสงเพียงเล็กน้อยก็จะท�าให้ค่าความเข้มข้นของ

สารมีความแตกต่างกัน นอกจากนี้ทางคณะผู้วิจัยจึงได้ท�าการ

ศกึษาเพ่ิมเติมโดยการน�าสารละลายทีต่รวจวดัด้วยเคร่ือง Mini- 

spectrophotometer ไปตรวจวัดด้วยเครื่อง Shimadzu 

spectrophotometer ร่วมด้วย โดยท�าการหาค่า Within-run  

precision ซึ่งในการตรวจวิเคราะห์โปรตีน ให้ค่า %CV 

เท่ากับ 2.2, 0.9 และ 0.9% ที่ความเข้มข้น 4, 6 และ 8 g/dL  

ตามล�าดับ และการตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน ให้ค่า %CV เท่ากับ 

2.2, 2.3 และ 1.8% ทีค่วามเข้มข้น 1, 2 และ 4 g/dL ตามล�าดบั  

ซึ่งจะเห็นว่าค่าความแม่นย�าดังกล่าวผ่านเกณฑ์ที่ก�าหนดของ 

CLIA'88 ทั้งหมด จึงสามารถยืนยันได้ว่า การท่ีมีค่า %CV  

เกินกว่าเกณฑ์ที่ก�าหนดในเครื่อง Mini-spectrophotometer 

นั้น ไม่ได้เป็นผลกระทบจากผู้ท�าการตรวจวิเคราะห์ แต่เป็นผล

จากประสิทธิภาพของเครื่อง Mini-spectrophotometer ใน

การตรวจวิเคราะห์สารชีวเคมีดังกล่าว

ในการศึกษาเปรียบเทียบ (Comparison study) 

ประสิทธิภาพระหว่างเครื่อง Mini-spectrophotometer กับ

เครื่อง Shimadzu และ CECIL spectrophotometer โดยน�า

ผลจากการทดลองที่ได้ไปวิเคราะห์โดยใช้สถิติ Simple linear  

regression analysis, Bland-Altman test และ Passing-

Bablok regression ซ่ึงท้ังสามสถิติน้ีได้มีการน�ามาใช้ในการ

ศกึษา Comparison study ในงานวจิยัต่างๆ37, 41 เม่ือเปรียบเทยีบ 

ผลการตรวจวเิคราะห์โปรตนีและอลับมูนิ ระหว่างเครือ่ง Mini-

spectrophotometer กับ เครื่อง Shimadzu spectropho-

tometer ด้วยสถิติ Simple linear regression analysis ให้

ค่าสัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9069 และ 0.9536 

ตามล�าดบั ซึง่พบว่าค่าทีไ่ด้จากการตรวจวเิคราะห์อลับมูนิดกีว่า 

การตรวจวิเคราะห์โปรตีน จากเกณฑ์ค่า r ท่ีอยู่ในระดับดี  

ควรมีค่า >0.97542 จะเห็นได้ว่า ผลที่ได้จากการตรวจวิเคราะห์

สารชีวเคมทีัง้สองชนดิมค่ีาต�า่กว่าเกณฑ์ท่ียอมรบั ซ่ึงสอดคล้อง

กับการวิเคราะห์ผลด้วย Bland-Altman test พบว่าการตรวจ

วิเคราะห์โปรตีนมีความแตกต่างมากกว่าการตรวจวิเคราะห ์

อัลบูมิน (mean difference -3.01 vs 0.44 g/dL) จากค่า 

Mean difference ดงักล่าว แสดงว่าค่าความเข้มข้นของโปรตนี 

และอลับมูนิทีต่รวจวดัได้จากเครือ่ง Mini-spectrophotometer  

มค่ีาสงูกว่า เครือ่ง Shimadzu spectrophotometer อยู ่3.01 

และ 0.44 g/dL ตามล�าดับ นอกจากนี้ทางคณะผู้วิจัยได้น�าผล

ที่ได้ไปวิเคราะห์ด้วยสถิติ Passing-Bablok regression พบว่า 

ค่าทีไ่ด้จากการตรวจวเิคราะห์โปรตนีและอลับมูนิ มสีมการเป็น 

y = 1.5948x + 0.0209 และ y = 1.3861x - 0.3108 ตามล�าดบั 

ที่ช่วงความเช่ือม่ัน 95% แสดงให้เห็นว่าการตรวจวิเคราะห์ 

อลับมูนิมคีวามสมัพนัธ์ทีด่กีว่าเนือ่งจากค่า Slope มค่ีาใกล้เคียง 

1 และค่า Intercept มีแตกต่างจาก 0 มากกว่า31 

ส�าหรบัการศกึษาเปรยีบเทยีบ การตรวจวิเคราะห์โปรตนี

และอัลบูมิน ระหว่างเครื่อง Mini-spectrophotometer กับ 

เครื่อง CECIL spectrophotometer ก็ให้ผลการวิเคราะห์ที่

เป็นไปในทิศทางเดียวกันกับผลการวิเคราะห์ที่ได้จากเครื่อง 

Shimadzu spectrophotometer ตามที่ได้กลา่วไปในข้างต้น 

ซึง่การวเิคราะห์ด้วยสถติิ Simple linear regression analysis 

ให้ค่าสัมประสิทธ์สหสัมพันธ์ (r) เท่ากับ 0.9098 และ 0.9516 

ส�าหรับการตรวจวิเคราะห์โปรตีนและอัลบูมิน ตามล�าดับ  

แสดงว่าผลทีไ่ด้จากการตรวจวเิคราะห์โปรตนีอยูใ่นเกณฑ์พอใช้ 

ในขณะที่การตรวจวิเคราะห์อัลบูมินอยู่ในเกณฑ์ดี และเม่ือ

ท�าการวิเคราะห์ผลด้วย Bland-Altman test ได้ค่า Mean 

different เท่ากับ -3.11 g/dL และ -0.44 g/dL ส�าหรับการ

ตรวจวเิคราะห์โปรตนีและอัลบมูนิ ตามล�าดบั แสดงว่าค่าความ

เข้มข้นของโปรตีนและอัลบูมินที่ตรวจวัดได้จากเคร่ือง Mini- 

spectrophotometer มค่ีาสงูกว่า เครือ่ง CECIL spectropho-

tometer อยู่ 3.11 และ 0.44 g/dL ตามล�าดับ และจากการ

วิเคราะห์ด้วยสถิติ Passing-Bablok regression พบว่า ค่าที่

ได้จากการตรวจวเิคราะห์โปรตนีและอลับมูนิ มีสมการเป็น y = 

1.5761x + 0.2893 และ y = 1.3689x – 0.2893 ตามล�าดับ 

ที่ช่วงความเช่ือม่ัน 95% แสดงให้เห็นว่าการตรวจวิเคราะห์ 

อัลบูมินมีความสัมพันธ์ที่ดีกว่า

การตรวจวิ เคราะห ์ โปรตีนด ้วยเครื่อง Mini- 

spectrophotometer ใช้หลอด LED ทีใ่ห้ความยาวคลืน่สงูสดุ 

(peak wavelength) 517 nm โดยความยาวคลื่นที่ก�าหนด

ส�าหรบัการตรวจวเิคราะห์ด้วย Biuret method เท่ากบั 540 nm  

ซ่ึงท�าให้มีความแตกต่างกันถึง 23 nm จึงอาจส่งผลต่อการ

ศึกษาเปรียบเทียบระหว่างเครื่อง spectrophotometer  

ทั้งสองเครื่อง ในขณะที่การตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน ใช้หลอด 

LED ที่ให้ความยาวคลื่นสูงสุด (peak wavelength) 641 nm 

โดยความยาวคลื่นที่ก�าหนดส�าหรับการตรวจวิเคราะห์อัลบูมิน

ด้วย BCG method เท่ากับ 630 nm ซึ่งท�าให้มีความแตกต่าง
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กนัเพยีง 11 nm จงึท�าให้ผลการตรวจวิเคราะห์อลับมูนิระหว่าง

ทั้งสองเครื่องมีค่าใกล้เคียงกันมากกว่า แต่อย่างไรก็ตามการใช ้

ความยาวคลื่นท่ีแตกต่างจากท่ีก�าหนดอาจส่งผลท�าให้การ 

ดดูกลนืแสงของสารชีวเคมีท้ังสองมค่ีาลดลง เมือ่เปรยีบเทยีบกบั

เคร่ือง Shimadzu และ CECIL spectrophotometer นอกจากนี้ 

สารแต่ละชนิดจะมีความสามารถในการดูดกลืนแสงมากที่สุด

ที่ความยาวคลื่นใดความยาวคลื่นหนึ่ง ซึ่งจากกฎของ Beer’s 

ได้อธิบายไว้ว่า แสงท่ีปล่อยออกมาจากแหล่งก�าเนิด จะต้อง

เป็นแสงเดี่ยว (Monochromatic radiation) แต่ในการศึกษา

ครั้งนี้ได้มีการใช้แสงเป็นช่วงความยาวคลื่น (Polychromatic  

radiation) จึงอาจส่งผลให้ตัวอย่างที่ใช้ในการตรวจวัดมีความ

สามารถในการดูดกลืนแสงที่คลาดเคลื่อนไปหรือเกิดจาก

การเบ่ียงเบนของเครื่องมือ (Instrumental deviation)8, 9  

ซึง่สาเหตดุงักล่าวสามารถแก้ไขได้ โดยการเพิม่ตัวขยายสญัญาณ 

(Amplifier) ในเครื่อง Mini-spectrophotometer เพื่อลด

ความคลาดเคลือ่นของการดดูกลนืแสง หรอืการใช้หลอด LED ที่

มคีวามยาวคลืน่สงูสดุ (peak wavelength) ทีต่รงกบัการตรวจ

วเิคราะห์สารชวีเคมชีนิดนัน้ๆ ซ่ึงจะท�าให้ผลการตรวจวิเคราะห์

มีความถูกต้อง และแม่นย�ามากยิ่งขึ้น

งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษาเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพของเครื่อง Mini-spectrophotometer กับ 

เครื่อง Conventional spectrophotometers ในการตรวจ

หาปริมาณของโปรตีนและอัลบูมิน โดยประเมินประสิทธิภาพ

ของเครื่องด้วยการทดสอบความแม่นย�า โดยการท�า Within-

run และ Between-run การหาค่าเปอร์เซ็นต์การคืนกลับ 

(%Recovery) ผลการตรวจวัดปริมาณโปรตีนและอัลบูมิน 

ด้วยเครื่อง Mini-spectrophotometer มีค่า Within-run 

และค่า Between-run precision มากกว่าเกณฑ์ที่ก�าหนด 

ส�าหรับ %Recovery ของการตรวจวัดโปรตีนอยู่ในเกณฑ์ แต่  

%Recovery ของการตรวจวัดอัลบูมินสูงกว่าเกณฑ์ 

เมื่อท�าการเปรียบเทียบระหว ่างเครื่อง Mini-  

spectrophotometer กับ เครื่อง Shimadzu และ CECIL 

spectrophotometer พบว่ามีความถูกต้อง แม่นย�า น้อยกว่า

เครื่อง Conventional spectrophotometers เนื่องจากมีค่า

สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ์ (r) ต�า่กว่าเกณฑ์ และค่าทีต่รวจวดัได้สงู

กว่า Conventional spectrophotometers เลก็น้อย อย่างไร

ก็ตามเครื่องต้นแบบท่ีพัฒนาข้ึนมีข้อดีคือ เครื่องมีขนาดเล็ก

กะทัดรัด ใช้งานง่าย ซึ่งเหมาะส�าหรับห้องปฏิบัติการขนาดเล็ก  

การตรวจทีต้่องออกพืน้ที ่ดงันัน้จงึต้องมกีารพฒันาเครือ่งต้นแบบ 

ดังกล่าวต่อไปหากจะน�ามาใช้ในการตรวจวิเคราะห์ในห้อง

ปฏิบัติการ 

กิตติกรรมประกาศ
งานวิจัยครั้งน้ีได้รับทุนสนับสนุนโครงการวิจัยจาก 

งบประมาณรายได้ มหาวทิยาลัยนเรศวร หมายเลข R2559C205 

และสถาบันวิจัยแสงซินโครตรอน (องค์การมหาชน) หมายเลข 
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Abstract
Comparison of Mini-spectrophotometer and Conventional spectrophotometers Efficiency for Determination  

of Protein and Albumin

Natpasit Chaianantakul*, Kanchaporn Wutthi*, Nattanit Kamput*, Tippawan Sungkapong*, 

Nuttawan Pramanpol**, Watcharapon Pummara**

 * Department of Medical Technology, Faculty of Allied Health Sciences, Naresuan University, Phitsanulok, Thailand
 ** Synchrotron Light Research Institute (Public Organization), Nakhon Ratchasima, Thailand
Corresponding author: Dr. Natpasit Chaianantakul, Department of Medical Technology, Faculty of Allied Health Sciences, Naresuan 
University, Mueang, Phitsanulok 65000 E-mail: natpasitc@nu.ac.th

Introduction:  Since conventional spectrophotometer is typical large, complex, expensive, and not suitable of 

infield analysis, therefore a recent portable Mini-spectrophotometer with light emitting diode 

(LED) light source and microwell has been developed. This prototype has basic principle assay 

as a conventional spectrophotometer. However, there is no validation study for this prototype. 

Therefore, the objective of this study is to compare the efficiency of Mini-spectrophotometer 

and conventional spectrophotometers for detection of protein and albumin. 

Method:  The efficiency evaluation included Within-run, Between-run, and %Recovery. Comparison study 

was performed by comparing with Shimadzu and CECIL spectrophotometer.  

Result:  For protein determination, Within-run precision was 2.9 - 10.4%, Between-run precision was 

11.6 - 20.5%, and Recovery was 97.15%.  For albumin determination, Within-run precision was 

2.7 - 8.4%, Between-run precision was 8.3 - 18.1%, and Recovery was 106.25%. The comparison 

of protein analysis showed good correlation (r = 0.9069, 0.9098) and the differences between 

the two spectrophotometers are within mean ±1.96 SD. For albumin analysis, the comparison  

results showed better correlation (r = 0.9536, 0.9516) and no apparent bias for albumin  

concentration. 

Conclusion:  Mini-spectrophotometer showed lower accuracy and precision comparing with conventional 

spectrophotometers. Because the correlation coefficient is lower than 0.975. Even though the 

mean differences between the two instruments are within mean ± 1.96 SD. Therefore, this 

prototype needs further development to improve the efficiency for patient sample analysis.  

Key words:  Mini spectrophotometer, protein, albumin, LED, Microwell 


