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การ ศกึษา คณุภาพ เกลด็ เลอืด เขมขน ที ่เตรยีม เกบ็ ไว ใน ธนาคาร เลอืด
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บทคดัยอ : คณุภาพ ของ เกลด็ เลอืด เขมขน ม ีความ สมัพนัธ กบั การ อยู รอด ของ เกลด็ เลอืด (platelet survival) ใน รางกาย ระหวาง การ เกบ็
เกลด็ เลอืด ไว ใน ธนาคาร เลอืด เกลด็ เลอืด จะ ม ีการ เปลีย่น แปลง เกดิ storage lesion ซึง่ ม ีผล ตอ รปูราง, pH, ความ คงตวั ของ ผนงั เกลด็
เลอืด (membrane  integrity) และ พลงังาน เผา ผลาญ (energy metabolism) การ ตรวจ เกลด็ เลอืด ที ่ม ีรปูราง discoid และ การ วดั ความ
แขง็แรง และ พลงังาน ดวย วธิี hypotonic shock response ม ีความ สมัพนัธ กบั in vivo viability  วตัถปุระสงค : เพือ่ ประเมนิ คณุภาพ
เกลด็ เลอืด เขมขน ที ่เกบ็ อยู ใน ธนาคาร เลอืด อายุ 1 วนั และ อายุ 5 วนั  วสัด ุและ วธิกีาร : เตรยีม เกลด็ เลอืด เขมขน จาก platelet-rich plasma
ใน Teruflex  CPD bag จาํนวน 30ยนูติ และ เกบ็ ไว ใน เครือ่ง เขยา เกลด็ เลอืด ที ่อณุหภมูิ 22 ํซ. นาน 5 วนั สงัเกต swirling phenomenon
ที ่ถงุ เกลด็ เลอืด นาํ ตวัอยาง เกลด็ เลอืด อายุ 1 วนั และ 5 วนั มา นบั จาํนวน เกลด็ เลอืด และ เมด็ เลอืด ขาว ดวย เครือ่ง นบั เมด็ เลอืด อตัโนมตัิ
ตรวจดู morphology score ดวย phase-contrast microscope โดย จาํแนก ตาม รปูราง (discoid, sphere, dendrite และ balloon)
วดั   pH, PO2 และ PCO2 ดวย เครือ่ง วเิคราะห แกส ใน เลอืด ตรวจ hypotonic shock response ดวย การ เตมิ deionized water ใน
เกลด็ เลอืด เขมขน ที ่เจอื จาง ดวย platelet-poor plasma แลว วดั ความ แตก ตาง ของ การ ดดู กลนื แสง อยาง ตอ เนือ่ง ที ่คลืน่ แสง 420 nm ดวย
spectrophotometer   ผล การ ศกึษา : เกลด็ เลอืด เขมขน อายุ 1 วนั และ อายุ 5 วนั ใน ปรมิาตร 53.94 ± 3.05 mL ม ีจาํนวน เกลด็ เลอืด เฉลีย่
6.98 ±  1.23 x 1010 ตวั และ 6.82 ± 1.26 x 1010 ตวั จาํนวน เมด็ เลอืด ขาว เฉลีย่ 3.46 ±  5.92 x 107 ตวั และ 3.01 ± 4.94 x 107 ตวั swirling
grading เฉลีย่ 2.86 ± 0.34 และ 1.80 ±  0.61 morphology score เฉลีย่ 340.36 ± 20.73 และ 303.43 ±  25.67 pH เฉลีย่ 7.24 ±  0.11
และ  7.21 ±  0.14 PO2 เฉลีย่ 46.61 ± 32.47 และ 64.51 ±  30.13 mmHg และ PCO2 เฉลีย่ 40.07 ±  8.33 และ 28.61 ±  6.66 mmHg ตาม
ลาํดบั  เกลด็ เลอืด เขมขน อายุ 5 วนั จาํนวน 27 จาก 30ยนูติ (90%) ม ีจาํนวน เกลด็ เลอืด มาก กวา 5.5 x 1010 ตวั ทกุยนูติมี pH > 6.2
จาํนวนเกลด็ เลอืด และ จาํนวน เมด็ เลอืด ขาว อายุ 5 วนั ไม แตก ตาง จาก อายุ 1 วนั (p = 0.053, 0.064) เกลด็ เลอืด อายุ 5 วนั ม ีการ เปลีย่น
แปลง รปูราง ทาํให swirling grading ลดลง (p <  0.001) สวน morphology score ลดลง (p <  0.001) แต ทกุยนูติมี morphology
score> 200 ถงุ เกบ็ เกลด็ เลอืด ม ีความ สามารถ ใน การ แลก เปลีย่น แกส ทาํให ออกซเิจน สามารถ ผาน เขา และ คารบอนไดออกไซด ผาน ออก
นอก ถงุ PO2 จงึ เพิม่ ขึน้ และ PCO2 ลดลง (p = 0.011, <  0.001) pH คอน ขาง คงที่ (p = 0.288) เกลด็ เลอืด อายุ 5 วนั มี hypotonic
shock  recovery เฉลีย่ 69.54 ± 18.84 % ของ เกลด็ เลอืด อายุ 1 วนั และ เกลด็ เลอืด อายุ 5 วนั จาํนวน 21 จาก 30ยนูติ (70%) มี hypotonic
shock recovery มาก กวา 60 %  สรปุ : 1) เกลด็ เลอืด เขมขน ที ่เกบ็ อยู ใน ธนาคาร เลอืด อายุ 1 วนั และ อายุ 5 วนั ได มาตรฐาน ตาม การ
ควบคมุ คณุภาพ ของ American Association of Blood Banks (AABB) โดย ม ีจาํนวน เกลด็ เลอืด    ≥ 5.5 x 1010 ตวั และ pH  ≥  6.2
อยาง นอย 90 % ของ เกลด็ เลอืด ที ่นาํ มา ทดสอบ 2) ความ เปน discoid shape ของ เกลด็ เลอืด อยู ใน เกณฑ ที ่ยอม รบัได 3) เกลด็ เลอืด
ที ่อายุ 5 วนั ม ีความ แขง็แรง และ พลงังาน นอย กวา เกลด็ เลอืด อายุ 1 วนั
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เกล็ด เลือด เขมขน (platelet concentrate) มี
ประโยชน ตอ การ รกัษา ผูปวย ที ่ม ีอาการ เลอืด ออก งาย ซึง่
มี สาเหตุ จาก เกล็ด เลือด ต่ํา หรือ เกล็ด เลือด ทํา หนาที่ ผิด
ปกติ (platelet dysfunction)1 คณุภาพ ของ เกลด็ เลอืด
มี ความ สําคัญ ตอ การ เพิ่ม จํานวน เกล็ด เลือด (platelet
increment)  และ การ อยู รอด ของ เกล็ด เลือด (platelet
survival)  ใน รางกาย เกลด็ เลอืด เขมขน ที ่เตรยีม เกบ็ ไว
ใน ธนาคาร เลือด เมื่อ เวลา ผาน ไป จะ มี การ กระตุน เกล็ด
เลอืด เกดิ storage lesion ทาํให รปูราง เปลีย่น จาก dis-
coid  เปน sphere, dendrite และ balloon ปรมิาณ
กรด แล คติกเพิ่ม ขึ้น เนื่อง จาก ปฏิกิริยา glycolysis pH
ลดลงเมตา บอ ลิ สม ของ เกล็ด เลือด ขึ้น กับ จํานวน เกล็ด
เลือด ปริมาณ ออกซิเจน ความ สามารถ ใน การ แลก
เปลี่ยน  แกส ของ ถุง เก็บ เกล็ด เลือด และ preservation
fluid2 รปูราง ของ เกลด็ เลอืด ตรวจ จาํแนก ได จาก การ ดู
ดวย กลอง phase-contrast microscope หรือ การ
สงัเกต swirling phenomenon ที ่ถงุ เกลด็ เลอืด เพราะ
เมื่อ บีบ บริเวณ ปลาย ถุง เกล็ด เลือด เบาๆ เกล็ด เลือด ที่ มี
รปูราง discoid เทานัน้ จะ ไหล เวยีน ใน ถงุ เปน streaming
appearance เกลด็ เลอืด ที ่ม ีรปูราง sphere, dendrite
และ balloon ซึง่ ม ีปรมิาณ ATP ลดลง จะ ไม ไหล เวยีน3

เกล็ด เลือด ที่ มี รูปราง discoid มี ความ สัมพันธ กับ in
vivo viability4

เมือ่ เกลด็ เลอืด เผชญิ กบั ภาวะ hypotonic stress จะ
บวม เปน sphere shape เนื่อง จาก น้ํา เขา ไป ใน เซลล
ทาํให เจอื จาง สวน ประ กอบ ในซยัโตพลา สม เกลด็ เลอืด ที่
บวม ม ีดรรชน ีการ หกัเห (refractive index) และ การ ดดู
กลนื แสง (light absorbance) นอย5 เกลด็ เลอืด ที ่ม ีชวีติ
ซึง่ ม ีความ คงตวั ของ ผนงั เกลด็ เลอืด (membrane integ-
rity)  และ พลังงาน เผา ผลาญ (energy metabolism)
ปกต ิ จะ พยายาม ขบั น้าํ ออก เพือ่ ปรบั ปรมิาตร และ ความ
เขมขน ของ สวน ประ กอบ ในซยัโตพลา สม กลบั สู ปกติ ซึง่
ทาํให ดรรชน ีการ หกัเห และ การ ดดู กลนื แสง เพิม่ ขึน้ ความ
สามารถ ใน การ ขบั น้าํ ออก จาก เซลล นี ้เรยีก วา hypotonic

shock  response หรอื osmotic reversal reaction ซึง่
ม ีความ สมัพนัธ กบั การ อยู รอด ของ เกลด็ เลอืด ใน รางกาย6

ดังนั้น เกล็ด เลือด เขมขน ที่ ได จัด เตรียม และ เก็บ อยู ใน
ธนาคาร เลอืด จาํเปน ตอง ม ีการ ควบคมุ คณุภาพ ให อยู ใน
สภาพ ที่ เหมาะสม เพื่อ ถนอม ชีวิต ของ เกล็ด เลือด ไว ให
นาน ที ่สดุ เพือ่ ประโยชน ตอ การ นาํ ไป ใช รกัษา ผูปวย

วตัถปุระสงค
เพื่อ ประเมิน คุณภาพ ของ เกล็ด เลือด โดย ศึกษา

เปรยีบ เทยีบ เกลด็ เลอืด ซึง่ เตรยีม เกบ็ ไว ใน ธนาคาร เลอืด
ที ่อายุ 1 วนั และ อายุ 5 วนั

วสัด ุและ วธิกีาร
เกลด็ เลอืด เขมขน

ผู บริจาค เกล็ด เลือด มี คุณสมบัติ ตาม เกณฑ ของ ผู
บรจิาค โลหติ ทัว่ ไป และ ไม ม ีประวตั ิการ รบัประทาน ยาก ลุม
แอสไพรนิ ภาย ใน 5 วนั กอน บรจิาค ศกึษา คณุภาพ เกลด็
เลือด เขมขน ที่ ธนาคาร เลือด คณะ แพทยศาสตร
โรงพยาบาล มหาราช นคร เชยีงใหม จาํนวน 30ยนูติ
วธิกีาร

เตรียม เกล็ด เลือด เขมขน จาก fresh whole blood
ซึง่เกบ็ ใน Teruflex CPD triple bag [ ขนาด 450 mLมี
เนื้อ พลาสติก เปน polyvinyl chloride with di-(2-
ethylhexyl) phthalate (PVC + DEHP) และ มี น้ํา ยา
citrate phosphate dextrose จํานวน 63 mL ซึ่ง
ประกอบ ดวย citric acid 206 mg, sodium citrate
1.66  g, monobasic sodium phosphate 140 mg,
dextrose 1.46 g (Terumo, Japan)] ปน เบา (2,000
g ,  3 นาที) ดวย เครื่อง ปน แยก สวน ประกอบ ของ เลือด
RC3BP  (Sorvall, USA) เพื่อ แยก platelet-rich
plasma  และ packed red cells นํา platelet-rich
plasma  มา ปน หนัก (5,000 g , 5 นาที) เพื่อ แยก เกล็ด
เลอืด เขมขน และ platelet-poor plasma ตาม ลาํดบั7 ดงั
แสดง ใน รปู ที่ 1 วาง เกลด็ เลอืด เขมขน ให นิง่ ที ่อณุหภมูิ
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22 ํซ เปน เวลา 1 ชัว่โมง จาก นัน้ ผสม ให เขากนั และ นาํ
ไป เก็บ ใน เครื่อง เขยา เกล็ด เลือด แบบ vertical rotator
(Helmer, USA) ที่ มี การ ควบคุม อุณหภูมิ 22 ํซ แบง
platelet-poor plasma 2 mL ใส ใน หลอด ทดสอบ
พลาสติก จํานวน 2 หลอด เก็บ ที่ อุณหภูมิ -70 ํซ เปน
fresh-frozen plasma นาํ เกลด็ เลอืด เขมขน ที ่อายุ 1 วนั
และ 5 วัน ตรวจ swirling phenomenon ที่ ถุง เกล็ด
เลอืด นบั จาํนวน เกลด็ เลอืด และ เมด็ เลอืด ขาว ดวย เครือ่ง
นบั เมด็ เลอืด อตัโนมตัิ Cell-dyn 4000 (Abbott, USA)
ตรวจ pH, PO2 และ PCO2 ดวย เครือ่ง วเิคราะห แกส ใน
เลอืด ABL300 (Radiometer, Denmark) ตรวจ mor-
phology  score ดวย กลอง phase-contrast micro-
scope  (Olympus, Japan) และ ตรวจ hypotonic
shock  response

Swirling phenomenon
Swirling phenomenon ทาํ โดย แขวน ถงุ เกลด็ เลอืด

หนา แหลง กําเนิด แสง บีบ บริเวณ ปลาย ถุง เกล็ด เลือด
เบาๆ (gently squeeze) สงัเกต การ ไหล เวยีน ของ เกลด็
เลอืด ใน ถงุ โดย grading ดงันี้3

3+  : พบ การ ไหล เวียน ของ เกล็ด เลือด ใน ถุง เปน
streaming appearance อยาง ละเอยีด ทัว่
ทัง้ ถงุ เกลด็ เลอืด (throughout the whole
bag with contrast visible as fine
detail)

2+ :  เกล็ด เลือด ไหล เวียน ทั่ว ถุง เกล็ด เลือด
(throughout  the bagwith good
contrast)

1+ : เกลด็ เลอืด บาง สวน ไหล เวยีน (some inho-
mogeneity  visible, but only in a few
places and with poor contrast)

0 : พลาสมา ใน ถุง ขุน ไม พบ การ ไหล เวียน ของ
เกลด็ เลอืด

รปู ที่ 1 Diagram for preparing platelet concentrates.
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Morphology score
ตรวจ รูปราง โดย เจือ จาง เกล็ด เลือด เขมขน 1:8 ใน

platelet-poor plasma หยด platelet suspension
ลง บน แผน สไลด และ ปลอย ให นิ่ง เปน เวลา 2 นาที8
คาํนวณ morphology score โดย ตรวจ นบั จาํนวน เกลด็
เลือด 100 ตัว ดวย phase-contrast microscope
จาํแนก ตาม รปูราง ของ เกลด็ เลอืด ดงันี ้9, 10

discoid x 4 ; sphere x 2
dendrite x 1 ;  balloon x 0
morphology score
= (discoid x 4) + (sphere x 2) +

(dendrite x 1)  + (balloon x 0)
Blood gas analysis
ตรวจ pH, PO2 และ PCO2 ดวย เครือ่ง วเิคราะห แกส

ใน เลือด ซึ่ง เปน ระบบ ปด (close system) ที่ อุณหภูมิ
37 ํซ11 คํานวณ คา pH , PO2 และ PCO2 ที่ อุณหภูมิ
22 ํซ ดังนี้12, 13

pH (22 ํ C)
= pH (37 ํ C) + {0.0065 x [7.4 - pH  (37 ํ C)]-

 0.0146} x {22 -  37}
PO2 (22 ํ C) = 0.856 PO2 (37 ํ C)
PCO2 (22 ํ C) = 0.711 PCO2 (37 ํ C)

Hypotonic shock response
เจือ จาง เกล็ด เลือด เขมขน 1:4 ใน platelet-poor

plasma  ที่ ละลาย จาก fresh-frozen plasma ซึ่ง จะ
ไดความ เขมขน ของ เกล็ด เลือด ประมาณ 300,000 /µL
นําเกล็ด เลือด ที่ เจือ จาง แลว 1 mL ใส ใน คิวเวตเติม
deionized water 1 mL ผสม ให เขากัน นํา ไป วัด การ
ดดู กลนื แสง ทนัที โดย ใช เครือ่ง DU 650 spectropho-
tometer  (Beckman, USA) ซึง่ สามารถ วดั การ ดดู กลนื
แสง แบบ ตอ เนือ่ง (kinetic) และ ม ีระบบ integral chart
recorder ที่ คลื่น แสง 420 nm ทุก 30 วินาที เปน เวลา
5นาที ความ แตก ตาง ของ คา การ ดดู กลนื แสง ที่ 2 นาที

หลัง จาก คา การ ดูด กลืน แสง ต่ํา สุด (minimal absor-
bance)  คอื hypotonic shock response5

การ วเิคราะห ทาง สถติิ
วิเคราะห ขอมูล ดวย โปรแกรม SPSS version 8.0

Paired  Student’s t- test ใช เปรยีบ เทยีบ จาํนวน เกลด็
เลอืด จาํนวน เมด็ เลอืด ขาว pH, PO2 , PCO2 และ hypo-
tonic  shock response ของ เกลด็ เลอืด อายุ 1 วนั และ
อายุ 5 วัน Wilcoxon signed rank test ใช เปรียบ
เทียบ morphology score และ swirling grading
คาp-value < 0.05 แสดง วา ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ

ผล การ ศกึษา
จาํนวน เกลด็ เลอืด จาํนวน เมด็ เลอืด ขาว  morphol-

ogy  score และ swirling grading ของ เกล็ด เลือด
เขมขน อายุ 1 วัน และ อายุ 5 วัน แสดง ไว ใน ตาราง ที่ 1
เกล็ด เลือด เขมขน อายุ 1 วัน และ อายุ 5 วัน ใน ปริมาตร
53.94 ± 3.05 mL ม ีจาํนวน เกลด็ เลอืด เฉลีย่ 6.98 ± 1.23
x 1010 ตวั (4.36-9.90 x 1010) และ 6.82 ±  1.26 x 1010

ตวั (4.29-9.50 x 1010) จํานวน เม็ด เลือด ขาว เฉลี่ย 3.46
±  5.92 x 107 ตวั ( 0.29 -30.0 x 107) และ 3.01 ±  4.94 x
107 ตวั (0.13-27.2 x 107) morphology score เฉลี่ย
340.36± 20.73   (292-381) และ 303.43 ± 25.67 (240-
351) swirling grading เฉลี่ย 2.86 ± 0.34 (2-3) และ
1.80 ±  0.61 (1-3) ตาม ลาํดบั เกลด็ เลอืด เขมขน อายุ 5 วนั
จาํนวน 27 จาก 30ยนูติ (90%) ม ีจาํนวน เกลด็ เลอืด มาก
กวา 5.5 x 1010 ตวั จาํนวน เกลด็ เลอืด และ จาํนวน เมด็
เลือด ขาว อายุ 5 วัน ไม แตก ตาง จาก อายุ 1 วัน (p =
0.053, 0.064) แต morphology score และ swirling
grading อายุ 5 วนั นอย กวา อายุ 1 วนั อยาง ม ีนยั สาํคญั
ทาง สถติิ (p <  0.001, <  0.001)

pH, PO2 , PCO2 ของ เกล็ด เลือด เขมขน อายุ 1 วัน
และ อายุ 5 วนั แสดง ไว ใน ตาราง ที่ 2 เกลด็ เลอืด อายุ 1
วัน และ อายุ 5 วัน มี pH เฉลี่ย 7.24 ±  0.11 (6.97-7.44)
และ 7.21 ± 0.14 (6.73-7.43) PO2 เฉลี่ย 46.61 ± 32.47
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mmHg (19.41-126.43) และ 64.51 ± 30.13 mmHg
(19.77-146.88) PCO2 เฉลี่ย 40.07 ±  8.33 mmHg
(23.10-57.51) และ 28.61 ± 6.66 mmHg (15.57-42.73)
pH ของ เกล็ด เลือด อายุ 5 วัน ไม แตก ตาง จาก pH อายุ
1วัน (p = 0.288) แต PO2 ของ เกล็ด เลือด อายุ 5 วัน
สูงขึ้น จาก อายุ 1 วัน และ PCO2 ลดลง (p = 0.011,
< 0.001)  ผล การ ตรวจ hypotonic shock response
จาก เครื่อง DU 650 spectrophotometer แสดง ไว ใน
กราฟ   (รูป ที่ 2) hypotonic shock response คือ

ความ แตก ตาง ของ คา การ ดดู กลนื แสง ที่ 2 นาท ีหลงั จาก คา
การ ดดู กลนื แสง ต่าํ สดุ ดงันัน้ ถา คา การ ดดู กลนื แสง ต่าํ สดุ
อยู ที่ 0 นาที hypotonic shock response = คา การ
ดดู กลนื แสง ที่ 2 นาที - คา การ ดดู กลนื แสง ที่ 0 นาที ( รปู
ที่ 2a) แต ถา คา การ ดูด กลืน แสง ต่ํา สุด อยู ที่ 0.5 นาที
hypotonic shock response = คา การ ดูด กลืน แสง ที่
2.5 นาที - คา การ ดดู กลนื แสง ที่ 0.5 นาที ( รปู ที่ 2b)

hypotonic shock response ของ เกล็ด เลือด อายุ
1วัน และ อายุ 5 วัน เฉลี่ย 0.08 ± 0.02 (0.02-0.13) และ

Cell counts
Platelets ( x 1010 /µL)
Leukocytes ( x 107 /µL)

Morphology score
Swirling grading

ตาราง ที่ 1 The cell counts, morphology score and swirling grading of platelet concentrates on day
1 and day   5

Day 1
( mean ± SD )

Day 5
( mean ± SD )

P-value

6.98± 1.23
3.46± 5.92

340.36± 20.73
2.86±0.34

6.82±1.26
3.01± 4.94

303.43± 25.67
1.80± 0.61

0.053*
0.064*

<  0.001**
<  0.001**

*Paired Student’s t- test;  ** Wilcoxon signed rank test

Blood gas analysis (22 ํ C)*
pH
PO2 (mmHg)
PCO2 (mmHg)

Hypotonic shock response
Percentage of day 1 (%)**

ตาราง ที่ 2 The metabolic activity and hypotonic shock response of platelet concentrates on day 1 and
day 5

Day 1
( mean±SD )

Day 5
( mean±±±±± SD )

P-value ***

7.24± 0.11
46.61± 32.47
40.07± 8.33
0.08±0.02

7.21± 0.14
64.51± 30.13
28.61± 6.66
0.05±0.02

69.54± 18.84

0.288
0.011
<0.001
<0.001

* Blood gas analysis was measured in the Radiometer ABL300 at 37 ํ C and converted to values at 22 ํ C;
** The hypotonic shock recovery of day 5 platelets was calculated as a percentage of day 1 values;
*** Paired Student’s t- test
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0.05 ± 0.02 (0.02-0.09) เกลด็ เลอืด อายุ 5 วนั มี hypo-
tonic  shock recovery 69.54 ± 18.84 % ของ เกลด็ เลอืด
อายุ 1 วัน hypotonic shock response ของ เกล็ด
เลือด อายุ 5 วัน นอย กวา เกล็ด เลือด อายุ 1 วัน (p <
0.001) เกล็ด เลือด 21 จาก 30ยูนิต (70%) มี hypo-
tonic  shock recovery มาก กวา 60% จํานวน เกล็ด
เลอืด ม ีความ สมัพนัธ ผก ผนั กบั pH (r = -0.51 และ r =
-0.60) ดัง แสดง ใน รูป ที่ 3 แต morphology score,

pHและ hypotonic shock response ไม มี ความ
สมัพนัธ  กนั (r = 0.20, 0.17, -0.01, -0.31, 0.28 และ
0.24)

วิจารณ
เกล็ด เลือด เปน cellular fragment ที่ เกิด จาก การ

แตก ตัว ของซัยโตพลา สม ของ megakaryocyte ใน ไข
กระดกู คน ปกต ิม ีจาํนวน 150,000-450,000 /µL เกลด็

รูป ที่ 2 A chart recording from DU 650 spectrophotometer.  Hypotonic shock response was the
difference between the absorbance two minutes after the minimal absorbance.
a. Hypotonic shock response = absorbance at 2 minutes - absorbance at 0 minute.
b.  Hypotonic shock response = absorbance at 2.5 minutes - absorbance at 0.5 minutes.

a.

b.
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รปู ที่ 3 Correlation among the quality tests of day 1 and day 5 platelets.
a. Platelet counts and pH.
b. Morphology score and pH.
c. Hypotonic shock response and pH.
d. Hypotonic shock response and morphology score.
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เลือด มี รูปราง เปน discoid shape ขนาด เสน ผา ศูนย
กลาง 2-4  µm ประมาณ 2/3 ของ เกล็ด เลือด อยู ใน
กระแส เลอืด ที ่เหลอื อยู ใน มาม เกลด็ เลอืด เมือ่ ถกู ปลด
ปลอย ออก มา ใน กระแส เลอืด ม ีชวีติ 9-12 วนั จาก นัน้ จะ
ถูก ทําลาย ดวย reticuloendothelial system เกล็ด
เลอืด เหมอืน เซลล เลอืด ชนดิ อืน่ คอื ตองการ พลงังาน  ATP
สาํหรบั การ เคลือ่น ไหว  การ active transport ผาน ผนงั
เซลล  biosynthesis และ รกัษา สมดลุ ของ กลไก การ แขง็
ตวั ของ เลอืด14 เกลด็ เลอืด ม ีบทบาท ตอ กลไก การ แขง็ ตวั
ของ เลือด ดังนี้ 1) รักษา ความ แข็งแรง ของ หลอด เลือด
2)เมือ่ หลอด เลอืด ฉกี ขาด จะ รวม กลุม กนั เปน platelet
plug อดุ ปด บาดแผล 3) ทาํ ปฏกิริยิา กบั ปจจยั การ แขง็
ตวั ของ เลอืด ใน การ สราง ไฟบรนิ เพือ่ เสรมิ ความ แขง็แรง
ของ ลิม่ เลอืด ผูปวย ที ่ม ีอาการ เลอืด ออก เนือ่ง จาก จาํนวน
เกล็ด เลือด ต่ํา จําเปน ตอง ไดรับ เกล็ด เลือด ทดแทน15

ธนาคาร เลือด มี บทบาท สําคัญ ที่ เตรียม เกล็ด เลือด ที่ มี
คณุภาพ ด ีที ่สดุ ให กบั ผูปวย

คุณภาพ เกล็ด เลือด ที่ เก็บ ไว ใน ธนาคาร เลือด มี การ
เปลีย่น แปลง เนือ่ง จากเมตา บอ ล ิสม ของ เกลด็ เลอืด16 ดงั
แสดง ใน รูป ที่ 4 เกล็ด เลือด ที่ แขวน ลอย อยู ใน พลาสมา
85% ไดรับ พลังงาน จาก ปฏิกิริยา oxidative metabo-
lism  ผาน tricarboxylic acid (TCA) cycle เพียง
15%  ไดรบั พลงังาน จาก ปฏกิริยิา anaerobic glycolysis
สาร สําคัญ ที่ ใช เปน substrate  ใน ปฏิกิริยา oxidative
metabolism  คอื กรด ไขมนั อสิระ (free fatty acid) ซึง่
ได จาก ไตร กล ีเซอไรด กรด ไขมนั จะ oxidize ในไมโต
คอนเดรียไดผล ลัพธ คือ คารบอนไดออกไซด ซึ่ง สามารถ
ซมึ ผาน ออก นอก ถงุ เกบ็ เกลด็ เลอืด ใน ปฏกิริยิา anaero-
bic  glycolysis กลูโคส จะ ถูก metabolize เปน ไพ
รเูวตได แลคเตตและไฮไดรเจน อะตอม ปฏกิริยิา glyco-
lysis  ให พลังงาน นอย ซึ่ง ได ATP เพียง 2 โมเลกุล/
โมเลกุล กลูโคส ขณะ ที่ ปฏิกิริยา decarboxylation
ของ ไพ รูเวตให ATP 3 โมเลกุล และ ปฏิกิริยา ออก ซิ
เดชัน่ ของ acetylcoenzyme A (acetyl-CoA) ให ATP

12 โมเลกลุ เนือ่ง จาก เอนไซม pyruvate dehydroge-
nase  ที ่เปลีย่น ไพ รเูวต เปน acetyl-CoA ใน เกลด็ เลอืด
ไม ทาํงาน (inactive) ดงันัน้ ทัง้ ๆ   ที ่ม ีออกซเิจนเมตา บอ
ล ิสม ของ กลโูคส จงึ ได กรด แล คตกิบฟัเฟอรที ่สาํคญั ของ
เกล็ด เลือด ใน พลาสมา คือไบคารบอเนต17 ซึ่ง จะ จับ กับ
อะตอม ไฮโดรเจน เปลี่ยน เปน คารบอนไดออกไซด และ
น้าํ ใน ภาวะ ที ่มไีบคารบอเนต อยาง เพยีง พอ เกลด็ เลอืด ยงั
สามารถ รกัษา pH > 6.8 แต ถา ปรมิาณ กรด แล คตกิเพิม่
ขึ้น มากไบคารบอเนต ไม สามารถ รักษา สมดุล ทําให pH
ลดลง ซึง่ ถา pH < 6.2 เกลด็ เลอืด จะ เสยี ชวีติ

อณุหภมู ิของ การ เกบ็  จาํนวน เกลด็ เลอืด  การ เขยา
ระหวาง เก็บ  preservation fluid  พื้น ผิว และ ความ
หนา ของ ถงุ เกบ็ เกลด็ เลอืด ม ีผล ตอเมตา บอ ล ิสม ของ เกลด็
เลอืด ใน น้าํ ยา CPD ประกอบ ดวย sodium citrate มี
หนาที ่ทาํ ปฏกิริยิา chelate กบั แคลเซยีม ไม ให เลอืด แขง็
ตัว citric acid และ sodium phosphate เปน
บฟัเฟอร ทาํให pH เหมาะสม dextrose เปน substrate
ของ ปฏิกิริยา glycolysis pH ของ เกล็ด เลือด ตาม
มาตรฐาน ควร อยู ระหวาง 6.8-7.4 ที่ อุณหภูมิ  22 ํ ซ.
(European  guide line)18 หรือ มาก กวา 6.2   [Ameri-
can  Association of Blood Banks (AABB)]19   การ ที่
จะ รกัษา สภาพ pH ไว นัน้ ปรมิาณ พืน้ ผวิ ทัง้ หมด ของ ถงุ
เก็บ เกล็ด เลือด และ อัตรา การ แลก เปลี่ยน แกส ระหวาง
เกล็ด เลือด ใน ถุง และ บรรยากาศ ภาย นอก มี ความ สําคัญ
ถงุเกบ็ เกลด็ เลอืด ใน ระยะ เริม่ แรก เปน polyvinyl chlo-
ride  และ ม ีสวน ผสม plasticizer ซึง่ ทาํให ความ ยดื หยุน
ของ ถงุ เพิม่ ขึน้ ใน first-generation container สามารถ
เกบ็ เกลด็ เลอืด ได เพยีง 3 วนั เนือ่ง จาก ถงุ หนา ไม ม ีร ูที ่จะ
ให ม ีการ แลก เปลีย่น แกส การ แลก เปลีย่น แกส อาศยั การ
ละลาย ของ แกส ใน พลาสติก และ ผาน ออก ไป นอก ถุง เมื่อ
พลาสติก อิ่มตัว ดังนั้น เกล็ด เลือด จึง ขาด ออกซิเจน ไม
สามารถ สราง พลังงาน ATP จาก TCA cycle เกล็ด
เลอืด ปรบั ตวั โดย หนั ไป สราง พลงังาน ATP จาก ปฏกิริยิา
glycolysis  (Pasteur effect) ซึ่ง ได กรด แล คติกทําให
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รปู ที่ 4 Metabolic pathways avialable to platelets16

The oval with indentation = mitocondrial compartment.
The circular pathway in the upper left portion of mitocondrial compartment = tricarboxylic acid (TCA) cycle.
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pH ลดลง ตอมา ได มี การ ผลิต second-generation
container ซึ่ง ประกอบ ดวย polyolefin plastic
(Baxter)20 หรอื polyvinyl chloride (Terumo) ที ่ปรบั
ความ หนา ของ ถุง ลดลง และ มี พื้น ที่ ผิว เพิ่ม ขึ้น21 ทําให
ออกซิเจน สามารถ ซึม เขา ไป และ คารบอนไดออกไซด ซึม
ออก นอก ถงุ di-(2-ethylhexyl) phthalate (DEHP)
เปน plasticizer ผสม ใน เนือ้ พลาสตกิ ทาํให ความ ยดื หยุน
ของ ถงุ เพิม่ ขึน้ ถงุ เกบ็ เกลด็ เลอืด ที ่ด ีเมือ่ นาํ มา วเิคราะห
แกส ควร มี PO2 > 40 mmHg และ PCO2 10-100
mmHg  แต ถา ถงุ ม ีความ สามารถ ใน การ แลก เปลีย่น แกส
มาก เกนิ ไป จะ ทาํให PCO2 ต่าํ pH สงู ขึน้ และ ถา pH >
7.5  เกล็ด เลือด จะ เปน อันตราย การ เขย าถุง เกล็ด เลือด
เบาๆ ตลอด เวลา ทาํให การ แลก เปลีย่น แกส ใน ถงุ เกบ็ เกลด็
เลือด ดี ยิ่ง ขึ้น ใน การ ศึกษา นี้ เกล็ด เลือด ที่ อายุ 5 วัน มี
PO2 สงู ขึน้ และ PCO2 ลดลง แสดง วา Teruflex CPD
bag ที่ ใช เก็บ เกล็ด เลือด มี ความ สามารถ ใน การ แลก
เปลีย่น แกส กบั บรรยากาศ ภาย นอก ได pH อายุ 5 วนั ไม
แตก ตาง จาก อายุ 1 วนั เนือ่ง จาก ออกซเิจน ใน ถงุ ม ีปรมิาณ
เพยีง พอ ตอ ปฏกิริยิา oxidative metabolism ปฏกิริยิา
anaerobic glycolysis จึง เกิด นอยไบคารบอเนต ที่
เปนบฟัเฟอรอยู ใน พลาสมา สามารถ รกัษา สมดลุ กบั ไฮโดร
เจน อะตอม ทาํให pH คอน ขาง คงที่

จาํนวน เกลด็ เลอืด ใน ถงุ ควร ม ีปรมิาณ พอเหมาะ (4.5-
8.5 x 1010 ตวั) ใน ถงุ ที ่ม ีจาํนวน เกลด็ เลอืด มาก จะ ม ีการ
ใช พลังงาน มาก เกิด anaerobic glycolysis ทําให pH
ลดลง และ ถา จาํนวน เกลด็ เลอืด ใน ถงุ นอย PCO2 จะ ต่าํ
เนื่อง จาก คารบอนไดออกไซด ซึม ออก นอก ถุง มาก ทําให
pH สูง เกล็ด เลือด ที่ นํา มา ศึกษา อายุ 5 วัน มี จํานวน
เกล็ด เลือด เฉลี่ย 6.82±1.26 x 1010 ตัว pH เฉลี่ย
7.21± 0.14  27 จาก 30ยูนิต (90%) มี จํานวน เกล็ด
เลือด ≥5.5 x 1010 ตัว จัด วา ได มาตรฐาน ของ AABB
โดย ม ีจาํนวน เกลด็ เลอืด   ≥   5.5 x 1010 ตวั และ pH   ≥
6.2 อยาง นอย 90 % ของ จาํนวน เกลด็ เลอืด ที ่นาํ มา ทดสอบ
ที่ ระยะ เวลา สุด ทาย ของ การ เก็บ pH ขึ้น กับ อุณหภูมิ
ดังนั้นการ ตรวจ วัด pH ที่ อุณหภูมิ อื่น ควร คํานวณ กลับ

เปน pH ที่ 22 ํซ18 โดย ทั่ว ไป pH ของ เกล็ด เลือด ที่
22 ํ ซ  จะ สงู กวา pH ที่ 37 ํซ ประมาณ 0.1812 และ การ
ตรวจ วัด pH ของ เกล็ด เลือด ควร ใช เครื่องมือ ระบบ ปด
เพือ่ ปองกนั CO2 escape

การ สังเกต swirling phenomenon ที่ ถุง เกล็ด
เลอืด เปน การ ตรวจ เกลด็ เลอืด รปูราง discoid ซึง่ เหมาะ
สาํหรบั ตรวจ กรอง คณุภาพ เกลด็ เลอืด จาํนวน มาก (large-
scale quality control)22 แต การ ตรวจ ยืนยัน รูปราง
เกล็ด เลือด ควร ตรวจ นับ ดวย กลอง phase-contrast
microscope เกลด็ เลอืด ที ่ม ีรปูราง discoid 100 % หรอื
morphology score = 400 จดั เปน เกลด็ เลอืด เขมขน
ที ่ม ีคณุภาพ ด ีที ่สดุ แต ใน ทาง ปฏบิตัิ การ เตรยีม เกลด็ เลอืด
เขมขน ให ได discoid 100 % เปน ไป ได ยาก เนือ่ง จาก
กระบวน การ ปน แยก และ การ จดั เกบ็ อาจ ทาํให morphol-
ogy  damage ได บาง เกล็ด เลือด ที่ มี morphology
score < 200 เปน เกล็ด เลือด เขมขน ที่ ไม มี คุณภาพ9

การสงัเกต ถงุ เกลด็ เลอืด นอก จาก swirling phenom-
enon  ควร สงัเกต การ จบั กลุม ของ เกลด็ เลอืด (platelet
aggregation) รวม ดวย ซึง่ ถา พบ ไม ควร นาํ ไป ให ผูปวย2

อณุหภมู ิที ่เหมาะสม สาํหรบั เกบ็ เกลด็ เลอืด คอื 20-24 ํซ
ไม ควร เก็บ เกล็ด เลือด ที่ 4 ํซ เนื่อง จาก ที่ 4 ํซ เกล็ด
เลือด จะ เปลี่ยน รูปราง จาก discoid เปน sphere เกิด
microtubule  disassembly ทาํให เกลด็ เลอืด อาย ุสัน้

Hypotonic shock response และ รปูราง ของ เกลด็
เลือด มี ความ สัมพันธ กับ post transfusion viability6

แต hypotonic shock response ไม ม ีความ สมัพนัธ กบั
morphology score (r = 0.28, 0.24) เนื่อง จาก เกล็ด
เลือด ของ ผู บริจาค แต ละ คน มี ความ แตก ตางกัน เกล็ด
เลอืด ที ่ม ีรปูราง discoid เหมอืน กนั อาจ ม ีความ แขง็แรง
ความ สามารถ ที ่จะ ขบั น้าํ ออก จาก เซลล ได ไม เทากนั เนือ่ง
จาก การ ทํา hypotonic shock response ครั้ง นี้ ใช
เครือ่ง DU 650 spectrophotometer ตรวจ วดั การ ดดู
กลืน แสง ดังนั้น จึง ไม สามารถ ตรวจ จํานวน เปอรเซ็นต
recovery  ของ เกลด็ เลอืด ที ่อายุ 1   วนั และ ที ่อายุ 5 วนั ได
อยาง สมบูรณ ตรวจ ได เพียง เปอรเซ็นต ของ initial
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response เกลด็ เลอืด ที ่มี recovery นอย กวา 60% จดั
เปน เกลด็ เลอืด ที ่ไม แขง็แรง5 การ ทาํ hypotonic shock
response อยาง สมบูรณ ควร ทํา ใน เครื่อง Chrono-log
platelet  aggregometer6 ซึง่ สามารถ นาํ platelet-rich
plasma มาเซท็เครือ่ง เปน 10% light transmittance
และ platelet-poor plasma มาเซ็ทเปน 90% light
transmittance  การ ตรวจ hypotonic shock
response จาํเปน ตอง นาํ platelet-poor plasma มา เจอื
จาง platelet concentrate เพื่อ ปรับ ความ เขมขน ของ
เกล็ด เลือด ให ได ประมาณ 300,000 /µL ชนิด ของ
พลาสมา ที ่นาํ มา เจอื จาง ม ีผล ตอ การ ตอบ สนอง ของ เกลด็
เลอืด ใน in vitro test การ ใช fresh-frozen plasma
เปน ตัว เจือ จาง เกล็ด เลือด ให คา hypotonic shock
response มาก กวา การ เจอื จาง ดวย room-temperature
plasma23 การ ที่ ไม ใช room-temperature plasma
เปนตัว เจือ จาง เนื่อง จาก คุณภาพ ของ พลาสมา ที่ เก็บ ที่
อณุหภมูิ 22 ํซ ม ีการ เปลีย่น แปลง ตาม ระยะ เวลา และ
การ เก็บ พลาสมา เพื่อ ให ผูปวย ใน ทาง ปฏิบัติ ใน ธนาคาร
เลอืด เกบ็ แบบ แช แขง็ fresh-frozen plasma ใกล เคยีง
กับ พลาสมา ใน ตัวผู ปวย มาก กวา room-temperature
plasma  ดงันัน้ fresh-frozen plasma จงึ เปน ตวั เจอื
จาง ที ่เหมาะสม สาํหรบั การ เปรยีบ เทยีบ คณุภาพ ของ เกลด็
เลอืด เมือ่ เกบ็ อายุ 1 วนั และ อายุ 5 วนั

เนื่อง จาก hypotonic shock response และ การ
ตรวจ รูปราง ของ เกล็ด เลือด ทํา ได ไม ยาก ดังนั้น การ ทํา
hypotonic shock response และ morphology
score อาจ ใช เปน การ ตรวจ เพื่อ ควบคุม คุณภาพ เกล็ด
เลือด เพิ่ม เติม นอก เหนือ จาก การ นับ จํานวน เกล็ด เลือด
และ pH เพราะ การ นบั จาํนวน เกลด็ เลอืด ดวย เครือ่ง นบั
เมด็ เลอืด อตัโนมตั ิอาศยั optical flow cell ซึง่ เปน  light
scatter principle และ impedance transducer ซึง่
ตรวจ ความ สามารถ เกล็ด เลือด ที่ จะ ตอ ตาน การ ไหล ของ
กระแส ไฟฟา ดงันัน้ เครือ่ง นบั เมด็ เลอืด อตัโนมตั ิจงึ นบั ได
เพียง จํานวน เกล็ด เลือด ทั้ง หมด ไม สามารถ แยก จํานวน
viable cell ออก จาก non viable cell

ยา ใน กลุม แอสไพริน ทําให เกล็ด เลือด ทํา หนาที่ ผิด
ปกติ ดังนั้น การ คัด เลือก ผู บริจาค ควร ถาม ประวัติ การ
รบัประทาน ยา ซึง่ ถา ได ยา ใน กลุม แอสไพรนิ ภาย ใน 5 วนั
ไม ควร บริจาค เกล็ด เลือด เขมขน มี เม็ด เลือด ขาว ปน
เปอน เมด็ เลอืด ขาว สามารถ แยง ใช ออกซเิจน จาก เกลด็
เลือด ทําให เกิด anaerobic glycolysis ปริมาณ กรด
แลคตกิเพิม่ ขึน้ pH ลดลง แต การ ใช ถงุ เกบ็ เกลด็ เลอืด
ที ่มี oxygen-permeability จาํนวน เมด็ เลอืด ขาว แทบ ไม
มี ผล ตอ pH แต proteolytic enzyme ที่ สราง จาก
โมโนซยัทและ นวิโทรฟลจะ ลด ปรมิาณ ไกล โค โปรตนี บน
ผนัง เกล็ด เลือด ทําให viability ลดลง นอก จาก นี้ เม็ด
เลอืด ขาว ยงั อาจ กระตุน HLA alloimmunization ทาํให
เกดิ platelet refractoriness2 ดงันัน้ ใน ผู ที ่รบั เลอืด และ
สวน ประกอบ ของ เลอืด บอย ๆ  ควร ให เกลด็ เลอืด เขมขน
ที ่ม ีเมด็ เลอืด ขาว นอย (leukocyte-reduced platelets)
ซึง่เตรยีม ดวย วธิ ีพเิศษ24 โดย ม ีเมด็ เลอืด ขาว นอย กวา 5
x  106 ตัว (AABB) หรือ นอย กวา 1 x 106 ตวั (Euro-
pean  guideline) และ การ ให เกลด็ เลอืด เขมขน ที ่ม ีเมด็
เลือด ขาว นอย ยัง อาจ ชวย ลด ปฏิกิริยา ที่ เกิด จาก การ รับ
เลือด ประเภท febrile nonhemolytic reaction อีก
ดวย25

สรปุ
เกลด็ เลอืด เขมขน ที ่เกบ็ อยู ใน ธนาคาร เลอืด อายุ 1 วนั

และ อายุ 5 วนั ได มาตรฐาน ตาม การ ควบคมุ คณุภาพ ของ
AABB โดย ม ีจาํนวน เกลด็ เลอืด   ≥ 5.5 x 1010 ตวั และ
pH   ≥ 6.2 อยาง นอย 90% ของ เกล็ด เลือด ที่ นํา มา
ทดสอบ ถุง เก็บ เกล็ด เลือด มี ความ สามารถ แลก เปลี่ยน
แกส กบั บรรยากาศ ภาย นอก ความ เปน discoid shape
ของ เกลด็ เลอืด อยู ใน เกณฑ ที ่ยอม รบัได แต เกลด็ เลอืด
อายุ 5 วนั ม ีความ แขง็แรง และ พลงังาน นอย กวา เกลด็ เลอืด
อายุ 1 วัน
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Background : The quality of platelet concentrates correlates with platelet survival in vivo.  During in  vitro storage
of  platelets in the blood bank the platelets will be activated and loose their discoid shapes.  The pH, membrane
integrity  and energy metabolism may change.  The numbers of discoid platelets and the hypotonic shock response
correlate  well with in vivo platelet viability.  Objective : To evaluate the quality of platelet concentrates stored in
the  blood bank.  Materials and Methods : Thirty units of platelet concentrates in Teruflex CPD bags were prepared
by  platelet-rich plasma method. Platelets were stored in continuous gentle agitator at 22 ํ C for 5 days.  The swirling
phenomenon  was inspected.  Platelets samples were drawn during storage at day 1 and day 5 for laboratory tests.
The  platelet and leukocyte counts were performed with an automated cell counter.  The morphology score was de-
termined  by phase-contrast microscopy based on the percentage of each morphologic types (discs, spheres, dendrites
and balloons).   The pH, PO2 and PCO2 were measured by a blood gas analyzer.  Hypotonic shock response was
induced by adding deionized water to the platelet suspensions diluted with platelet-poor plasma and measurement
of  the kinetic absorbance at 420 nm in a spectrophotometer.  Results :  The average platelet counts of day 1 and day
5 platelets were 6.98 ± 1.23 x 1010 and 6.82 ± 1.26 x 1010 in 53.94 ±3.05 mL of plasma.  The average leukocyte counts
were3.46 ± 5.92 x 107 and 3.01 ± 4.94 x 107, respectively.  The swirling grading and morphology score were 2.86 ±0.34,
340.36 ±20.73 and 1.80 ± 0.61, 303.43 ±25.67. The pH, PO2 and PCO2 of the day 1 platelets were 7.24 ± 0.11 , 46.61 ± 32.47
and  40.07 ±8.33 mmHg ; and the day 5 platelets were 7.21 ±0.14 , 64.51 ± 30.13 and 28.61 ± 6.66 mmHg, respectively.
Ninety percent (27/30) of day 5 platelets had platelet yield more than 5.5 x 1010. The pH of all platelets was more
than 6.2. The platelet and leukocyte counts at day 5 were not significantly different from day 1 (p = 0.053, 0.064).
Some  discoid  platelets were activated so the swirling grading and morphology score were decreased (p <  0.001,
< 0.001).  However,  the morphology scores were still more than 200.  The platelet containers had sufficient oxygen
permeability.   The PO2 was increased and PCO2 was decreased (p = 0.011, <  0.001) and the pH remained stable (p
= 0.288).  The  hypotonic  shock response at day 5 were 69.54 ± 18.84 % of the day 1 platelets. Seventy  percent (21/30)
of day 5 platelets had hypotonic shock recovery above 60 %. Conclusion : 1) The quality of day 1 and day 5 platelets
met  the standard American Association of Blood Banks (AABB) quality control.  The numbers of platelets were more
than  5.5 x 1010 and the pH  ≥ 6.2 in at least 90 % of units tested. 2) The discoid platelets were still present. 3) The
membrane  integrity and energy metabolism of day 5 platelets were poor.
Key Words : Platelet concentrate pH  Morphology score Hypotonic shock response
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