
การพัฒนาวิธีการที่ง่ายและรวดเร็วส าหรับตรวจวัดปริมาณสารกลุ่มฮอรโมนสเตียรอยด ์

ในเซรั่มด้วยเทคนิคลคิวิดโครมาโทกราฟแมสสเปคโตรมิเตอร์ (LC-MS) 
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บทน า 
 ฮอร์โมนสเตียรอยด์ เป็นสารประกอบเชิงชีวโมเลกุล
ที่มีคุณสมบัติเป็นลิพิด และมีโครงสร้างพื้นฐานเป็นวงแหวน
คาร์บอนส่ีวงเชื่อมต่อกัน ท าหน้าที่ควบคุมกระบวนการทาง
สรีรวิทยาหลากหลาย แม้แต่ละชนิดจะมีบทบาทเฉพาะตัว
แตกต่างกัน แต่ทั้งหมดมีต้นก าเนิดจากสารตั้งต้นเดียวกันคือ
คอเลสเตอรอล ผ่านกระบวนการเมแทบอลิซึมฮอร์โมน 
 สเตียรอยด์พบได้ทั้งในธรรมชาติ จากวัสดุชีวภาพ
และจากการสังเคราะห์ ตัวอย่างที่มีบทบาทส าคัญในระบบ
สืบพันธุ์ได้แก่ เอสโตรเจน แอนโดรเจน และโปรเจสตาเจน 
ซึ่งสร้างหลักจากอัณฑะและรังไข่ ฮอร์โมนเพศสเตียรอยด์ที่
พบได้บ่อยและเป็นที่ รู้จักทั่วไปได้แก่ เอสตราไดออล เทส
โทสเตอโรน และโปรเจสเตอโรน 
 โครมาโทกราฟีของเหลวควบคู่แมสสเปกโตรมิเตอร์
แบบtandem (LC–MS/MS) ก าลังได้รับความนิยมมากขึ้นใน
การวิเคราะห์ฮอร์โมนสเตียรอยด์ เนื่องจากใช้ปริมาณ
ตัวอย่างน้อย ใช้เวลาในการวิเคราะห์ส้ัน มีความจ าเพาะสูง
กว่าการตรวจแบบอิมมูโนแอสเสย์ และสามารถตรวจวัดสาร
หลายชนิดได้พร้อมกัน  
 ปัจจุบันความก้าวหน้าด้านเทคโนโลยีท าให้สามารถ
วิเคราะห์ฮอร์โมนสเตียรอยด์ได้หลากหลายชนิดในช่วงความ
เข้มข้นที่กว้างพร้อมยกระดับมาตรฐานการวิเคราะห์อย่างมี
นัยส าคัญ เทคนิคนี้เ ร่ิมถูกน ามาใช้ในห้องปฏิบัติการคลินิก
ทั่วไปรวมถึงงานด้านต่อมไร้ท่อและเปิดโอกาสให้ประยุกต์ใช้
ทั้งในระดับฮอร์โมนเดี่ยวและชุดฮอร์โมนที่เกี่ยว 
ข้องกับภาวะทางคลินิกหลากหลาย 

 

 

ภาพท่ี 1 แสดงตัวอย่างฮอร์โมนสเตียรอยด ์

Desorption, Clean-up and LC Conditions 

MS Conditions 

Analytical Column Accucore C18 
(2.1x100mm) 2.6µm 

Column temperature 40 °C 

Mobile phase A: 0.1% Formic acid in H2O 
B: 0.1% Formic acid in 
Methanol 

Data acquisition 
mode 

Selected ion monitoring 
(SRM) 

Ion source type APCI 

vaporizer temperature 350oC 

Ion Transfer tube 
Temp 

325oC 

Spray voltage 4800 V 

Sheath gas and auxil-
iary 

60 and 10(arbitrary units), 

Collision gas (argon) 
pressure 

1.5 mTorr. 



SRM transition and Collision Energy  

 

 

 

 

 

 

การเตรียมตัวอย่าง 

 เตรียมตัวอย่างโดยการตกตะกอนโปรตีน โดยใช้
ตัวอย่างเป็นเซร่ัมปริมาณ 100 µL และ ISTD ปริมาณ 5 
µL เติมสารส าหรับตกตะกอนโปรตีนปริมาณ 40 µL ผสม
ให้เข้ากันแล้วน าไปปั่นที่ความเร็ว 4,000 g เป็นเวลา 10 
นาที หลังจากนั้นดูดเอาส่วนใสปริมาตร 100 µL ส าหรับ
การวิเคราะห์ด้วยเทคนิค LC-MS ต่อไป 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ภาพท่ี 2 แสดงตัวอย่างโครมาโตแกรม 

A: โครมาโตแกรมของ 11-Deoxycorticosterone 

B: โครมาโตแกรมของ Androstenedione 

C: โครมาโตแกรมของ Cortisol 

D: โครมาโตแกรมของ  Progesterone,  

E: โครมาโตแกรมของ Testosterone 

F: โครมาโตแกรมของ ISTD (Corticosterone) 

 

ภาพท่ี 3 แสดงตัวอย่างเส้นกราฟมาตรฐาน 

 

A: เส ้นกราฟมาตรฐานของ 11 -Deoxycorticosterone ค่า 
R2 = 0.9953 

B: เส้นกราฟมาตรฐานของ Androstenedione ค่า R2 = 
09986 

C: เส้นกราฟมาตรฐานของ Cortisol ค่า R2 = 0.9989 

D: เส้นกราฟมาตรฐานของ Progesterone ค่า R2 = 0.9923  

E: เส้นกราฟมาตรฐานของ Testosterone ค่า R2 = 0.9979 

Compound 
Precursor 
(m/z) 

Product 
(m/z) 

Collision Energy 
(v) 

11-Deoxycorticosterone 331.0 97.0 18.3 

Androstenedione 287.1 97.1 15.2 

Cortisol 363.1 115.0 13.6 

Progesterone 315.0 97.0 17.4 

Testosterone 289.1 97.0 19.0 

Corticosterone (IS) 290.0 100.0 19.5 

เซรั่มตัวอย่าง 100 µl + Internal standard 10 µl + 
สารตกตะกอนโปรตีน 40 µl 

ผสมให้เข้ากันด้วย Vortex Mixer 

ป่ันที ่10,000 rpm เป็นเวลา 10 นาท ี

ดูดส่วนใสปริมาณ 100 µl ใสข่วดตัวอย่าง 

ท่ีมี insert glass 

ฉีดตัวอย่างเข้า LC-MS ปริมาณ 5 µl 
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สรุปผลการทดลอง 

 เทคนิคการตรวจวัดปริมาณฮอร์โมนสเตียรอยด์ใน
เซร่ัมด้วย ลิควิดโครมาโทกราฟีแมสสเปกโตรมิเตอร์ (LC-
MS) ที่พัฒนาขึ้นนี้แสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพที่โดดเด่นทั้ง
ในด้านความแม่นย าและความคุ้มค่าผลการวิเคราะห์ยืนยัน
ว่าวิธีนี้สามารถ แยกสารแต่ละชนิดได้อย่างชัดเจน และมี 
ความน่าเชื่อถือสูงดังที่แสดงจากค่า R2 ที่ใกล้เคียง 1 ของ
ทุกสารนอกจากนี้ยังช่วยลดต้นทุนการทดสอบได้อย่างมาก 
อีกทั้งยังใช้ตัวอย่างเพียงเล็กน้อย (100 µL) และมีขั้นตอน
การเตรียมตัวอย่างที่ง่ายและรวดเร็วด้วยคุณสมบัติเหล่านี้
วิธีการที่พัฒนาขึ้นจึงช่วยให้การตรวจวัดฮอร์โมนสเตียรอยด์
เป็นไปอย่าง สะดวก รวดเร็ว และมีประสิทธิภาพโดยใช้
เวลาในการวิเคราะห์เพียง 10 นาที ซึ่งเป็นประโยชน์อย่าง
ยิ่งต่อการวินิจฉัยทางการแพทย์และการวางแผนการรักษาที่
แม่นย าและทันท่วงทีส่งผลดีต่อผู้ป่วยโดยตรง 
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