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สญัลกัษณ์บนบรรจภุณัฑ ์

 
มสีว่นผสมของของเหลวและไอระเหยทีhตดิไฟได ้โปรดดทูีhขอ้ควรระวงัและคําเตอืน  

 
คําเตอืน/อนัตราย โปรดดทูีhขอ้ควรระวงัและคําเตอืน  

 ดคํูาแนะนําสําหรับการใชง้าน 

 ใชก้อ่นวนัทีh 

 หมายเลขแคตตาล็อก 

 รหสัชดุ 

 ผูผ้ลติ 

 ขดีจํากดัอณุหภมูสิงูสดุในการเก็บรักษา 

 
หา้มใชห้ากบรรจภุณัฑเ์สยีหาย 

192 จํานวนหรอืปฏกิริยิา 

 อปุกรณ์ทางการแพทยสํ์าหรับวนิจิฉัยภายนอกรา่งกาย  

 
ป้องกนัไมใ่หโ้ดนแสงโดยตรง 

 
เก็บไวใ้หแ้หง้เสมอ 
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การใชง้านตามวตัถปุระสงค ์

อปุกรณ์ทางการแพทยสํ์าหรับวนิจิฉัยภายนอกรา่งกาย Q-NADMED Blood 
เป็นชดุตรวจวเิคราะหสํ์าหรับวดัความเขม้ขน้ของเมทาบอไลท ์NAD+ และ NADH ในโลหติรวมของมนุษย ์
การตรวจวเิคราะหน์ี�เป็นการตรวจวเิคราะหเ์ชงิปรมิาณ กลุม่ผูใ้ชเ้ป้าหมายของชดุตรวจวเิคราะห ์Q-NADMED 
คอืบคุลากรในหอ้งปฏบิตักิารทีhผา่นการฝึกอบรมแลว้ 
วตัถปุระสงคแ์รกทีhกําหนดไวค้อืเพืhอใชต้รวจหาการเปลีhยนแปลงอยา่งเป็นระบบใน NAD+ และ NADH 
กลุม่ผูใ้ชเ้ป้าหมายหลกัของผลการตรวจวเิคราะหน์ี�คอื 
บคุลากรทางการแพทยท์ีhตคีวามผลการวเิคราะหท์ีhไดรั้บในบรบิทของสถานะสขุภาพ/โรค 
โดยสามารถใชผ้ลการวเิคราะหข์องชดุตรวจวเิคราะห ์Q-NADMED เพืhอทําการตดัสนิใจเกีhยวกบัการรักษา เชน่ 
การเสรมิดว้ยสารตั �งตน้ของ NAD วตัถปุระสงคท์ีhกําหนดไวลํ้าดบัทีhสองของชดุตรวจวเิคราะห ์Q-NADMED 
คอืเพืhอตรวจตดิตามระดบั NAD+ และ NADH ในผูป่้วยทีhไดรั้บการรักษา เชน่ การเสรมิดว้ยสารตั �งตน้ของ NAD 
และการปรับขนาดยา 

ขอ้มลูภมูหิลงัทางคลนิกิ  

เมทาบอไลทข์อง NAD+ และ NADH 
มบีทบาทสําคญัในการปรับระบบการเผาผลาญของมนุษยแ์ละสภาวะสมดลุของพลงังานเพืhอตอบสนองตอ่สิhงเรา้ตา่ง 
ๆ ทั �งภายในและภายนอกรา่งกาย ผลการวจัิยแสดงใหเ้ห็นวา่ระดบั NAD+ 
ในรา่งกายลดลงสมัพันธก์บัการเริhมแสดงอาการของโรค เป็นสญัญาณทีhบง่ชี�ถงึการขาดสมดลุของพลงังานในรา่งกาย 
(Covarrubias et al. 2021 doi: 10.1038/s41580-020-00313-x) ทั �งนี� ระดบัการลดลงของ NAD+ 
นี�มรีปูแบบไมเ่หมอืนกนัและแตกตา่งกนัไปตามแตล่ะบคุคลและพยาธวิทิยา การลดลงอยา่งมนัียสําคญัของ NAD+ 
จะบัhนทอนความสามารถของรา่งกายในการคงระดบัการเผาผลาญทีhจําเป็น 
ซึhงเป็นภาวะทีhจะยังคงอยูแ่มจ้ะไดรั้บการรักษาอยา่งตอ่เนืhองก็ตาม 
ในปัจจบุนัมกีารวจัิยอยา่งตอ่เนืhองและจรงิจังเกีhยวกบัผลของ NAD+ และ NADH 
ตอ่กลไกและการลกุลามของโรคตา่ง ๆ รายการของพยาธวิทิยาทีhสงสยัวา่มกีารเปลีhยนแปลงความเขม้ขน้ของ NAD+ 
และ NADH เพิhมขึ�นอยา่งตอ่เนืhอง โดยมหีลกัฐานทีhไดรั้บการตพีมิพแ์ลว้คอืโรคไมโทคอนเดรยี 
การเสืhอมสภาพตามอาย ุการตดิเชื�อในกระแสเลอืด การตดิเชื�อไวรัส โรคระบบหวัใจและหลอดเลอืดและโรคไต 
โรคเบาหวานชนดิทีh 1 และ 2 ความผดิปกตทิางระบบประสาท และโรคมะเร็ง (เชน่ Pirinen et al. 2020 doi: 
10.1016/j.cmet.2020.04.008, Verdin 2015 doi: 10.1126/science.aac4854, Fan et al 2020 doi: 
10.1111/jdi.13303, Navas & Carnero 2021 doi: 10.1038/s41392-020-00354-w) 

การตรวจวเิคราะหด์ว้ย Q-NADMED ชว่ยในการคดักรองผูป่้วยเพืhอหาภาวะพรอ่ง NAD+ และ NADH 
ทําใหส้ามารถใหก้ารรักษาแบบมุง่เป้าเพืhอภาวะพรอ่งเหลา่นี� และเพิhมประสทิธภิาพของแผนการรักษาใหด้ยีิhงขึ�น 

หลกัการตรวจวเิคราะห ์

ชดุอปุกรณ์นี�ตรวจวดัปรมิาณ NAD+ และ NADH ภายในเซลล ์หลกัการตรวจวเิคราะห ์
คอืปฏกิริยิาของเอนไซมท์ีhเป็นวงรอบ ดว้ยการตรวจจับจดุยตุแิบบการวดัส ีขั �นตอนแรก เมทาบอไลทข์อง NAD+ 
และ NADH จะถกูสกดัออกจากตวัอยา่งโลหติรวมในขั �นตอนเดยีว ในกระบวนการวเิคราะห ์
ชดุทดสอบจะดําเนนิการตรวจวดั NAD+ และ NADH จากสารสกดัจากตวัอยา่งแยกกนั ในสว่นแรก 
ขั �นตอนนี�จะเนน้ไปทีhการทําให ้NAD+ คงตวัและกําจัด NADH ในเชงิรกุ ตรงกนัขา้มกบัสว่นทีhสอง 
ซึhงจะเปลีhยนไปเนน้ทีhทําให ้NADH คงตวัพรอ้มกบักําจัด NAD+ โดยจะมกีารวเิคราะห ์NAD+ และ NADH 
สารสกดัทีhคงตวัแลว้นี�บนจานหลมุสองชิ�นทีhแยกจากกนัโดยใชป้ฏกิริยิาของเอนไซมร์ว่มกบัการเปลีhยนส ี
ความเขม้ขน้ของสทีีhเปลีhยนแปลงในการตรวจวเิคราะหน์ี�เป็นสดัสว่นเชงิเสน้กบัความเขม้ขน้ของ NAD+ หรอื NADH 
ในสว่นผสมของปฏกิริยิา  
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การจดัการและการเก็บรกัษาตวัอยา่ง 
ขอ้กาํหนดและขอ้จาํกดั:  
• ชดุอปุกรณ์นี�ไดรั้บการออกแบบสําหรับใชต้รวจวดั NAD+ และ NADH ในโลหติรวม 

การตรวจวเิคราะหน์ี�ไมเ่หมาะสําหรับการวดัในพลาสมาหรอืซรัีhม เซลลเ์พาะเลี�ยง หรอืเนื�อเยืhอตา่ง ๆ 
• เพืhอวดัปรมิาณ NAD+ และ NADH จําเป็นตอ้งมโีลหติรวม 100 ไมโครลติร อยา่งไรก็ตาม 150–200 

ไมโครลติรคอืปรมิาตรทีhเหมาะสมทีhสดุสําหรับการตรวจวเิคราะหใ์หม้ผีลลพัธน่์าเชืhอถอื 
• และสามารถวเิคราะหไ์ดทั้ �งตวัอยา่งเลอืดเจาะใหมห่รอืแชแ่ข็ง 

a) โดยเลอืดเจาะใหมส่ามารถวเิคราะหไ์ดภ้ายใน 72 ชัhวโมงหลงัการเก็บรวบรวมตวัอยา่ง 
หลงัเจาะเลอืดใหเ้ก็บไวท้ีhอณุหภมู ิ4°– 8°C กอ่นทําการวเิคราะห ์

b) ตวัอยา่งเลอืดทีhแชแ่ข็งจะตอ้งไดรั้บการเก็บรักษาแบบแชแ่ข็งอยา่งตอ่เนืhองกอ่นการตรวจวเิคราะห ์
หา้มทํารอบการแชแ่ข็งและละลายอกี เวลาในการเก็บรักษาเลอืดสว่นทีhแบง่ไวเ้ทา่กบัหนึhงเดอืนทีhอณุหภมู ิ-
20°C หรอืประมาณหนึhงปีทีhอณุหภมู ิ-80 – -70°C  

• ในการวจัิยทางคลนิกิและการศกึษาวจัิยระยะยาว 
ขั �นตอนการเก็บตวัอยา่งและการจัดการโลหติรวมทีhสอดคลอ้งตรงกนัเป็นสิhงสําคญัอยา่งยิhง 
กําหนดชนดิการวเิคราะห ์(เลอืดเจาะใหมห่รอืแชแ่ข็ง) 
และแนวปฏบิตัใินการเก็บรักษากอ่นการตรวจวเิคราะหใ์หส้อดคลอ้งตรงกนั 
โปรดดคํูาแนะนําเกีhยวกบัการเก็บรวบรวมตวัอยา่งเลอืดและขอ้ควรระวงัทีhสําคญัดา้นลา่ง 

การเก็บรวบรวมตวัอยา่งเลอืด:  
การเก็บรวบรวมตวัอยา่ง: ตวัอยา่งโลหติรวมทีhเก็บจากหลอดเลอืดดํา (เชน่ โดยใชว้ธิกีารหลอดเลอืดดํา) 
และตวัอยา่งโลหติรวมทีhนํามาจากสว่นอืhน ๆ ของรา่งกาย (โดยใชอ้ปุกรณ์แบบมใีบมดี) มคีวามเหมาะสม 
สามารถดคํูาแนะนําโดยละเอยีดเกีhยวกบัการแบง่ตวัอยา่งเลอืดเป็นสว่นและการแชแ่ข็งไดท้ีh 
https://www.nadmed.com/documents/ 

ปรมิาตรของตวัอยา่ง: การวเิคราะหจํ์าเป็นตอ้งใชโ้ลหติรวมปรมิาตรเพยีงเล็กนอ้ย ดงันั�น 
หากทําการวเิคราะหต์วัอยา่งเลอืดแบบแชแ่ข็ง เราแนะนําใหแ้บง่สว่นเลอืดปรมิาตรมาก (เชน่ 2–3 มลิลลิติร) 
เป็นสว่นๆ โดยมปีรมิาตร 150–200 ไมโครลติรกอ่นการแชแ่ข็ง 
การเก็บรวบรวมตวัอยา่งเลอืดลงในหลอดเก็บตวัอยา่งเลอืดทีhมสีารป้องกนัการแข็งตวัของเลอืดโดยตรงมคีวามสําคญั
อยา่งยิhงในการรักษาความเขม้ขน้เป้าหมายของสารป้องกนัการแข็งตวัของเลอืดในตวัอยา่ง  

สารป้องกนัการแข็งตวัของเลอืด: โดยทัhวไป 
ควรเก็บรวบรวมตวัอยา่งโลหติรวมในหลอดเก็บตวัอยา่งทีhมสีารป้องกนัการแข็งตวัของเลอืดเป็น K2 EDTA 
หรอืลเิธยีมเฮปารนิ (LH) และผสมใหเ้ขา้กนัดดีว้ยการพลกิหลอดควํhาและหงายไปมา 
ความเขม้ขน้สดุทา้ยของสารป้องกนัการแข็งตวัของเลอืด K2 EDTA ควรเทา่กบั 1.2–2 
มลิลกิรัมตอ่เลอืดทีhเก็บรวบรวม 1 มลิลลิติร หรอื LH 17–18 IU ตอ่เลอืดทีhเก็บรวบรวม 1 มลิลลิติร 
สําหรับการเก็บตวัอยา่งเลอืดจากหลอดเลอืดดํา เราแนะนําใหใ้ชห้ลอดเก็บตวัอยา่งเลอืดสญูญากาศทีhสเปรยเ์คลอืบ 
K2 EDTA หรอื LH ทีhออกแบบมาเพืhอใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ของสารป้องกนัการแข็งตวัของเลอืดตามทีhอธบิายไวข้า้งตน้ 
(เชน่ BD Vacutainer® หรอื Vacuette®) 

ขอ้ควรระวงัสําคญัเพืKอใหแ้นใ่จวา่ผลลพัธส์มบรูณ์และเชืKอถอืได:้ 
การผสมตวัอยา่ง: เมืhอโลหติรวมตั �งอยูน่ิhง ๆ เลอืดจะแยกตวัออกเป็นชั �นๆ ดงันั�น 
จงึจําเป็นอยา่งยิhงทีhจะตอ้งผสมตวัอยา่งทีhเจาะใหมใ่หเ้ขา้กนัดใีนระหวา่งดําเนนิการ 

แนวปฏบิตัทิีhตอ้งหลกีเลีhยง: หลกีเลีhยงการแชแ่ข็งเลอืดปรมิาณมาก (2–3 มลิลลิติร) ในหลอดเก็บตวัอยา่ง 
หลกีเลีhยงการใชห้ลอดไมโครทวิป์ผนังสองชั �นแบบมขีอบ 
แนวทางปฏบิตัเิหลา่นี�อาจเพิhมเวลาทีhตอ้งใชทั้ �งในการแชแ่ข็งและการละลายไดอ้ยา่งมาก ซึhงเป็นสิhงสําคญัอยา่งยิhง 
การใชเ้วลาในการละลายนานอาจเป็นสาเหตใุหผ้ลการตรวจวเิคราะหแ์ปรปรวนมากได ้
ซึhงสง่ผลตอ่ความแมน่ยําและความน่าเชืhอถอืของการวเิคราะห ์



–––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––––    6 
ชุดตรวจวเิคราะห์ Q-NADMED BLOOD NAD+ และ NADH 

กําหนดเวลาในการวเิคราะหแ์ละการแบง่สว่น: 
หากคณุไมส่ามารถวเิคราะหต์วัอยา่งเลอืดไดทั้นทหีลงัการเก็บรวบรวมตวัอยา่ง ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่ไดแ้บง่ 
(เลอืดเป็นสว่น) ตวัอยา่งภายใน 72 ชัhวโมง ขอแนะนําใหแ้บง่เลอืดเป็นสว่นใหม้ปีรมิาตร 150 ถงึ 200 ไมโครลติร 

การเก็บรักษาเลอืดสว่นทีhแบง่: 
เก็บรักษาเลอืดสว่นแบง่ในหลอดไมโครทวิป์โพลโิพรพลินีโปรง่ใสผนังชั �นเดยีวไมป่ลอดเชื�อ 
โดยหลอดนี�ควรมคีวามจ ุ0.5 - 2 มลิลลิติร หลงัการแบง่ตวัอยา่งเลอืดเป็นสว่น ใหแ้ชแ่ข็งตวัอยา่งอยา่งรวดเร็ว 
โดยใชอ้ณุหภมูติั �งแต ่-80°C ถงึ -20°C ในการแชแ่ข็ง 
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การเก็บรกัษา ความคงตวั และการเตรยีมสารทาํปฏกิริยิา  

สารทําปฏกิริยิา คําอธบิาย 
(*) 

การเตรยีมการ  
(**) 

การเก็บรกัษาและความคงต ั
ว  
(**, ***) 

BUFFER A 
28 มลิลลิติร 
เพยีงพอสําหรับตัวอยา่ง 40 
ตัวอยา่ง 

พรอ้มสําหรับการใชง้าน 
ปรับใหส้มดลุกบัอณุหภมูหิอ้ง  
  

คงตัวนานสองสปัดาหท์ีGอณุหภู
มหิอ้ง 

NAD+ 
STABILIZING 
REAGENT 

8 มลิลลิติร 
เพยีงพอสําหรับตัวอยา่ง 40 
ตัวอยา่ง 

NADH 
STABILIZING 
REAGENT 

8 มลิลลิติร 
เพยีงพอสําหรับตัวอยา่ง 40 
ตัวอยา่ง 

POSITIVE 
CONTROL 
(BUFFER) 

200 ไมโครลติร 
เพยีงพอสําหรับสองจาน 

DEIONIZED 
WATER 

10 มลิลลิติร 
เพยีงพอสําหรับสองจาน 

STOP SOLUTION 3 มลิลลิติร 
เพยีงพอสําหรับสองจาน 

พรอ้มสําหรับการใชง้าน 
ปรับใหส้มดลุกบัอณุหภมูหิอ้ง 
หากเกดิการตกตะกอน ใหอุ้น่ทีGอณุหภมู ิ
37°C 
และทําใหเ้ย็นลงจนเทา่กบัทีGอณุหภมูหิอ้
งกอ่นการตรวจวเิคราะห ์

BUFFER C 
2x 19 มลิลลิติร 
สว่นแบง่หนึGงสว่นตอ่จานหลมุ 96 
หลมุ 

ปรับใหส้มดลุกบัอณุหภมูหิอ้ง ผสม 
ASSAY COLOR REAGENT หนึGงขวดกบั 
BUFFER C หนึGงขวด (= 
สว่นผสมหลักทีGเพยีงพอสําหรับจานหลมุ 
96 หลมุหนึGงจาน) ใชส้ว่นผสมหลักทันท ี
ป้องกนัไมใ่หโ้ดนแสง หา้มเขยา่แรง 
ทิiงสว่นทีGเหลอื 

คงตัวเป็นเวลา 12 
ชัGวโมงทีGอณุหภมูหิอ้งหลังการ
ละลาย 

ASSAY COLOR 
REAGENT 

2x 3 มลิลลิติร 
สว่นแบง่หนึGงสว่นตอ่จานหลมุ 96 
หลมุ 

คงตัวเป็นเวลา 3 
ชัGวโมงทีGอณุหภมูหิอ้งหลังการ
ละลาย 

NAD+ STANDARD 
STOCK  

40 ไมโครลติร (1 มลิลโิมลาร)์ 
เพยีงพอสําหรับการควบคมุเชงิบว
กและการควบคมุมาตรฐาน ปรับใหส้มดลุกบัอณุหภมูหิอ้ง 

ดคููม่อืการเตรยีมการในหนา้ทีG 13 

ควรใชทั้นทหีลังการละลาย 
ควรป้องกนัสารมาตรฐานไมใ่ห ้
สมัผัสกบัแสง NADH STANDARD 

STOCK 

40 ไมโครลติร (1 มลิลโิมลาร)์ 
เพยีงพอสําหรับการควบคมุเชงิบว
กและการควบคมุมาตรฐาน 

ENZYME 
2x 40 ไมโครลติร 
สว่นแบง่หนึGงสว่นตอ่จานหลมุ 96 
หลมุ 

ปรับใหส้มดลุกบัอณุหภมูหิอ้ง 
เพิGมไปยังสว่นผสมหลักหลังจากดําเนนิก
ารกบัหลมุของตัวอยา่งทีGไมม่สีารทีGตอ้งก
ารวเิคราะหแ์ลว้ 

ควรใชทั้นทหีลังการละลาย 

* ปรมิาตรสารที,เตมิสามารถแปรผันไดท้ี, +/-5% 
** อณุหภมูหิอ้ง: 15–25°C 
*** กอ่นเปิด ควรเก็บรักษาสว่นประกอบทัPงหมดของชดุอปุกรณ์ไวท้ี, -85°C – -70°C 
หลกีเลี,ยงความผันผวนของอณุหภมูใินชอ่งแชแ่ข็ง  
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ขอ้ควรระวงัและคาํเตอืน 

สําหรับใชเ้พืhอการวนิจิฉัยภายนอกรา่งกายเทา่นั�น สําหรับการใชโ้ดยบคุลากรทีhผา่นการฝึกอบรมเทา่นั�น อยา่สบูบหุรีh 
ดืhม รับประทาน หรอืใชเ้ครืhองสําอางในพื�นทีhทํางาน สวมถงุมอืป้องกนั เสื�อผา้ป้องกนั และอปุกรณ์ป้องกนัดวงตา 
ลา้งมอืใหส้ะอาดหลงัจากใชง้านเสร็จสิ�น 

BUFFER A อาจทําใหเ้กดิการระคายเคอืงทีhดวงตา สวมแวน่ตานริภยัและจัดการดว้ยความระมัดระวงั  

NAD+ STABILIZING REAGENT อาจทําใหเ้กดิการระคายเคอืงทีhผวิหนังและดวงตา 
สวมถงุมอืและแวน่ตาจัดการดว้ยความระมัดระวงั 

NADH STABILIZING REAGENT อาจทําใหเ้กดิการระคายเคอืงทีhผวิหนัง ดวงตา และระบบทางเดนิหายใจ 
หลกีเลีhยงการสดูดมไอระเหย  

STOP SOLUTION อาจทําใหเ้กดิการระคายเคอืงทีhผวิหนัง ดวงตา และระบบทางเดนิหายใจ 
หลกีเลีhยงการสดูดมไอระเหย 

ASSAY COLOR REAGENTอาจทําใหเ้กดิการระคายเคอืงทีhผวิหนัง สวมถงุมอืและจัดการดว้ยความระมัดระวงั 

 

เอกสารขอ้มลูความปลอดภยั (SDS) ของ Q-NADMED ระบถุงึอนัตรายของสารเคมตีา่ง ๆ ในชดุอปุกรณ์นี� 
รวมถงึขอ้มลูคําเตอืนทีhเหมาะสมเกีhยวกบัอนัตรายดงักลา่ว 

เอกสารขอ้มลูความปลอดภยั (SDS) ของ Q-NADMED อธบิายถงึการกําจัดสว่นประกอบในชดุอปุกรณ์ทีhใชแ้ลว้ 

 

การแกไ้ขปญัหา 
หากคณุกําลงัประสบปัญหาใด ๆ ในระหวา่งการสกดัหรอืประสทิธภิาพในการตรวจวเิคราะห ์
โปรดตรวจสอบในคูม่อืการแกไ้ขปัญหาของ NADMED ทีh https://www.nadmed.com/documents/ 
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วสัดทุี)จาํเป็นแตไ่มม่ใีหใ้นชุดอปุกรณ์ 

หมวดหมู ่ รายการ ขอ้กําหนดเฉพาะ/ขอ้กําหนด 

วสัดสุ ิ:นเปลอืง หลอดไมโครทวิป์ 1.5 มลิลลิติร ใชห้ลอดไมโครเซนตรฟิิวก ์(Microcentrifuge) 
ที,ไมป่ราศจากเชืPอซึ,งทําจากโพลโีพรพลีนี (PP) 
แบบโปรง่ใส/สธีรรมชาตทิี,ใชสํ้าหรับการวนิจิฉัยภายนอกร่
างกาย (เชน่ Sarstedt Ref 72.690.001)  
ไมส่ามารถใชร้ว่มกบัการตรวจวเิคราะห ์NADMED ได:้  
ก) 
หลอดไมโครทวิป์ปราศจากเชืPอสําหรับอณูชวีวทิยาที,ปรา
ศจากเอนโดทอกซนิ สารกอ่ไข ้DNA ของมนุษย ์
และมกีารดดูซมึตํ,า (ผา่นการฆา่เชืPอดว้ยสารเคม)ี 
ข) 
หลอดไมโครทวิป์ที,มไีวสํ้าหรับใชก้บัโปรตนีที,มป้ีายกํากบั
วา่ “LoBind” 

จานหลมุ 96 หลมุ  
(2 ชิPน) 

ใชจ้านหลมุกน้แบนโพลสีไตรนีที,ไมป่ราศจากเชืPอ 
โปรง่ใส 
ซึ,งมกีารจับกบัโปรตนีปานกลางสําหรับการตรวจวเิคราะห์
แบบการวัดส ี(เชน่ Revvity กอ่นหนา้นีPคอื PerkinElmer 
หมายเลขอา้งองิ 6055640) 

ภาชนะเก็บของเหลวสําหรับการปิเปตแบบ
หลายชอ่ง (2 ชิPน) 

ใชพ้ลาสตกิโพลสีไตรนีที,ไมป่ราศจากเชืPอ 
ใชภ้าชนะเก็บสว่นผสมหลักในการตรวจวเิคราะหแ์ละ 
STOP SOLUTION แยกจากกนั 

ทปิปิเปตต ์ ใชท้ปิปิเปตตแ์บบเอยีงที,ไมป่ราศจากเชืPอซึ,งมกีารดดูซมึ
ตํ,า 

นํPาแข็ง (อา่งนํPาแข็ง) เตมินํPาแข็งลงในภาชนะแลว้เทนํPาประปาเย็นลงไปที,ดา้นบ
น สว่นที,เป็นของเหลวของตวัอยา่งจะถกูแชไ่ว ้
โดยมนํีPาแข็งพยงุหลอดอยู ่

อลมูเินยีมฟอยล ์ ใชฟ้อยลเ์พื,อป้องกนัตวัอยา่ง สารมาตรฐาน 
และจานหลมุจากแสงในระหวา่งการตรวจวเิคราะห ์
ดงัที,ระบใุนคําแนะนํา  

อปุกรณ์และเครืC
องจกัร  

ปิเปตตท์ี,ปรับเทยีบแลว้ แบบชอ่งเดยีวสําหรับปรมิาตรตา่ง ๆ เชน่ 5–50 
ไมโครลติร, 20–200 ไมโครลติร และ 100–1000 
ไมโครลติร แบบหลายชอ่งสําหรับปรมิาตรตา่ง ๆ เชน่ 5–
50 ไมโครลติร และ 30–300 ไมโครลติร 

เครื,องไมโครเซนตรฟิิวก ์ ใชก้ารปั,นแยกที,ทําใหเ้ย็นที,อณุหภมู ิ4°C และความเร็วที, 
20,000 x g 

เครื,องอา่นไมโครเพลทแบบสเปกโตรโฟโต
เมตรกิ 

ก) วัดการดดูกลนืแสงที,ความยาวคลื,น 570–573 
นาโนเมตร  
ข) ปรับการสแกนความสวา่ง/ความเขม้ขน้ของแสงเป็น 
“ตํ,า” ได ้หรอือกีทางหนึ,ง 
คอืสามารถปรับความสวา่งตามจํานวนแสงกะพรบิตอ่การวั
ดหนึ,งครั Pงได ้(กําหนดใหแ้สงกะพรบิ 5-10 ครั Pง)  

บล็อคความรอ้นในอา่งแหง้ที,เหมาะสําหรับ
หลอดไมโครทวิป์ 1.5 มลิลลิติร 

จําเป็นตอ้งปรับอณุหภมูไิดส้งูถงึ 80°C 
เพื,อใหมั้,นใจวา่ผลลัพธส์อดคลอ้งตรงกนัและเชื,อถอืได ้
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ใหท้ดสอบการถา่ยโอนความรอ้นและปรบัเทยีบอณุห
ภมู ิ
1. ตั Pงคา่บล็อคความรอ้นใหม้อีณุหภมู ิ80°C 
และรอจนอณุหภมูสิงูถงึ 75–80°C 
2. เตมินํPา 500 
ไมโครลติรในหลอดไมโครทวิป์และใสห่ลอดบนบล็อคคว
ามรอ้น 
ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่ใสห่ลอดไมโครทวิป์ลงบล็อคไดแ้น่น
ด ี
3. 
ใสเ่ทอรโ์มมเิตอรข์องหอ้งปฏบัิตกิารแบบดั Pงเดมิลงในหลอ
ดไมโครทวิป์ที,มนํีPา 
4. วัดเวลาที,ตอ้งใชเ้พื,อใหนํ้Pามอีณุหภมู ิ75°C 
จะถอืวา่การถา่ยโอนความรอ้นเพยีงพอหากอณุหภมูขิึPนถงึ
อณุหภมูทิี,ตั Pงใจภายใน 5 นาท ี
 
หากไมถ่งึอณุหภมูทิี,ถกูตอ้งที,ตั Pงคา่ไวท้ี, 80°C ภายใน 5 
นาท:ี  
ก) ตรวจสอบใหแ้น่ใจวา่ใสห่ลอดลงบล็อคไดแ้น่นด ี 
ข) เพิ,มอณุหภมูเิป้าหมายของอปุกรณ์ 

รายการพเิศษ สว่นหนึ,งการตรวจวเิคราะหใ์นการวัดมโีอกาสตอ้งทํางานในสภาวะแสงสลัว 
โปรดดขูอ้ควรพจิารณาในทางปฏบัิตแิละกระบวนการทํางานของ Q-NADMED BLOOD NAD+ และ 
NADH 
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ขอ้ควรพจิารณาในทางปฏบิตั ิ

 โปรดดคูาํแนะนําในการดทูีK (https://www.nadmed.com/products/NAD-NADH-kit) 
 
หมวดหมู ่ คําแนะนํา 

ขอ้จํากดั อา่นการจัดการและการเก็บรักษาตวัอยา่งอยา่งละเอยีด 
การตรวจวเิคราะหน์ีPไดรั้บการออกแบบสําหรับโลหติรวมและไมเ่หมาะสําหรับการวัดปรมิาณ NAD+ และ 
NADH ในพลาสมาหรอืซรัี,ม เซลลเ์พาะเลีPยง หรอืเนืPอเยื,อตา่ง ๆ 

หา้มใชส้ว่นประกอบของชดุอปุกรณ์หลังจากวันหมดอาย ุ
อยา่ผสมวัสดจุากชดุอปุกรณ์ในรุน่การผลติที,แตกตา่งกนั 
หา้มทํารอบการแชแ่ข็งและละลายสารทําปฏกิริยิาอกี 

การใชง้าน ผสมสารทําปฏกิริยิาทั Pงหมดใหเ้ขา้กนัโดยการคอ่ย ๆ หมนุวนหลอด 
ควรปั,นแยกหลอดไมโครทวิป์ขนาดเล็กอยา่งรวดเร็วที,ความเร็วตํ,ากอ่นเปิดฝาออก 

เราแนะนําใหนํ้า DEIONIZED WATER, BUFFER A, NAD+ STABILIZING REAGENT, NADH 
STABILIZING REAGENT และ STOP SOLUTION 
มาวางไวท้ี,อณุหภมูหิอ้งหนึ,งวันกอ่นการตรวจวเิคราะห ์นํา BUFFER C และ ASSAY COLOR REAGENT 
มาวางไวท้ี,อณุหภมูหิอ้งในวันที,ทําการตรวจวเิคราะห ์การละลายสารในขวดเหลา่นีPจะใชเ้วลาประมาณ 2-
3 ชั,วโมง 

ความถกูตอ้ง การวเิคราะห ์NAD+ และ NADH จะดําเนนิการบนจานหลมุสองชิPนที,แยกกนั 
เราแนะนําใหดํ้าเนนิการตรวจวเิคราะหทั์Pงสองรายการในวันเดยีวกนั 

เพื,อหลกีเลี,ยงการปนเปืPอนขา้ม ใหเ้ปลี,ยนเป็นทปิปิเปตตใ์หมร่ะหวา่งการเตมิสารมาตรฐาน ตวัอยา่ง 
และสารทําปฏกิริยิาแตล่ะชนดิ หลกีเลี,ยงการใชท้ปิปิเปตตส์มัผัสกบัหลมุ เมื,อใชปิ้เปตตแ์บบหลายชอ่ง 

ปิเปตตท์ี,มคีวามแมน่ยําสงูและทปิแบบเอยีงที,มกีารดดูซมึนอ้ยกวา่จะชว่ยเพิ,มความแมน่ยํา 

BUFFER C และ STOP SOLUTION จะมสีารซกัฟอกเป็นสว่นประกอบ 
เพื,อหลกีเลี,ยงไมใ่หเ้กดิฟองอากาศ ใหปิ้เปตตส์ว่นผสมหลักและ STOP SOLUTION 
โดยการกดปิเปตตไ์ปยังตําแหน่งหยดุแรกเทา่นัPน ใชเ้ข็มขนาดเล็กเจาะฟองอากาศใด ๆ 
ที,มอียูใ่นหลมุทิPงกอ่นใสจ่านหลมุลงในเครื,องอา่นเพลต  

การป้องกนัจา
กแสง 

ขณะไมไ่ดใ้ชง้านใหป้้องกนัสารสกดัตวัอยา่งที,มคีวามคงตวั สารมาตรฐาน 
และสารควบคมุเชงิบวกไมใ่หโ้ดนแสง อยา่งไรก็ตาม เพื,อความสะดวก การสกดั การเตรยีม 
และการปิเปตตล์งบนจานหลมุ 96 หลมุสามารถทําภายใตส้ภาพแสงปกตไิด ้

ASSAY COLOR REAGENT 
เป็นสารประกอบสเีหลอืงที,ไวตอ่แสงซึ,งจะเปลี,ยนเป็นสนํีPาตาลหลังจากทําปฏกิริยิากบัเอนไซมข์องการต
รวจวเิคราะห ์
การสมัผัสกบัแสงธรรมชาตทิี,มากเกนิไปหรอืแสงไฟประดษิฐโ์ดยตรงทําใหม้กีารเปลี,ยนแปลงสแีบบไมเ่ฉ
พาะเจาะจงกลายเป็นสเีขยีวได ้

เพื,อลดการรบกวนของแสงในการตรวจวเิคราะห ์
ระเบยีบวธิปีฏบัิตจิะระบขุั Pนตอนที,ตอ้งใชส้ภาวะแสงสลัวเป็นพเิศษ 
เพื,อป้องกนัปฏกิริยิาจากแสงทัPงแสงธรรมชาตแิละแสงประดษิฐโ์ดยตรง เราขอแนะนําใหทํ้าดงัตอ่ไปนีP: 

• ปิดแหลง่กําเนดิแสงเทยีมที,อยูเ่หนอืโตะ๊ปฏบัิตกิารโดยตรง 
ปิดมา่นบังแสงหรอืขยับออกหา่งจากหนา้ตา่ง  

• ใชฝ้าปิดอะลมูเินยีมฟอยลสํ์าหรับปิดจานหลมุและภาชนะใสปิ่เปตตท์กุครั Pงที,ทํางานกบั ASSAY 
COLOR REAGENT และสว่นผสมหลักของการตรวจวเิคราะห ์ 

• คลมุจานหลมุ 96 หลมุดว้ยฝาปิดอะลมูเินยีมฟอยลใ์นระหวา่งขั Pนตอนการบม่ของการตรวจวเิคราะห ์
จนกระทั,งจานหลมุถกูสอดเขา้ไปในเครื,องอา่นเพลต (หา้มหอ่) 
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กระบวนการทาํงานในการตรวจวเิคราะหด์ว้ย Q-NADMED BLOOD NAD+ และ 
NADH 

 

k

NAD+ stabilized 
Extracts

Up to 40 samples

NADH stabilized 
Extracts

Up to 40 samples

NAD+ Standards 1–5

NAD+ Stabilized
Positive control

NADH stabilized
Positive control

NADH Standards 1–5

Optional: The Extract (=supernatant) 
can be stored up to 7 days in -80C 
(before Stabilization 5a. and 5b.)

Extract the metabolites 
in sets of 1–8 blood samples

Up to 40 samples

Pre-heated 
BUFFER A

+75C–(+80C)

2. Add Sample into hot 
BUFFER A on heat block. 
Incubate 1–2 min.

3. Cool the Sample 
for 5 min on ice-
water bath

4. Centrifuge 10 min at 
20,000 x g (+4C)
and collect supernatant.

1. Extraction of Metabolites and NAD+/NADH stabilization

1. Thaw samples on 
ice-water bath 0–(+2C)
up to 12–15 minutes.
(sets of 1–8 samples)

5b. Stabilize NADH with 
NADH STABILIZING REAGENT. 
Heat 2 minutes +75C–(+80C) 
and cool for 5 min on 
ice-water bath.

5a. Stabilize NAD+ with 
NAD+ STABILIZING 
REAGENT. 
Incubate 5 min in RT.

Refrigerate until the Assay. 
Protect from light. 

2. Preparation of NAD+/NADH Standards and NAD+/NADH Positive Controls

NAD+ STANDARD STOCK NADH STANDARD STOCK

Positive Control 
Extract

Stabilize NADH with NADH 
STABILIZING REAGENT. 
Heat 2 minutes +75C–(+80C) 
and cool for 5 min on 
ice-water bath.

Stabilize NAD+ with NAD+
STABILIZING REAGENT. 
Incubate 5 min in RT.

Add BUFFER A

Mix Working Stocks with 
POSITIVE CONTROL BUFFER

Mix with DEIONIZED 
WATER, BUFFER A, 
and NADH
STABILIZING 
REAGENT 

Mix with DEIONIZED 
WATER, BUFFER A, and 
NAD+ STABILIZING 
REAGENT 

Prepare Working 
Stock (50μM)

Prepare Working 
Stock (10μM)

Refrigerate until the Assay. 
Protect from light. 

3. NAD+ and NADH Assays
1. Equilibrate reagents, Sample 
Extracts, Positive Control 
Extracts and Standards to RT.

2. Pipette Standards, Sample 
Exteracts and Positive Control 
Extracts on the NAD and NADH 
plate(s) according to plate Layout.
Work on one plate at the time.  

3. Prepare the Assay buffer 
(BUFFER C + ASSAY COLOR 
REAGENT). Add Assay buffer to 
Blank wells. 

NAD+ 4–6 min

NADH 6–10 min

6. Calculate the results and 
confirm assay quality (Positive 
Control readings).

5. Add STOP SOLUTION and 
measure absorbance at 573 
nm.

Work in dim conditions. Protect 
the plate and reagent 
reservoirs from light. 

4. Add ENZYME to the Assay 
buffer (BUFFER C + ASSAY 
COLOR REAGENT). Add 
(+Enzyme) Assay buffer to the 
Standard, Positive Control and 
Sample wells. 

Refrigerate until the Assay. 
Protect from light. 

Refrigerate until the Assay. 
Protect from light. 
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การสกดัและการทาํให ้NAD+ และ NADH คงตวั  
หวัขอ้นี�ระบถุงึแนวทางเกีhยวกบัการสกดั NAD+ และ NADH จากโลหติรวม หลงัการสกดั NAD+ และ NADH 
จะถกูทําใหค้งตวัเพืhอเตรยีมสําหรับการตรวจวเิคราะหแ์บบการวดัสทีีhแยกจากกนัตา่งหาก สามารถเก็บสารสกดั 
(หลงัการปัhนแยก) ไวท้ีhอณุหภมู ิ-80°C – -70°C 
เป็นเวลาหนึhงสปัดาหก์อ่นทีhจะทําใหค้งตวัในวนัทีhทําการตรวจวเิคราะห ์

คาํแนะนํา: โปรดดทูีhวดิโีอแนะนํา (https://www.nadmed.com/products/NAD-NADH-kit) 

หมายเหต:ุ สารละลายเจอืจางขั �นสดุทา้ยของตวัอยา่งโลหติรวมเดมิจะเทา่กบั 10 เทา่ 
ในกรณีทีhมกีารเสรมิดว้ยสารตั �งตน้ของ NAD ระดบัของ NAD+ ในเลอืดของอาสาสมัครอาจเพิhมขึ�น ดงันั�น 
จงึควรเจอืจางสารสกดัทีhม ีNAD+ ทีhคงตวัแลว้เพิhมเตมิในอตัราสว่น 1:2 โดยใช ้DEIONIZED WATER 
(ทีhใหม้าดว้ย) กอ่นการตรวจวเิคราะหแ์บบการวดัส ีในกรณีนี� การเจอืจางตวัอยา่งเลอืดเดมิจะเทา่กบั 20 เทา่สําหรับ 
NAD+ สารสกดัทีhทําใหค้งตวัของ NADH ไมจํ่าเป็นตอ้งทําการเจอืจาง 
วสัด:ุ 

บล็อคความรอ้นในอา่งแหง้ทีhตั �งอณุหภมูไิว ้
75°–80°C โปรดดตูารางวสัดทุีhจําเป็น 

อา่งนํ�าแข็ง โปรดดตูารางวสัดทุีhจําเป็น 
เครืhองไมโครเซนตรฟิิวก ์ โปรดดตูารางวสัดทุีhจําเป็น 
หลอดไมโครทวิป์ ทําเครืhองหมายทกุขั �นตอน 
BUFFER A อณุหภมูหิอ้ง 
NAD+ STABILIZING REAGENT อณุหภมูหิอ้ง 
NADH STABILIZING REAGENT อณุหภมูหิอ้ง 
DEIONIZED WATER อณุหภมูหิอ้ง 

 

การสกดั: 

1. ทําการปิเปตต ์BUFFER A 500 ไมโครลติรลงในหลอดไมโครทวิป์ 1.5 มลิลลิติรของตวัอยา่งทั �งหมด 

2. ก) หากคณุใชต้วัอยา่งเลอืดเจาะใหม ่ทําใหเ้ย็นบนนํ�าแข็งแลว้จงึทําการสกดัดว้ย BUFFER A 

ข) หากคณุใชต้วัอยา่งโลหติรวมทีhแชแ่ข็ง ใหล้ะลายในอา่งนํ�าแข็งดว้ยวธิกีารดงันี�:  

• ดําเนนิการกบัชดุตวัอยา่ง 1-8 ตวัอยา่งพรอ้มกนั  
• ในชว่งนาทแีรก ๆ ของการละลายในอา่งนํ�าแข็ง 

ใหใ้ชก้ระดาษทชิชูเ่ชด็นํ�าแข็งทีhเกดิขึ�นบนผนังหลอดออก 
• การละลายควรเสร็จสมบรูณ์ภายใน 12-15 นาท ีตรวจตดิตามการละลายนํ�าแข็งและดแูลหากจําเป็น: 

ยกตวัอยา่งขึ�น 2-3 วนิาทแีลว้วางกลบัลงไปในอา่งนํ�าแข็ง ทําซํ�าเชน่นี�ทกุ ๆ 2 นาท ี
 

3. อุน่ BUFFER A ไวก้อ่น (ในชดุตวัอยา่ง 1-8 ตวัอยา่ง) ในบล็อคความรอ้นในอา่งแหง้ ทีhตั �งอณุหภมูไิว ้80°C 
เป็นเวลา 5 นาทกีอ่นการสกดั 

4. ผสมตวัอยา่งโลหติรวมทีhละลายดว้ยการปิเปตตข์ึ�นและลงสองสามรอบ หลกีเลีhยงไมใ่หเ้กดิฟอง 

5. ฉีดตวัอยา่งโดยไมนํ่าหลอดไมโครทวิป์ BUFFER A ออกจากบล็อคความรอ้น ดว้ยวธิกีารดงัตอ่ไปนี�: 

• ปิเปตตเ์ลอืด 100 ไมโครลติรลงใน BUFFER A โดยไมส่มัผัสกบักน้หลอด  
• ผสมอยา่งรวดเร็วดว้ยการปิเปตตข์ึ�นและลงอยา่งเร็วแรง 2–3 ครั �งพรอ้มกบัการหมนุทปิควบคูไ่ป 

เพืhอใหผ้สมตวัอยา่งทีhเย็นกบั BUFFER A ทีhรอ้นไดอ้ยา่งมปีระสทิธภิาพ  

6. บม่แตล่ะปฏกิริยิาทีhอณุหภมู ิ75°–80°C เป็นเวลา 1–2 นาท ีรักษาเวลาบม่ตวัอยา่งทั �งหมดใหค้งทีh 
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7. ทําใหส้ารสกดัเย็นลงในอา่งนํ�าแข็งเป็นเวลาอยา่งนอ้ย 5 นาท ีตรวจสอบตวัอยา่งวา่สกดัสําเร็จหรอืไม ่
หลงัจากเย็นตวัลงบนนํ�าแข็งแลว้ สารทีhเป็นเนื�อเดยีวกนันี�ควรรวมตวัโดยไมม่ขีองเหลวอสิระใด ๆ 

8. ปัhนเหวีhยงสารสกดัทีhความเร็ว 20,000 x g ทีh 4°C เป็นเวลา 10 นาท ี
โอนถา่ยสว่นลอยเหนอืตะกอนลงในหลอดไมโครทวิป์ทีhสะอาด แลว้กําจัดตะกอนทิ�งไป  

9. ป้องกนัสารสกดัตวัอยา่ง (สว่นลอยเหนอืตะกอน) ไมใ่หส้มัผัสกบัแสง และเก็บไวใ้นตูเ้ย็น (4°–8°C) 
จนกวา่จะถงึขั �นตอนการคงตวั 

↻ ทําการสกดัตวัอยา่ง 1–8 ตวัอยา่งชดุถัดไปซํ�า 

10. ดําเนนิการขั �นตอนการทําใหค้งตวัตอ่ทันท ี

ทางเลอืก: สว่นเหนอืตะกอนสามารถเก็บรักษาไวท้ีhอณุหภมู ิ-80°C – -70°C ไดเ้ป็นเวลาหนึhงสปัดาห ์
ในกรณีนี� ใหล้ะลายสารสกดัแชแ่ข็งทีhอณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 10 นาท ี
กอ่นทีhจะดําเนนิการตามขั �นตอนการทําใหค้งตวัตามทีhอธบิายไวด้า้นลา่ง  

 
การทาํใหค้งตวั: 

11. ปรับสารสกดัใหส้มดลุกบัอณุหภมูหิอ้ง และเตรยีมเลอืดสว่นแบง่สว่นละ 150 
ไมโครลติรสองสว่นลงในหลอดไมโครทวิป์ทีhสะอาด  

12. เตมิ NAD+ STABILIZING REAGENT ปรมิาณ 100 ไมโครลติรลงไปในสว่นทีhสองซึhงมปีรมิาตร 150 
ไมโครลติร แลว้เขยา่สารละลาย จากนั�นบม่ทีhอณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 5 นาท ี 

13. เตมิ NADH STABILIZING REAGENT ปรมิาณ 100 ไมโครลติรลงไปในสว่นทีhสองซึhงมปีรมิาตร 150 
ไมโครลติร เขยา่สารละลายแลว้บม่เป็นเวลา 2 นาทใีนอา่งแหง้ทีhอณุหภมู ิ75°–80°C 
ทําใหเ้ย็นลงบนนํ�าแข็งเป็นเวลา 5 นาท ี 

14. ป้องกนัสารสกดัตวัอยา่งทีhมคีวามคงตวัไมใ่หส้มัผัสกบัแสง และเก็บไวใ้นตูเ้ย็น (4°–8°C) 
กอ่นทําการปิเปตตบ์นจานหลมุสําหรับการตรวจวเิคราะห ์
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การเตรยีมสารมาตรฐาน 
ใหเ้ตรยีมสารมาตรฐานในวนัทีhทําการตรวจวเิคราะห ์เตรยีมชดุสารมาตรฐานครั�งละหนึhงชดุโดยเริhมดว้ย NAD+ 
สต็อกมาตรฐานสําหรับการทํางานทีhจัดเตรยีมในทีhนี�ใชเ้พืhอเตรยีมสว่นผสมควบคมุเชงิบวก 

หมายเหต:ุ ใชปิ้เปตตเ์ดยีวกนัสําหรับ DEIONIZED WATER 
และสต็อกสําหรับการทํางานแบบมาตรฐานเพืhอเพิhมความแมน่ยํา 

วสัด:ุ 
NAD+ STANDARD STOCK 1 
มลิลโิมลาร ์ ละลายเมืhอใชง้าน หมนุดว้ยความเร็วตํhากอ่นเปิด 

NADH STANDARD STOCK 1 
มลิลโิมลาร ์ ละลายเมืhอใชง้าน หมนุดว้ยความเร็วตํhากอ่นเปิด 

BUFFER A อณุหภมูหิอ้ง 
NAD+ STABILIZING REAGENT อณุหภมูหิอ้ง 
NADH STABILIZING REAGENT อณุหภมูหิอ้ง 
DEIONIZED WATER อณุหภมูหิอ้ง 

ระเบยีบวธิปีฏบิตั:ิ 
1. ละลายหลอดไมโครทวิป์ดว้ยสารมาตรฐาน NAD+ 1 มลิลโิมลารแ์ละสารมาตรฐาน NADH 1 

มลิลโิมลารเ์ป็นเวลา 5 นาททีีhอณุหภมูหิอ้ง ป้องกนัใหพ้น้จากแสงดว้ยฝาปิดฟอยลใ์นระหวา่งการละลาย 

2. เตรยีมสต็อกสําหรบัการทาํงานของ NAD+ 50 ไมโครโมลาร ์โดยการเตมิ NAD+ STANDARD STOCK 
1 มลิลโิมลาร ์จํานวน 25 ไมโครลติร ลงใน DEIONIZED WATER 475 ไมโครลติร แลว้เขยา่สารละลาย 
ดําเนนิการเตรยีมสารมาตรฐาน NAD+ ตามทีhระบใุนตารางดา้นลา่งนี� ปิเปตตส์ารทําปฏกิริยิาในลําดบัทีhระบ ุ

  

การเตรยีมสารมาตรฐานของ NAD+ 

ID 
สารมาตรฐาน 

NAD+ 
ความเขม้ขน้ (μM) 

DEIONIZED 
WATER (μL) 

สต็อกสําหรบัทํางาน 
(μL) ของ NAD+ 
50 μM 

BUFFER A (μL) NAD+ STABILIZING 
REAGENT (μL) 

NAD+ 
ST1 0 100 0 500 400 

NAD+ 
ST2 1 80 20 500 400 

NAD+ 
ST3 2 60 40 500 400 

NAD+ 
ST4 3 40 60 500 400 

NAD+ 
ST5 5 0 100 500 400 
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3. เตรยีมสต็อกสําหรบัการทาํงานของ NADH 10 ไมโครโมลาร ์โดยการเตมิ NADH STANDARD STOCK 
มลิลโิมลารจํ์านวน 10 ไมโครลติร ลงใน  
DEIONIZED WATER 990 ไมโครลติร แลว้เขยา่สารละลาย ดําเนนิการเตรยีมสารมาตรฐาน NADH 
ตามทีhระบใุนตารางดา้นลา่งนี� ปิเปตตส์ารทําปฏกิริยิาในลําดบัทีhระบ ุ

4. เขยา่สารมาตรฐาน ป้องกนัสารมาตรฐานไมใ่หส้มัผัสกบัแสง และเก็บไวใ้นตูเ้ย็น (4°–8C) 
กอ่นทําการปิเปตตบ์นจานหลมุสําหรับการตรวจวเิคราะห ์

การเตรยีมสารมาตรฐานของ NADH 

ID 
สารมาตรฐาน 

NADH 
ความเขม้ขน้ (μM) 

DEIONIZED 
WATER (μL) 

สต็อกสําหรบัการทํา
งาน (μL) ของ 
NADH 10 µM 

BUFFER A (μL) NADH STABILIZING 
REAGENT (µL) 

NADH 
ST1 0.0 100 0 500 400 

NADH 
ST2 0.2 80 20 500 400 

NADH 
ST3 0.4 60 40 500 400 

NADH 
ST4 0.6 40 60 500 400 

NADH 
ST5 1.0 0 100 500 400 
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การเตรยีมสารควบคมุเชงิบวก 
สารควบคมุเชงิบวกถกูจัดเตรยีมในวนัทีhทําการตรวจวเิคราะหทั์นทหีลงัจากการเตรยีมสารมาตรฐาน 
เนืhองจากสต็อกสําหรบัการทาํงาน NADH 10 ไมโครโมลารม์คีวามสามารถในการคงตวัทีhจํากดั 
สารควบคมุเชงิบวกจะจําลองระดบัสารเมทาบอไลทข์อง NAD ในตวัอยา่งเลอืดของอาสาสมัครมนุษยท์ีhมสีขุภาพด ี
สารควบคมุเชงิบวกจะดําเนนิการตามขั �นตอนการทําใหค้งตวัและการสกดัแบบเดยีวกนักบัตวัอยา่งโลหติรวม 

สารละลายเจอืจางขั �นสดุทา้ยของสารควบคมุเชงิบวกจะเทา่กบั 10 เทา่ ความเขม้ขน้ทีhคาดหวงัของ NAD+ 
ในสารควบคมุเชงิบวกเทา่กบั 25 ± 2 ไมโครโมลาร ์และ NADH เทา่กบั 2 ± 0.3 ไมโครโมลาร ์
หลงัจากคํานวณผลลพัธ ์ 

วสัด:ุ 

บล็อคความรอ้นในอา่งแหง้ทีhตั �งอณุหภมูไิว ้
75°–80°C โปรดดตูารางวสัดทุีhจําเป็น 

อา่งนํ�าแข็ง โปรดดตูารางวสัดทุีhจําเป็น 
สต็อกสําหรับทํางานของ NAD+ 50 
ไมโครโมลาร ์ จากการจัดเตรยีมสารมาตรฐานทีhอณุหภมูหิอ้ง 

สต็อกสําหรับทํางานของ NADH 10 
ไมโครโมลาร ์ จากการจัดเตรยีมสารมาตรฐานทีhอณุหภมูหิอ้ง 

POSITIVE CONTROL (BUFFER) อณุหภมูหิอ้ง 
BUFFER A อณุหภมูหิอ้ง 
NAD+ STABILIZING REAGENT อณุหภมูหิอ้ง 
NADH STABILIZING REAGENT อณุหภมูหิอ้ง 

 

ระเบยีบวธิปีฏบิตั:ิ  

1. จัดเตรยีมสว่นผสมของสารควบคมุเชงิบวกในหลอดไมโครทวิป์ แลว้เขยา่สารละลาย 

POSITIVE CONTROL (BUFFER) ปรมิาณ 45 ไมโครลติร  
สต็อกสําหรบัทาํงานของ NAD+ 50 ไมโครโมลาร ์ปรมิาณ 75 ไมโครลติร 
สต็อกสําหรบัทาํงานของ NADH 10 ไมโครโมลาร ์ปรมิาณ 30 ไมโครลติร  

2. ทําการปิเปตต ์BUFFER A ปรมิาณ 500 ไมโครลติรลงในหลอดไมโครทวิป์ทีhสะอาด  
3. เตมิสว่นผสมของสารควบคมุเชงิบวกปรมิาณ 100 ไมโครลติรลงใน BUFFER A แลว้เขยา่สารละลาย 

หมายเหต:ุ สารควบคมุเชงิบวกจะถกูสกดัดว้ย BUFFER A ทีhอณุหภมูหิอ้ง โดยไมจํ่าเป็นตอ้งใหค้วามรอ้น 

4. เตรยีมสว่นแบง่ 150 ไมโครลติร 
สองสว่นของสารสกดัของสารควบคมุเชงิบวกลงในหลอดไมโครทวิป์ทีhสะอาด 

5. เตมิ NAD+ STABILIZING REAGENT ปรมิาณ 100 ไมโครลติร ลงไปในสว่นทีhหนึhงซึhงมปีรมิาตร 150 
ไมโครลติร แลว้เขยา่สารละลาย จากนั�นบม่ทีhอณุหภมูหิอ้งเป็นเวลา 5 นาท ี 

6. เตมิ NADH STABILIZING REAGENT ปรมิาณ 100 ไมโครลติรลงไปในสว่นทีhสองซึhงมปีรมิาตร 150 
ไมโครลติร แลว้เขยา่สารละลาย จากนั�นบม่เป็นเวลา 2 นาทใีนอา่งแหง้ทีhอณุหภมู ิ80°C 
ทําใหเ้ย็นลงบนนํ�าแข็งเป็นเวลา 5 นาท ี

7. ป้องกนัสารสกดัของสารควบคมุเชงิบวกของ NAD+ และ NADH ทีhมคีวามคงตวัไมใ่หส้มัผัสกบัแสง 
และเก็บไวใ้นตูเ้ย็น (4°–8C) กอ่นทําการปิเปตตบ์นจานหลมุสําหรับการตรวจวเิคราะห ์
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ข ัVนตอนการตรวจวเิคราะห ์

ขั �นตอนการตรวจวเิคราะหสํ์าหรับการตรวจวดัของ NAD+ และ NADH เหมอืนกนั ดําเนนิการตรวจวเิคราะห ์NAD+ 
และ NADH บนจานหลมุทีhแยกจากกนั ทําการตรวจวเิคราะหค์รั �งละหนึhงรายการ  

ทั �งนี� 
จะมกีารใชต้วัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหเ์พืhอแกไ้ขสญัญาณพื�นหลงัทีhไมเ่จาะจงจากปฏสิมัพันธท์ีhไมเ่จาะจงระ
หวา่งสว่นประกอบของสารสกดัและ ASSAY COLOR REAGENT ในสว่นผสมหลกั 
ตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหจ์ะถกูบม่กบัสว่นผสมหลกัโดยไมจํ่าเป็นตอ้งเตมิ ENZYME 
(สารควบคมุเชงิบวกไมจํ่าเป็นตอ้งมตีวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหแ์ยกตา่งหาก) 
ตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหจ์ะถกูจัดเตรยีม (อยา่งนอ้ย) 
จากตวัแทนของสารสกดัของตวัอยา่งทีhมคีวามคงตวัจํานวนสีhชดุ 
หากจะวเิคราะหอ์าสาสมัครทีhทราบวา่ไดรั้บและไมไ่ดรั้บผลติภณัฑเ์สรมิ NAD บนจานหลมุเดยีวกนั 
เราขอแนะนําใหเ้ตรยีมหลมุสองหลมุของตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหอ์ยูเ่ลยในแตล่ะสภาวะ 

หมายเหต:ุ ขั �นตอนทีh 1–2 ดําเนนิการภายใตส้ภาวะแสงปกต ิข ั�นตอนทีK 3 เป็นตน้ไปดาํเนนิการในภาวะแสงสลวั 
(โปรดดขูอ้ควรพจิารณาในทางปฏบิตั:ิ การป้องกนัจากแสง) 

หมายเหต:ุ ใชภ้าชนะเก็บสว่นผสมหลกัและ STOP SOLUTION แยกตา่งหาก 

วสัด:ุ 
เครืhองอา่นแบบสเปกโตรโฟโตเมตรกิ โปรดดตูารางวสัดทุีhจําเป็น 
BUFFER C อณุหภมูหิอ้ง 
ASSAY COLOR REAGENT อณุหภมูหิอ้ง 
ENZYME ละลายเมืhอใชง้าน หมนุดว้ยความเร็วตํhากอ่นเปิด 
STOP SOLUTION อณุหภมูหิอ้ง 

ระเบยีบวธิปีฏบิตั:ิ 

1. ปรับสมดลุใหก้บัสารมาตรฐาน สารสกดัตวัอยา่งทีhคงตวัแลว้ และสารควบคมุเชงิบวกทีhคงตวัแลว้เป็นเวลา 5 
นาททีีhอณุหภมูหิอ้งกอ่นปิเปตตล์งในจานหลมุ 

2. จากรปูแบบจานหลมุรา่งทีhแนะนําดา้นลา่ง ใหทํ้าการปิเปตตบ์นจานหลมุแบบ 96 หลมุ: 

สารมาตรฐานปรมิาณ 20 ไมโครลติร (ST1–5) สองชดุเหมอืนกนั (ST - standard (สารมาตรฐาน))  
สารควบคมุเชงิบวกทีhคงตวัและสารสกดัจากตวัอยา่งทีhคงตวัปรมิาณ 20 ไมโครลติรสองชดุเหมอืนกนั 
(UNK - Unknowns (ตวัอยา่งทีhคงตวัซึhงไมท่ราบความเขม้ขน้ของสารเมทาบอไลท)์) 
ตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหท์ีhเลอืกปรมิาณ 20 ไมโครลติร (BL UNK1–4) 
ตามทีhแนะนําไวข้า้งตน้  

จากขั �นตอนนี�เป็นตน้ไป ใหทํ้าในสภาวะทีhมแีสงสลวั 

3. เตรยีมสว่นผสมหลกัโดยการเตมิ ASSAY COLOR REAGENT ลงใน BUFFER C คอ่ย ๆ 
ผสมเขา้ดว้ยกนัโดยการหมนุ 

หมายเหต:ุ 
ป้องกนัสว่นผสมหลกัไวใ้นภาชนะเก็บและจานหลมุในระหวา่งการปิเปตตด์ว้ยฝาปิดอะลมูเินยีมฟอยล ์

4. เตมิสว่นผสมหลกัทีhไมม่ ีENZYME ปรมิาณ 190 
ไมโครลติรลงในแตล่ะหลมุของตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหอ์ยูทั่ �งสีh (BL UNK1–4) 

5. เตมิENZYME 40 ไมโครลติรลงในขวดทีhมสีว่นผสมหลกัเหลอือยู ่คอ่ย ๆ ผสมเขา้ดว้ยกนั 
และหลกีเลีhยงอยา่ใหเ้กดิฟอง เทสว่นผสมหลกัทีhเตมิเอนไซมล์งในภาชนะเก็บ 
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6. เตมิสว่นผสมหลกัทีhม ีENZYME ปรมิาณ 190 
ไมโครลติรลงในหลมุทีhเหลอือยูทั่ �งหมดโดยใชปิ้เปตตแ์บบหลายชอ่ง  
หลกีเลีhยงอยา่ใหเ้กดิฟองและอยา่ใหส้มัผัสกบัแสง 
ปิดคลมุจานหลมุทีhพรอ้มใชด้ว้ยฝาปิดอลมูเินยีมฟอยลทั์นท ี

7. การตรวจวเิคราะห ์NAD+: บม่จานหลมุทีhปิดคลมุไวเ้ป็นเวลา 4-6 นาททีีhอณุหภมูหิอ้ง 

การตรวจวเิคราะห ์NADH: บม่จานหลมุทีhปิดคลมุไวเ้ป็นเวลา 6-10 นาททีีhอณุหภมูหิอ้ง 

 

หมายเหต:ุ สามารถปฏกิริยิาหยดุไดเ้มืhอมกีารไลร่ะดบัสทีีhเห็นไดช้ดัเจนในสารมาตรฐาน 
และมคีวามแตกตา่งในความเขม้ของสรีะหวา่งตวัอยา่งทีhมกีารเตมิเอนไซมแ์ละตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหอ์
ยูเ่ลย ยิhงเวลาการเกดิปฏกิริยิานานขึ�น สญัญาณก็จะยิhงเขม้มากขึ�นเทา่นั�น ความเขม้ของสใีนการตรวจวเิคราะห ์
NADH โดยทัhวไปจะตํhากวา่ใน NAD+ เนืhองจากความเขม้ขน้ของ NADH ทีhตํhากวา่ในสารมาตรฐานและโลหติรวม  

8. หยดุปฏกิริยิาโดยเตมิ STOP SOLUTION ปรมิาณ10 
ไมโครลติรลงในแตล่ะหลมุตามลําดบัเดยีวกนักบัสว่นผสมหลกัโดยใชปิ้เปตตแ์บบหลายชอ่ง 
หลกีเลีhยงอยา่ใหเ้กดิฟอง คอ่ย ๆ ใชม้อืเขยา่จานหลมุบนผวิโตะ๊ และใชเ้ข็มจิ�มฟองออก 

9. ตรวจวดัการดดูกลนืแสงทีh 573 นาโนเมตรทันทหีลงัจากเตมิ STOP SOLUTION หากเป็นไปได ้
ใหเ้ขยา่จานหลมุภายในเครืhองอา่นไมโครเพลทเป็นเวลา 5 วนิาทกีอ่นการตรวจวดั  

หมายเหต:ุ หลงัจากเตมิ STOP SOLUTION ความเขม้ของสอีาจเพิhมในลกัษณะเดยีวกนัในทกุหลมุ 
ทีhเป็นเชน่นี�เนืhองจากกระบวนการพื�นหลงัทีhไมใ่ชเ่อนไซมใ์นสว่นผสมหลกั  
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รปูแบบจานหลมุที#แนะนําสาํหรบัการวดั NAD+ หรอื NADH 

 
รปูแบบจานหลมุสําหรบัการตรวจวเิคราะห ์NAD+ หรอื NADH: St = standard (สารมาตรฐาน), BL = blank 
(ตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะห)์, PosCtr – stabilized Positive control (สารควบคมุเชงิบวกทีhคงตวั), 
 
 
UNK = stabilized samples with unknown metabolite concentration 
(ตวัอยา่งทีhคงตวัซึhงไมท่ราบความเขม้ขน้ของสารเมทาบอไลท)์ 
ตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหข์องตวัอยา่งทีhเลอืกไดรั้บการวเิคราะหใ์นสว่นผสมหลกัโดยไมเ่ตมิ ENZYME  
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การคาํนวณผลลพัธ ์
สารควบคมุเชงิบวก (การควบคมุคณุภาพของการตรวจวเิคราะห)์ 

สารควบคมุเชงิบวกไมใ่ชส่ารอา้งองิ แตม่จีดุมุง่หมายเพืhอใชต้รวจตดิตามประสทิธภิาพการคงตวัของ NAD+ และ 
NADH และการตรวจวเิคราะหแ์บบการวดัส ีกอ่นคํานวณผลลพัธข์องตวัอยา่ง 
โปรดยนืยนัวา่สารควบคมุเชงิบวกของคณุดําเนนิการไดต้ามทีhคาดหวงั 

NAD+:  
ในการตรวจวเิคราะห ์NAD+ ปรมิาณแสงทีhถกูดดูซบัโดยสารควบคมุเชงิบวกของ NAD+ 
ทีhคงตวัควรอยูใ่นชว่งทีhสงัเกตไดสํ้าหรับสารมาตรฐาน ST3 และ ST4 ชว่งการดดูซบันี�สอดคลอ้งกบัความเขม้ขน้ของ 
NAD+ ทีhเทา่กบั 23–27 ไมโครโมลาร ์(หลงัการแกไ้ขดว้ยการเจอืจาง 10 เทา่) 

NADH:  
ในการตรวจวเิคราะห ์NADH ปรมิาณแสงทีhถกูดดูซบัโดยสารควบคมุเชงิบวกของ NADH ทีhคงตวัควรเทา่กบั ST2 
(+/-0.05 ออพตคิลัยนูติ) การดดูซบันี�สอดคลอ้งกบัความเขม้ขน้ของ NADH ทีhเทา่กบั 1.7–2.3 ไมโครโมลาร ์
(หลงัการแกไ้ขดว้ยการเจอืจาง 10 เทา่) 

 

ผลลพัธข์องตวัอยา่ง 

คํานวณผลลพัธจ์ากจานหลมุแตล่ะจานแยกตา่งหากตามทีhระบไุวด้า้นลา่งนี� 
สว่นขอ้มลูทัhวไปดา้นลา่งนี�แสดงตวัอยา่งของเสน้โคง้มาตรฐานและการคํานวณผลลพัธสํ์าหรับอาสาสมัครทีhเป็นกลุม่
ควบคมุ 

1. คํานวณคา่เฉลีhยของคา่การอา่นการดดูกลนืแสงในสารมาตรฐานแตล่ะรายการ (ST1–ST5)  

2. สรา้งเสน้โคง้มาตรฐานโดยการพลอตคา่เฉลีhยการดดูกลนืแสงในสารมาตรฐานแตล่ะรายการบนแกน y 
เทยีบกบัความเขม้ขน้ของสารมาตรฐานทีhทราบ (ในหน่วยมลิลโิมลาร)์ บนแกน x 
คํานวณการปรับการถดถอยเชงิเสน้อยา่งงา่ยของเสน้โคง้มาตรฐาน 

3. คํานวณความเขม้ขน้ในตวัอยา่งและหลมุของตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะห ์(UNK และ BL UNK) 
แตล่ะรายการ โดยใชส้ตูรการถดถอยเชงิเสน้สําหรับเสน้โคง้มาตรฐาน 

4. คํานวณคา่เฉลีhยของหลมุทีhเหมอืนกนัของสารสกดัตวัอยา่งทีhคงตวัแลว้แตล่ะตวัอยา่ง 

5. คํานวณคา่เฉลีhยของตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะห ์(BL UNK1–4) 
คา่ทีhไดแ้สดงถงึสญัญาณทีhไมเ่ฉพาะเจาะจงของสารสกดัทีhคงตวัแลว้ซึhงใชใ้นการทําใหเ้ป็นมาตรฐานตวัอยา่
ง 

6. แกไ้ขสญัญาณทีhไมเ่ฉพาะเจาะจงโดยการลบคา่เฉลีhยของตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะห ์
ออกจากคา่เฉลีhยของความเขม้ขน้ของตวัอยา่ง  

7. คํานวณคา่เฉลีhยของหลมุทีhเหมอืนกนัและคณูดว้ย 10 เพืhอใหไ้ดค้วามเขม้ขน้ (มลิลโิมลาร)์ ของ NAD+ และ 
NADH ในเลอืด 

หมายเหต:ุ หากสารสกดัทีhคงตวัแลว้ของ NAD+ 
ไดรั้บการเจอืจางเพิhมเตมิเนืhองจากทราบวา่มกีารใหผ้ลติภณัฑเ์สรมิ 
ความเขม้ขน้จะตอ้งคณูดว้ยปัจจัยการเจอืจางเพิhมเตมิ 
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ขอ้มลูท ั#วไป 

เสน้โคง้มาตรฐานและความเขม้ขน้ของสารสกดัตวัอยา่งทีhคงตวัแลว้มไีวเ้พืhอเป็นตวัอยา่งเทา่นั�น 
และไมค่วรใชแ้ทนเสน้โคง้การสอบเทยีบแบบเรยีลไทม ์ 
 

A) เสน้โคง้มาตรฐานสําหรบั NAD+  

  

B) เสน้โคง้มาตรฐานสําหรบั NADH 

 

 

NAD+ (μM)

NADH (μM)

มาตรฐาน 
NAD+ 
(μM) 

การดดูกลนืแสง (573 
nm) 
เวลาการตรวจวเิคราะห:์ 
4 นาท ี

ST1 0 0.054 
0.054 

ST2 1 0.176 
 0.192 
ST3 2 0.319 
 0.332 
ST4 3 0.452 
 0.466 
ST5 5 0.689 
 0.730 

มาตรฐาน NADH (μM) 

การดดูกลนืแสง (573 
nm) 
เวลาการตรวจวเิคราะห:์ 
6 นาท ี

ST1 0 0.056 
0.056 

ST2 0.2 0.088 
 0.088 
ST3 0.4 0.122 
 0.123 
ST4 0.6 0.157 
 0.156 
ST5 1 0.223 
 0.232 
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C) การคาํนวณผลลพัธส์าํหรบั NAD+ 

คา่ความเขม้ขน้ในสารสกดัของตวัอยา่งทีhคงตวัแลว้ (UNK) และตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหอ์ยูเ่ลย (BL 
UNK1–4) จะกําหนดจากสตูรเสน้ตรงของเสน้โคง้มาตรฐาน NAD+ 

ไมท่ราบ ความเขม้ขน้ 
ในสารสกดัทีeคงตวัแลว้ (μM) 

ความเขม้ขน้ในสารสกดัทีeคงตวัแลว้ซึeงแ
กไ้ขโดยคา่เฉลีeยของตวัอยา่งทีeไมม่สีาร
ทีeตอ้งการวเิคราะห ์ 
(BL UNK 1–4, μM) 

ความเขม้ขน้สดุทา้ยของ 
NAD+ ในตวัอยา่งด ัnงเดมิ 
(μM)* 

UNK 1 2.944 3.008 30.08 
3.151   

UNK  2 2.841 2.945 29.45 
3.129   

UNK  3 2.686 2.668 26.68 
2.730   

UNK  4 1.895 1.907 19.07 
1.999   

UNK  5 2.346 2.343 23.43 
2.420   

UNK  6 3.432 3.425 34.25 
3.499   

BL UNK 1 0.040 -  
BL UNK 2 0.048   
BL UNK 3 0.026   
BL UNK 4 0.048   

*แกไ้ขโดยปัจจัยการเจอืจาง x10 

D) การคาํนวณผลลพัธส์าํหรบั NADH 
คา่ความเขม้ขน้ในสารสกดัของตวัอยา่งทีhคงตวัแลว้ (UNK) และตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะหอ์ยูเ่ลย (BL 
UNK1–4) จะกําหนดจากสตูรเสน้ตรงของเสน้โคง้มาตรฐาน NADH 

ไมท่ราบ ความเขม้ขน้ 
ในสารสกดัทีeคงตวัแลว้ (μM) 

ความเขม้ขน้ในสารสกดัทีeคงตวัแลว้ซึeง
แกไ้ขโดยคา่เฉลีeยของตวัอยา่งทีeไมม่สี
ารทีeตอ้งการวเิคราะห ์(BL UNK 1–4, 
μM) 

ความเขม้ขน้สดุทา้ยของ 
NADH ในตวัอยา่งด ัnงเดมิ 
(μM)* 

UNK 1 0.239 0.086 0.86 
0.239   

UNK  2 0.284 0.133 1.33 
0.290   

UNK  3 0.228 0.077 0.77 
0.234   

UNK  4 0.234 0.083 0.83 
0.239   

UNK  5 0.200 0.044 0.44 
0.195   

UNK  6 0.228 0.083 0.83 
0.245   

BL UNK 1 0.156 -  
BL UNK 2 0.161   
BL UNK 3 0.150   
BL UNK 4 0.150   

*แกไ้ขโดยปัจจัยการเจอืจาง x10 
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ประสทิธภิาพและขดีจาํกดั 

ขดีจาํกดัการตรวจพบ 

ขดีจํากดัในการตรวจพบตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะห ์(Limit of Blank, LoB) สําหรับ Q-NADMED Blood 
แสดงในตารางดา้นลา่งนี� (LoB ± คา่เบีhยงเบนมาตรฐาน [Standard deviation, SD]) 

ขดีจํากดัในการตรวจพบตวัอยา่งทีCไมม่สี
ารทีCตอ้งการวเิคราะห ์(pmol/หลมุ) 
NAD+ 1.84 ± 0.9 
NADH 2.10 ± 0.5 

 

ขดีจํากดัการตรวจพบ (Limit of Detection, LoD) คํานวณจากเสน้โคง้มาตรฐาน NAD+ และ NADH 
และแสดงในตารางดา้นลา่งนี� (LoD ± SD) 

ขดีจํากดัการตรวจพบ (μM ในโลหติรวม) 
NAD+ 0.33 ± 0.2 
NADH 0.19 ± 0.05 

 

ขดีจํากดัเชงิปรมิาณ (Limit of Quantitation, LoQ) แสดงในตารางดา้นลา่งนี� (LoQ ± SD) 

ปรมิาณตํCาสดุทีCสามารถวดัได ้(μM 
ในโลหติรวม) 
NAD+ 0.66 ± 0.3 
NADH 0.40 ± 0.1 

 

ความแมน่ยาํและความสามารถในการทาํซํ Xา 

ความแปรผันภายในการตรวจวเิคราะหเ์ป็นสิhงกําหนดความแมน่ยําของประสทิธภิาพการตรวจวเิคราะห ์
ตารางดา้นลา่งนี�แสดงถงึความแมน่ยําภายในการตรวจวเิคราะห ์(Cv=สมัประสทิธิ¬ของการแปรผัน (Coefficient of 
variation)) 

ความแมน่ยาํของการตรวจวเิคราะหภ์
ายใน (CV (%) ± SD) 
NAD+ 1.48 ± 0.8 
NADH 3.33 ± 1.5 

 

ตารางดา้นลา่งนี�สรปุผลลพัธข์องความสามารถในการตรวจวเิคราะหซํ์�า  

ความสามารถในการทําซํ:า 
 NAD+ NADH 
ตวัอยา่ง Ctr1 Ctr2 Ctr3 Ctr1 Ctr2 Ctr3 
จํานวนการตรวจวัด * 9 9 9 9 9 9 
คา่เฉลี,ย (μM) 27.41 29.41 22.00 0.55 0.71 0.64 
คา่เบี,ยงเบนมาตรฐาน 0.62 1.31 0.87 0.03 0.05 0.05 
CV (%) 2.28 4.45 3.95 5.20 7.06 8.45 

               (N=number (จํานวน), * สว่นแบง่ 3 สว่นจากตัวอยา่งเดยีวกนัถกูวเิคราะหส์ามครัiง) 
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ความถกูตอ้ง 

ความถกูตอ้งแมน่ยําของการตรวจวเิคราะหน์ี�คํานวณจากตวัอยา่งทีhมจํีานวนของ NAD+ และ NADH บรสิทุธิ¬ทีhทราบ 
ตารางดา้นลา่งนี�สรปุผลลพัธ ์(ความถกูตอ้งแมน่ยําของการตรวจวเิคราะห ์+/- SD) 

ความถกูตอ้ง (%) 
NAD+ N = 32 97.13 ± 7.6 
NADH N = 25 104.22 ± 16.5 

 

จดุตดัของการตรวจวเิคราะห ์

จดุตํhาและสงูแสดงถงึความเขม้ขน้ตํhาสดุและสงูสดุทีhพบใน 5–7% 
ของบคุคลชาวฟินแลนดท์ีhดงึจากประชากรทีhกําหนด ตารางดา้นลา่งนี�สรปุคา่จดุตดั 

คา่จดุตดั 
 ตํ,า สงู 
NAD+ (μM) 20 36 
NADH (μM) 0.6 1.8 

 

ลกัษณะของประสทิธภิาพ 

การรบกวนของสารเมทาบอไลทอ์ืhน ๆ ในสารสกดัไมไ่ดถ้กูตรวจสอบแยกตา่งหาก 
เนืhองจากการมสีว่นรว่มอยูใ่นระดบัตํhาและนํามาพจิารณาดว้ยการดําเนนิการแกไ้ขตวัอยา่งทีhไมม่สีารทีhตอ้งการวเิคราะ
หโ์ดยไมเ่ตมิเอนไซม ์ 

คําเตอืน: โพแทสเซยีมซอรเ์บต บอเรต ไพรดินี และบสิมัทในตวัอยา่งสามารถทําใหเ้กดิการยบัยั �งเอนไซม ์
ซึhงทําใหป้ระเมนิผลการวเิคราะหตํ์hากวา่ความเป็นจรงิ 

 
การตรวจยนืยนัวธิกีาร 

เพืhอตรวจสอบประสทิธภิาพของ Q-NADMED เราไดว้ดัความเขม้ขน้ของ NAD+ 
ในชดุตวัอยา่งเลอืดมนุษยใ์นกลุม่ควบคมุทีhไดรั้บการวเิคราะหโ์ดยแมสสเปกโตรเมทรเีชน่กนั 
ตวัอยา่งเลอืดแชแ่ข็งของอาสาสมัครทีhมสีขุภาพดหีา้ราย (กอ่นและหลงัการเสรมิไนอาซนิเป็นเวลา 16 สปัดาห)์ 
ไดรั้บการวเิคราะหค์วบคูก่นัไปโดย Q-NADMED และแมสสเปกโตรเมทร ีผลการวเิคราะหจ์าก Q-NADMED 
สอดคลอ้งกบัผลทีhไดจ้ากแมสสเปกโตรเมทร ี
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หมายเหต ุ
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ชุดตรวจวเิคราะห์ Q-NADMED BLOOD NAD+ และ NADH 

รปูแบบจานหลมุรา่ง 

ใชร้ปูแบบจานหลมุรา่งนี�ในการบนัทกึตวัอยา่งของคณุบนจานหลมุ 

 


