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TECHNIQUE ) 

อาจารย์ที่ปรึกษา : ผศ.องัสนา โยธินารักษ์, 64 หน้า  

 

การศึกษาน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อพฒันาการเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีมีสีเหลืองเสมือนกบัซีรัม

จริงท่ีได้จากเลือดมนุษย์ เพื่อใช้ในการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhDโดยวิธี CTT 

(conventional tube test) และ CAT (column agglutination technique) การเลือกใชเ้ซลลม์าตรฐาน

ส าหรับหมู่เลือด A RhD positive, B RhD positive, O RhD positive และ O RhD negative ทางดา้น cell 

grouping ใช ้3% A cells, B cells และ O cells ส าหรับการตรวจทางดา้น serum grouping ใช ้3% panel 

cells ท่ีประกอบดว้ยเซลลเ์มด็เลือดแดงท่ีมีแอนติเจนจ าเพาะและไม่จ าเพาะต่อน ้ายาแอนติบอดีท่ีเติม

ลงในซีรัมเสมือนจริง ไดแ้ก่ anti-D, anti–M, anti-D + anti-M, anti-C, anti-E และ anti-C + anti-E 

การเปรียบเทียบค่า OD (optical density) และค่า Sp.Gr. (specific gravity) ของซีรัมเสมือนจริงก่อน

เติมแอนติบอดีและหลงัเติมแอนติบอดีโดยใช้สถิติทดสอบ Kruskal-Wallis H test พบว่ามีความ

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p = 0.000) และเปรียบเทียบขอ้มูลระหวา่งซีรัมเสมือนจริงทั้ง 

2 สูตร โดยใชส้ถิติทดสอบ Mann-Whitney U test พบวา่ค่า OD มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั

ทางสถิติ (p = 0.000) และค่า Sp.Gr. ไม่แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ (p = 1.000) ผลท่ีไดจ้าก

งานวิจยัน้ี พบว่าวิธี CTT สามารถออกผลการทดสอบไดค้รบทุกหมู่เลือด อยา่งไรก็ตามวิธี CAT ไม่

สามารถออกผลการทดสอบในบางหมู่เลือด ซ่ึงตอ้งมีการศึกษาการเตรียมส่ิงตวัอยา่งและการเลือกใช้

เซลลม์าตรฐานส าหรับการตรวจหมู่เลือด ABO ทางดา้น serum grouping โดยวิธี CAT ต่อไป 
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ABSTRACT 
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PREPARATION OF VIRTUAL SAMPLE FOR DETERMINING ABO GROUP AND RhD 

ANTIGEN BY CONVENTIONAL TUBE TEST AND COLUMN AGGLUTINATION 

TECHNIQUE  

THESIS ADVISOR : ASST.PROF. AUNGSANA YOTHINARAK, 64 p.  

 

This study aimed to develop a virtual serum preparation with a yellow color similar to 

real serum obtained from human blood for use in  ABO blood group and RhD antigen testing by 

CTT (conventional tube test) and CAT (column agglutination technique). The standard cell 

selection for blood groups; A RhD positive, B RhD positive, O RhD positive, and O RhD negative 

in cell grouping are 3% A cells, B cells, and O cells. For the serum grouping, 3% panel cells with 

specific and non-specific antigens to the antibodies added to the virtual serum were used; the 

antibodies included anti-D, anti-M, anti-C, and anti-E. When comparing the OD and Sp.Gr. values 

of the virtual serum before antibody addition and after antibody addition by Kruskal-Wallis H test, 

a statistically significant difference was found (p = 0.000). Comparing between two variant virtual 

serums by Mann-Whitney U test, a statistically significant difference was found in OD (p = 0.000). 

and Sp.Gr. did not show a statistically significant difference (p = 1.000). This study found that the 

CTT could provide results for all blood groups. However, the CAT could not show results in some 

blood groups, which requires further study of sample preparation and selection of standard cells to 

determine serum grouping of ABO blood group using CAT. 
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 4.5 ผลการวดัค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ก่อนเติม antibody 

และหลงัเติม anti-D, anti-M 

 27 

 4.6 ผลการวดัค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ก่อนเติม antibody 

และหลงัเติม anti-C, anti-E 

28 

 4.7 ผลการวดัค่า Sp.Gr ของซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ก่อนเติม antibody 

และหลงัเติม anti-D, anti-M, anti-C และ anti-E 

29 

 4.8 ผลการเปรียบเทียบค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกนั ท่ีไม่เติม 

antibody, เติม anti-D, เติม anti-M, เติม anti-D + anti-M 

31 

 4.9 ผลการเปรียบเทียบค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกนั ท่ีไม่เติม 

antibody, เติม anti-C, เติม anti-E, เติม anti-C + anti-E 

31 

 4.10 ผลการเปรียบเทียบค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกนั ท่ีไม่ 

  เติม antibody, เติม anti-D, เติม anti-M, เติม anti-D + anti-M 

32 

 4.11 ผลการเปรียบเทียบค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกนั ท่ีไม่ 

  เติม antibody, เติม anti-C, เติม anti-E, เติม anti-C + anti-E 

32 

 4.12 ผลการเปรียบเทียบค่า OD และ Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงระหวา่งสูตรท่ี 1 สี

เหลือง และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

32 

 4.13 การเลือกใชเ้ซลลม์าตรฐานเม่ือเลือกใช ้anti-D และ anti-M 

 

33 
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ค าอธิบายสัญลกัษณ์และค าย่อ 

 

%      =  Percentage 

CTT      =  Conventional tube test 

CAT      =  Column agglutination technique  

IAT      = Indirect antihuman globulin test 

Sp.Gr.     =  Specific gravity 

OD      =  Optical density 

PH      =  Partial hemolysis 

H      =  Complete hemolysis 

w      =  Weak reaction 

mf      =  Mixed-Field 

p      =  p-value 

DW      = Distilled water 

NaCl      = Sodium chloride  

NSS      = Normal saline solution 

LISS      = Low ionic strength saline  

R2R      = Routine to research 

ND      = Not done 
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บทที่ 1 

 

บทน า 

 

1.1  ที่มาของปัญหา 

การเรียนการสอนในภาคปฏิบติัการวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 1 และวิทยาศาสตร์

การบริการโลหิต 2 ของคณะเทคนิคการแพทย ์มหาวิทยาลยัรังสิต มีหัวขอ้เร่ือง การตรวจหมู่เลือด 

ABO และแอนติเจน RhD ซ่ึงเป็นหมู่เลือดท่ีมีความส าคญัทางคลินิก การทดสอบดงักล่าวตอ้งมีการ

ใชส่ิ้งตวัอยา่งชนิดเซลลเ์ม็ดเลือดแดงและซีรัมหรือพลาสมาของผูป่้วย ซ่ึงการเตรียมส่ิงตวัอยา่งเพื่อ

ใชใ้นการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการ มีขอ้จ ากดัคือ ตอ้งใชเ้ลือดครบส่วนจากมนุษยป์ริมาณมากจึง

จะเพียงพอต่อนกัศึกษาชั้นปีท่ี 3 และ 4 ชั้นปีละประมาณ 200 คน นอกจากน้ีเลือดจากมนุษยย์งัเป็น

ส่ิงตวัอย่างท่ีอาจเส่ียงต่อโรคติดต่อจากการรับเลือด เช่น เช้ือไวรัสตบัอกัเสบบี ซีและเช้ือเอดส์ 

(HBV, HCV, HIV) (Kim & Ko, 2024) ซ่ึงมีอนัตรายต่อนักศึกษาท่ีท าการฝึกตรวจหมู่เลือด ABO 

และแอนติเจน RhD 

งานวิจยัน้ีผูว้ิจยัจึงสนใจเร่ือง Routine to Research (R2R) ซ่ึงเป็นการน าเอาปัญหาท่ีพบใน

งานประจ าวนัมาเขา้สู่งานวิจยัเพื่อหาแนวทางแกไ้ขและน าไปพฒันางานประจ าให้ดีข้ึน โดยตอ้งมี

การวางแผนและการด าเนินงานวิจยัท่ีถูกตอ้งตามหลกัวิชาการเพื่อให้ไดค้  าตอบท่ีมีความน่าเช่ือถือ

มากท่ีสุด (Yimklib, 2023) ผูว้ิจยัจึงศึกษาหาแนวทางเพื่อเตรียมส่ิงตวัอย่างชนิดเม็ดเลือดแดงและ

ซีรัมท่ีเสมือนจริงกบัส่ิงตวัอยา่งท่ีไดจ้ากเลือดของมนุษย ์ส าหรับใชใ้นการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการ

ของวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 1 และวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 ของคณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวิทยาลัยรังสิต เร่ือง การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธีหลอดทดลอง 

(conventional tube test (CTT) ) และวิ ธีคอลัมน์แอกกลู ติ เนชั่น เทคนิค  (column agglutination 

technique (CAT)) ท่ีมีการใชก้นัอย่างแพร่หลายในห้องปฏิบตัิการวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 

ซ่ึงยงัไม่มีงานวิจยัในการเตรียมส่ิงตวัอยา่งเสมือนจริงส าหรับการตรวจดงักล่าว ผลท่ีไดจ้ากงานวิจยั

น้ีจะท าใหก้ารเรียนการสอนภาคปฏิบติัการดงักล่าว เป็นไปไดอ้ยา่งดีและมีประสิทธิภาพ 
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1.2  วตัถุประสงค์ของโครงการ 

 

1.2.1  เพื่อเตรียมส่ิงตวัอยา่งชนิดเมด็เลือดแดงและซีรัมเสมือนจริง ไดแ้ก่ สูตรท่ี 1 สีเหลือง

และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น เพื่อใชใ้นการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT และ 

CAT 

 

1.2.2  เพื่อเปรียบเทียบซีรัมเสมือนจริงที่มีสีเหลืองและสีเหลืองขุ่น เพื่อใชใ้นการตรวจ

หมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT และ CAT ทางดา้นความแตกต่างของลกัษณะทาง

กายภาพดว้ยตาเปล่า การดูดกลืนแสง (optical density) และความถ่วงจ าเพาะ (specific gravity) 

 

1.2.3  เพื่อศึกษาการพบผลบวกปลอมและผลลบปลอม ในการตรวจหมู่เลือด ABO และ

แอนติเจน RhD โดยวิธี CTT และ CAT 

 

1.3  ขอบเขตของการวจิัย 

การศึกษาน้ีเพื่อเตรียมส่ิงตวัอยา่งชนิดเม็ดเลือดแดงและซีรัมท่ีเสมือนจริงกบัส่ิงตวัอยา่งท่ี

ได้จากเลือดของมนุษย ์ส าหรับใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการของวิชาวิทยาศาสตร์การ

บริการโลหิต 1 และวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 ของคณะเทคนิคการแพทย ์มหาวิทยาลยัรังสิต 

เร่ือง การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT และ CAT  โดยการเตรียมส่ิงตวัอยา่ง

จะใชเ้ซลลม์าตรฐาน น ้ ายาแอนติบอดี และสสารท่ีไม่ยุง่ยากซบัซ้อน ราคาไม่แพง หาง่าย โดยเซลล์

มาตรฐานและน ้ายาแอนติบอดีดงักล่าวมีจ าหน่ายท่ี ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ไดแ้ก่ 

3% A cells, B cells, O cells และ panel cells, anti-D, anti–M, anti-C และ anti-E 

 

1.4  สมมติฐานการวจิัย 

การเตรียมส่ิงตวัอยา่งชนิดเมด็เลือดแดงและซีรัมท่ีเสมือนจริงกบัท่ีไดจ้ากเลือดของมนุษย์

โดยการใชเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงมาตรฐาน ไดแ้ก่ 3% A cells, B cells และ O cells จะท าใหต้รวจหมู่เลือด 

ABO และ แอนติเจน RhD ทางดา้น cell grouping ได ้ส าหรับการตรวจทางดา้น serum grouping เม่ือ

ใช้ 3% panel cells ท่ีประกอบด้วยเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีแอนติเจนของหมู่เลือดระบบต่าง ๆ ท่ี

หลากหลายจ านวน 11 ขวด และน ้ายาแอนติบอดีต่อหมู่เลือด ไดแ้ก่ anti-D, anti–M, anti-C และ anti-E 

เม่ือเติมน ้ายาแอนติบอดีลงในซีรัมเสมือนจริงท่ีมีสีเหลืองและสีเหลืองขุ่น จากนั้นใหท้ าปฏิกิริยากบั
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แอนติเจนท่ีจ าเพาะและไม่จ าเพาะบนเซลลเ์มด็เลือดแดงของ 3% panel cells จะท าใหก้ารอ่านผลเป็น

บวกแบบปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง (agglutination) และให้ผลลบโดยไม่พบปฏิกิริยา 

agglutination ตามล าดบั 

 

1.5  ประโยชน์ที่ได้รับ 

สามารถจดัเตรียมส่ิงตวัอยา่งชนิดเซลลเ์มด็เลือดแดงและซีรัมเสมือนจริงท่ีมีสีเหลืองและ

สีเหลืองขุ่นท่ีเสมือนกบัซีรัมจริงท่ีไดจ้ากมนุษย ์เพื่อเตรียม unknown ส าหรับการตรวจหาหมู่เลือด 

ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT และ CAT เพื่อใชใ้นการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการวิชา

วิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 1 และวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 ของคณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวิทยาลยัรังสิต ไดอ้ยา่งมีประสิทธิภาพ 
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บทที่ 2 

 

ทบทวนเอกสาร 

 

2.1  การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD 

การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD มีวตัถุประสงค์เพื่อให้เลือดแก่ผูป่้วยอย่าง

ปลอดภยั โดยตอ้งทดสอบความเขา้กนัไดข้องหมู่เลือดผูใ้ห้และผูรั้บซ่ึงตอ้งเป็นหมู่เลือดท่ีเขา้กนัได้

เท่านั้น การรับเลือดผิดหมู่หรือไดรั้บหมู่เลือดท่ีไม่เขา้กนั มีผลต่อระบบภูมิคุม้กนัของผูรั้บเลือดอาจ

ท าใหเ้กิดล่ิมเลือด ส่งผลใหไ้ตวาย การไหลเวียนของเลือดลม้เหลว เกิดอาการช็อกและอาจเสียชีวิตได ้

การระบุหมู่เลือดอย่างถูกตอ้งจึงเป็นองคป์ระกอบส าคญัอย่างหน่ึง นอกจากการคดักรองผูบ้ริจาค

เลือด การตรวจคดักรองเช้ือท่ีอาจถ่ายทอดทางเลือด และการเตรียมส่วนประกอบของเลือดส าหรับ

การเตรียมผลิตภณัฑข์องเลือดท่ีปลอดภยัต่อผูป่้วย (สุดใจ นนัตารัตน์, 2562) 

 

2.1.1  วธีิการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวธีิ CTT 

1)  การตรวจหมู่เลือด ABO ในหลอดทดลอง (tube method) ท าการตรวจทั้งแบบ 

cell grouping (direct grouping หรือ forward grouping) คือตรวจหาแอนติเจน A และ/หรือ แอนติเจน 

B บนผิวเม็ดเลือดแดง และแบบ serum grouping (indirect grouping หรือ reverse grouping) 

คือตรวจหาแอนติบอดี A และ/หรือ แอนติบอดี B ในซีรัม 

การตรวจหาแอนติเจนบนผิวเม็ดเลือดแดง (cell grouping) ใช้เม็ดเลือดแดง 

ของผูท้ี่ตอ้งการทราบหมู่เลือด น ามาท  าปฏิกิริยากบั known antiserum คือ anti-A, anti-B และ 

anti-AB ส่วนการหาแอนติบอดีในซีรัม ใชซี้รัมของผูท่ี้ตอ้งการทราบหมู่เลือด น ามาท าปฏิกิริยากบั 

known antigen ของเม็ดเลือดแดง คือ A cells  และ B cells  การตรวจหาแอนติเจนและ 

แอนติบอดีต้องได้ผลสอดคล้องกัน ถ้าไม่สอดคล้องกัน (discrepancy)  ต้องหาสาเหตุ  

ก่อนสรุปผลหมู่เลือด ABO 

2)  การตรวจหมู่เลือด RhD ท าไดโ้ดยใชน้ ้ ายาแอนติบอดีท่ีจ าเพาะท าปฏิกิริยา

กบัแอนติเจนบนเมด็เลือดแดง (antigen typing) ส าหรับการตรวจแอนติเจน RhD จะเป็นการตรวจหา
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เฉพาะแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงเท่านั้น ถา้มี antigen D จดัเป็น RhD positive และไม่มี antigen D 

จดัเป็น RhD negative  

 

2.1.2  วธีิการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวธีิ CAT 

การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD เป็นการตรวจหาปฏิกิริยาระหวา่งแอนติเจน 

(antigen) กบัแอนติบอดี (antibody) ปฏิกิริยาจะเกิดใน microcolumn ขนาดเลก็ ส าหรับ cell grouping 

ภายใน microcolumn จะมีน ้ ายา monoclonal anti-A, anti-B และ anti-D ส าหรับ ctl และ reverse 

grouping จะมี neutral gel ภายในมีสารตวักรอง (filter) คือ gel matrix เมื่อเติมเม็ดเลือดแดง

กบัแอนติซีรัมท่ีตอ้งการทดสอบ ความแรงของการป่ันจะท าใหเ้มด็เลือดแดงทั้งหมด ตกสู่กน้หลอด 

ถา้เกิด agglutination จะสามารถแยกความแรงของปฏิกิริยาการจบักลุ่มเป็น 4+, 3+, 2+,1+ และ 

mix field ตามขนาดของกลุ่มเมด็เลือดท่ีคา้งอยูใ่น gel matrix (Bio-Rad, 2013) 

 

2.2  การผลติ screening cells และ panel cells ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

 

2.2.1  คุณสมบัติของเซลล์ท่ีจะน ามาผลติ screening cells 

1)  เป็นเซลล์จากผูบ้ริจาคหมู่โลหิต “O” จ านวน 2 คน และผลิตเป็น 2 เซลล์ 

(หา้มน ามารวมเป็นหลอดเดียวกนั) 

2)  เซลลห์น่ึงควรเป็น R1R1 (CDe/CDe) และอีกเซลลเ์ป็น R2R2 (cDE/cDE) 

3)  ในเซลลท์ั้งสองรวมกนัตอ้งมีแอนติเจนต่อหมู่โลหิตต่าง ๆ ครบถว้นสมบูรณ์ 

คือ C, c, D, E, e, M, N, Mia, S, s, P1, Leª, Le
b, Fya, Fyb, Jka, Jkb, K, k, Dia, Dib 

4)  ถา้เป็นไปไดค้วรมีแอนติเจนต่อหมู่โลหิต Duffy (Fya, Fyb), Kidd (Jka, Jkb) 

และ Rh (C, c, E, e) ท่ีเป็น homozygous cells 

 

2.2.2 คุณสมบัติของเซลล์ท่ีจะน ามาผลติ panel cells 

1)  เป็นเซลล์จากผูบ้ริจาคหมู่โลหิต “O” จ านวน 11 คน ซ่ึง เซลล์ทั้ง 11 ราย 

เม่ือประกอบรวมกนัตอ้งมีแอนติเจนต่อ หมู่เลือดต่าง ๆ คือ C, c, D, E, e, M, N, Mia, S, s, P1, Leª, 

Leb, Fya, Fyb, Jkª, Jkb, K, k, Dia, Dib 
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2)  ในแต่ละชุดควรประกอบดว้ยเซลล ์RhD positive 8 ราย อย่างนอ้ยตอ้งเป็น 

เซลล ์R2R2 จ านวน 2 ราย เพื่อให้สามารถตรวจพบ anti-E ไดดี้ และเซลล ์RhD negative 3 ราย ซ่ึง 

ตอ้งเป็นเซลล์ rr (cde/cde) 1 ราย เซลล์ rr' (cde/Cde) หรือ r'r' (Cde/Cde) 1 ราย และเซลล์ rr" 

(cde/cdE) หรือ r 'r” (Cde/cdE) จ านวน 1 ราย ทั้ งน้ี เซลล์ RhD negative 3 เซลล์ดังกล่าว 

จะช่วยใหส้ามารถตรวจแยกชนิด anti-D, anti-C และ anti-E ท่ีสร้างร่วมกนัได ้

3)  ในแต่ละชุด อยา่งนอ้ย 1 ถึง 2 เซลล ์ตอ้งมีแอนติเจน K (+), Fya (+) เน่ืองจาก 

แอนติเจนเหล่าน้ีเป็น low frequency (ทศันีย ์สกุลด ารงคพ์านิช, 2556) 

 

2.3  เก๊กฮวย 

เก๊กฮวย หรือเรียกกนัวา่จวี๋ฮวั (จีน), เบญจมาศหนู, เบญจมาศสวย เป็นพืชสมุนไพรท่ีมีตน้

ก าเนิดมาจากประเทศจีน อยู่ในตระกูลเดียวกบัดอกทานตะวนัและดอกดาวเรือง ตน้เก๊กฮวยอยู่ใน

ตระกูลพืชลม้ลุก สูงประมาณ 60-150 เซนติเมตร เจริญเติบโตไดดี้ในพื้นท่ีอากาศหนาว ในไทยนิยม

ปลูกเก๊กฮวยบนท่ีราบสูง ดอกเก๊กฮวยเป็นดอกขนาดเลก็ มีทั้งดอกสีเหลืองและสีขาว มกัจะออกดอก

ไดดี้ในช่วงฤดูหนาว ส่วนใหญ่จะนิยมเก็บดอกมาตากแห้ง น่ึง หรืออบแห้ง จากนั้นน ามาตม้เป็น

เคร่ืองด่ืมสมุนไพร 

 

2.3.1  ข้อมูลท่ัวไปของเก๊กฮวย 

ช่ือวิทยาศาสตร์: Chrysanthemum indicum L. 

ช่ือสามญั: Wild Chrysanthemum, Mother Chrysanthemum, Winter Aster 

วงศ:์ ASTERACEAE (COMPOSITAE) 

ช่ืออ่ืน: เบญจมาศสวน เบญจมาศหนู (ไทยภาคกลาง) เก๊กฮวย (จีน) 

 

 
 

รูปท่ี 2.1 สารแต่งกล่ินและรสชาติในอาหาร; เก๊กฮวย (Kudo, 2013) 
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1)  ลกัษณะทางพฤกษศาสตร์ 

ต้น เก๊กฮวยอยู่ ในตระกูลพืชล้ม ลุก  สูงประมาณ 60 -150  เซนติ เมตร 

เจริญเติบโตได้ดีในพื้นท่ีอากาศหนาวในไทยนิยมปลูกเก๊กฮวยบนท่ีราบสูง ดอกเก๊กฮวยเป็น 

ดอกขนาดเล็ก มีทั้งดอกสีเหลืองและสีขาว มกัจะออกดอกไดดี้ในช่วงฤดูหนาว ส่วนใหญ่จะนิยม 

เกบ็ดอกมาตากแหง้ น่ึง หรืออบแหง้ จากนั้นน ามาตม้เป็นเคร่ืองด่ืมสมุนไพร  

2)  สรรพคุณ 

ช่วยท าให้ร่างกายสดช่ืน ท าให้ร่างกายเยน็ลง ลดอาการวิงเวียน ช่วยลดระดบั

ความดนัโลหิต ตา้นอาการอกัเสบ ช่วยรักษาโรคเบาหวาน บ ารุงสายตา รักษาอาการตาบวม ช่วยขบัลม 

ช่วยป้องกนัโรคหวัใจและหลอดเลือด มีส่วนช่วยบ ารุงปอด ตบั และไต ช่วยแกอ้าการหวดั และยบัย ั้ง

เช้ือไวรัสบางชนิดได ้ช่วยเสริมสร้างระบบการท างานของกระเพาะอาหารท าให้ขบัถ่ายง่ายข้ึนช่วย

แกอ้าการร้อนใน การใชด้อกเก๊กฮวยโดยตรงจะช่วยรักษาอาการผมร่วงและท าให้สีผมเงางาม และ

ช่วยรักษาแผลฝีหนองและแผลบวมได ้(Nnanthisin, 2566) 

 

2.4  อลับูมิน 

อลับูมิน (Albumin) เป็นโปรตีนชนิดหน่ึงท่ีพบไดใ้นเลือด และยงัเป็นโปรตีนท่ีมีปริมาณ

มากท่ีสุดในพลาสมา คือ ร้อยละ 60 ของปริมาณโปรตีนทั้งหมด อลับูมินจดัเป็น simple protein 

สามารถละลายน ้าได้ดี ท าหน้าท่ีในการสร้างเม็ดเลือดและซ่อมแซมส่วนต่าง ๆ ของร่างกายให้

สมบูรณ์ ส่วนประเภทของอลับูมินนั้นประกอบดว้ยโอแวลบูมิน (ovalbumin) และโคแนลบลูมิน 

(conalbumin) 

 

2.4.1  ข้อมูลท่ัวไปของอลับูมิน 

อลับูมินถูกสังเคราะห์ข้ึนจากกรดอะมิโนในเซลล์ตบัและส่งออกมาสู่พลาสมา โดย

ร่างกายอาจจะสังเคราะห์อลับูมินไดน้อ้ยกว่าจ านวนท่ีตอ้งการใช ้ซ่ึงจะท าให้ระดบัของอลับูมินใน

เลือดลดลงอย่างรวดเร็ว ส่งผลให้ภูมิตา้นทานต ่าลงและมีความเส่ียงต่อการเกิดภาวะแทรกซ้อนง่ายข้ึน 

ดงันั้นร่างกายจึงจ าเป็นท่ีจะตอ้งไดรั้บอลับูมินท่ีอยูใ่นแหล่งอาหารตามธรรมชาติ โดยแหล่งอาหาร

ตามธรรมชาติท่ีมีการศึกษาวิจยัว่าเป็นแหล่งของอลับูมินที่ดีที่สุด คือ ไข่ขาว ซ่ึงนอกจากโปรตีน

อลับูมินแลว้ ยงัมีกรดอะมิโนท่ีจ าเป็นต่อร่างกายและจ าเป็นต่อการสงัเคราะห์อลับูมินอีกดว้ย 
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บทบาทหนา้ท่ีหลกัของอลับูมินมีอยูห่ลายประการ เช่น ช่วยรักษาแรงดนั oncotic pressure 

และในภาวะท่ีร่างกายมีระดบัอลับูมินในพลาสมาลดลงจะท าให ้oncotic pressure ลดต ่าลง และอาจ

ส่งผลให้เกิดการเคล่ือนท่ีน ้ าออกนอกหลอดเลือด เลือดจึงมีปริมาณมากข้ึนและถูกดูดกลบัเขา้สู่

หลอดเลือดน้อยลง ส่งผลท าให้ปริมาตรของเลือดลดลงและมีน ้ าสะสมอยู่ใน interstitial 

compartment จนเกิดอาการบวมน ้า (edema) (อลับูมิน, ม.ป.ป.) 

 

2.5  สีผสมอาหารสีเหลืองไข่ 

 

 
 

รูปท่ี 2.2 สีผสมอาหารสีเหลืองไข่ (Gramick House: greathill.co.th, ม.ป.ป.) 

 

สีผสมอาหารเป็นวตัถุปรุงแต่งสังเคราะห์หรือสกดัข้ึนเพื่อวตัถุประสงคส์ าหรับใชแ้ต่งสีอาหาร

ใหมี้สีสันท่ีน่ารับประทานมากยิ่งข้ึน การใช้สีผสมอาหารช่วยให้การผลิตอาหารหรือผลิตภณัฑ์

อาหารเป็นท่ีพอใจของผูบ้ริโภค และเป็นการหาจุดเด่นของผลิตภณัฑ์ โดยแบ่ง เป็น 2 ชนิด คือ 

สีผสมอาหารสงัเคราะห์ เป็นสีท่ีมีความคงตวัมากกว่าสีธรรมชาติ มีราคาถูก สะดวกต่อการใช้กบั

อาหารได้หลากหลายชนิด และสีผสมอาหารจากธรรมชาติ เป็นสีที่ได้มาจากการสกัดวตัถุดิบ

ธรรมชาติ มีความปลอดภยัต่อร่างกายมากกวา่สีสงัเคราะห์ มกัมีราคาสูงเน่ืองจากตอ้งใชว้ตัถุดิบเป็น

จ านวนมากในการสกดั 

 

2.6  ครีมเทียม (Coffee mate) 

จากประกาศกระทรวงสาธารณสุข เลขท่ี 388 พ.ศ. 2561 เร่ือง ก าหนดอาหารท่ีห้ามผลิต 

น าเขา้ หรือจ าหน่าย น ้ามนัและอาหารท่ีมีน ้ามนัท่ีผา่นกระบวนการเติมไฮโดรเจนบางส่วน (Partially 
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Hydrogenated Oils) อนัเป็นผลท าให้เกิดไขมนัทรานส์ (Trans Fatty Acids) บริษทั เนสทเ์ล่ (ไทย) 

จ ากดั ผูผ้ลิตและจดัจ าหน่ายกลุ่มผลิตภณัฑค์รีมเทียม ภายใตเ้คร่ืองหมายการคา้ เนสทเ์ล่ คอฟฟี เมต 

เนสทเ์ล่ ครีมาท็อป วีครีม และเนสทเ์ล่ สวีท ไทม ์ขอยนืยนัวา่ผลิตภณัฑข์องบริษทัฯ ทุกตวัไม่เขา้ข่าย 

และไม่ใช่ผลิตภณัฑ์ตามประกาศกระทรวงสาธารณสุขดงักล่าว และขอให้ผูบ้ริโภคมัน่ใจไดว้่า

ผลิตภณัฑ์ทุกตวัของบริษทัฯไม่มีการใช้น ้ ามนัที่ผ่านกระบวนการเติมไฮโดรเจนบางส่วน 

(Nestlé, ม.ป.ป.) 

 

 
 

รูปท่ี 2.3 ผลิตภณัฑค์รีมเทียม Nestle Coffee mate (Nestlé: nestle.co.th, ม.ป.ป.) 

 

2.7  Routine to Research (R2R) 

Routine to Research (R2R) คือ การพฒันางานประจ าสู่งานวิจยั หมายถึง กระบวนการ

แสวงหาความรู้ด้วยวิธีการอย่างเป็นระบบของผูป้ฏิบติังานประจ าในการแกปั้ญหา และยกระดบั

การพฒันางานท่ีรับผิดชอบด าเนินการอยู่ตามปกติโดยมีผลลพัธ์เป็นการพฒันาตนเองและเพื่อน

ร่วมงาน อนัส่งผลในการบรรลุเป้าประสงค์สูงสุดขององค์กร โดยผลลพัธ์ของ R2R ไม่ไดห้วงั

เพียงไดผ้ลงานวิจยั แต่มีเป้าหมายเพื่อน าผลงานวิจยัไปใช้พฒันางานประจ านั้น ๆ R2R จึงเป็น

เคร่ืองมือในการพฒันาคน เพื ่อพฒันางาน และขบัเคลื่อนองคก์รไปสู่องคก์รแห่งการเรียนรู้ 

(ปรัชญนนัท ์นิลสุข, 2558) 

 

2.7.1  องค์ประกอบของ R2R 

1)  โจทยข์องการท าวิจยัตอ้งมาจากงานประจ าเป็นการแกไ้ขปัญหาหรือพฒันา 

งานประจ า 
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2)  ผูวิ้จยัตอ้งเป็นผูท่ี้ท างานประจ านั้นเองและเป็นผูแ้สดงบทบาทหลกัในการวิจยั 

ผลลพัธ์ของงานวิจยัสามารถวดัไดจ้ากผลผลิตท่ีได ้

3)  การน าผลวิจยัไปใช้ประโยชน์ตอ้งมีผลโดยตรงเป็นความส าเร็จในระดบัผลลพัธ์ 

 

2.8  รายงานวิจัยที่เกีย่วข้อง 

ปี 2560 องัสนา โยธินารักษ ์และ อรนนัท ์พรหมมาโน ไดก้ารศึกษาเบ้ืองตน้ในการเตรียม

ซีรัมเสมือนจริง เพื่อเป็นตวัอยา่งตรวจใน antibody screening การศึกษาน้ีไดท้ าการทดลองหาสสาร

ท่ีเม่ือเตรียมเป็นสารละลายแลว้จะมีสีและความขุ่นเสมือนซีรัมจริงมากท่ีสุดและไม่มีผลต่อการ

ทดสอบ ผลการทดลองพบวา่สารละลายเก๊กฮวยท่ีผสมสีผสมอาหารชนิดน ้าสีเหลืองใหสี้และความ

ขุ่นคลา้ยกบัซีรัมจริงมากท่ีสุด ผูว้ิจยัจึงใชส้ารละลายน้ีน ามาท าเป็นซีรัมเสมือนจริง โดย antibody 

screening ท่ีให้ผลการทดสอบเป็นลบจะใชซี้รัมเสมือนจริงน ามาท าปฏิกิริยากบั screening cells ท่ี 

RT, 37°C, IAT และผลการทดสอบเป็นบวกจะใช ้anti-D (IgG) มาผสมกบัซีรัมเสมือนจริง, pooled 

serum, frozen serum และ normal saline solution โดยเจือจาง anti-D (IgG) แบบ serial two fold 

dilution หลงัจากนั้นน ามาท าปฏิกิริยากบั screening cells ที่ RT, 37 °C, IAT และท าการวิเคราะห์

ความแตกต่างของค่าคะแนนรวมปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง (agglutination) จากซีรัม

เสมือนจริง, pooled serum, frozen serum และ normal saline โดยใชส้ถิติทดสอบ Kruskal-Wallis test 

ผลการทดลองพบว่าใน antibody screening แบบผลลบ ซีรัมเสมือนจริงให้ผลการทดสอบเป็นลบ 

และใน antibody screening แบบผลบวก ค่าคะแนนรวมของปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดง 

(agglutination) ท่ีไดจ้ากซีรัมเสมือนจริงและ pooled serum มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิติ (p < 0.05) โดยซีรัมเสมือนจริงให้ค่า median ของค่าคะแนนรวมของปฏิกิริยาการจบักลุ่มของ

เมด็เลือดแดง (agglutination) สูงกว่าผลจากงานวิจยัน้ีแสดงให้เห็นว่าซีรัมเสมือนจริงใชส้ าหรับ

การทดสอบ antibody screening ได ้อย่างไรก็ตามงานวิจยัน้ีเป็นการศึกษาเบ้ืองตน้ ซ่ึงจะตอ้งมี

การศึกษาต่อไปในการน าซีรัมเสมือนจริงน้ีไปใช้จริงในการเรียนการสอนภาคปฏิบตัิการของ

วิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต (องัสนา และอรนนัท,์ 2560) 

ปี 2561 อังสนา โยธินารักษ์ ได้พฒันาการเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีให้ผลลบส าหรับ 

antibody screening เพื่อลดปัญหาการแตกของเมด็เลือดแดงในการทดสอบ ผลจากการทดลองพบวา่

การ เตรียมซีรัมเสมือนจริงจากน ้ าเก๊กฮวยท่ีผสมสีผสมอาหารสีเหลืองไข่ และ albumin เม่ือน ามา
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ทดสอบ antibody screening จ านวน 180 ชุด ไม่พบการแตกของเมด็เลือดแดงในทุกขั้นตอนของการ

ทดสอบ จากนั้นน าตวัอยา่งตรวจซีรัมเสมือนจริงท่ีพฒันาข้ึนมาท าการทดสอบ antibody screening 

โดยท าแบบไม่มีการเติม anti- D (IgG) เพื่อให้ผลการทดสอบเป็นลบ และแบบท่ีมีการเติม anti-D 

(IgG) เพื่อให้ผลการทดสอบเป็นบวกในตวักลางท่ีเป็น Normal Saline Solution (NSS), LISS และ 

papain enzyme โดยท าการทดสอบตวักลางละ 180 ชุด ผลการทดลองพบว่าตวัอย่างตรวจซีรัม

เสมือนจริงไม่ท าให้เม็ดเลือดแดงแตกในตวักลางทั้งสามในทุกขั้น เม่ือเปรียบเทียบผลการทดสอบ 

antibody screening ท่ีทราบแลว้ว่าเป็นลบและบวกระหว่างซีรัมเสมือนจริง และ pooled serum ใน

ตวักลางท่ีเป็น NSS, LISS และ papain enzyme โดยใชส้ถิติ Mann-Whitney U test พบว่าไม่มีความ

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติท่ีอุณหภูมิหอ้ง, 37°C และ IAT (p>0.05) สรุปแลว้ซีรัมเสมือนจริง

ท่ีเตรียมข้ึนสามารถน าไปใช้ในการเรียนการสอน เร่ือง unexpected antibody screening โดยวิธี 

saline test และวิธีเพิ่มความไวในการทดสอบ ไดแ้ก่ LISS และ enzyme technique (องัสนา, 2561) 

ปี 2565 ณภาภชั แสงทวีป และคณะ ได้พฒันาการเตรียมซีรัมเสมือนจริง โดยใช้ความ

เขม้ขน้ของอลับูมินท่ี 0.1% (w/v) ในการเตรียมซีรัมเสมือนจริง และมีสีเหลืองเขม้และสีเหลืองอ่อน

เสมือนกบัสีซีรัมจริงท่ีไดจ้ากเลือดของมนุษย ์เพื่อใชใ้นการทดสอบ unexpected antibody screening 

ในตวักลาง normal saline solution ท่ีให้ผลการทดสอบเป็นลบทุกสถานะของการทดสอบ และผล

การทดสอบเป็นบวกท่ีสถานะ antiglobulin phase เท่านั้น โดยวิธี conventional, tube test และ 

column agglutination technology ซีรัมเสมือนจริงท่ีเตรียมโดยการเจือจาง เม่ือดูดว้ยตาเปล่าพบวา่ให้

สีเหลืองเขม้และอ่อนท่ีแตกต่างกนั ผลของการเปรียบเทียบค่า optical density (OD) ท่ี 450 nm และ 

specific gravity (Sp.Gr.) เพื่อดูความแตกต่างของสีเหลืองเขม้และอ่อนในซีรัมเสมือนจริงท่ีเจือจางใน

อตัราส่วนการเจือจางท่ีแตกต่างกนั โดยใชส้ถิติทดสอบ Kruskal-Wallis test เน่ืองจากผลการทดสอบ

มีกลุ่มตวัอยา่งมากกวา่ 2 กลุ่ม และเป็นขอ้มูลแบบ nonparametric tests ผลจากการวิเคราะห์พบวา่ ได้

ค่า p = 0.00 ซ่ึงมีความแตกต่างกนัอยา่งนอ้ย 1 คู่ผูว้ิจยัจึงไดใ้ช ้Mann-Whitney U test ในการทดสอบ

ทีละคู่โดยจบักนัเป็นคู่ พบว่าค่า OD และ ค่า Sp.Gr. มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญัทาง

สถิติ (p < 0.05) ส าหรับผลการทดสอบ antibody screening พบว่าซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่เติม anti-D 

(IgG) ทุกอตัราส่วนการเจือจาง ให้ผลการทดสอบเป็นลบจริงและไม่เกิดผลบวกปลอม ส่วนซีรัม

เสมือนจริงท่ีเติม anti-D (IgG) ทุกอตัราส่วนการเจือจาง ให้ผลการทดสอบเป็นบวกจริงและไม่

เกิดผลลบปลอม ส าหรับผลการทดสอบ antibody identification ท่ีหาความจ าเพาะ (specificity) ของ

แอนติบอดี พบว่าซีรัมเสมือนจริงให้บวกท่ีสถานะ IAT จริง ผลท่ีไดง้างานวิจยัน้ีท าให้สามารถ

มหาว
ทิยา

ลยัรั
งสิ

ต 

Ran
gsi

t U
niv

ers
ity

 



12 

 

 
   

 

เตรียมซีรัมเสมือนจริงที่ประหยดัค่าใช้จ่ายและเมื่อมองดว้ยตาเปล่ามีสีเหลืองปกติถึงสีเหลือง

อ่อนท่ีเสมือนกบัซีรัมจริงท่ีไดจ้ากมนุษยไ์ด ้เพื่อใชใ้นการทดสอบ antibody screening ท่ีให้ผลการ

ทดสอบเป็นลบและเป็นบวก (ณภาภชั แสงทวีป และคณะ, 2565) 

ปี 2566 ฐปกรณ์ จนัหา และคณะ ไดพ้ฒันาการเตรียมซีรัมเสมือนจริงให้มีความขุ่นมากข้ึน 

เสมือนกบัซีรัมจริงท่ีไดจ้ากมนุษย ์เพื่อใชใ้นการทดสอบ antibody screenings ในตวักลางน ้ าเกลือ

ปกติ (normal saline solution), low ionic strength saline และเอนไซม ์papain ท่ีให้ผลการทดสอบ

เป็นลบทุกสถานะของการทดสอบ และผลการทดสอบเป็นบวกท่ีสถานะ antiglobulin phase เท่านั้น 

โดยวิธีหลอดทดลอง (conventional tube test) ซีรัมเสมือนจริงท่ีเตรียมโดยการเพิ่มความขุ่น เม่ือดู

ด้วยตาเปล่าพบว่าให้สีเหลืองท่ีมีความขุ่นมากกว่าซีรัมเสมือนจริงท่ีมีการศึกษาก่อนหน้าน้ีท่ีมี

สีเหลืองดั้งเดิมและสีเหลืองอ่อน ผลของการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสง (optical density) ท่ี 

450 nm และค่าความถ่วงจ าเพาะ (specific gravity) เพื่อดูความแตกต่างของซีรัมเสมือนจริงท่ีมีความ

ขุ่นที่แตกต่างกนั โดยใชส้ถิติทดสอบ Kruskal-Wallis test พบว่าซีรัมเสมือนจริงสีเหลืองดั้งเดิม 

สีเหลืองอ่อนท่ีไม่เพิ่มความขุ่น และซีรัมเสมือนจริงท่ีเพิ่มความขุ่นท่ีให้ผลการทดสอบ antibody 

screening เป็นลบและบวก มีค่าการดูดกลืนแสงแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ (p = 0.00) 

ส าหรับค่าความถ่วงจ าเพาะ พบว่าซีรัมเสมือนจริงสีเหลืองอ่อนท่ีไม่เพิ่มความขุ่น และซีรัมเสมือน

จริงท่ีเพิ่มความขุ่น ท่ีให้ผลการทดสอบ antibody screening เป็นลบและบวก มีค่าความถ่วงจ าเพาะ

แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (p = 0.00) ส าหรับผลการทดสอบ antibody screening พบว่า

ซีรัมเสมือนจริงท่ี มีสีเหลืองดั้งเดิมและสีเหลืองอ่อนท่ีไม่เพิ่มความขุ่นและซีรัมเสมือนจริงท่ีเพิ่มความ

ขุ่น ไม่เกิดผลบวกปลอมและผลลบปลอมในทุกตวักลางท่ีทดสอบ ส าหรับผลการทดสอบ antibody 

identification ท่ีหาความจ าเพาะ (specificity) ของแอนติบอดี พบว่าซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่เพิ่มความ

ขุ่นและเพิ่มความขุ่นให้ผลบวกท่ีสถานะ antiglobulin และแปลผลเป็น anti-D (IgG) ผลท่ีไดจ้าก

งานวิจยัน้ี ท าให้สามารถเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีประหยดัค่าใช้จ่ายและเม่ือมองดว้ยตาเปล่ามี

สีเหลืองท่ีมีความขุ่นและไม่มีความขุ่นเสมือนกับซีรัมจริงท่ีไดจ้ากมนุษยไ์ด ้เพื่อใชใ้นการทดสอบ 

antibody screening ท่ีใหผ้ลการทดสอบเป็นลบและเป็นบวก (ฐปกรณ์ จนัหา และคณะ, 2566) 
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บทที่ 3 

 

ระเบียบวธีิวจิัย 

 

3.1  การออกแบบการวจิัย 

งานวิจัยน้ีเป็นงานวิจัยประยุกต์ในสาขาวิชาเทคนิคการแพทย ์โดยใช้ระเบียบวิธีวิจัย

พฒันาการทดลอง เพื่อเตรียมส่ิงตัวอย่างชนิดเม็ดเลือดแดงและซีรัมเสมือนจริงที่มีสีเหลือง

และสีเหลืองขุ่น เพื่อใชใ้นการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT และ CAT 

 

3.2  เคร่ืองมือและอุปกรณ์ 

 

3.2.1  เคร่ืองมือ 

1)  Centrifuge (EBA21)   DidMed / Switzerland 

2)  Hot plate stirrer     HAMONY / Japan 

3)  Auto pipette (20 µL - 200 µL)   Rainin / USA. 

4)  Auto pipette (100 µL - 1,000 µL)   Rainin / USA. 

5)  Analytical balance (New classic MF) Mettler / Switzerland 

6)  Refractometer     EASWEL / China 

7)  Spectrophotometer    Thermo Scientific™ / USA. 

 

3.2.2  อุปกรณ์ 

1)  Pipette tips, 200 µl    Hycon / China 

2)  Pipette tips, 1,000 µl   Gilson / China 

3)  หลอดทดลองขนาด 10 x 75 มม.   Pyrex / USA 

4)  หลอดทดลองขนาด 12 x 75 มม.   Pyrex / USA. 

5)  Beaker ขนาด 50 มล.   Bomex / China
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6)  Beaker 100 มล.    HDA / China 

7)  Beaker ขนาด 250 มล.   Pyrex / USA. 

8)  Beaker ขนาด 250 มล.   Bomex / China 

9)  Serologic pipettes 10 ml    BRAND / Germany 

10)  Parafilm     Bemis / USA 

11)  หลอดกาแฟ: เดก็ไทยคู่   BD straws / ประเทศไทย 

12)  แท่งแกว้คนสาร     ifarm / ประเทศไทย 

13)  Racks ใส่หลอดทดลอง 

14)  ขวดน ้ากลัน่ 

15)  กระบอกตวง 100 mL 

 

3.3  สารเคมีและน า้ยาทดสอบ 

 

3.3.1  ซีรัมเสมือนจริง 

1)  เก๊กฮวยผงส าเร็จรูปตราหงัโจว   จินเจน / ประเทศไทย  

2)  สีน ้าผสมอาหารสีเหลืองไข่   วินเนอร์ / ประเทศไทย 

3)  Albumin: bovine serum   SigMa - Aldrich / USA. 

4)  Sodium chloride: AR grade  Emsure / Denmark 

5)  Coffee mate    Nestle / ประเทศไทย 

6)  น ้ากลัน่ (distilled water: DW) 

 

3.3.2  น า้ยาทดสอบ 

1)  anti-D (IgM/IgG)    ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย / ประเทศไทย 

2)  anti-M     ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย / ประเทศไทย 

3)  anti-C      ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย / ประเทศไทย 

4)  anti-E      ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย / ประเทศไทย 

มหาว
ทิยา

ลยัรั
งสิ

ต 

Ran
gsi

t U
niv

ers
ity

 



15 

 

 
   

 

5)  3% A cells, B cells, O cells และ panel cells ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย / ประเทศไทย 

6)  Alserver’s solution    ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ 

สภากาชาดไทย / ประเทศไทย 

 

3.4  วธีิการทดลอง 

หลกัการ การใช้ผงเก๊กฮวย สีน ้ าผสมอาหารสีเหลืองไข่ สารอลับูมิน และครีมเทียม (coffee mate) 

จะท าให้สามารถเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีมีสีเหลืองเสมือนกับสีของซีรัมจริงท่ีได้จากมนุษย์ 

โดยมีสีเหลืองและสีเหลืองขุ่น และมีการเติมแอนติบอดีต่อหมู่เลือด ไดแ้ก่ anti-D, anti-M, anti-C, 

anti-E และใช้เซลล์เม็ดเลือดแดงของ panel cells ท่ีมีแอนติเจนท่ีจ าเพาะและไม่จ าเพาะกบัน ้ ายา

แอนติบอดีดงักล่าว เพื่อทดแทนการใช้เป็นเซลล์มาตรฐานในการตรวจทางดา้น serum grouping 

โดยใส่ลงในขวดท่ีมีการติดฉลาก 3% A cells, B cells และ O cells เพื่อให้เสมือนกับการตรวจ

ในสถานการณ์จริง 

 

3.4.1  การเลือกใช้เซลล์มาตรฐาน 

1)  การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ทางดา้น cell groupingใช้

เซลล์มาตรฐาน ไดแ้ก่ 3% A cells, B cells และ O cells โดยหมู่เลือด A RhD positive, B RhD positive, 

O RhD positive และ O RhD negative จะใชเ้ซลลม์าตรฐาน 3% A cells, B cells, O cells และ panel cells 

Lot No.  68040 O9/O10/O11 ตามล าดบั 

2)  การตรวจหมู่เลือด ABO ทางดา้น serum grouping ใช ้3% panel cells Lot 

No.  68040 ดงัแสดงในรูปท่ี 3.1 เม่ือมีการใชน้ ้ายาแอนติบอดี จะมีการเลือกใชเ้ซลล ์ดงัน้ี 

2.1)  เม่ือใช ้anti-D และ anti-M จะจดัเป็นชุดของ 3% A cells, B cells และ O cells 

ท่ีเสมือนจริง โดยใช ้panel cells ไดแ้ก่ O2 (D+M-), O10 (D-M+) และ O9 (D-M-) ตามล าดบั ซ่ึงถา้เติม 

anti-D, anti-M และ anti-D + anti-M ลงในซีรัมเสมือนจริง จะไดผ้ลของการตรวจหมู่เลือด ABO ทางดา้น 

serum grouping เป็นหมู่เลือด B, A และ O ตามล าดบั 

2.2)  เม่ือใช ้anti-C และ anti-E จะจดัเป็นชุดของ 3% A cells, B cells และ O cells 

ท่ีเสมือนจริง โดยใช ้panel cells ไดแ้ก่ O1 (C+E-), O8 (C-E+) และ O9 (C-E-) ตามล าดบั ซ่ึงถา้เติม 

anti-C, anti-E และ anti-C + anti-E ลงในซีรัมเสมือนจริง จะไดผ้ลของการตรวจหมู่เลือด ABO 

ทางดา้น serum grouping เป็นหมู่เลือด B, A และ O ตามล าดบั 
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รูปท่ี 3.1 แอนติเจนของ panel cells ของศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

 

3.4.2  การเจือจางน า้ยาแอนติบอด ี

ท าการเจือจางแอนติบอดี ไดแ้ก่ anti-D, anti-M, anti-C, anti-E ดว้ยซีรัมเสมือนจริงสูตรสีเหลือง

และสีเหลืองขุ่น แบบ serial two-fold dilution และทดสอบกบัเม็ดเลือดแดงท่ีมีแอนติเจน D (D+), 

M (M+), C (C+) และ E (E+) ตามล าดบั โดยวิธี CTT โดยท าแบบซ ้ า 2 ครั้ ง (duplicate) เพื่อเลือก

ค่าอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+ 

 

3.4.3  การเตรียมซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง 

1)  ชั่งผงเก๊กฮวย 6 กรัม, NaCl 0.85 กรัม และอลับูมิน 0.1 กรัม จากนั้นเติม 

น ้ ากลั่นให้ครบ 100 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันบน stirrer นาน 3 นาที และเติมสีน ้ าผสมอาหาร 

สีเหลืองไข่ 150 ไมโครลิตร ผสมจนสารละลายละลายเขา้กนับน stirrer นาน 3 นาที 

2)  ดูลกัษณะทางกายภาพของซีรัมเสมือนจริง ดา้นสี ความใสและความขุ่นดว้ย

ตาเปล่า วดัค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm จ านวน 30 คร้ัง และค่า specific gravity (Sp.Gr.) จ านวน 

30 คร้ัง เพื่อเป็นค่าตั้งตน้ก่อนเติมแอนติบอดี 
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 3)  เจือจาง anti-D และ anti-M ดว้ยซีรัมเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นจากขอ้ 1 ตาม

ผลการทดสอบจากขอ้ 3.4.2 ท่ีอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+  

4)  เจือจาง anti-C และ anti-E ดว้ยซีรัมเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นจากขอ้ 1 ตาม

ผลการทดสอบจากขอ้ 3.4.2 ท่ีอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+  

5)  เจือจาง anti-D + anti-M ดว้ยซีรัมเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นจากขอ้ 1 ตาม

ผลการทดสอบจากขอ้ 3.4.2 ท่ีอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+  

6)  เจือจาง anti-C + anti-E ด ้วยซีรัมเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นจากขอ้ 1 ตาม

ผลการทดสอบจากขอ้ 3.4.2 ท่ีอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+  

7)  วดัค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และค่า specific gravity (Sp.Gr.) 30 คร้ัง 

เพื่อเป็นค่าหลงัจากการเติมแอนติบอดี 

 

3.4.4  การเตรียมซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

1)  เตรียม stock coffee mate โดยชัง่ coffee mate 10 กรัม เติมน ้ ากลัน่ 10 มิลลิลิตร

และตม้บน hot plate จนเดือด ให ้coffee mate ละลายจนหมด จะไดเ้ป็น stock coffee mate 

2)  ชัง่ผงเก๊กฮวย 6 กรัม, NaCl 0.85 กรัม อลับูมิน 0.1 กรัม ละลายในน ้ ากลัน่ 

100 มิลลิลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนับน stirrer นาน 3 นาที เติมสีน ้ าผสมอาหารสีเหลืองไข่ 150 

ไมโครลิตร ผสมสารละลายให้เขา้กนับน stirrer นาน 3 นาที ดูดสารละลายออก 150 ไมโครลิตร 

เพื่อเติม stock coffee mate จากขอ้ 1 จ านวน 150 ไมโครลิตร ผสมจนสารละลายเขา้กนับน stirrer 

นาน 3 นาที  

3)  ดูลกัษณะทางกายภาพของซีรัมเสมือนจริง ดา้นสี ความใสและความขุ่นดว้ย

ตาเปล่า วดัค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm จ านวน 30 คร้ัง และค่า specific gravity (Sp.Gr.) จ านวน 

30 คร้ัง เพื่อเป็นค่าตั้งตน้ก่อนเติมแอนติบอดี 

 4)  เจือจาง anti-D และ anti-M ดว้ยซีรัมเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นจากขอ้ 1 ตาม

ผลการทดสอบจากขอ้ 3.4.2 ท่ีอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+  

5)  เจือจาง anti-C และ anti-E ดว้ยซีรัมเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นจากขอ้ 1 ตาม

ผลการทดสอบจากขอ้ 3.4.2 ท่ีอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+  

6)  เจือจาง anti-D + anti-M ดว้ยซีรัมเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นจากขอ้ 1 ตาม

ผลการทดสอบจากขอ้ 3.4.2 ท่ีอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+  
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7)  เจือจาง anti-C + anti-E ด ้วยซีรัมเสมือนจริงที่เตรียมขึ้นจากขอ้ 1 ตาม

ผลการทดสอบจากขอ้ 3.4.2 ท่ีอตัราส่วนการเจือจางท่ีใหผ้ล agglutination 4+  

8)  วดัค่า OD ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm และค่า specific gravity (Sp.Gr.) 30 คร้ัง 

เพื่อเป็นค่าหลงัจากการเติมแอนติบอดี 

 

3.4.5  การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวธีิ CTT 

1)  การตรวจทางดา้น cell grouping ใช้เซลล์มาตรฐาน 3% A cells, B cells, O cells  

และ panel cells Lot No.  68040 O9/O10/O11 โดยท าซ ้ า 3 คร้ัง (triplicate) ในแต่ละคร้ังของการตรวจ

มีขั้นตอน ดงัน้ี 

1.1)  เตรียมหลอดทดลองขนาด 10 x 75 มม. จ านวน 4 หลอด เขียนก ากบั

ลงบนหลอดทดลอง ดงัน้ี anti-A, anti-B, anti-AB และ anti-D อยา่งละหลอด 

1.2)  หยดน ้ายา anti-A ลงในหลอด anti-A 2 หยด 

1.3)  หยดน ้ายา anit-B ลงในหลอด anti-B 2 หยด 

1.4)  หยดน ้ายา anti-AB ลงในหลอด anti-AB 2 หยด 

1.5)  หยดน ้ายา anti-D ลงในหลอด anti-D 2 หยด 

1.6)  หยด 3% A cells, B cells, O cells และ panel cells Lot No.  68040 

O9/O10/O11 ลงในหลอด anti-A, anti-B, anti-AB และ anti-D หลอดละ 1 หยด เม่ือต้องการ 

unknown ใหเ้ป็นหมู่เลือด A RhD positive, B RhD positive, O RhD positive และ O RhD negative

ตามล าดบั 

1.7)  เขย่าหลอดทดลองเพื่อใหเ้ซลล์เม็ดเลือดแดงผสมกบัน ้ายาแอนติบอดี 

1.8)  ป่ันอ่านผลท่ี 3000 rpm นาน 15 วินาที 

1.9)  การอ่านผลท าได้โดยเอียงหลอดทดลองและสะบัดข้อมือเพื่อเขย่า

หลอดทดลองเบา ๆ ให้เซลล์หลุดจากกน้หลอดทดลอง เพื่อดูปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า 

บนัทึกผลการทดลอง 

2)  การตรวจทางดา้น serum grouping ใชซี้รัมเสมือนจริงท่ีเติมน ้ายาแอนติบอดี

และ 3% A cells, B cells และ O cells เสมือนจริงท่ีเตรียมจาก panel cells ในขอ้ 2) ของ 3.4.1 โดย

ท าซ ้ า 3 คร้ัง (triplicate) ในแต่ละคร้ังของการตรวจมีขั้นตอน ดงัน้ี 

2.1)  เตรียมหลอดทดลองขนาด 10 x 75 มม. จ านวน 3 หลอด เขียนก ากบั

ลงบนหลอดทดลอง ดงัน้ี A cells, B cells และ O cells ตามล าดบั 
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2.2)  หยดซีรัมเสมือนจริงตามหมู่เลือดท่ีสัมพนัธ์กบัหมู่เลือดของ cell grouping 

ดงัไดก้ล่าวแลว้ในขอ้ 3.4.1 ลงในหลอด ๆ ละ 2 หยด 

2.3)  เติม 3% A cells เสมือนจริง ลงในหลอด A cells จ านวน 1 หยด 

2.4)  เติม 3% B cells เสมือนจริง ลงในหลอด B cells จ านวน 1 หยด 

2.5)  เติม 3% O cells เสมือนจริง ลงในหลอด O cells จ านวน 1 หยด 

2.6)  เขยา่ใหเ้ขา้กนั 

2.7)  ตั้งท้ิงไวท่ี้อุณหภูมิหอ้ง 5 นาที แลว้ป่ันอ่านผล 20 วินาที 

2.8)  การอ่านผลปฏิกิริยาการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) ก่อน 

โดยดูสีของน ้าใสส่วนบนวา่มีสีแดงหรือไม่โดยไม่ตอ้งเขยา่หลอด ถา้น ้าใสส่วนบนมีสีแดงใหบ้นัทึก

ผลวา่ PH (partial hemolysis) หรือ H (complete hemolysis) แลว้แต่ผลการทดลอง ถา้ไม่พบปฏิกิริยา

การแตกสลายของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) ให้เอียงหลอดทดลองและสะบดัขอ้มือเพื่อเขยา่หลอด

ทดลองเบา ๆ ใหเ้ซลลห์ลุดจากกน้หลอดทดลอง เพื่อดูปฏิกิริยา agglutination ดว้ยตาเปล่า บนัทึกผล

การทดลอง 

การอ่านผลปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีต่อหมู่เลือดในการทดลองผล

ปฏิกิริยา hemolysis 

H  หมายถึง complete hemolysis คือ มี hemolysis ทั้งหมด น ้ าเป็นสีแดง และ

ไม่มีเซลลเ์หลืออยูก่น้หลอด 

PH หมายถึง partial hemolysis คือ มี hemolysis บางส่วน น ้ าเป็นสีแดง และมี

เซลลจ์บักลุ่มเหลืออยูก่น้หลอด 

0   หมายถึง ไม่มี hemolysis ของเมด็เลือดแดง 

การอ่านผลปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีต่อหมู่เลือดในหลอดทดลองผล

ปฏิกิริยา agglutination 

4+ หมายถึง เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดใหญ่กอ้นเดียว น ้าใส 

3+ หมายถึง เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดใหญ่หลายกอ้น น ้าใส 

2+ หมายถึง เมด็เลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดกลางหลายกอ้น น ้าใส 

1+ หมายถึง เม็ดเลือดแดงจบักลุ่มเป็นกอ้นขนาดเล็กหลายกอ้น น ้ าขุ่นและมี 

สีแดง 

w หมายถึง เม็ดเลือดแดงกระจายตวัอยา่งสม ่าเสมอ มองดว้ยตาเปล่าเกือบไม่ 

เห็นการจบักลุ่ม เห็นไดช้ดัเมื่อดูดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์ น ้ าขุ่น และ 

มีสีแดง 
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0 หมายถึง ไม่มีปฏิกิริยาการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง 

 

3.4.6  การตรวจหมู่เลือด ABO และ RhD โดยวิธี CAT 

ท าการทดสอบ ตามวิธีของบริษทั Bio-Rad โดยซีรัมเสมือนจริงท่ีเตรียมไดจ้ากขอ้ 3.4.3 และ  

3.4.4 ทั้ง 2 สูตร จะน ามาท าการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยท าซ ้ า 3 คร้ัง (triplicate) ดังน้ี 

1.1)  เตรียม Gel card จ านวน 1 card 

1.2)  การตรวจทางดา้น cell grouping โดยการเตรียม 5% RBC suspension 

จาก 3% A cells, B cells, O cells และ panel cells Lot No.  68040 O9/O10/O11 เติมลงใน microtubes 

A, B, D และ ctl หลอดละ 10 ไมโครลิตร เม่ือตอ้งการ unknown ให้เป็นหมู่เลือด A RhD positive, 

B RhD positive, O RhD positive และ O RhD negative ตามล าดบั 

1.3)  การตรวจทางดา้น serum grouping โดยเตรียม 1% RBC suspension 

จาก panel cells Lot No.  68040 ท่ีเลือกไวเ้ติมลงใน microtubes A1 และ B หลอดละ 50 ไมโครลิตร 

เม่ือตอ้งการ unknown ให้เป็นหมู่เลือด A RhD positive, B RhD positive, O RhD positive และ 

O RhD negative ตามล าดบั 

1.4)  หยดซีรัมเสมือนจริง ลงใน microtubes A1 และ B หลอดละ 50 ไมโครลิตร 

ตามหมู่เลือดท่ีสมัพนัธ์กบัหมู่เลือดในขอ้ท่ี 1.2 

1.5)  incubate ท่ีอุณหภูมิหอ้ง 10 นาที 

1.6)  ป่ันอ่านผล 10 นาที โดยดูปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง และ 

บนัทึกผล 

การอ่านผลปฏิกิริยา agglutination ดว้ยวิธี CAT สามารถแจกแจงปฏิกิริยาท่ีให้ผลบวก ดงัน้ี 

4+ หมายถึง เกิดการจบักลุ ่มของเม็ดเลือดแดงเป็นแถบอยูด่า้นบนสุดของ 

Gel column 

3+ หมายถึง เกิดการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดงเป็นแถบชดัเจนอยูด่า้นบน 

ของ Gel column แต่มีบางส่วนตกลงมาใตแ้ถบเลก็นอ้ย 

2+ หมายถึง เกิดการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดงเป็นกลุ่มเล็ก ๆ กระจายอยู ่

กลาง Gel column  

1+ หมายถึง เกิดการจ ับกลุ ่มของเม็ดเลือดแดงอยู ่บริเวณคร่ึ งล่างของ 

Gel column และมีเม็ดเลือดแดงตกไปอยู่ดา้นล่างของ Gel column 

0 หมายถึง ไม่มีการจบักลุ่มของเมด็เลือดแดง ท าใหเ้มด็เลือดแดงทั้งหมด 

ตกลงไปอยูด่า้นล่างของ Gel column 
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หมายเหตุ : Mixed-field หมายถึง พบทั้งการจบักลุ่มของเม็ดเลือดแดงเป็นแถบ 

อยูด่า้นบน และเมด็เลือดแดงท่ีตกอยูด่า้นล่างของ Gel column 

 

3.5  การรวบรวมข้อมูลและการวเิคราะห์ข้อมูล 

เก็บรวบรวมผลการศึกษาและน ามาวิเคราะห์ขอ้มูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS 

version 26.0 การรายงานขอ้มูลของค่า optical density (OD) และค่า specific gravity (Sp.Gr.) ในรูป

ของ median (range) และค านวณค่า coefficien of variation ในรูป percentage (%CV) 

การวิเคราะห์ความแตกต่างทางกายภาพ ค่า optical density (OD) และค่า specific gravity 

(Sp.Gr.) ท่ีไดจ้ากซีรัมเสมือนจริงสูตรเหลืองและสีเหลืองขุ่น ดว้ยการเติม anti-D, anti-M, anti-D + 

anti-M, anti-C, anti-E และ  anti-C + anti-E ใช้ส ถิ ติทดสอบ คือ  Kruskal-Wallis H test และ

เปรียบเทียบขอ้มูลระหวา่งซีรัมเสมือนจริงทั้ง 2 สูตร โดยใชส้ถิติทดสอบ คือ Mann-Whitney U test

ค่า p < 0.05 แสดงวา่มีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

รายงานการพบผลบวกปลอมและผลลบปลอมในการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน 

RhD โดยวิธี CTT และ CAT 
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บทที่ 4 

 

ผลการทดลอง 

 

4.1  การเตรียมซีรัมเสมือนจริง 

การศึกษาน้ีมีการเตรียมซีรัมเสมือนจริง 2 สูตร ไดแ้ก่ สูตรท่ี 1 สีเหลืองและสูตรท่ี 2 สี

เหลืองขุ่น ซีรัมเสมือนจริง 2 สูตร มีลกัษณะทางกายภาพท่ีแตกต่างกนั โดยซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 

มีลกัษณะสีเหลืองขุ่นเลก็นอ้ย แต่ซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 มีลกัษณะสีเหลืองขุ่นอยา่งชดัเจน ดงัแสดง

ในรูปท่ี 4.1 

 

 
 

รูปท่ี 4.1 ซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลืองและซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

 

4.2  การเจือจางน า้ยาแอนติบอดี 

ท าการเจือจางแอนติบอดี ไดแ้ก่ anti-D, anti-M, anti-C, anti-E ดว้ยซีรัมเสมือนจริงสูตร

สีเหลืองและสีเหลืองขุ่นแบบ serial two-fold dilution ที่ค่าความเจือจางตั้งแต่ 1: 2 - 1: 64 และ

ทดสอบกบัเม็ดเลือดแดงที่มีแอนติเจน M (M+), D (D+), C (C+) และ E (E+) ตามล าดบั ดว้ยวิธี 

CTT โดยท าซ ้ า 2 คร้ัง (duplicate) ผลการทดลอง ดงัแสดงในตาราง 4.1 พบวา่ท่ีอตัราส่วนการเจือจาง
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ท่ี 1: 2 ให้ผลการทดสอบ 3+ - 4+ ซ่ึงจะใชค้่าอตัราส่วนการเจือจางที่ 1: 2 เพื่อน ามาท าการทดสอบ

ทางดา้น serum grouping ของหมู่เลือด ABO  

 

ตารางที่ 4.1 ผลการทดสอบความแรงของน ้ายาแอนติบอดีเม่ือเจือจางดว้ยซีรัมเสมือนจริง 

คร้ังท่ี น ้ายาแอนติบอดี 
อตัราส่วนการเจือจาง 

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

1 
anti-D สูตรสีเหลือง 

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

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

1 
anti-D สูตรสีเหลืองขุ่น 

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

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

1 
anti-M สูตรสีเหลือง 

4+ 3+ 1+ 0 0 0 

2 4+ 3+ 1+ 0 0 0 

1 
anti-M สูตรสีเหลืองขุ่น 

4+ 3+ 1+ 0 0 0 

2 4+ 3+ 1+ 0 0 0 

1 
anti-C สูตรสีเหลือง 

4+ 3+ 2+ 1+ 1+ 0 

2 4+ 3+ 2+ 1+ 1+ 0 

1 
anti-C สูตรสีเหลืองขุ่น 

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

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

1 
anti-E สูตรสีเหลือง 

3+ 2+ 1+ 1+ 0 0 

2 3+ 2+ 1+ 1+ 0 0 

1 
anti-E สูตรสีเหลืองขุ่น 

3+ 2+ 1+ 1+ 0 0 

2 3+ 2+ 1+ 1+ 0 0 

 

4.3  ค่า optical density (OD) และ specific gravity (Sp.Gr.) ของซีรัมเสมือนจริง  

ค่า optical density (OD) ท่ี 450 nm และ specific gravity (Sp.Gr.) ของซีรัมเสมือนจริงทั้ง 

2 สูตร ไดแ้ก่ สูตรสีเหลืองและสูตรสีเหลืองขุ่น โดยวดัสูตรละ 30 คร้ัง ดงัแสดงในตารางท่ี 4.2 - 4.7 
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ตารางที่ 4.2 ผลการวดัค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง ก่อนเติม antibody และหลงั

เติม anti-D, anti-M 

ล าดบัท่ี ก่อนเติม antibody (1: 2) เติม anti-D เติม anti-M เติม anti-D + anti-M 

1 0.391 0.428 0.473 0.427 

2 0.425 0.428 0.484 0.432 

3 0.459 0.430 0.492 0.431 

4 0.409 0.461 0.483 0.458 

5 0.415 0.435 0.499 0.423 

6 0.399 0.425 0.476 0.430 

7 0.421 0.439 0.498 0.441 

8 0.413 0.446 0.480 0.466 

9 0.427 0.432 0.461 0.426 

10 0.466 0.427 0.478 0.429 

11 0.433 0.444 0.482 0.428 

12 0.423 0.451 0.485 0.443 

13 0.423 0.415 0.515 0.413 

14 0.403 0.426 0.476 0.437 

15 0.403 0.452 0.483 0.445 

16 0.388 0.445 0.490 0.442 

17 0.404 0.413 0.479 0.427 

18 0.411 0.414 0.489 0.424 

19 0.438 0.452 0.490 0.443 

20 0.453 0.431 0.474 0.423 

21 0.417 0.419 0.478 0.430 

22 0.428 0.427 0.473 0.427 

23 0.414 0.456 0.477 0.442 

24 0.416 0.454 0.499 0.424 

25 0.409 0.421 0.477 0.464 

26 0.416 0.427 0.471 0.434 

27 0.400 0.423 0.474 0.439 

28 0.411 0.437 0.501 0.439 

29 0.411 0.423 0.473 0.426 

30 0.447 0.441 0.477 0.423 

Median 0.416 0.431 0.480 0.431 

%CV 4.487 3.094 2.332 2.833 
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ตารางที่ 4.3 ผลการวดัค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงสูตรที่ 1 สีเหลือง ก่อนเติม antibody และ

หลงัเติม anti-C, anti-E 

ล าดบัท่ี ก่อนเติม antibody (1: 2) เติม anti-C เติม anti-E เติม anti-C + anti-E 

1 0.391 0.488 0.443 0.584 

2 0.425 0.484 0.450 0.484 

3 0.459 0.526 0.482 0.483 

4 0.409 0.524 0.469 0.472 

5 0.415 0.483 0.454 0.478 

6 0.399 0.494 0.462 0.561 

7 0.421 0.490 0.473 0.572 

8 0.413 0.484 0.453 0.487 

9 0.427 0.526 0.457 0.495 

10 0.466 0.538 0.450 0.482 

11 0.433 0.488 0.457 0.486 

12 0.423 0.528 0.484 0.575 

13 0.423 0.516 0.470 0.484 

14 0.403 0.485 0.455 0.491 

15 0.403 0.491 0.456 0.564 

16 0.388 0.495 0.462 0.562 

17 0.404 0.487 0.455 0.502 

18 0.411 0.503 0.473 0.505 

19 0.438 0.488 0.465 0.550 

20 0.453 0.484 0.459 0.490 

21 0.417 0.498 0.474 0.493 

22 0.428 0.485 0.455 0.545 

23 0.414 0.482 0.459 0.497 

24 0.416 0.505 0.487 0.566 

25 0.409 0.490 0.464 0.492 

26 0.416 0.486 0.457 0.549 

27 0.400 0.509 0.471 0.503 

28 0.411 0.482 0.456 0.490 

29 0.411 0.490 0.458 0.541 

30 0.447 0.506 0.474 0.504 

Median 0.416 0.490 0.459 0.500 

%CV 4.487 3.299 2.322 6.996 
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ตารางที่ 4.4 ผลการวดัค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง ก่อนเติม antibody และ

หลงัเติม anti-D, anti-M, anti-C และ anti-E 

ล าดบัท่ี 
ก่อนเติม antibody 

(1: 2) 
เติม anti-D เติม anti-M 

เติม anti-D + 

anti-M 
เติม anti-C เติม anti-E 

เติม anti-C + 

anti-E 

1 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

2 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

3 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

4 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

5 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

6 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

7 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

8 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

9 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

10 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

11 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

12 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

13 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

14 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

15 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

16 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

17 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

18 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

19 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

20 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

21 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

22 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

23 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

24 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

25 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

26 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

27 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

28 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

29 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

30 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 ND 

Median 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

%CV 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 

หมายเหตุ: เน่ืองจากน ้ายา anti-C + anti-E มีปริมาณจ ากดัท าใหว้ดัค่า Sp.Gr. ไดถึ้งล าดบัท่ี 9 
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ตารางที่ 4.5 ผลการวดัค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ก่อนเติม antibody และ

หลงัเติม anti-D, anti-M 

ล าดบัท่ี ก่อนเติม antibody (1: 2) เติม anti-D เติม anti-M เติม anti-D + anti-M 

1 0.753 0.614 0.677 0.634 

2 0.707 0.614 0.666 0.612 

3 0.731 0.625 0.663 0.619 

4 0.743 0.631 0.675 0.624 

5 0.698 0.608 0.671 0.614 

6 0.749 0.610 0.664 0.622 

7 0.756 0.632 0.673 0.619 

8 0.695 0.621 0.667 0.609 

9 0.750 0.611 0.661 0.622 

10 0.693 0.612 0.700 0.628 

11 0.738 0.621 0.668 0.611 

12 0.683 0.616 0.659 0.607 

13 0.682 0.611 0.670 0.618 

14 0.678 0.603 0.661 0.627 

15 0.686 0.612 0.665 0.613 

16 0.674 0.624 0.668 0.635 

17 0.699 0.636 0.663 0.607 

18 0.664 0.620 0.664 0.614 

19 0.707 0.622 0.659 0.601 

20 0.703 0.636 0.660 0.606 

21 0.671 0.619 0.672 0.617 

22 0.677 0.615 0.670 0.620 

23 0.674 0.614 0.659 0.614 

24 0.690 0.605 0.678 0.615 

25 0.673 0.607 0.678 0.616 

26 0.664 0.604 0.658 0.608 

27 0.724 0.634 0.662 0.636 

28 0.726 0.625 0.680 0.627 

29 0.679 0.606 0.677 0.612 

30 0.679 0.631 0.664 0.608 

Median 0.694 0.616 0.667 0.616 

%CV 4.167 1.607 1.328 1.458 

มหาว
ทิยา

ลยัรั
งสิ

ต 

Ran
gsi

t U
niv

ers
ity

 



28 

 

 
   

 

ตารางที่ 4.6 ผลการวดัค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ก่อนเติม antibody และ

หลงัเติม anti-C, anti-E 

ล าดบัท่ี ก่อนเติม antibody (1: 2) เติม anti-C เติม anti-E เติม anti-C + anti-E 

1 0.753 0.668 0.717 0.737 

2 0.707 0.704 0.695 0.673 

3 0.731 0.694 0.664 0.670 

4 0.743 0.675 0.684 0.718 

5 0.698 0.669 0.709 0.655 

6 0.749 0.670 0.697 0.653 

7 0.756 0.680 0.708 0.740 

8 0.695 0.669 0.656 0.675 

9 0.750 0.664 0.673 0.670 

10 0.693 0.682 0.678 0.760 

11 0.738 0.677 0.697 0.673 

12 0.683 0.668 0.657 0.677 

13 0.682 0.677 0.705 0.732 

14 0.678 0.723 0.657 0.675 

15 0.686 0.667 0.683 0.732 

16 0.674 0.681 0.678 0.730 

17 0.699 0.672 0.658 0.730 

18 0.664 0.685 0.719 0.684 

19 0.707 0.685 0.700 0.728 

20 0.703 0.664 0.672 0.678 

21 0.671 0.681 0.660 0.675 

22 0.677 0.678 0.684 0.728 

23 0.674 0.728 0.663 0.700 

24 0.690 0.748 0.738 0.680 

25 0.673 0.683 0.684 0.766 

26 0.664 0.684 0.670 0.711 

27 0.724 0.690 0.657 0.682 

28 0.726 0.678 0.692 0.696 

29 0.679 0.688 0.688 0.678 

30 0.679 0.669 0.664 0.719 

Median 0.694 0.679 0.684 0.690 

%CV 4.167 2.850 3.175 4.511 
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ตารางที่ 4.7 ผลการวดัค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ก่อนเติม antibody และ

หลงัเติม anti-D, anti-M, anti-C และ anti-E 

ล าดบัท่ี 
ก่อนเติม antibody 

(1: 2) 
เติม anti-D เติม anti-M 

เติม anti-D + 

anti-M 
เติม anti-C เติม anti-E 

เติม anti-C + anti-

E 

1 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

2 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

3 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

4 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

5 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

6 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

7 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

8 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

9 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

10 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

11 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

12 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

13 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

14 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

15 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

16 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

17 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

18 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

19 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

20 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

21 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

22 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

23 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

24 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

25 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

26 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

27 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

28 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

29 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

30 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

Median 1.016 1.022 1.022 1.022 1.023 1.020 1.022 

%CV 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 0.000 
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4.4  การเปรียบเทียบค่า optical density (OD) และ specific gravity (Sp.Gr.) ของซีรัม

เสมือนจริงทั้ง 2 สูตร 

การเปรียบเทียบค่า optical density (OD) ท่ี 450 nm และ specific gravity (Sp.Gr.) ของซีรัม

เสมือนจริงท่ีไม่มีการเติม antibody, เติม anti-D, เติม anti-M, และเติม anti-D + anti-M ตามล าดบั 

และซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่มีการเติม  antibody, เติม anti-C, เติม anti-E, และเติม anti-C + anti-E 

ตามล าดบั 

ผลการเปรียบเทียบค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกนั ท่ีไม่เติม antibody, เติม 

anti-D, เติม anti-M, เติม anti-D + anti-M โดยใชส้ถิติทดสอบ Kruskal-Wallis H test พบว่า ไดค้่า 

p < 0.05 แสดงว่ามีอยา่งนอ้ย 1 คู่ ท่ีมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยทั้ง 2 สูตรมีคู่ท่ี 

1, 2, 3, 4 และ 6 มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ส่วนคู่ท่ี 5 ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมี

นยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.8 

ผลการเปรียบเทียบค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกนั ท่ีไม่เติม antibody, เติม 

anti-C, เติม anti-E, เติม anti-C + anti-E โดยใช้สถิติทดสอบ Kruskal-Wallis H test พบว่าไดค่้า 

p < 0.05 แสดงว่ามีอย่างน้อย 1 คู่ ท่ีมีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ  โดยสูตรท่ี 1 

สีเหลือง มีคู่ท่ี 1, 2, 3, 4 และ 6 มีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ ส่วนคู่ท่ี 5 ไม่มีความ

แตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ และสูตรที่ 2 สีเหลืองขุ่น คู่ท่ี 1 มีความแตกต่างกนัอย่างมี

นยัส าคญัทางสถิติ ส่วนคู่ท่ี 2, 3, 4, 5 และ 6 ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดง

ในตารางท่ี 4.9 

ผลการเปรียบเทียบค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกนั ท่ีไม่เติม antibody, 

เติม anti-D, เติม anti-M, เติม anti-D + anti-M โดยใชส้ถิติทดสอบ Kruskal-Wallis H test พบว่า ได้

ค่า p < 0.05 ซ่ึงมีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ โดยทั้ง 2 สูตรมีคู่ท่ี 1, 2 และ 3 มีความ

แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ส่วนคู่ท่ี 4, 5 และ 6 ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทาง

สถิติ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.10 

ผลการเปรียบเทียบค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกนั ท่ีไม่เติม antibody, 

เติม anti-C, เติม anti-E, เติม anti-C + anti-E โดยใชส้ถิติทดสอบ Kruskal-Wallis H test พบว่า ไดค่้า 

p < 0.05 ซ่ึงมีความแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ โดยทั้ง 2 สูตรมีความแตกต่างกนัอย่างมี

นยัส าคญัทางสถิติทั้ง 6 คู่ ดงัแสดงในตารางท่ี 4.11 

ผลการเปรียบเทียบค่า OD และ Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงระหวา่งสูตรท่ี 1 สีเหลือง และ

สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่นโดยใชส้ถิติทดสอบ Mann-Whitney U test พบว่า ค่า OD มีความแตกต่างกนั
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อย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ แต่ค่า Sp.Gr. ไม่มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 4.12 

แสดงว่าเม่ือผูว้ิจยัดูดว้ยตาเปล่าของผลลบและผลบวกในสูตรเดียวกนั จะมีสีเหลืองปกติ

และสีเหลืองท่ีขุ่นกว่าของแต่ละสูตร เม่ือน ามาวดัค่า OD ก็มีบางคู่ ท่ีแตกต่างกนัอย่างมีนัยส าคญั 

แสดงว่า ถา้มีการเตรียมซีรัมเสมือนจริงเพื่อเตรียมเป็น unknown ส าหรับใช้ในการตรวจหมู่เลือด 

ABO ทางดา้น serum grouping โดยเตรียมเป็นหมู่เลือดท่ีแตกต่างกนั จะใหค่้าการดูดกลืนแสงต่างกนั 

ซ่ึงท าใหล้กัษณะของ unknown มีความแตกต่างกนั 

 

ตารางที่ 4.8 ผลการเปรียบเทียบค่า OD ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกัน ท่ีไม่เติม 

antibody, เติม anti-D, เติม anti-M, เติม anti-D + anti-M 

คู่ท่ี การจบัคู่ 
ค่า p 

สูตรท่ี 1 สีเหลือง สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

1 no antibody vs anti-D 0.036 0.000 

2 no antibody vs anti-M 0.000 0.043 

3 no antibody vs anti-D + anti-M 0.022 0.000 

4 anti-D vs anti-M 0.000 0.000 

5 anti-D vs anti-D + anti-M 1.000 1.000 

6 anti-M vs anti-D + anti-M 0.000 0.000 

 

ตารางที่ 4.9 ผลการเปรียบเทียบค่า  OD ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกัน ท่ีไม่เติม 

antibody, เติม anti-C, เติม anti-E, เติม anti-C + anti-E 

คู่ท่ี การจบัคู่ 
ค่า p 

สูตรท่ี 1 สีเหลือง สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

1 no antibody vs anti-C 0.000 0.041 

2 no antibody vs anti-E 0.009 0.093 

3 no antibody vs anti-C + anti-E 0.000 0.990 

4 anti-C vs anti-E 0.000 1.000 

5 anti-C vs anti-C + anti-E 1.000 0.178 

6 anti-E vs anti-C + anti-E 0.000 0.209 
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ตารางที่ 4.10 ผลการเปรียบเทียบค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกัน ท่ีไม่เติม 

antibody, เติม anti-D, เติม anti-M, เติม anti-D + anti-M 

คู่ท่ี การจบัคู่ 
ค่า p 

สูตรท่ี 1 สีเหลือง สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

1 no antibody vs anti-D 0.000 0.000 

2 no antibody vs anti-M 0.000 0.000 

3 no antibody vs anti-D + anti-M 0.000 0.000 

4 anti-D vs anti-M 1.000 1.000 

5 anti-D vs anti-D + anti-M 1.000 1.000 

6 anti-M vs anti-D + anti-M 1.000 1.000 

 

ตารางที่ 4.11 ผลการเปรียบเทียบค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงภายในสูตรเดียวกัน ท่ีไม่เติม 

antibody, เติม anti-C, เติม anti-E, เติม anti-C + anti-E 

คู่ท่ี การจบัคู่ 
ค่า p 

สูตรท่ี 1 สีเหลือง สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

1 no antibody vs anti-C 0.000 0.000 

2 no antibody vs anti-E 0.003 0.003 

3 no antibody vs anti-C + anti-E 0.000 0.000 

4 anti-C vs anti-E 0.000 0.000 

5 anti-C vs anti-C + anti-E 0.003 0.003 

6 anti-E vs anti-C + anti-E 0.003 0.003 

 

ตารางที่ 4.12 ผลการเปรียบเทียบค่า OD และ Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงระหวา่งสูตรท่ี 1 สีเหลือง 

และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

คู่ท่ี การเปรียบเทียบ 
ค่า p 

OD Sp.Gr. 

1 no antibody 0.000 1.000 

2 anti-D 0.000 1.000 

3 anti-M 0.000 1.000 

4 anti-D + anti-M 0.000 1.000 

5 anti-C 0.000 1.000 

6 anti-E 0.000 1.000 

7 anti-C vs anti-E 0.000 1.000 
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4.5  การเลือกใช้เซลล์มาตรฐาน 

การตรวจหมู่เลือดระบบ ABO ทางดา้น serum grouping ใช ้3% panel cells Lot No.  68040 

โดยมีการเลือกใชเ้ซลลม์าตรฐาน ดงัน้ี  

 

4.5.1  การเลือกใช้เซลล์มาตรฐานเม่ือเลือกใช้ anti-D และ anti-M 

เม่ือใช ้anti-D และ anti-M จะจดัเป็นชุดของ 3% A cells, B cells และ O cells ท่ีเสมือนจริง 

โดยใช้ panel cells ได้แก่ O2 (D+M-), O10 (D-M+) และ O9 (D-M-) ตามล าดับ ซ่ึงถ้าเติม anti-D, 

anti-M และ anti-D + anti-M ลงในซีรัมเสมือนจริง จะไดผ้ลของการตรวจหมู่เลือด ABO ทางดา้น 

serum grouping เป็นหมู่เลือด B, A และ O ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.13 

 

4.5.2  การเลือกใช้เซลล์มาตรฐานเม่ือเลือกใช้ anti-C และ anti-E 

เม่ือใช ้anti-C และ anti-E จะจดัเป็นชุดของ 3% A cells, B cells และ O cells ท่ีเสมือนจริง โดย

ใช ้panel cells ไดแ้ก่ O1 (C+E-), O8 (C-E+) และ O9 (C-E-) ตามล าดบั ซ่ึงถา้เติม anti-C, anti-E และ 

anti-C + anti-E ลงในซีรัมเสมือนจริง จะไดผ้ลของการตรวจหมู่เลือด ABO ทางดา้น serum grouping 

เป็นหมู่เลือด B, A และ O ตามล าดบั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.14 

 

ตารางที่ 4.13 การเลือกใชเ้ซลลม์าตรฐานเม่ือเลือกใช ้anti-D และ anti-M 

anti-D และ anti-M A cells 

[O2 (D+M-)] 

B cells 

[O10 (D-M+)] 

O cells 

[O9 (D-M-)] 

Blood group 

ซีรัมเสมือนจริง + anti-D 4+ 0 0 B 

ซีรัมเสมือนจริง + anti-M 0 4+ 0 A 

ซีรัมเสมือนจริง + (anti-D + anti-M) 4+ 4+ 0 O 

 

ตารางที่ 4.14 การเลือกใชเ้ซลลม์าตรฐานเม่ือเลือกใช ้anti-C และ anti-E 

anti-C และ anti-E A cells 

[O1 (C+E-)] 

B cells 

[O8 (C-E+)] 

O cells 

[O9 (C-E-)] 

Blood group 

ซีรัมเสมือนจริง + anti-C 4+ 0 0 B 

ซีรัมเสมือนจริง + anti-E 0 4+ 0 A 

ซีรัมเสมือนจริง + (anti-C + anti-E) 4+ 4+ 0 O 
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4.6  ผลการทดสอบการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT 

เม่ือตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ทางดา้น cell grouping โดยใชเ้ซลลม์าตรฐาน 

ไดแ้ก่ 3% A cells, B cells และ O cells และทางดา้น serum grouping โดยใชเ้ซลล์มาตรฐานท่ีเลือก

จาก panel cells มาท าการทดสอบกบั anti-D, anti-M และ anti-D + anti-M ในซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 

1 สีเหลือง และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ไดผ้ล blood group ดงัน้ี A RhD positive, B RhD positive, O 

RhD positive และ O RhD negative ซ่ึงใหผ้ลถูกตอ้งตามท่ีคาดหวงัร้อยละ 100 โดยทั้ง 2 สูตรไม่พบ 

ABO discrepancy ดงัแสดงในตารางท่ี 4.15 

เม่ือตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ทางดา้น cell grouping โดยใชเ้ซลลม์าตรฐาน 

ไดแ้ก่ 3% A cells, B cells และ O cells และทางดา้น serum grouping โดยใชเ้ซลล์มาตรฐานท่ีเลือก

จาก panel cells มาท าการทดสอบกบั anti-C, anti-E และ anti-C + anti-E ในซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 

สีเหลือง และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ไดผ้ล blood group ดงัน้ี A RhD positive, B RhD positive, O RhD 

positive และ O RhD negative ซ่ึงใหผ้ลถูกตอ้งตามท่ีคาดหวงัร้อยละ 100 โดยทั้ง 2 สูตร ไม่พบ ABO 

discrepancy ดงัแสดงในตารางท่ี 4.16 

 

 
รูปท่ี 4.2 ผลการทดสอบซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง เม่ือใช ้anti-D, anti-M และ anti-D + 

anti-M โดยวิธี CTT  
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รูปท่ี 4.3 ผลการทดสอบซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น เม่ือใช ้anti-D, anti-M และ anti-D 

+ anti-M โดยวิธี CTT 

 

 
 

รูปท่ี 4.4 ผลการทดสอบซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง เม่ือใช ้anti-C, anti-E และ anti-C +  

anti-E โดยวิธี CTT 

 

 
 

รูปท่ี 4.5 ผลการทดสอบซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น เม่ือใช ้anti-C, anti-E และ anti-C  

+ anti-E โดยวิธี CTT 
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ตารางที่ 4.15 ผลการทดสอบหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD เม่ือใช ้anti-D, anti-M และ anti-D 

+ anti-M โดยวิธี CTT 

ชุดท่ี 
Blood 

group 

ซีรัมเสมือนจริง 

สูตรท่ี 1 สีเหลือง สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

Cell grouping Serum grouping Cell grouping Serum grouping 

anti-A anti-B anti-AB anti-D A cells B cells O cells anti-A anti-B anti-AB anti-D A cells B cells O cells 

1 
A RhD 

positive 

4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

2 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

3 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

1 
B RhD 

positive 

0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 

2 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 

3 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 

1 
O RhD 

positive 

0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 

2 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 

3 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 

1 
O RhD 

negative 

0 0 0 0 4+ 3+ 0 0 0 0 0 4+ 3+ 0 

2 0 0 0 0 4+ 3+ 0 0 0 0 0 4+ 3+ 0 

3 0 0 0 0 4+ 3+ 0 0 0 0 0 4+ 3+ 0 

 

ตารางที่ 4.16 ผลการทดสอบหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD เม่ือใช ้anti-C, anti-E และ anti-C 

+ anti-E โดยวิธี CTT 

ชุดท่ี 
Blood 

group 

ซีรัมเสมือนจริง 

สูตรท่ี 1 สีเหลือง สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

Cell grouping Serum grouping Cell grouping Serum grouping 

anti-A anti-B anti-AB anti-D A cells B cells O cells anti-A anti-B anti-AB anti-D A cells B cells O cells 

1 
A RhD 

positive 

4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

2 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

3 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

1 
B RhD 

positive 

0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 

2 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 

3 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 0 4+ 4+ 4+ 4+ 0 0 

1 
O RhD 

positive 

0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 

2 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 

3 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 4+ 0 

1 
O RhD 

negative 

0 0 0 0 4+ 3+ 0 0 0 0 0 4+ 3+ 0 

2 0 0 0 0 4+ 3+ 0 0 0 0 0 4+ 3+ 0 

3 0 0 0 0 4+ 3+ 0 0 0 0 0 4+ 3+ 0 
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4.7  ผลการทดสอบการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CAT 

จากการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ทางด้าน cell grouping โดยใช้เซลล์

มาตรฐาน ได้แก่  3% A cells, B cells และ O cells และทางด้าน serum grouping โดยใช้เซลล์

มาตรฐานท่ีเลือกจาก panel cells มาท าการทดสอบกบั anti-D, anti-M และ anti-D + anti-M ในซีรัม

เสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ตามวิธีของบริษทั Bio-Rad พบวา่ทางดา้น cell 

grouping ได้ผล blood group ดังน้ี  A RhD positive, B RhD positive, O RhD positive และ O RhD 

negative ให้ผลถูกตอ้งตามท่ีคาดหวงั ร้อยละ 100 อย่างไรก็ตามทางดา้น serum grouping มีเพียงแค่ 

B RhD positive ท่ีใหผ้ลถูกตอ้งตามท่ีคาดหวงั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.17 

เม่ือตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ทางดา้น cell grouping โดยใชเ้ซลลม์าตรฐาน 

ไดแ้ก่ 3% A cells, B cells และ O cells และทางดา้น serum grouping โดยใชเ้ซลล์มาตรฐานท่ีเลือก

จาก panel cells มาท าการทดสอบกบั anti-C, anti-E และ anti-C + anti-E ในซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 

สีเหลือง และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ตามวิธีของบริษทั Bio-Rad พบว่าทางดา้น cell grouping ไดผ้ล 

blood group ดัง น้ี  A RhD positive, B RhD positive, O RhD positive และ  O RhD negative ให้ผล

ถูกตอ้งตามท่ีคาดหวงั ร้อยละ 100 อยา่งไรกต็ามทางดา้น serum grouping มีเพียงแค่ A RhD positive, 

O RhD positive และ O RhD negative ท่ีใหผ้ลถูกตอ้งตามท่ีคาดหวงั ดงัแสดงในตารางท่ี 4.18 

 

 
 

รูปท่ี 4.6 ผลการทดสอบซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง เม่ือใช ้anti-D, anti-M และ anti-D +  

anti-M โดยวิธี CAT  

 

 
 

รูปท่ี 4.7 ผลการทดสอบซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น เม่ือใช ้anti-D, anti-M และ anti-D  

+ anti-M โดยวิธี CAT  
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ตารางที่ 4.17 ผลการทดสอบหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD เม่ือใช ้anti-D, anti-M และ anti-D 

+ anti-M โดยวิธี CAT 

Column 
Blood  

group 

ซีรัมเสมือนจริง 

สูตรท่ี 1 สีเหลือง สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

Cell grouping 
ctl 

Serum 

grouping 
Cell grouping 

ctl 

Serum 

grouping 

A B DVI- A1 B A B DVI- A1 B 

1 

A RhD positive 

4+ 0 4+ 0 0 0 4+ 0 4+ 0 0 0 

2 4+ 0 4+ 0 0 0 4+ 0 4+ 0 0 0 

3 4+ 0 4+ 0 0 0 4+ 0 4+ 0 0 0 

1 

B RhD positive 

0 4+ 4+ 0 4+ 0 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

2 0 4+ 4+ 0 4+ 0 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

3 0 4+ 4+ 0 4+ 0 0 4+ 4+ 0 4+ 0 

1 

O RhD positive 

0 0 4+ 0 4+ 0 0 0 4+ 0 4+ 0 

2 0 0 4+ 0 4+ 0 0 0 4+ 0 4+ 0 

3 0 0 4+ 0 4+ 0 0 0 4+ 0 4+ 0 

1 

O RhD negative 

0 0 0 0 4+ 0 0 0 0 0 4+ 0 

2 0 0 0 0 4+ 0 0 0 0 0 4+ 0 

3 0 0 0 0 4+ 0 0 0 0 0 4+ 0 

 

 
 

รูปท่ี 4.8 ผลการทดสอบซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง เม่ือใช ้anti-C, anti-E และ anti-C +  

anti-E โดยวิธี CAT  

 

 
 

รูปท่ี 4.9 ผลการทดสอบซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น เม่ือใช ้anti-C, anti-E และ anti-C  

+ anti-E โดยวิธี CAT  
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ตารางที่ 4.18 ผลการทดสอบหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD เม่ือใช ้anti-C, anti-E และ anti-C 

+ anti-E โดยวิธี CAT 

คร้ังท่ี Blood group 

ซีรัมเสมือนจริง 

สูตรท่ี 1 สีเหลือง สูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

Cell grouping 
ctl 

Serum grouping Cell grouping 
ctl 

Serum grouping 

A B DVI- A1 B  A B DVI- A1 B  

1 
A RhD 

positive 

4+ 0 4+ 0 0 4+ 4+ 0 4+ 0 0 4+ 

2 4+ 0 4+ 0 0 4+ 4+ 0 4+ 0 0 4+ 

3 4+ 0 4+ 0 0 4+ 4+ 0 4+ 0 0 4+ 

1 
B RhD 

positive 

0 4+ 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 3+ 

2 0 4+ 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 3+ 

3 0 4+ 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 4+ 0 4+ 3+ 

1 
O RhD 

positive 

0 0 4+ 0 4+ 4+ 0 0 4+ 0 4+ 4+ 

2 0 0 4+ 0 4+ 4+ 0 0 4+ 0 4+ 4+ 

3 0 0 4+ 0 4+ 4+ 0 0 4+ 0 4+ 4+ 

1 
O RhD 

negative 

0 0 0 0 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 

2 0 0 0 0 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 

3 0 0 0 0 4+ 4+ 0 0 0 0 4+ 4+ 

 

4.8  การเกดิผลลบปลอมและผลบวกปลอม โดยวธีิ CTT และ CAT  

จากการทดสอบหมู่เลือด ABO และ RhD ท่ีท าการทดสอบกบั anti-D, anti-M, anti-D + 

anti-M, anti-C, anti-E และ anti-C + anti-E ในซีรัมเสมือนจริงทั้ง 2 สูตรโดยวิธี CTT พบวา่ไม่เกิดผล

ลบปลอมและผลบวกปลอม แต่วิธี CAT พบวา่เกิดผลลบปลอมและผลบวกปลอม ดงัน้ี 

 

4.8.1  การเกดิผลลบปลอมโดยวธีิ CAT  

จากการทดสอบหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ทางดา้น serum grouping โดยท าการ

ทดสอบกบั anti-D, anti-M และ anti-D + anti-M ในซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง และสูตรท่ี 2 สี

เหลืองขุ่น โดยวิธี CAT ของบริษทั Bio-Rad พบวา่เกิดผลลบปลอม ไดแ้ก่ หมู่เลือด A RhD positive, 

O RhD positive และ O RhD negative เน่ืองจาก B cells ใน serum grouping ไม่ข้ึนผลบวก ดงัแสดง

ในตารางท่ี 4.17 
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4.8.2  การเกดิผลบวกปลอมโดยวธีิ CAT  

จากการทดสอบหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ทางดา้น serum grouping โดยท าการ

ทดสอบกบั anti-C, anti-E และ anti-C + anti-E ในซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง และสูตรท่ี 2 

สีเหลืองขุ่น โดยวิธี CAT ของบริษทั Bio-Rad พบว่าเกิดผลบวกปลอม ไดแ้ก่ หมู่เลือด B RhD 

positive เน่ืองจาก B cells ใน serum grouping ข้ึนผลบวก ดงัแสดงในตารางท่ี 4.18 

 

มหาว
ทิยา

ลยัรั
งสิ

ต 

Ran
gsi

t U
niv

ers
ity

 



 

 

 
   

 

 

บทที่ 5 

 

สรุปและวจิารณ์ผลการทดลอง 

 

งานวิจยัน้ีเป็นการเตรียมซีรัมเสมือนจริงเพื่อใชใ้นการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการวิชา 

วิทยาสตร์การบริการโลหิต 1 และวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 ของคณะเทคนิคการแพทย ์

มหาวิทยาลยัรังสิต เร่ือง การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ซ่ึงเป็นหมู่เลือดท่ีมีความส าคญั

ทางคลินิก โดยวิธี CTT และ CAT ซีรัมเสมือนจริงท่ีเตรียมข้ึนมาน้ีจะเป็นส่ิงตวัอยา่งเพื่อใหน้กัศึกษา

ไดฝึ้กปฏิบติัจริง โดยนกัศึกษาจะไม่ทราบวา่ส่ิงตวัอยา่งท่ีใชใ้นการฝึกปฏิบติัการไม่ใช่ซีรัมจริงท่ีแยก

ไดจ้ากเลือดของมนุษย ์เน่ืองจากซีรัมเสมือนจริงในงานวิจยัน้ีมีสีเหลืองและสีเหลืองขุ่นเสมือนกบั

ซีรัมจริงท่ีไดจ้ากมนุษย ์

 

5.1  การเตรียมส่ิงตัวอย่างส าหรับการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD 

การศึกษาน้ีเพื่อเตรียมส่ิงตวัอยา่งชนิดเมด็เลือดแดงและซีรัมเสมือนจริงกบัส่ิงตวัอยา่งท่ีได้

จากเลือดของมนุษย ์ส าหรับใชใ้นการเรียนการสอนภาคปฏิบติัการของวิชาวิทยาศาสตร์การบริการ

โลหิต 1 และวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 2 ของคณะเทคนิคการแพทย ์มหาวิทยาลยัรังสิต เร่ือง 

การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT และ CAT โดยการเตรียมส่ิงตวัอยา่งน้ีได้

ใช้เซลล์มาตรฐาน น ้ ายาแอนติบอดี และสสารท่ีไม่ยุ่งยากซับซ้อน ราคาไม่แพง หาง่าย โดยเซลล์

มาตรฐานและน ้ายาแอนติบอดี มีจ าหน่ายท่ีศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ทางดา้น cell grouping ไดใ้ช ้ 3% A 

cells, B cells, O cells และ panel cells หมายเลขท่ีไม่มีแอนติเจน RhD เม่ือท าปฏิกิริยากบัน ้ายา anti-

A, anti-B, anti-AB และ anti-D เพื่อใหผ้ลการทดสอบเป็นหมู่เลือด A RhD positive, B RhD positive, 

O RhD positive และ O RhD negative ตามล าดบั โดยการอ่านผลเป็นบวกแบบปฏิกิริยา การจบักลุ่ม

ของเม็ดเลือดแดง (agglutination) และให้ผลลบโดยไม่พบปฏิกิริยา agglutination อย่างไรก็ตาม

การศึกษาน้ีไม่สามารถเตรียมหมู่เลือด AB ได ้เน่ืองจากไม่มีเซลลม์าตรฐานจ าหน่าย ซ่ึงการจะเตรียม

เซลลเ์ม็ดเลือดแดงหมู่ AB ตอ้งใชเ้ลือดจากมนุษยท่ี์เป็นหมู่ AB โดยอาจใชเ้ซลล์  เม็ดเลือดแดงจาก

ถุงเลือดของผูบ้ริจาคท่ีหมดอายแุลว้ ทั้งน้ีถา้น ามาใชใ้นการเรียนการสอน ตอ้งมีการขอจริยธรรมการ

วิจยัในคนดว้ย
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ส าหรับการตรวจหมู่เลือด ABO ทางดา้น serum grouping ผูว้ิจยัไดใ้ชซี้รัมเสมือนจริงเพื่อ

เป็นส่ิงตวัอยา่งในการทดสอบ ซ่ึงมีการเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีมีสีเหลืองเสมือนกบัซีรัมจริงท่ีแยก

ไดจ้ากเลือดของมนุษย ์โดยสสารท่ีใชใ้นการเตรียมซีรัมเสมือนจริงน้ีมีความปลอดภยั หาง่าย และ

ขั้นตอนการเตรียมไม่ยุ่งยากซับซ้อน (องัสนา โยธินารักษ ์และอรนนัท ์พรหมมาโน, 2560) และมี

การพฒันาการเตรียมซีรัมเสมือนจริงโดยการเพิ่มอลับูมิน 0.5% (w/v) เพื่อลดการแตกของเม็ดเลือด

แดง (องัสนา โยธินารักษ์, 2561) และต่อมาในปี 2565 ไดล้ดความเขม้ขน้ของอลับูมินเป็น 0.1% 

(w/v) เพื่อลดค่าใชจ่้าย (ณภาภชั แสงทวีป และคณะ, 2565) นอกจากน้ี มีการเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ี

มีความขุ่น โดยการเพิ่มความขุ่นท าไดโ้ดยการเติมสาร coffee mate เพื่อให้ไดซี้รัมเสมือนจริงท่ีเม่ือ

มองเห็นดว้ยตาเปล่าแลว้จะมีลกัษณะที่แตกต่างกนักบัซีรัมเสมือนจริงจากงานวิจยัก่อนหน้า 

(ฐปกรณ์ จนัหา และคณะ, 2566)  

การเตรียมส่ิงตวัอยา่งส าหรับการตรวจทางดา้น serum grouping ไดใ้ชซี้รัมเสมือนจริงจาก

งานวิจยัก่อนหนา้ดงักล่าวขา้งตน้ โดยงานวิจยัน้ีไดก้ าหนดใหสู้ตรท่ี 1 เป็นสีเหลืองและสูตร 2 เป็นสี

เหลืองขุ่น และใชน้ ้ายาแอนติบอดีต่อหมู่เลือด ไดแ้ก่ anti-D, anti–M, anti-D + anti-M, anti-C, anti-E 

และ anti-C + anti-E เม่ือเติมน ้ ายาแอนติบอดีลงในซีรัมเสมือนจริงท่ีมีสีเหลืองและสีเหลืองขุ่น 

จากนั้นให้ท าปฏิกิริยากบัแอนติเจนท่ีจ าเพาะและไม่จ าเพาะบนเซลล์เม็ดเลือดแดงของ 3% panel 

cells เพื่อทดแทนการใชเ้ป็นเซลลม์าตรฐานในการตรวจทางดา้น serum grouping โดยใส่ลงในขวด

ท่ีมีการติดฉลาก 3% A cells, B cells และ O cells เพื่อใหเ้สมือนกบัการตรวจในสถานการณ์จริง โดย

การอ่านผลเป็นบวกแบบปฏิกิริยา agglutination และใหผ้ลลบโดยไม่พบปฏิกิริยา agglutination ทั้งน้ี

การศึกษาน้ีไดมี้การจดัเป็นชุดของส่ิงตวัอยา่งทางดา้นของ cell grouping และ serum grouping ท่ีมี

หมู่เลือด ABO ท่ีสมัพนัธ์กนั เพื่อใหน้กัศึกษาไดฝึ้กปฏิบติัจริง 

 

5.2  การเปรียบเทียบลกัษณะทางกายภาพ ค่า optical density (OD) และ specific gravity 

(Sp.Gr.) ของซีรัมเสมือนจริงทั้ง 2 สูตร แบบไม่เติมแอนติบอดี เติม anti-D, anti-M, 

anti-D + anti-M, anti-C, anti-E และ anti-C + anti-E 

การศึกษาน้ีไดมี้การเตรียมซีรัมเสมือนจริง 2 สูตร ไดแ้ก่ สูตรท่ี 1 สีเหลืองและสูตรท่ี 2 สี

เหลืองขุ่น โดยน าซีรัมเสมือนจริงมาเจือจาง anti-D, anti-M, anti-D + anti-M, anti-C, anti-E, และ 

anti-C + anti-E ท่ีอตัราส่วนการเจือจาง 1: 2 เม่ือดูดว้ยตาเปล่าซีรัมเสมือนจริงทั้ง 2 สูตร มีความ

แตกต่างทางลกัษณะทางกายภาพทางดา้นความขุ่น เน่ืองจากซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 2 มีการเติม 

coffee mate ซ่ึงเม่ือเติมลงในซีรัมเสมือนจริงจะท าให้เกิดความขุ่น การท่ีผูว้ิจยัสร้างส่ิงตวัอยา่งให้มี
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ลกัษณะทางกายภาพท่ีแตกต่างกนั เพื่อท าให้ผูเ้รียนท่ีไดรั้บส่ิงตวัอย่างหลาย unknown เพื่อตรวจ   

หมู่เลือด ABO ทางดา้น serum grouping 

 ส าหรับการเปรียบเทียบค่า OD ของซีรัมเสมือนจริง กรณีท่ีไม่เติมแอนติบอดีและเติม

น ้ ายาแอนติบอดี โดยใชส้ถิติทดสอบ Kruskal-Wallis H test พบว่า ส่วนใหญ่ไดค่้า p < 0.05 ซ่ึงมี

ความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ อาจเกิดจากการท่ีใชน้ ้ายาแอนติบอดีต่างกนั 

เม่ือเปรียบเทียบค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงทั้ง 2 สูตร โดยใชส้ถิติทดสอบ Kruskal-Wallis 

H test พบว่า เม่ือเปรียบเทียบระหวา่งกรณีท่ีไม่เติมแอนติบอดีและเติม anti-D, anti-M และ anti-D + 

anti-M ของซีรัมเสมือนจริง ไดค่้า p < 0.05 ซ่ึงมีความแตกต่างอย่างมีนัยส าคญัทางสถิติ และเม่ือ

เปรียบเทียบกรณีท่ีไม่เติมแอนติบอดีและเติม anti-C, anti-E และ anti-C + anti-E ของซีรัมเสมือนจริง 

ไดค่้า p < 0.05 ซ่ึงมีความแตกต่างอยา่งมีนยัส าคญัทางสถิติ  

เม่ือเปรียบเทียบซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่ไดเ้ติมแอนติบอดีและซีรัมเสมือนจริงทั้ง 2 สูตรท่ีเติม

แอนติบอดีต่างชนิด ส่งผลให้คุณสมบติัทั้งค่า OD และค่า Sp.Gr. แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทาง

สถิติ ท าให้ผูส้อนสามารถสร้างส่ิงตวัอย่างท่ีสามารถมองไดด้ว้ยตาเปล่าพบว่ามีความแตกต่างกนั 

และเม่ือท าการตรวจหมู่เลือด ABO ทางดา้น serum grouping ใหก้ารอ่านผลและการแปลผลหมู่เลือด 

ABO ท่ีแตกต่างกนั 

 

5.3  การตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT และ CAT  

ผลการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CTT จากการทดสอบโดยวิธี CTT 

พบว่า เม่ือน าเซลล์มาตรฐานมาท าการทดสอบกบั anti-D, anti-M, anti-D + anti-M, anti-C, anti-E, 

และ anti-C + anti-E ในซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น ได้ผล blood 

groups ดัง น้ี  A RhD positive, B RhD positive, O RhD positive, และ  O RhD negative ซ่ึ ง ให้ผล

ถูกตอ้งตามท่ีคาดหวงั เน่ืองจากวิธี CTT เป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) ท่ีแนะน าส าหรับการตรวจ

หมู่เลือดในงานธนาคารเลือด เพราะมีความไวและความจ าเพาะสูง สามารถตรวจพบ antibody ได้

หลายชนิด ทั้งท่ีมี clinical significance เช่น IgG ท่ีท าใหเ้กิด hemolysis และ weak reaction 

จากการทดสอบหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD โดยวิธี CAT ของบริษทั Bio-Rad ท่ีท า

การทดสอบกบั anti-D และ anti-M ในซีรัมเสมือนจริงสูตรท่ี 1 สีเหลือง และสูตรท่ี 2 สีเหลืองขุ่น 

พบว่าเกิดผลลบปลอม ได้แก่ หมู่เลือด A RhD positive, O RhD positive, และ O RhD negative 

เน่ืองจาก panel cells หมายเลข O10 (D-M+) มีแอนติเจน M ซ่ึงอยู่ในแอนติบอดีระบบ MNS โดย

แอนติบอดีในระบบน้ีมกัแสดงลกัษณะ dosage effect คือจะให้ปฏิกิริยาไดดี้กบัเซลล์เม็ดแดงท่ีมี

แอนติเจนในลักษณะ homozygous (MM) มากกว่าเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีมีแอนติเจนในลักษณะ 
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heterozygous (MN)  ดังนั้ น  หากเซลล์เม็ดเลือดแดงท่ีใช้ทดสอบมีแอนติเจน M ในลักษณะ 

heterozygous ปฏิกิริยาท่ีเกิดข้ึนอาจอ่อนลง ท าใหเ้กิดผลลบปลอมได ้(จริยา และศศิธร, 2557) 

จากการทดสอบโดยวิธี CAT ของบริษทั Bio-Rad หมู่เลือด ABO และแอนติเจนRhD ท่ีท า

การทดสอบกบั anti-C และ anti-E ในซีรัมเสมือนจริงสูตรที่ 1 สีเหลือง และสูตรที่ 2 สี เหลือง

ขุ่น พบว่าเกิดผลบวกปลอม ไดแ้ก่ หมู่เลือด B RhD positive เน่ืองจาก B cells ใน serum grouping 

ข้ึนผลบวก สาเหตุอาจเกิดจาก neutral gel ท่ีใช้ในการทดสอบ serum grouping ใกล้หมดอายุ

และเร่ิมแหง้ ท าให ้neutral gel ท่ีท าหนา้ท่ีเป็นตวักลางใหเ้ซลลเ์มด็เลือดแดงผา่นเส่ือมสภาพลง เซลล์

เม็ดเลือดแดงส่วนใหญ่จึงติดอยู่ดา้นบน ส่งผลให้เกิดผลบวกปลอม (Bio-Rad Laboratories, 2016) 

ทั้ งน้ีต้องมีการทดสอบซ ้ าในกรณีท่ีมีข้อสงสัยในผลการทดสอบ อย่างไรก็ตามการศึกษาน้ีมี

งบประมาณจ ากดั จึงไม่สามารถท าการทดสอบซ ้าโดยใช ้gel card ใหม่ได ้

สรุปงานวิจยัน้ีสามารถเตรียมส่ิงตวัอย่างเพื่อใชใ้นการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน 

RhD ทางดา้น cell grouping โดยใช้เซลล์มาตรฐาน ไดแ้ก่ 3% A cells, B cells, O cells และ serum 

grouping โดยใช้ panel cells ท าปฏิกิริยากับซีรัมเสมือนจริงท่ีมีการเติมน ้ ายาแอนติบอดีจาก

สภากาชาดไทยได ้

 

5.4  ข้อเสนอแนะ 

การวิจยัคร้ังน้ี เป็นการพฒันาซีรัมเสมือนจริงเพื ่อน ามาใชใ้นการเ รียนการสอน

ภาคปฏิบตัิการด้านการตรวจหมู่เลือด ABO และแอนติเจน RhD ซ่ึงได้ผลลพัธ์ท่ีแสดงถึงความ

เป็นไปได้ในการใช้งานจริง อย่างไรก็ตาม เพื่อต่อยอดและยกระดับคุณภาพของงานวิจัย จึงมี

ขอ้เสนอแนะ ดงัน้ี 

1)  การเลือกใชเ้ซลลม์าตรฐานจาก panel cells ควรพิจารณาใช ้homozygous antigen เพื่อ

ใหผ้ลท่ีถูกตอ้งและชดัเจน 

2)  พฒันาการเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีสามารถให้ผลบวกแบบการอ่านปฏิกิริยาการแตก

สลายของเมด็เลือดแดง (hemolysis) 

3)  เลือกใช ้Gel card ท่ียงัคงอยูใ่นสภาพดีและสามารถท าปฏิกิริยาไดอ้ยา่งถูกตอ้ง 

4)  ควรเปรียบเทียบผลการทดสอบค่า OD และ Sp.Gr. ระหวา่งซีรัมเสมือนจริงกบัซีรัมจริง

จากมนุษย ์เพื่อใหไ้ดซี้รัมเสมือนจริงท่ีมีคุณสมบติัใกลเ้คียงกบัซีรัมจริงจากมนุษยม์ากท่ีสุด 
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5)  พฒันาการเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีสามารถน าไปใช้ในระบบการประเมินคุณภาพการ

ตรวจวิเคราะห์ของห้องปฏิบติัการโดยองคก์รภายนอก (External Quality Assessment, EQA) เพื่อ

ตรวจสอบและประเมินคุณภาพของซีรัมเสมือนจริงใหเ้ป็นไปตามมาตรฐาน 
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สถาบัน คณะวิทยาศาสตร์ มหาวิทยาลัยหัวเฉียวเฉลิม พระเกียรติ สมทุรปราการ, 6, 172-179.
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ภาคผนวก ก 

เคร่ืองมือ, อปุกรณ์, สารเคมี และน า้ยาทดสอบ 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

มหาว
ทิยา

ลยัรั
งสิ

ต 

Ran
gsi

t U
niv

ers
ity

 



49 

 

 
   

 

เคร่ืองมือ 

 

 

 

 

 

 

Centrifuge (EBA21) Hot plate stirrer   

  

Auto pipette 20 - 200 μl 100 - 1000 μl Digital balance 

  

Spectrophotometer Refractometer 
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อุปกรณ์ 

 

 

 

 

 

 

Pipette tips 200 µl Pipette tips 1,000 µl 

   

หลอดทดลองขนาด 10 x 75 มม. หลอดทดลองขนาด 12 x 75 มม. 

  

Beaker ขนาด  50 mL, 100 mL และ  

ขนาด 250 mL 

Serologic pipettes 10 mL 

  

Parafilm หลอดกาแฟ 
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แท่งแกว้คนสาร Racks วางหลอดทดลอง 

 

 

ขวดน ้ากลัน่ กระบอกตวง 100 mL 
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น า้ยา 

 

 

 

 

 

 

เก๊กฮวยผงส าเร็จรูปตราหงัโจว สีน ้าผสมอาหารสีเหลืองไข่ 

  

Albumin: bovine serum Sodium chloride: AR grade 

  

Coffee mate น ้ากลัน่ (distilled water: DW) 
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น า้ยาและเซลล์มาตรฐานจากศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

  

Anti-M Anti-D 

  

   Anti-C Anti-E 

 
 

 

3% A cell 3% B cell 
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3% O cell Alserver’s solution 

 

 

3% Panel cells  
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ภาคผนวก ข 

Certificate of analysis น า้ยาและเซลล์กาชาด 
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  3% A cells, 3% B cells  3% Screening cells (O1, O2, O3) 

  

  Anti-A  Anti-B  
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  Anti-A,B Anti-D (IgM/IgG) 

  

  Anti-M Anti-C
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Anti-E 
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ประวติัผู้วจิัย 

 

ช่ือ-สกุล เจนจิรา รินรส 

วนั เดือน ปีเกิด 29 สิงหาคม 2546 

สถานท่ีเกิด กรุงเทพมหานคร 

ท่ีอยูปั่จจุบนั 301/333 หมู่บ้านกิตตินิเวศน์ แขวงหัวหมาก เขตบางกะปิ จังหวัด

กรุงเทพมหานคร 

ประวติัการศึกษา ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ. 2562  จากโรงเรียน

เตรียมอุดมศึกษานอ้มเกลา้ จงัหวดักรุงเทพมหานคร 

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ. 2565 จากโรงเรียน

เตรียมอุดมศึกษานอ้มเกลา้ จงัหวดักรุงเทพมหานคร 

ปัจจุบนั นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี 4 มหาวิทยาลยัรังสิต
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ประวติัผู้วจิัย 

 

ช่ือ-สกุล ธิดารัตน์ โสดสงค ์

วนั เดือน ปีเกิด 1 พฤษภาคม 2547 

สถานท่ีเกิด ปราจีนบุรี 

ท่ีอยูปั่จจุบนั 86/37 ถนนบา้นปากแรต อ าเภอบา้นโป่ง ต าบลบา้นโป่ง จงัหวดัราชบุรี 

ประวติัการศึกษา ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ. 2562 จากโรงเรียนนารีวุฒิ 

จงัหวดัราชบุรี 

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ. 2565 จากโรงเรียนนารีวฒิุ 

จงัหวดัราชบุรี 

ปัจจุบนั นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี 4 มหาวิทยาลยัรังสิต
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ประวติัผู้วจิัย 

 

ช่ือ-สกุล นาราภทัร บุญประคอง 

วนั เดือน ปีเกิด 4 กมุภาพนัธ์ 2547 

สถานท่ีเกิด ปทุมธานี 

ท่ีอยูปั่จจุบนั 87 รังสิต-นครนายก 13 ซอย 15 ต าบลประชาธิปัตย ์อ าเภอธญับุรี  

จงัหวดัปทุมธานี 

ประวติัการศึกษา ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ. 2562 จากโรงเรียนธญับุรี 

จงัหวดัปทุมธานี 

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ. 2565 จากโรงเรียนธญับุรี 

จงัหวดัปทุมธานี 

ปัจจุบนั นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี 4 มหาวิทยาลยัรังสิต
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ประวติัผู้วจิัย 

 

ช่ือ-สกุล นิชากร มาเพง็ 

วนั เดือน ปีเกิด 19 ธนัวาคม 2545 

สถานท่ีเกิด กรุงเทพมหานคร 

ท่ีอยูปั่จจุบนั 28/258 หมู่ 4 ต าบลบางตลาด อ าเภอปากเกร็ด จงัหวดันนทบุรี 

ประวติัการศึกษา ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ. 2561 จากโรงเรียน

สตรีนนทบุรี จงัหวดันนทบุรี 

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ. 2564 จากโรงเรียน

สตรีนนทบุรี จงัหวดันนทบุรี 

ปัจจุบนั นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี 4 มหาวิทยาลยัรังสิต
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ประวติัผู้วจิัย 

 

ช่ือ-สกุล มณิชญา นวลสาย 

วนั เดือน ปีเกิด 6 กมุภาพนัธ์ 2547 

สถานท่ีเกิด พะเยา 

ท่ีอยูปั่จจุบนั 151 หมู่บา้นกวา้นใต ้ต าบลดงเจน อ าเภอภูกามยาว จงัหวดัพะเยา 

ประวติัการศึกษา ส าเร็จการศึกษาระดับมัธยมศึกษาตอนต้น พ.ศ. 2562  จากโรงเรียน

วิทยาศาสตร์จุฬาภรณราชวิทยาลยั เชียงราย 

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ. 2565 จากโรงเรียน

วิทยาศาสตร์จุฬาภรณราชวิทยาลยั เชียงราย 

ปัจจุบนั นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี 4 มหาวิทยาลยัรังสิต
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ประวติัผู้วจิัย 

 

ช่ือ-สกุล วรัญญา ช่วยสุวรรณ 

วนั เดือน ปีเกิด 29 เมษายน 2547 

สถานท่ีเกิด ตรัง 

ท่ีอยูปั่จจุบนั 95/1 หมู่ 1 ต าบลกะลาเส อ าเภอสิเกา จงัหวดัตรัง 

ประวติัการศึกษา ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนตน้ พ.ศ. 2562 จากโรงเรียน

สภาราชินี จงัหวดัตรัง จงัหวดัตรัง 

ส าเร็จการศึกษาระดบัมธัยมศึกษาตอนปลาย พ.ศ. 2565 จากโรงเรียน

สภาราชินี จงัหวดัตรัง จงัหวดัตรัง 

ปัจจุบนั นกัศึกษาคณะเทคนิคการแพทย ์ชั้นปีท่ี 4 มหาวิทยาลยัรังสิต 
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