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บทน า 

 LC-MS/MS เป็นเทคนิคทางเคมีวิเคราะห์ที่อาศัยการแยก
สารผสมในสถานะของเหลวและตรวจวัดน ้าหนักโมเลกุลสาร โดย
ได้รับการยอมรับว่า เป็นเทคนิคการวิเคราะห์ที่มีความน่าเชื่อถือ
สูงสุด ในทางการวนิิจฉยัทางคลินิกจะมีข้อดีในเร่ืองความจ้าเพาะ
เมื่อเทียบกับวิธีอืน่ เชน่ การทดสอบแบบ Immunology เราได้
พัฒนาวิธ ี LC-MS/MS ที่มีขั นตอนง่ายขึ น เพื่อวิเคราะห์สารกลุ่ม 
TMAO, choline, betaine ในพลาสมาและปัสสาวะของมนุษย ์ ซึ่ง
ช่วยสนับสนนุการศึกษาตัวบ่งชี ทางชีวภาพของโรคทางคลินิกได้ 

 Trimethylamine N-oxide (TMAO) เป็นเมตาบอไลต์ที่มี
ฤทธิ์ทางชีวภาพซึง่ผลิตโดยจุลนิทรีย์ในล้าไส้ งานวจิัยล่าสุดพบว่า
ระดับ TMAO ในพลาสมาที่สูงขึ นมีความสัมพันธ์กับโรคต่างๆ เช่น 
โรคเกี่ยวกับหลอดเลือดแดง ความดันโลหิตสูง และความผิดปกติ
ในการเผาผลาญ เชน่ เบาหวาน และภาวะไขมันในเลือดสูง ซึ่ง
ทั งหมดนี น้าไปสู่ความผิดปกติของหลอดเลอืด เนือ่งจาก TMAO
ได้รับการยอมรับว่าเป็นตัวบ่งชี ทางชีวภาพส้าหรับโรคเรื อรัง ท้าให้
การตรวจหา TMAO ในพลาสมามีความส้าคัญต่อการวินิจฉยัโรค
ในระยะแรก 

 

 

 

 

 

 

 
รูปท่ี 1 เครื่อง LC-MS/MS  

ผลิตโดยบริษัท Thermo Fisher Scientific สหรฐัอเมริกา 
 

 

 

 

 

 

 

 

รูปท่ี 2 แสดง Biochemical pathways  

ท่ีเก่ียวข้องกับการสร้าง TMAO 

 

 Desorption, Clean-up and LC Conditions 

 

 MS Conditions 

Analytical Column Acclaim Mixed-Mode HILIC-1 
(2.1x150mm) 3µm 

Column temperature 40 °C 

Mobile phase A: 10 Mm Ammonium formate 
B: Methanol 

Data acquisition 
mode 

Selected ion monitoring (SRM) 

Ion source type H-ESI 

vaporizer temperature 350˚C 

Spray voltage 3500 V 

Sheath gas and auxiliary 60 and 10 (arbitrary 
units), 

Collision gas (argon) pressure 1.5 mTorr. 



ข้อมูล SRM transition และ Collision Energy  

*Internal standard 

ขั้นตอนการเตรียมตัวอย่าง 

 เตรียมตัวอย่างโดยการตกตะกอนโปรตีน จากนั นเติม

สารละลายมาตรฐานปริมาตร 200 µL ลงในตวัอย่างมาตรฐาน

ส้าหรับการสอบเทียบ (calibration) ตัวควบคุมคุณภาพ (QC) 

และตัวอย่างทีไ่ม่ทราบค่า (ปริมาตร 50 µL) ซึ่งไดจ้ากการ

ตกตะกอนโปรตนีจากนั นดูดเอาส่วนใสปริมาตร 20 µL น้ามา

ผสมกับ ACN:MeOH (75:25) ปริมาตร 100 µL ผสมให้เข้า

กันดูดเอาตัวอย่างปริมาตร 5 µL ฉีดเข้าสู่ระบบ LC–MS/MS 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ผลการวิเคราะห ์

Chromatogram ของ TMAO, Betaine และ  Choline จากการ

วิเคราะห์ดังภาพ 

 

เส้นกราฟสารมาตรฐาน 

 เส้นกราฟมาตรฐานส้าหรับตัวอย่างปัสสาวะ และตัวอย่าง

พลาสมาเป็นดังรูปด้านล่าง โดยค่าความเป็นเส้นตรงของทั งสองมี

ค่ามากกว่า 0.99(R²>0.99) 

Signal Response 

 ค่าความเข้มข้นต่้าสุดที่ตรวจวัดได้อยู่ที ่0.01 ppm โดยมี

ค่า Signal-to-Noise Ratio ของความเข้มข้นต่้าสุดแสดงในรูปแบบ

ของตารางด้านล่าง 

สรุปผลการวิเคราะห ์

  คณะผู้จัดท้าได้มีการพัฒนาวิธมีาตรฐานส้าหรับการ

วิเคราะห์สารในกลุ่ม TMAO, Betaine และ Choline ซึง่สามารถ

ตรวจพบได้ในพลาสมาและปัสสาวะ รวมถึงกระบวนการเตรยีม

ตัวอย่างที่ง่าย มีความแม่นย้า และเหมาะสมส้าหรับการใช้งานใน

งานวิจัยหรือทางคลินิกที่ต้องการศึกษาและตรวจหารสารในกลุ่ม

ดังกล่าวแบบง่าย และรวดเร็วซึ่งปัจจุบันวิธีการนี ถูกน้าไปใช้

สนับสนุนการวิจัยทางคลินิกทีเ่กีย่วข้องกับตัวบ่งชี โรคในทาง

การแพทย ์

 

 

 

 Precursor
(m/z) 

Product
(m/z) 

CE(v) RF(v) 

TMAO 75.9 42.217 38.16 41 
Betaine 117.983 42.133 55.77 61 
Choline 104.05 44.967 22.19 53 
TMAO-D9* 84.983 66.133 21.83 44 
TMA-D9* 69.05 49.05 24.69 46 

Internal standard 200µl 

สารตัวอย่าง 50 ul 

ปั่นที ่15,000 rpm 15 นาท ี

ฉีดเข้า LC-MS/MS ปริมาตร 5µl  

ดูดส่วนใส 20 µl ผสมกับ diluent 100µl 

TMAO Choline Bataine 

Compound Conc(ppm) S/N 

Betaine 0.01 35 
Choline 0.01 3.5 

TMAO 0.01 54 



บริษัท ซายน์ สเปค จ้ากดั 
10 ซอยกาญจนาภิเษก ซอย 0010 แยกสอง 
เขตบางแค กทม. 10160 
โทร 02 454 8533  

 
 

ติดตามแอพพลิเคชั่นอื่น ๆ ได้ที่ https://www.scispec.co.th 

@scispec 
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