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บทคดัย่อ 
การเรียนการสอนภาคปฏิบติัการในวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต ตอ้งมีการเตรียมตวัอยา่งเลือดท่ีให้ผล 

Direct Antiglobulin Test (DAT) บวก แต่มีขอ้จ ากดัท่ีตอ้งใชเ้ลือดจากผูป่้วยปริมาณมาก ถึงจะเพียงพอให้นกัศึกษาได้
ฝึกปฏิบติัจริง ซ่ึงเป็นไปไม่ไดใ้นการเจาะเลือดปริมาณมากจากผูป่้วย งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงคเ์พ่ือหาแนวทางการ
เตรียมตวัอยา่งเลือดท่ีให้ผล DAT บวก การศึกษาน้ีใชเ้ลือดหมู่ Rh (D) positive ท่ีหมดอายนุาน 3, 5 และ 7 วนั จากงาน
ธนาคารเลือดของโรงพยาบาล โดยท าการ sensitization เซลลเ์ม็ดเลือดแดงดว้ย anti-D (IgG) ท่ีเรียงความเขม้ขน้แบบ 
serial two fold dilution จากนั้นเก็บเซลล์เม็ดเลือดแดงในน ้ ายา alserver เพื่อรักษาสภาพเซลล์ เป็นเวลา 0, 1, 2 และ 3 
วนั เพื่อท าการทดสอบ DAT และ elution เซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีให้ผล DAT บวก โดยใช้วิธี Cold-acid elution, Heat 
elution, และ Lui freeze-thaw elution การวิ เคราะห์ความแตกต่ างของค่ าคะแนน  agglutination ท่ี ได้จากการ 
sensitization และการ elution เซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีให้ผล DAT บวก โดยใช้สถิติทดสอบ ได้แก่  ANOVA หรือ 
Kruskal-Wallis test ผลการวิจยัพบวา่การทดสอบ DAT ของเลือดท่ีหมดอายนุานเท่ากนัและไม่เท่ากนั เม่ือเก็บเลือดท่ี
ผ่านการ sensitization แลว้ เป็นเวลา 0, 1, 2 และ 3 วนั ผล ไม่มีความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination ส าหรับผล
การทดสอบ elution ทั้ง 3 วิธี พบวา่ไม่มีความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination ในการทดสอบ elution วธีิเดียวกนั
และวิธีท่ีแตกต่างกัน สรุปผลจากงานวิจัยน้ีท าให้มีแนวทางในการ sensitization เซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีเป็น Rh (D) 
positive ดว้ย anti-D (IgG) และเก็บเซลล์เม็ดเลือดแดงได้นาน 3 วนั การติดตามผลเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีให้ผล DAT 
บวก ท าไดโ้ดยใชเ้ทคนิคของ elution ไดแ้ก่ cold-acid elution, heat elution และ Lui freeze-thaw elution  
 
ค ำส ำคญั: วิทยาศาสตร์การบริการโลหิต เลือดหมดอาย ุการทดสอบ direct antiglobulin test 
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Abstract 
In laboratory instruction in Transfusion Science Subject, the preparation of blood samples with result of 

positive Direct Antiglobulin Test (DAT) is normally carried out. However, limitation in the preparation of blood 
samples exists due to insufficiency of blood volume collected from patients for students. In fact, it is impossible for 
collection a large volume of blood from the patients. The objective of this study was to prepare of blood samples for 
positive DAT. In this study, blood samples with Rh positive expiring 3, 5 and 7 days ago from the blood bank of the 
hospital were used. Red blood cells were sensitized with serial two fold dilution of anti-D (IgG) and sensitized red 
blood cells were preserved in alserver’s solution in day 0, 1, 2 and 3 for DAT and elution of  positive DAT by using 
cold-acid elution, heat elution, and Lui freeze-thaw elution. The difference in agglutination scores between 
sensitization and elution of positive DAT were statistically analyzed by using ANOVA or Kruskal-Wallis test. The 
results showed that the blood with similar and difference numbers of days after expiration displayed no difference in 
agglutination scores of DAT. In addition, the result of the preservation of sensitized red blood cells in day 0, 1, 2 and 
3 displayed no statistically significant difference in the agglutination scores of DAT, and the agglutination scores 
obtained from those three methods of elution were not significantly different. In conclusion, this study  proposed an 
approach for the sensitization of red blood cells of Rh (D) positive with anti-D (IgG) and recommended the 
preservation of sensitized red blood cells for 3 days. The positive DAT could be investigated by using cold-acid 
elution, heat elution and Lui freeze-thaw elution. 

 
Keywords: Transfusion Science, Expired Blood, Direct Antiglobulin Test 
 
1. บทน า 

การเรียนการสอนภาคปฏิบัติการในวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต  ของคณะเทคนิคการแพทย์
มหาวิทยาลยัรังสิต มีหัวขอ้เร่ือง Direct Antiglobulin Test (DAT) ซ่ึงมีประโยชน์เพ่ือช่วยในการวินิจฉัย Hemolytic 
Disease of The Fetus and Newborn ( HDFN), Hemolytic Transfusion Reaction (HTR), Autoimmune Hemolytic 
Anemia (AIHA) และ Drug-induced Immune Hemolysis (Leger, 2008) แต่การสอนในภาคปฏิบัติการจะต้องมีการ
เตรียมเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีให้ผล DAT ทั้งท่ีเป็นผลลบและบวกให้แก่นกัศึกษา โดย DAT ท่ีเป็นผลบวก จะใชใ้นการ
สอนหัวขอ้เร่ือง investigation of a positive direct antiglobulin test เพื่อให้นกัศึกษาไดฝึ้กปฏิบติัการจริง เป็นการเตรียม
ความพร้อมท่ีจะไปปฏิบติังานไดใ้นห้องปฏิบติัการธนาคารเลือดของโรงพยาบาล การเตรียมตวัอยา่งเลือดจากผูป่้วยท่ี 
DAT ให้ผลบวก มีขอ้จ ากัดท่ีตอ้งใช้เลือดจากผูป่้วยจ านวนมาก ประมาณ 300 มิลลิลิตร ถึงจะเพียงพอต่อการสอน
นกัศึกษาจ านวน 150 คน ท่ีลงทะเบียนเรียนในรายวชิาน้ี ซ่ึงเป็นไปไม่ไดใ้นการเจาะเลือดปริมาณมากจากผูป่้วยท่ีมารับ
การรักษาตวัท่ีโรงพยาบาล เพราะจะเป็นอนัตรายต่อผูป่้วย ผูว้ิจยัจึงสนใจท่ีจะเตรียมตวัอยา่งเลือดท่ีให้ผลการทดสอบ 
DAT บวก จากเลือดท่ีหมดอายจุากงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาล ซ่ึงยงัไม่มีรายงานวจิยัมาก่อน อยา่งไรก็ตามผูว้จิยั
ไดเ้คยรายงานการวิจยัท่ีมีการใชเ้ลือดท่ีหมดอายุจากงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาล โดยการการเตรียมเซลล์เม็ด
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เลือดแดงและน ้ ายา anti-A เสมือนจริง เพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการ เร่ืองการยืนยนั weak A โดยวิธี 
adsorption และ elution ในวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 (องัสนา โยธินารักษ,์ 2560) โดยขอ้ดีของการใชเ้ลือดท่ี
หมดอายุจากธนาคารเลือด ได้แก่ 1) ปลอดภยัจากโรคติดเช้ือท่ีถ่ายทอดทางเลือด (transfusion transmitted disease) 
ไดแ้ก่ เช้ือตบัอกัเสบบี ซีและเช้ือเอดส์ (HBV, HCV, HIV) (สมศกัด์ิ โล่ห์เลขา, 2535) ซ่ึงเป็นอนัตรายต่อนักศึกษาและ
ผูส้อน และ 2) มีเลือดปริมาณมากพอท่ีจะน ามาเตรียมตวัอย่างเลือดท่ีให้ผล DAT บวก เพ่ือให้เพียงพอต่อนักศึกษา
จ านวนมาก 

 
2. วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อหาแนวทางในการเตรียมตวัอยา่งเลือดท่ีให้ผล DAT บวก จากเลือดท่ีหมดอายจุากงานธนาคารเลือด
ของโรงพยาบาล โดยใช ้anti-D (IgG) 

2. เพื่อประเมินวธีิ elution ท่ีเหมาะสม ในการชะแอนติบอดีออกจาก anti-D sensitized red blood cells  โดยใช้
วธีิ elution 3 วธีิ ไดแ้ก่ cold-acid elution, heat elution และ Lui freeze-thaw elution 

 
3. อุปกรณ์และวธีิการ / วธีิด าเนินการวจิยั 

การวจิยัคร้ังน้ีเป็นการวจิยัเชิงทดลอง เพื่อเตรียมเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีใหผ้ล DAT โดยการใช ้anti-D (IgG) ใน
การ sensitization เซลล์เม็ดเลือดแดงหมู่เลือด Rh (D) positive จากเลือดท่ีหมดอายุจากงานธนาคารเลือดของ
โรงพยาบาล จากนั้นติดตามผลการ sensitization โดยใชเ้ทคนิค elution ไดแ้ก่ cold-acid elution, heat elution และ Lui 
freeze-thaw elution 

กลุ่มตวัอยา่งเลือด ไดแ้ก่ เลือดท่ีหมดอายแุลว้นาน 3, 5 และ 7 วนั ท่ีใหผ้ลการทดสอบ DAT negative โดยใช้
หมู่เลือดระบบ ABO หมู่ใดก็ได ้แต่ตอ้งเป็น Rh (D) positive  

3.1 การเตรียมเซลลเ์มด็เลือดแดงและการ sensitization เซลลเ์มด็เลือดแดงดว้ย anti-D (IgG)   
น าเลือดท่ีหมดอายจุากถุงเลือดใส่ลงในหลอดทดลอง ป่ันลา้งเซลลเ์ม็ดเลือดแดงดว้ย Normal Saline Solution 

(NSS) จนกวา่น ้ าใสส่วนบนไม่มีสีแดง ดูดน ้ าใสส่วนบนท้ิง จากนั้นท าการ sensitization เซลลเ์ม็ดเลือดแดงดว้ยน ้ ายา 
anti-D (IgG) ท่ีเตรียมแบบ serial two fold dilution ด้วย NSS ดังน้ี undiluted, 1:2, 1:4., 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 
1:256, 1:512 และ 1:1024 เตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีลา้งแลว้ใส่ลงในหลอดทดลอง จ านวน 11 หลอด หลอดละ 3 
มิลลิลิตร เติมน ้ ายา anti-D (IgG) ท่ีเจือจางแลว้ จ านวน 3 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองตามล าดบัค่าการเจือจาง เขยา่ให้
เขา้กนั อุ่นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ลา้งเซลลเ์ม็ดเลือดแดงดว้ย NSS เก็บน ้ าส่วนบนไวทุ้กคร้ัง โดย
เอาส่วนบนท่ีได้แต่ละคร้ังมาทดสอบกบั screening cells (O1, O2 cells) จนถึงขั้นตอน antiglobulin phase จนกว่าจะ
ไดผ้ลลบ จึงจะสามารถน าเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ี sensitized ได ้ไปทดสอบ DAT ต่อ (การทดสอบน ้ าส่วนบนกบั O1, O2 
cells เพื่อทดสอบหา unsensitized antibody) โดยการใช้เลือดท่ีลา้งเซลล์เม็ดเลือดแดงเรียบร้อยแลว้ ผสมกบั NSS 2 
หยด ให้น ้ าเป็นสีส้มแดงเพื่อท าเป็น 3% cell suspension ใน NSS จากนั้นป่ันลา้งเซลล์เม็ดเลือดแดงดว้ย NSS 3 คร้ัง 
และคร้ังสุดท้ายสลดัน ้ าเกลือท้ิงจนหมด หยดน ้ ายา anti-human globulin 2 หยด  เขย่าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงผสมกับ
น ้ ายา  ป่ันเพ่ืออ่านผลปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง (agglutination) การควบคุมคุณภาพของ antiglobulin test 
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ท าโดยการหยด Coombs' Control Cells (CCC; Ig G sensitized red blood cells) 1 หยด ลงในหลอดท่ีใหผ้ลการทดสอบ
เป็นลบ ป่ันอ่านผลอีกคร้ัง ถา้ให้ผลเป็นบวก แสดงว่าการลา้งเซลล์ถูกตอ้งและน ้ ายา antihuman globulin มีคุณภาพดี 
แสดงว่าผลการทดสอบถูกตอ้ง แต่ถา้ให้ผลเป็นลบ แสดงว่าการลา้งเซลไม่ถูกตอ้ง หรือ ลืมหยดน ้ ายา  antihuman 
globulin หรือน ้ ายา antihuman globulin ไม่มีคุณภาพ ไม่สามารถออกผลการทดสอบ ตอ้งท าการทดสอบใหม่ตั้งแต่ตน้ 

จากนั้นน าเลือดท่ีผ่านการ sensitization แลว้ เก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส โดยใช ้alserver’s solution 
เป็นสารรักษาสภาพเซลลเ์มด็เลือดแดง เพื่อใชใ้นการติดตามผล DAT บวก ในวนัเร่ิมตน้ของการทดสอบ (วนัท่ี 0) และ
วนัท่ี 1, 2 และ 3 ของการเก็บเซลลเ์มด็เลือดแดง โดยใชเ้ทคนิค elution 

3.2 การ elution anti-D ออกจากเซลลเ์มด็เลือดแดง  
การศึกษาน้ีใช้เทคนิค elution 3 วิธี ได้แก่ cold-acid elution, heat elution, และ Lui freeze-thaw elution ซ่ึง

ด าเนินการวิธีการทดลองตาม  Technical Manual 16 th edition ของ American Association of Blood Bank (AABB) 
(Roback, Coombs, Grossman, & Hillyer, 2008) ดงัน้ี 

3.2.1 Cold-acid elution 
แช่ Glycine-HCl และน ้ าเกลือ ในอ่างน ้ าแข็ง เติมเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ให้ผล DAT บวก ในขอ้ 3.1 1 

มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง น าไปแช่ในอ่างน ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 5 นาที เติมน ้ าเกลือเยน็ 1 
มิลลิลิตร เติม Glycine-HCl เยน็ 2 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กัน น าหลอดทดลองไปแช่ในอ่างน ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิ 0 องศา
เซลเซียส นาน 1 นาที ป่ันทันทีท่ี 900 g นาน 2 นาที ยา้ยน ้ าใสส่วนบนใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาด เติม 
phosphate buffer pH 8.2  0.1 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนั ป่ันท่ี 900 g นาน 2 นาที ยา้ยน ้ าใสส่วนบนท่ีเรียกวา่ eluate ใส่ลง
ในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาด น า eluate ใส่ในหลอดทดลอง หลอดละ 2 หยด หยด screening cells (O1, O2 cells) 
หลอดละ 1 หยด น าไปอุ่นท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที เติม NSS ¾  ของหลอดทดลอง ป่ันลา้งเซลล์ 3 
คร้ัง คร้ังสุดทา้ยซบัน ้ าลา้งเซลลใ์หห้มด  หยดน ้ ายา antihuman globulin  2 หยด ป่ันอ่านผลปฏิกิริยา agglutination และ
ใช ้CCC ในการควบคุมคุณภาพของ antiglobulin test ในท านองเดียวกบัขอ้ 3.1 

3.2.2 Heat elution 
เติมเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ให้ผล DAT บวก ในขอ้ 3.1 1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง เติม 6% bovine 

albumin 1 มิลลิลิตร เขยา่ใหเ้ขา้กนั อุ่นท่ีอุณหภูมิ 56 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยเขยา่เบา ๆ ตลอดเวลา ป่ันท่ี 900 
g นาน 2 นาที ยา้ย supernatant eluate ใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาด น า eluate ท าปฏิกิริยากบั screening cells 
(O1, O2 cells) ในท านองเดียวกบัวธีิ cold-acid elution ขอ้ 3.2.1 

3.2.3 Lui Freeze-Thaw elution  
ผสมเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ให้ผล DAT บวก ในขอ้ 3.1 0.5 มิลลิลิตร และ NSS 3 หยดเขย่าให้เขา้กนั ปิด

หลอดทดลองดว้ยพาราฟิล์มให้สนิท เอียงหลอดทดลองให้สารละลายเคลือบบนผนังหลอดทดลอง เพื่อให้เซลลเ์ม็ด
เลือดแดงไดส้มัผสักบัผนงัหลอดทดลอง  ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิ -6 ถึง -70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยวางหลอดทดลอง
ในแนวนอน น าหลอดทดลองออกจากตูแ้ช่แข็งและน ามาละลายโดยน าหลอดทดลองผ่านน ้ าประปาอยา่งรวดเร็ว ยา้ย 
supernatant eluateใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาด น า eluate ท าปฏิกิริยากับ screening cells (O1, O2 cells) ใน
ท านองเดียวกบัวธีิ cold-acid elution ขอ้ 3.2.1 
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การแปลผลการทดสอบ : ถา้ DAT ให้ผลบวก แสดงว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงถูก sensitized ดว้ย anti-D (IgG) 
และถา้ eluate ท าปฏิกิริยากบั antibody screening cells (O1, O2 cells) เม่ือเติมน ้ ายา antihuman globulin (antiglobulin 
phase) แลว้ แสดงวา่ ใน eluate มี แอนติบอดีท่ีแยกออกมาจากแอนติเจนบนผิวเซลลเ์มด็เลือดแดง 

3.3 การอ่านผลและการรายงานผลการทดสอบ 
การอ่านผลโดยเขยา่หลอดทดลองเบา ๆ เพ่ืออ่านปฏิกิริยา agglutination ถา้ดูดว้ยตาเปล่าไม่พบปฏิกิริยา ให้ดู

ต่อดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ การแจกแจงปฏิกิริยาผลบวกและการให้ค่าคะแนนปฏิกิริยา agglutination (Roback, Coombs, 
Grossman, & Hillyer, 2008)  ดงัแสดงในตารางท่ี 1  

 

ตารางที่ 1 การแจกแจงปฏิกิยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง   
เกรด คะแนน ลกัษณะท่ีพบ 
4+ 12 เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นใหญ่กอ้นเดียว น ้าใส 
3+ 10 เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นใหญ่หลายกอ้น น ้าใส 
2+ 8 เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดกลางหลายกอ้น น ้าใส 
1+ 5 เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดเลก็หลายกอ้น น ้าขุ่นและมีสีแดง 
W 2 เมด็เลือดแดงกระจายตวัสม ่าเสมอ มองดว้ยตาเปล่าเกือบไม่เห็นการ

จบักลุ่มของเมด็เลือดแดงจะเห็นไดช้ดั เม่ือดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ น ้า
ขุ่นและมีสีแดง 

 

การวเิคราะห์ขอ้มูล 
การวเิคราะห์ขอ้มูลทางสถิติจะใชโ้ปรแกรม SPSS version 21.0 รายงานค่ากลางของค่าคะแนน agglutination

ในรูป mean + SD 
การวเิคราะห์ความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination ท่ีไดจ้ากการทดสอบ DAT จากเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ี 

sensitized ดว้ย anti-D (IgG) ในวนัเร่ิมตน้ของการทดสอบ (วนัท่ี 0) และวนัท่ี 1, 2 และ 3 วนั ของการเก็บเลือด ใชส้ถิติ
ทดสอบ คือ One-Way ANOVA ค่า p < 0.05 แสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

การวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination ท่ีไดจ้ากการ eluted anti-D (IgG) ออกจากเซลลเ์ม็ด
เลือดแดง โดยใชว้ิธี elution 3 วิธี ไดแ้ก่ cold-acid elution, heat elution และ Lui freeze-thaw elution ในวนัเร่ิมตน้ของ
การทดสอบ (วนัท่ี 0) และวนัท่ี 1, 2 และ 3 วนั ของการเก็บเลือด ใช้สถิติทดสอบ คือ One-Way ANOVA หรือ 
Kruskal-Wallis test ค่า p < 0.05 แสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 

4. ผลการวจิยั 
4.1 การ sensitization เมด็เลือดแดงดว้ย anti-D (IgG)   
จากการ sensitization เซลล์เม็ดเลือดแดงของเลือดท่ีหมดอายุวนัท่ี 3, 5 และ 7 ท่ีมีหมู่เลือด Rh (D) positive 

ดว้ย anti-D (IgG) ท่ีท าการเจือจาง แบบ serial two fold dilution ท่ี undiluted - 1:1024 และเก็บเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีผา่น
การ sensitization เป็นเวลา 0, 1, 2 และ 3 วนั จากนั้นติดตามผลดว้ย DAT พบวา่ เลือดท่ีหมดอายุเป็นเวลา 3, 5 และ 7 
วนั ในวนัท่ี 0 ให้ผล DAT บวก ตั้งแต่ anti-D ท่ีค่าความเจือจาง undiluted - 1:32 แต่เม่ือเก็บเลือดเป็นเวลา 1, 2 และ 3 
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วนั พบว่า ให้ผล DAT บวก ตั้ งแต่ anti-D ท่ีค่าความเจือจาง undiluted - 1:16 ผู ้วิจัยจึงได้เปรียบเทียบค่าคะแนน 
agglutination ท่ี anti-D ท่ีค่าความเจือจาง undiluted - 1:32 พบวา่เลือดท่ีหมดอายใุนวนัเดียวกนั เม่ือเก็บเลือดท่ีผา่นการ 
sensitization แลว้ เป็นเวลา 0, 1, 2 และ 3 วนั ไม่มีความแตกต่างของค่าคะแนน agglutinationเ และเม่ือเปรียบเทียบ
เลือดท่ีหมดอายุเป็นเวลา 3, 5 และ 7 วนั ท่ีเก็บเป็นเวลา 0, 1, 2 และ 3 วนั พบว่าไม่มีความแตกต่างของค่าคะแนน 
agglutination (ตารางท่ี 2) แสดงว่า เลือดท่ีหมดอายุนานเท่ากนัและไม่เท่ากนั เม่ือเก็บเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีผ่านการ 
sensitization ในเวลาเดียวกนั ไม่มีผลต่อค่าคะแนน agglutination ท่ีไดจ้ากการทดสอบ DAT 

4.2 การ elution เซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีใหผ้ล DAT บวก   
ผูว้ิจยัไดท้ าการเปรียบเทียบค่าคะแนน agglutination ท่ีไดจ้ากการ elution เซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีให้ผล DAT 

บวก ท่ี anti-D ค่าความเจือจาง undiluted – 1:16 พบวา่เลือดท่ีหมดอายเุป็นเวลา 3, 5 และ 7 วนั เม่ือเก็บเลือดท่ีผ่านการ 
sensitization แล้ว เป็นเวลา 0, 1, 2 และ 3 วนั และน าเลือดมาท า elution 3 วิธี ไม่มีความแตกต่างของค่าคะแนน 
agglutination ในวิธีเดียวกัน และไม่มีความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination ในแต่ละวิธี (ตารางท่ี 3, 4 และ 5) 
แสดงวา่เลือดท่ีหมดอายใุนเวลาเดียวกนัและเก็บเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีผา่นการ sensitization ในเวลาเดียวกนั ไม่มีผลต่อ
ค่าคะแนน agglutination ท่ีไดจ้ากการทดสอบ elution ทั้ง 3 วธีิ 

เม่ือวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าคะแนนปฏิกิริยา agglutination อย่างมีนัยส าคญั ท่ีได้จากวิธี elution ท่ี
เหมือนกนัของเลือดท่ีหมดอายุ 3, 5 และ 7 วนั และเก็บเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีถูก sensitized ไวน้านเท่ากนั พบว่าไม่มี
ความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination (ตารางท่ี 6) แสดงวา่เลือดท่ีหมดอายนุานไม่เท่ากนั ไม่มีผลต่อการทดสอบ 
elution ในวธีิเดียวกนั 

 

ตารางที่ 2 คะแนนปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดงท่ีให้ผล DAT บวก จากเลือดท่ีหมดอายนุาน 3, 5 และ 7 วนั 
จ านวนวนัที่เกบ็

เซลล์เม็ดเลือดแดงที่
ให้ผล DAT บวก 

เลือดหมดอายุ 3 วนั 
 

เลือดหมดอายุ 5 วนั 
 

เลือดหมดอายุ 7 วนั 
 

ค่า p 

(mean + SD) ค่า p (mean + SD) ค่า p (mean + SD) ค่า p 
0 วนั 7.5 + 3.6 0.78 7.2 + 3.1 0.73 7.2 + 3.1 0.81 0.98 
1 วนั 7.2 + 4.2  6.0 + 3.5  6.0 + 3.5  0.83 
2 วนั 6.0 + 3.5  5.5 + 3.4  5.5 + 3.4  0.91 
3 วนั 5.5 + 3.9  5.2 + 2.9  5.5 + 3.4  0.98 

 
ตารางที่ 3 คะแนนปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดงจากเลือดท่ีหมดอายนุาน 3 วนั โดยวิธี elution 3 วิธี 
จ านวนวนัที่เกบ็

เซลล์เม็ดเลือดแดงที่
ให้ผล DAT บวก 

Cold-acid elution 
 

Heat elution 
 

Lui-freeze thaw elution 
 

ค่า p 

(mean + SD) ค่า p (mean + SD) ค่า p (mean + SD) ค่า p 
0 วนั 7.2 + 2.2 0.59 5.2 + 3.3 0.56 5.6 + 3.8 0.64 0.58 
1 วนั 6.6 + 2.3  3.6 + 3.5  4.6 + 3.6  0.38 
2 วนั 5.6 + 2.5  3.0 + 3.5  3.4 + 3.1  0.38 
3 วนั 5.6 + 2.5  2.4 + 2.5  3.0 + 3.5  0.21 
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ตารางที่ 4 คะแนนปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดงจากเลือดท่ีหมดอายนุาน 5 วนั โดยวิธี elution 3 วิธี 
จ านวนวนัที่เกบ็

เซลล์เม็ดเลือดแดงที่
ให้ผล DAT บวก 

Cold-acid elution 
 

Heat elution 
 

Lui-freeze thaw elution 
 

ค่า p 

(mean + SD) ค่า p (mean + SD) ค่า p (mean + SD) ค่า p 

0 วนั 7.2 + 2.2 0.34 4.0 + 3.1 0.53 5.0 + 4.1 0.84 0.31 
1 วนั 6.2 + 1.6  3.0 + 3.5  4.0 + 3.1  0.25 
2 วนั 5.6 + 1.3  2.4 + 2.5  3.6 + 3.5  0.19 
3 วนั 5.0 + 2.1  1.4 + 2.2  3.0 + 3.5  0.13 

 

ตารางที่ 5 คะแนนปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดงจากเลือดท่ีหมดอายนุาน 7 วนั โดยวิธี elution 3 วิธี 
จ านวนวนัที่เกบ็

เซลล์เม็ดเลือดแดงที่
ให้ผล DAT บวก 

Cold-acid elution 
 

Heat elution 
 

Lui-freeze thaw elution 
 

ค่า p 

(mean + SD) ค่า p (mean + SD) ค่า p (mean + SD) ค่า p 
0 วนั 7.2 + 2.2 0.83 4.2 + 4.0 0.83 5.0 + 4.1 0.90 0.41 
1 วนั 6.6 + 2.3  3.6 + 3.5  4.6 + 3.6  0.38 
2 วนั 6.2 + 1.6  3.0 + 2.7  3.6 + 3.5  0.17 
3 วนั 6.2 + 1.6  2.4 + 2.5  3.6 + 3.5  0.12 

 

ตารางที่ 6 การวิเคราะห์ความแตกต่างของคะแนนปฏิกิริยา agglutination อย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ โดยวิธี elution ท่ีเหมือนกันของ 
เลือดท่ีหมดอายนุาน 3, 5 และ 7 วนั  
จ านวนวนัที่เกบ็

เซลล์เม็ดเลือดแดงที่
ให้ผล DAT บวก 

Cold-acid elution 
 

Heat elution 
 

Lui-freeze thaw elution 
 

ค่า p ค่า p ค่า p 

0 วนั 1.00 0.85 0.96 
1 วนั 0.96 0.95 0.95 
2 วนั 0.84 0.95 0.99 
3 วนั 0.66 0.73 0.97 

 

5. การอภิปรายผล  
ผลจากการศึกษาน้ีท าให้มีแนวทางท่ีจะเตรียมตวัอย่างเลือดท่ีให้ผล DAT บวกโดยใชป้ระโยชน์จากเลือดท่ี

หมดอายุแลว้จากธนาคารเลือดของโรงพยาบาล ซ่ึงยงัไม่มีรายงานวิจัยท่ีจะน าเลือดท่ีหมดอายุมาใช้ในการเตรียม
ตวัอยา่งเลือดท่ีให้ผล DAT บวก ทั้งน้ีผูว้ิจยัไดเ้คยรายงานการใชเ้ลือดหมดอาย ุหมู่เลือด A เพื่อน ามาเตรียมเซลลเ์ม็ด
เลือดแดงให้เป็น A subgroup หรือ weak A โดยใชน้ ้ ายา anti-A ท่ีเจือจาง เพื่อสร้างสถานการณ์ใหเ้ป็น weak A เสมือน
จริง (องัสนา, 2017) การใชเ้ลือดหมดอายมีุขอ้ดีคือผ่านการตรวจเช้ือท่ีติดต่อไดท้างเลือดและให้ผลเป็นลบแลว้ ไดแ้ก่ 
HIV, HBV, HCV และ syphilis ซ่ึงจะไม่เป็นอนัตรายต่อผูเ้รียนและผูส้อน นอกจากน้ียงัมีปริมาณเลือดจ านวนมากเพียง
พอท่ีจะให้นกัศึกษาไดฝึ้กปฏิบติัการจริง แต่มีงานวิจยัท่ีรายงานวา่เม่ือเก็บเลือดท่ีอยูใ่นถุงเลือดของงานธนาคารเลือด
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นานข้ึนก็จะพบการแตกของเม็ดเลือดแดงมากข้ึน (Makroo, 2011) ซ่ึงงานวิจยัน้ีเป็นการเก็บเลือดท่ียงัไม่หมดอาย ุแต่มี
การแตกของเม็ดเลือดแดงมากข้ึนตามระยะเวลาท่ีเก็บเลือดนานข้ึน การแตกของเมด็เลือดแดงเกิดจากการเปล่ียนแปลง
ทางชีวเคมี ทางดา้นการเพ่ิมข้ึนของ lactate ท าใหค้่า pH ลดลง (Oyet, 2018) ผูว้จิยัจึงสนใจท่ีจะใชเ้ลือดท่ีหมดอายใุหม่ 
ๆ ประกอบกบัการเดินทางท่ีจะตอ้งไปรับถุงเลือดท่ีหมดอายแุลว้จากโรงพยาบาล จึงไดว้างแผนงานวา่จะใชเ้ลือดจาก
ถุงเลือดท่ีหมดอายนุาน 3, 5 และ 7 วนั อยา่งไรก็ตามถา้ไดเ้ลือดท่ีหมดอายใุหม่ๆ ก็คาดวา่น่าจะท าให้ลดจ านวนคร้ังใน
การเซลลเ์มด็เลือดแดงเพื่อเอา hemolysis ออกก่อนการ sensitization  

ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ไดผ้ลิต 3% Coombs' Control Cells (CCC) ออกจ าหน่าย เพ่ือใช้
ในการควบคุมคุณภาพของ antiglobulin test โดยมีความจ าเพาะเป็น anti-D (IgG) coated Rh (D) positive cells 
(National Blood Centre Thai Red Cross Society, 2017) จากขอ้มูลดังกล่าว ผูว้ิจัยจึงหาแนวทางท่ีจะเตรียมตัวอย่าง
เลือดท่ีให้ผล DAT บวก โดยการใช้ anti-D (IgG) ท่ีสภากาชาดไทยได้ผลิตออกจ าหน่าย ซ่ึงมีราคาไม่แพง โดย 10 
มิลลิลิตร ราคา 200 บาท เพื่อน ามาใชใ้นการ sensitization เซลลเ์ม็ดเลือดแดงจากเลือดท่ีหมดอายท่ีุมีหมู่เลือด Rh (D) 
positive  

ผลจากการศึกษาน้ีท าให้สามารถเตรียมเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีให้ผล DAT บวก ท่ีเกรดความแรงของปฏิกิริยา 
agglutination ต่าง ๆ ไดแ้ก่ 4+, 3+, 2+, 1+ และ w โดย การ sensitization เซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีมีแอนติเจน D ดว้ยน ้ ายา 
anti-D (IgG) ตามค่าความเจือจางของ anti-D จากเจือจางน้อยไปถึงเจือจางมาก เป็นการจ าลองสถานการณ์ในกรณีท่ี
ผูป่้วยให้ผล DAT บวกในเกรดของปฏิกิริยา agglutination ต่าง ๆ ซ่ึงงานวจิยัน้ีพบวา่ anti-D ท่ีท าใหผ้ล DAT บวก ท่ีค่า
ความเจือจางสุดทา้ยคือ 1:32 ซ่ึงใหผ้ลเกรดปฏิกิริยา agglutination เป็น w ทั้งน้ีเลือดท่ีหมดอายตุ่างกนั ไดแ้ก่ 3, 5 และ 7 
วนั เม่ือเก็บเลือดท่ีผ่านการ sensitization เป็นเวลาเดียวกัน ได้แก่ วนัท่ี 0, 1, 2 และ 3 วนั ให้ผลค่าคะแนนปฏิกิริยา 
agglutination ไม่แตกต่างกัน อย่างไรก็ตามการเก็บท่ีเวลาน้อยกว่าให้ค่าเฉล่ียของค่าคะแนนปฏิกิริยา agglutination 
มากกวา่ 

เทคนิคการ elution เพ่ือท าให้แอนติบอดีซ่ึงท าปฏิกิริยากบัแอนติเจนบนเซลล์เม็ดเลือดแดงแลว้หลุดออกมา
ซ่ึงสามารถท าไดด้ว้ยวิธีทางกายภาพ เช่น ใชค้วามร้อน (heat) คล่ืนเสียงความถ่ีสูง (ultrasound) การแช่แข็งหรือการ
ละลาย (freeze and thaw) หรือวธีิทางเคมี เช่น การเปล่ียนแปลงความเป็นกรด-ด่าง การใชเ้กลือท่ีมีความเขม้ขน้สูง หรือ
การสารใชเ้คมีต่างๆ เช่น chloroform, ether, xylene หรือ chloroquine diphosphate ท าลายผนังเซลลเ์ม็ดเลือดแดง ซ่ึง
แต่ละวธีิมีขอ้ดีขอ้เสียแตกต่างกนั (Robert, 2006) อยา่งไรก็ตามงานวจิยัน้ีเลือกใช ้elution 3 วธีิ ไดแ้ก่ cold-acid elution, 
heat elution และ Lui freeze-thaw elution เพื่อเป็นแนวทางให้นักศึกษาได้ฝึกปฏิบัติการจริง เน่ืองจากสามารถหา
สารเคมี น ้ ายาท่ีมีใชใ้นห้องปฏิบติัการทัว่ไป รวมทั้งสามารถจดัเตรียมอุปกรณ์และน ้ ายาเพ่ือใชใ้นการเรียนการสอน
ใหแ้ก่นกัศึกษาไดอ้ยา่งง่ายดาย สะดวก และปลอดภยัต่อผูส้อนและผูเ้รียน  

เม่ือเก็บเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีผ่านการ sensitization แลว้ น ามาเก็บไวท่ี้อุณหภูมิ 10 องศาเซลเซียส พบวา่การ
เก็บเซลลเ์มด็เลือดแดงเป็นเวลา 1, 2 และ 3 วนั ใหผ้ล DAT บวก ท่ี anti-D ค่าความเจือจาง undiluted – 1:16 ผูว้จิยัจึงท า
การติดตามเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีให้ผล DAT บวก โดยการ elute เอา ani-D ออกจากเซลล์เม็ดเลือดแดงดว้ยวิธีต่าง ๆ 
พบว่าวิธี cold-acid elution, heat elution และ Lui-freeze thaw elution ให้ผลค่าคะแนนปฏิกิริยา agglutination ไม่
แตกต่างกนั อยา่งไรก็ตามวธีิ cold-acid elution ใหค้่าเฉล่ียของค่าคะแนนปฏิกิริยา agglutination มากกวา่ 
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การศึกษาน้ีมีขอบเขตท่ีใช้เลือดหมดอายุท่ีเก่าท่ีสุดคือ 7 วนั แต่ทั้ งน้ีก็ยงัได้ผลการทดสอบทั้ ง DAT และ 
elution ท่ีไม่แตกต่างกนั ซ่ึงถา้ไดเ้ลือดหมดอายท่ีุใหม่กวา่งานวิจยัน้ี ก็จะช่วยลดขั้นตอนการลา้งเซลลเ์มด็เลือดแดงเพ่ือ
เอา hemolysis ออก ก่อนการ senstitization ได ้นอกจากน้ีผลจากการงานวิจยัยงับ่งบอกว่าสามารถเก็บเซลล์เม็ดเลือด
แดงท่ี sensitized แลว้ไดน้าน 3 วนั โดยท่ีใหผ้ล DAT และ elution ในวธีิเดียวกนัและต่างวธีิท่ีไม่แตกต่างกนั 

 
6. บทสรุป 

ผลจากการศึกษาน้ีจะเป็นขอ้มูลส าคญัในการเตรียมตวัอยา่งเลือดท่ีให้ผล DAT บวก โดยใชป้ระโยชน์จากถุง
เลือดท่ีหมดอายแุลว้จากธนาคารเลือดของโรงพยาบาล เพื่อใชใ้นการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการของวชิาวิทยาศาสตร์
การบริการโลหิต ของคณะเทคนิคการแพทย ์มหาวทิยาลยัรังสิต โดยสามารถ sensitize เซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีเป็น Rh (D) 
positive ดว้ย anti-D (IgG) ท่ีค่าความเจือจางของน ้ ายาต่าง ๆ กนั ท าให้ไดผ้ล DAT บวก ท่ีเกรดของ agglutination ต่าง 
ๆ กนั และสามารถเก็บเซลลเ์มด็เลือดแดงไดน้าน 3 วนั และการติดตามผลเซลเมด็เลือดแดงท่ีใหผ้ล DAT บวก สามารถ
ท าไดโ้ดยใชเ้ทคนิคของ elution ทั้ง 3 วิธี ไดแ้ก่ cold-acid elution, heat elution และ Lui freeze-thaw elution ซ่ึงเป็นวิธี
ท่ีท าไดง่้ายและสามารถใชอุ้ปกรณ์และสารเคมีท่ีหาไดง่้ายและปลอดภยั ในหอ้งปฏิบติัการทัว่ไป  
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