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บทคัดย่อ  

 การศึกษานี้มีวัตถุประสงค์เพื่อเตรียมซีรัมเสมือนจริงให้มีสีเหลือง สีเหลืองอ่อนและสีเหลืองขุ่น เสมือน
กับสีของซีรัมจริงที่ได้จากเลือดของมนุษย์ เพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการวิชา วิทยาศาสตร์การบริการ
โลหิต ของคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยร ังสิต เร ื ่อง การตรวจกรองแอนติบอดีต ่อหมู ่เลือด ชนิด 
unexpected antibodies (unexpected antibody screening) ผลการทดสอบพบว่าซีรัมเสมือนจริงสีเหลืองขุ่น 
เมื่อดูด้วยตาเปล่าพบว่า มีความขุ่นมากกว่าสีเหลืองและสีเหลืองอ่อน ผลของการเปรียบเทียบค่าการดูดกลืนแสง 
พบว่า ซีรัมเสมือนจริงท้ัง 3 แบบ คือ สีเหลือง สีเหลืองอ่อน และสีเหลืองขุ่น มีค่าการดูดกลืนแสงที่แตกต่างกันอย่าง
มีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) ส่วนค่าความถ่วงจ าเพาะ พบว่าซีรัมเสมือนจริงสีเหลืองอ่อน มีค่าความถ่วงจ าเพาะ
ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) กับซีรัมเสมือนจริงสีเหลืองและสีเหลืองขุ่น ผลการทดสอบ 
antibody screening ในทุกตัวกลาง พบว่าซีรัมเสมือนจริงทั้ง 3 แบบ ที่ไม่เติม anti-D (IgG) ให้ผลการทดสอบเป็น
ลบจริงและไม่เกิดผลบวกปลอม ส่วนซีรัมเสมือนจริงท่ีเติม anti-D (IgG) ให้ผลการทดสอบเป็นบวกจริงและไม่เกิดผล
ลบปลอม สรุปซีรัมเสมือนจริงสีเหลือง สีเหลืองอ่อน และสีเหลืองขุ่น ให้ลักษณะสีเหลืองและความขุ่นที่แตกต่างกัน 
ท าให้สามารถเตรียมเป็นสิ่งตัวอย่างได้หลายตัวอย่างที่มีลักษณะทางกายภาพด้านสีและความขุ่นท่ีเสมือนกับซีรัมจริง
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ที่ได้จากมนุษย์ เพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการ เรื่อง antibody screening ในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโท
นิก, น ้าเกลือความเข้มข้นไอออนต ่า และเอนไซม์ปาเปน ได้เป็นอย่างดีและมีประสิทธิภาพ  
 
ค าส าคญั: ซีรัมเสมือนจริง; การตรวจกรองแอนติบอดี; น ้าเกลือไอโซโทนิก; น ้าเกลือความเข้มข้นไอออนต ่า; เอนไซม์
ปาเปน 

ABSTRACT 
 This study aimed to develop virtual serum in three distinct appearances such as yellow, 
light yellow, and turbid yellow that similarly the actual serum obtained from human blood. The 
virtual serum was designed for use in the laboratory teaching of the Transfusion Science subject at 
the Faculty of Medical Technology, Rangsit University in the topic of antibody screening for 
unexpected antibodies detection. The results showed that virtual serum with turbid yellow color 
by naked eye observation was more turbid than the yellow and light yellow. The comparison of 
absorbance values revealed statistically significant differences among all three virtual serum (p < 
0.05). Results of specific gravity showed that the light-yellow virtual serum demonstrated a 
statistically significant difference (p < 0.05) compared with the yellow and turbid yellow virtual 
serum.  Antibody screening results demonstrated that all virtual serum without anti-D (IgG) yielded 
true negative outcomes with no false positives. Conversely, the virtual sera supplemented with 
anti-D (IgG) showed true positive results without false negatives in all testing media. In conclusion, 
the developed virtual serum such as yellow, light yellow, and turbid yellow exhibited different 
shades and turbidity characteristics similar to real human serum. This virtual serum can be 
effectively and efficiently used as practical teaching materials for antibody screening in isotonic 
saline solution, low ionic strength saline solution, and papain enzyme media. The proposed model 
provides a valuable educational tool for laboratory training in blood banking techniques. 
 
Keywords: virtual serum; antibody screening; isotonic saline solution; low ionic strength saline 
solution; papain enzyme 
 

1. บทน า  
 Antibody screening คือการทดสอบเพื่อตรวจหา unexpected antibodies ที่มีความส าคัญทางด้าน
คลินิก โดยท าในกลุ่มต่าง ๆ ด้แก่ ผู้ป่วยที่จะรับเลือด ผู้ป่วยที่เกิดปฏิกิริยาอันไม่พึงประสงค์จากการรับเลือด ผู้
บริจาคโลหิต และหญิงมีครรภ์ที่มีประวัติว่าเคยมีบุตรตาเหลอืง ตัวเหลือง มีประวัติการแท้ง                            หรือ
ได ้ร ับเลือดมาก่อนตั ้งครรภ์แล้วหลายหน  การที ่จะตรวจหา unexpected antibodies ที ่ม ีความส าคัญ 
ทางด้านคลินิกให้ได้มากท่ีสุดนั้นจะมีการใช้ตัวกลางที่ช่วยส่งเสริมการเกิดปฏิกิริยาระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดี
ที่นิยมใช้ในห้องปฏิบัติการธนาคารเลือด ได้แก่ น ้าเกลือความเข้มข้นไอออนต ่า (low-ionic strength solution 
(LISS)), bovine serum albumin (BSA), polyethylene glycol (PEG), proteolytic enzymes และ polycations 
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โดยต่ละชนิดมีข้อดีและข้อจ ากัดแตกต่างกัน ทั้งนี้เทคนิคที่ใช้ในการท า antibody screening ในงานธนาคารเลอืด 
ส่วนมากจะใช้ saline test ซึ ่งจะไม่มีผลกระทบจากสารต่าง ๆ ที ่อาจรบกวนปฏิกิริยา แต่วิธีนี ้ขาดความไว 
(sensitivity) ในการทดสอบ จึงมักใช้เทคนิคที่มีความไวที่ดีมากควบคู่กับ saline test เช่น LISS test, enzyme 
technique เป็นต้น 
 

2. เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวขอ้ง  
 การเรียนการสอนในภาคปฏิบัติการวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิต 1 ของคณะเทคนิคการแพทย์
มหาวิทยาลัยรังสิต มีหัวข้อเรื่อง antibody screening ซึ่งการทดสอบดังกล่าวต้องมีการใช้สิ่งตัวอย่างชนิดซีรัม ซึ่ง
การเตรียมสิ่งตัวอย่างชนิดซีรัมเพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏบิัติการ มีข้อจ ากัดคือ ต้องใช้เลือดครบส่วนปริมาณ
มากเพื่อน ามาปั่นแยกซีรัมออกมา จึงจะเพียงพอกับนักศึกษาชั้นปีที่ 3 จ านวน 180 คน ทั้งนี้การเจาะเลือดจาก
มนุษย์ในปริมาณมาก ไม่สามารถท าได้เพราะอาจเป็นอันตรายต่อผู้ถูกเจาะ นอกจากน้ี unexpected antibody ใน
บางกลุ่มประชากรพบได้น้อย โดยมีการพบได้ร้อยละ 0.3 - 38.0 การพบร้อยละที่แตกต่างกันนั้นขึ ้นกับกลุ่ม
ประชากรและวิธีการทดสอบที่ใช้ [1] และซีรัมยังเป็นสิ่งตัวอย่างที่อาจเสี่ยงต่อโรคติดต่อจากการรับเลือด เช่น เช้ือ
ตับอักเสบบี ซีและเช้ือเอดส์ (HBV, HCV, HIV) [2] ซึ่งมีอันตรายต่อนักศึกษาที่ท าการฝึกตรวจ antibody screening   
 อังสนาและคณะ [3]  ศึกษาเบื ้องต้นเกี ่ยวกับการเตรียมซีรัมเสมือนจริงส าหรับการตรวจกรอง 
unexpected antibodies ในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก ผลที่ได้จากการศึกษาครั้งนี้ ท าให้ผู้สอนมีทางเลือกที่จะ
เตรียมซีรัมเสมือนจริงเพื่อทดแทนการใช้ pooled serum หรือ frozen plasma  ซึ่งมีความเสี่ยงท่ีจะได้รับเช้ือจาก
เลือดของมนุษย์ อย่างไรก็ตามงานวิจัยนี้พบปัญหาบางอย่างในการทดสอบ antibody screening คือซีรัมเสมือนจรงิ
ที่ให้ผลลบบางส่วนท าให้เม็ดเลือดแดงแตกในขั้นตอนการบ่มที่อุณหภูมิห้องและ 37 องศาเซลเซียส ต่อมาในปี 2561 
อังสนา โยธินารักษ์ ได้มีการพัฒนาการเตรียมซีรัมเสมือนจริงโดยเพิ่มการเติมอัลบูมิน โดยน ามาท าเป็นสิ่งตัวอยา่งที่
ให้ผลเป็นลบและผลบวกในการทดสอบ antibody screening ในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก น ้าเกลือความเข้มข้น
ไอออนต ่า  และเอนไซม์ปาเปน ผลการทดลองพบว่าซีรัมเสมือนจริงไม่ท าให้เม็ดเลือดแดงแตกในตัวกลางทั้งสามใน
ทุกขั้นตอนของการทดสอบ [4]  และในปี 2568 มีการลดจ านวนของสารอัลบูมินซึ ่งมีราคาแพง เพื่อประหยัด
ค่าใช้จ่าย และมีการเจือจางซีรัมเสมือนจริงเพื่อท าให้ได้สีของซีรัมเสมือนจริงที่มีสีเหลืองจนถึงสีเหลืองอ่อน  เพื่อ
น ามาใช้ท าสิ่งตัวอย่างได้หลายตัวอย่าง ที่มีความเข้มของสีเหลืองที่แตกต่างกัน [5]   
 งานวิจัยนี ้ผู ้ว ิจัยจึงสนใจเรื ่อง Routine to Research (R2R) ซึ ่งเป็นการน าเอาปัญหาที ่พบในงาน
ประจ าวันมาเข้าสู่งานวิจัยเพื่อหาแนวทางแก้ไขและน าไปพัฒนางานประจ าให้ดีขึ้น โดยต้องมีการวางแผนและการ
ด าเนินงานวิจัยที ่ถูกต้องตามหลักวิชาการเพื่อให้ได้ค าตอบที ่มีความน่าเชื ่อถือมากที่สุด [6] งานวิจัยนี้จึงมี
วัตถุประสงค์ เพื่อเตรียมซีรัมเสมือนจริงที่ลดปริมาณของอัลบูมิน ที่มีสีเหลือง สีเหลืองอ่อน และพัฒนาซีรัมเสมือน
จริงที่มีสีเหลืองให้มีความขุ่นมากขึ้น และศึกษาการพบผลบวกปลอมและผลลบปลอมในการทดสอบ antibody 
screening ในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก  น ้าเกลือความเข้มข้นไอออนต ่า และเอนไซม์ปาเปน  
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3. วิธีการวิจัย  
3.1  การเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีให้ผลลบในการทดสอบ antibody screening  
      3.1.1 การเตรียมซีรัมเสมือนจริง จ านวน 3 สูตร ได้แก่ สูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิม, สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน และ
สูตรที่ 3 สีเหลืองขุ่น ท าตามงานวิจัยของอังสนาและคณะ [5] ดังนี ้
   1)  สูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิม  
              ชั่งผงเก๊กฮวย 6 กรัม, NaCl 0.85 กรัม และอัลบูมิน 0.1 กรัม เติมน ้ากลั่น 100 มิลลิลิตร เขย่า
ส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 3 นาที เติมสีน ้าผสมอาหารสเีหลอืงไข่ 150 ไมโครลิตร เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 3 นาที  
   2)  สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน  
           เตรียมตัวเจือจางซีรัมเสมือนจริง โดยการชั่งอัลบูมิน 0.1 กรัม, NaCl 0.85 กรัม เติมน ้ากลั่น 100 
มิลลิลิตร เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 3 นาที จะได้ 0.1% อัลบูมิน (w/v) จากนั้นเจือจางซีรัมเสมือนจริงสูตรที่ 1 
ให้มีอัตราส่วนการเจือจางเท่ากับ 1:4 โดยการน าซีรัมเสมือนจริงสูตรที่ 1 จ านวน 20 มิลลิลิตร เจือจางด้วย 0.1% 
อัลบูมิน (w/v) 60 มิลลิลิตร เชย่าส่วนผสมให้เข้ากัน นาน 3 นาที 
     3)  สูตรที่ 3 สีเหลืองขุ่น  
           เตรียมตัวเจือจางซีรัมเสมือนจริง เหมือนข้อ 1 และความขุ่น โดยชั่ง stock coffee mate 10 กรัม 
เติมน ้ากลั่น 10 มิลลิลิตร ต้มบน hot plate จนเดือด จะได้เป็น stock coffee mate จากนั้นซีรัมเสมือนจริงสูตรที่ 
1 จ านวน 100 มิลลิลิตร ดูดออก 150 มิลลิลิตร เติม stock coffee mate 150 มิลลิลิตร เขย่าส่วนผสมให้เข้ากัน 
นาน 3 นาที   
 3.1.2 ดูลักษณะทางกายภาพของซีรัมเสมือนจรงิทั้ง 3 สูตร จากข้อ 3.1.1 ทางด้านสี ความใสและความขุ่นดว้ย
ตาเปล่า วัดค่า optical density (OD) ที่ 450 nm จ านวน 30 ครั้ง และ ค่า specific gravity (Sp.gr.) จ านวน 30 
ครั้ง 
 3.1.3 ท าการทดสอบ antibody screening โดยวิธีหลอดทดลองโดยใช้ซีรัมเสมือนจริงทั้ง 3 สูตร จากข้อ 
3.1.1 จ านวน 30 ครั้ง และตรวจสอบผลการทดลองว่าให้ผลเป็นลบทุกสถานะของการทดสอบที่ RT, 37 OC และ 
antiglobulin phase 
3.2 การเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีให้ผลบวกในการทดสอบ antibody screening 
 3.2.1 การเตรียมซีรัมเสมือนจริงท่ีให้ผลบวก จ านวน 3 สูตร ได้แก่ สูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิม, สูตรที ่2 สีเหลือง
อ่อน และสูตรที่ 3 สีเหลืองขุ่น มีวิธีการเตรียมตามงานวิจัยของอังสนาและคณะ [5] ดังน ี
        1)  สูตรที่ 1 และ 3  
              เจือจาง anti-D (IgG) ด้วยซีรมัเสมือนจริงสตูรที่ 1 และ 3 จากข้อ 3.1 ที่อัตราส่วนการเจือจาง 1:8 
เพือ่ให้ได้ผลบวกที่เกรดของ agglutination เท่ากับ 2+ - 3+  
         2)  สูตรที่ 2 
              น าซีรัมเสมือนจริงท่ีใหผ้ลบวกสูตรที่ 1 มาเจือจางด้วย 0.1% อัลบูมิน (w/v) ที่อัตราส่วนการเจือ
จาง  1:4 เพือ่ให้ได้ผลบวกที่เกรดของ agglutination เท่ากับ 2+ - 3+  
 3.2.2 ดูลักษณะทางกายภาพของซีรัมเสมือนจรงิทั้ง 3 สูตร จากข้อ 3.2.1 ทางด้านสี ความใสและความขุ่นดว้ย
ตาเปล่า วัดค่า optical density (OD) ที่ 450 nm จ านวน 30 ครั้ง และ ค่า specific gravity (Sp.gr.) จ านวน 30 
ครั้ง 
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 3.2.3 ท าการทดสอบ antibody screening โดยวิธีหลอดทดลองโดยใช้ซีรัมเสมือนจริงทั้ง 3 สูตร จากข้อ 
3.2.1 จ านวน 30 ครั้ง และตรวจสอบผลการทดลองว่าให้ผลเป็นบวกที่สถานะของการทดสอบที่ antiglobulin 
phase เท่านั้น  
3.3 การตรวจกรองแอนติบอดีโดยวิธีหลอดทดลอง 
 3.3.1 การทดสอบ antibody screening ในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก     
  เติมสารละลายซีรัมเสมือนจริง 2 หยด ลงในแต่ละหลอดทดลอง จ านวน 3 หลอด เติม screening 
cells O1, O2 และ O3 ลงในหลอดที่ 1, 2 และ 3 หลอดทดลองละ 1 หยด ตามล าดับ เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่
อุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที ปั ่น 20 วินาที เพื ่ออ่านผลปฏิกิริยาการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง (hemolysis) 
จากนั้นให้เขย่าหลอดทดลองเพื่ออ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง (agglutination) บันทึกผลที่
อุณหภูมิห้อง (RT) อุ่นทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 30 นาที ป่ัน 20 วินาที เพื่ออ่านผลปฏิกิริยาการแตกสลาย
ของเม็ดเลือดแดง จากนั้นให้เขย่าหลอดทดลองเพื่ออ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง บันทึกผลที่
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปั่นล้างเซลล์เม็ดเลือดแดงด้วย normal saline solution (NSS) จ านวน 3 ครั้ง โดยใส่
น ้าเกลือประมาณ 3/4 ของหลอดทดลอง ครั้งสุดท้ายสลัดน ้าเกลือทิ้งจนหมด และซับน ้าส่วนที่เหลือให้แห้ง  เติม
น ้ายา anti-human globulin 2 หยด เขย่าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงผสมกับน ้ายา ปั่น 20 วินาที เพื่ออ่านผลปฏิกิริยา
การจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงด้วยตาเปล่า ถ้าไม่พบปฏิกิริยาให้อ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ บันทึกผลที ่indirect 
antiglobulin test (IAT) ตามวิธีการของ Roback และคณะ [1]    
 3.3.1 การทดสอบ antibody screening ในตัวกลางน ้าเกลือความเข้มข้นไอออนต ่า     
                เติมสารละลายซีรัมเสมือนจริง 2 หยด ลงในแต่ละหลอดทดลอง จ านวน 3 หลอด เติมน ้ายาน ้าเกลือ
ความเข้มข้นไอออนต ่า หลอดทดลองละ 2 หยด  เติม screening cells O1, O2 และ O3 ลงในหลอดที่ 1,2 และ 3 
หลอดทดลองละ 1 หยด ตามล าดับ เขย่าให้เข้ากัน ตั้งทิ้งไว้ที่อุณหภูมิห้อง นาน 5 นาที ปั่น 20 วินาที เพื่ออ่านผล
ปฏิกิริยาการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง จากนั้นใหเ้ขย่าหลอดทดลองเพ่ืออ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือด
แดง บันทึกผลที่อุณหภูมิห้อง อุ่นที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 นาที  ปั่น 20 วินาที เพื่ออ่านผลปฏิกิริยา
การแตกสลายของเม็ดเลือดแดง จากนั้นให้เขย่าหลอดทดลองเพื่ออ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง 
บันทึกผลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปั่นล้างเซลล์เม็ดเลือดแดงด้วย NSS จ านวน 3 ครั้ง โดยใส่น ้าเกลือประมาณ 
3/4 ของหลอดทดลอง ครั้งสุดท้ายสลัดน ้าเกลือทิ้งจนหมด และซับน ้าส่วนที่เหลือให้แห้ง เติมน ้ายา anti-human 
globulin 2 หยด เขย่าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงผสมกับน ้ายา ปั่น 20 วินาที เพื่ออ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ด
เลือดแดงด้วยตาเปล่า ถ้าไม่พบปฏิกิริยาให้อ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ บันทึกผลที่ IAT ตามวิธีการของ Roback 
และคณะ [1]    
 3.3.2 การทดสอบ antibody screening ในตัวกลางเอนไซม์ปาเปน     
               เติมสารละลายซีรัมเสมือนจริง 2 หยด ลงในแต่ละหลอดทดลอง จ านวน 2 หลอด เติม papainized 
screening cells O1 และ O2 ลงในหลอดที ่1 และ 2 หลอดทดลองละ 1 หยด ตามล าดับ เขย่าให้เข้ากัน  ตั้งทิ้งไว้
ที่อุณหภูมิห้อง 5 นาที ปั่น 20 วินาที เพื่ออ่านผลปฏิกิริยาการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง จากนั้นให้เขย่าหลอด
ทดลองเพื่ออ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง บันทึกผลที่อุณหภูมิห้อง อุ่นที่ 37 องศาเซลเซียส นาน 15 
นาที  ปั่น 20 วินาที เพื่ออ่านผลปฏิกิริยาการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง จากนั้นให้เขย่าหลอดทดลองเพื่ออ่านผล
ปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง บันทึกผลที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ปั่นล้างเซลล์เม็ดเลอืดแดงด้วย NSS 3 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มทร.สุวรรณภูมิ Print ISSN: 2586-8101 Online ISSN: 2697-6447 
ปีท่ี 9 ฉบับท่ี 3 (กันยายน 2568-ธันวาคม 2568) 

  

 

6 

ครั้ง โดยใส่น ้าเกลือประมาณ 3/4 ของหลอดทดลอง ครั้งสุดท้ายสลัดน ้าเกลือทิ้งจนหมด และซับน ้าส่วนที่เหลือให้
แห้ง เติมน ้ายา anti-human globulin 2 หยด เขย่าให้เซลล์เม็ดเลือดแดงผสมกับน ้ายา ปั่น 20 วินาที เพื่ออ่านผล
ปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงด้วยตาเปล่า ถ้าไม่พบปฏิกิริยาให้อ่านผลภายใต้กล้องจุลทรรศน์ บันทึกผลที่ 
IAT ตามวิธีการของ Roback และคณะ [1]    
  การควบคุมคุณภาพ antiglobulin test โดยการเติม 3% Coombs’ Control Cells 1 หยด ลง
ในหลอดทดลองที่อ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงเป็นลบภายใต้กล้องจุลทรรศน์ ปั่น  20 วินาที ถ้า
ให้ผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงเป็นบวกแสดงว่าการทดสอบถูกต้องและน ้ายามีประสิทธิภาพ สามารถ
แปลผลการทดลองได้ ถ้าให้ผลเป็นลบแสดงว่าการทดสอบไม่ถูกต้องหรือน ้ายาไม่มีประสิทธิภาพ ไม่สามารถแปลผล
การทดลองได้ ต้องท าการทดสอบใหม่ตามวิธีการของ Roback และคณะ [1]    
    3.3.3  การอ่านผลการทดสอบ  
      การอ่านผลปฏิกิริยาการแตกสลายของเม็ดเลือดแดง ลงผลการทดสอบ ดังนี้ 
          H  หมายถึง  complete hemolysis คือ มีการแตกสลายของเซลล์เม็ดเลือดแดงท้ังหมด น ้าเป็นสีแดง 
และไม่มีเซลล์เม็ดเลือดแดงเหลืออยู่ก้นหลอดทดลอง 
      PH หมายถึง  partial hemolysis คือ มีการแตกสลายของเซลล์เม็ดเลือดแดงบางส่วน น ้าเป็นสีแดง 
และมีเซลล์เม็ดเลือดแดงจับกลุ่มเหลืออยู่ก้นหลอดทดลอง 
   0  หมายถึง   ไม่มีการแตกสลายของเซลล์เม็ดเลือดแดง  
     การอ่านผลปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง ลงผลการทดสอบ ดังนี้  
 4+  หมายถึง  เม็ดเลือดแดงจับกลุ่มเป็นก้อนขนาดใหญ่ก้อนเดียว น ้าใส 
 3+  หมายถึง  เม็ดเลือดแดงจับกลุ่มเป็นก้อนขนาดใหญ่หลายก้อน น ้าใส 
 2+  หมายถึง  เม็ดเลือดแดงจับกลุ่มเป็นก้อนขนาดกลางหลายก้อน น ้าใส 
 1+  หมายถึง  เม็ดเลือดแดงจับกลุ่มเป็นก้อนขนาดเล็กหลายก้อน น ้าขุ่นและมีสีแดง 
     w   หมายถึง  เม็ดเลือดแดงจับกลุ่มเป็นก้อนขนาดเล็กมาก ๆ มองด้วยตาเปล่าเกือบไม่เห็น 
                                  การกลุ่ม เห็นได้ชัดเมื่อดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ น ้าขุ่นและมีสีแดง 
 0    หมายถึง  ไม่มีปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง 
3.4 การรวบรวมข้อมูลและการวิเคราะห์ข้อมูล 
     รายงานลักษณะทางกายภาพของซีรัมเสมือนจริงสูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิม, สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน และสูตรที่ 3 
สีเหลืองขุ่น ท่ีไม่เติม anti-D (IgG) และเติม anti-D (IgG) ทางด้านสี ความใสและความขุ่น 
       เก็บรวบรวมผลการศึกษาและน ามาวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติโดยใช้โปรแกรม SPSS version 25.0 การรายงาน
ข้อมูลของค่า OD และ ค่า Sp.Gr. ในรูปแบบของ median (range) การวิเคราะห์ความแตกต่างของค่า OD และ ค่า 
Sp.Gr. ที่ได้จากซีรัมเสมือนจริงทั้ง 3 สูตร ใช้สถิติทดสอบ คือ Kruskal-Wallis test ค่า p < 0.05 แสดงว่ามีความ
แตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ  
 การวิเคราะห์ผลการทดสอบ antibody screening ในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก, น ้าเกลือความเข้มข้น
ไอออนต ่า และเอนไซม์ papain โดยใช้ซีรัมเสมือนจริงที่ไม่เติมและเติม anti-D (IgG) รายงานในรูปแบบร้อยละของ
การพบผลบวกปลอม (false positive) และผลลบปลอม (false negative) ตามล าดับ 
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4. ผลการวิจัย 
 ซีรัมเสมือนจริงสูตรที ่1 สีเหลืองดั้งเดิม, สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน และสูตรที่ 3 สีเหลืองขุ่น ที่ไม่เติม anti-
D (IgG) และ เติม anti-D (IgG)  เพื่อให้ผลการทดสอบ antibody screening เป็นลบในทุกตัวกลางและทุกสถานะ
ของการทดสอบ และเป็นบวกทุกตัวกลางที่สถานะ antiglobulin phase เท่านั้น ตามล าดับ เมื่อดูด้วยตาเปล่า มี
ลักษณะเป็นของเหลวสีเหลือง สีเหลืองอ่อน และสีเหลืองขุ่น ดังแสดงในภาพที ่1 และภาพที่ 2  
 
 
 
 
 
 
 
 

  
ภาพที ่1 ลักษณะของซีรัมเสมือนจริงสูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิม (A), สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน (B) และสูตรที่ 3 สีเหลือง

ขุ่น (C) ที่ไม่เตมิ anti-D (IgG) 
        
 
 
 
 
 
 
 
 ภาพที่ 2 ลักษณะของซีรัมเสมือนจริงสูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิม (D), สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน (E) และสตูร

ที่ 3 สีเหลืองขุ่น (F) ที่เติม anti-D (IgG)  
 

ตารางที่ 1  การเปรียบเทียบค่า OD และ Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงท้ัง 3 สูตร ท่ีไม่เติม anti-D (IgG) 

  สูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดมิ สูตรที่ 1 สีเหลืองอ่อน สูตรที่ 1 สีเหลืองขุ่น ค่า p 

OD (median) 
(min, max)) 

2.10  
(2.10, 2.10) 

0.55  
(0.55, 0.55) 

2.94  
(2.94, 2.94) 

0.00 

Sp.Gr. (median) 
(min, max) 

1.035  
(1.035, 1.035) 

1.020  
(1.020, 1.020) 

1.035  
(1.035, 1.035) 

0.00 

 

A               B                 
C  

 D             E              
F 



วารสารวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยี มทร.สุวรรณภูมิ Print ISSN: 2586-8101 Online ISSN: 2697-6447 
ปีท่ี 9 ฉบับท่ี 3 (กันยายน 2568-ธันวาคม 2568) 

  

 

8 

ตารางที่ 2  การเปรียบเทียบค่า OD และ Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงท้ัง 3 สูตร ท่ีเติม anti-D (IgG) 

  สูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดมิ สูตรที่ 1 สีเหลืองอ่อน สูตรที่ 1 สีเหลืองขุ่น ค่า p 

OD (median) 
(min, max)) 

1.74  
(1.74, 1.74) 

0.44 
(0.44, 0.44) 

2.60  
(2.60, 2.60) 

0.00 

Sp.Gr. (median) 
(min, max) 

1.034  
(1.034, 1.034) 

1.020  
(1.020, 1.020) 

1.034  
(1.034, 1.034) 

0.00 

 
ตารางที่ 3  ผลของค่า p จากการเปรียบเทยีบค่า OD และ Sp.Gr. ของการจับคู่ซีรัมเสมือนจริงในแตล่ะสตูร ท่ีไม่
เติมและเติม anti-D (IgG) 

คู่ที ่ การจับคู ่
OD Sp.Gr. 

ไม่เติม anti-D 
(IgG) 

เติม anti-D 
(IgG) 

ไม่เติม anti-D 
(IgG) 

เติม anti-D 
(IgG) 

1 สูตรที่ 1 - สูตรที่ 2  0.00 0.00 0.00 0.00 

2 สูตรที่ 1 - สูตรที่ 3  0.00 0.00 1.00 1.00 

3 สูตรที่ 2 - สูตรที่ 3  0.00 0.00 0.00 0.00 
 

 ผลการเปรียบเทียบค่า OD และ Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงทั้ง 3 สูตร ที่ไม่เติม anti-D (IgG) และเติม 
anti-D (IgG) พบว่า ได้ค่า p < 0.05 แสดงว่ามีอย่างน้อย 1 คู่ ที่มีค่า OD และ Sp.Gr. แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญ
ทางสถิติ (ตารางที่ 1 และ ตารางที่ 2) โดยค่า OD ของทุกคู่ มีค่าที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
ส าหรับค่า Sp.Gr. ของซีรัมเสมือนจริงคู่ที่ 1  คือ สูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิม - สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน และ ซีรัมเสมือน
จริงคู่ที่ 3  คือ สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน - สูตรที่ 2 สีเหลืองขุ่น มีค่าที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (p < 0.05) 
ส่วนซีรัมเสมือนจริงคู่ที่ 2  คือ สูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิม - สูตรที่ 3 สีเหลืองขุ่น ไม่มีความแตกต่างกัน (p > 0.05) 
(ตารางที่ 3) แสดงว่าเมื่อผู้วิจัยดูลักษณะของซีรัมเสมือนจริงท้ัง 3 สูตร ด้วยตาเปล่า ทางด้านสี ความใสและความขุ่น 
พบว่ามีลักษณะที่แตกต่างกัน ซึ่งสอดคล้องกับค่า OD ที่แตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ ส่วนค่า Sp.Gr. พบว่า
เมื่อมีการเจือจางซีรัมเสมือนจริงด้วย 0.1% อัลบูมิน (w/v) เพื่อท าซีรัมเสมือนจริง สูตรที่ 2 สีเหลืองอ่อน จะท าให้
ค่า Sp.Gr. มีค่าที่ต ่ากว่าและแตกต่างกับสูตรที่ 1 สีเหลืองดั้งเดิมและสูตรที่ 3 สีเหลืองขุ่น เนื่องจากอนุภาคที่อยู่ใน
สารละลายถูกเจือจาง 
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ตารางที่ 4  ผลการตรวจกรองแอนติบอดีของซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่เตมิ anti-D (IgG) และเตมิ anti-D (IgG) ใน
ตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก  

ซีรัมเสมือนจริง 
    O1   O2   O3 

RT     37ºC     IAT CCC   RT     37ºC     IAT CCC   RT     37ºC     IAT CCC 

ไม่เติมanti-D (IgG) 
0 0 0 1+ 

  
0 0 0 1+ 

  
0 0 0 1+ 

(n = 30)     

 เติมanti-D (IgG) 
0 0 2+         ND 

  
0 0 2+         ND 

  
0 0 2+         ND 

        (n = 30)     
ND = Not done 
 
ตารางที่ 5  ผลการตรวจกรองแอนติบอดีของซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่เตมิ anti-D (IgG) และเตมิ anti-D (IgG) ใน
ตัวกลางน ้าเกลือความเขม้ข้นไออนต ่า  

ซีรัมเสมือนจริง 
    O1   O2   O3 

RT     37ºC     IAT CCC   RT     37ºC     IAT CCC   RT     37ºC     IAT CCC 

ไม่เติมanti-D (IgG) 
0 0 0 1+ 

  
0 0 0 1+ 

  
0 0 0 1+ 

(n = 30)     

 เติมanti-D (IgG) 
0 0 2+         ND 

  
0 0 2+         ND 

  
0 0 2+         ND 

        (n = 30)     
ND = Not done 
 
ตารางที่ 6  ผลการตรวจกรองแอนติบอดีของซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่เตมิ anti-D (IgG) และเตมิ anti-D (IgG) ใน
ตัวกลางในตัวกลางเอนไซม์ปาเปน  

ซีรัมเสมือนจริง 
    O1   O2 

RT     37ºC     IAT CCC   RT     37ºC     IAT CCC 

ไม่เติมanti-D (IgG) 
0 0 0 1+ 

  
0 0 0 1+ 

(n = 30)   

 เติมanti-D (IgG) 
3+ 3+ 3+ ND 

  
3+ 3+ 3+ ND 

        (n = 30)   

ND = Not done 
 

 ผลการตรวจกรองแอนติบอดี ในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก น ้าเกลือความเข้มข้นไออนต ่า พบว่า ซีรัม
เสมือนจริงที่ไม่เติม anti-D (IgG) ให้ผลลบทุกสถานะของการทดสอบ ส่วนซีรัมเสมือนจริงที่เติม anti-D (IgG) ให้
ผลบวก (2+) ที่สถานะ IAT (indirect antiglobulin test) เท่านั ้น (ตารางทื่ 4 และตารางที่ 5) ในขณะที่ผลการ
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ตรวจกรองแอนติบอดี ในตัวกลางเอนไซม์ปาเปน พบว่า ซีรัมเสมือนจริงที่ไม่เติม anti-D (IgG) ให้ผลลบทุกสถานะ
ของการทดสอบ ส่วนซีรัมเสมือนจริงท่ีเติม anti-D (IgG) ให้ผลบวก (3+) ทุกสถานะของการทดสอบ (ตารางทื่ 6)  
 
ตารางที่ 7  ผลการตรวจกรองแอนติบอดีของซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่เตมิ anti-D (IgG) และ anti-D (IgG) ในตัวกลาง
น ้าเกลือปกติ, น ้าเกลือความเข้มขน้ไออนต ่า และ เอนไซมป์าเปน 

ซีรัมเสมือนจริง                                   ผลลบ   ผลบวก  

ไม่เติมanti-D (IgG) (n = 30) 30 (100%)                  0 (100%) 

เติม anti-D (IgG) (n = 30)          0 (100)                30 (100% 
 
 ผลการทดสอบ antibody screening ของซีรัมเสมือนจริงท่ีไม่เติม anti-D (IgG) และ anti-D (IgG) ทั้ง
ในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก น ้าเกลือความเข้มข้นไออนต ่า และเอนไซม์ปาเปน พบว่า ให้ผลการทดสอบเป็นลบ
จริง ร้อยละ 100 และให้ผลการทดสอบเป็นบวกจรงิ ร้อยละ 100 คือไม่เกิดผล false positive และ false negative 
ตามล าดับ (ตารางที่ 7) 

 
5. อภิปรายผลและข้อเสนอแนะการวิจัย  

 การศึกษานี้ผู้วิจัยได้พัฒนาการการเตรียมซีรัมเสมือนจริง เพื่อให้ได้ซีรัมเสมือนจริงที่มี  สีเหลือง    สี 

เหลืองอ่อน และสีเหลืองขุ่น เสมือนกับสีของซีรัมจริงที่ได้จากเลอืดของมนุษย์ ท่ีมีความแตกต่างกันได้ในแต่ละคน ผล
จากการศึกษานี้พบว่าสามารถน าซีรัมเสมือนจริงทั ้ง 3 สูตร มาใช้ในการการเรียนการสอน เรื ่อง antibody 
screening ของภาคปฏิบัติการวิชาวิทยาศาสตร์การบริการโลหิตได้  
 เทคนิคที่ใช้ในการตรวจกรองแอนติบอดี ควรเป็นวิธีที่ตรวจหาแอนติบอดีที่มีความส าคัญทางคลินิกได้ 
โดยตรวจพบแอนติบอดีที่ไม่มีความส าคัญทางคลินิกได้น้อย และเป็นวิธีไม่ยุ่งยากและใช้เวลาในการตรวจไม่นาน 
การศึกษานี้ผู้วิจัยใช้เทคนิคในตัวกลางน ้าเกลือไอโซโทนิก ซึ่งเป็นวิธทีี่ท าง่ายที่สุด ข้ันตอนไม่ยุ่งยาก แต่วิธีน้ีขาดความ
ไว จึงเพิ่มเทคนิคในตัวกลางน ้าเกลือความเข้มข้นไออนต ่า เพื่อช่วยเพิ่มประสิทธิภาพ โดยน ้ายานี้จะช่วยลดแรงของ
ไอออนในปฏิกิริยาระหว่างแอนติบอดีและแอนติเจน ท าให้แอนติบอดีจับกับแอนติเจนได้เร็วขึ้น และลดระยะเวลาใน
การบ่ม ท าให้การตรวจกรองแอนติบอดีมีความรวดเร็วและแม่นย ามากขึ้น [7] ส าหรับเทคนิคเอนไซม์ปาเปน จะลด
ประจุลบท่ีผิวเม็ดเลือดแดง โดยย่อยโพลีเปบไทด์ ตรงโมเลกุลของ sialic acid ซึ่งมีประจุลบ เมื่อประจุลบลดลง แรง
ผลักระหว่างเม็ดเลือดแดงก็จะน้อยลง ท าให้ระยะห่างระหว่างงเซลล์แคบลง แอนติบอดีที่เป็น IgG สามารถจับกับ
เม็ดเลือดแดงได้มากกว่า 1 เซลล์ จึงท าให้เกิดปฏิกิริยาการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงได้โดยไม่ต้องท า indirect 
antiglobulin test [8]  การศึกษานี้ได้ใช้ 3% O1 cells, O2 cells, O3 cells (screening cells), 3% papainized 
screening cells (O1, O2), น ้ายาน ้าเกลือความเข้มข้นไออนต ่า ของศูนย์บริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 
เนื่องจากมีราคาไม่แพง และสะดวกในการใช้งาน  
 การติดตามดูผลการตรวจกรองแอนติบอดีโดยใช้ซีรัมเสมือนจริง 3 แบบ ของการศึกษานี้ในทุกตัวกลาง
ของการทดสอบ ได้แก่ น ้าเกลือไอโซโทนิก น ้าเกลือความเข้มข้นไออนต ่า และเอนไซม์ปาเปน พบว่าซีรัมเสมือนจริงท่ี
ไม่เติม anti-D (IgG) ให้ผลการทดสอบที่ไม่พบเม็ดเลือดแดงแตก และให้ผลเป็นลบจริงทุกสถานะของการทดสอบ 
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โดยไม่เกิดผลบวกปลอม (false positive) และซีรัมเสมือนจริงที่เติม anti-D (IgG) ให้ผลการทดสอบที่ไม่พบเม็ด
เลือดแดงแตก และให้ผลเป็นบวกที่สถานะ antiglobulin phase เท่านั้น โดยไม่เกิดผลลบปลอม (false negative)  
 การศึกษานี้ได้ท าการทดสอบซีรัมเสมือนจริงทั้ง 3 แบบ ที่ให้ผลการทดสอบเป็นลบและบวกส าหรับการ
ตรวจกรองแอนติบอดี โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสง ความถ่วงจ าเพาะ และการตรวจกรองแอนติบอดี จ านวนอย่าง
ละ 30 ครั้ง ซึ่งการใช้ขนาดตัวอย่างมากกว่าหรือเท่ากับ 30 การกระจายของการสุ่มตัวอย่างจะเป็นไปตามการ
กระจายแบบปกติโดยประมาณ ขนาดตัวอย่าง 30 จึงมีขนาดใหญ่เพียงพอ [9] 
 ผลลัพธ์จากงานวิจัยนี้แสดงว่าซีรัมเสมือนจริงนี้สามารถเป็นสิ่งตัวอย่างเพื่อใช้ในการเรียนการสอน
ภาคปฏิบัติการของวิชา วิทยาศาสตร์การบริการโลหิต ของคณะเทคนิคการแพทย์ มหาวิทยาลัยรังสิต ได้เป็นอย่างดี 
 ข้อเสนอแนะจากการท าวิจัยและแนวทางในการท าวิจัยต่อไป 1) ใช้น ้ายาแอนติบอดีต่อหมู่เลือด ที่เป็น 
IgM เพื่อใช้ในการเรียนการสอนภาคปฏิบัติการได้ 2) ศึกษาการการใช้ซีรัมเสมือนจริงเพื ่อเป็นตัวอย่างควบคุม
ค ุณภาพภายใน (internal quality control) เพ ื ่อทดสอบว ่าการทดสอบ antibody screening ที ่ ใช ้อย ู ่ ใน
ห้องปฏิบัติการนั้น ได้ผลการทดสอบตรงตามที่คาดหวังไว้หรือไม่ ซึ่งต้องมีการศึกษาเพิ่มเติมต่อไป  
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