
บททิ 2

อ ุป ก ร ณ ์แ ล ะ ว ิธ ีก า ร ท ด ล อ ง

เ ล ือ ด ท ี่ไ ด ้จ า ก ผ ู้ป ่ว ย แ ล ะ ค น ป ก ต ิ เ ค ร ื่อ ง ม ีอ  ส า ร เ ค ม ี

1 .  เ ล ือ ด ท ี่ใ ช ้ใ น ก า ร ท ด ล อ ง  แ ล ะ อ ุป ก ร ณ ์ส ำ ห ร ับ ก า ร เ ก ็บ เ ล ือ ด
1 .1  เ ล ือ ด จ า ก ผ ู้ป ว ย โ ร ง พ ย า บ า ล จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ท ี่ไ ด ้ร ับ ก า ร ร ัก ษ า ด ้ว ย ย า  n i t r o g l y c e r i n
1 . 2  เ ล ือ ด จ า ก ค น ป ก ต ิม ีส ุข ภ า พ แ ข ็ง แ ร ง ท ี่ม า บ ร ัจ า ค โ ล ห ิต ใ ห ้ก ับ ส ภ า ก า ช า ด ไ ท ย
1 . 3  S y r i n g  ข น า ด  3 ม ล .
1 . 4  ห ัว เ ข ็ม เ บ อ ร ์2 1
1 . 5  แ อ ล ก อ ฮ อ ล  7 0 %  ส ำ ห ร ับ ฆ ่า เ ช ื้อ

1 . 6  T u b e  ใ ส ่เ ล ือ ด ท ี่ม ี E D T A  ข น า ด  3 ม ล .

2 .  เ ค ร ื่อ ง ม ีอ  ( M a t e r i a l s )
2 .1  เ ค ร ื่อ ง ช ั่ง ล ะ เ อ ีย ด  ( A 2 0 0 S ,  S a r t o r i o u s )
2 . 2  S t a n d a r d  p H  m e t e r  ( E a 9 2 0 ,  O r i o n  r e s e a r c h )
2 . 3  H i g h - s p e e d  c e n t r i f u g e  ( IE  C B - 2 2 M )
2 . 4  U V - v i s i b l e  r e c o r d i n g  s p e c t r o p h o t o m e t e r  ( U V - 1 6 0 0 A ,  S h i m a d z u )
2 . 5  T e s t  t u b e  ข น า ด  1 0  ม ล .
2 . 6  C u v e t t e  ข น า ด  3  m l .

3 .  ส า ร เ ค ม ี
3 . 1  A c e t i c  a c i d  ( E .M e r c k )
3 . 2  C i t r i c  a c i d s  ( E .M e r c k )
3 . 3  D r a b k i n ' s  s o l u t i o n  ( L i f e  S c i e n c e  D y n a m i c s  D i v i s i o n  o f  A r n a p a r n  C O . ,L T P )
3 . 4  D i p o t a s s i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( « 2 H P O 4) ( E .M e r c k )
3 . 5  D r y  d i e t h y l a m i n o e t h y l - C e l l u l o s e  ( D E A E ,  D E - 5 2 )  ( W h a t m a n )
3 . 6  E t h y l e n e  d i a m i n e  t e t r a - a c e t i c  a c i d  ( E D T A )  ( F a r m i t a l i a  C a r l i o  E r b a )
3 . 7  H y d r o c h l o r i c  a c i d s  ( E .M e r c k )

1 /! q  4 ๆ 2  'I 'M



3 . 8  M o n o p o t a s s i u m  h y d r o g e n  p h o s p h a t e  ( K H 2P 0 4 ) ( E .M e r c k )
3 . 9  N A D H  ( S i g m a  3 4 0 - 1 0 1 )  ( S i g m a  C h e m i c a l  C o m p a n y )
3 . 1 0 P o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e  ( K 3F e ( C N ) 6) ( E .M e r c k )
3 . 1 1  S o d i u m  c h l o r i d e  ( E .M e r c k )
3 . 1 2 S o d i u m  c y a n i d e  ( N a C N )  ( E .M e r c k )
3 . 1 3 S o d i u m  h y d r o x i d e  ( E .M e r c k )
3 . 1 4 T r i s o d i u m  c i t r a t e  ( E .M e r c k )

4 .  ก า ร เ ต ร ีย ม ส า ร เ ค ม ี

4 . 1  ส า ร ล ะ ล า ย โ ป แ ต ล เ ร ีย ม ฟ อ ส เ ฟ ต บ ัฟ เ ฟ อ ร ์( P o t a s s i u m  p h o s p h a t e  b u f f e r ) 0 . 1 5  M , 
p H  6 . 6

เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย ไ ด โ ป แ ต ส เ ร ีย ม ไ ฮ โ ด ร เ จ น ฟ อ ส เ ฟ ต  (K 2H P 0 4) 1 3 . 2  ก ร ัม  ( ห ร ือ
K 2 H P 0 4 ,H 20  1 7 .1  ก ร ัม )  ใ น น ํ้า ก ล ั่น  5 0 0  ม ล .  แ ล ะ ล ะ ล า ย โ ม โ น โ ป แ ต ส เ ร ีย ม ไ ฮ โ ด ร เ จ น ฟ อ ส เ ฟ ต  
( K H 2 P 0 4 ) 1 0 . 2  ก ร ัม  ใ น น ํ้า ก ล ั่น  5 0 0  ม ล .  ผ ส ม ส า ร ล ะ ล า ย ท ั้ง ส อ ง ใ น อ ัต ร า ฟ ว น เ ท ่า ๆ ก ัน  ป ร ับ  p H  
ใ ห ้ไ ด ้ 6 . 6  โ ด ย เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย ไ ด โ ป แ ต ล เ ร ีย ม ไ ฮ โ ด ร เ จ น ฟ อ ส เ ฟ ต เ ม ื่อ ส า ร ล ะ ล า ย โ ป แ ต ส เ ร ีย ม
ฟ อ ส เ ฟ ต บ ัฟ เ ฟ อ ร ์ม ี p H  น ้อ ย ก ว ่า  6 . 6  ห ร ือ เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย โ ม โ น โ ป แ ต ส เ ร ีย ม ไ ฮ โ ด ร เ จ น ฟ อ ส เ ฟ ต เ ม ื่อ  
ส า ร ล ะ ล า ย โ ป แ ต ล เ ร ีย ม ฟ อ ส เ ฟ ต บ ัฟ เ ฟ อ ร ์มี p H  ม า ก ก ว ่า  6 . 6  บ ร ร จ ุข ว ด เ ก ็บ ภ า ย ใ ต ้ใ น อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  °ซ 
ม ีอ า ย ุก า ร ใ ช ้ไ ด ้น า น  1 4  ว ัน

4 . 2  ส า ร ล ะ ล า ย ช ิเ ต ร ด บ ัฟ เ ฟ อ ร ์( C i t r a t e  b u f f e r )  0 . 0 5  M , p H  4 . 7
เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย ช ิต ร ืก แ อ ช ิค  0 . ร ก ร ัม  แ ล ะ ไ ต ร โ ซ เ ด ีย ม ช ิเ ต ร ท  0 . 7 6  ก ร ัม ใ น น ํ้า ก ล ั่น  9 0  

ม ล .  เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ์ 1 M  ห ร ือ ไ ฮ ด ร อ ค ล อ ร ิก แ อ ช ิค  1 M  เ พ ื่อ ป ร ับ  p H  ใ ห ้ไ ด ้เ ท ่า  
ก ับ  4 . 7  ห ล ัง จ า ก น ั้น เ ต ิม น ํ้า ก ล ั่น ล ง ใ น ส า ร ล ะ ล า ย ช ิเ ต ร ด บ ัฟ เ ฟ อ ร ์จ น ไ ด ้ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ม ล .  บ ร ร จ ุข ว ด  
เ ก ็บ ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  °ซ  ม ีอ า ย ุก า ร ใ ช ้ไ ต ้น า น  1 4  ว ัน

4 . 3  ส า ร ล ะ ล า ย โ ป แ ต ส เ ร ีย ม เ พ ่อ ร ิไ ซ ย า ไ น ด ์ ( P o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e )  2 0 %
เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย โ ป แ ต ส เ ร ีย ม เ พ ่อ ร ิไ ซ ย า ไ น ด ์ 2  ก ร ัม ใ น น ํ้า ก ล ั่น  1 0  ม ล .  จ ะ ไ ด ้ส า ร  

ล ะ ล า ย ท ี่ม ีค ว า ม เ ข ้ม ข ้น  20% {20% K3Fe(CN)6 } บ ร ร จ ุใ น ข ว ด ล ีช า ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  ° ช  ม ีอ า ย ุก า ร  
ใ ช ้ไ ด ้น า น  7  ว ัน
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4 . 4  ส า ร ล ะ ล า ย โ ป แ ต ส เ ช ีย ม เ ฟ อ ร ิก ไ ซ ย า ไ น ด ์( P o t a s s i u m  f e r r i c y a n i d e )  0 . 5  m M
เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย โ ป แ ต ส เ ช ีย ม เ ฟ อ ร ิไ ซ ย า ไ น ด ์ 1 6 . 4  ม ิล ล ิก ร ัม ใ น น ํ้า ก ล ั่น  1 0 0  ม ล .  บ ร ร จ  ุ

ใ น ข ว ด ส ีช า เ ก ็บ ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  °ซ  ม ีอ า ย ุก า ร ใ ช ีใ ต ้น า น  7  ว ัน

4 . 5  ส า ร ล ะ ล า ย โ ร เ ด ีย ม ไ ซ ย า ไ น ด ์ ( S o d i u m  c y a n i d e )  0 . 7 7  M
เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ไ ซ ย า ไ น ด ์0 . 3 8  ก ร ัม ใ น น ำ ก ล ั่น  1 0  ม ล .  ก า ร เ ต ร ีย ม ส า ร ล ะ ล า ย  

โ ซ เ ด ีย ม ไ ซ ย า ไ น ด ์ต ้อ ง ผ ส ม อ ย ่า ง ร ะ ม ัด ร ะ ว ัง ใ น ต ู้ค ว ัน  ( h o o d )  ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่เ ต ร ีย ม ไ ต ้บ ร ร จ ุใ น ข ว ด ส ีช า  
เ ก ็บ ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  °ซ  ม ีอ า ย ุก า ร ใ ช ีใ ต ้น า น  7  ว ัน

4 . 6  N A D H  2  m M
เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย  N A D H  0 . 0 0 1  ก ร ัม  ใ น น ํ้า ก ล ั่น  0 . 7  ม ล .  จ ะ ไ ต ้ส า ร ล ะ ล า ย  N A D H  2 

m M  บ ร ร จ ุใ น ข ว ด ส ีช า เ ก ็บ ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  °ซ  เ ม ื่อ ผ ส ม แ ล ้ว ต ้อ ง ใ ช ้ภ า ย ใ น  2 4  ช ั่ว โ ม ง

4 . 7  E D T A  0 . 2 7  M , p H  7
เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย  E D T A  1 0  ก ร ัม ' ใ น น ํ้า ก ล ั่น  9 0  ม ล .  แ ล ้ว ค ่อ ย ๆ เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม  

ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ์ 1 M  เ พ ื่อ ป ร ับ  p H  ใ ห ้ไ ด ้ 7  เ ต ิม น ํ้า ก ล ั่น จ น ไ ต ้ป ร ิม า ต ร  1 0 0  ม ล .  บ ร ร จ ุข ว ด เ ก ็บ ภ า ย ใ ต  ้
อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  “ซ ม ีอ า ย ุก า ร ใ ช ้ใ ต ้น า น  1 4  ว ัน

4 . 8  ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ไ ฮ ด ร อ ก ไ ซ ด ์( N a O H )  1 M
เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ไ อ ด ร อ ก ไ ซ ด ์ 4  ก ร ัม ใ น น ํ้า ก ล ั่น  1 0 0  ม ล .  บ ร ร จ ุข ว ด เ ก ็บ ภ า ย ใ ต  ้

อ ุณ ห ภ ูม ิห ้อ ง

4 . 9  ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ ( S o d i u m  c h l o r i d e  s o l u t i o n )  0 . 1 5  M
เ ต ร ีย ม โ ด ย ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ 8 . 8  ก ร ัม ใ น น ํ้า ก ล ั่น  1 , 0 0 0  ม ล .  จ ะ ไ ต ้ส า ร ล ะ ล า ย  

โ ซ เ ด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ 0 . 1 5  M  บ ร ร จ ุข ว ด เ ก ็บ ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ4 °ซ  ม ีอ า ย ุก า ร ใ ช ้ง า น ไ ต ้น า น  1 4  ว ัน

4 . 1 0  ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ส ับ ส เ ต ร ท  ( H e m o g l o b i n  s u b s t r a t e  ) 0 . 1 8  m M
ข ั้น ต อ น ก า ร เ ต ร ีย ม ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ส ับ ส เ ต ร ท จ ะ ต ้อ ง เ ต ร ีย ม ท ี่อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5 ° ซ  ด ัง น ี้
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4 . 1 0 . 1  นำ w h o l e  b l o o d  ท ีเ ค ล ือ บ  E D T A  ส า ร ก ัน เ ล ือ ด แ ข ็ง  ใ ส ่,ใ น ,ห ล อ ด เซ น ต ิ' ฟ ิว ส ์’'ป ัน  
ด ้ว ย ค ว า ม เ ร ็ว  3 , 0 0 0  ร อ บ / น า ท ีเ ป ็น เ ว ล า  3  น า ท ี ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5  -  3 0  “ซ แ ย ก เ อ า ส ่ว น ใ ส  
( p l a s m a )  อ อ ก เ ห ล อ เ ป ็น เ ซ ล ล ์เ ม ็ด เ ล ือ ด แ ด ง  ( p a c k  c e l l s  . e r y t h r o c y t e s )

4 . 1 0 . 2  น ำ เ ซ ล ล ์เ ม ็ด เ ล ือ ด แ ด ง ท ี่ไ ด ้ม า ล ้า ง ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์0 . 1 5  M  
โ ด ย ท ี่เ ซ ล ล ์เ ม ็ด เ ล ือ ด แ ด ง จ ำ น ว น  1 ม ล .  เ ต ิม ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์ 1 0  ม ล . ( 1 : 1 0 )  ผ ส ม ใ ห  ้
เ ข ้า ก ัน น ำ ไ ป ป ัน ท ี่ค ว า ม เ ร ็ว  3 , 0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5  -  3 0  °ซ  เ ป ็น เ ว ล า  3  น า ท ี ด ูด  
ส า ร ล ะ ล า ย ส ่ว น ใ ส ท ิ้ง  ข ั้น ต อ น น ี้ใ ห ้ท ำ ซ ํ้า อ ีก  1 ค ร ั้ง

4 . 1 0 . 3  น ำ เ ซ ล ล ์เ ม ็ด เ ล ือ ด แ ด ง ท ี่ผ ่า น ก า ร ล ้า ง ด ้ว ย ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ค ล อ ไ ร ด ์เ ข ้า ส  ่
ก ร ะ บ ว น ก า ร ส ก ัด เ อ า เ อ น ไ ซ ม ์ N A D H -  c y t o c h r o m e  ช 5 r e d u c t a s e  อ อ ก จ า ก เ ซ ล ล ์เ ม ็ด เ ล ือ ด  โ ด ย น ำ  
เ ซ ล ล ์เ ม ็ด เ ล อ ด แ ด ง จ ำ น ว น  1 0  ม ล . ใ ส ่ใ น น ำ ก ล ัน  6 0  ม ล . แ ล ะ เ ต ิม  D r y  d i e t h y l a m i n o e t h y l - C e l l u l o s e  
( D E A E ,  D E - 5 2 )  1 . 6  ก ร ัม  เ ข ย ่า ใ ห ้เ ข ้า ก ัน น า น  1 0  น า ท ี น ำ ไ ป ป ัน ด ้ว ย ค ว า ม เ ร ็ว  3 , 0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี 
ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5  -  3 0  °ซ  เ ป ็น เ ว ล า  3  น า ท ี แ ย ก เ อ า เ ฉ พ า ะ ส ่ว น ใ ส  ( s u p e r n a t a n t )  ใ ส ่ใ น ห ล อ ด  
เ ซ น ต ิฟ ิว ล ์ห ล อ ด ใ ห ญ ่แ ล ้ว เ ต ิม  D E A E  จ ำ น ว น เ ท ่า เ ด ิม แ ล ะ ท ำ ซ ํ้า อ ีก  3  ค ร ั้ง

4 . 1 0 . 4  น ำ ส ่ว น ใ ส ท ี่ไ ด ้ม า ว ิเ ค ร า ะ ห ์ห า ป ร ิม า ณ ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน โ ด ย ก า ร ว ัด ห า ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน  
แ ส ง  ( o p t i m a l  d e n s i t y ,  O D . )  ท ี 5 4 0  น า โ น เ ม ต ร

4 . 1 0 . 5  น ำ ส ่ว น ใ ส ข ้อ  4 . 1 0 . 4  ม า เ จ ือ จ า ง ด ้ว ย น ํ้า ก ล ั่น จ น ไ ด ้ค ่า ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง  
ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ล ับ ส เ ต ร ท  เ ท ่า ก ับ  0 . 1 8  ก า แ  เ ม ื่อ ผ ส ม แ ล ้ว จ ะ ต ้อ ง ใ ช ้ภ า ย ใ น  2 4  ช ั่ว โ ม ง

4 . 1 0 . 6  ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ล ับ ส เ ต ร ท  จ ะ ต ้อ ง ผ ่า น ก า ร ท ด ส อ บ ว ่า ไ ม ่ม ีเ อ น ไ ซ ม ์ N A D H  -  
c y t o c h r o m e  ช 5 r e d u c t a s e  โ ด ย ใ ช ้ว ิธ ีก า ร ว ัด ส ม ร ร ถ น ะ เ อ น ไ ซ ม ์ N A D H - c y t o c h r o m e  ช 5 
r e d u c t a s e  ( H e g e s h ,  C a l m a n o v i c i  a n d  A v o n ,  1 9 6 8 )  ก ่อ น ท ีจ ะ น ำ ไ ป ใ ช ้ใ น ก า ร ท ด ล อ ง

4 . 1 0 . 7  H e m o g l o b i n  s u b s t r a t e  ท ี่ส ก ัด ไ ด ้บ ร ร จ ุใ น ข ว ด ล ีซ า ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 4  °ซ  ม ีอ า ย  ุ
ก า ร ใ ช ้ไ ด ้น า น 1 4  ว ัน

5. วิธ ีการทดลอง

5.1 เกณฑ์การตัดเลือกกลุ่มตัวอย่างเพี่อ'ใช้ในการ'ทดลอง
5 . 1 . 1  ก ล ุ่ม ต ัว อ ย ่า ง เ ป ็น ผ ู้ป ่ว ย ท ี่ไ ด ้ร ับ ย า  n i t r o g l y c e r i n
5.1.1.1 เ ก ณ ฑ ์ก า ร ตัด เ ล ือ ก เ ข ้า ด กี ษ า  ( I n c l u s i o n )

ก. ผ ู้ป ่ว ย ช า ย  ห ร ือ ห ญ ิง  ท ี่เ ข ้า ม า ร ัก ษ า ใ น โ ร ง พ ย า บ า ล จ ุฬ า ล ง ก ร ณ ์ท ี่ม ีอ า ย ุร ะ ห ว ่า ง  
2 0 - 6 5  ป ี จ ำ น ว น  4 0  ค น โ ด ย แ บ ่ง เ ป ็น ผ ู้ป ่ว ย ช า ย จ ำ น ว น  2 0  ค น  แ ล ะ ผ ู้ป ่ว ย ห ญ ิง จ ำ น ว น  2 0  ค น
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ข . ผ ู้ป ่ว ย ท ีไ ด ้ร ับ ก า ร ร ัก ษ า ด ้ว ย ย า  n i t r o g l y c e r i n  ท า ง ห ล อ ด เ ล ือ ด ด ำ เ ท ่า น ั้น
ค .  ข น า ด ย า ท ี่ผ ู้ป ่ว ย ไ ด ้ร ับ ใ น ก า ร ร ัก ษ า อ ย ู่ใ น ช ่ว ง  2 4 , 0 0 0  -  1 0 4 , 0 0 0  ไ ม โ ค ร ก ร ัม

โ ด ย ใ ห ้อ ัต ร า เ ร ็ว  0 . 1 - 3  p g / K g / m i n  เ ป ็น ร ะ ย ะ เ ว ล า  1 -  2  ว ัน
5 . 1 . 1 . 2  เ ก ณ ฑ ์ก า ร ไ ม ่ค ัด เ ล ือ ก เ ข ้า ส ีก ษ ๆ  ( E x c l u s i o n )

ก .  ผ ู้ป ่ว ย ท ี่ม ีร ะ บ บ ก า ร ไ ห ล เ ว ีย น โ ล ห ิต ไ ม ่ค ง ท ี่ ( H e m o d y n a m i c  u n s t a b l e )  เช ่น  
ผ ู้ป ่ว ย ม ีค ว า ม ด ัน โ ล ห ิต ต ํ่า  ภ า ว ะ ช ๊อ ค เ น ื่อ ง จ า ก ก า ร เ ส ีย เ ล ือ ด  ภ า ว ะ ห ัว ใ จ ล ้ม เ ห ล ว ร ุน แ ร ง

ข . ผ ู้ป ่ว ย ท ี่ม ีภ า ว ะ โ ล ห ิต จ า ง  เช ่น  ม ีค ่า ฮ ีม า โ ต ค ร ิต ต ํ่า ก ว ่า  3 0 % แ ล ะ จ ำ เ ป ็น จ ะ ต ้อ ง  
ใ ห ้เ ล ือ ด ท ด แ ท น

ค . ผ ู้ป ่ว ย ท ี่เ ป ็น โ ร ค ต ิด ต ่อ ร ้า ย แ ร ง  เ ช ่น  โ ร ค ภ ูม ิค ุ้ม ก ัน บ ก พ ร ่อ ง  โ ร ค ไ ว ร ัส ด ับ อ ัก เ ส บ  
โ ร ค เ ร ิม  ห ร ือ โ ร ค ท ี่ต ิด ต ่อ ท า ง เ ล ือ ด ต ่า ง ๆ

ง .  ผ ู้ป ่ว ย ท ี่ไ ด ้ร ับ ย า  เช ่น  ย า ก ล ุ่ม  o r g a n i c  n i t r a t e s  ใ น ร ูป แ บ บ อ ื่น ๆ  แ ล ะ ไ ด ้ม ีก า ร ท ำ
i n f o r m e d  c o n s e n t  ( ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค )  ไ ม ่ไ ด ้ร ับ ย า อ ื่น ท ี่ไ ม ่ไ ด ้ม ีผ ล ต ่อ ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน  ( ต า ร า ง ท ี่ 3 )  ร ่ว ม ก ับ  
ย า  n i t r o g l y c e r i n  ท า ง ห ล อ ด เ ล ือ ด ด ำ

5 . 1 . 2  ก ล ุ่ม ต ัว อ ย ่า ง ท ี่เ ป ็น ค น ป ก ต ิ
5 . 1 . 2 . 1  เ ก ณ ฑ ์ก า ร ค ัด เ ล ือ ก เ ข ้า ส ืก ษ า  ( I n c l u s i o n )

ช า ย แ ล ะ ห ญ ิง ไ ท ย ท ี่ม ีร ่า ง ก า ย แ ข ็ง แ ร ง อ า ย ุร ะ ห ว ่า ง  2 0  -  6 5  ป ี ท ี่ม า บ ร ิจ า ค โ ล ห ิต ใ ห  ้
ก ับ ส ภ า ก า ช า ด ไ ท ย แ ล ะ เ ค ย บ ร ิจ า ค เ ล ือ ด ม า ก ก ว ่า  1 ค ร ั้ง เ พ ื่อ ป ้อ ง ก ัน โ ร ค ต ิด ต ่อ ท ี่อ า จ ไ ด ้จ า ก ผ ู้ร ับ  
บ ร ิจ า ค  จ ำ น ว น  1 1 4 ท ่า น โ ด ย แ บ ่ง เ ป ็น เ พ ศ ช า ย  5 7  ค น แ ล ะ เ พ ศ ห ญ ิง จ ำ น ว น 5 7  ค น  ไ ด ้ม ีก า ร ท ำ  
i n f o r m e d  c o n s e n t  ( ใ น ภ า ค ผ น ว ก  ค )  ไ ม ่ไ ด ้ร ับ ย า อ ื่น ท ี่ม ีผ ล ต ่อ ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน  ( ต า ร า ง ท ี่ 3 )

5 . 1 . 2 . 2  เ ก ณ ฑ ์ก า ร ไ ม ่ค ัด เ ล ือ ก เ ข ้า ส ืก ษ า  ( E x c l u s i o n )
ผ ู้ท ี่ม า บ ร ิจ า ค โ ล ห ิต ท ี่ร ับ ป ร ะ ท า น ว ิต า ม ิน ช ีแ ล ะ ว ิต า ม ิน บ ี 2  เ ป ็น ป ร ะ จ ำ แ ล ะ ก ำ ล ัง ไ ด  ้

ร ับ ย า ท ี่ม ีผ ล ต ่อ ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน  ( ต า ร า ง ท ี่ 3 )

5 . 2  ก า ร เ ก ็บ ต ัว อ ย ่า ง เ ล ือ ด

เ ล ือ ด ท ี่เ จ า ะ ไ ด ้จ า ก ค น ป ก ต ิแ ล ะ ผ ู้ป ่ว ย จ ำ น ว น  3  ม ล . ใ ส ่ใ น ห ล อ ด ท ด ล อ ง ท ี่เ ค ล ือ บ  E D T A  
ส า ร ก ัน เ ล ือ ด แ ข ็ง  น ำ เ ล ือ ด ไ ป เ ก ็บ ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 4 ° ซ  แ ล ะ ต ้อ ง ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง ห า ร ะ ด ับ เ ม ท -  
ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ภ า ย ใ น  6  ช ั่ว โ ม ง  แ ล ะ ท ำ ก า ร ท ด ล อ ง ห า ป ่ร ็ม า ณ เ อ น ไ ช ม ํไ ซ โ ต โ ค ร ม บ ีห ้า ร ีด ัก เ ต ล  ภ า ย ใ น  
1 2  ช ั่ว โ ม ง
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5 . 3  ก า ร ว ัด ป ร ิม า ณ ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง เ ม ท ฮ ึโ ม โ ก ล บ ิน ใ น เ ล ือ ด ท ง  2  ก ล ุ่ม

ท ำ ก า ร ว ัด ป ร ิม า ณ ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น ข อ ง เ ม ท ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ใ น เ ล ือ ด  โ ด ย ป ร ะ ย ุก ต ์ใ ช ้ว ิธ ีก า ร ' ข อ ง  
H e g e s h ,  1 9 7 0  ม ีข ั้น ต อ น ก า ร ว ัด ด ัง น ี้ ค ือ

5 . 3 . 1  ก า ร เ ต ร ีย ม แ บ ล ง ค ์ ( B l a n k )
ใ ช ้ป ิเ ป ต ด ูด ส า ร ล ะ ล า ย โ ป แ ต ส เ ช ีย ม ฟ อ ส เ ฟ ต บ ัฟ เ ฟ อ ร ์0 . 1 5  M 1 p H  6 . 6  จ ำ น ว น  1 . 5  

ม ล .  แ ล ะ น ํ้า ก ล ั่น จ ำ น ว น  1 . 5  ม ล .  ใ ส ่ใ น ค ิว เ ว ต ต ์ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน  ( C 1  )
5 . 3 . 2  ใ ช ้ป ิเ ป ต ด ูด เ ล ือ ด  ( w h o l e  b l o o d )  จ ำ น ว น  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร ใ ส ่ใ น ห ล อ ด ท ด ล อ ง  

เ ซ น ต ิฟ ิว ส ์’ท ี่ม ีน ํ้า ก ล ั่น  3 . 9  ม ล . ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน ห ล ัง จ า ก น ั้น ด ูด ส า ร ล ะ ล า ย โ ป แ ต ส เ ช ีย ม ฟ อ ส เ ฟ ต
บ ัฟ เ ฟ อ ร ์( 0 . 1 5  M  1 p H  6 . 6 ) จ ำ น ว น 4 ม ล . ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน

5 . 3 . 3  น ำ ส า ร ล ะ ล า ย ท ี่ไ ด ้,จ า ก ข ้อ 5 . 3 . 2 ป ่น ด ้ว ย เคร อ ง เ ซ น ต ิฟ ิว ล ัด ้ว ย ค ว า ม เ ร ็ว  3 , 2 0 0  ร อ บ ต ่อ  
น า ท ี ภ า ย ใ ต ้อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5  -  3 0 ° ซ  เ ป ็น เ ว ล า  5  น า ท ี

5 . 3 . 4  แ บ ่ง ฮ ีโ ม ล ัย เ ส ก ต ์ท ี่ไ ด ้จ า ก ข ้อ  5 . 3 . 3  ใ ช ้ป ิเ ป ต ด ูด ใ ส ่ใ น ค ิว เ ว ต ต ์ 2  ห ล อ ด เ ท ่า ๆ ก ัน  ห ล อ ด  
ล ะ  3  ม ล .  ( C 2  แ ล ะ  C 3  )

5 . 3 . 5  น ำ ค ิว เ ว ต ต ์ C 3  ม า เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย  2 0 %  K 3F e ( C N ) 6 จ ำ น ว น  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร ป ิด ด ้ว ย  
แ ผ ่น พ า ร า ฟ ิล ล ์ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้น า น  2  น า ท ี ( เ พ ื่อ ใ ห ้ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน เ ป ล ี่ย น เ ป ็น เ ม ท ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน )  
ก ่อ น น ำ ม า ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง

5 . 3 . 6  น ำ ค ิว เ ว ต ต ์C 2  แ ล ะ  0 3 ไ ป ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ 6 3 0  น า โ น เ ม ต ร โ ด ย ใ ช ้ค ิว เ ว ต ต ์C 1  
เ ป ็น แ บ ล ง ค ์ ก ำ ห น ด ค ่า ล ัญ ( บ ล ัก ษ ณ ์ ท ี่ว ัด ไ ด ้ C 2  =  A2a แ ล ะ  C 3  =  A 3a  ( ก ่อ น ท ำ ก า ร ว ัด ต ้อ ง ป ร ับ ค ่า  
เ ร ิ่ม ต ้น ท ี่ 0  ก ่อ น )

5 . 3 . 7  เ ต ิม ส า ร ล ะ ล า ย โ ซ เ ด ีย ม ไ ซ ย า ไ น ด ์ ( 0 . 7 7  M ) จ ำ น ว น  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร ล ง ใ น ค ิว เ ว ต ต ์ C 2  
แ ล ะ  C 3  ( เ พ ื่อ เ ป ล ี่ย น เ ม ท ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน เ ป ็น ไ ซ ย า โ น เ ม ท ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน แ ล ะ ไ ม ่ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ 6 3 0  น า โ น  
เม ต ร )  ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้น า น  5  น า ท ี ก ่อ น ท ำ ก า ร ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ล ง

5 . 3 . 8  น ำ ค ิว เ ว ต ด ์จ า ก ข ้อ 5 . 3 . 7  ม า ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง ท ี่ 6 3 0  น า โ น เ ม ต ร โ ด ย ใ ช ้ค ิว เ ว ต ต  ์
C 1  เ ป ็น แ บ ล ง ค ์ ก ำ ห น ด ค ่า ล ัญ ญ ล ัก ษ ณ ์ท ี่ว ัด ไ ด ้ C 2  =  A j b  แ ล ะ  C 3  =  A j b

ก า ร ค ำ น ว ณ ห า ป ร ิม า ณ ค ว า ม เ ข ้ม ข ้น เ ม ท ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน
เ ป อ ร ์เ ซ น ต ์เ ม ท ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน  ( %  ทาe t h e m o g l o b i n )  =  ( A ^ - A ^ )  X  1 0 0

( V  - A,b)



41

5.4 การหาค ่าฮ ึโมโกลบ ิน  (Hemoglobin assay)

5 . 4 . 1  ด ูด เ ล ือ ด  ( w h o l e  b l o o d )  จ ำ น ว น  4 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร  ( ถ ้า เ ป ็น ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน  ส ับ ส เ ต ร ท  
จ ำ น ว น  2 5 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร )  ใ ส ่ใ น ห ล อ ด เ ช น ต ิท ิเ ว ล ์ท ี่ม ีส า ร ล ะ ล า ย  D r a b k i n  จ ำ น ว น  5  ม ล  ผ ส ม ใ ห ้เ ข ้า ก ัน  
ต ั้ง ท ิ้ง ไ ว ้น า น  5  น า ท ี น ำ ไ ป ป ัน ด ้ว ย เ ค ร ื่อ ง เ ซ น ต ิท ิเ ว ล ์ด ้ว ย ค ว า ม เ ร ็ว  3 , 0 0 0  ร อ บ ต ่อ น า ท ี ภ า ย ใ ต  ้
อ ุณ ห ภ ูม ิ 2 5  -  3 0  °ซ  น า น  2 - 3  น า ท ี

5 . 4 . 2  ใ ช ้ป ิเ ป ต ด ูด ส า ร ล ะ ล า ย ส ่ว น ท ี่ใ ส ห ร ือ ฮ ีโ ม ล ัย เ ส ก ต ้ไ ส ่ใ น ค ิว เ ว ต ต ์จ ำ น ว น  3  ม ล .
5 . 4 . 3  น ำ ค ิว เ ว ต ต ์ท ี่ใ ส ่ฮ ีโ ม ล ัย เ ส ก ต ์จ า ก ข ้อ  5 . 4 . 2  ม า ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ล ง ท ี่ 5 4 0  น า โ น เ ม ต ร  

โ ด ย ใ ช ้ค ิว เ ว ต ต ์ท ี่ม ีน ํ้า ก ล ั่น เ ป ็น แ บ ล ง ค ์ บ ัน ท ึก ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  ( ก ่อ น ท ำ ก า ร ว ัด ต ้อ ง ป ร ับ ค ่า เ ร ิ่ม ต ้น  
ท ี่ 0  ก ่อ น )

ก า ร ค ำ น ว ณ ห า ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน  ป ร ะ ย ุก ต ์โ ด ย ' ใ ช ้ว ิธ ีก า ร 1ข อ ง  H e g e s h  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 7 0 )

ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน  ( H e m o g l o b i n )  =  O D . 5 4 0  X  0 . 2 0 7  p M  in  s a m p l e

5.5. การวัดสมรรถนะเอนไซม์ NADH-cytychrome b5 reductase

5 . 5 . 1  ใ ช ้ป ิเ ป ต ด ูด ส า ร ล ะ ล า ย ต า ม ล ำ ด ับ ต ่อ ไ ป น ี้ล ง ใ น ห ล อ ด ท ด ล อ ง เ ซ น ต ิท ิเ ว ล ์ฃ น า ด 1 0 ม ล .
-  ส า ร ล ะ ล า ย  E D T A  ( 0 . 2 7  M , p H  7 )  จ ำ น ว น  2 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร

-  ส า ร ล ะ ล า ย ซ ิเ ต ร ด บ ัฟ เ ฟ อ ร ์( 0 . 0 5  M , p H  4 . 7 )  จ ำ น ว น  1 0 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร
-  ส า ร ล ะ ล า ย โ ป แ ต ส เ ช ีย ม เ ฟ อ ร ิไ ซ ย า ไ น ด ์ ( 0 . 5  m M )  จ ำ น ว น  3  ม ล .
-  ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ล ับ ส เ ต ร ท  ( 0 . 1 8  m M )  จ ำ น ว น  2  ม ล
-  น ํ้า ก ล ั่น ' จ ำ น ว น  3 . 4 8  ม ล .
-  เ ล ือ ด จ ำ น ว น  1 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร

ห ม า ย เ ห ต ุ : ใ น ก า ร ต ร ว จ ล อ บ ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ล ับ ส เ ต ร ท ท ี่ส ก ัด ไ ด ้ว ่า ไ ม ่ม ีเ อ น ไ ซ ม ไ ช โ ต โ ค ร ม บ ีห ้า ร ืด ัก เ ต ส  
เ ห ล ือ อ ย ู่ใ น ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ล ับ ส เ ต ร ท  ใ ช ้ป ิเ ป ต ด ูด ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน ล ับ ส เ ต ร ท จ ำ น ว น  4 . 2  ม ล . แ ท น เ ล ือ ด )

5.5.2 นำสารละลายทั้งหมดในข้อ 5.1 ผสมให้เช้ากันตั้งทิ้งไว้นาน 5 นาที นำไปปันด้วย
เครื่องเซนติทิเวล์ที่อุณหภูมิ 25 -  30 °ช เป็นเวลา 5 นาที เพื่อให้เชลล์เมนเบรนแตกและตกตะกอน
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5 . 5 . 3  ใ ช ้ป ิเ ป ต ด ูด ส า ร ล ะ ล า ย ฮ ีโ ม ล ัย เ ล ก ต ์จ ำ น ว น  9 5 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร ใ ส ่ใ น ค ิว เ ว ต ต ์ท ั้ง  2  ห ล อ ด  
เ ท ่า ๆ ก ัน  โ ด ย ก ำ ห น ด ใ ห ้ห ล อ ด ท ี่ 1 เ ป ็น ห ล อ ด ต ัว อ ย ่า ง  ( S a m p l e )  แ ล ะ อ ีก ห ล อ ด แ ท น แ บ ล ง ค ์

5 . 5 . 4  ห ล อ ด ท ี่เ ป ็น แ บ ล ง ค โ ช ้ป ิเ ป ต ด ูด น ำ ก ล ั่น จ ำ น ว น  5 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร ผ ส ม ใ ห ้เ ช ้า ก ัน
5 . 5 . 5  น ำ ค ิว เ ว ต ต ์ท ั้ง  2  ห ล อ ด ใ ส ่เ ค ร ื่อ ง ส เ ป ค โ ต โ ฟ โ ต ม ิเ ต อ ร ์ป ร ับ ค ว า ม ย า ว ค ล ื่น อ ย ู่ท ี่ 5 7 5  

น า โ น เ ม ต ร แ ล ะ ป ร ับ ค ่า เ ร ิ่ม ต ้น ท ี่ 0
5 . 5 . 6  เ ต ิม ล า ร  N A D H  ( S i g m a  3 4 0 - 1 0 1 )  จ ำ น ว น  5 0  ไ ม โ ค ร ล ิต ร ล ง ใ น ห ล อ ด ต ัว อ ย ่า ง แ ล ้ว  

ผ ส ม ใ ห ้เ ช ้า ก ัน
5 . 5 . 7  ว ัด ค ่า ก า ร ด ูด ก ล ืน แ ส ง  ท ี่ 5 7 5  น า โ น เ ม ต ร  ห ล ัง จ า ก ท ี่เ ต ิม  N A D H  เ ป ็น เ ว ล า  3 0  ว ิน า ท  ี

น ำ ค ่า ก า ร เ ป ล ี่ย น แ ป ล ง ค ล ื่น แ ส ง ท ี่ไ ด ไ ป ค ำ น ว ณ

ค ำ น ว ณ ห า ส ม ร ร ถ น ะ เ อ น ไ ซ ม ์ N A D H - c y t o c h r o m e  ช 5 r e d u c t a s e  โ ด ย ป ร ะ ย ุก ต ์ใ ช ้ว ิธ ีของ 
H e g e s h  แ ล ะ ค ณ ะ  ( 1 9 6 8 )

N A D H -  c y t o c h r o m e  ช 5 r e d u c t a s e  =  A O D . 5 7 5 / m i n  X  1 , 0 0 0
( f e r r i h e m o g l o b i n  r e d u c t a s e )  4 2  O D . 5 4 0  X  0 . 2 0 7  X  6 8

=  A O D . 5 7 5 / m i n  X  1 7  U n i t s  
O D . 5 4 0

โ ด ย ท ี 1 U n i t  =  1 ทา!-เทาo l e  o f  N A D H -  ก าe t h e m o g l o b i n  r e d u c t a s e  p e r  m i n u t e  p e r
m i l l i g r a m  o f  s a m p l e  h e m o g l o b i n

0 . 2 0 7  =  T h e  m o l a r  e x t i n c t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  f e r r i h e m o g l o b i n  c y a n i d e  a t
5 4 0  n m .  i s  4 8 . 2  x 1 0 3

4 2  X 1 0 3 =  T h e  d i f f e r e n c e  in  a b s o r p t i o n  b e t w e e n  f e r r i -  a n d  f e r r o h e m o g l o b i n  a t  
5 7 5  a n d  p H  5 . 2  f o r  a  m o l a r  s o l u t i o n  

T h e  m o l e c u l a r  w e i g h t  o f  h e m o g l o b i n  i s  6 8 , 0 0 0
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6. ขนตอนการทดล'อง

6 .1  ก ่อ น ท ำ ก า ร เ จ า ะ เ ล ือ ด ผ ู้ป ่ว ย ท ำ ก า ร ซ ัก ป ร ะ ว ัต ิผ ู้ป ่ว ย ต า ม เ ก ณ ฑ ์ก า ร ค ัด ผ ู้ป ่ว ย เ ข ้า ส ืก ษ า  
แ ล ะ แ ผ น ก า ร ใ ห ้ย า ต า ม ก า ร ร ัก ษ า ข อ ง แ พ ท ย ์ต า ม เ ก ณ ฑ ์ท ี่ก ล ่า ว ม า แ ล ้ว ใ น ข ้อ  5 . 1 . 1 . 1  แ ล ะ ธ . 1 . 1 . 2

6 . 2  ค น ป ก ต ิท ี่ม า บ ร ิจ า ค เ ล ือ ด ต ้อ ง ผ ่า น ก า ร ซ ัก ป ร ะ ว ัต ิต า ม เ ก ณ ฑ ์ท ี่ก ล ่า ว ม า แ ล ้ว ใ น ข ้อ
5 . 1 . 2 . 1  แ ล ะ 5 . 1 . 2 . 2

6 . 3  น ำ เ ล ือ ด ท ี่ไ ด ้ท ั้ง  2  ก ล ุ่ม ไ ป ห า ป ร ิม า ณ เ ม ท ฮ ีโ ม โ ก ล บ ิน  แ ล ะ ส ม ร ร ถ น ะ เ อ น ไ ซ ม ์ N A D H -  
c y t o c h r o m e  ช 5 r e d u c t a s e

7. การหาความแม่นยำของการตรวจวัดสมรรถนะของเอนไซม์ไซโตโครมบีห้ารีด้กเตส 
ในเล ือดคนปกติ

ท ำ ก า ร ว ัด ส ม ร ร ถ น ะ ข อ ง เ อ น ไ ช ม ่ไ ช โ ต โ ค ร ม บ ีห ้า ร ีค ัก เ ต ส  โ ด ย ท ำ ก า ร เ จ า ะ เ ล ือ ด จ า ก ค น ป ก ต ิท ี่ม  ี
ส ุข ภ า พ ร ่า ง ก า ย แ ข ็ง แ ร ง  1 ค น  ใ ล ่ใ น ห ล อ ด ท ด ล อ ง ท ี่เ ค ล ือ บ ด ้ว ย  E D T A  ส า ร ก ัน เ ล ือ ด แ ข ็ง ท ำ ก า ร ว ัด ท ั้ง  
ห ม ด 1 0 ค ร ั้ง  น ำ ค ่า ท ี่ไ ด ้ม า ห า ค ่า เ ฉ ล ี่ย ( X )  ค ่า เ บ ี่ย ง เ บ น ม า ต ร า ฐ า น  ( S D )  แ ล ะ ค ่า ส ัม ป ร ะ ส ิท ธ ิ ้
ค ว า ม ผ ัน แ ป ร  ( % C V )

% c v  =  S t a n d a r d  d e r i a t i o n  ( S D ) X  1 0 0  
m e a n  ( X  )

8. สถิต ิท ี่ใชในการทดลอง

เ ป ร ีย บ เ ท ีย บ ค ว า ม แ ต ก ต ่า ง ท า ง ส ถ ิต ิร ะ ห ว ่า ง ก ล ุ่ม ท ด ล อ ง แ ล ะ ก ล ุ่ม ต ัว อ ย ่า ง ท ี่อ ิส ร ะ ต ่อ ก ัน  
โ ด ย ใ ช ้ I n d e p e n d e n t  S a m p l e  T - T e s t  ท ี่ร ะ ด ับ ค ว า ม เ ช ื่อ ม ั่น  9 5 %  แ ล ะ ' ห า ค ่า ล ้ม ป ร ะ ส ิท ธ ิ้' ล ห  
ส ัม พ ัน ธ ์ ( c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t ,  ) ส ูต ร ต ัง ต ่อ ไ ป น ี้ ก ำ ห น ด ค ว า ม เ ช ื่อ ม ั่น ท ี่ p <  0 . 0 5

n S x v  -  Z x Z v _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _
V [ n Z X 2 - ( Z x ) 2] [ n Z y 2 - ( Z y ) 2]

c o r r e l a t i o n  c o e f f i c i e n t  (r)
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