
 
 
 
 

 
 

บทที่  3 
 

ระเบียบวธิวีจิัย 
 

การวิจยัดําเนนิไปตามขั้นตอนตาง ๆ ดังนี ้
 
ประชากรและกลุมตัวอยาง  
 
        กลุมตัวอยางซึ่งตอไปนี้จะเรียกวาผูถูกทดสอบเปนนักศึกษามหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิม    
พระเกียรติ  จ.สมุทรปราการ  เพศชาย  อายุ 18 – 25 ปและมีสุขภาพสมบูรณแข็งแรงโดยประเมิน
จากแบบสอบถามและการตรวจรางกายเบื้องตน  ซึ่งแบบสอบถามประกอบดวยขอคําถามเกี่ยวกับ
ขอมูลสวนตัว  น้ําหนัก  สวนสูง   ประวัติการเจ็บปวย   ตลอดจนการใชยาหรือสารเสพติด                 
ผูถูกทดสอบแตละคนจะตองมีน้ําหนักสวนสูง อัตราการเตนของหัวใจ  ความดันโลหิต  และ
ความสามารถในการใชออกซิเจนสูงสุด (VO2max) อยูในชวงปกติ  และมีคาใกลเคียงกันโดย
เปรียบเทียบกับเกณฑมาตรฐาน  และเปนผูออกกําลังกายนอยกวา  3  คร้ัง/สัปดาห (Sedentary 
lifestyle) 
        ถาผูถูกทดสอบมีปญหาเกี่ยวกับโรคเลือด  หวัใจและหลอดเลือด ความดันโลหติ ปอด  ตับ ไต 
หรือโรคระบบทางเดินหายใจ  มีความผิดปกติเกี่ยวกับระบบกระดูกและกลามเนื้อทีเ่กี่ยวของกับขอ
เขาและขอสะโพก  มีความผิดปกติเกี่ยวกบั metabolism เชน  โรคเบาหวาน  ไทรอยด  มีความ
ผิดปกติทางดานอารมณ จะถูกคัดออกจากการทดสอบ 
   
การเก็บรวบรวมขอมลู 
 
        1.  คัดเลือกผูถูกทดสอบจากนักศึกษามหาวทิยาลยัหัวเฉียวเฉลมิพระเกยีรติ โดยใหทาํ
แบบสอบถามและตรวจรางกายเบื้องตนเพื่อประเมนิภาวะสุขภาพ   
        2.  ผูวิจยัอธิบายถึงวิธแีละขั้นตอนของการทดสอบแกผูถูกทดสอบ 
        3.  ใหผูถูกทดสอบลงนามในใบยนิยอมเขารวมวจิยั 
        4.   แบงกลุมผูถูกทดสอบดวยวิธกีารสุมแบบจับฉลากเปน  2  กลุม  คือ  กลุมควบคุม 
(control group)  10  คน  และกลุมออกกาํลังกาย (exercise group)  10  คนดังแผนผัง 
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                รูปที่ 3.1  แสดงแผนผังการทดลองของกลุมควบคุมและกลุมทดลองผูถูกทดสอบทัง้
กลุมทดลองและกลุมควบคมุตองวัด VO2max กอนออกกาํลังกายหลังจากนัน้ 1 สัปดาหจงึทาํการ
ทดสอบโดยเกบ็เลือดกอนและหลัง ทดสอบ 15 นาท ี
 
        5.  วัดความดนัเลือด (Mercurial Sphygmomanometer®, Rudolf Riester Gmbh & 
Co.KG, Jungingen, Germany) และคลื่นไฟฟาหัวใจ (Cardiac Fx-120, Fukuda Denshi co., 
LTD.,Tokyo, Japan) กอนเริ่มการทดสอบ 
        6.  คํานวณหาคาความดันเลือดเฉลีย่ (mean arterial pressure) จากสูตร 
              MAP = [(2 x diastolic)+systolic] / 3 
             คาปกติ  70-110  mmHg 
        7.  วัดความสามารถในการใชออกซเิจนสูงสุด (VO2max) โดยใชวิธีวัดแบบ Åstrand and 
Ryhming ดวยจักรยานวัดงาน (Tunturi® ergometer, Piispanristi Filand)  ซึ่งมีข้ันตอนการวัด
ดังนี ้
                   7.1  ใหผูทดสอบขึ้นนัง่บนอาน ปรับอานใหพอเหมาะ ใหระดับอานต่ํากวาสะดือ
ประมาณ 4 นิว้มือ 
                   7.2  ต้ังเครื่องเคาะจังหวะที่ความเรว็ 50 รอบ/นาท ี ใหผูทดสอบปนจักรยานตามเสยีง
จังหวะเพื่อรักษาความเร็วใหคงที ่
                   7.3  ใหปนจกัรยาน  2 – 3 นาทีเพื่ออบอุนรางกายและสรางความคุนเคยกับจักรยาน      
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                   7.4  เลือกน้าํหนักถวงที่  2 กโิลปอนด เพื่อใหอัตราการเตนของหวัใจอยูระหวาง 120 – 
170 คร้ัง/นาท ี
                   7.5  ใหผูทดสอบปนจักรยานไปเรื่อย ๆ เร่ิมจับเวลาเมื่อผูทดสอบสามารถปนจักรยาน
ไดความเร็วคงที่  50 รอบ/นาท ี
                   7.6  นับและบันทึกอัตราการเตนของหวัใจทกุนาท ีเปนเวลา 6 นาท ี
                   7.7  ถาถงึนาทีท่ี่ 2 อัตราการเตนของหวัใจยังต่ํากวา 120 คร้ัง/นาท ี ใหเพิม่น้าํหนัก
ถวงอกี 0.5 กิโลปอนดและขยายเวลาออกไปอีก 1 นาทหีรือมากกวา เพื่อใหอัตราการเตนของหวัใจ
สม่ําเสมอและเขาสูสภาวะคงที ่
                   7.8  นําอัตราการเตนของหัวใจชวงนาททีี่ 5 และนาที่ที ่6  มาหาคาเฉล่ีย  ถาอัตราการ
เตนของหวัใจทั้ง 2 ชวงแตกตางกนัมากกวา 5 คร้ัง/นาท ี ใหขยายระยะเวลาการทดสอบออกไปอีก 
1 นาที หรือมากกวาจนกวาอัตราการเตนของหัวใจจะแตกตางกนัไมเกิน 5 คร้ัง/นาท ี
                   7.9  หาคา  VO2max  โดยนาํคาอัตราการเตนของหวัใจเฉลี่ยทีน่ับไดและน้ําหนักที่ใช
ถวงไปเทียบอานคาจากตารางกจ็ะไดคา  VO2max ออกมา 
        8.  หลังจากวัด VO2max 1 สัปดาหเก็บเลือดกลุมตัวอยางทัง้  20   คนจํานวน  5 มล. ใสใน
หลอดที่ม ี3.8 % sodium citrate  เปนสารกันเลือดแข็ง  สําหรับนําไปวดัคา  factor VIII และ 
antithrombin III activity 
        9.  หลังจากนั้น  ทํา exercise test   โดย  12  ชม. กอนวันที่จะออกกําลงักายผูเขารวมวิจยัทัง้ 
control และ exercise group จะตองงดดื่มเครื่องดื่มทีม่ีแอลกอฮอล กาแฟ และงดรับประทานยา
ทุกชนิด โดยการทดลองจะทาํในชวงเวลา 08.00 - 10.00 น. สวนกลุมควบคมุไมตองออกกาํลังกาย
แตเก็บตัวอยางเลือดในชวงเวลาใกลเคยีงกันกับกลุมทดลอง 
 
วิธีการออกกาํลังกาย (Exercise test) 
                   9.1.  อบอุนรางกายโดยการปนจักรยานเบาๆ  เปนเวลา 20 นาท ี
        9.2 ออกกําลังกายโดยใชวิธี grade exercise ดวยเครื่อง bicycle ergometer 
(Tunturi® ergometer, Piispanristi Filand ) ซึ่งการทดสอบจะแบงออกเปนชวง ๆ  ชวงละ 2 นาที 
เร่ิมตนใหต้ังคาน้ําหนักถวงเปน 1 กิโลปอนด (50 W)  และเพิ่มน้ําหนักถวง 0.6 กิโลปอนด (30 W) 
ทุก ๆ  2 นาที  จนกระทั่งอัตราการเตนของหัวใจมีคาเทากับอัตราการเตนของหัวใจที่  80 – 100 % 
HRmax และปนตอเนื่องไปเร่ือย ๆ จนกวาผูถูกทดสอบไมสามาถปนตอได  ซึ่งถือวาการออกกําลัง



 
 
 
 

 
 

 

 

23

กายนั้นจัดเปน maximal exercise บันทึกอัตราการเตนของหัวใจตลอดชวงที่ออกกําลังกายเพื่อ
ประเมินความแรงของการออกกําลังกาย 
 เกณฑการหยุดทดสอบ (Bodegard et al. 2005) จะหยุดทดสอบเมื่อมีอาการอยางใด
อยางหนึ่งดังนี้ 
 มีอาการเจ็บหนาอกหรือหายใจลําบาก 
 รูสึกตาลาย หนามืด  เวียนศีรษะ  หรือเกิดการลาของกลามเนื้อขา  ไมสามารถปนตอได 
  อัตราการหายใจไมเพิ่มในขณะออกกําลังกายที่หนักขึ้น 
 ผูถูกทดสอบตองการใหหยุดทดสอบ 

9.3  วัดความดันเลือด, คลื่นไฟฟาหัวใจและเก็บตัวอยางเลือดนาทีที่ 15  ภายหลังการออก
กําลังกายโดยเก็บเลือดใสในหลอดทดลองที่มี  3.8% sodium citrate เปนสารกันเลือดแข็ง
เพื่อนําไปวัด factor VIII และ antithrombin III activity 
 

 การวิเคราะหทางหองปฏิบัติการ 
 การวัด factor VIII activity 
 เก็บเลือดที่ตองการทดสอบใสในหลอดทดลองที่มี  3.8% sodium citrate แลวนําไปปนที่
ความเร็ว  2,000 g, 15 นาที  แยกสวนที่เปน plasma ใสหลอดทดลองอันใหมสําหรับนําไปวัด 
factor VIII activity ดวยวิธี  one-stage clotting assay ตามวิธีของ Cinotti and Morfini ซึ่งมีคา
ปกติอยูในชวง 50-150 % (Cinotti and Morfini. 2006)  
 การวัด antithrombin III  activity 
 หลักการวัด antithrombin III 
 Antithrombin III เปนโปรตีนที่รางกายสรางขึ้นมีฤทธิ์ยับยั้ง thrombin, factor Xa และ 
factor IXa เพื่อปองกันไมใหเกิดภาวะลิ่มเลือดอุดตันสามารถวัดปริมาณของ antithrombin III ได
โดยใชหลักการของ chromogenic  antithrombin III assay  โดยนํา citrate plasma ผสมกับ 
factor Xa with heparin  จะไดเปนสารประกอบ  AT·Heparin complex  ซึ่งจะเขาไปทําปฏิกิริยา
ตอกับ factor Xa ไดเปน AT·Heparin·FXa complex  แลวจึงวัดปริมาณของ factor X สวนที่เหลือ
โดยการเติม chromogenic substrate (S-2765) เพื่อใหทําปฏิกิริยากับ factor Xa  เกิดเปนสีขึ้น
แลววัดปริมาณความเขมของสีที่ขนาดความยาวคลื่น  405 nm โดยความเขมของสีเปนปฏิภาค
ผกผันกับปริมาณของ antithrombin III คาปกติของ antithrombin III เมื่อวัดดวยวิธีนี้มีคา              
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)  ซึ่งประกอบดวย 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  ละลายดวย  10 ml NCCLS Type II water 
 2.  Factor Xa ละลายดวย  10 ml buffer with heparin 
 ขั้นตอนและวิธีวัด 
 1.  นําตัวอยางเลือดที่เก็บในหลอดทดลอง 3.8% sodium citrate  มาปนที่ความเร็ว 2,000 
rpm เปนเวลา  15  นาทีเพื่อแยกเอาเฉพาะสวนที่เปนน้ําเลือด (plasma)ไปใชสําหรับวัด 
antithrombin III activity 
 2.  นําตวัอยางเลือดที่ตองการจะวัดมา  25 µl ผสมกับน้าํเกลือ (0.9% normal saline) 
3,000  µl แลวดูดมา 200  µl  ไปใสในหลอดทดลองอนัใหม 
 3.  เติม factor Xa ลงไป  200 µl  เพื่อใหแนใจวาในตัวอยางเลือดมีปริมาณ  factor Xa 
เพียงพอที่จะเกิดปฏิกิริยา 
 4.  หลังจากนัน้นาํไป incubate ที่อุณหภูมิ  37 oC  เปนเวลา 90 วนิาท ี(ในระหวางนีค้วร
อุน chromogenic sunstrate (S-2765)  ไวที ่37 oC) 
 5.  เติม chromogenic sunstrate (S-2765 ) ซึ่งจะถูกยอยดวย  factor Xa  ในขนาด     
200 µl 
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 6.  เติม 2% citric acid  เพื่อหยุดปฏิกิริยาตาง ๆ ของเซลล 
 7.  วัดความเขมของสีโดยนาํไปวัดคาการดดูกลืนแสง (OD) ที่ความยาวคลื่น  405 nm 
 8.  นําคาที่ไดไปเทียบกับ  standard curve คาปกติ 0-120 % 
 
การวิเคราะหขอมูล 
 
          แสดงผลของขอมูลในรูป mean + SEM  เปรียบเทียบขอมูลในกลุมเดียวกันโดยใช paired 
student’s t-test สวนขอมูลระหวางกลุมเปรียบเทียบโดยใช  unpaired student’s t-test  ดวย
โปรแกรมสําเร็จรูปปริซึม (prism statistical software)  โดยมีนัยสาํคญัที่ P < 0.05


