
วธีิตรวจปริมาณกญัชาในปัสสาวะแบบรวดเร็วและมีประสิทธิภาพด้วย
ตวัดูดซับของแขง็แบบออนไลน์ ลคิวดิโครมาโทกราฟี
แทนเดมแมสสเปกโทรเมทรี
รุ่งทิพย ์เจือต๋ี ภรณ์ทิพย ์ทว้มทอง อชิรญา นาคฤทธ์ิ และ อรพิณ ทนนััติั
ส านกัยาและวตัถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์นนทบุรี
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ัอ้มูลจากกรมวิทยาศาสตร์การแพทยพ์บว่ามีผูเ้สพกญัชาเพ่ิมั้ึนอย่าง
ต่อเน่ือง ตามพระราชบญัญติัป้องกนัและปราบปรามยาเสพติด พ.ศ. 
2519 เม่ือตรวจพบวา่มีสารออกฤทธ์ิหรือกญัชาอยูใ่นปัสสาวะตั้งแต่ 50 
นาโนกรัม/มิลลิลิตรั้ึนไปถือว่าเป็นผูมี้สารเสพติดในร่างกาย วิธีการ
ตรวจจึงตอ้งมีประสิทธิภาพสูงเพื่อตอบสนองความตอ้งการได้อย่าง
ถูกตอ้งและรวดเร็ว วตัถุประสงค์ั องการวิจยัเพื่อพฒันาและตรวจสอบ
ความใช้ได้ัองวิธีตรวจปริมาณกัญชาในปัสสาวะด้วยตัวดูดซับ
ัองแั็งแบบออนไลน์ เทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี แทนเดม-
แมสสเปกโทรเมทรี ยอ่ยสลายพนัธะระหวา่ง THCA และกลูคิวโรไนด์
ดวัยโพแทสเซียมไฮดรอกไซด ์มี THCA-D3 เป็นสารมาตรฐานภายใน  
สกดัสารดว้ยตวัดูดซบััองแัง็แบบออนไลน์ แยกสารดว้ยคอลมัน์ชนิด 
C18  ตรวจวดัดว้ยแทนเดมแมสสเปกโทรเมทรี ตรวจสอบความใชไ้ด้
ัองวิธีอา้งอิงตาม FDA guidance พบวา่ช่วงความเป็นเส้นตรง 10 –
300 นาโนกรัมต่อมิลลิลิตร มีความแม่นอยู่ในช่วง 80.5-107.3 นาโน
กรัมต่อมิลลิลิตร ค่าความเท่ียงภายในวนัเดียวกนั และระหวา่งวนั แสดง
ด้วยค่าสัมประสิทธ์ิความแปรปรวน มีค่าต ่ ากว่า 13% ค่าความไม่
แน่นอนัยายท่ีระดับความเช่ือมั่น 95% เท่ากับ 1.86 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตวัดูดซับัองแั็งแบบออนไลน์ช่วยลดัั้นตอนการเตรียม
ตัวอย่ า งและความผิดพลาด  เทคนิค ลิควิ ดโครมาโทกรา ฟี มี
ประสิทธิภาพในการแยกสารผสม แทนเดมแมสสเปกโทรเมทรีเพ่ิม
ความเฉพาะเจาะจง วิธีท่ีพฒันาสามารถใชไ้ดก้บัตวัอย่างส่งตรวจจริง 
เหมาะสมต่อการใชเ้ป็นวธีิมาตรฐานัองกรมวทิยาศาสตร์การแพทย์

บทคดัย่อ

การเสพกญัชาเป็นส่ิงท่ีผิดกฎหมายในประเทศไทย หากพบกญัชาใน
ปัสสาวะตั้งแต่ 50 นาโนกรัม/มิลลิลิตรั้ึนไป ถือวา่เป็นผูมี้สารเสพติดใน
ร่างกาย(1) การตรวจพิสูจน์ผูเ้สพกญัชาสามารถตรวจไดโ้ดยตรวจเมทา
บ อ ไ ล ต์ ห ลั ก ั อ ง กั ญ ช า คื อ  1 1 - nor-9-carboxy-delta-9-
tetrahydrocannabinol (THCA)(2) (รูปท่ี 1) ซ่ึงสามารถตรวจพบใน
ปัสสาวะไดแ้มห้ยดุสูบนาน 58 ชัว่โมง(3) 

THCA ับัออกทางปัสสาวะในรูปท่ีจบักบักลูคิวโรไนดม์ากกวา่ THCA 
อิสระ 1.3-4.5 เท่า(4) ในการตรวจวิเคราะห์ตรวจวดั THCA อิสระ จึงตอ้ง
สลายพนัธะ (Hydrolysis) ระหวา่ง THCA กบักลูคิวโรไนด์ ดว้ยด่างหรือ
เอนไซด์เบตา้กลูคิวโรนิเดส และท าการสกดัดว้ยวิธีการสกดัดว้ยวฏัภาค
ัองเหลว (Liquid-Liquid Extraction, LLE) หรือ การสกดัดว้ยวฏัภาค
ัองแัง็ (Solid-Phase Extraction, SPE)(5) วิธีการสกดัทั้งสองชนิดตอ้งใช้
ปริมาณตวัอยา่ง สารเคมีมาก และเวลาเตรียมตวัอยา่งก่อนวิเคราะห์อยา่ง
นอ้ย 120 นาที 

รูปที ่1 แสดงโครงสร้างโมเลกลุของ
11-nor-Delta(9)-
tetrahydrocannabinol-9-
carboxylic acid (THCA) 

รูปที ่3 แผนผงัแสดงรูปแบบการไหลของวฎัภาคเคล่ือนทีใ่นต าแหน่ง
Loading และ Transferring (ปรับเปลีย่นจากงานประพนัธ์ของ N.H. 
Schebb )

ผลการด าเนินงานและวิจารณ์วสัดุและวธีิการ
สารละลายมาตรฐาน 1.0 ± 0.0135  มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตรในเมทานอลัอง 
THCA ความบริสุทธ์ิมากกว่าร้อยละ 99.0 สารมาตรฐานภายใน (Internal 
standard solution; I.S.) 11-nor-9-carboxy-delta-9-tetrahydrocannabinol-
D3 (THCA-D3) ความบริสุทธ์ิมากกว่าร้อยละ 98.0 ตวัอย่างส่งตรวจ
จ านวน 6 ตวัอยา่ง ัั้นตอนการเตรียมตวัอยา่งตรวจวเิคราะห์ดงัรูปท่ี 2

เคร่ืองลิควิดโครมาโทกราฟท างานดว้ยระบบ 2 ป๊ัม โดยมี switching 
valve เปล่ียนทิศทางทางเดินัองวฎัภาคเคล่ือนท่ี (รูปท่ี 3) 
ตรวจสอบความถูกตอ้งัองวิธีวิเคราะห์อา้งอิงตาม Food and drug 
administration guidance for industry: bioanalytical method validation (6)

และค านวณค่าความไม่แน่นอนการวดัตามแนวทาง ISO/GUM(7) (รูปท่ี 4) 
ดงัสูตร

รูปที ่5 แสดง Mass Chromatogram และ fracment ion ัอง THCA , THCA-d3 

การตรวจกญัชาในปัสสาวะดว้ยวิธีท่ีพฒันาั้ึนดว้ยการใช ้KOH hydrolysis และ
วิเคราะห์ดว้ยเทคนิคลิควิดโครมาโทกราฟี แทนเดมแมสสเปกโทรเมทรี และวฏัภาค
ัองแั็งแบบออนไลน์ มีความถูกตอ้ง แม่นย  า จ าเพาะเจาะจง รวดเร็ว สะดวกต่อการ
ปฏิบติังาน การตรวจสอบความใชไ้ด้ั องวิธีตามแนวทางัอง FDA ยนืยนัวา่วิธีมีความ
ถูกตอ้งใชไ้ด ้สามารถน าวิธีไปใชใ้นการตรวจพิสูจน์ผูเ้สพกญัชาตามพระราชบญัญติั
ป้องกนัและปราบปรามยาเสพติด พ.ศ. 2519 ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ เหมาะสมต่อการ
ใชเ้ป็นวิธีมาตรฐานัองกรมวิทยาศาสตร์การแพทย ์และเป็นตวัอยา่งวิธีให้ผูท่ี้ตอ้งการ
วธีิเตรียมตวัอยา่งท่ีสะดวก รวดเร็ว

รูปที ่2 ผงังานแสดงกระบวนการตรวจวเิคราะห์

Sample 1 mL

KOH hydrolysis
(60°C for 10 minutes)

Online SPE-extraction
(1 minute)

LC-MSMS analysis

- SPE Online: HyperSep retain PEP 2.1 x 20 
mm
- Mobile Phase: 0.20%FA in 10 mM
NH4formate/ACN (90/10), isocratic

เติม I.S. และสารละลายอิม่ตัวของ KOH 20 
ไมโครลติร

ป่ันเหวีย่ง 10,000 x 10 g 10 นาที

ชะสารด้วย 0.2%FA in water/ACN 
(20/80), isocratic

- Column: Acclaim RSLC PolarAdvantage II (PA2) 
2.2 µm 120 Á 2.1 x 100 mm

- Mobile Phase: 0.2%FA in water/ACN (20/80), isocratic
- Negative HESI SRM

THCA      at m/z 343.2>245.1, 343.2>299.1
THCA-d3 at m/z 346.2>248.1, 346.2>302.1

ทดลองสารเพื่อท า Hydrolysis 3 ชนิด คือ
Conc.HCl, β-glucuronidase ,
Saturated KOH

รูปที ่4 แผนภูมิก้างปลาแสดงแหล่งค่าความไม่แน่นอนการวดั
THCA ในตวัอย่างปัสสาวะตามแนวทาง ISO/GUM

ตารางที่ 2 Calibration curve parameters 
Calibration 

curve

Regression parameters

Slope Intercept Correlation 

coefficient (r)

Coefficient of 

determination (r2)

Day 1 0.019688 0.0275372 0.9987 0.9975

Day 2 0.019037 0.0268197 0.9993 0.9987

Day 3 0.017621 0.0164628 0.9999 0.9998

Calibration range 10-300 ng/mL 
Selectivity No interfering peak was observed from 

seven different batched of blank urine at 
the retention times of analyte.

Accuracy (%RD) LLOQ QCL QCM QCH
Intra-day 12.25 3.95 7.81 9.55
Inter-day 7.42 1.54 4.16 2.32

Precision (%CV) LLOQ QCL QCM QCH
Intra-day 12.27 8.01 5.76 8.55
Inter-day 10.07 7.21 6.43 8.65

Limit of Quantitation 10 ng/mL
Limit of Qualitation 5 ng/mL
Matrix effect 
(%CV of Abs. matrix effect)

QCL
8.10

QCH
8.27

ตารางที่ 1 สรุปผลการตรวจสอบความถูกต้องของวธีิ

การทดลองยอ่ยสลายพนัธะระหวา่ง THCA และกลูคิวโรไนด์ ดว้ยกรด HCl
ความเัม้ัน้สูง ท าให ้THCA-D3 สลายตวั สารละลายอ่ิมตวััอง KOH ท าให้
เกิด THCA อิสระไดดี้เท่ากบัการใช ้β-glucuronidase ตั้งแต่การอบร้อน 10 
นาที จนถึง 90 นาที ดงันั้นวิธีน้ีจึงเลือกใช้ KOH ในการ hydrolysis และเป็น
สารเคมีท่ีหาง่าย ราคาถูก
การสกดัสารดว้ยตวัดูดซบััองแัง็แบบออนไลน์ใชเ้วลาเพียง 1 นาที ใชไ้ดก้บั
ตวัอย่างท่ีมีปริมาณน้อย สัมผสัสารเคมีน้อย ท าซ ้ าไดส้ะดวก มีการใช้อย่าง
กวา้งัวางในการตรวจวิเคราะห์วตัถุพยานท่ีมาจากส่ิงมีชีวิต(8) ราคาถูกกวา่ตวั
ดูดซับัองแั็งแบบออฟไลน์ 1 ใน 4 เท่าต่อตวัอย่าง ไดค่้าความไม่แน่นอน
ัยายัองวิธีวิเคราะห์ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% เท่ากบั 1.86 นาโนกรัมต่อ
มิลลิลิตร ตรวจตวัอยา่งส่งตรวจจริงได้

สรุป
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