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บทคดัย่อ 

ยาขบัปัสสาวะเป็นสารต้องห้ามในนักกฬีาที่ก  าหนดโดย World Anti-Doping Agency (WADA)  สามารถ

ตรวจวิเคราะห์โดยเทคนิคแกส๊โครมาโตกราฟีและแมสสเปกโทรมิเตอร์ซึ่งเป็นวิธทีี่เคยใช้กนัแพร่หลาย แต่มีข้อด้อย

คอืจ าเป็นต้องเตรียมสารตัวอย่างให้เป็นอนุพันธ ์(derivatization)ก่อนการวิเคราะห์อกีทั้งมีข้อจ ากดัในการตรวจวัด

ยาขับปัสสาวะใหม่บางชนิดดังนั้นงานวิจัยนี้ จึงได้น าเทคนิคการตรวจวิเคราะห์โดยเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลว

และแมสสเปกโทรมิเตอร์มาศึกษา วิจัย และพัฒนาเพ่ือเพ่ิมประสิทธภิาพในการตรวจวัดยาขับปัสสาวะโดยศึกษา

สภาวะเหมาะสมและทดสอบความใช้ได้ของวิธีพบว่าสามารถตรวจวัดยาขับปัสสาวะ 20 ชนิดได้พร้อมกันอย่าง

แม่นย าและเป็นไปตามข้อก าหนดของ WADA ดงันั้นจึงสรปุได้ว่าวิธกีารนี้สามารถน ามาใช้ในงานประจ าได้ และอาจ

พัฒนาประยุกตเ์พ่ือวิเคราะห์ยาขบัปัสสาวะในผลิตภัณฑอ์ื่นๆได้ 

ค าส าคญั: ยาขบัปัสสาวะ/ เทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวและแมสสเปกโทรมเิตอร์/ สารต้องห้ามในนักกฬีา 

 

Abstract 
 

 Diuretics are included in the WADA prohibited substances list for athletes. These compounds can be 

detected by the GC-MS technique, which is effective and has been widely used. However, the GC-MS 

requires derivatization in the sample preparation step and is limited in sensitivity for the detection of some 

new diuretics. Therefore, UFLC-MS/MS was developed in this study to improve the analysis and 

identification of the diuretics for the screening of these compounds as part of sport anti-doping efforts. The 

conditions for chromatographic separation and mass fragmentations were optimized for reproducible 

identification of all the compounds. The developed method was validated and found fit-for-purpose for the 

WADA requirements for screening of the twenty diuretics in anti-doping. The method has potential 

application for routine analysis of diuretics in other types of samples. 

Keywords: Diuretics/ UFLC-MS/MS/ Anti-Doping 

 

1. บทน า 

 ยาขับปัสสาวะในทางการแพทย์ใช้เป็นยาที่

เพ่ิมอตัราการขับถ่ายปัสสาวะเพ่ือปรับระดับปริมาณ

ของเหลวในร่างกาย มักใช้ปรับระดับเกลือแร่ส าหรับ

ผู้ป่วยที่มอีาการหัวใจล้มเหลว (heart failure)โรคตับ

แข็ง (liver cirrhosis) ความดันโลหิตสูง 

(hypertension) และโรคไต (kidney disease)  เป็น

ต้น[1]นอกจากนี้ยาขบัปัสสาวะจัดเป็นสารต้องห้ามใน

นักกีฬาที่ก  าหนดโดยองค์กรWorld Anti-Doping 

Agency (WADA) [2]  เนื่องจากมีความสามารถใน

การขับน า้ออกจากร่างกายท าให้มีน า้หนักลดลงอย่าง

รวดเร็วซึ่ งมีผลต่อนักกีฬาประเภทใช้น ้าหนักเป็น

เกณฑ์   ปริมาณน ้าที่ ถูกขับออกมากท าให้ความ

เข้มข้นของสารต่างๆในปัสสาวะเจือจางลงอาจเป็น 
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เจตนาใช้เป็นสารปกปิดการใช้ยาอื่นๆ [3]ซึ่ งการ

ตรวจสอบสารดังกล่าวเป็นพันธกิจหนึ่ งของศูนย์

ตรวจสอบสารต้องห้ามในนักกฬีา  มหาวิทยาลัยมหิดล   

 ยาขบัปัสสาวะมหีลายชนิด การตรวจวัดทั้งเชิง

คุณภาพและปริมาณจึงมีความส าคัญเพ่ือให้การใช้ยา

เป็นไปอย่างมปีระสทิธภิาพ  วิธตีรวจที่เคยเป็นที่นิยมใช้

กนัมากคอืเทคนิคแกส๊โครมาโตกราฟีและแมสสเปกโทร

มิเตอร์ (GC-MS)[4] ซึ่งมีขั้นตอนการเตรียมอนุพันธ ์

(derivatization) เพ่ือให้สารตัวอย่างระเหยในการ

วิเคราะห์ซึ่งใช้เวลาและค่าใช้จ่าย[5] อกีทั้งมีข้อจ ากดัที่

ไม่สามารถตรวจวัดยาขับปัสสาวะบางชนิดได้ในระยะ

หลังจึงได้มีการพัฒนาใช้ เทคนิคโครมาโตกราฟี

ของเหลวและแมสสเปกโทรมิเตอร์ (UFLC-MS/MS) 

เพ่ือใช้ในการวิเคราะห์สารชนิดต่างๆรวมทั้งยาขับ

ปัสสาวะ[6-8] วิธีนี้ ลดขั้นตอนโดยไม่ต้องเตรียม

อนุพันธม์คีวามสะดวกและประสทิธภิาพสงู 

ดังนั้นวัตถุประสงค์ในการวิจัยนี้ เพ่ือพัฒนา

วิธีการวิเคราะห์ยาขับปัสสาวะให้มีประสิทธิภาพสูงขึ้ น

โดยใช้เทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลวและแมสสเปก 

โทรมิเตอร์(UFLC-MS/MS) โดยเฉพาะอย่างยิ่งเพ่ือ 

ให้การวิเคราะห์สามารถครอบคลุมยาขับปัสสาวะทุก

ชนิด  ด้วยความถูกต้องแม่นย า ในระดบัความเข้มข้นต ่า

(minimum required performance level, MRPL) ให้

ได้มาตรฐานตามข้อก าหนดของWADA [9] 

 
2. วสัดุและวิธีการ 

     2.1 สารเคม ี 

Cyclopenthiazideและepitizid(อภินันทนาการ 

จาก World Association of Anti-Doping Scientists, 

WAADS), methylchlorthiazide (Pharmacopeial 

Convention Inc., USA), สารมาตรฐานยาขับปัสสาวะ

อื่นๆ (Sigma–Aldrich, USA), Escherichia coli β-

glucuronidase (Roche, Germany), tert-butyl-

methyl-ether (TBME; AR-Grade) และ acetonitrile 

(HPLC Grade) จาก RCI  Labscan Ltd, Thailand 

     2.2 เคร่ืองมอืวิเคราะห์ 

งานวิจัยนี้ ใช้เครื่องโครมาโตกราฟีของเหลว

แ ล ะ แ ม ส ส เ ป ก โ ท ร มิ เ ต อ ร์ ( UFLC-MS/MS, 

Shimadzu, Japan)ประกอบด้วย UFLC (LC20 

Prominence Shimadzu, Japan) ใช้คอลัมน์ Luna C18 

(ขนาด100 x 2.0 มิลลิเมตรและขนาดอนุภาค 3 

ไมโครเมตร)สารถูกชะด้วยอัตราการไหลคงที่  0.3 

มิลลิลิตรต่อนาทีที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียสโดย

เปล่ียนความเข้มข้นตัวชะB (acetonitrile) ในตัวชะA 

(0.1% formic acid และ5mM ammonium acetate) 

ดงันี้ : ร้อยละ30 คงที่ (0 -5 นาท)ี, ร้อยละ30-60 (2 

นาท)ี, ร้อยละ60 คงที่ (8 นาท)ี, ร้อยละ60-80 (2 

นาท)ี, ร้อยละ80 คงที่ (1 นาท)ีและปรับล้างคอลัมน์

ด้วยร้อยละ80-30 (1 นาที), ร้อยละ30 คงที่ (4 

นาที) รวมเวลาทั้งหมด 23 นาที  สารที่ ถูกชะจาก

คอลัมน์ถูกท าให้แตกตัวเป็นไอออนด้วยเทคนิคESI 

(electrospray ionization)โดยใช้ทั้งระบบอนุภาคที่มี

ประจุบวกและประจุลบควบคู่กนั ที่แรงดันไฟฟ้า 1.76 

กิโลโวลต์  และวิเคราะห์เอกลักษณ์ของขนาดมวลต่อ

ประจุ (m/z) โดยวิธี MRM (multiple reaction 

monitoring)  

     2.3  การเตรียมตวัอย่าง 

ตัวอย่างปัสสาวะถูกสกัดด้วยเทคนิคการสกัด

ด้วยของเหลว (liquid-liquid extraction) สองขั้นตอน

[7] ที่ดัดแปลงเพ่ือให้เหมาะสมกับห้องปฏบิัติการของ

ศูนย์ตรวจสอบสารต้องห้ามในนักกฬีา  โดยน าตัวอย่าง

ปัสสาวะ(2.5 มิลลิลิตร) เติมสารมาตรฐานของยาขับ

ปัสสาวะชนิดต่างๆรวมทั้งสารมาตรฐานภายใน(internal 

standard, IS, 17α-methyltestosterone) ตามความ

เข้มข้นที่ต้องการท าการย่อยด้วยเอนไซม์Escherichia 

coli β-glucuronidase ที่อุณหภมูิ 55 องศาเซลเซียส

เป็นเวลา 1 ชั่วโมง  เพ่ือสลายสารประกอบเชิงซ้อนใน

ปัสสาวะให้อยู่ในรูปอิสระทั้งหมดปรับสภาพความเป็น

เบสโดยเติม 250 ไมโครลิตรของสารละลายโปแต

สเซี ยมคาร์บอเนต( ร้อยละ5)จากนั้ นสกัด ด้วย 

TBME(5 มิลลิลิตร)โดยใช้เครื่องเขย่าอัตโนมัติเป็น

เวลา 20 นาที และใ ช้ เค ร่ืองหมุนเหวี่ ยงสารใ ห้

ตกตะกอน(3,500 รอบต่อนาทเีป็นเวลา 5 นาท)ี เพ่ือ

แยกชั้นสารละลายน าสารละลายอนิทรีย์ (TBME) ที่อยู่

ส่วนบนไประเหยให้แห้งด้วยแก๊สไนโตรเจน  และน า

ส่วนเป็นน า้ด้านล่างที่เหลือปรับสภาพความเป็นกรดอกี

ครั้งด้วยการเติม150 ไมโครลิตรของสารละลายกรด

เกลือ(3M HCl)ท าการสกัดซ ้าด้วยTBME(5 

มลิลิลิตร) โดยการเขย่าและเหวี่ยงสารให้ตกตะกอนน า

สารละลายอนิทรีย์ส่วนบนรวมใส่ในหลอดทดลองเดิมที่

เคยน าส่วนแรกไปท าให้แห้ง ตามด้วยการท าให้แห้งอกี

คร้ัง แล้วจึงละลายตะกอนทั้ งหมดที่ สกัดไ ด้ด้วย 
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acetonitrile (40 ไมโครลิตร) และน า้ (60 ไมโครลิตร)  

เพ่ือน าไปฉีดเข้าเคร่ือง UFLC-MS/MS ต่อไป 

     2.4 การทดสอบความใ ช้ได้ของวิธี (method 

validation) 

เ พ่ือใ ห้ เ ป็นไปตามข้อก าหนดของ  ISO 

17025:2005 ทุกวิธีการที่มีการพัฒนาต้องมีการ

ทดสอบความใช้ได้ของวิธ ีซึ่งในงานวิจัยนี้ประกอบด้วย 

     2.4.1 LOD (limit of detection) คือ ค่าความ

เข้มข้นต ่าสดุที่สามารถตรวจวัดได้ โดยพิจารณาจากค่า

อัตราส่วนสัญญาณต่อสัญญาณกวน (signal-to-noise 

ratio)  ≥ 3ในงานวิจัยนี้ ใช้ตัวอย่างปัสสาวะ7 แหล่งที่

ทดสอบแล้ว ว่าไ ม่มีสาร ต้องห้าม น ามา เติ มสาร

มาตรฐานของยาขับปัสสาวะ ที่ระดับความเข้มข้น 200

นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร (MRPL) และลดความเข้มข้น

ลงคร่ึงหนึ่ง เป็นล าดบั รวม 4 ล าดบั 

     2.4.2 การได้กลับคนืของการสกดั (recovery) เป็น

การหาค่าคืนกลับของการสกัดที่ความเข้มข้น 200 นา

โนกรัมต่อมิลลิลิตร (MRPL) จาก 3 ตัวอย่างปัสสาวะ 

โดยค านวณจากค่าเฉล่ียอัตราส่วนของพ้ืนที่พีคกับสาร

มาตรฐานภายใน (IS) ของตวัอย่างที่เติมสารมาตรฐาน

ก่อนการสกัด ต่ออัตรา ส่วนของ พ้ืนที่ พีคกับสาร

มาตรฐานภายใน (IS) ที่เตมิสารมาตรฐานหลังการสกดั 

     2.4.3ความสม ่าเสมอของเคร่ืองมอื (repeatability) 

โดยพิจารณาจากระดับความถูกต้องใกล้เคียงกันของ

พ้ืนที่จากการวัด 10 คร้ังในช่วงเวลาใกล้เคียงกันของ

สารที่ระดับความเข้มข้นMRPL โดยก าหนดให้ร้อยละ

ของความคลาดเคลื่อนน้อยกว่า 15 [10] 

 

3. ผลการวิจยัและอภิปรายผล 

จากผลการวิจัยพบเทคนิคโครมาโตกราฟี

ของเหลวและแมสสเปกโทรมิเตอร์ที่ พัฒนาขึ้ นนี้

สามารถใช้ในการวิเคราะห์ยาขับปัสสาวะ 20 ชนิดที่ใช้

กนัมากในปัจจุบนัได้อย่างมีประสทิธภิาพ สารที่สกดัได้

ถูกวิเคราะห์โดยตรงไม่ต้องผ่านการเตรียมสารอนุพันธ์

ก่อนการวิเคราะห์ซึ่งนอกจากจะช่วยลดค่าใช้จ่ายใน

ขั้นตอนดังกล่าวแล้ว ยังสามารถลดระยะเวลาการสกัด

สารตัวอย่างจากเดิม 7 ชั่วโมงลงเหลือเพียง 4 ชั่วโมง

ได้อกีด้วย 

วิธีการสกัดด้วยของเหลวเป็นวิธีที่สะดวก 

ประหยัดค่าใช้จ่าย และใช้งานง่าย การสกดัสองขั้นตอน

โดยการปรับตัวอย่างปัสสาวะให้อยู่ในสภาพเบสและ

กรด   สามารถสกัดยาขับปัสสาวะมาตรฐานทุกชนิดที่

ตรวจสอบซึ่งมีคุณสมบัติทั้งเบสและกรดแตกต่างกนัได้

ในการสกัดเพียงครั้งเดียวเพ่ือให้ยาขับปัสสาวะแต่ละ

ชนิดถูกวิเคราะห์อย่างจ าเพาะ และแม่นย าในเวลา

เดียวกัน จึงต้องท าการทดลองเพ่ือพัฒนาและศึกษา

สภาวะที่เหมาะสมที่สุดในการหาค่าเอกลักษณ์ของยา

ดังกล่าว โดยน าสารมาตรฐานของยาแต่ละชนิดมาท า

การทดสอบ  ดังแสดงเป็นตัวอย่างการปรับสภาวะที่

เหมาะสมของ furosemide และ hydrochlorothiazide 

(ภาพที่ 1)ซึ่งเป็นยาขับปัสสาวะที่พบการใช้มากสงูสุด

ในนักกฬีาทั่วโลกในปี 2556 จากการรวบรวมสถิติของ 

WADA [11]สาร furosemide มีมวลโมเลกุล 330.0 

ดาลตนัถูกชะออกจากคอลัมน์ที่เวลา 4.90 นาทเีมื่ออยู่

ในระบบที่มีอนุภาคประจุลบ (negative mode)สารจะ

แตกตัวที่แมสสเปกโทรมิเตอร์ขั้นแรกได้ขนาดมวลต่อ

ประจุ(m/z) ของไอออน 328.90 เมื่อปรับสภาวะการ

แตกตัวขั้นที่สองให้เหมาะสมจะได้ขนาดมวลต่อประจุ

ของไอออนสองชนิด คือ 285.00 และ 205.10 ใน

สภาวะเหมาะสม (optimum condition)จะได้พบ

ไอออนทั้งสามชนิดในอัตราส่วนที่เหมาะสม (ภาพที่ 1

ก)     ไอออนเหล่ านี้ เ ป็น เอกลั กษณ์ เ ฉพาะตั ว 

(characteristic ions) ของ furosemide และแสดงเป็น

โครมาโตแกรมได้ เมื่อตรวจสอบโดยวิธีแบบ MRM 

(ภาพที่  1ข) ภาพที่  1ค การปรับสภาวะได้ท านอง

เดียวกันของ hydrochlorothiazide ซึ่งมีมวลโมเลกุล 

297.0 ดาลตนั และถูกชะออกจากคอลัมน์ที่เวลา 1.33 

นาทเีมื่อแตกตวัในระบบที่มีอนุภาคประจุลบ (negative 

mode) จะได้ไอออนขนาดมวลต่อประจุ 295.90 และ

เมื่อแตกตัวต่อจะให้ไอออนอีกสองขนาดคือ 205.00 

และ78.10 (ภาพที่ 1ค)ดังปรากฏเป็นโครมาโตแกรม 

เมื่อใช้วิธแีบบ MRM (ภาพที่ 1ง)จะเหน็ได้ว่าเวลาชะ

และไอออนที่เกดิขึ้นในการแตกโมเลกุลเป็นเอกลักษณ์

เฉพาะตวั (characteristic ion) ของยาแต่ละชนิด  

จากการทดสอบสารมาตรฐานของยาขับ

ปัสสาวะทั้ง 20 ชนิดได้ค่าสภาวะที่เหมาะสม (optimum 

condition) เพ่ือใช้แยก และวิเคราะห์ยาดงักล่าวในเวลา

เดยีวกนัได้อย่างจ าเพาะและถูกต้อง(ตารางที่1) โดยใช้

ความแตกต่างของเวลาในการชะสารออกจากคอลัมน์

และไอออนจากการแตกตัวของโมเลกุลอันเ ป็น

เอกลักษณเ์ฉพาะตัวของสารค่าของไอออนเอกลักษณ์ที่

เกิดขึ้ นจากการแตกตัวในวิธีMRM transition ที่

พัฒนาขึ้ นนี้ ยังคงเหมือนค่ามาตรฐานในรายงานการ

วิเคราะห์อื่นๆ[6,12] ส าหรับ เวลาในการชะ และ 

พลังงานที่ใช้ในการแตกตัว มีค่าแตกต่างจากรายงาน

อื่นดังกล่าว ทั้ งนี้ ขึ้ นกับชนิดของเครื่ องมือในการ
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วิเคราะห์และวิธีการทางโครมาโตกราฟีที่พัฒนาให้มี

ความเหมาะสมและประสิทธิภาพสูงสุดในการ

ปฏิบัติงานของศูนย์ตรวจสอบสารต้องห้ามในนักกีฬา  

มหาวิทยาลัยมหิดล 

 

 
ภาพท่ี 1  การหาเวลาชะและไอออนที่เป็นเอกลักษณจ์ากการแตกตวัของ furosemide และhydrochlorothiazide (ก) 

แสดงแมสสเปกตรัมการแตกตวัของ furosemide และ(ค)  hydrochlorothiazide (ข) แสดงเวลาชะและ 

โครมาโตแกรมของไอออนที่เป็นเอกลักษณก์ารแตกตวัของ furosemide ที่มขีนาดไอออน 285.00 (เส้นสดี า) และ 

205.10 (เส้นสชีมพู)และ(ง)hydrochlorothiazide ที่มขีนาดไอออน 205.00 (เส้นสดี า) และ78.10 (เส้นสชีมพ)ู 

 
ตารางท่ี 1 สภาวะเหมาะสมและค่าเอกลักษณใ์นการวิเคราะห์ยาขบัปัสสาวะมาตรฐาน 20 ชนิดโดยเทคนิคโครมา

โตกราฟีของเหลวและแมสสเปกโทรมเิตอร์ 

 

  

ยาขบัปัสสาวะ 

มวล

โมเลกุล 

เวลา

สมัพทัธ*์ 

พลงังานใน

การแตกตวั 

(eV) 

ประจุในการ

แตกตวั 

MRM transition  

(มวลต่อประจุ) 

1 Acetazolamide 222.0 0.12 24 Negative 221.00 > 83.10 

2 Amiloride 229.0 0.08 18 Positive 230.00 > 171.00, 143.00 

3 Bendroflumethiazide 421.0 0.92 24 Negative 420.00 > 289.00, 197.00 

4 Benzthiazide 431.0 0.84 24 Negative 429.85 > 307.85, 227.70 

5 Bumetanide 364.1 0.97 20 Positive 365.00 > 240.00, 184.00 
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ยาขบัปัสสาวะ 

มวล

โมเลกุล 

เวลา

สมัพทัธ*์ 

พลงังานใน

การแตกตวั 

(eV) 

ประจุในการ

แตกตวั 

MRM transition  

(มวลต่อประจุ) 

6 Carenone 340.2 1.03 36 Positive 341.00 > 107.00, 187.00 

7 Chlorothiazide 295.0 0.14 30 Negative 293.90 > 214.00, 179.10 

8 Chlorthalidone 338.0 0.21 16 Negative 336.90 > 189.90, 145.80 

9 Cyclopenthiazide 379.0 0.93 30 Negative 377.90 > 205.00, 269.00 

10 Cyclothiazide 389.0 0.87 35 Negative 387.85 > 205.00, 268.85 

11 Epitizide 425.0 0.74 33 Negative 424.00 > 269.00, 205.10 

12 Eplerenone 414.2 0.69 20 Positive 415.00 > 163.00, 121.00 

13 Furosemide 330.0 0.55 16 Negative 328.90 > 285.00, 205.10 

14 Hydrochlorothiazide 297.0 0.15 38 Negative 295.90 > 78.10, 205.00 

15 Hydroflumethizide 331.0 0.21 28 Negative 330.00 > 239.10, 303.00 

16 Indapamide 365.1 0.79 18 Positive 366.00 > 132.00 

17 Methylclothiazide 359.0 0.43 15 Negative 357.90 > 321.80, 257.80 

18 Metolazone 365.1 0.55 20 Positive 366.20 > 259.00, 348.00 

19 Polythiazide 439.0 0.91 25 Negative 437.80 > 323.80, 397.90 

20 Triamterene 253.1 0.10 42 Positive 254.00 > 104.00, 237.00 
 

* เวลาสมัพัทธ ์เป็นค่าอตัราสว่นเวลาชะสารแต่ละชนิดเทยีบกบัเวลาชะสารมาตรฐานภายใน (internal standard, IS, 

17α-methyltestosterone) ออกจากคอลัมน์ 

 
การแสดงผลการวิเคราะห์ในลักษณะโครมาโต

แกรมของไอออนของยาขับปัสสาวะทั้ง 20 ชนิด (ภาพ

ที่2) ช่วยให้การอ่านและแปลผลสะดวก  รวดเร็ว 

ถูกต้องแม่นย าโครมาโตแกรมของไอออนที่ เ ป็น

เอกลักษณ์ไอออนเดียวจะแสดงเพียง 1พีค เ ช่น 

acetazolamide (ภาพที่ 2-2) ถ้ามี 2ไอออนจะปรากฏ

เป็น2 พีค ซ้อนอยู่ที่เวลาชะที่เดียวกันเช่น furosemide 

(ภาพที่ 2-14) สารมาตรฐานของยาขับปัสสาวะทุก

ชนิดจะถูกชะออกที่เวลาคงที่ และการวิเคราะห์ไอออน

เอกลักษณ์ให้ความแม่นย าสงู และสม ่าเสมอ  แม้ว่าจะ

ปรากฏคล้ายมสีญัญาณรบกวนบ้าง (ภาพที่2-2, 2-8, 

2-12)  แต่ไม่เป็นอปุสรรคเมื่อการทดสอบความใช้ได้ 

 

 

ของวิธ(ีmethod validation)(ตารางที่2)   นอกจากนั้น

ยั งพบ ว่ าวิ ธีก า รนี้ ส ามารถตรวจยาขับ ปัสสาวะ 

benzthiazide, cyclopenthiazide, eplerenone, 

epitizide, methylclothiazide และpolythiazideได้อีก

ด้วยซึ่งเดิมมีข้อจ ากัดในการตรวจโดยเทคนิคแกส๊โคร

มาโตกราฟฟีและแมสสเปกโทรมเิตอร์  

การทดสอบความใ ช้ ไ ด้ ของวิ ธี (method 

validation) ของเทคนิคโครมาโตกราฟีของเหลว

และแมสสเปกโทรมิเตอร์ที่พัฒนาขึ้ นนี้  พบค่าความ

เข้มข้นต ่าสดุที่สามารถตรวจพบได้อย่างแม่นย า (LOD) 

อยู่ที่ระดบั 25 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร ยกเว้น amiloride 

และ chlorthalidone อยู่ที่  100 และ 50 นาโนกรัมต่อ

มลิลิลิตรตามล าดบั (ตารางที่2)    
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ภาพท่ี 2 โครมาโตแกรมแสดงเวลาชะและไอออนที่เป็นเอกลักษณข์องยาขบัปัสสาวะ ทั้ง 20 ชนดิที่ระดบัความ

เข้มข้น 200 นาโนกรัมต่อมลิลิลิตร (2) - (21) พร้อมด้วย 17α- methyltestosterone IS (1)   

ในแต่ละโครมาโตแกรมแสดงไอออนที่เป็นเอกลักษณใ์นการแตกตวั และปริมาณสญัญาณที่ตรวจวดัได้  

รวมทั้งต าแหน่งของเวลาชะที่คาดหมาย (เส้นประ) 

 

ตารางท่ี 2 ตารางแสดงผลการทดสอบความใช้ได้ของวิธ ีโดยแสดงค่า LOD ร้อยละการได้กลับคนืและ  ร้อยละ

ความคลาดเคลื่อน 

 

 ยาขบัปัสสาวะ LOD 

(ng/ml) 

รอ้ยละการได้

กลบัคืน 

รอ้ยละความ

คลาดเคลือ่น 

1 Acetazolamide 25 28 13 

2 Amiloride 100 4 9 

3 Bendroflumethiazide 25 36 14 

4 Benzthiazide 25 61 3 
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 ยาขบัปัสสาวะ LOD 

(ng/ml) 

รอ้ยละการได้

กลบัคืน 

รอ้ยละความ

คลาดเคลือ่น 

5 Bumetanide 25 93 6 

6 Carenone 25 95 3 

7 Chlorothiazide 25 69 9 

8 Chlorthalidone 50 75 9 

9 Cyclopenthiazide 25 16 14 

10 Cyclothiazide 25 20 14 

11 Epitizide 25 34 3 

12 Eplerenone 25 89 3 

13 Furosemide 25 95 5 

14 Hydrochlorothiazide 25 89 11 

15 Hydroflumethizide 25 90 14 

16 Indapamide 25 93 3 

17 Methylclothiazide 25 87 6 

18 Metolazone 25 87 3 

19 Polythiazide 25 96 11 

20 Triamterene 25 19 10 

 
 

 

 
 

ภาพท่ี 3 ตวัอย่างการตรวจพบสาร furosemide ในตวัอย่างปัสสาวะของนักกฬีาในการแข่งขนั  

ก) ตวัอย่างปัสสาวะควบคุมแสดงผลลบ ข) ตวัอย่างปัสสาวะควบคุมแสดงผลบวกและ  

ค) ตวัอย่างปัสสาวะของนักกฬีาที่ตรวจพบสาร furosemide  

ระดบัสญัญาณของทั้ง 3 ตวัอย่างมอีตัราส่วนขยายเป็น (100, 10,000, 100,000)  เท่าตามล าดบั 
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ซึ่งเป็นไปตามมาตรฐานก าหนดในการตรวจ

สารต้องห้ามในนักกฬีาของWADA ที่ว่าวิธกีารจะใช้ได้

เมื่อค่า LOD ต้องมค่ีาน้อยกว่าหรือเท่ากบัครึ่งหนึ่งของ

MRPL[9]  ในการสกดัยาขับปัสสาวะมาตรฐาน 20 

ชนิดโดยของเหลวสองขั้นตอนร่วมกบั TBME ซึ่งช่วย

แ ก้ ปัญหากา รสกัดยาขับ ปัสสา วะ ส่ วนใหญ่ที่ มี

ส่วนประกอบของซัลเฟตได้ [13]  โดยพบว่าร้อยละ

ของการได้กลับคืนมีค่ามากกว่าร้อยละ 30 ยกเว้น 

acetazolamide, amiloride, triamterene, cyclopean- 

thiazide และ cyclothiazide แต่เนื่องจากการใช้ TBME 

ในวิธีที่พัฒนาขึ้นนี้ ช่วยให้สามารถสกดัสารกลุ่มอื่นๆที่

ละลายได้ดีในTBMEและท าการวิเคราะห์ควบคู่ ไป

พร้อมกบัยาขับปัสสาวะได้ในคราวเดียว เพราะเทคนิค

โครมาโตกราฟีของเหลวและแมสสเปกโทรมิเตอร์

สามารถตรวจวัดด้วยความไวและความแม่นย าสูง จึง

สามารถชดเชยในการตรวจวัดส าหรับสารที่มร้ีอยละการ

ได้กลับคืนต ่ าไ ด้     ส่วนร้อยละของความคลาด

เคล่ือนที่เกดิจากเคร่ืองมือวิเคราะห์มีค่าอยู่ระหว่าง 3-

14 น้อยกว่าร้อยละ 15 ซึ่งเป็นเกณฑ์ที่ยอมรับได้

[10,14]  

 เพ่ือเป็นการทดสอบการใช้งาน ได้น าวิธี

ดังกล่าวไปใช้ในการตรวจคัดกรองสารต้องห้ามของ

นักกีฬาในการแข่งขันจริง  และสามารถตรวจพบ 

furosemide อย่างชัดเจน (ภาพที่ 3) แสดงถงึประโยชน์

ในการประยุกตใ์ช้วิธกีารวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นจากข้อมูล

ข้างต้นสามารถสรุปได้ว่าวิธีการทดสอบที่ถูกพัฒนามี

ความใช้ได้ของวิธีการตามวัตถุประสงค์ (fit-for-

purpose) จึงสามารถน ากลับมาประยุกต์ใช้กับงาน

ประจ าได้อีกทั้งวิธีดังกล่าวยังสามารถน าไปพัฒนา

ต่อเนื่องเพ่ือใช้ตรวจสารต้องห้ามในกลุ่มอื่นๆ เช่น 

กลุ่มยาเบต้า-บล็อกเกอร์ หรือ กลุ่มยาเสพติดหรือ

ตัวอย่างประเภทอื่นๆ จากคนไข้  ยาลดน ้าหนัก  ยา

แผนโบราณ  สมุนไพร หรืออาหารอื่นๆได้ 
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