
การประชุมวิชาการระดบัชาติ มหาวิทยาลยัรังสิต ประจ าปี ๒๕๖๐ (RSU National Research Conference 2017)  วนัท่ี ๒๘ เมษายน ๒๕๖๐ 

1276 

การเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงและน า้ยา anti-A เสมือนจริง เพ่ือใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการ 
เร่ืองการยืนยนั Weak A โดยวธีิ Adsorption และ Elution ในวชิาวทิยาศาสตร์การบริการโลหิต 2  

 

Preparation of Red Blood Cells and Virtual anti-A Reagent for Laboratory Instruction of the 
Confirmation Weak A by Adsorption and Elution in Transfusion Science II Subject  

 

องัสนา โยธินารักษ์* และ อรนนัท ์พรหมมาโน 
 

Aungsana Yothinarak* and Oranan Prommano 
 

อาจารย์หลักสูตรวิทยาศาสตรบัณฑิต สาชาวิชาเทคนิคการแพทย์ คณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยรังสิต 
Lecturer of  Faculty of Medical Technology Rangsit University 

*Corresponding author, E mail:aungsana.y@rsu.ac.th 

บทคดัย่อ 

 การเรียนการสอนภาคปฏิบติัการของวชิาวทิยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 คณะเทคนิคการแพทย ์มหาวทิยาลยั
รังสิต ในหวัขอ้ confirming weak A by adsorption and elution มีประโยชน์ในการตรวจยนืยนัวา่แอนติเจนบนเซลลเ์มด็
เลือดแดงเป็นชนิด weak A หรือ A subgroups แต่มีขอ้จ ากดัในการการเตรียมตวัอยา่งตรวจจากเลือดของผูป่้วยท่ีมีหมู่
เลือดดังกล่าว เพราะเป็นหมู่เลือดท่ีพบได้น้อยและตอ้งเจาะเก็บเลือดจากผูป่้วยปริมาณมากถึงจะเพียงพอท่ีจะให้
นกัศึกษาไดฝึ้กปฏิบติัจริง งานวิจยัน้ีจึงมีวตัถุประสงค์เพ่ือเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงและน ้ ายา เพื่อใชใ้นการทดสอบ
ยนืยนั weak A โดยวธีิ adsorption และ elution 
 การศึกษาน้ีใชเ้ลือดหมู่ A จ านวน 3 ถุง ท่ีหมดอายไุม่เกิน 3 วนั จากงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาล โดยท า
การ sensitization เซลล์เม็ดเลือดแดงด้วยน ้ ายา anti-A (IgM monoclonal) ท่ี เรียงความเข้มข้นแบบ  serial two fold 
dilution จากนั้นเลือกความเขม้ขน้ท่ีไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า  เพ่ือน ามาติดตามเซลลเ์มด็เลือดแดงวา่มี
แอนติบอดีจับอยู่หรือไม่ โดยวิธี Cold-acid elution, Glycine-HCL/EDTA elution, Heat elution และ Lui freeze-thaw 
elution และวิเคราะห์หาความแตกต่างของค่าคะแนนรวม agglutination ท่ีได้จากการ elution ทั้ ง 4 วิธี โดย Kruskal-
Wallis test  ผลการวจิยัพบวา่ การ sensitization โดยไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination และใหผ้ลคะแนนของ agglutination 
จากการ elution บางวิธี อยู่ในช่วงค่าความเจือจางของน ้ ายา anti-A ตั้งแต่ 1:32 - 1:512 และการ elution ทั้ง 4 วิธีมีค่า
คะแนนรวมของ agglutination แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p < 0.05) โดยวิธี glycine-HCL/EDTA elution 
เป็นวธีิท่ีให้ค่าคะแนนรวมของ agglutination สูงท่ีสุด ดงันั้นวิธี glycine-HCL/EDTA elution จึงเป็นวธีิท่ีน าแอนติบอดี
ท่ีจบัอยู่บนเซลล์เม็ดเลือดแดงออกมาไดดี้ท่ีสุด ผูว้ิจยัไดส้ร้างสถานการณ์โดยให้ผูช่้วยวิจยั 4 คนท าการทดสอบเพื่อ
ยืนยนั  weak A โดยวิธี adsorption และ glycine-HCL/EDTA elution และ Heat elution โดยใช้เลือดหมู่ A เพ่ิมอีก
จ านวน 3 ถุง ท่ีหมดอายไุม่เกิน 3 วนั จากงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาล และใช ้น ้ ายา anti-A ค่าความเจือจาง 1:32 
และ 1:64 ท่ีไดเ้ติมสีผสมอาหารสีฟ้า จนมีสีเสมือนจริงกบัน ้ ายา anti-A ท่ีไม่ไดเ้จือจาง ผลการศึกษาพบวา่ น ้ ายา anti-A 
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ค่าความเจือจาง 1:64 สามารถ sensitized เซลล์เม็ดเลือดแดง ได ้โดยไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination และวิธี glycine-
HCL/EDTA elution เป็นวิธีท่ีน าแอนติบอดีท่ีจับอยู่บนเซลล์เม็ดเลือดแดงออกมาได้ ผลจากงานวิจัยน้ีน่าจะเป็น
แนวทางให้มีการเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงและน ้ ายาเพ่ือใช้ในการทดสอบยืนยนั weak A โดยวิธี adsorption และ 
elutionได ้
 

ค ำส ำคญั: วิทยาศาสตร์การบริการโลหิต2 เซลล์เมด็เลือดแดง น า้ยา anti-A เสมือนจริง 
 

Abstract 
In a laboratory study in transfusion science II of the Faculty of Medical Technology, Rangsit University, 

there is a topic of confirming weak A by adsorption and elution. This is a useful method to detect weak A or A 
subgroups on red blood cells. However, there are limitations in the preparation of specimen collected from the 
patients. A subgroup is the rare blood group and must be collected from the patients in large volume for a lot of 
students. The objective of this study is to prepare of red blood cells and reagent for confirming weak A by adsorption 
and elution. 

In this study, 3 bags of expired blood less than 3 days from the blood bank of the hospital were used. Red 
blood cells were sensitized with serial two-fold dilutions of anti-A (IgM monoclonal). The appropriate dilutions in 
which the agglutination could not be seen were monitored to see whether or not antibody coated red blood cells were 
coated by antibody using four methods of elution, i.e. Cold-acid elution, Glycine-HCL/EDTA elution, Heat elution, 
and Lui freeze-thaw elution. The difference of total agglutination scores from four methods of elution were statistical 
analyzed by using Kruskal-Wallis test.  The results showed that the sensitization with invisible agglutination and 
gave agglutination scores from some methods of elution were in range of anti-A dilutinon from 1:32 - 1:512. There 
were statistically significant difference in total agglutination scores from four methods of elution (p < 0.05) .  The 
Glycine-HCL/EDTA elution gave the highest agglutination scores. Therefore, Glycine-HCL/EDTA elution was the 
best method for eluting antibody from red blood cells. We designed a situation by setting 4 assistant researchers for 
confirming weak A by adsorption and elution; Glycine-HCL/EDTA elution and Heat elution by using additional 3 
bags of expired blood less than 3 days from the blood bank of the hospital and diluted anti-A at 1:32 and 1:64 with 
blue dye for being virtual anti-A.  The result showed that diluted anti-A at 1: 64 sensitized red blood cells with 
invisible agglutination and Glycine-HCL/EDTA elution was the method for eluting antibody from red blood cells. 
This study may provide a way for preparation of red blood cells and reagent for confirming weak A by adsorption 
and elution. 
 
Keywords: transfusion science II, red blood cells, virtual anti-A 
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1. บทน า 
การเรียนการสอนวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 ของคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลยัรังสิต ใน

หัวขอ้เร่ืองการ confirming weak A by adsorption and elution มีประโยชน์เพ่ือช่วยในการตรวจหาแอนติเจน A ท่ีมี
ปริมาณนอ้ย ๆ (weak A) บนเซลลเ์ม็ดเลือดแดง ซ่ึงสามารถพบไดใ้นผูท่ี้มีหมู่เลือดเป็น A subgroups (จินตนา, 2010) 
ซ่ึงการจ าแนก A subgroups ด้วยการใช้น ้ ายา monoclonal anti-A ในห้องปฏิบัติการทั่วไปมีความแรงในการ
เกิดปฏิกิริยาไดไ้ม่เท่ากนั ข้ึนอยูก่บัปริมาณแอนติเจนบนเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีมากนอ้ยแตกต่างกนั ในกรณีท่ีบนเซลล์
เม็ดเลือดแดงของบุคคลนั้ นเป็น weak A อาจท าให้เกิดความไม่สอดคล้องกันของผลการตรวจ cell grouping และ 
serum grouping ท่ีเรียกวา่ ABO discrepancies (ปรียานาถ, 2007) ส่งผลใหก้ารวนิิจฉยัหมู่เลือด ABO ผิดพลาดได ้ 

 การตรวจยืนยนัเซลลเ์ม็ดเลือดแดงชนิด weak A ดว้ยวิธี adsorption และ elution  จะแบ่งการทดสอบเป็น 2 
ขั้นตอน โดยขั้นตอนแรกเป็นการท า adsorption โดยน าเซลลเ์ม็ดเลือดแดงชนิด weak A มาท าปฏิกิริยากบัน ้ ายา anti-A 
เพื่อท าให้ anti-A ท่ีจ  าเพาะกบัแอนติเจน A บนเซลลเ์มด็เลือดแดงมีโอกาสเกาะกนัไดม้ากข้ึน  แต่ในขั้นตอนน้ีจะยงัไม่
เห็นปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง (antibody sensitized RBC) จากนั้ นจะใช้เทคนิคการ elution เพื่อท าให้
แอนติบอดีซ่ึงท าปฏิกิริยากับแอนติเจนบนเซลล์เม็ดเลือดแดงแลว้หลุดออกมาซ่ึงสามารถท าได้ดว้ยวิธีทางกายภาพ 
(George, 2006) เช่น ใช้ความร้อน (heat) คล่ืนเสียงความถ่ีสูง (ultrasound) การแช่แข็งหรือการละลาย (freeze and 
thaw) หรือวิธีทางเคมี เช่น การเปล่ียนแปลงความเป็นกรด-ด่าง การใชเ้กลือท่ีมีความเขม้ขน้สูง หรือการสารใชเ้คมี
ต่างๆ เช่น chloroform ether xylene หรือ chloroquine diphosphate ท าลายผนังเซลล์เม็ดเลือดแดง (George, 2006) ซ่ึง
แต่ละวิธีมีขอ้ดีขอ้เสียแตกต่างกนั และแต่ละวิธีก็ไม่สามารถแยกแอนติบอดีออกจากเซลลเ์ม็ดเลือดแดงไดเ้หมือนกนั 
ปัจจุบันเทคนิคการ elution ท่ีใช้ในห้องปฏิบัติการมีหลายวิธี เช่น Cold-Acid elution, Glycine-HCl/EDTA elution, 
Heat elution และ Lui Freeze-Thaw elution (Roback et al., 2011) 

การเรียนการสอนในภาคปฏิบัติการในวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 ของคณะเทคนิคการแพทย ์
มหาวิทยาลยัรังสิต โดยปกติจะตอ้งมีการจดัหาเลือด A subgroups ท่ีมีเซลลเ์ม็ดเลือดแดงแบบ weak A ซ่ึงการเตรียม
ตวัอยา่งตรวจจากผูป่้วยท่ีมีหมู่เลือดเป็น A subgroups มีขอ้จ ากดัคือ เป็นหมู่เลือดท่ีพบน้อยโดย A subgroups พบได้
ร้อยละ 20 ของหมู่เลือด A (จินตนา, 2010) ดงันั้นการเรียนการสอนปฏิบติัการในหัวขอ้น้ีท่ีผ่านมาจึงใชรู้ปแบบการ
ท างานเป็นกลุ่ม เน่ืองจากจะตอ้งใชเ้ลือดไม่นอ้ยกวา่ 240 มิลลิลิตร จึงจะเพียงพอต่อการจดัการเรียนการสอนส าหรับ
นกัศึกษาชั้นปีท่ี 3 ประมาณ 140 คนไดท้ าตวัอยา่งครบทุกคน ซ่ึงการเจาะเลือดจากผูป่้วย หรือผูบ้ริจาคในปริมาณมาก
ไม่สามารถท าไดเ้พราะอาจเป็นอนัตรายแก่ผูป่้วย และเป็นการไม่เหมาะสมท่ีจะน าเลือดผูบ้ริจาคโลหิตมาใชแ้ทนการ
น าไปรักษาผู ้ป่วย แต่เพื่อให้นักศึกษาได้ฝึกปฏิบัติจริงและเป็นการเตรียมความพร้อมด้านเทคนิคพิเศษเก่ียวกับ 
adsorption และ elution  เพื่อท่ีนกัศึกษาจะสามารถปฏิบติังานไดใ้นหอ้งปฏิบติัการธนาคารเลือดของโรงพยาบาลต่อไป  

ผูว้จิยัจึงสนใจท่ีจะหาแนวทางในการเตรียมเซลลเ์ม็ดเลือดแดงเพื่อใชใ้นการเรียนการสอนหัวขอ้การทดสอบ
เพื่อยืนยนั weak A โดยวิธี adsorption and elution และประเมินวิธี elution ท่ีเหมาะสมในการแยกแอนติบอดีออกจาก
แอนติเจนบนเซลลเ์ม็ดเลือดแดง โดยการใชเ้ซลล์เม็ดเลือดแดงจากถุงเลือดหมู่ A ท่ีหมดอายไุม่เกิน 3 วนัเน่ืองจากมี
งานวิจยัท่ีผ่านมาพบวา่ ถา้ถุงเลือดหมดอายนุานกวา่ 3 วนัจะมีการแตกของเม็ดเลือดแดงมาก ท าให้ตอ้งใชเ้วลาในการ
ลา้งเซลล์เม็ดเลือดแดงนานเกินไป และเม่ือท าขั้นตอน adsorption จะสูญเสียเซลล์ท่ีมีแอนติบอดีท่ีเกาะอยู่ได้ง่าย 
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(ปิยวฒัน์, 2013) ท าให้ลดประสิทธิภาพของการทดสอบในขั้นตอน elution ได้  เพราะในขั้นตอนของ adsorption 
จะตอ้งไม่เห็นปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง (agglutination) ดว้ยตาเปล่าเพ่ือให้เสมือนสถานการณ์จริง ท่ีเป็น 
weak A และผลจากการ adsorption เพื่อให้ anti-A เกาะอยู่บนเซลล์เม็ดแดงหมู่ A ท่ีผูว้ิจัยสร้างข้ึนมา จะเข้าสู่การ
ตรวจหาวา่มี anti-A บนเซลล์เม็ดเลือดแดงหรือไม่ โดยเทคนิค elution ต่อไป ผลจากงานวิจยัน้ี จะใชเ้ป็นแนวทางใน
การจดัเตรียมตวัอยา่งท่ีเหมาะสมและเพียงพอต่อการจดัการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการในวิชาวทิยาศาสตร์การบริการ
โลหิต 2 ใหแ้ก่นกัศึกษาของคณะเทคนิคการแพทย ์มหาวทิยาลยัรังสิต  
  
2. วตัถุประสงค์ 

1. เพื่อเตรียมเซลลเ์ม็ดเลือดแดงหมู่ A และน ้ ายา diluted anti-A ท่ีเสมือนจริงกบัน ้ ายา anti-A ท่ีไม่ไดเ้จือจาง  
เพื่อใช้ในการทดสอบยืนยนั weak A ในขั้นตอน adsorption เซลล์เม็ดเลือดแดงจากถุงเลือดท่ีหมดอายุแลว้จากงาน
ธนาคารเลือดของโรงพยาบาล 

2. เพื่อประเมินวิธี elution ท่ีเหมาะสม ในการแยกแอนติบอดีออกจาก ant-A sensitized red blood cells ท่ีผา่น
การ adsorption ด้วยน ้ ายา diluted anti-A โดยใช้วิ ธี  elution 4 วิ ธี  ได้แ ก่  Cold-Acid elution, Glycine-HCl/EDTA 
elution, Heat elution, Lui Freeze-Thaw elution 

 
3. อุปกรณ์และวธีิการ / วธีิด าเนินการวจิยั 
3.1 เกณฑก์ารเลือกเลือดจากถุงเลือดท่ีหมดอายแุลว้ จากงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาล โดยเลือกเลือดผูบ้ริจาคหมู่
เลือด A ท่ีหมดอายจุากงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาลโดยผูว้จิยัตั้งเกณฑว์า่ไม่ควรหมดอายนุานเกิน 3 วนัเพ่ือไม่ให้
เลือดเก่าจนเกินไป จ านวน 3 ถุงเพ่ือใชใ้นการทดลองหาค่าการเจือจางของน ้ ายา anti-A ท่ีเหมาะสมโดยเม่ือน าเซลลเ์ม็ด
เลือดแดงมาท าการ adsorption กับน ้ ายา diluted anti-A แล้วหา dilution ท่ีไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination จากนั้ น
ประเมินผลของการ adsorption ด้วยวิธีการ elution ทั้ ง 4 วิธี ได้แก่ Cold-Acid elution, Glycine-HCl/EDTA elution, 
Heat elution, Lui Freeze-Thaw elution 
3.2 การเตรียมเซลลเ์มด็เลือดแดงและน ้ ายาส าหรับการทดสอบเพ่ือตรวจยนืยนั weak A โดยวธีิ adsorption และ elution 
 3.2.1 การ adsorption เซลล์เม็ดเลือดแดง ด้วยน ้ ายา anti-A โดยการเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงจากถุงเลือด
หมดอายโุดยน าเลือดจากถุงเลือดหมู่ A ใส่ลงในหลอดทดลอง ป่ันลา้งเซลลเ์มด็เลือดแดง จนกวา่น ้ าใสส่วนบนจะไม่มี
สีแดง ดูดน ้ าใสส่วนบนท้ิง จากนั้นท าการ adsorption เซลลเ์ม็ดเลือดแดงหมู่เลือด Aโดยการเตรียมน ้ ายา anti-A แบบ 
serial two fold dilution ด้วย 0.85% NaCl (w/v) ดังน้ี undiluted, 1:2, 1:4., 1:8, 1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256, 1:512
เตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีลา้งแลว้ใส่ลงในหลอดทดลอง จ านวน 10 หลอด หลอดละ 5 มิลลิลิตร เติมน ้ ายา anti-Aท่ี
เจือจางแลว้ จ านวน 5 มิลลิลิตร ใส่ในหลอดทดลองตามล าดบัค่าการเจือจาง เขยา่ใหเ้ขา้กนัโดยการกลบัหลอดทดลอง
ไปมา จดบนัทึกหลอดท่ีไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า น าไปใส่ตูเ้ยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส นาน 1 
ชัว่โมง ป่ันลา้งเซลลเ์ม็ดเลือดแดง ดว้ย 0.85% NaCl (w/v)  จ านวน 8 คร้ัง โดยเก็บน ้ าลา้งทุกคร้ัง เพ่ือตรวจวา่มี excess 
antibody หรือไม่ โดยน ามาทดสอบกบัเซลลม์าตรฐาน คือ 3% A cells 
 การ adsorption เซลลเ์มด็เลือดแดงจากถุงเลือดท่ีหมดอาย ุดว้ย diluted anti-A จะท าซ ้ าสองทุกถุงเลือด 
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 3.2.2 การ elution anti-A ออกจากเซลลเ์มด็เลือดแดงโดยเลือกหลอดทดลองจากทุก dilution ของ anti-A ท่ีไม่
เห็นปฏิกิริยา agglutination หลงัจากการ adsorption แลว้ในขอ้ท่ี 3.2.1 มาท าการ elution โดย 4 วธีิ ดงัน้ี 
 3.2.2.1 Cold-acid elution (Roback et al., 2011)  
 แช่ Glycine-HCl และน ้ าเกลือ ในอ่างน ้ าแข็ง เติมเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีผ่านการ adsorption ในขอ้ 3.2.1 
1 มิลลิลิตร ใส่ลงในหลอดทดลอง น าไปแช่ในอ่างน ้ าแขง็ 0 องศาเซลเซียส นาน 5 นาทีเติมน ้ าเกลือเยน็ 1 มิลลิลิตร เติม 
Glycine-HCl เยน็ 2 มิลลิลิตร เขยา่ให้เขา้กนัและน าหลอดทดลองไปแช่ในอ่างน ้ าแข็งท่ีอุณหภูมิ 0 องศาเซลเซียส นาน 
1 นาทีป่ันทนัทีท่ี 900 g นาน 2 นาที ยา้ยน ้ าใสส่วนบนใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาด เติม phosphate buffer pH 
8.2  0.1 มิลลิลิตร ต่อน ้ าใสส่วนบน 1 มิลลิลิตร เขย่าให้เขา้กนั ป่ันท่ี 900 g นาน 2 นาที ยา้ยน ้ าใสส่วนบน ท่ีเรียกว่า 
eluate ใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาดทดสอบ eluate คู่กบั น ้ าลา้งคร้ังสุดทา้ยในขั้นตอนการ adsorption ดว้ยเซลล์
เมด็เลือดแดงมาตรฐาน 3% A cells และ 3% O cells ในอตัราส่วน eluate 2 หยด ต่อ 3% A cells และ 3% O cells 1 หยด 
แลว้ป่ันอ่านผลปฏิกิริยา agglutination แบบทนัที ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิห้อง 30 นาที และแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
30 นาที ถา้ไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination ยนืยนัผลโดยดูภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์บนัทึกผล 
 3.2.2.2 Glycine-HCl/EDTA elution (Roback et al., 2011) 
 ผสม 0.1 M glycine-HCl buffer จ านวน 20 หยดและ 10% EDTA จ านวน 5 หยด เขย่าให้เขา้กนัเพ่ือเตรียม
เป็น eluting solution  เติมเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีผา่นการ adsorption ในขอ้ 3.2.1 จ านวน 10 หยดลงในหลอดทดลอง เติม 
eluting solution จ านวน 20 หยด เขยา่เบา ๆ ให้เขา้กนั และน าไปอุ่นท่ีอุณหภูมิหอ้ง นาน 2 นาทีเติม TRIS-NaCl 1 หยด 
เขยา่ให้เขา้กนั ป่ันทนัทีท่ี 900 g นาน 1 นาที ยา้ย supernatant eluate ใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาด และปรับให ้
pH อยู่ระหว่าง 7.0-7.4 ดว้ย 1 M TRIS-NaCl โดยตรวจสอบดว้ย pH paper (ค่อยๆ เติมทีละหยด) ป่ันท่ี 900 g นาน 2 
นาที ยา้ย supernatant eluate ใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาดและน าไปทดสอบคู่กบัน ้ าลา้งสุดทา้ยในขั้นตอนการ 
adsorption ด้วยเซลล์เม็ดเลือดแดงมาตรฐาน 3% A cells และ 3% O cells ท านองเดียวกับวิธี Cold-Acid elution ข้อ 
3.2.2.1 
 3.2.2.3 Heat elution (Roback et al., 2011) 
 ผสมเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีผ่านการ adsorption ในขอ้ 3.2.1  1 มิลลิลิตร และ 6% bovine albumin 1 มิลลิลิตร 
เขยา่ใหเ้ขา้กนัอุ่นท่ี 56 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยเขยา่เบาๆ ตลอดเวลา ป่ันท่ี 900 g นาน 2 นาที ยา้ย supernatant 
eluateใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาดและน าไปทดสอบคู่กบัน ้ าลา้งสุดทา้ยในขั้นตอนการ adsorption ดว้ยเซลล์
เมด็เลือดแดงมาตรฐาน 3% A cells และ 3% O cells ท านองเดียวกบัวธีิ Cold-Acid elution ขอ้ 3.2.2.1 
 3.2.2.4 Lui Freeze-Thaw elution (Roback et al., 2011) 
 ผสมเซลลเ์ม็ดเลือดแดงท่ีผ่านการ adsorption ในขอ้ 3.2.1 0.5 มิลลิลิตร และ 0.85% NaCl (w/v) 3 หยดเขย่า
ใหเ้ขา้กนั ปิดหลอดทดลองดว้ยพาราฟิลม์ให้สนิท เอียงหลอดใหส้ารละลายเคลือบบนผนงัหลอดเพื่อให้เซลล์เมด็เลือด
แดงไดส้ัมผสักบัผนงัหลอดทดลอง  ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิ -6 ถึง-70 องศาเซลเซียส นาน 10 นาที โดยวางหลอดทดลองใน
แนวนอน น าหลอดทดลองออกจากตูแ้ช่แข็งและน ามาละลายโดยน าหลอดทดลองผ่านน ้ าประปาอย่างรวดเร็ว ยา้ย 
supernatant eluateใส่ลงในหลอดทดลองใหม่ท่ีสะอาดและน าไปทดสอบคู่กบัน ้ าลา้งสุดทา้ยในขั้นตอนการ adsorption 
ดว้ยเซลลเ์มด็เลือดแดงมาตรฐาน 3% A cellsและ 3% O cells ท านองเดียวกบัวธีิ Cold-Acid elution ขอ้ 3.2.2.1 
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3.3 การอ่านผล 
อ่านผลโดยเขยา่หลอดเบา ๆ ถา้ดูดว้ยตาเปล่า ไม่พบปฏิกิริยา agglutination  ใหดู้ต่อดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ โดย

ผลบวกมีการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง การแจกแจงปฏิกิริยาผลบวก ดงัแสดงในตารางท่ี 1  
ตารางที่ 1 การอ่านผลปฏิกิยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง (agglutination) 

เกรด คะแนน ลกัษณะที่พบ 
4+ 12 เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นใหญ่กอ้นเดียว น ้าใส 
3+ 11 เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นใหญ่หลายกอ้น น ้าใส 
2+ 9 เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดกลางหลายกอ้น น ้าใส 
1+ 6 เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดเล็กหลายกอ้น น ้าขุ่นและมีสีแดง 
w 2 เมด็เลือดแดงกระจายตวัสม ่าเสมอ มองดว้ยตาเปล่าเกือบไม่เห็นการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง

จะเห็นไดช้ดั เม่ือดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ น ้าขุ่นและมีสีแดง 

 
3.4 การแปลผลการทดสอบ elution ดงัแสดงในตารางท่ี 2 

ตารางที่ 2 การแปลผลการทดสอบ elution 
การท าปฏิกริิยา การพบ agglutination การบ่งช้ีและการแปลผล 

Eluate + 3% A cells 
Eluate + 3% O cells 

น ้าลา้งคร้ังสุดทา้ย + 3% A cells 

✓ 
 

 
 

 

พบแอนติเจน A บนเม็ดเลือดแดงท่ีทดสอบ แปลผลได้ว่าเป็นหมู่เลือด A 
subgroups 

Eluate + 3% A cells  ไม่ปรากฏแอนติเจน A บนเมด็เลือดแดงท่ีทดสอบ หรือการelution ไม่ส าเร็จ 
Eluate + 3% O cells ✓ มีการปนเป้ือนแอนติบอดีอ่ืน ๆ ระหวา่งท าการทดลอง 

น ้าลา้งคร้ังสุดทา้ย + 3% A cells ✓ ไม่สามารถแปลผลการทดสอบ 

✓หมายถึง เห็นปฏิกิริยา agglutination 
 หมายถึง ไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination 

 
ค่าคะแนนของ agglutination ท่ีได้จาก elution ในทุก dilution ของ anti-A ท่ีไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination  

หลงัจากการ adsorption แลว้ในขอ้ท่ี 3.2.1 จะน ามารวมกนัเป็นค่าคะแนน agglutination ท่ีไดจ้ากการ elution  
3.5 การสร้างสถานการณ์จ าลองในการตรวจยืนยนั weak A โดยวิธี adsorption และ elution โดยใชน้ ้ ายา diluted anti-A 
ท่ีจ าลองข้ึนมาใหมี้สีเสมือนน ้ ายา anti-A ท่ีใชจ้ริงทางหอ้งปฏิบติัการธนาคารเลือด 

เม่ือท า การทดลองหา dilution ท่ีเหมาะสมของน ้ ายา anti-Aไดแ้ลว้ สีของน ้ ายา diluted anti-A ท่ีไดจ้ะมีสีฟ้าท่ี
อ่อนลง ซ่ึงการทดสอบในสถานการณ์จริง เพื่อยืนยนั weak A โดยวิธี adsorption และ elution จะใช้น ้ ายา undiluted  
anti-A  ทีมีสีฟ้าใส ผูว้จิยัจึงเตรียมน ้ ายา diluted anti-A ให้มีสีเหมือนสถานการณ์จริง โดยจะเลือกจ าลองน ้ ายา anti-A ท่ี 
เหมาะสม ท่ี dilution ท่ีไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า จากผลการทดลองของขอ้ 3.2.1 จากนั้นน ามาเตรียม
ใหมี้สีเสมือนจริงกบั anti-A ท่ีไม่ไดเ้จือจาง โดยผูว้จิยัไดท้ดลองใช ้0.85% NaCl (w/v) ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ผสมกบั
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สีผสมอาหารสีฟ้าปริมาณ 0.002 g พบว่ามีสีใกลเ้คียงกับน ้ ายา anti-A ท่ีไม่ได้เจือจาง ซ่ึงจะได้ใชสี้ผสมอาหารสีฟ้า
ปริมาณ 0.002 g น้ี เติมลงใน diluted anti-A ท่ีเหมาะสม ปริมาตร 200 มิลลิลิตร ต่อไป  

ในสถานการณ์จริงในการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการวชิาวทิยาศาสตร์การบริการโลหิต 2  เร่ืองการทดสอบ
ยืนยนั weak A โดยวิธี adsorption และ elution ผูส้อนจะให้นักศึกษาไดท้ าการทดลองเทคนิค adsorption และ elution 
ดว้ยตนเอง ดงันั้นผูว้ิจยัจึงให้ทีมผูช่้วยวิจยั 4 คน ลองท าการทดสอบ ยืนยนั weak A โดยวิธี adsorption และ elution 
ดว้ยวิธี Glycine-HCl/EDTA elution และ Heat elution โดยใชถุ้งเลือดผูบ้ริจาคหมู่เลือด A ท่ีหมดอายจุากธนาคารเลือด
ของโรงพยาบาล ไม่เกิน 3 วนั เพ่ิมเติมอีกจ านวน 3 ถุง  ขั้นตอนการ adsorption จะท าในท านองเดียวกบัขอ้ 3.2.1โดยใช้
น ้ ายา diluted anti-A ท่ี เสมือนจริง ส่วนขั้นตอนการ elution จะท าในท านองเดียวกับข้อ 3.2.2.2 และ 3.2.2.3 การ
ทดสอบทั้งหมดจะท าซ ้ าสองคร้ัง 
3.5 การวเิคราะห์ขอ้มูล 

 การวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติจะใช้โปรแกรม  SPSS version 17.0 รายงานค่ากลางของขอ้มูลในรูป median 
(min, max)  

 การวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination ท่ีได้จากการ elution 2 วิธี ใช้สถิติทดสอบ คือ 
Mann-Whitney test ค่า p < 0.05 แสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 ส าหรับการวิเคราะห์ความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination ท่ีได้จากการ elution ทั้ ง 4 วิธี ใช้สถิติ
ทดสอบ คือ Kruskal-Wallis test ค่า p < 0.05 แสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 

 
4. ผลการวจิยั 
4.1 การ adsorption เซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีมีแอนติเจน A ดว้ย diluted anti-A 

ถุงเลือดถุงท่ี 1 เห็นการเกิดปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง กับน ้ ายา anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 
undiluted, 1:2, 1:4 และ 1:8 ไม่เห็นการเกิดปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง กับน ้ ายา anti-Aท่ีค่าความเจือจาง
1:16, 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 และ 1:512 ซ่ึงใหผ้ลเหมือนกนัทั้ง 2 ชุดของการทดลอง 

 ถุงเลือดถุงท่ี 2 เห็นการเกิดปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง กับน ้ ายา anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 
undiluted, 1:2, 1:4,1:8 และ 1:16 ไม่เห็นการเกิดปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง กบัน ้ ายา anti-Aท่ีค่าความเจือ
จาง 1:32, 1:64, 1:128, 1:256 และ 1:512 ซ่ึงใหผ้ลเหมือนกนัทั้ง 2 ชุดของการทดลอง 

 ถุงเลือดถุงท่ี 3 เห็นการเกิดปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง กบัน ้ ายา anti-A ท่ีค่าความเจือจางundiluted, 
1:2, 1:4 และ 1:8 ไม่เห็นการเกิดปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง กบัน ้ ายา anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 1:16, 1:32, 
1:64, 1:128, 1:256 และ 1:512 ซ่ึงใหผ้ลเหมือนกนัทั้ง 2 ชุดของการทดลอง  

 สรุปผลจากการศึกษาการน าเซลล์เม็ดเลือดแดงจากถุงเลือดท่ีหมดอายุไม่เกิน 3 วนั จ านวน 3 ถุง มา 
adsorption กบัน ้ ายา anti-A ท่ีเจือจางท่ีความเขม้ขน้ต่างๆ พบวา่ ค่าการเจือจางของน ้ ายา anti-A ท่ีเหมาะสมท่ีไม่เห็น
การเกิดปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า อยูร่ะหวา่ง dilution ท่ี 1:32-1:512 ดงัแสดงในตารางท่ี 3 
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ตารางที่ 3 การเห็นปฏิกิริยา agglutination ท่ีน ้ายา anti-A ค่าความเจือจางต่าง ๆ 
ถุง
เลือด 

ชุด
ที่ 

undiluted 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 

1 
1 ✓ ✓ ✓ ✓       

2 ✓ ✓ ✓ ✓       

2 
1 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓      

2 ✓ ✓ ✓ ✓ ✓      

3 
1 ✓ ✓ ✓ ✓       

2 ✓ ✓ ✓ ✓       

✓หมายถึง เห็นปฏิกิริยา agglutination 
  หมายถึง ไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination 
 
4.2 การ elution ant-A ออกจากเซลลเ์มด็เลือดแดง 
 จากการค านวณหาค่า median (min,max) ของค่าคะแนนปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง ท่ีไดจ้ากการ 
elution ทั้ง 4 วิธีจากถุงเลือด 3 ถุง โดยคิดคะแนนจาก diluted anti- A ท่ีเม่ือเติมลงในเซลล์เม็ดเลือดแดงแลว้ไม่เห็น
ปฏิกิริยา agglutination ผลการทดลอง ดงัแสดงในตารางท่ี 4 โดยพบวา่ 
 Cold-Acid elution และวิธี Lui Freeze-Thaw elution ให้ค่าเท่ากบั 0 (0,0) ทุกสถานะ แสดงวา่ elution 2 วิธีน้ี
ไม่สามารถ elute น าเอาแอนติบอดีท่ีเกาะอยูบ่นเซลลเ์มด็เลือดแดงออกมาได ้  
 Glycine-HCl/EDTA elutionและวธีิ Heat elution มีค่าคะแนนปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง ท่ีสถานะ
ต่างๆ แสดงวา่ elution 2 วธีิน้ีสามารถ elute น าเอาแอนติบอดีท่ีเกาะอยูบ่นเซลลเ์มด็เลือดแดงออกมาได ้ซ่ึงวธีิ Glycine-
HCl/EDTA elution เป็นวธีิท่ีใหผ้ลคะแนนปฏิกิริยา agglutination มากท่ีสุด แสดงวา่วธีิน้ีเป็นวธีิ elution ท่ีดีท่ีสุด 
 ผูว้จิยัไดท้ าการเปรียบเทียบค่าคะแนนปฏิกิริยา agglutination ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง ท่ีไดจ้ากการ elution ทั้ง 
4 วธีิ พบวา่ไดค้่า p = 0.000 แสดงวา่ การ elution ทั้ง 4 วธีิมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ 
 จากผลการทดลองพบว่าวิธีท่ีสามารถ elute น าเอาแอนติบอดีออกจากเซลล์เม็ด เลือดแดงได้ ได้แก่วิธี 
Glycine-HCl/EDTA elution และ Heat elution ผูว้จิยัจึงสนใจท่ีจะเปรียบเทียบ การ elution ของ 2 วิธีน้ี พบวา่ท่ีสถานะ
ป่ันอ่านผลทนัที (immediate spin : IS),ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง (RT) 30 นาทีและ น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 
30 นาที มีค่า p = 0.003, 0.003 และ 0.004 ตามล าดบั แสดงวา่ การ elution ทั้ง 2 วิธีมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั
ทางสถิติ โดยวิธี Glycine-HCl/EDTA elution มีคะแนนปฏิกิริยา agglutination ของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงสูงกวา่วิธี Heat 
elution ทุกสถานะ 
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ตารางที่ 4 ค่า median (min-max) ของปฏิกิริยา agglutination ท่ีไดจ้ากการ elution ทั้ง 4 วิธี 
Sample Phase Cold-Acid elution Glycine-HCl/EDTA 

elution 
Heat elution Lui-Freeze Thaw 

elution 
p 

Median (min,max) Median (min,max) Median (min,max) Median (min,max) 95% CI 
Blood bag 
(n=3) 

IS 0(0,0) 22.5a (12.5,25.5) 0a (0,6) 0(0,0) 0.000 
RT 30 นาที 0(0,0) 24.0b(22.5,25.5) 0b(0,6) 0(0,0) 0.000 

4C 30 นาที 0(0,0) 33.0c(30.0,29.5) 6c(0,8) 0(0,0) 0.000 

a = วิธี Glycine-HCl/EDTA elution และ วิธี Heat elution ผลท่ี IS มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส านยัส าคญัทางสถิติ (p = 0.003) 
b = วิธี Glycine-HCl/EDTA elution และ วิธี Heat elution ผลท่ี RT 30 นาทีมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส านยัส าคญัทางสถิติ (p = 0.003) 
c = วิธี Glycine-HCl/EDTA elution และ วิธี Heat elution ผลท่ี 4๐C มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส านยัส าคญัทางสถิติ (p = 0.004) 
 

4.3 การ adsorption เซลลเ์มด็เลือดแดงดว้ย  anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 1:32 และ 1:64 ท่ีมีสีเสมือนจริงกบัน ้ ายา anti-A ท่ี
ไม่ไดเ้จือจาง 

จากผลการทดลอง ในตารางท่ี 3 ผูว้จิยั เลือกจ าลองน ้ า ยา anti-A ท่ีมี dilution เท่ากบั  1:32 และ 1:64  ซ่ึงเป็น 
dilution ท่ีไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า  โดยเตรียมให้มีสีเสมือนจริงกบั anti-A ท่ีไม่ไดเ้จือจาง โดยการ 
เตรียม diluted anti-A ท่ี dilution 1:32 และ 1:64 ปริมาตร 200 mL ผสมกบัสีผสมอาหารสีฟ้าปริมาณ 0.002 g ผลการ
ทดลอง ดงัน้ี 
 ถุงเลือดถุงท่ี 1  ไม่เห็นการเกิดปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง กบัน ้ ายา anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 1:32 
และ 1:64 โดยผูว้จิยัทั้ง 4 คน ใหผ้ลเหมือนกนั 
 ถุงเลือดถุงท่ี 2 และ 3 เห็นการเกิดเกิดปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง กบัน ้ ายา anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 
1:32  ไม่เห็นการเกิดเกิดปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง กบัน ้ ายา anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 1:64 โดยผูว้จิยัทั้ง 4 
คน ใหผ้ลเหมือนกนั 
 สรุปผลจากการศึกษาการน าเซลลเ์มด็เลือดแดงจากถุงเลือดท่ีหมดอายไุม่เกิน 3 วนัจ านวน 3 ถุง มา adsorption 
กบัน ้ ายา anti-A ท่ีค่าความเจือจางท่ี 1:32 และ 1:64 พบว่า ค่าการเจือจางของน ้ ายา anti-A ท่ีเหมาะสมท่ีไม่เห็นการ
เกิดปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า อยูท่ี่ 1:64 ดงัแสดงในตารางท่ี 5 
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ตารางที่ 5 ปฏิกิริยา agglutination ท่ีค่าความเจือจาง 1:32 และ 1:64 
ถุงเลือดที่ ผู้วจิัยคนที่ 1:32 1:64 

1 
 

1   

2   

3   

4   

2 

1 ✓  

2 ✓  

3 ✓  

4 ✓  

3 

1 ✓  

2 ✓  

3 ✓  

4 ✓  

✓หมายถึง เห็นปฏิกิริยา agglutination 
    หมายถึง ไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination  
 
4.4 การ elution โดยวิธี Glycine-HCl/EDTA elution และ Heat elution จากการ adsorption เซลลเ์มด็เลือดแดงโดยน ้ ายา
anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 1:32 และ 1:64 ท่ีมีสีเสมือนจริงกบัน ้ ายา anti-A ท่ีไม่ไดเ้จือจาง 
 จากค่าคะแนนปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง ท่ีได้จากการ elution โดยวิธี Glycine-HCl/EDTA 
elution และ Heat elution จากถุงเลือด 3 ถุง โดยคิดคะแนนจาก diluted anti- A ท่ีเม่ือเติมลงในเซลล์เม็ดเลือดแดงแลว้
ไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination พบวา่การเปรียบเทียบค่า median ของวธีิ Glycine-HCl/EDTA elution ท่ีไดจ้ากผูช่้วยวจิยั 
4 คน  (รูปท่ี 1) พบวา่ 

ผูช่้วยวจิยัคนท่ี 1 ท่ีสถานะป่ันอ่านผลทนัที, ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที และ น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 30 นาที มีค่าเท่ากบั 6, 9, 9 ตามล าดบั 
 ผูช่้วยวจิยัคนท่ี 2 ท่ีสถานะป่ันอ่านผลทนัที, ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที และ น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 30 นาที มีค่าเท่ากบั 6, 6, 6 ตามล าดบั  
 ผูช่้วยวจิยัคนท่ี 3 ท่ีสถานะป่ันอ่านผลทนัที, ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที และ น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 30 นาที มีค่าเท่ากบั 6, 7.5, 9 ตามล าดบั 
 ผูช่้วยวจิยัคนท่ี 4 ท่ีสถานะป่ันอ่านผลทนัที, ตั้งไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 30 นาที และ น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 4 องศา
เซลเซียส 30 นาที มีค่าเท่ากบั 6, 9, 9 ตามล าดบั 
 ส าหรับวธีิ Heat elution พบวา่ผูช่้วยวจิยัทั้ง 4 คน ไม่สามารถ elute  เอาแอนติบอดีท่ีอยูบ่นเซลลเ์ม็ดเลือดแดง
ออกมาได ้โดยพบวา่ไม่เกิดปฏิกิริยา agglutination ทุกสถานะ (รูปท่ี 2) 
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 สรุปผลการศึกษา การเตรียมน ้ ายา diluted anti-A ท่ีค่าความเจือจาง 1:64 เม่ือท าการ adsorption  จะไม่เห็น
ปฏิกิริยา agglutination และวธีิ Glycine-HCl/EDTA elution เป็นวธีิท่ีเอาแอนติบอดีออกจากเซลลเ์มด็เลือดแดงได ้
 
 
 
 
  
 
  
  
 
 
 

 
 

รูปที ่1 แผนภูมิเปรียบเทียบค่า median ของคะแนนปฏิกิริยา agglutination ท่ีไดจ้ากวิธี Glycine-HCl/EDTA elution ของผูช่้วยวิจยั 4 คน 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 2 แผนภูมิเปรียบเทียบค่า median ของคะแนนปฏิกิริยา agglutination ท่ีไดจ้ากวิธี Heat elution ของผูช่้วยวิจยั 4 คน 

 
5. การอภิปรายผล 
 การศึกษาเพื่อใชใ้นการเรียนการสอน โดยการเตรียมเซลลเ์มด็เลือดแดงและน ้ ายาตรวจหมู่เลือด anti-A เพื่อใช้
ในตรวจยนืยนัหมู่เลือดท่ีเป็น weak A โดยวธีิ adsorption และ elution นั้น ยงัไม่มีผูท้  าการศึกษามาก่อน ผูว้ิจยัจึงไดห้า
แนวทางในการเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงและน ้ ายา anti-A โดยใช้แนวคิดว่า เม่ือมีการเจือจางน ้ ายา anti-A จนถึงค่า

ผูช่้วยวิจยัคนท่ี 
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ความเจือจางระดบัหน่ึง และน าน ้ ายาท่ีเจือจางไดม้าผสมกบัแอนติเจน A บนเซลลเ์ม็ดเลือดแดงของหมู่เลือด A จะไม่
เห็นปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า ซ่ึงเป็นผลท่ีพบไดจ้ริงในการ adsorption เซลลเ์ม็ดเลือดแดงแบบ weak A กบั
น ้ ายา anti-A นอกจากน้ีผูว้ิจยัไดใ้ชเ้ซลลเ์ม็ดเลือดแดงจากถุงเลือดท่ีหมดอายจุากธนาคารเลือดของโรงพยาบาล ซ่ึงถุง
เลือดดงักล่าวไดมี้การตรวจแลว้วา่ปลอดภยัจากเช้ือท่ีถ่ายทอดทางเลือด ไดแ้ก่ เช้ือท่ีท าให้เกิดโรคซิฟิลิส เช้ือ HBV 
HCV และ HIVโดยใชว้ธีิการ adsorption และติดตามผลเซลลเ์มด็เลือดแดงโดยใชเ้ทคนิคของ elution ซ่ึงการใชถุ้งเลือด
ท่ีหมดอายุจากธนาคารเลือดของโรงพยาบาล ไดมี้ผูน้ ามาใชใ้นการเตรียมตวัอยา่งเลือดเพ่ือใชใ้นการเรียนการสอน
มาแลว้ (ปิยวฒัน์, 2013) อย่างไรก็ตามถุงเลือดผูบ้ริจาคท่ีเก็บไวน้าน จะท าให้เกิด hemolysis มากข้ึน (Makroo RN, 
2011) จึงตอ้งมีการเลือกถุงเลือดท่ีหมดอายุไม่นานมาท าการทดสอบ และก่อนน ามาใชต้อ้งมีการลา้ง hemolysis ออก 
เพ่ือใหค้งเหลือเฉพาะเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีจะน ามาใชใ้นขั้นตอน adsorption  
 ผลจากการศึกษาในช่วงการทดสอบถุงเลือด 3 ถุงพบวา่น ้ ายา anti-A ท่ี dilution ระหวา่ง 1:32-1:64 น่าจะเป็น 
dilution ท่ีเหมาะสมท่ีสุดเพราะเม่ือน ามาท าการ adsorption กบัเซลล์เม็ดเลือดแดงหมู่ A ท่ีหมดอายจุากงานธนาคาร
เลือดของโรงพยาบาลแลว้ ไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า และพบวา่วิธี Glycine-HCl/EDTA elution เป็น
วธีิท่ีดีท่ีสุดท่ีสามารถ elute น าเอาแอนติบอดีออกมาจากเซลลเ์มด็เลือดแดงไดม้ากท่ีสุด  
 ผลจากการสร้างสถานการณ์จ าลองในการตรวจยนืยนั weak A โดยวธีิ adsorption และ elution โดยใชน้ ้ ายาท่ี
จ าลองข้ึนมาใหเ้สมือนน ้ ายาท่ีใชจ้ริงทางหอ้งปฏิบติัการธนาคารเลือด พบวา่เม่ือมีการใชเ้ซลลเ์มด็เลือดแดง จากถุงเลือด 
หมู่เลือด A ท่ีหมดอายุ เพ่ิมเติมอีกจ านวน 3 ถุง อาจท าให้ค่าการเจือจางของ anti-A ท่ีไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination 
แตกต่างจากการทดลองในถุงเลือด  3 ถุงแรก อยา่งไรก็ตามวิธี Glycine-HCl/EDTA elution สามารถน าเอาแอนติบอดี
ออกมาจากเซลลเ์มด็เลือดแดงได ้ซ่ึงสอดคลอ้งกบังานวจิยัก่อนหนา้น้ี ท่ีสรุปวา่ วธีิ Glycine-HCl/EDTA elution เป็นวธีิ
ท่ีดีท่ีสุดในการเอาแอนติบอดีออกจากเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีใหผ้ล Direct antiglobulin test บวก (Katharia R, 2013) 
 การศึกษาน้ีใชต้วัอยา่งจากถุงเลือดหมู่เลือด A จากงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาล ท่ีหมดอายไุม่เกิน 3 วนั 
จ านวนทั้งส้ิน 6 ถุง ซ่ึงแต่ละถุงเลือดอาจมีจ านวนแอนติเจน A ไม่เท่ากนั จึงท าให้ผลการทดสอบ adsorption ท่ีไม่เห็น
ปฏิกิริยา agglutination แตกต่างกนับา้ง ทั้งน้ีในการเรียนการสอนจริง ก่อนการเร่ิมปฏิบติัการ ผูส้อนตอ้งทดสอบหาค่า
การเจือจางของ anti-A ท่ีน้อยท่ีสุด ท่ีเม่ือ sensitized แอนติเจน A แล้ว ไม่เห็นปฏิกิริยา agglutination ด้วยตาเปล่า 
จากนั้นจึงเติมสีผสมอาหารสีฟ้า เพ่ือให ้diluted anti-A ดงักล่าว มีสีเสมือนจริงกบั anti-A ท่ีไม่ไดเ้จือจาง มากท่ีสุด  
 การศึกษาน้ีเป็นเพียงแนวทางท่ีจะใชใ้นการทดสอบในหอ้งปฏิบติัการการเรียนการสอน เพ่ือเป็นแนวตวัอยา่ง
เท่านั้ น ซ่ึงจะท าให้นักศึกษาได้ฝึกปฏิบัติการจริง ได้เห็นภาพของเทคนิค adsorption และ elution โดยถา้ไม่มีแนว
ตวัอยา่งน้ี การเรียนการสอนในหวัขอ้ confirming weak A by adsorption and elution จะท าในรูปแบบปฏิบติัการท่ีเป็น
ตวัหนงัสือเท่านั้น อนัจะท าใหน้กัศึกษาขาดทกัษะปฏิบติัการจริง 

แนวทางต่อไปในการพฒันางานวิจยัน้ีคือ การเก็บรักษาสภาพเซลลเ์ม็ดเลือดแดงจากถุงเลือดท่ีหมดอายไุม่
เกิน 3 วนั และลา้ง  hemolysis ออกแลว้ ให้คงสภาพเซลล์ได้นานข้ึน โดยมี hemolysis น้อยลง เพราะถา้มีถุงเลือดท่ี
หมดอายนุอ้ยลง ไดแ้ก่  มีการบริจาคโลหิตนอ้ยลง ปริมาณการใชเ้ลือดของผูป่้วยในโรงพยาบาลมีมากข้ึน  การบริหาร
จดัการถุงเลือดจากผูบ้ริจาคโลหิตเพ่ือให้แก่ผูป่้วยของงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาล มีประสิทธิภาพมากข้ึน 
โอกาสท่ีจะไดถุ้งเลือดท่ีหมดอายเุพื่อน ามาเตรียมตวัอยา่งเพ่ือใชใ้นการเรียนการสอนก็จะนอ้ยลง 
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6. บทสรุป 
การศึกษาคร้ังน้ีเป็นการศึกษาเบ้ืองตน้ เพ่ือหาแนวทางในการสร้างตวัอยา่งเลือดและน ้ ายา anti-A เสมือนจริง 

เพ่ือน ามาใชใ้นการสร้างสถานการณ์จ าลองในการทดสอบตรวจยืนยนัหมู่เลือดท่ีเป็น weak A โดยวิธี adsorption และ 
elution โดยใชป้ระโยชน์จากถุงเลือดท่ีหมดอายแุลว้จากธนาคารเลือดของโรงพยาบาล เพื่อใชป้รับปรุงวิธีการจดัการ
เรียนการสอนภาคปฏิบติัการของวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2  ของคณะเทคนิคการแพทย ์มหาวิทยาลยัรังสิต 
ใหเ้พียงพอกบัความตอ้งการฝึกปฏิบติัอยา่งทัว่ถึง อยา่งไรก็ตามงานวิจยัน้ีตวัอยา่งเลือดของผูบ้ริจาคโลหิตท่ีน ามาศึกษา
มีจ านวนนอ้ย เน่ืองจากมีขอ้จ ากดัคือ ปริมาณการใชเ้ลือดในโรงพยาบาลมีมาก จึงไม่มีเลือดท่ีหมดอายมุากเพียงพอท่ีจะ
น ามาใชท้ างานวิจัยเต็มรูปแบบได้ แต่ผลจากงานวิจยัคร้ังน้ีท าให้ผูส้อนสามารถเตรียมตวัอย่างเลือดทดสอบให้กับ
นกัศึกษาไดเ้พียงพอ และสามารถแปลผลการทดสอบยนืยนั weak A โดยใชว้ธีิ adsorption และ elution ในหอ้งเรียนได้
อยา่งมีประสิทธิภาพ  
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