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ความแตกตา่งของผลการตรวจ VMA ใน Random Urine 
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บทคัดย่อ:
     Vanillylmandelic acid (VMA) เปน็เมตาบอไลทข์องฮอรโ์มน catecholamines  ซึง่ประกอบดว้ย epinephrine  
และ norepinephrine ถูกขับถ่ายออกจากร่างกายทางปัสสาวะ การตรวจวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ VMA 
ในปัสสาวะใช้ประกอบการวินิจฉัยผู้ป่วย pheochromocytoma และ neuroblastoma โดยทั่วไปจะตรวจหา
ความเข้มข้นของ VMA ในปัสสาวะ 24 ชั่วโมง  แต่พบว่ามีผู้ป่วยเด็กบางรายมีปัญหาในการเก็บปัสสาวะ  จึงมี
การศกึษาทีจ่ะใชป้สัสาวะแบบเกบ็ครัง้เดยีว (random urine) แทนการใชป้สัสาวะ 24 ชัว่โมง พบวา่ความเขม้ขน้
ของ VMA  ใน random urine ไมแ่ตกตา่งกบัปสัสาวะทีเ่กบ็ 24 ชัว่โมงอยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิVMA จะสลายตวั
ทีส่ภาวะดา่ง จงึตอ้งเตมิกรดลงไปในปสัสาวะใหม้ ีpH<3 เพือ่รกัษาสภาพของ VMA การแชแ่ขง็กอ็าจจะเปน็อกีวธิหีนึง่
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ความแตกต่างของผลการตรวจ VMA ใน Random Urine                                      ภัสพิมล มากคง และคณะ

ในการหยดุปฏกิริยิาการสลายของ VMA ผูว้จิยัและคณะ จงึไดม้วีตัถปุระสงคเ์พือ่ศกึษาเปรยีบเทยีบความเขม้ขน้ของ 
VMA ใน random urine ทีร่กัษาสภาพโดยการแชแ่ขง็และการเตมิกรด 6N HCl โดยใชก้ลุม่ตวัอยา่ง random urine 
ของผูป้ว่ยทีเ่หลอืจากการสง่ตรวจ VMA ทีห่นว่ยเคมคีลนิกิ โรงพยาบาลสงขลานครนิทร ์จำ�นวน 33 ราย แบง่ปสัสาวะ
เปน็ 2 สว่น  สว่นละ 5  มลิลลิติร สว่นหนึง่นำ�ไปแชแ่ขง็ที ่-20 องศาเซลเซยีส (๐ซ) อกีสว่นเตมิกรด 6N HCl 200 
ไมโครลิตร เก็บไว้ที่อุณหภูมิ 4 ๐ซ จากนั้นนำ�ปัสสาวะทั้ง 2 ส่วน มาหาความเข้มข้นของ VMA โดยใช้วิธีดัดแปลง
ของ  Gumboldt  จากผลการศกึษาพบวา่ความเขม้ขน้ของ VMA ใน random urine  ทีร่กัษาสภาพแบบแชแ่ขง็และ
เตมิกรด 6N HCl ไดค้า่เฉลีย่ (สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน)  เทา่กบั 23.43 (45.38) และ 24.57 (54.45) ไมโครกรมั/มลิลกิรมั 
creatinine ตามลำ�ดับ เมื่อเปรียบเทียบความแตกต่างโดยใช้ Wilcoxon sign-Rank test พบว่าไม่แตกต่าง
อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ(p=0.713) และมคีวามสมัพนัธก์นัด ีr=0.997 สมการถดถอยเชงิเสน้ตรง y=1.196x-3.461 
ดังนั้นจึงสรุปได้ว่า ความเข้มข้นของ VMA ใน random urine ที่รักษาสภาพแบบแช่แข็งและเติมกรด 6N HCl 
มีค่าไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติและมีความสัมพันธ์กันดี

คำ�สำ�คัญ: กรด 6N HCl, แช่แข็ง, ปัสสาวะแบบเก็บครั้งเดียว, สารรักษาสภาพ, VMA

Abstract:
	 Vanillylmandelic acid (VMA) is one of the metabolites of  catecholamines including epinephrine 
and norepinephrine that was excreted into the urine. Analysis of urinary concentrations of VMA was 
useful to the diagnose of pheochromocytoma and neuroblastoma. Generally, the measurement of VMA 
use urine 24-hour urine collections, but in pediatric patient, it was difficult  to collection the urine sample. 
Therefore, the random urine was accepted because it was found that the VMA concentration in random 
and 24-hour urine had no statistically significant difference. VMA will decompose at alkaline conditions, 
therefore, to preserve the VMA concentrations, the urine should be acidified or kept frozen. The aim of 
the study was to compare the VMA levels in frozen and acidified random urine. We performed the study 
by collecting of 33 urine samples at the Clinical Chemistry Unit, Songklanagarind Hospital. The urine was 
aliquot 5 ml into 2 containers, one kept frozen at -20 ๐C, and the other was acidified with 6N HCL 
200 µl and stored at 4 ๐C. Then, the urinary VMA concentration was determined by modified method 
of Gumboldt. The results showed that the X±S.D. of VMA concentration in frozen and acidified 
random urine were 23.43 (45.38) and 24.57 (54.45) µg/mg creatinine, respectively. The VMA concen-
tration in frozen and acidified random urine was correlated well (r=0.997) and showed no statistically 
significant difference (p=0.713)

Keywords: frozen, preservative, random urine, 6N HCl acid, VMA
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Different of Vanillylmandelic Acid in Random Urine	                                  Makkong P, et al.

บทนำ�
 	 Vanillylmandelic acid (VMA) เปน็เมตาบอไลท์
ของฮอรโ์มน catecholamines  ซึง่ประกอบดว้ย epine-
phrine และ norepinephrine ฮอรโ์มนดงักลา่วถกูสรา้งจาก 
chromaffin cells พบมากทีต่อ่มหมวกไตชัน้ใน adrenal 
medulla และจะถกูขบัถา่ยออกจากรา่งกายทางปสัสาวะ1,2 
การตรวจวิเคราะห์หาความเข้มข้นของ VMA จึงเป็น
การวดัปรมิาณของฮอรโ์มน catecholamines ในพลาสมา 
เพื่อใช้ประกอบการวินิจฉัยผู้ป่วย pheochromocytoma 
และ neuroblastoma3,4 รวมทั้งใช้ในการวิเคราะห์แยก
สาเหตุของการเกิดภาวะความดันโลหิตสูงออกจากโรค
เนื้องอกของ adrenal medulla1

	 โดยทั่วไปการตรวจหาความเข้มข้นของ VMA 
จะใช้ปัสสาวะ 24 ชั่วโมง เพื่อดูปริมาณของ VMA
ที่หลั่งออกมาในปัสสาวะตลอด 24 ชั่วโมง จะช่วยให้
แพทย์สามารถวินิจฉัยโรคดังกล่าวข้างต้นได้ การตรวจ 
VMA จึงใช้ปัสสาวะ 24 ชั่วโมง และต้องใส่กรด 6N 
HCl เปน็สารรกัษาสภาพ5,6 เนือ่งจาก VMA จะสลายตวั
ในสภาวะที่เป็นด่าง แต่พบปัญหาว่าในผู้ป่วยเด็กและ
ผู้ใหญ่บางรายมีปัญหาในการเก็บปัสสาวะ 24 ชั่วโมง7  

และมงีานวจิยัสนบัสนนุการเปรยีบเทยีบความเขม้ขน้ของ 
VMA ในปัสสาวะแบบเก็บครั้งเดียว (random urine) 
กับปัสสาวะที่เก็บ 24 ชั่วโมง พบว่าความเข้มข้นของ 
VMA ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ 
และมคีวามสมัพนัธก์นัเปน็อยา่งดี8-11  สำ�หรบัการตรวจหา
ความเข้มข้นของ VMA จะคงสภาพได้ดีในสภาวะที่
เปน็กรดและม ีpH ต่ำ�กวา่ 35-7,11,12  ซึง่การเกบ็ปสัสาวะ
แบบครัง้เดยีว (random urine) จะนำ�ปสัสาวะไปวเิคราะห์
ทันทีภายใน 2 ชั่วโมง หรือถ้าไม่ตรวจทันทีจะต้องนำ�ไป
แชแ่ขง็เพือ่รกัษาสภาพของ VMA13  อยา่งไรกต็ามยงัไมม่ี
รายงานวิจัยที่ศึกษาการเก็บรักษาปัสสาวะแบบเก็บ
ครัง้เดยีว (random urine) ทีใ่ชส้ารรกัษาสภาพทีเ่ปน็กรด 
เพื่อรักษาสภาพ VMA ดังนั้นคณะผู้วิจัยจึงได้ทำ�การ
ศึกษาโดยมีวัตถุประสงค์เพื่อเปรียบเทียบความเข้มข้น
ของ VMA ในปัสสาวะแบบเก็บครั้งเดียวที่รักษาสภาพ
แบบแช่แข็งที่ -20 ๐ซ และแบบเติมกรด 6N HCl เพื่อ

ประเมินว่าการรักษาสภาพทั้ง 2 วิธี ทำ�ให้ความเข้มข้น
ของ VMA มคีา่แตกตา่งกนัหรอืไม ่เพือ่นำ�ประโยชนจ์าก
การศกึษามาปรบัปรงุวธิกีารเกบ็สิง่สง่ตรวจทีเ่ปน็ปสัสาวะ
แบบเก็บครั้งเดียว (random urine) 

วัสดุและวิธีการ 
	 กลุ่มตัวอย่าง
	 กลุม่ตวัอยา่งทีใ่ชเ้ปน็ปสัสาวะแบบ random urine 
ของผูป้ว่ยทีส่ง่มาตรวจหาระดบั VMA ทีห่นว่ยเคมคีลนิกิ 
โรงพยาบาลสงขลานครินทร์  จำ�นวน 33  ตัวอย่าง โดย
คำ�นวณขนาดตัวอย่างจากความแตกต่างของค่าเฉลี่ย
ระหว่างประชากร 2 กลุ่ม (detecting the difference 
between 2 population means)14 ซึ่งมีทั้งค่าปกติ
และผิดปกติ การศึกษาครั้งนี้ได้ผ่านการเห็นชอบจาก
คณะกรรมการจริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ของคณะ
แพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์

	 วิธีการศึกษา
	 แบ่งปัสสาวะเป็น 2 ส่วน ส่วนละ 5 มิลลิลิตร 
สว่นหนึง่นำ�ไปแชแ่ขง็ที ่-20 ๐ซ อกีสว่นเตมิกรด 6N HCl 
จำ�นวน 200 ไมโครลิตร เพื่อปรับ pH<36 จากนั้นเก็บไว้
ทีอ่ณุหภมู ิ4 ๐ซ เกบ็ไวไ้มเ่กนิ 7 วนั นำ�ปสัสาวะทัง้ 2 สว่น 
มาหาความเข้มข้นของ VMA โดยใช้วิธีดัดแปลงของ  
Gumboldt15  กลา่วคอื VMA ในปสัสาวะจะถกูสกดัออก
โดย ethyl acetate สารละลายกรดและมีเกลือ sodium 
chloride อิม่ตวั ตอ่มาสกดั VMA ออกจาก  ethyl acetate 
ดว้ย sodium citrate buffer pH 4.0 ปรบัสภาพใหเ้ปน็ดา่ง
ดว้ยน้ำ�ยา potassium carbonate pH 10.4 ในสภาพดา่ง 
VMA จะรวมกับน้ำ�ยา diazotized paranitroaniline 
ได้สารมีสี azo dry stuff สุดท้ายสกัดสารที่มีสีออกจาก
สารรบกวนอื่นๆ โดย normal butanol และนำ�มาวัด 
absorbance ของสทีีเ่กดิขึน้ ที ่578 nm  พรอ้มทัง้หาคา่ 
creatinine ของปัสสาวะ โดยใช้เครื่องวิเคราะห์อัตโนมัติ 
Modular 800 โดยใช้หลักการ enzymatic method 
คำ�นวณหาความเข้มข้นของ VMA ได้จากสูตร
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ความแตกต่างของผลการตรวจ VMA ใน Random Urine                                      ภัสพิมล มากคง และคณะ

	 การวิเคราะห์ข้อมูลและสถิติที่ใช้
	 นำ�ความเข้มข้นของ VMA ที่รักษาสภาพแบบ
เตมิกรด 6N HCl มาหาคา่เฉลีย่ สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน 
และทดสอบความแตกต่างทางสถิติ โดยเปรียบเทียบกับ
แบบแช่แข็งที ่-20 ๐ซ ทดสอบการกระจายตวัของข้อมูล
โดยใช ้Kolmgorov-Smirnov test พบวา่มกีารกระจายตวั
แบบไมป่กต ิ(non normal distribution) จงึใช ้Wilcoxon 
Sign-Rank test การทดสอบในครั้งนี้ พร้อมทั้งหา
สัมประสิทธิ์สหสัมพันธ์ และสมการถดถอยเชิงเส้นตรง 
(linear regression analysis) ด้วยโปรแกรมทางสถิติ 
Statistical Package for the Social Science for 
Windows (SPSS)  
	 ศึกษาความแตกต่างทางคลินิก โดยเปรียบเทียบ
ร้อยละความแตกต่าง (% different) ของความเข้มข้น
ของ VMA ที่รักษาสภาพแบบเติมกรด 6N HCl 
เปรียบเทียบกับแบบแช่แข็ งที่  -20 ๐ซ กับค่ า
ความผิดพลาดรวมที่ยอมรับได้ (total allowable 
total error limit: TEa)16 และจำ�นวนรายของร้อยละ
ความแตกต่างจะต้องอยู่ในเกณฑ์ยอมรับ TEa มากกว่า
ร้อยละ 95 โดยที่ TEa สำ�หรับการทดสอบ VMA คือ 
±31.3% โดยคำ�นวณหาคา่รอ้ยละความแตกตา่งจากสตูร 
% Difference = (Valueแบบเติมกรด 6N HCl-Valueแบบแช่แข็ง (-20 ๐ซ))/
Valueแบบแช่แข็ง (-20 ๐ซ) x100

	 สารควบคุมคุณภาพ 
	 การควบคุมคุณภาพการตรวจวิเคราะห์ของ
การทดสอบจะใชส้ารควบคมุคณุภาพ (control material) 
ที่มีช่วงค่าแตกต่างกัน 2 ระดับ โดยใช้ Urine control 
normal 1 lot 62281 และ Urine control abnormal 
2 lot 62282 ของบริษัท ไบโอ-ราด แลบบอราทอรี่ส์ 
จำ�กดั และนำ�มาหาคา่รอ้ยละสมัประสทิธค์วามแปรปรวน 

(% Coefficient of Variation หรือ % CV) จากสูตร 
% CV=(standard deviation (S.D.)/mean)x100 
โดยที่ค่า mean คือ ค่าเฉลี่ย ค่า S.D. หรือ standard 
deviation คือ ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน ซึ่งหากผลการ
ตรวจวัด % CV ที่ได้จากห้องปฏิบัติการมีค่าต่ำ�กว่าค่า 
% CV ทีไ่ดจ้ากคา่คำ�นวณของบรษิทั แสดงถงึผลการตรวจ
วิเคราะห์การทดสอบนั้นๆ มีความน่าเชื่อถือ 

ผลการศึกษา
	 การทดสอบสารควบคมุคณุภาพพบวา่อยูใ่นชว่งที่
กำ�หนดทัง้สองระดบั และคา่ความแมน่ยำ�ของการทดสอบ
ซึ่งดูผลจากค่าร้อยละสัมประสิทธิ์ความแปรปรวนไม่เกิน
1 ใน 3 ของ TEa (ตารางที่ 1) 
	 ความเขม้ขน้ของ VMA ทีไ่ดจ้ากการรกัษาสภาพ
ทัง้ 2 วธิ ี ในกลุม่ตวัอยา่งจำ�นวน  33 ราย มคีา่ต่ำ�สดุและ
สงูสดุตัง้แต ่0.93-304 ไมโครกรมั/มลิลกิรมั creatinine  
ซึ่งมีช่วงอายุตั้งแต่ 1-41 ปี เพศชาย 19 ราย อายุเฉลี่ย 
11 ป ีเพศหญงิ 14 ราย อายเุฉลีย่ 16 ป ีพบวา่ ความเขม้ขน้
ของ VMA ทีร่กัษาสภาพแบบแชแ่ขง็ที ่-20 ๐ซ และแบบ
เตมิกรด 6N HCl  มคีา่เฉลีย่ (สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน) 
เทา่กบั 23.43 (45.38) และ 24.57 (54.45) ไมโครกรมั/
มิลลิกรัม creatinine ตามลำ�ดับ (ตารางที่ 2)
	 เมือ่เปรยีบเทยีบความเขม้ขน้ของ VMA ทีร่กัษา
สภาพแบบแชแ่ขง็ที ่-20 ๐ซ  และแบบเตมิกรด 6N HCl 
โดยใช้  Wilcoxon Sign-Rank test พบว่าไม่แตกต่าง
อยา่งมนียัสำ�คญัทางสถติ ิ(p=0.713) มคีวามสมัพนัธก์นัดี
มคีา่สมัประสทิธิส์หสมัพนัธ ์(r) เทา่กบั 0.997 และสมการ
ถดถอยเชิงเส้นตรง y=1.196x-3.461 ดังรูปที่ 1 และ
นำ�มาทดสอบความแตกต่างโดยใช้เกณฑ์ไม่เกิน TEa 
ของการทดสอบ (รูปที่ 2)  
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รูปที่ 1 	กราฟแสดงความสมัพนัธข์องความเขม้ขน้ของ VMA ทีร่กัษาสภาพแบบแชแ่ขง็ที ่-20 ๐ซ และแบบเตมิกรด 
	 6N HCl

ตารางที่ 1	 แสดงคา่เฉลีย่ สว่นเบีย่งเบนมาตรฐาน และคา่รอ้ยละสมัประสทิธิค์วามแปรปรวนของสารควบคมุคณุภาพ
	 ระดับปกติและระดับผิดปกติ 

การ
ทดสอบ

สารควบคุมภาพ
บริษทั ไบโอ-ราด แลบบอราทอรี่ส ์จำ�กดั ห้องปฏิบัติการ

Mean S.D. %CV Mean S.D. %CV

VMA    
(มิลลิกรัม/
เดซิลิตร)

Urine control normal 1 3.9 1.0 25.6 3.4 0.3 8.8

Urine control abnormal 2 15.7 2.3 14.6 15.9 1.6 10.0

VMA แบบแช่แข็ง (-20 ๐ซ) (ไมโครกรัม/มิลลิกรัม creatinine)
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ตารางที่ 2 	แสดงความเขม้ขน้ของ VMA ใน random urine ทีร่กัษาสภาพแบบแชแ่ขง็ที ่-20 ๐ซ และแบบเตมิกรด 
	 6N HCl ประกอบด้วย ช่วงค่าต่ำ�สุด-สูงสุด ค่าเฉลี่ย ส่วนเบี่ยงเบนมาตรฐาน จำ�นวน 33 ราย
	  	  					   

การรักษาสภาพ VMA

ความเข้มข้นของ VMA                       
(ไมโครกรัม/มิลลิกรัม creatinine)

Mean 
difference  

(%) 
Slope r p-value

Min Max Mean (S.D.) 

แบบแช่แข็ง (-20 ๐ซ) 0.93 254 23.43 (45.38)

แบบเติมกรด 6N HCl 0.95 304 24.57 (54.45) 4.2 1.196 0.997 0.713

Min=Minimum, Max=Maximum, r=Correlation coefficient
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วิจารณ์
	 การตรวจวเิคราะหห์าความเขม้ขน้ของ VMA ใช้
ประกอบการวินิจฉัยผู้ป่วย pheochromocytoma และ 
neuroblastoma3,4  รวมทัง้ใชใ้นการวเิคราะหแ์ยกสาเหตุ
ของการเกิดภาวะความดันโลหิตสูงออกจากโรคเนื้องอก
ของ adrenal medulla1 การเลอืกใช ้random urine แทน
การเกบ็ปสัสาวะ 24 ชัว่โมง เปน็วธิหีนึง่สำ�หรบัผูป้ว่ยทีม่ี
ปญัหาในการเกบ็ปสัสาวะ 24 ชัว่โมง เนือ่งจาก random 
urine ทำ�ได้โดยไม่ต้องคำ�นึงถึงช่วงเวลา และมีงานวิจัย
สนับสนุนการเปรียบเทียบความเข้มข้นของ VMA 
ใน random urine กับปัสสาวะ 24 ชั่วโมง พบว่าไม่มี
ความแตกต่างกันอย่างมีนัยสำ�คัญทางสถิติ และมีความ
สมัพนัธก์นัเปน็อยา่งดี8-11 สามารถใชท้ดแทนกนัได ้สำ�หรบั 
random urine โดยทั่วไปถ้าต้องเก็บรักษาสภาพไม่ให้
ระดบัสารเคมเีปลีย่นจะนยิมตรวจทนัทหีรอืถา้ไมไ่ดต้รวจ
ทนัทใีหท้ำ�การแชแ่ขง็13  หากจะใหเ้ปน็ไปตามวธิมีาตรฐาน
การเกบ็ปสัสาวะ 24 ชัว่โมง เพือ่สง่ตรวจ VMA ตอ้งเตมิ
กรด 6N HCl ลงไปเพือ่รกัษา pH ของปสัสาวะใหค้งสภาพ
อยู่ที่ pH ต่ำ�กว่า 36  แต่สำ�หรับ random urine ยังไม่มี

คำ�แนะนำ�ที่แน่ชัด และจากศึกษาของ Willemsen และ
คณะ17 พบว่าสามารถแช่แข็งตัวอย่างตรวจได้ภายใน 
1 สัปดาห์ โดยค่าที่ได้ลดลงไม่เกินร้อยละ 10 แต่ถ้ามี
การนำ�ส่งตัวอย่างควรที่จะรักษาสภาพตัวอย่างระหว่าง
การเก็บ ซึ่งการศึกษาครั้งนี้ได้ค่าเฉลี่ย (ส่วนเบี่ยงเบน
มาตรฐาน)  เทา่กบั 23.43 (45.38)  และ  24.57 (54.45) 
µg/mg creatinine ตามลำ�ดับ และจากการศึกษา
บอกไดว้า่การรกัษาสภาพตวัอยา่งแบบเตมิกรด 6N HCl 
ค่าลดลงเฉลี่ยร้อยละ 4.2 และค่าไม่แตกต่างทางสถิติ

สรุป
	 จากผลการวิเคราะห์การรกษาสภาพความเขมข้น
ของ VMA ใน random urine แบบแชแ่ขง็ที่ -20 ๐ซ 
และแบบเติมกรด 6N HCl พบว่าให้ผลวิเคราะห์
ทางสถิติที่ไม่แตกต่างกัน  การเพิ่มทางเลอกในการรกษา
สภาพความเขม้ขน้ของ VMA ขึน้อยูก่บัความสะดวก
และความพร้อมที่จะเลอืกเกบ็รกัษาสภาพของแต่ละ
ห้องปฏิบัติการ  ซึ่งอาจเปนอีกทางเลอกหนึ่งในการนำ�ส่ง
ปัสสาวะแบบ random urine เพื่อตรวจหา VMA 

รูปที่ 2 	กราฟแสดงความแตกตา่งของความเขม้ขน้ของ VMA ทีร่กัษาสภาพแบบแชแ่ขง็ที ่-20 ๐ซ และแบบเตมิกรด 
	 6N HCl
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