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บทคัดย่อ  

ในงานตรวจประจำวันทางธนาคารเลือดที่มีการหาหมู่เลือดและจัดเตรียมเลือดที่เข้าได้กับ
ผู้ป่วยและการตรวจวินิจฉัยโรคเลือดท่ีมีการทำลายของเม็ดเลือดแดงซึ่งเกิดจากสาเหตุต่างๆ ซึ่งจำเป็น
จะต้องใช้ Coombs Control Cells (CCC) เป็นเซลล์ควบคุมคุณภาพของการตรวจ วัตถุประสงค์ของ
การศึกษาครั้งนี้เพื่อทดลองเตรียม IgG sensitized Red Blood Cells ไว้ใช้เองในห้องปฏิบัติการโดย
ใช้ anti-D (IgG)  และนำมาเปรียบเทียบกับเซลล์มาตรฐานจากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ เริ่มจากนำ
เลือดหมู่เลือดโออาร์เอชบวกที่มีอายุไม่เกิน 3 วัน มาปั่นล้างและเตรียมเป็น Pack Red Cells ความ
เข้มข้น 10% ในน้ำเกลือ (10% PRC)  แล้วนำมา sensitized โดยการเจืองจางน้ำยา anti-D แบบ
การเจือจาง2เท่าตามลำดับ ตั้งแต่ 1:2 ถึง 1:512  แล้วหยด 10% PRC ลงไปในหลอด anti-D ที่เจือ
จางแล้วทุกหลอด จากนั้นเขย่าและปั่นอ่านที่อุณหภูมิห้อง เพื่อหาค่าไตเตอร์ที่เหมาะสมที่สุด จากนั้น
นำ sensitized RBC ไปทดสอบกับ Anti-Human Globulin (AHG) โดยวิธี  Direct Antiglobulin 
Test (DAT) เพื่อทดสอบประสิทธิภาพของ CCC ที่เตรียมใช้เอง ผลการทดสอบความแรงของน้ำยา 
AHG ด้วยวิธีหลอดทดลองมาตรฐานที่ 37C กับ sensitized RBC ที่เตรียมได้ พบว่าสามารถให้
ปฏิกิริยาที่ชัดเจนและแรงยิ่งขึ้นกว่าการทดสอบที่อุณหภูมิห้อง ซึ่งปฏิกิริยาแสดงให้เห็นได้แม้มีการเจือ
จางน้ำยา AHG ในระดับ 1:128 ยังคงให้ผลบวก ซึ ่งแสดงว่า sensitized RBCs ที ่เตรียมได้ใน
การศึกษาครั้งนี้มีคุณภาพดี และมีอายุเก็บไว้ใช้ได้นานถึง 15 วัน จึงทำให ้sensitized RBCs ที่เตรียม
มีความเหมาะสมน่าจะนำมาใช้แทน CCC มาตรฐานในห้องปฏิบัติการได้   
คำสำคัญ: การเตรียมน้ำยา Coombs control cells, ตัวอย่างเลือดใหม่, งานตรวจประจำวัน, 
ห้องปฏิบัติการธนาคารเลือด 
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Abstract 

In routine Blood Bank Laboratory, cross-matching is performed for compatible 
safe blood and diagnosis of Hemolytic Disease caused by various factors which is 
necessary to use Coombs Control Cells (CCC) as quality control cells for testing. The 
aim of this study was to prepare in-house IgG sensitized Red Blood Cells (RBC) by using 
anti-D (IgG) compared with commercial CCC from National Blood Centre, Thai Red Cross 
Society. Taking 3 ml of Group O Rh(D) positive fresh blood 2 tubes washed in 0.9% NSS 
3-5 times or until supernatant was clear. Then, pour supernatant and prepare 10% 
Pack Red Cells (PRC) in NSS. To determine the best titer, starting with two-fold dilution 
of anti-D solution (1:2 to 1:512), then adding 10% PRC to each anti-D tube, shake and 
spin at room temperature. Sensitized RBC was tested with Anti-Human Globulin (AHG) 
by using Direct Antiglobulin Test (DAT) to test effectiveness of in-house CCC. Potency 
test of AHG reagents using standard tube test method at 37C with prepared sensitized 
RBC showed clearer and stronger agglutination than those tests at room temperature. 
The reaction demonstrated even with AHG dilution at 1:128 was positive. It was 
indicated that sensitized RBC prepared in this study had good quality with a shelf life 
of 15 days.  These in-house sensitized RBCs may by suitable for used instead of 
commercial CCC in laboratory. 
Keywords: Coombs Control Cells preparation, fresh blood, IgG sensitized Red Blood 
Cells, Routine blood bank 
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บทนำ 
Coombs Control Cells (CCC), IgG sensitized Red Blood Cells (RBC) หรือ ตัวอย่าง

เลือดที่ ให้ผล Direct Antiglobulin Test มีความจำเป็นอย่างมาก เพื่อใช้เป็น Positive control ใน
การควบคุมคุณภาพของการตรวจทางห้องปฏิบัติการ ในงานตรวจประจำวันทางธนาคารเลือด มีการ
ตรวจ Cross-matching สำหรับหาโลหิตที ่เข้าได้กับผู ้ป่วย ซึ ่งต้องมีการตรวจถึงขั ้น Indirect 
Antiglobulin Test และสามารถใช ้ในการช ่วยว ิน ิจฉ ัยโรค  เช ่น Hemolytic Disease of the 
Newborn (HDN), Hemolytic Transfusion Reaction (HTR), Autoimmune Hemolytic Anemia 
(AIHA), และภาวะเม็ดเลือดแดงถูก sensitized ด้วยยาบางชนิด  ดังนั้นการศึกษาครั้งนี้เพื่อทดลอง
เตรียม IgG sensitized RBC ไว้ใช้เองในห้องปฏิบัติการ โดยเปรียบเทียบกับการ CCC มาตรฐานจาก
ศูนย์บริการโลหิตสภากาชาดไทย ผลจากหลายการศึกษาก่อนหน้านี้พบว่า IgG sensitized RBC 
สามารถเตรียมได้ในห้องปฏิบัติการงานธนาคารเลือด และมีคณะวิจัยได้เตรียม sensitized RBC ใช้
เลือดเก่าที่หมดอายุจากโรงพยาบาลซึ่งมีอายุมากกว่า 21-35 วัน มาใช้ในการทดลองก็ยังสามารถ
เตรียมได ้แต่มีอายุที่สั้นกว่า CCC ที่ซื้อมาจากสภากาชาดไทย ดังนั้นผู้ศึกษาจึงมีความคิดว่าถ้าเปลี่ยน
จากเม็ดเลือดแดงเก่าเป็นเม็ดเลือดแดงใหม่ (Fresh blood) อายุไม่เกิน 3 วันมาใช้การเตรียม อาจจะ
มีอายุการใช้งานนานกว่าเม็ดเลือดแดงเก่า และทำการติดตามผลการทดสอบทุก 3 วัน/ครั้ง ประมาณ 
5 ครั้ง (15 วัน) เพ่ือดูปฏิกิริยาว่าสามารถอยู่ได้นานสูงสุดเป็นเวลากี่วัน ซึ่งโดยปกติแล้วการทำงานใน
งานธนาคารเลือดที่ใช้ reagent RBC ปกติหลังจากเตรียมได้เองแล้วจะนำไปใช้ไม่เกิน 3-5 วัน ดังนั้น
ถ้าผลของการเตรียม IgG sensitized RBC สามารถมีอายุเก็บไว้ใช้ได้นานเกิน 5-7 วัน ได้สำเร็จ ก็ถือ
ว่าการทดลองนี้มีความคุ้มค่าที่จะนำวิธีการศึกษาในครั้งนี้ไปใช้ประโยชน์ในการเตรียม IgG sensitized 
red blood cell ไว้ใช้ในห้องปฏิบัติการได้ โดยที่ไม่ต้องซื้อเพื่อเป็นการประหยัดค่าใช้จ่ าย และ
สามารถนำตัวอย่างเลือดที่ได้มาใช้ให้เกิดประโยชน์มากที่สุดอีกด้วย 

 
วิธีการดำเนินการวิจัย 

การวิจัยนี้เป็น experimental study เพื่อเตรียม IgG sensitized RBC โดยการใช้น้ำยา 
anti-D (IgG) ในการ sensitization เซลล์เม็ดเล ือดแดงหมู ่เล ือด O Rh (D) positive จาก fresh 
blood ที่มีอายุไม่ เกิน 3 วัน  ผ่านคณะกรรมการจริยธรรมเรียบร้อยแล้ว หมายเลขรับรอง NMCEC-
0053/2563 การเตรียมเซลล์เม็ดเลือดแดงเริ ่มจากเก็บตัวอย่าง  fresh blood Group O Rh(D) 
positive 3 ml นำมาปั่นล้างเซลล์เม็ดเลือดแดงด้วย 0.9% Normal Saline Solution (NSS) 3-5 
ครั ้ง หรือจนกว่าน้ำใสส่วนบนใส จากนั ้นดูดน้ำใสส่วนบนทิ ้งไป ให้ได้เป็น PRC และทำการ 
sensitization เซลล์เม็ดเลือดแดง ต้องทดสอบหา titer ที่เหมาะสม โดยนำ anti-D (IgG) (National 
Blood Centre Thai Red Cross Society Bangkok, Thailand, Lot No.62014, exp. 7/11/2021) 
เตรียมแบบ two fold dilution ด้วย NSS ดังนี้ undiluted, (หลอดที่1) 1:2, (หลอดที่2) 1:4, (หลอด
ที่3) 1:8, (หลอดที่4) 1:16, (หลอดที่5) 1:32, (หลอดที่6), 1:64, (หลอดที่7) 1:128, (หลอดที่8) 
1:256, และ (หลอดที่9) 1:512  นำ 10% PRC ที่เตรียมได้ หยดลงไปทุกหลอดของ anti-D dilution 
หลังจากนั้น mix และปั่นอ่านที่อุณหภูมิห้อง การอ่านผลและการรายงานผลการทดสอบอ่านผล ทำ
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โดยเขย่าหลอดทดลองเบาๆ เพื่ออ่านปฏิกิริยา agglutination ถ้าดูด้วยตาเปล่า หากไม่พบปฏิกิริยา
ให ้ด ูต ่อด้วยกล้องจ ุลทรรศน์ การแจกแจงปฏิก ิร ิยาผลบวกและการให้ค ่าคะแนนปฏิก ิร ิยา 
agglutination (Roback, Coombs, Grossman, & Hillyer, 2008) เป็นเกรดจาก 0 คือไม่มีการจับ
กลุ่ม ไปถึง 4+ คือมีการจับกลุ่ม 100% และบันทึกผล (รูปที่ 1) 
 

ปฏิกิริยาผลบวกที่เห็นด้วยตาเปล่า การให้ค่าคะแนนปฏิกิริยา agglutination 

 

 
4+: เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มแข็งก้อนเดียว (100%) ส่วนน้ำ
ใส 
 

 

 
3+: เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มแตกเปน็ 2-3 ก้อน (75%) สว่นน้ำใส 
 

 

2+: เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มแตกเป็นก้อนขนาดเล็กหยาบ 
(50%) น้ำเริ่มแดง 

 

1+: เม็ดเลือดแดงเกาะกลุ่มแตกเปน็ก้อนขนาดเล็กละเอียด (25%) 
น้ำสีแดง 
 

 

0: เม็ดเลือดแดงไม่เกาะกลุ่ม หลุดเป็นเซลล์ออกจากกัน
ละเอียด น้ำสีแดงขุ่นชัด 

 

รูปที่ 1 การแจกแจงปฏิกิริยาผลบวกด้วยตาเปล่าและการให้ค่าคะแนนปฏิกิริยา agglutination 
 

คัดเลือกปฏิกิริยาที ่ให้ผล negative หลอดแรก ที ่อยู ่ข้าง positive นำมาใช้งาน เป็น 
dilution ที่เหมาะสมในการนำมา sensitized ที่ 37C ต่อไป เตรียมหลอดทดลองขนาด 13 x 100 
มล. จำนวน 4 หลอดต่อ 1 ตัวอย่าง ดูด PRC ใส่ลงไป หลอดละ 0.5 ml  และเติม dilution serum 
1:128 ลงไปทั้ง 4 หลอด หลอดละ 2.5 ml หลังจากนั้น mix และนำไป incubate ที ่37C เป็นเวลา 
45 นาที หลังจากนั้นนำเซลล์ที่ได้ ไปปั่นล้าง 3 ครั้ง ดูดน้ำใสส่วนบนทิ้งให้หมด แล้วนำ PRC ที่ได้ ไป
ทดสอบกับ Anti-human globulin (National Blood Centre Thai Red Cross Society Bangkok, 
Thailand, Lot No. 63021 , exp. 15/1/2021 )    โดยว ิ ธี  Direct Antiglobulin Test (DAT) 
เปรียบเทียบกับ Coombs Control Cells มาตราฐานของสภากาชาด (National Blood Centre 
Thai Red Cross Society Bangkok, Thailand, Lot No. 65030 , exp. 15/7/2021) และการ
ทดสอบความคงตัวของ sensitized RBC ที่เตรียมได้โดยวิธี Direct Antiglobulin Test แบ่ง in-
house CCC เป็น 3 ขวด และ ทำการทดลอง 3 หลอด ต่อ 1 ขวด นำค่าคะแนน agglutination มา
เฉลี่ยกัน ทำการบันทึกผลและทำต่อเนื่องในวันที่  0, 3, 6, 9 และ 15 จนครบ 5 ครั้ง การวิเคราะห์
ข้อมูลทางสถิติจะรายงานค่ากลางของค่าคะแนน agglutination ในรูป mean ± SD การวิเคราะห์
ความแตกต่างของค่าคะแนน agglutination ที่ได้จากการทดสอบ DAT จากเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ 
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sensitized ด้วย anti-D (IgG) ในวันเริ่มต้นของการทดสอบ (วันที่ 0) วันที่ 3, 6, 9 และ 15 จนครบ 5 
ครั้งของการเก็บเลือด ในรูป mean ± SD 
 
ผลการวิจัยและอภิปรายผล 

น้ำยา anti-D ที่นำมาใช้ มี potency อยู่ที ่ titer ในระดับ 1:128 ซึ่งโดยมาตรฐานแล้ว 
น้ำยา anti-D ที่ได้มาตรฐานที่ยอมรับได้ตามมาตรฐานสากลคือ มีความแรงมากกว่าหรือเท่ากับ 1:64 
และเม่ือนำมา titer ที่เหมาะสมกับ 10% PRC พบว่า ปฏิกิริยาที่ให้ผล negative หลอดแรก ที่อยู่ข้าง 
positive นำมาใช้งาน เป็น dilution ที่เหมาะสมในการนำมา sensitized ที่ 37C คือ 1:128 ดังที่
แสดงในตารางที่ 1 ผลการศึกษานี้มีความแตกต่างกัน กับการวิจัยก่อนหน้านี้ (อังสนา 2562)  ซึ่งใช้
เลือดที่หมดอายุนาน 3, 5 และ 7 วัน จากงานธนาคารเลือดของโรงพยาบาล แล้วทำการ sensitized 
RBCs ด้วย Anti-D ที่ทำการเจือจางเรียงลำดับแบบ two fold dilution ได้ผลพบว่าเลือดที่หมดอายุ
ทั้งหมดในวันที่ 0 ให้ผล DAT บวก ตั้งแตa่nti-D ที่ค่าความเจือจาง undiluted -1:32 แสดงว่าการใช้ 
fresh blood ในการเตรียม CCC ใช้ปริมาณของ Anti-D น้อยกว่า 4 เท่า  

 

ตารางท่ี 1  titer ที่เหมาะสมในการนำมา sensitized RBCs ที่ 37 C 

Anti-D titer 1:2 1:4 1:8 1:16 1:32 1:64 1:128 1:256 1:512 
Result 4+ 4+ 4+ 3+ 2+ 1+ 0 0 0 

 

จากผลการทดสอบ potency ของน้ำยา Anti-Human antiglobulin (AHG) ด้วยว ิธี  
standard tube test ที่อุณหภูมิห้อง กับ sensitized RBC ที่เตรียมได้พบว่าเซลล์ที่เตรียมได้ สามารถ
เกิดปฏิกิริยาในอุณหภูมิห้อง ได้กับน้ำยา AHG ในระดับเจือจาง titer ที่ 1:32 ที่อุณหภูมิห้อง และที่ 
37C ความแรง ทำปฏิกิริยาได้กับ AHG ที่มี Dilution titer ได้มากกว่า 1:128 เมื่อเปรียบเทียบผล
การทดสอบระหว่าง CCC ของสภากาชาดไทย กับ CCC  ที่เตรียมได้ในห้องปฏิบัติการ ด้วยน้ำยา 
AHG dilution ที่ให้ผลลบกับเซลล์ที่เตรียมได้ ที่อุณหภูมิห้อง พบว่าให้ผลลบเหมือนกันที่ dilution 
1:64 และ 1:256 ที่ 37C ไม่แตกต่างกัน (ตารางที่ 2) แสดงว่าคุณภาพของการเตรียมเซลล์ที่ได้ใน
ห้องปฏิบัติการสามารถนำมาใช้เป็น Check cells ในการทำการทดสอบทางธนาคารเลือดได้ 
 

ตารางท่ี 2  การทดสอบ potency ของน้ำยา anti-Human antiglobulin ด้วยวิธี standard tube 
test ที่อุณหภูมิห้องและ 37C กับ sensitized RBC ที่เตรียมได้ 

อุณหภูมิ Coombs Control 
Cells 

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

อุณภูมิห้อง สภากาชาดไทย 3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 
เตรียมจาก fresh 

blood 
3+ 2+ 2+ 2+ 1+ 0 0 0 

37C สภากาชาดไทย 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 
เตรียมจาก fresh 

blood 
4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 2+ 1+ 0 
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การทดสอบความคงตัวของ sensitized RBC ที่เตร ียมได้ทุกๆ 3 ว ัน โดยวิธ ี Direct 
Antiglobulin Test ทำการบันทึกผลและทำต่อเนื่องในวันที่ 0, 3, 6, 9 และ 15 จนครบ 5 ครั้ง พบว่า
ได้ค่าเฉลี่ยของปฏิกิริยา agglutination ดังต่อไปนี้ 4+, 4+, 3.7+, 3.7+ และ 2.7+ ตามลำดับ จาก
ผลการทดลองนี้ สามารถสรุปได้ว่า sensitized RBCs ที่เตรียมสามารถใช้งานได้นานถึง 15 วัน  (ตาง
รางที่ 3) ซึ่งมีระยะเวลาการใช้งานเท่ากับ CCC ที่ซื้อจากสภากาชาดที่นิยมใช้ในการทำงานประจำวัน
ในห้องปฏิบัติการ และเก็บไว้ใช้ได้นานกว่าการใช้เลือดที่หมดอายุแล้วมาเตรียมซึ่ง sensitized RBCs 
จะมีอายุการใช้งานเพียง 3 วันเท่านั้น (อังสนา 2019) 

 

ตารางท่ี 3  การทดสอบความคงตัวของ sensitized RBC ที่เตรียมได้ 
ขวดที ่ วันที่ 0 วันที่ 3 วันที่ 6 วันที่ 9 วันที่ 15 

1 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 
2 4+ 4+ 3+ 3+ 2+ 
3 4+ 4+ 4+ 4+ 3+ 

ค่าเฉลี่ย 4+ 4+ 3.7+ 3.7+ 2.7+ 
 

บทสรุปและข้อเสนอแนะ 
ผลจากการศึกษานี้จะเป็นข้อมูลเบื้องต้นที่สำคัญในการเตรียม sensitized RBCs ที่ให้ผล 

DAT positiveโดยใช้ Anti-D (IgG) ที่มีค่าความเจือจาง 1:128 มาใช้ในการ sensitization เนื่องจาก
ใช้ fresh blood ในการเตรียมจึงใช้ Anti-D ในปริมาณที่น้อยและเมื่อทดสอบความคงตัวพบว่าเซลล์
ที่เตรียมสามารถใช้ได้นานถึง 15 วันหลังจากที่เตรียมแล้ว ซึ่งมีอายุการใช้งานใกล้เคียงกับ Coombs 
Control Cells ของสภากาชาดไทย นอกจากจะปรับใช้ในงานประจำวัน ยังสามารถเตรียมเพื่อใช้ใน
การเรียนการสอนภาคปฏิบัติการของวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต โดยใช้เลือดส่วนเหลือที่
นักศึกษาเจาะจากการเรียนวิชาโลหิตวิทยาซึ่งเป็น fresh blood มาเตรียม sensitized RBCs ซึ่ง
สามารถช่วยประหยัดงบประมาณในการซื้อเซลล์มาใช้ และเป็นการฝึกทักษะในการเตรียมน้ำยาให้
นักศึกษาได้อีกด้วย ข้อจำกัดของการศึกษานี้ คือ ทำวิจัยในช่วงที่มีสถานการณ์การระบาดของโรค 
COVID-19 อย่างหนัก มีการประกาศปิดสถานศึกษา จึงทำให้มีเวลาไม่เพียงพอในการทำ elution 
technique เพื่อแสดงว่า ใน eluate มี แอนติบอดีที่แยกออกมาจากแอนติเจนบนผิวเซลล์เม็ดเลือด
แดงจร ิง โดยการทำปฏิก ิร ิยาก ับ antibody screening cells (O1 , O2 cells) เม ื ่อเต ิมน ้ำยา 
antihuman globulin แล้วเห็นปฏิกิริยา agglutination ชัดเจน 
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