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ค าน า 

 

 ตลอดปี 2563 ประเทศไทยยงัมีปัญหาจากการซ้ือ ขาย และเสพสารเสพติดอยา่งต่อเน่ือง นอกจากน้ียงัอาจมี

ผลกระทบจากโรค COVID-19 ท่ีก าลังกลับมาระบาดใหม่ในช่วงปลายปี ซ่ึงผลจากโรคระบาดท าให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงต่าง ๆ ขึ้นอย่างมากมายในปี 2563 ท าให้เกิด  new normal ในหลายมิติ ทางกองบรรณาธิการหวงัว่า

ผูอ่้านทุกท่านจะสามารถผ่านปีท่ียากล าบากน้ีไปได ้สามารถปรับตวักบัสภาพสังคมแบบใหม่ และร่วมแรงร่วมใจ

พฒันาศกัยภาพงานนิติเวชศาสตร์และนิติวิทยาศาสตร์เพื่อปกป้องสังคมและพฒันาคุณภาพชีวิตของทุกคน  และท า

ให้กระบวนการยุติธรรมสามารถให้ความเป็นธรรมดว้ยขอ้มูลและความเห็นท่ีถูกตอ้งจากการปฏิบติังาน การตรวจ

วิเคราะห์ทางนิติเวชศาสตร์และนิติวิทยาศาสตร์ 
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สภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเกบ็รักษาสภาพตัวอย่างเน้ือหมู 

ปัทติมา มาไร * 

 พรรษชล  ค าสุข * 

 อญัชลี ศิษยนเรนทร์ * 

 

บทคัดย่อ 

การเก็บรักษาสภาพตวัอย่างมีความส าคญัเพื่อผลการวิเคราะห์ท่ีน่าเช่ือถือและถูกตอ้ง มีการศึกษาจ านวน

มากท่ีศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาสภาพตวัอย่างส่ิงส่งตรวจ อย่างไรก็ตามการศึกษาวิจยัสภาวะท่ี

เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาสภาพตวัอยา่งในประเทศไทยยงัคงมีจ ากดั การศึกษาน้ีไดต้รวจหา β-actin (ACTB) 

จากอวยัวะหมูและศึกษาสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาสภาพตวัอยา่งเน้ือหมูบด สามารถตรวจพบ β-actin 

จากเน้ือหมูบด ตบั ไตและล าไส้เล็ก จากการศึกษาสภาวะส าหรับการเก็บรักษาสภาพตวัอย่างเน้ือหมูบดท่ีอุณหภูมิ   

-200C สามารถตรวจพบ β-actin ในช่วงเวลา 0 วนั 1 สัปดาห์และ 2 สัปดาห์ 

 

ค าส าคัญ: Reverse transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR), β-actin (ACTB), หมู     
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The optimizing conditions for storage of laboratory porcine samples 

Patthima Marai * 

 Phadsachon Khamsuk * 

 Anchalee Sistayanarain * 

 

Abstract 

 Laboratory samples must be preserved reliably in order to yield accurate results.  Several studies have 

evaluated the optimal condition for the preservation of specimen samples.  However, the research study of the 

optimizing conditions for storage of laboratory samples is still limited in Thailand.  This study investigates the 

detection of the β-actin (ACTB) in porcine organs and determines optimal conditions for the preservation of 

laboratory porcine samples.  β-actin was detected from the liver, kidney and small intestine.   From the study of 

the optimum conditions for the storage of porcine samples at -200C, β-actin were detected when maintained for 0 

day, 1 week and 2 weeks. 

 

Keywords: Reverse transcription-Polymerase chain reaction (RT-PCR), β-actin (ACTB), porcine 
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บทน า 

การเก็บรักษาสภาพตวัอย่างส่ิงส่งตรวจก่อนการตรวจวิเคราะห์มีความส าคญัและจ าเป็นทางห้องปฏิบติัการ 

เน่ืองจากมีปัจจยัหลายประการท่ีเก่ียวขอ้งเช่น การพิจารณาส่งต่อตวัอย่างส่ิงส่งตรวจไปยงัห้องปฏิบติัการอ่ืนท่ี

สามารถตรวจวิเคราะห์ไดห้รือการตรวจสอบตวัอย่างส่ิงส่งตรวจหลายตวัอย่างในคราวเดียวกนั  ดงันั้นจึงมีความ

จ าเป็นเพื่อการเก็บและรักษาสภาพตวัอย่างส่ิงส่งตรวจก่อนการวิเคราะห์ในห้องปฏิบติัการ วิธีการเก็บรักษาสภาพ

ตวัอย่างส่ิงส่งตรวจขึ้นอยู่กบัชนิดของตวัอย่าง ระยะเวลาและอุณหภูมิท่ีเหมาะสม เช่น อุณหภูมิ 40C, -200C,  -800C 

และการใช้ไนโตรเจนเหลว การเก็บรักษาสภาพตวัอย่างส่ิงส่งตรวจมีความส าคญัเพื่อการวิเคราะห์ผลท่ีน่าเช่ือถือ

และถูกต้องท่ีสุด มีรายงานการศึกษาการเก็บรักษาสภาพตัวอย่างส่ิงส่งตรวจเช่น ตัวอย่าง oral fluid ซีร่ัมหรือ 

พลาสมา และอุจจาระ รวมทั้งเน้ือสัตว ์โดยสามารถเก็บรักษาไดใ้นสภาวะท่ีเหมาะสมแตกต่างกนั [1-4]  

เน้ือสัตว์ อวยัวะของสัตว์เช่น ตบัและล าไส้ เป็นตน้   จดัเป็นตวัอย่างส่ิงส่งตรวจท่ีใช้ในงานหลายด้าน 

โดยเฉพาะการตรวจกรดนิวคลีอิกเพื่อวตัถุประสงค์ในการจ าแนก ยืนยนัและรับรองพนัธุ์สัตว ์การระบุชนิดของ

เน้ือสัตว์เจือปนในอาหาร การชันสูตรโรคติดเช้ือในสัตว์ [5-7] รวมทั้งการตรวจหาไวรัสท่ีปนเป้ือนในอาหารท่ี

ก่อให้เกิดโรคอุจจาระร่วงและโรคตบัอกัเสบในคน ตวัอย่างไวรัสก่อโรคท่ีส าคญัไดแ้ก่ โนโรไวรัส (norovirus) โร

ตาไวรัส (rotavirus) ไวรัสตบัอกัเสบอี (hepatitis E virus) และไวรัสตบัอกัเสบเอ (hepatitis A virus) โดยวิธีท่ีนิยม

ส าหรับการตรวจหาเช้ือไวรัสท่ีปนเป้ือนในอาหารคือการตรวจหาสารพนัธุกรรมของไวรัสด้วยวิธี Polymerase 

Chain Reaction (PCR) [8-12] บางกรณีการตรวจสอบอาจไม่สามารถท าได้ทันทีซ่ึงมีความจ าเป็นต้องมีการเก็บ

รักษาสภาพก่อนการส่งตรวจ เน่ืองจากวิธีการตรวจหากรดนิวคลีอิกโดยเฉพาะ RNA ท่ีสามารถูกท าลายไดง้่ายใน

สภาพแวดลอ้มท่ีไม่เหมาะสม ดังนั้นการเก็บและรักษาสภาพของเน้ือสัตว์และอวยัวะของสัตว์จึงมีความส าคญั 
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ส าหรับประเทศไทยข้อมูลการศึกษาการเก็บและรักษาสภาพของส่ิงส่งตรวจยงัคงมีจ ากัด วตัถุประสงค์ของ

การศึกษาคร้ังน้ีคือการศึกษาเบ้ืองตน้เพื่อศึกษาสภาวะและระยะเวลาท่ีเหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาสภาพตวัอย่าง

เน้ือหมูโดยการตรวจหา Housekeeping gene ท่ีใชเ้ป็นยนีเป้าหมายดว้ยวิธี PCR 

วิธีด าเนินการวิจัย 

ตัวอย่างและการเกบ็รักษาสภาพตัวอย่างส่ิงส่งตรวจ 

ตัวอย่างอวัยวะหมู 

ตวัอย่างจากหมูได้แก่ เน้ือหมูบด ตบั ไต ล าไส้เล็ก สมองและปอดจากร้านขายหมูและตลาดในจงัหวดั

พิษณุโลก จากนั้นเก็บรักษาสภาพเน้ือหมูบดท่ีอุณหภูมิ –200C เป็นเวลา  0, 7, 14 และ 30 วนัตามล าดบั  

การสกดัอาร์เอน็เอ (RNA) 

เน้ือหมูบด 

น าตวัอย่างเน้ือหมูบด 400 mg ผสมกบั Proteinase K บ่มท่ีอุณหภูมิ 500C เป็นเวลา 30 นาที [12] และสกดั 

RNA ดว้ยชุดสกดั PureLink Viral RNA/DNA Kits (Invitrogen) โดยท าตามคู่มือแนะน า  เก็บ RNA ท่ี -200C เพื่อใช้

ส าหรับการวิเคราะห์ต่อไป 

อวัยวะหมู 

 น าตวัอย่างเน้ือหมูบด 400 mg ผสมกับ Proteinase K บ่มท่ีอุณหภูมิ 500C เป็นเวลา 30 นาที [12] จากนั้น

สกัดอาร์เอ็นเอด้วยชุดสกัด TIANamp Virus DNA/RNA Kit (Tiangen, China) โดยท าตามคู่มือแนะน าและเก็บ 

RNA ท่ี -200C   
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การสังเคราะห์ cDNA และการเพิม่ปริมาณดีเอน็เอ (DNA) ด้วยวิธี PCR 

สังเคราะห์ cDNA และเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA) โดยใช้ชุดการสังเคราะห์ cDNA ส าเร็จรูป 2 step RT-

PCR Kit (Vivantis, Malaysia) โดยท าตามคู่มือแนะน า โดยการสังเคราะห์ cDNA ใชเ้อนไซม ์Reverse Transcriptase 

และ Primers ACTB (β-actin) คือ ACTB-R (5’TGATCTGGGTCATCTTCTTCTCAC3’) [13]  

การเพิ่มปริมาณดีเอ็นเอ (DNA) ด้วยวิธี PCR โดยปฏิกิริยาประกอบด้วย primers beta-actin คือ ACTB-F 

(5’TCTGGCACCACACCTTCT3’) และ ACTB-R [13], DNA template, Primer ACTB-F (0.5 µM), Primer ACTB-

R (0.5 µM), dNTPs (0.1 mM) และ Taq DNA Polymerase 5 U ส าหรับการศึกษาการเก็บรักษาสภาพตวัอยา่งและ 10 

U ส าหรับการศึกษาการการตรวจหา ACTB จากเน้ือหมูบด ตบั ไต ล าไส้เลก็ สมอง และปอดของหมู โดยใชส้ภาวะ

อุณหภูมิท่ี 940C นาน 2 นาที และ 940C 30 วินาที, 480C 30 วินาที, 720C 30 วินาที จ านวน 40 รอบ และ 720C นาน 7 

นาที จากนั้นตรวจสอบ PCR productขนาด 114 bp ผา่นวุน้ความเขม้ขน้ 2% 
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ผลการวิจัย 

เน่ืองจากการใช ้β-actin เป็น Internal control สามารถท่ีจะใชเ้ป็นมาตราฐานส าหรับการบ่งช้ีการตรวจหา

กรดนิวคลีอิกในตัวอย่างส่ิงส่งตรวจได้ การทดลองน้ีจึงได้ศึกษาการใช้ β-actin เพื่อเป็นยีนเป้าหมายส าหรับ

ปฏิกิริยา PCR โดยการตรวจหาจากกลุ่มตวัอย่างส่ิงส่งตรวจคือ เน้ือหมูบด ตบั ไต ล าไส้เล็ก สมองและปอดของหมู 

โดยสามารถตรวจพบ Specific band ของ β-actin ขนาด 114 bp ไดจ้ากตวัอย่างเน้ือหมูบด ตบั ไต และล าไส้เล็ก 

(ตารางท่ี 1)  

เน่ืองจากบางกรณีไม่สามารถท าการวิเคราะห์ตวัอย่างตรวจไดท้ันทีภายหลงัจากการไดรั้บตวัอย่างส่ิงส่ง

ตรวจ ดงันั้นการเก็บและการรักษาสภาพตวัอย่างส่ิงส่งตรวจก่อนการตรวจวิเคราะห์จึงมีความส าคญัและจ าเป็นทาง

ห้องปฏิบติัการเพื่อให้ผลการวิเคราะห์มีความถูกตอ้งมากท่ีสุด การศึกษาคร้ังน้ีกลุ่มผูวิ้จยัไดท้ าการศึกษาการเก็บ

และรักษาสภาพเฉพาะตวัอย่างเน้ือหมูบดโดยการตรวจหา β-actin ด้วยการท าปฏิกิริยา PCR โดยการเก็บรักษา

สภาพเน้ือหมูบดท่ีอุณหภูมิ -200C ในระยะเวลาท่ีแตกต่างกนั ซ่ึงสามารถตรวจพบ Specific band ของ β-actin จาก

ตวัอย่างเน้ือหมูบดท่ีเก็บเป็นระยะเวลา 0, 7 และ 14 วนั และไม่สามารถตรวจพบเม่ือเก็บเป็นระยะเวลานาน 30 วนั 

(รูปท่ี 1) 

Table 1  Detection of β-actin in porcine organs   

sample PCR product (114 bp) 
Minced pork + 

liver + 
kidney + 

small intestine + 
brain - 
lung - 
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Figure 1 Storage of pork samples at various times 

M: DNA Marker 

Lane 1-4: Storage of porcine samples at -200C for 0 day, 7 days, 14 days and 30 days 

 (           =   PCR product) 
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วิจารณ์  

ขอ้มูลการศึกษาการเก็บและรักษาสภาพของส่ิงส่งตรวจโดยเฉพาะเพื่อตรวจหาเช้ือไวรัสท่ีปนเป้ือนใน

อาหารยงัคงมีจ ากัด วตัถุประสงค์ของการศึกษาคร้ังน้ีคือการศึกษาเบ้ืองต้นเพื่อศึกษาสภาวะและระยะเวลาท่ี

เหมาะสมส าหรับการเก็บรักษาสภาพตวัอย่างเน้ือหมูโดยการตรวจหา Housekeeping gene ดว้ยวิธี PCR ซ่ึงขอ้มูล

จากการศึกษาคร้ังน้ีจะเป็นประโยชน์ส าหรับการตรวจหาเช้ือไวรัสท่ีปนเป้ือนในอาหารในล าดบัต่อไป 

ส าหรับประเทศไทยการศึกษาการเก็บและรักษาสภาพของส่ิงส่งตรวจโดยเฉพาะเพื่อตรวจหาเช้ือไวรัสท่ี

ปนเป้ือนในอาหารยงัมีขอ้มูลท่ีจ ากัด β-actin จดัเป็น Housekeeping gene ท่ีนิยมน ามาใช้เป็น internal control ใน

ขั้นตอนการท า PCR สามารถตรวจพบการแสดงออกของ Housekeeping gene ในเน้ือเยื่อหรือเซลล์ท่ีแตกต่างกัน 

การศึกษาน้ีได้ทดลองปรับสภาวะท่ีเหมาะสมส าหรับการตรวจหา β-actin จากเน้ือหมูและอวยัวะของหมูโดย

ปฏิกิริยา RT-PCR โดยสามารถตรวจพบ PCR product ของ β-actin (ขนาด 114 bp) จากตวัอย่างเน้ือหมูเม่ือปรับ

สภาวะของ Taq DNA polymerase เป็น 5 และ 10 unit แต่สามารถตรวจพบจากตวัอย่างตบัหมูเม่ือปรับสภาวะของ 

Taq DNA polymerase เป็น 10 unit เท่านั้ น (ไม่ได้แสดงผลการทดลอง) แสดงว่าความเข้มข้นของ Taq DNA 

polymerase อาจมีผลเก่ียวขอ้งต่อการเพิ่มปริมาณกรดนิวคลีอิกและชนิดของตวัอย่างช้ินเน้ือ การตรวจหา β-actin 

จากตวัอย่างเน้ือหมู ตบั ไต ล าไส้เล็ก สมองและปอดของหมู โดยผลการทดลองไม่สามารถตรวจพบ PCR product 

ท่ีจ าเพาะของ ACTB จากสมองและปอด ทั้งน้ีอาจเป็นผลเน่ืองจากคุณลกัษณะของช้ินเน้ือตวัอยา่งท่ีมีความแตกต่าง

กนัและปริมาณความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ RNA ดงันั้นอาจมีความจ าเป็นตอ้งปรับเปล่ียนสภาวะให้เหมาะสมเช่น การ

ใชป้ริมาณความเขม้ขน้เร่ิมตน้ของ RNA ท่ีเหมาะสมหรือการเลือกใช ้Housekeeping gene อ่ืนท่ีเหมาะสม    

การเก็บตวัอย่างเน้ือหมูท่ีอุณหภูมิ -200C ในระยะเวลาท่ีแตกต่างกนัโดยสามารถตรวจพบ RNA ของ β-

actin เม่ือเก็บเป็นระยะเวลา 1 วนั 1 สัปดาห์ และ 2 สัปดาห์ การศึกษาของ Damen และคณะ [2] สามารถตรวจพบ 
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RNA ของไวรัสตบัอกัเสบซีจากตวัอย่างซีร่ัมหรือพลาสม่าเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ -700C เป็นระยะเวลา 15 เดือน Jose´ 

และคณะ [14] สามารถตรวจพบ RNA ของไวรัสตบัอกัเสบซีจากตวัอยา่งซีร่ัมหรือพลาสมาเม่ือเก็บท่ีอุณหภูมิ 5 และ 

-200C เป็นระยะเวลา 3 เดือนและ 2.5 ปีตามล าดับ นอกจากน้ี Catomeris และคณะ [3] ได้ศึกษาการตรวจหา

ฮีโมโกลบินในอุจจาระในสภาวะการเก็บรักษาท่ีแตกต่างกนั โดยพบว่าอุจจาระท่ีเก็บไวท่ี้อุณหภูมิในช่วง -200C ถึง 

-150C, 20C ถึง 80C และ 200C ถึง 220C ยงัคงตรวจพบฮีโมโกลบินในช่วงระยะเวลา 4.2 ถึง 60 วนั ส าหรับการศึกษา

คร้ังน้ีไม่สามารถตรวจพบ RNA ของ β-actin เม่ือเก็บเป็นระยะเวลา 1 เดือนท่ีอุณหภูมิ -200C ทั้งน้ีอาจเน่ืองจาก

ชนิดของตวัอย่างและสภาวะของอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั โดยตวัอย่างประเภทซีร่ัมและพลาสมาซ่ึงเป็นของเหลวอาจ

มีความคงสภาพและสามารถเก็บไดน้านกว่าตวัอย่างประเภทช้ินเน้ือ อย่างไรก็ตามมีรายงานการศึกษาการตรวจหา

ยีน TnI, MRP และ tropomodulin จากเน้ือสัตวค์ือ เน้ือไก่ เน้ือหมู เน้ือแพะ เน้ือววัและเน้ือนกกระจอกเทศ โดยวิธี 

simplex และ multiplex PCR โดยสามารถตรวจพบยีนเหล่าน้ีไดเ้ม่ือเก็บรักษาสภาพตวัอย่างท่ี 40C และ -800C เป็น

ระยะเวลานาน 10 วนัและ 13 สัปดาห์ตามล าดบั [4] การศึกษาคร้ังน้ีแสดงผลท่ีแตกต่างจากการศึกษาของ Cheng 

และคณะ ทั้งน้ีอาจเน่ืองจากสภาวะของอุณหภูมิท่ีแตกต่างกนั  

อยา่งไรก็ตาม Raymond และคณะสามารถตรวจหากรดนิวคลีอิกของ porcine reproductive และ respiratory 

syndrome virus (PRRSV) ในเน้ือหมูท่ีเก็บรักษาสภาพท่ี -200C เป็นระยะเวลานาน 15 สัปดาห์ [15] การเปรียบเทียบ

การเก็บรักษาสภาพตัวอย่างเน้ือหมูในระยะเวลาต่างกันสามารถพบการลดลงของปริมาณ PCR product ตาม

ระยะเวลาท่ีเพิ่มขึ้นจากตัวอย่างเน้ือหมูบางตัวอย่าง แสดงว่าเม่ือเก็บตัวอย่างเป็นระยะเวลานานขึ้นอาจมีผลท่ี

ก่อให้เกิดการเส่ือมสลายของ RNA เพิ่มขึ้น [4] อย่างไรก็ตามควรศึกษาการเปรียบเทียบการตรวจพบปริมาณ RNA 

โดยวิธี real time RT-PCR หรือ Quantitative RT-PCR การศึกษาคร้ังน้ีสามารถตรวจพบ β-actin จากตวัอย่างเน้ือ
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หมู ตบั ไตและล าไส้เล็กเท่านั้น นอกจากน้ีสามารถตรวจพบ β-actin จากตวัอย่างเน้ือหมูบดท่ีเก็บรักษาสภาพท่ี

อุณหภูมิ -200C ไดเ้ป็นระยะเวลานานถึง 2 สัปดาห์ อย่างไรก็ตามมีรายงานการเก็บรักษาสภาพของตวัอย่าง เช่น    

ตบัอ่อน ดว้ย RNAlater โดยการช่วยรักษาและคงสภาพของ RNA [16]  

 

สรุปผลการวิจัย 

สามารถตรวจพบ β-actin ไดจ้ากตวัอย่างเน้ือหมู ตบั ไตและล าไส้เลก็ การเก็บรักษาสภาพตวัอยา่งเน้ือหมู

บดท่ีอุณหภูมิ -200C ไดเ้ป็นระยะเวลาจนถึง 14 วนัยงัคงสามารถตรวจพบ β-actin ได ้ขอ้มูลจากการศึกษาวิจยัน้ีจะ

น าไปใชป้ระโยชน์เพื่อการเก็บรักษาสภาพตวัอย่างส่ิงส่งตรวจส าหรับการตรวจหาเช้ือไวรัสท่ีปนเป้ือนในเน้ือสัตว์

ในล าดบัต่อไป 
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 Contraction Band 

 

ผศ.นพ.ณัฐ ตนัศรีสวสัด์ิ * 

 

บทน า 

กล้ามเน้ือหัวใจตายเป็นสาเหตุการเสียชีวิตในล าดับต้นของประชากรทั่วโลกในยุคปัจจุบัน เม่ือมีการ

ชันสูตรพลิกศพเพื่อวินิจฉัยกลา้มเน้ือหัวใจตายจะอาศยัประวติั การตรวจร่างกาย การตรวจทางห้องปฏิบติัการ 

อย่างไรก็ตามในกรณีท่ีการเสียชีวิตเกิดขึ้นอย่างรวดเร็วภายหลงักลา้มเน้ือหัวใจตายอาจจะไม่พบการเปล่ียนแปลง

พยาธิสภาพจากการมองดว้ยตาเปล่า รวมไปถึงการตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์  

การเปล่ียนแปลงอย่างหน่ึงท่ีพบไดใ้นกลา้มเน้ือหัวใจตายระยะเร่ิมตน้คือการเกิด contraction band โดยมี

สมมติฐานการเกิด contraction band จาก reperfusion injury 

เม่ือมีการอุดกั้นหลอดเลือดแดงโคโรนารียน์านเกิน 30 นาที กลา้มเน้ือหัวใจจะเกิดการเปล่ียนแปลงท่ีไม่

สามารถยอ้นกลบัไปสู่สภาวะปกติได้ ดงันั้นวิธีการรักษาโรคหลอดเลือดโคโรนารียอุ์ดกั้นจึงเป็นการท าให้เลือด

กลบัไปเล้ียงหัวใจไดเ้ร็วท่ีสุด อย่างไรก็ตามผลของการมีเลือดกลบัมาเล้ียงไดใ้หม่ก็ท าให้เกิดอนัตรายต่อกลา้มเน้ือ

หวัใจท่ีขาดเลือดอยูด่ว้ย (reperfusion injury) 

 

* ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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Kloner แบ่ง reperfusion injury เป็น 4 รูปแบบ ไดแ้ก่ 

1.กลา้มเน้ือหวัใจท่ียงัไม่ไดรั้บผลกระทบในช่วงแรกของการขาดเลือดกลบัตายเม่ือมีเลือดมาเล้ียงไดใ้หม่ 

2.เกิดการท าลาย microvasculature เพิ่มขึ้น ส่งผลใหไ้ม่สามารถขนส่งเลือดไปยงับริเวณท่ีขาดเลือดได ้

3.กลา้มเน้ือหวัใจเกิด abnormal intracellular metabolism มีการผลิตพลงังานลดลง หดตวับีบตวันอ้ยลง 

4.เกิดหวัใจเตน้ผิดจงัหวะ เช่น ventricular tachycardia, ventricular fibrillation 

 

กลา้มเน้ือหวัใจท่ีขาดเลือดอยูแ่ลว้ไดรั้บเลือดกลบัเขา้มาอยา่งรวดเร็ว ท าใหมี้แคลเซียมจ านวนมากเขา้มาใน

กล้ามเน้ือหัวใจท าให้เกิด hypercontraction ของกล้ามเน้ือหัวใจ หัวใจเต้นผิดจังหวะ และกล้ามเน้ือหัวใจตาย 

Reperfusion 

 

Contraction band 

 มีรายงานการตรวจพบ contraction band จากการตรวจดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ (ยอ้ม H&E) บริเวณขอบของ

กลา้มเน้ือหวัใจตายตั้งแต่ ค.ศ.1939 โดยปรากฏลกัษณะเป็นแถบ hypercontraction ร่วมกบัหยอ่มกลา้มเน้ือหวัใจตาย 

มีช่ือเรียกพยาธิสภาพน้ีอีกหลายช่ือ เช่น myofibrillar degeneration, coagulative myocytolysis และ Zenker necrosis 

 สาเหตุการเสียชีวิตท่ีสามารถตรวจพบ contraction band มีหลายสาเหตุ เช่น โรคหลอดเลือดแดงโคโรนารีย์

อุดกั้น การกูชี้พ จมน ้ า อุณหภูมิต ่า ไฟไหม ้intracranial hemorrhage, catecholamine excess, preeclampsia และผล

จากการใชย้าหรือสารเสพติดอีกหลายชนิด เช่น โคเคน 

 Contraction band ท่ีตรวจได้จากล้องจุลทรรศน์เกิดจาก Z-lines ท่ีหนาตัวขึ้น และ sarcomeres ท่ีหดสั้ น 

(ขนาดปกติ 1.5 µm) ร่วมกับ coagulation necrosis, fragmentation of hypercontracted myofibrils into eosinophilic 

bands 
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 The Society of Cardiovascular Pathology แบ่ง contraction band เป็น 2 ประเภท ได้แก่ Contraction band 

necrosis และ artifactual contraction band 

 Contraction band necrosis จะมีกลา้มเน้ือหัวใจท่ีดูปกติลอ้มรอบ มกัมี granular basophilic hue เน่ืองจากมี

แคลเซียมท่ีเพิ่มขึ้นในกลา้มเน้ือหัวใจ กลา้มเน้ือหัวใจเกิด fragmentation และยอ้มติด coagulation necrosis ด้วย 

CCC9 (สามารถตรวจกลา้มเน้ือหัวใจตายใน 6 ชัว่โมงแรกได)้ ในขณะท่ี artifactual contraction band จะไม่ปรากฏ

ลกัษณะท่ีมีใน contraction band necrosis และ artifactual contraction band มกัเกิดในกรณี myocardial biopsy ท่ีมี

ขั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งใน fixative chilled  

 ในงานนิติเวชศาสตร์มีการศึกษา contraction band เพื่อช่วยวินิจฉยัสาเหตุการเสียชีวิตโดยอาศยัการยอ้ม

ดว้ย complement component C9 (CCC9) และ Sirtuin 1 (SIRT1) โดยมีผลการศึกษาดงัน้ี 

- CCC9 + / SIRT1 -  กลา้มเน้ือหวัใจขาดเลือด และกลา้มเน้ือหวัใจอกัเสบ 

- CCC9 - / SIRT1 + ผา่นการกูชี้พ (cardiopulmonary resuscitation, CPR) โดยพบ contraction band 

เป็นหยอ่มกระจายในกลา้มเน้ือหวัใจ โดยพบบ่อยบริเวณขอบของหัวใจห้องล่างซา้ย 

- CCC9 - / SIRT1 - กรณีท่ีอยูใ่นสภาวะอุณหภูมิต ่า จมน ้า 

- CCC9 + / SIRT1 + กรณีท่ีอยูใ่นสภาวะอุณหภูมิสูง 

Fluorescence, immunofluorescence และ electron microscope ช่วยใหก้ารวินิจฉยักลา้มเน้ือหวัใจตายใน

ระยะเร่ิมตน้ไดร้วดเร็วขึ้นแม่นย  าขึ้น แต่วิธีการเตรียมตวัอยา่งใชเ้วลา ขั้นตอนท่ีซบัซอ้นกวา่การยอ้ม H&E 

นอกจากนั้นกลอ้งจุลทรรศน์อิเลก็ตรอนก็มีเฉพาะสถาบนัทางดา้ยพยาธิวิทยาขนาดใหญ่เท่านั้น 

การใช ้light microscope โดยทัว่ไปจะสามารถแยกความแตกต่างระหวา่งกลา้มเน้ือหวัใจปกติจากกลา้มเน้ือ

หวัใจตายเม่ือเกิดการอุดกั้นหลอดเลือดแดงโคโรนารียไ์ปแลว้ประมาณ 10 ชัว่โมง (ยอ้มดว้ย H&E) แต่ถา้ใช ้phase-

contrast จะสามารถตรวจวินิจฉยักลา้มเน้ือหวัใจตายไดเ้ร็วขึ้น นอกจากน้ีการยอ้มช้ินเน้ือดว้ย Azan จะท าใหส้ังเกต 

contraction ไดง้่ายขึ้นกวา่การยอ้ม H&E 
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       Light microscope     Phase-contrast microscope 

รูปท่ี 1  กลา้มเน้ือหวัใจตายยอ้มดว้ย H&E เม่ือตรวจดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ธรรมดา และ phase-contrast (Ref 1) 

 

 

 

Azan stain      CCC9 + 

รูปท่ี 2  Contraction band เม่ือยอ้มดว้ย Azan stain และ CCC9 + ในเคสท่ีเสียชีวิตจากกลา้มเน้ือหวัใจตาย (Ref 4) 
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หมายเหต ุ

1. เกณฑก์ารวินิจฉยักลา้มเน้ือหัวใจตายดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ 

ระยะแรก/เฉียบพลนั (Acute or early) 

- Hypereosinophilia 

- Contraction bands 

- Thinning and waviness of fibers 

- Increased intercellular space 

ระยะเวลาวนั - สัปดาห์ (Days to weeks) 

- Dissolution of myocyte nuclei (karyolysis) 

- Dissolution of myocyte cells 

- Infiltration of leukocytes 

- Increased fibroblasts and collagen fibers 

2. SIRT1 deacetylase ท าปฏิกิริยา redox น าหมู่ acetyl ออกจาก lysine residue ในโปรตีนเม่ือมี NAD+ เป็น 

coenzyme  ท าใหเ้กิด deactivate p53 protein และ deacetylase transcription factors เม่ือมีภาวะท่ีตอ้งการใช้

ออกซิเจนเพิ่มขึ้น เช่น การออกก าลงักายอยา่งหนกั SIRT1 จะเพิ่มขึ้นผา่น PGC-1α ท าใหมี้ mitochondrial 

biogenesis จึงสามารถใชเ้ป็นตวัช้ีวดัออกซิเจน (oxygen sensor) ดงันั้นการยอ้ม SIRT1 ช่วยบ่งช้ีการ

ปรับตวัของเซลลใ์นสภาวะขาดออกซิเจนผา่น hypoxia-inducible factor 1α 
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Modified cobalt thiocyanate test 

 

ผศ.นพ.ณัฐ ตนัศรีสวสัด์ิ * 

  

 

วิธีการตรวจคดักรอง ketamine มีหลากหลายวิธี เช่น Janovsky color test และ modified Scott test เน่ืองจาก 

Janovsky test ให้ผลบวกลวงกบัสารในกลุ่ม benzodiazepines ซ่ึงเป็นสารท่ีพบไดบ้่อย การตรวจคดักรอง ketamine 

จึงนิยมใชว้ิธี modified Scott test ซ่ึงไม่เกิดผลบวกลวงกบัสารกลุ่มดงักล่าว 

Scott test หรือมีช่ือเรียกอีกช่ือ cobalt thiocyanate test ถูกพฒันาขึ้นใน ค.ศ.1973 เพื่อการตรวจคัดกรอง

โคเคนและเกลือของโคเคน โดยวิธีการท าปฏิกิริยาให้เกิดสี (color test) เม่ือเติมสารละลาย cobalt (II) thiocyanate 

(Co(SCN)2) ลงไปในตัวอย่าง โดยจะได้สารประกอบเชิงซ้อน (complex) ท่ีมีสีน ้ าเงิน ในกรณีตรวจวิเคราะห์ 

cocaine base จะตอ้งปรับสภาพตวัอย่างด้วยกรดก่อนทดสอบจึงจะเกิดสี และในการเติมกรดน้ียงัเป็นการพฒันา

เทคนิคเพื่อลดผลบวกลวงท่ีเกิดจากสารปนเป้ือนอ่ืนดว้ย 

Modified Scott test เป็นการปรับปรุงจากวิธี Scott test โดย Morris และคณะ ให้มีความเหมาะสมในการ

ตรวจ ketamine โดยจุดแตกต่างหลกัจากเทคนิคเดิมคือการปรับค่า pH ของตวัอยา่งท่ีตอ้งการตรวจวิเคราะห์จากกรด

ใหเ้ป็นเบสโดยการเติมสารละลายโซเดียมไฮดรอกไซดก่์อนเติมสารละลาย cobalt thiocyanate 

สารละลาย cobalt thiocyanate ท่ีใชใ้นการท าปฏิกิริยานิยมใชส้ารละลายเขม้ขน้ 2%  ในน ้ า (เตรียมไดจ้าก

ละลาย   Co(SCN)2  2 กรัม ในน ้ากลัน่ 100 mL) 

 

* ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั 
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วิธีการตรวจวิเคราะห์ตัวอย่าง 

 การตรวจวิเคราะห์โคเคนท่ีมีอยู่ในตัวอย่างแบ่งเป็น 2 เทคนิค ขึ้นกับสถานะของตัวอย่างว่ามีสถานะ

ของแข็งหรือของเหลว ในกรณีตวัอย่างของเหลวจะใช ้two-step procedure และกรณีตวัอย่างของแข็งจะใช้ three-

step procedure 

Two-step procedure for liquid 

- หยดของเหลวตวัอยา่งในหลอดทดสอบ 

- เติม 0.1 N NaOH ลงไป 1 หยด 

- หยดสารละลาย cobalt thiocyanate 

- ผสมใหเ้ขา้กนั 

- ถา้มี ketamine จะเกิดผลบวกเป็นตะกอน (precipitate) สี lavender  ม่วงอมชมพู (pinkish purple) ไปจนถึง

สีม่วง (purple) 

- ในกรณีผลลบจะเกิด precipitate สีเขียวอมน ้าเงิน (blue-green) 

Three-step procedure for powdered samples 

- เติมผงตวัอยา่งเลก็นอ้ย (tip of a small spatula) ในหลอดทดสอบ 

- เติม deionized water หน่ึงหยด และ 0.1 N NaOH หน่ึงหยด 

- ท าละลายผงตวัอยา่งใหเ้ขา้กนั 

- เติมสารละลาย cobalt thiocyanate หน่ึงหยด ผสมใหเ้ขา้กนั 

- ถา้มี ketamine จะเกิดผลบวกเป็น precipitate สี lavender ไปจนถึงสีม่วง (purple) 

- ในกรณีผลลบจะเกิด precipitate สีเขียวอมน ้าเงิน (blue-green) 

การทดสอบทุกคร้ังควรมีการทดสอบ blank sample, positive control และ negative control ดว้ยทุกคร้ัง 

ในกรณีตรวจวิเคราะห์ตวัอย่างท่ีมี ketamine hydrochloride ดว้ยวิธี cobalt thiocyanate จะไดสี้น ้ าเงินถึงน ้ า

เงินเขม้ แต่ในกรณีท่ีตวัอยา่งเป็นสารละลาย ketamine การตรวจวิเคราะห์น้ีจะไม่เกิดสีดงักล่าว 

ความไว (Sensitivity) ของการตรวจ ketamine hydrochlorideไดผ้ลบวกคือ 1.25 mg อยา่งไรก็ตามถา้

ตวัอยา่งเป็นสารบริสุทธ์ิไม่มีส่ิงเจือปนอ่ืนความไวในการตรวจจะตรวจไดใ้นระดบัไมโครกรัม 
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ตารางท่ี 1  การทดสอบการเกิดปฏิกิริยา Modified Scott test กบัสารอื่น ๆ  (Ref 2) 
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สรุป 

การตรวจคดักรองเป็นการตรวจท่ีรวดเร็ว ราคาถูก สามารถน าไปใชต้รวจวิเคราะห์ ณ สถานท่ีเกิดเหตุ โดย

ท่ีผูท้ดสอบไม่จ าเป็นตอ้งเป็นนกัวิทยาศาสตร์ท่ีผา่นการฝึกอบรมเป็นผูช้  านาญ อยา่งไรก็ตามจุดดอ้ยท่ีส าคญัของการ

ตรวจคดักรองคือ การเกิดผลการทดสอบท่ีเป็นไดท้ั้งผลบวกลวงและผลลบลวง ดงันั้นจึงมีความจ าเป็นอย่างยิ่งท่ี

ตอ้งมีการตรวจยืนยนัทุกคร้ังเม่ือผลการตรวจคดักรองไดผ้ลบวก เพื่อให้มัน่ใจไดว้่าผลบวกท่ีไดจ้ากการตรวจคดั

กรองนั้นเป็นผลบวกจากสารท่ีตอ้งการตรวจวิเคราะห์อย่างแทจ้ริงเพื่อน าผลการตรวจนั้นไปใชต่้อในกระบวนการ

ยติุธรรมเพื่อใหเ้กิดความเป็นธรรมแก่ทุกฝ่าย 
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พระราชด ารัสสมเด็จพระศรีนครินทราบรมราชชนนี 

 

คนดีของฉันรึ 

 

จะต้องเป็นคนไม่พูดปด 

 

ไม่สอพลอ 

 

ไม่อจิฉาริษยา 

 

ไม่คดโกง 

 

และไม่มีความทะเยอทะยานอย่างบ้าบ้า 

 

แต่พยายามท าหน้าที่ของตนให้ดี 

 

ในขอบเขตของศีลธรรม 


