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สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ paraxanthine และ caffeine ในธีร่ัม

การพัฒนาวิธีวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ paraxanthine และ caffeine ในซีร่ั'ม พัฒนา 
มาจากวิธีการศึกษาของ Koch J.PAเละคณะ106พบว่าความเข้มข้นต่ําสุดของ paraxanthine ใน 
ซีร่ัมตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ได้คือ 0.125 JLXg/ml มีค่า % RSD เท่ากับ 3.72 ความเข้มข้นต่ําสุด 
ของ caffe^นซีร่ัมตัวอย่างท่ีวิเคราะห์ได้คือ 0.25 JJ,g/ml มีค่า %RSD เท่ากับ 6.79 จะเห็น 
ได้ว่าความเข้มข้นของสารตังกล่าวท่ีวิเคราะห์ได้ในซีร่ัมตัวอย่างมีค่าต่ํากว่าความเข้มข้นต่ําสุดท่ี 
วิเคราะห์ได้ในกลุ่มตัวอย่าง และค่า %RSD ของระดับต่ําสุดท่ีวิเคราะห์ไตัมีค่าอยู่ในเกณฑ์ท่ียอม 
รับได้คือไม่เกิน 20%118 ตังน้ันการหาความเข้มข้นของ paraxanthine และ caffeine ในซีร่ัม 
ด้วยวิธีตังกล่าวจึงมีความไวเพียงพอสำหรับงานวิจัยน้ี

การหาความถูกต้องของวิธีวิเคราะห์ซ่ึงแสดงในรูปของ % analytical recovery พบว่า 
ความถูกต้องของการวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ paraxanthine และ caffeine ในซีร่ัม มีค่า 
% analytical recovery เฉล่ียเท่ากับ 100.63 ± 4.24 % และ 98.34 ± 2.4 % ตามลำดับ 
โดยอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้คือ 85-115%106 แสดงให้เห็นว่าวิธีตังกล่าวมีความถูกต้องเป็นท่ี 
ยอมรับได้ การหาประสิทธิภาพของวิธีการสกัด paraxanthine และ caffeine ในชีร่ัม แสดงใน 
รูปของ % physical recovery พบว่า % physical recovery ของวิธีการสกัด paraxanthine 
และ caffeine ในซีร่ัมมีค่าเฉล่ียเท่ากับ 87.61 ± 1.8 % และ 91.17 ± 2.01 % ตามลำตับ 
โดยอยู่ในเกณฑ์ท่ียอมรับได้คือ 85-115 %106 แสดงให้เห็นว่าการสกัดสารโดยวิธีน้ีมีประสิทธิ 
ภาพ

การหาความเท่ียงตรงของวิธีวิเคราะห์ความเข้มข้นของ paraxanthine และ caffeine ใน 
ซีร่ัมเป็นการหาค่า % R S D  ของการวิเคราะห์ พบว่ไความเท่ียงตรงของการวิเคราะห์
paraxanthine ในซีร่ัมในวันเดียวกันและวิเคราะห์ต่างวันกันมีค่า % R S D  เฉล่ียเท่ากับ 2.88 % 
และ 5.25 % ตามลำดับ ความเท่ียงตรงของการวิเคราะห์ caffeine ในชีร่ัมในวันเดียวกันและ 
วิเคราะห์ต่างวันกันมีค่า % R S D  เฉล่ียเท่ากับ 3.07 % และ 5.78 % ตามลำตับ ท้ังน้ีค่า 
สัมประสิทธความแปรปรวนของการวิเคราะห์ในวันเดียวกันและการวิเคราะห์ต่างวันกันต้องมีค่า 
ไม่เกิน 10% และ 15% ตามลำดับ106'118 จะเห็นได้ว่าการวิเคราะห์โดยวิธีน้ีมีความเท่ียงตรงและ 
เช่ือถือได้
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การหาความจำเพาะของวิธีวิเคราะห์ซ่ึงแสดงโดย chromatogram พบว่า peak ของ 
paraxanthine, caffeine และ 8-chlorotheophyllline ซ่ึงเป็น intetmal standard ไม่ถูกรบกวน 
ด้วย peak ใด  ๆในชีร้ัมโดยเปรียบเทียบกับซีร้ัมท่ีไม่มีสารเหล่าน้ี

การหาความเป็นเส้นตรงของ paraxanthine และ caffeine ในซีร้ัมตัวอย่างในช่วง 
ความเข้มข้น 0-8 jLXg/ml พบว่ามีค่า coefficient of determination (R2) ของ paraxanthine 
และ caffeine ใน,ชีรมเท่ากับ 0.9999 และ 0.9996 ตามลำดับ แสดงถึงมีความเป็นเส้นตรง 
เพราะค่าท่ีได้เข้าใกล้ 1 และช่วงค่าท่ีวัดได้คลอบคลุมความเข้มข้นท่ีตรวจพบในซีร้ัมของกลุ่ม 
ตัวอย่าง

การวิเคราะห์หาความคงตัวของสารละลายมาตรฐานในซีร้ัม ซ่ึงทำการศึกษาในช่วง 1 - 
24 สัปดาห์ พบว่าแต่ละคร้ังของการวิเคราะห์โต้ค่า area ratio ไม่แตกต่างจากเวลาท่ี 0 แสดง 
ว่า paraxanthine และ caffeine มีความคงตัวดี

จะเห็นได้ว่าการวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ 'paraxanthine และ caffeine ในซีร้ัม 
ตัวอย่างโดยใช่วิธีด้งกล่าวเป็นท่ียอมรับและเช่ือถือได้

การศึกษาการทำงานของเอนไซม์ CYP 1A2 โดยใช้ caffeine เป็น probe มีหลายวิธี 
ตังกล่าวในบทนำ การศึกษาน้ีเลือกใช้ paraxanthine / caffeine ratio เป็น indicator เน่ือง
จากการเปล่ียนแปลงของ caffeine ตังรูปท่ี 684 จะได้ paraxanthine ซ่ึงเป็นเมแทบอไลต์หลักท่ี 
พบมากท่ีสุดถึง 84 %101 และเกิดจากการทำงานของเอนไซม์ CYP1A2 เพียงตัวเดียวเท่าน้ัน 
ส่วนการเปล่ียนแปลงของ caffeine แล้วได้เมแทบอไลต์อ่ืน เช่น theophylline, theobromine, 
monomethylxanthine และสารในกลุ่ม urate เกิดจากการทำงานของเอนไซม์หลายชนิดร่วมกัน 
ได้แก่ CYP2E1, CYP3A4, CYP2A6, xanthine oxidase, และ N- acetyltransferase74,82,101 
นอกจากน้ีเมแทบอไลต์ด้งกล่าวพบเพียงเล็กน้อย การเลือกใช่ซีร้ัมเพ่ือหาความเข้มข้นของ
paraxanthine และ caffeine แทนการใช้ปัสสาวะมีความเหมาะสมเน่ืองจากในปัสสาวะมีปริมาณ 
ของ paraxanthine และ caffeine น้อย84 และการเปล่ียนแปลงน้ันเกิดจากการทำงานของ 
เอนไซม์หลายชนิดตังกล่าว จึงไม่เหมาะสมท่ีจะใช้เมแทบอไลต์ตัวอ่ืนเป็น indicator ของ 
CYP1A2 นอกจากน้ีเมแทบอไลต์ของ cafffeine ท่ีขับออกทางปัสสาวะข้ึนอยู่กับการทำงาน
ของไตและอัตราการขับปัสสาวะของแต่ละคน84'101 ตังน้ันการเลือกใช้ซีร้ัมจึงเป็นวิธีท่ีเหมาะสม
กว่า

การนำ caffeine มาใช้เป็น probe ในการศึกษาการทำงานของเอนไซม์ CYP1A2 จำ 
เป็นต้องเลือกขนาดให้เหมาะสม มีการศึกษาของ Juan A.Carrillo และคณะ102โดยใช้ caffeine 
ขนาด 300 mg พบว่ากลุ่มตัวอย่างเกิดอาการไม่พึงประสงค์ ได้แก่ ปวดศีรษะ ท้องเสีย ใจส่ัน 
เป็นด้น ในการศึกษาน้ีจึงเลือกใช้ caffeine ขนาด 180 mg ซ่ึงมีความใกล้เคียงกับ caffeine ท่ี 
เป็นส่วนประกอบในกาแฟ พบว่าไม่ทำให้เกิดอาการไม่พึงประสงค็ใด  ๆ และสามารถตรวจ
วัดระดับได้ นอกจากน้ียังต้องหาเวลาท่ีเหมาะสมในการเจาะเลือดเพ่ือหาความเข้มข้นของ
paraxanthine และ caffeine ในชีร้ัมเน่ืองจาก paraxanthine เป็นท้ัง substrate และ product
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ของเอนไซม์ CYP1A2101 จึงจำเป็นต้องเลือกเวลาในช่วงแรกของการได้รับ caffeine การศึกษา 
เพ่ือหาเวลาท่ีเหมาะสมในการเจาะเลือดท่ีผ่านมาได้แก่ การศึกษาของ Juan A. Carrillo และ 
คณะ103 พบว่าเวลาท่ีเหมาะสมในการเจาะเลือดคือ 4 ช่ัวโมงภายหลังรับประทาน caffeine
หรือการศึกษาของ Dong-Sheng Ou-Yang และคณะ82 พบว่าเวลาท่ีเหมาะสมคือ 6 ช่ัวโมง
ภายหลังรับประทาน caffeine โดยเวลาดังกล่าวเป็นเวลาท่ี paraxanthine มีระดับสูง จะเห็นได้ 
ว่าการศึกษาดังกล่าวมีความแปรผันในแต่ละกลุ่มประชากร ดังน้ันในการศึกษาน้ีซ่ึงใช้กลุ่มตัว
อย่างเป็นคนไทยและยังไม่เคยมีการศึกษามาก่อน จึงจำเป็นต้องหาเวลาท่ีเหมาะสมในการเจาะ 
เลือดโดยศึกษานำร่องในอาสาสมัครจำนวน 3 คน ใช้ caffeine ขนาด 180 mg พบว่าเวลาท่ี 
paraxanthine มีระดับสูงและตรวจวัดได้คือ 5  ช่ัวโมงหลังร ับประทาน caffeine ซ ึ่ง เป็นเวลาท่ี 
ใกล้เคียงกับการศึกษาของ Juan A. Carrillo103 และการศึกษาของ Dong-Sheng Ou-Yang82

งานวิจัยน้ีมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาผลของสารกลุ่ม PAHs ท่ีมีแหล่งกำเนิดจากควันท่อ 
ไอเสียรถยนต์ต่อการทำงานของเอนไซม์ CYP 1A2 โดยใช้ paraxanthine / caffeine ratio ใน 
ซีร่ัมเป็นดัชนีข้ึวัดจึงคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างเป็นประชากรท่ีอาศัยอ'ยู่ต่างจังหวัดซ่ึงไม่ได้รับควัน 
จากท่อไอเสียรถยนต์เป็นเวลา 1 ปีข้ึน’ใปเป็นกลุ่มควบคุม และคัดเลือกพนักงานเก็บค่าโดยสาร 
รถประจำทางไม่ปรับอากาศขององค์การขนส่งมวลชนกรุงเทพฯ ซ่ึงได้รับควันจากท่อไอเสียรถ 
ยนต์เป็นเวลา 1 ปีข้ึน’ใปเป็นกลุ่มทดลอง กลุ่มตัวอย่างท้ังสองกลุ่มมีอาชีพแตกต่างกัน กล่าวคือ 
กลุ่มควบคุมมีอาชีพทำนา ทำสวน หรือเป็นแม่บ้าน ส่วนกลุ่มทดลองทำงานวันละ 8-12
ช่ัวโมง ลัปดาหละ 6 วัน ระยะเวลาการทำงานต้ังแต่ 1 -  20 ปี ( เฉล่ีย 5.73 ±4.91 ) และไม่ได้ 
ใช้อุปกรถทนก'ารปัองกันควันพิษ เช่น ผัาปีดจมูก คัดเลือกกลุ่มตัวอย่างเป็นเพศหญิงท้ังสอง 
กลุ่มเน่ืองจากในเพศชายมักสูบบุหร่ีและด่ืมสุรา มีการศึกษาของ Werner Kalow และคณะ74 
และการศึกษาของ Woon-Gye Chung81 พบว่าในผู้ท่ีสูบบุหร่ีมีการทำงานของเอนไซม์
CYP1A2 สูงก'ว่าผู้ท่ี’ไม่สูบบุหร่ี เน่ืองจากในควันบุหร่ีมีส่วนประกอบของสาร PAHs ซ่ึงเป็นตัว 
เหนียวนำการทำงานของเอนไซม์ดังกล่าว การศึกษาของ Nathalie Rizzo และคณะ94 พบว่าใน 
ผู้ท่ีด่ืมสุรามีการทำงานของเอนไซม์ CYP1A2 ต่ําก'ว่าผู้ท่ี’ไม่ด่ืมสุราเน่ืองจากแอลกอฮอลล์มีฤทข้ึ 
ยับย้ังการทำงานของเอนไซม์ CYP1A2 การศึกษาท่ีผ่านมาพบว่าอายุมีผลต่อการทำงานของ
เอนไซม์ CYP1A2 โดยในวัยผู้Iหญ่หรือวัยเจริญพันธุมีการทำงานของเอนไซม์ CYP1A2 สูง 
กว่าวัยอ่ืน81"81 ดังน้ันการศึกษาน้ีจึงคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างท่ีมีอายุระหว่าง 25 -  45 ปี และ
เป็นผู้ท่ีมีสุขภาพปกติ ไม่มีโรคดับและโรคไต เน่ืองจากในผู้ท่ีมีการทำงานของดับผิดปกติจะ
มีอัตราการกำจัด caffeine ออกจากร่างกายช้า102’120 จึงคัดเลือกกลุ่มตัวอย่างโดยทำการตรวจ 
การทำงานของดับและไต พบว่ากลุ่มตัวอย่างท้ังสองกลุ่มมีการทำงานของดับและไตเป็นปกติ
นอกจากน้ีกลุ่มตัวอย่างจะต้องไม่ได้รับยาหรือสารท่ีมีผลรบกวนการเปล่ียนแปลงของ caffeine 
ได้แก่ omeprazole ซ่ึงเหน่ียวนำการทำงานของเอนไซม์ CYP1A284 หรือเป็นกลุ่มท่ีไม่ต้ังครรภ์ 
และไม่ใช้ยาคุมกำเนิด เน่ืองจากมีการศึกษาของ Catteau และคณะ95 พบว่ายาคุมกำเนิดมีผล 
ยับย้ังการทำงานของ CYP1A2 แต่รอบประจำเดือนไม่มีผลต่อการทำงานของเอนไซม์น้ี96
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การศึกษาการทำงานของเอนไซม์ CYP1A2 ในกลุ่มควบคุมเปรียบเทียบกับกลุ่มทดลอง 
โดยใช้ paraxanthine / caffeine ratio ในซีร่ัมเป็นดัชนีช้ีวัด พบว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัย 
สำคัญทางสถิติ (P=0.043) แต่มีความแตกต่างกันไม่มากอาจเน่ืองมาจากจำนวนตัวอย่างน้อย 
จากการทดลองพบว่ากลุ่มทดลองมีค่า paraxanthine / caffeine ratio ในซีร่ัมสูงกว่ากลุ่มควบคุม 
ซ่ึงแสดงให้เห็นว่า CYP1A2 ถูกกระตุ้นจึงทำให้ระดับ paraxanthine ท่ีเวลา 5 ช่ัวโมงหลังได้รับ 
caffeine ในกลุ่มทดลองมีค่าสูงกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสำคัญ จึงเป็นไปได้ว่ากลุ่มทดลองได้ 
รับสาร PAHs จากควันท่อไอเสียรถยนต์และเป็นกลุ่มท่ีมีความเส่ียงต่อการเกิดมะเร็งเน่ืองจาก 
สาร PAHs มีคุณสมปัดทำให้เกิดมะเร็งภายหลังถูกเปล่ียนแปลงด้วยเอนไซม์จนได้เมแทบอไลต์ 
ท่ีมีฤทธ้ิเป็น carcinogen5 นอกจากน้ี PAHs ยังมีคุณสมบ้ติเหน่ียวนำการทำงานของเอนไซมีใน  
family CYP1A ท้ัง CYP1A1 และ CYP1A220’29 โดยเอนไซม์ท้ังสองมีบทบาทในการเปล ี่ยน  
แปลงสารพิษ1ให้โต้เมแทบอไลต์ท่ีมีฤฑช้ีก่อมะเร็งและ,หรือการกลายพันธุ74'79

งาน ว ิจ ัยน ี้ย ืน ย ัน ว ่ากล ุ่มต ัวอย ่างท ั้งสองได ้ร ับคว ัน จากท ่อไอเส ียรถยน ต ์แตกต ่างก ัน โดย 
การวัดระด ับ carbonmonoxide ในเล ือด ส ่วน การย ืน ย ัน ว ่าร ่างกายได ้ร ับ  PA H s จริงทำไดโดย 
การว ัดระด ับ 1-hydroxypyrene ซ ึ่งเป ็น เมแทบอไลต ์ของ PA H s ท ี่ตรวจพบในปัสสาวะ แต่ว ิธ ี 
การด ้งกล ่าวม ีความซ ับซ ้อน 45

carbonmonoxide เป ็น ก ๊าซ ท ี่ม ีพ ิษ  เก ิดจากกระบวน การเผาไห ม ีไม ่สมบ ูรณ ์เช ่น เด ียวก ับ  
PA H s109 ด ้งน ั้น เม ื่อ เก ิดการเผาไห ม ์ใม ่สมบ ูรณ ์จ ึงพบ PA H s ร ่วมกับ carbonmonoxide การว ัด 
ระดับ carbonmonoxide ในเล ือดทำไดโดยการว ัดระด ับ carboxyhemoglobin ซ ึ่งม ีความส ัมพ ันธ ์ 
ก ับ ป ร ิมาณ  carbonmonoxide ท ี่ร ่างกายได ้ร ับ  กล ่าวค ือ ถ ้าร ่างกายได ้ร ับ  carbonmonoxide 
มาก จะมีระดับของ carboxyhemoglobin ในเล ือดส ูง เน ื่องจาก carbonmonoxide ไปจับกับ 
hemoglobin แทนท ี่ออกซ ิเจน115 จากการศ ึกษ าน ี้พ บ ว ่าระด ับ  carboxyhemoglobin ในเล ือด 
ระห ว ่างกล ุ่มควบค ุมและกล ุ่มทดลองม ีความแตกต ่างก ัน อย ่างม ีน ัยสำค ัญ ทางสถ ิต ิ (P=0.001)
กล ่าวค ือในกล ุ่มทดลองม ีระด ับ carboxyhemoglobin ส ูงกว ่ากล ุ่มควบค ุม ซ ึ่งแสดงให ้เห ็นว ่า
กล ุ่มทดลองม ีระด ับ carbonmonoxide ในเล ือดส ูงกว ่ากล ุ่มควบค ุมและเป ็นกล ุ่มท ี่ได ้ร ับคว ันจาก 
ท ่อไอเส ียรถยนต ์จร ิง

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ

1. การห าความเข ้มข ้น ของ paraxanthine และ caffeine ในช ีร ั่มโดยใช ่ว ิธ ีด ้งกล ่าวเป ็น 
ว ิธ ีท ี่เช ื่อถ ือได ้ มีความแม่นยำ สามารถนำไปใช ่ได ้

2. จาก ก ารศ ึก ษ าพ บ ว ่า  paraxanthine / caffeine ratio ใน1ซีร ั่ม ่เป ็นดัชน ี'ช ี้,รัดทีดี'ในการ 
ว ัดการท ำงาน ของเอน ไซม ์ CYP1A2 เน ื่องจาก paraxanthine เป ็น เมแทบอไลต ์หล ักท ี่พบมากท ี่ 
ส ุดและเก ิดจากการทำงาน ของเอน ไซม ์ CYP1A2 เพ ียงต ัว เด ียว เท ่าน ั้น  ซ ึ่งสามารถนำไปใช่ใน 
การศ ึกษ าการท ำงาน ของเอน ไซ ม ์ CYP1A2 ในกลุ่มคนท ี่ได ้ร ับสาร PAHs จากแหล่งอ ื่นหร ือเป ็น
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แน วทางใน การศ ึกษาการทำงาน ของเอน ไซม ์ CYP1A2 ใน ผ ู้ท ี่ได ้ร ับยาท ี่ม ีฤทธ ี้เห น ี่ยวน ำการ 
ทำงานของเอนไซม ์น ี้

3. จากผลการท ดลองห าค ่า p a raxan th ine  / caffeine ratio ในซ ีร ั่มระหว ่างกล ุ่มควบค ุม 
และกล ุ่มทดลองซ ึ่งพ บว ่าม ีความแตกต ่างก ัน อย ่างม ีน ัยสำค ัญ ทางสถ ิต ิ (P= 0 .043) แต ่ม ีความ 
แตกต ่างก ัน ไม ่มากอาจเน ื่องมาจากจำน วน ต ัวอย ่างน ้อย ต ังน ั้นจ ึงนำจะม ีการศ ึกษาต ่อไปโดยใช ้ 
จำน วน ต ัวอย ่างท ี่ม ีจำน วน มากข ึ้น กว ่าน ี้

4 . การตรวจว ัดระด ับ carbonm onoxide ใน เล ือ ด เป ็น เพ ียงก ารย ืน ย ัน ว ่าก ล ุ่ม ต ัวอ ย ่างได ้ 
ร ับคว ันจากท ่อไอเส ียรถยนต์จร ิงไม ่ได ้ว ัดระด ับ PA H s โดยตรง จ ึงไม ่สามารถบอกได ้อย ่างแน ่ 
ช ัดว ่าร ่างกายได ้ร ับสาร PA H s จริงหรือไม่ การว ัดป ร ิม าณ  PA H s ทำไดโดยการหาระด ับ 1- 
hydroxypyrene ในป ัสสาวะซ ึ่งเป ็นเมแทบอไลต์ของ PA H s และว ิธ ีการว ัดค ่อน ช ้างย ุ่งยากซ ับ  
ซ้อน


	บทที่ 4 สรุปและวิจารณ์ผลการทดลอง

