
 
 
 
 

 
 

บทที่  3 
 

ระเบียบวธิวีจิัย 
 

การวิจยัดําเนนิไปตามขั้นตอนตาง ๆ ดังนี ้
 
ประชากรและกลุมตัวอยาง  
 
        กลุมตัวอยางซึ่งตอไปนี้จะเรียกวาผูถูกทดสอบเปนนักศึกษามหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิม    
พระเกียรติ  จ.สมุทรปราการ  เพศชาย  อายุ 18 – 25 ปและมีสุขภาพสมบูรณแข็งแรงโดยประเมิน
จากแบบสอบถามและการตรวจรางกายเบื้องตน  ซึ่งแบบสอบถามประกอบดวยขอคําถามเกี่ยวกับ
ขอมูลสวนตัว  น้ําหนัก  สวนสูง   ประวัติการเจ็บปวย   ตลอดจนการใชยาหรือสารเสพติด                 
ผูถูกทดสอบแตละคนจะตองมีน้ําหนักสวนสูง อัตราการเตนของหัวใจ  ความดันโลหิต  และ
ความสามารถในการใชออกซิเจนสูงสุด (VO2max) อยูในชวงปกติ  และมีคาใกลเคียงกันโดย
เปรียบเทียบกับเกณฑมาตรฐาน  และเปนผูออกกําลังกายนอยกวา  3  คร้ัง/สัปดาห (Sedentary 
lifestyle) 
        ถาผูถูกทดสอบมีปญหาเกี่ยวกับโรคเลือด  หวัใจและหลอดเลือด ความดันโลหติ ปอด  ตับ ไต 
หรือโรคระบบทางเดินหายใจ  มีความผิดปกติเกี่ยวกับระบบกระดูกและกลามเนื้อทีเ่กี่ยวของกับขอ
เขาและขอสะโพก  มีความผิดปกติเกี่ยวกบั metabolism เชน  โรคเบาหวาน  ไทรอยด  มีความ
ผิดปกติทางดานอารมณ จะถูกคัดออกจากการทดสอบ 
   
การเก็บรวบรวมขอมลู 
 
        1.  คัดเลือกผูถูกทดสอบจากนักศึกษามหาวทิยาลยัหัวเฉียวเฉลมิพระเกยีรติ โดยใหทาํ
แบบสอบถามและตรวจรางกายเบื้องตนเพื่อประเมนิภาวะสุขภาพ   
        2.  ผูวิจยัอธิบายถึงวิธแีละขั้นตอนของการทดสอบแกผูถูกทดสอบ 
        3.  ใหผูถูกทดสอบลงนามในใบยนิยอมเขารวมวจิยั 
        4.   แบงกลุมผูถูกทดสอบดวยวิธกีารสุมแบบจับฉลากเปน  2  กลุม  คือ  กลุมควบคุม 
(control group)  10  คน  และกลุมออกกาํลังกาย (exercise group)  10  คนดังแผนผัง 
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                รูปที่ 3.1  แสดงแผนผังการทดลองของกลุมควบคุมและกลุมทดลองผูถูกทดสอบทัง้
กลุมทดลองและกลุมควบคมุตองวัด VO2max กอนออกกาํลังกายหลังจากนัน้ 1 สัปดาหจงึทาํการ
ทดสอบโดยเกบ็เลือดกอนและหลัง ทดสอบ 15 นาท ี
 
        5.  วัดความดนัเลือด (Mercurial Sphygmomanometer®, Rudolf Riester Gmbh & 
Co.KG, Jungingen, Germany) และคลื่นไฟฟาหัวใจ (Cardiac Fx-120, Fukuda Denshi co., 
LTD.,Tokyo, Japan) กอนเริ่มการทดสอบ 
        6.  คํานวณหาคาความดันเลือดเฉลีย่ (mean arterial pressure) จากสูตร 
              MAP = [(2 x diastolic)+systolic] / 3 
             คาปกติ  70-110  mmHg 
        7.  วัดความสามารถในการใชออกซเิจนสูงสุด (VO2max) โดยใชวิธีวัดแบบ Åstrand and 
Ryhming ดวยจักรยานวัดงาน (Tunturi® ergometer, Piispanristi Filand)  ซึ่งมีข้ันตอนการวัด
ดังนี ้
                   7.1  ใหผูทดสอบขึ้นนัง่บนอาน ปรับอานใหพอเหมาะ ใหระดับอานต่ํากวาสะดือ
ประมาณ 4 นิว้มือ 
                   7.2  ต้ังเครื่องเคาะจังหวะที่ความเรว็ 50 รอบ/นาท ี ใหผูทดสอบปนจักรยานตามเสยีง
จังหวะเพื่อรักษาความเร็วใหคงที ่
                   7.3  ใหปนจกัรยาน  2 – 3 นาทีเพื่ออบอุนรางกายและสรางความคุนเคยกับจักรยาน      
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                   7.4  เลือกน้าํหนักถวงที่  2 กโิลปอนด เพื่อใหอัตราการเตนของหวัใจอยูระหวาง 120 – 
170 คร้ัง/นาท ี
                   7.5  ใหผูทดสอบปนจักรยานไปเรื่อย ๆ เร่ิมจับเวลาเมื่อผูทดสอบสามารถปนจักรยาน
ไดความเร็วคงที่  50 รอบ/นาท ี
                   7.6  นับและบันทึกอัตราการเตนของหวัใจทกุนาท ีเปนเวลา 6 นาท ี
                   7.7  ถาถงึนาทีท่ี่ 2 อัตราการเตนของหวัใจยังต่ํากวา 120 คร้ัง/นาท ี ใหเพิม่น้าํหนัก
ถวงอกี 0.5 กิโลปอนดและขยายเวลาออกไปอีก 1 นาทหีรือมากกวา เพื่อใหอัตราการเตนของหวัใจ
สม่ําเสมอและเขาสูสภาวะคงที ่
                   7.8  นําอัตราการเตนของหัวใจชวงนาททีี่ 5 และนาที่ที ่6  มาหาคาเฉล่ีย  ถาอัตราการ
เตนของหวัใจทั้ง 2 ชวงแตกตางกนัมากกวา 5 คร้ัง/นาท ี ใหขยายระยะเวลาการทดสอบออกไปอีก 
1 นาที หรือมากกวาจนกวาอัตราการเตนของหัวใจจะแตกตางกนัไมเกิน 5 คร้ัง/นาท ี
                   7.9  หาคา  VO2max  โดยนาํคาอัตราการเตนของหวัใจเฉลี่ยทีน่ับไดและน้ําหนักที่ใช
ถวงไปเทียบอานคาจากตารางกจ็ะไดคา  VO2max ออกมา 
        8.  หลังจากวัด VO2max 1 สัปดาหเก็บเลือดกลุมตัวอยางทัง้  20   คนจํานวน  5 มล. ใสใน
หลอดที่ม ี3.8 % sodium citrate  เปนสารกันเลือดแข็ง  สําหรับนําไปวดัคา  factor VIII และ 
antithrombin III activity 
        9.  หลังจากนั้น  ทํา exercise test   โดย  12  ชม. กอนวันที่จะออกกําลงักายผูเขารวมวิจยัทัง้ 
control และ exercise group จะตองงดดื่มเครื่องดื่มทีม่ีแอลกอฮอล กาแฟ และงดรับประทานยา
ทุกชนิด โดยการทดลองจะทาํในชวงเวลา 08.00 - 10.00 น. สวนกลุมควบคมุไมตองออกกาํลังกาย
แตเก็บตัวอยางเลือดในชวงเวลาใกลเคยีงกันกับกลุมทดลอง 
 
วิธีการออกกาํลังกาย (Exercise test) 
                   9.1.  อบอุนรางกายโดยการปนจักรยานเบาๆ  เปนเวลา 20 นาท ี
        9.2 ออกกําลังกายโดยใชวิธี grade exercise ดวยเครื่อง bicycle ergometer 
(Tunturi® ergometer, Piispanristi Filand ) ซึ่งการทดสอบจะแบงออกเปนชวง ๆ  ชวงละ 2 นาที 
เร่ิมตนใหต้ังคาน้ําหนักถวงเปน 1 กิโลปอนด (50 W)  และเพิ่มน้ําหนักถวง 0.6 กิโลปอนด (30 W) 
ทุก ๆ  2 นาที  จนกระทั่งอัตราการเตนของหัวใจมีคาเทากับอัตราการเตนของหัวใจที่  80 – 100 % 
HRmax และปนตอเนื่องไปเร่ือย ๆ จนกวาผูถูกทดสอบไมสามาถปนตอได  ซึ่งถือวาการออกกําลัง
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กายนั้นจัดเปน maximal exercise บันทึกอัตราการเตนของหัวใจตลอดชวงที่ออกกําลังกายเพื่อ
ประเมินความแรงของการออกกําลังกาย 
 เกณฑการหยุดทดสอบ (Bodegard et al. 2005) จะหยุดทดสอบเมื่อมีอาการอยางใด
อยางหนึ่งดังนี้ 
 มีอาการเจ็บหนาอกหรือหายใจลําบาก 
 รูสึกตาลาย หนามืด  เวียนศีรษะ  หรือเกิดการลาของกลามเนื้อขา  ไมสามารถปนตอได 
  อัตราการหายใจไมเพิ่มในขณะออกกําลังกายที่หนักขึ้น 
 ผูถูกทดสอบตองการใหหยุดทดสอบ 

9.3  วัดความดันเลือด, คลื่นไฟฟาหัวใจและเก็บตัวอยางเลือดนาทีที่ 15  ภายหลังการออก
กําลังกายโดยเก็บเลือดใสในหลอดทดลองที่มี  3.8% sodium citrate เปนสารกันเลือดแข็ง
เพื่อนําไปวัด factor VIII และ antithrombin III activity 
 

 การวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
 การวัด factor VIII activity 
 เก็บเลือดที่ตองการทดสอบใสในหลอดทดลองที่มี  3.8% sodium citrate แลวนําไปปนที่
ความเร็ว  2,000 g, 15 นาที  แยกสวนที่เปน plasma ใสหลอดทดลองอันใหมสําหรับนําไปวัด 
factor VIII activity ดวยวิธี  one-stage clotting assay ตามวิธีของ Cinotti and Morfini ซึ่งมีคา
ปกติอยูในชวง 50-150 % (Cinotti and Morfini. 2006)  
 การวัด antithrombin III  activity 
 หลักการวัด antithrombin III 
 Antithrombin III เปนโปรตีนที่รางกายสรางขึ้นมีฤทธิ์ยับยั้ง thrombin, factor Xa และ 
factor IXa เพื่อปองกันไมใหเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันสามารถวัดปริมาณของ antithrombin III ได
โดยใชหลักการของ chromogenic  antithrombin III assay  โดยนํา citrate plasma ผสมกับ 
factor Xa with heparin  จะไดเปนสารประกอบ  AT·Heparin complex  ซึ่งจะเขาไปทําปฏิกิริยา
ตอกับ factor Xa ไดเปน AT·Heparin·FXa complex  แลวจึงวัดปริมาณของ factor X สวนที่เหลือ
โดยการเติม chromogenic substrate (S-2765) เพื่อใหทําปฏิกิริยากับ factor Xa  เกิดเปนสีขึ้น
แลววัดปริมาณความเขมของสีที่ขนาดความยาวคลื่น  405 nm โดยความเขมของสีเปนปฏิภาค
ผกผันกับปริมาณของ antithrombin III คาปกติของ antithrombin III เมื่อวัดดวยวิธีนี้มีคา              
0 – 120 % 
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รูปที่  3.2  แสดงหลักการวัด antithrombin III 
 
สารเคมี 

 1. The coamatic® Antithrombin III kits ( Chromogenix Instrumentation Laboratory 
S.p.A. Milan, Italy)  ซึ่งประกอบดวย Lyophilized chromogenic substrate (N-α-Cbo-D-Arg-
pNA•2HCl), Buffer with heparin, และ Lyophilized  purified bovine factor Xa and bovine 
albumin 
 2.  Deionized water 
 3.  Saline (0.9% Nacl) 
 วิธีการเตรียมสารเคมี 
 1.  Chromogenic substrate S-2765  ละลายดวย  10 ml NCCLS Type II water 
 2.  Factor Xa ละลายดวย  10 ml buffer with heparin 
 ขั้นตอนและวิธีวัด 
 1.  นําตัวอยางเลือดที่เก็บในหลอดทดลอง 3.8% sodium citrate  มาปนที่ความเร็ว 2,000 
rpm เปนเวลา  15  นาทีเพื่อแยกเอาเฉพาะสวนที่เปนน้ําเลือด (plasma)ไปใชสําหรับวัด 
antithrombin III activity 
 2.  นําตวัอยางเลือดที่ตองการจะวัดมา  25 µl ผสมกับน้าํเกลือ (0.9% normal saline) 
3,000  µl แลวดูดมา 200  µl  ไปใสในหลอดทดลองอนัใหม 
 3.  เติม factor Xa ลงไป  200 µl  เพื่อใหแนใจวาในตัวอยางเลือดมีปริมาณ  factor Xa 
เพียงพอที่จะเกิดปฏิกิริยา 
 4.  หลังจากนัน้นาํไป incubate ที่อุณหภูมิ  37 oC  เปนเวลา 90 วนิาท ี(ในระหวางนีค้วร
อุน chromogenic sunstrate (S-2765)  ไวที ่37 oC) 
 5.  เติม chromogenic sunstrate (S-2765 ) ซึ่งจะถูกยอยดวย  factor Xa  ในขนาด     
200 µl 
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 6.  เติม 2% citric acid  เพื่อหยุดปฏิกิริยาตาง ๆ ของเซลล 
 7.  วัดความเขมของสีโดยนาํไปวัดคาการดดูกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น  405 nm 
 8.  นําคาที่ไดไปเทียบกับ  standard curve คาปกติ 0-120 % 
 
การวิเคราะหขอมูล 
 
          แสดงผลของขอมูลในรูป mean + SEM  เปรียบเทียบขอมูลในกลุมเดียวกันโดยใช paired 
student’s t-test สวนขอมูลระหวางกลุมเปรียบเทียบโดยใช  unpaired student’s t-test  ดวย
โปรแกรมสําเร็จรูปปริซึม (prism statistical software)  โดยมีนัยสาํคญัที่ P < 0.05


