
การพัฒนาวิธีการวิเคราะห์เชิงปริมาณวิตามินเอและวิตามนิดีในซีรัมอย่างง่ายและรวดเร็ว 
โดยใช้เทคนคิโครมาโทกราฟีของเหลวร่วมกับแมสสเปกโตรเมตรี (LC-MS/MS)  

ผู้จัดท ำ: ไพบูลย์ พรมณี, จิรภิญญำ เลี่ยมไครต่วน, สิริรัตน์ สิทธิรัตนตรีกุล, จิตนภำ วรนิติกุล, นิรมล จิตต์สมหมำย  

บทน า 

 วิตามินเอและวิตามินด ี เป็นวติามินที่มีความส าคัญต่อ

สุขภาพในหลายด้าน วิตามินดีมีบทบาทหลักในการช่วยดดูซึม

แคลเซียมและฟอสฟอรัสเข้าสู่ร่างกาย ซึ่งจ าเปน็ต่อการเสริมสร้าง

กระดูกและฟันให้แข็งแรง อีกทั้งยังชว่ยลดความเส่ียงของโรค

กระดูกพรุน โดยเฉพาะในวยัผู้ใหญ่และผู้สูงอาย ุ นอกจากนี ้

วิตามินดียังเกี่ยวข้องกับระบบภมิูคุ้มกัน และมีงานวิจัยบางส่วน

ชี้ให้เห็นว่าอาจช่วยลดการอักเสบภายในร่างกาย 

 ขณะที่วิตามินเอ มีบทบาทส าคัญต่อสุขภาพดวงตา 

โดยเฉพาะการมองเหน็ในที่มืด ช่วยป้องกนัภาวะตาบอดกลางคืน 

อีกทั้งยังมีส่วนในการซ่อมแซมเนื้อเยือ่ผวิหนัง ส่งเสริมให้ผิวพรรณ

เรียบเนียน ลดการเกิดสิว และสนับสนุนการท างานของระบบ

ภูมิคุ้มกัน ท าให้ร่างกายสามารถต้านทานเชือ้โรคได้ดีขึ้น การ

ตรวจวัดระดับวิตามินเอและวิตามินดีในร่างกายจึงมีความส าคัญต่อ

การวินิจฉัยทางการแพทยอ์ย่างยิ่ง 

 ด้วยเหตนุี้ ทางเราจึงไดพ้ัฒนาวิธีการตรวจวัดปริมาณ

วิตามินดีในรูปแบบของ 25-Hydroxyvitamin D2/D3 และวิตามิน

เอในซีรั่ม โดยใช้เทคนิคลิควิดโครมาโตกราฟี-แมสสเปคโตรมิเตอร ์

(LC-MSMS) ซึ่งเป็นเทคนิคการวิเคราะห์ข้ันสูงที่ได้รับการยอมรับ

อย่างกว้างขวางในด้านความไว (Sensitivity) และความจ าเพาะ 

(Specificity) ท าให้สามารถให้ผลวิเคราะห์ที่แม่นย า น่าเชือ่ถือ 

และมีความถูกต้องสูง ส่งผลให้กระบวนการวินิจฉัยทางการแพทย์

มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้น 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 1 เมตาบอลิสมของวิตามินดี โดยจะตรวจวัดวิตามินดีรูปของ 25-
Hydroxyvitamin D โดย LC-MS จะตรวจวัดทั้ง D2 และ D3 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2 เมตาบอลิสมของวิตามินเอ โดยจะตรวจวัดวิตามินเอในรูปของ 
Retinol  

พารามิเตอร์ของ LC 

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) 



พารามิเตอร์ของ Mass Spectrometer 

 

 

 

 

 

ข้อมูล SRM transition และ Collision Energy  

ข้ันตอนการเตรียมตัวอย่าง 

 เตรียมตัวอย่างโดยการตกตะกอนโปรตีน โดยใช้ตัวอย่าง

เป็นซีร่ัมปริมาณ 100 µL และ ISTD ปริมาณ  5 µL เติมสาร

ส าหรับตกตะกอนโปรตีนปริมาณ 40 µL ผสมให้เข้ากันแลว้น าไป

ปั่นที ่4,000 g เป็นเวลา 10 นาทีหลังจากนั้น จากนั้น ดดูเอาส่วน

ใสปริมาตร 100 µL ใส่ขวดตวัอย่าง เพื่อน าไปวิเคราะห์ด้วย LC-

MS โดยฉีดตวัอย่างปริมาณ 5 µL ฉีดเข้าสู่ระบบ  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลโครมาโตแกรม 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ซีรั่ม 100 µL + ISTD 5 µL +                      
Protein Precipitant 40 µL  

Vortex 

ป่ันที่ 4,000 g เป็นเวลา 10 นาที 

ดูดส่วนใสปริมาณ 100 µl ใสข่วดตัวอย่าง 

ฉีดตัวอย่างเข้า LC-MS ปริมาณ 5 µL 

Ion source type APCI 

vaporizer temperature 350˚C 

Ion Transfer tube Temp 325˚C 

Spray voltage 4800 V 

Sheath gas and auxiliary 45 and 5 

Collision gas (argon) pressure 1.5 mTorr. 

Compound Precursor
(m/z) 

Product 
(m/z) 

CE(V) 

25-Hydroxyvitamin D2 395.3 269.2 19 

    377.3 14 

25-Hydroxyvitamin D3 383.2 257.2 13 

    365.3 12 

Retinol 269.2 83.0 15 

    93.0 15 

25-Hydroxyvitamin D3-d6 
(ISTD) 

389.3 263.3 11 

A 

B 

C 

D 

A: โครมาโตแกรมของ Retinol  มี Rt= 5.45 Min 

B: โครมาโตแกรมของ 25-(OH)D2 มี Rt: 5.31 Min 

C: โครมาโตแกรมของ 25-(OH)D3 มี Rt: 5.27 Min 

D: โครมาโตแกรมของ ISTD (25-Hydroxyvitamin D3-d6) มี Rt: 5.26 Min 
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ติดตามแอพพลิเคชั่นอื่น ๆ ได้ที่ https://www.scispec.co.th 

@scispec 

เส้นกราฟมาตรฐาน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

สรุปผลการวิเคราะห ์

 การพัฒนาเทคนิคการตรวจวัดปริมาณวิตามินเอ และ

วิตามินดีในซีร่ัมด้วยเทคนิค LC-MS/MS ส าหรับใช้ภายใน

ห้องปฏิบัติการ ช่วยลดต้นทนุการทดสอบได้อย่างมีประสิทธิภาพ 

โดยสามารถวัดสารทั้งสามชนิดได้พร้อมกัน โดยใช้ตัวอย่างซร่ัีม

เพียง 100 µL และเตรียมตัวอย่างด้วยวิธีการตกตะกอนโปรตีนซึ่ง

ง่ายและรวดเร็ว ใช้เวลาในการวเิคราะห์ตัวอย่างเพยีง 6 นาท ี 
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