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บท คดั ยอ : ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาติ สภา กาชาด ไทย ได จดั ตัง้ ธนาคาร เลอืด จาก รก แหง ชาต ิขึน้ ใน เดอืน พฤษภาคม  พ.ศ. 2545
โดย เปด ให บรกิาร 2 แบบ คอื รบั บรจิาค เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก มารดา ผูแสดง ความ จาํนง บรจิาค เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ
จาก รก (unrelated cord blood) และ การ บริการ เก็บ รักษา เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต จาก รก สําหรับ ใช ใน ครอบครัว ตน เอง
(autologous and related cord blood) กอน การ เก็บ รักษา เซลล โดย การ แช แข็ง ตอง มี การ ลด ปริมาตร รวม ใน ถุง เซลล ตน
กาํเนดิ เมด็ โลหติ เพือ่ ประหยดั พืน้ ที ่ใน การ เกบ็ และ ลด คาใชจาย การ ศกึษา นี ้เปน การ เปรยีบ เทยีบ ประสทิธผิล ใน การ แยก เซลล
และ ขอมลู ที ่เกีย่วของ ของ วธิกีาร เตรยีม เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ที ่ได จาก การ คลอด ปกติ และ ผา ทอง คลอด โดย ใช วธิ ีปน
แยก และ การ ใช เครือ่ง อตัโนมตัิ ตัง้แต เดอืน พฤษภาคม 2545 ถงึ เดอืน ธนัวาคม 2549 จาํนวน ทัง้ สิน้ 388 ราย โดย เกบ็ จาก มารดา
ที ่คลอด ปกติ 255 ราย และ ผา ทอง คลอด 133 ราย ผล การ ศกึษา พบ วา การ เจาะ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก วธิกีาร คลอด
ปกติ และ ผา ทอง คลอด ได คา เมด็ โลหติ ขาว (white blood cell: WBC) และ เซลล CD34+ ไม แตก ตางกนั (p > 0.05) สวน
ปรมิาตร ของ โลหติ,ฮมา โตครติ (hematocrit: Hct) และ คา เมด็ โลหติ แดง (red blood cell: RBC) ที ่ได จาก วธิกีาร ผา ทอง คลอด
มาก กวา วธิ ีคลอด ปกต ิอยาง ม ีนยั สาํคญั (p < 0.05) เมือ่ ศกึษา เปรยีบ เทยีบ การ เตรยีม เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ทัง้ 2 วธิี พบ
วา  คา % WBC  recovery ที ่ได จาก วธิ ีปน แยก ให ผล ด ีกวา วธิกีาร ใช เครือ่ง อตัโนมตั ิอยาง ม ีนยั สาํคญั (p < 0.001) แต คา เซลล
CD34+ หลัง การ เตรียม ไม แตก ตางกัน (p > 0.05) และ คา ที่ ได ใกล เคียง กับ ที่ มี รายงาน จาก ตาง ประเทศ สวน % RBC
depletion นัน้ วธิกีาร ใช เครือ่ง อตัโนมตั ิสามารถ ลด ปรมิาตร เมด็ โลหติ แดง ได ด ีกวา วธิ ีปน แยก อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p <
0.001)  ทัง้ นี ้เนือ่ง จาก การ ใช เครือ่ง อตัโนมตั ิม ีการ เตมิ สาร hydroxyethyl starch เพือ่ ชวย ตก ตะกอน เมด็ โลหติ แดง ทาํให %
RBC depletion เพิม่ ขึน้ จาก การ ศกึษา ครัง้ นี ้สรปุ ได วา ปรมิาณ เซลล CD34+ ที ่ได จาก การ เตรยีม ทัง้ 2 วธิ ีไม แตก ตางกนั การ
ใช เครื่อง อัต โนมัติ ใน การ เตรียม แยก เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต จาก รก จะ มี ตนทุน คาใชจาย สูง แต สามารถ ลด ปริมาตร รวม ใน ถุง
ได ดี กวา จึง ชวย ประหยัด พื้น ที่ และ คาใชจาย ใน การ เก็บ รักษา ระยะ ยาว เหมาะ สําหรับ การ เตรียม เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต จาก
รก ของ ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาติ ซึง่ เปน ศนูย กลาง ระดบั ชาต ิใน การ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก จาํนวน มาก เพือ่ ให เพยีง
พอ สําหรับ ผูปวย ตอไป
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การ ปลกู ถาย เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก (um-
bilical  cord blood transplantation) เปน อกี วธิ ีหนึง่
ใน การ รกัษา ผูปวย โรค มะเรง็ เมด็ โลหติ ขาว โรค ไข กระดกู
ฝอธาลสัซ ีเมยี และ โรค ภมูคิุมกนั บกพรอง แต กาํเนดิ1
ซึง่ ใน ปค.ศ.  1989 Gluckman และ คณะ ได นาํ เซลล ตน
กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก มา ใช ใน การ รกัษา โรค Fanconi
anemia ประสบ ความ สําเร็จ เปน ราย แรก2 ตอมา ในป
ค.ศ.  1993 จงึ ได ม ีการ จดั ตัง้ Cord blood bank ขึน้ เปน
ที่ แรก ที่ เมือง นิวยอรค ประเทศ สหรัฐ อเมริกา โดย ได มี
การ พัฒนา กระบวน การ ใน การ เก็บ เซลล ตน กําเนิด เม็ด
โลหติ การ แยก เซลล และ การ แช แขง็ เซลล ใน ถงั ไนโตรเจน
เหลว พบ วา สามารถ เกบ็ เซลล ได เปน เวลา นาน หลาย ป โดย
ที่ คุณภาพ ของ เซลล ไม เปลี่ยน  แปลง3 หลัง จาก นั้น จึง ได
มี การ จัด Cord blood bank ใน ประเทศ ตางๆ ทั้ง ใน
ยโุรป  และ เอเชยี1,4,5,6

ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาติ สภา กาชาด ไทย ไดรบั มอบ
หมาย จาก แพทยสภา ให ดําเนิน การ จัดหา ผู บริจาค เซลล
ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ที ่ม ิใช ญาต ิให กบั ผูปวย (unrelated
donor)  ใน ปพ.ศ. 2545 จงึ ได จดั ตัง้ ธนาคาร เลอืด จาก รก
แหง ชาต ิขึน้ เพือ่ เปน การ เพิม่ โอกาส ให กบั ผูปวย ไดรบั การ
ปลกู ถาย เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ได มาก ขึน้ โดย เฉพาะ
ผูปวย เดก็ ที ่เปน โรค ทาง พนัธ ุกรรม  7,8  โดย ธนาคาร เลอืด
จาก รก ที่ จัด ตั้ง ขึ้น มี การ ให บริการ 2 แบบ คือ รับ บริจาค
เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต จาก มารดา ผูแสดง ความ จํานง
บรจิาค เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก (unrelated cord
blood) และ บรกิาร เกบ็ รกัษา เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก
รก สาํหรบั ใช ใน ครอบครวั ตน เอง (autologous and re-
lated  cord blood) โดย ได ทาํ การ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็
โลหิต จาก รก มารดา ที่ คลอด บุตร ทั้ง ใน กรณี คลอด ปกติ
หรอื ผา ทอง คลอด ทาง ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาต ิฯ รวม
กบั ภาควชิา สตูศิาสตร- นรเีวช วทิยา คณะ แพทยศาสตร
จฬุาลงกรณ มหาวทิยาลยั ได รายงาน การ ศกึษา วธิกีาร เกบ็
เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก พบ วา การ เกบ็ เซลล ตน
กําเนิด เม็ด โลหิต จาก รก ใน มารดา ที่ คลอด ปกติ และ ผา

ทอง คลอด นัน้ ได จาํนวน ของ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ไม
แตก ตางกนั  และ วธิกีาร เจาะ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ ใน ขณะ
ที ่รก ยงั ไม ลอก ตวั (in utero placenta aspiration) เปน
วธิ ีที ่เหมาะสม ใน การ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก
ใน ผู บริจาค9

การ เกบ็ และ เตรยีม เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก
เพื่อ ใช ใน การ ปลูก ถาย เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต ให กับ
ผูปวย จาํเปน ตอง เตรยีม ให ได เซลล ตน กาํเนดิ ที ่ม ีปรมิาณ
เซลล CD34+ เพียง พอ และ มี คุณภาพ ดี เพื่อ ให การ
รกัษา ได ประโยชน สงูสดุ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ที ่เกบ็
ได ตอง ม ีกระบวน การ เตรยีม กอน การ เกบ็ แช แขง็ สามารถ
เตรียม โดย วิธีการ ปน แยก แต เนื่อง จาก ปจจุบัน ใน ตาง
ประเทศ มี การ นํา เครื่อง อัตโนมัติ มา ชวย ใน การ ปน แยก
เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ซึง่ ม ีรายงาน วา ให ผล ดี
กวา วธิ ีปน แยก คอื ลด การ ปน เปอน ของ เมด็ โลหติ แดง ซึง่
ชวย ทาํให ใช พืน้ ที ่ใน การ เกบ็ นอย กวา วธิ ีเดมิ และ ทาํให ลด
ปริมาณ ไนโตรเจน เหลว ที่ ใช ใน การ เก็บ รักษา10,11,12
ดงันัน้ วตัถปุระสงค ใน การ ศกึษา ครัง้ นี้ เพือ่ ศกึษา เปรยีบ
เทยีบ กระบวน การ ใน การ เตรยีม เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ
จาก รก โดย ใช วธิ ีปน แยก และ โดย การ ใช เครือ่ง อตัโนมตัิ

วสัด ุและ วธิกีาร
เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก

คดั เลอืก จาก มารดา ซึง่ ตัง้ครรภ เดีย่ว ม ีอาย ุครรภ มาก
กวา หรือ เทากับ 37 สัปดาห หรือ มี น้ําหนัก ตัว โดย
ประมาณ ของ ทารก ใน ครรภ มาก กวา 2,500 กรมั ทารก ใน
ครรภ ไม มี โรค ทาง พันธุ กรรม หรือ โรค ที่ เปน ขอหาม ตอ
การ จดั เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ เชน โรค ที ่เกีย่วของ
กบั ระบบ เลอืด ภมูคิุมกนั และ ผล การ ตรวจ เชือ้ เอชไอ วี
ไวรสั ตบั อกั เสบบี ไวรสั ตบั อกัเสบ ซี และ เชือ้ ซฟิลสิ เปน ลบ
ใน กรณี แสดง ความ จํานง บริจาค เซลล ตน กําเนิด เม็ด
โลหิต จาก รก มารดา ตอง มี ความ เขาใจ และ ยินดี เขา รวม
บริจาค เลือด จาก รก โดย ลงชื่อ แสดง ความ ยิน ยอม การ
บรจิาค  เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก เพือ่ การ ปลกู ถาย
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วารสารโลหติวทิยาและเวชศาสตรบรกิารโลหติ  ปที ่17 ฉบบัที ่4 ตลุาคม-ธนัวาคม 2550

เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต จาก นั้น ทาง แพทย ได สง ใบ
แสดง ความ ยนิ ยอม ให กบั ทาง ศนูย บรกิาร โลหติ แหง ชาตฯิ
กอน คลอด กรณ ีการ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก
สําหรับ นํา ไป ใช ใน ครอบครัว ตน เอง มารดา ตอง มี ความ
เขาใจ ใน ประโยชน และ ขอ จาํกดั ของ การ เกบ็ stem cells
ไว สาํหรบั ครอบครวั ใน อนาคต และ แสดง ความ จาํนง ผาน
สู ติ นรีแพทย มา ยัง ศูนย บริการ โลหิต แหง ชาติ ฯ ตั้งแต
เดอืน  พฤษภาคม 2545 จน ถงึ เดอืน ธนัวาคม 2549 ม ีเซลล
ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ที ่จดั เกบ็ ไว จาํนวน 518 ราย
แต ม ีขอมลู ครบ สามารถ นาํ มา ใช ใน การ ศกึษา ครัง้ นี ้ทัง้ สิน้
388 ราย ดังนี้ คือ มารดา ผู บริจาค เซลล ตน กําเนิด เม็ด
โลหติ จาํนวน  229 ราย และ มารดา ผู ตองการ เกบ็ เซลล ตน
กําเนิด เม็ด โลหิต จาก รก สําหรับ นํา ไป ใช ใน ครอบครัว ตน
เอง จาํนวน 159 ราย
วธิกีาร เจาะ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก

ใน การ เจาะ เกบ็ ใช ถงุ บรรจ ุโลหติ ของ ศนูย บรกิาร โลหติ
แหง ชาติ ฯ ชนิด single bag ที่ มี ปริมาตร ของ CPDA-
1  บรรจุ ใน ถุง 28 มล. ภาย หลัง จาก การ คลอด ทารก
เมือ่ แพทย ทาํ การ ผกู และ ตดั สาย สะดอื ให ชดิ กบั ทารก และ
สง ทารก ให เจาหนาที ่พยาบาล แลว เจาหนาที ่ผูทาํ การ เจาะ
เกบ็ จงึ ทาํ การ เชด็ ทาํ ความ สะอาด สาย สะดอื สวน ที ่ตดิ กบั
ตัว มารดา ดวย ผากอสชุบ น้ํา ยา ฆา เชื้อ 10% Povidine
solution โดย วธิ ีปราศจาก เชือ้ จาก บรเิวณ เหนอื รอย ผกู ไป
จน ถงึ บรเิวณ สาย สะดอื ที ่ตดิ กบั รก หลงั จาก นัน้ ใช เขม็ ที่
ติด ถุง บรรจุ โลหิต แทง เขา บริเวณ เสน เลือด ดํา ของ สาย
สะดอื ปลอย ให เลอืด จาก สาย สะดอื ไหล เขา ถงุ บรรจ ุโลหติ
ตาม แรง โนม ถวง โดย ตอง ให ถงุ บรรจ ุโลหติ อยู ต่าํ กวา เขม็
เมื่อ เลือด หยุด ไหล แลว จึง ผูก สาย ถุง บรรจุ โลหิต และ นํา
กลบั มา เตรยีม ปน เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ที ่หนวย
หอง ปฏิบัติ การ เม็ด โลหิต ขาว และ เกล็ด โลหิต ฝาย หอง
ปฏบิตั ิการ รวม กบั องคการ อนามยั โลก

กอน การ ปน แยก เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ได
ทาํ การ เกบ็ ตวัอยาง ประมาณ 8 มล. เพือ่ สง ตรวจ viabil-
ity  โดย วิธี Tryphan blue exclusion dye5, CBC

โดย ใช เครื่อง นับ เซลล อัตโนมัติ (Beckman-Coulter,
Miami,  FL, USA), ตรวจ CD34 ดวย วธิี Flow cyto-
metry   ดวย เครือ่ง FacScan (Becton Dickinson, San
Jose, CA) โดย ใช น้าํ ยา monoclonal antibody CD34-
Phycoerythrin และ CD45-Fluorescein thyocyanate
(Becton Dickinson, San Jose, CA)13, ตรวจ HLA-
A, -B และ -DR typing ดวย วิธี PCR-SSO (One
Lambda  Inc., Canoga Park, CA, USA) และ สง ตรวจ
Infectious markers ไดแก เชือ้ ซฟิลสิ เชือ้ เอชไอ วี ไวรสั
ตับ อัก เสบบี และ ไวรัส ตับ อักเสบ ซี ที่ ฝาย คัด กรอง จาย
โลหิต และ ผลิตภัณฑ ศูนย บริการ โลหิต แหง ชาติ ฯ

เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ที ่ม ีปรมิาตร นอย กวา
50 มล. และ ปรมิาณ เซลล เมด็ โลหติ ขาว นอย กวา 4 x 108
หรอื ม ีกอน เลอืด แขง็ ตวั (partial clotted blood) จะ ไม
ไดรบั การ ปน แยก และ แช แขง็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ14

สาํหรบั การ คดั เลอืก เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ที ่จะ
นาํ มา เตรยีม เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ โดย วธิกีาร ปน
แยก หรอื ใช เครือ่ง อตัโนมตั ินัน้ คดั เลอืก โดย วธิกีาร สุม
(random  sampling)
กระบวน การ ปน แยก เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก

1. การ ปน แยก โดย ใช เครือ่ง ปน  นาํ ถงุ เซลล ตน กาํเนดิ
เมด็ โลหติ จาก รก ไป เชือ่ม สาย ตอ กบั transfer bag ขนาด
300 มล. ดวย วธิ ีปราศจาก เชือ้ ภาย ใต หอง สะอาด (clean
room class 100 A) แลว จึง นํา ไป ปน 2,700 รอบ ตอ
นาที นาน 10 นาท ีโดย ใช เครือ่ง ปน  refrigerated centri-
fuge  (HIMAC CR7B3, HITACHI KOKI Co., Ltd.,
Tokyo, Japan) เมือ่ ครบ เวลา บบี เอา พลาสมา ออก ให เหลอื
พลาสมา ประมาณรอยละ 20  หลงั จาก นัน้ ให เกบ็ ตวัอยาง
0.5 มล. สง ตรวจ viability, CBC และ CD34 จาก นัน้
จึง นํา ไป ผาน กระบวน การ แช แข็ง3, 9

2.  การ ปน แยก โดย ใช เครือ่ง ปน แยก อตัโนมตัิ ดาํเนนิ
การ ภาย ใต หอง สะอาด โดย ชัง่ น้าํหนกั ถงุ ที ่เหลอื ภาย หลงั
จาก การ เกบ็ ตวัอยาง เพือ่ คาํนวณ ปรมิาตร ที ่ได แลว จงึ เตมิ
hydroxy ethyl starch (HES) solution (Grifols Ltd.,
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Barcelona, Spain) ใน อัตรา สวนรอยละ 20  ของ
ปรมิาตร  เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ทัง้ หมด โดย วธิี
ปราศจาก เชือ้ ภาย ใต ภาวะ ปลอด เชือ้ (Biosafty cabinet)
และ นํา ไป เขยา ที่ เครื่อง three dimension rotator
(Orbitron  Rotator II, Fisher Scientific, Ontario,
Canada) นาน 15 นาที เพือ่ ให เมด็ เลอืด แดง ตก ตะกอน
จาก นัน้ จงึ นาํ ถงุ ไป ตดิ เขา กบั ชดุ อปุกรณ ปน แยก อตัโนมตัิ
Sepax S-100 Cell Separation System โดย ใช CS-
510 cell separation kit (Sepax, Biosafe S.A.,
Eysins-s/Nyon, Switzerland) โดย เครื่อง จะ ทํา การ
ปน แยก เอา พลาสมา รวม ทัง้ ลด ปรมิาณ เมด็ โลหติ แดง ให
เหลอื แต เพยีง buffy coat ประมาณ 20 มล. หลงั จาก นัน้
ให เกบ็ ตวัอยาง 0.5 มล. เพือ่ สง ตรวจ viability, CBC
และ CD34 จาก นัน้ จงึ นาํ ไป ผาน กระบวน การ แช แขง็3, 10,11

กระบวน การ แช แขง็
1.  การ ใช วธิ ีปน แยก
ใช dimethyl sulfoxide (DMSO) Hybri-Max 

(Sigma,  St. Louis, MO, USA) เปน cryo preserva-
tive  โดย ใช DMSO ผสม กับ 20 % Albumin ( ศูนย
บริการ โลหิต แหง ชาติ ฯ กรุงเทพฯ) ใน อัตรา สวน 1:4
คอย ๆ  เตมิ สวน ผสม ลง ใน ถงุ บรรจ ุเซลล โดย ใช ปรมิาตร
เทากับ ปริมาตร ของ เซลล ที่ ได หลัง การ ปน แยก

2.  การ ใช เครื่อง อัตโนมัติ
ใช 55 % DMSO solution with 5 % dextran 40

(Pall, Newquay Cornwall, UK) ใน อัตรา สวน
DMSO  5 มล. ตอ buffy coat 20 มล. นํา เขา เครื่อง
Cool Mix (Sepax, Biosafe S.A., Eysins-s/Nyon,
Switzerland)  โดย ใช Syringe pump (Terumo,
Shibuya-ku, Tokyo, Japan) ปรับ อัตรา การ เติม
DMSO ไว ที ่เครือ่ง 30 มล. ตอ ชัว่โมง

 หลงั จาก เตมิ น้าํ ยา cryopreservative ลง ใน ถงุ แช แขง็
ทัง้ 2 วธิ ีแลว ให เขยา สวน ผสม ให เขากนั หลงั จาก นัน้ เกบ็
ตวัอยาง ใส cryovial tube 3 หลอด หลอด ละ 0.5 มล.
แลว จงึ seal แบง สาย ถงุ แช แขง็ เปน 3 สวน นาํ ตวัอยาง

ทัง้ 3 หลอด พรอม ถงุ ที ่เตมิ DMSO ใส ใน เครือ่ง control
rate freezer (Planer Products Ltd., Sunbury-on-
Thames,  UK) เพื่อ ลด อุณหภูมิ จาก อุณหภูมิ หอง ไป ที่
อุณหภูมิ  -80 ํ ซ. โดย ลด อุณหภูมิ ประมาณ 1 ํซ. ทุก 1
นาที 15 เมื่อ ครบ เวลา ประมาณ 1 ชั่วโมง จึง นํา หลอด
ตัวอยาง พรอม ถุง บรรจุ เซลล ตน กําเนิด ไป แช ใน ถัง
ไนโตรเจน เหลว ที ่อณุหภมูิ -196 ํซ. ตอไป

นอก จาก นี้ ได มี กระบวน การ ตรวจ สอบ การ ติดเชื้อ
แบคทเีรยี ชนดิ aerobe, anaerobe และ เชือ้ รา โดย ทาํ การ
เกบ็ ตวัอยาง จาก ใน ถงุ pack red cells ที ่เหลอื จาก การ ปน
แยก สง ตรวจ ที ่ภาค วชิา จลุชวีวทิยา คณะ แพทยศาสตร
โรงพยาบาล จฬุาลงกรณ โดย ใช อาหาร เลีย้ง เชือ้ สาํเรจ็ รปู
VersaTREK  (TREAK Diagnostic System,
Cleveland,  OH, USA) และ BD BACTECTM
(Becton  Dickinson and Company, Sparks, MD,
USA)  เพือ่ ประเมนิผล การ เกบ็ และ กระบวน การ แช แขง็
หาก ม ีการ ปน เปอน จาก เชือ้ แบคทเีรยี ให ทาํ การ ทิง้ ถงุ เซลล
ตน กําเนิด เม็ด โลหิต นั้น
การ วเิคราะห ขอมลู ทาง สถติิ

วเิคราะห คา % Recovery ของ WBC และ CD34
และ % RBC Depletion โดย ใช สตูร คาํนวณ ดงันี้

% Recovery =  คา ของ เซลล หลงั ปน x 100
 คา ของ เซลล กอน ปน

% Depletion
 = คา ของ เซลล กอน ปน - คา ของ เซลล หลงั ปน x 100

คา ของ เซลล กอน ปน
เปรียบ เทียบ คา % recovery ของ WBC และ

CD34,  % RBC depletion โดย ใช Independence-
samples t-test (SPSS for Window, Version 11.5,
SPSS Inc., Chicago, IL, USA)

ผล การ ศกึษา
จาํนวน เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก จาํนวน 388

ราย ม ีปรมิาตร ของ โลหติ ทัง้ หมด อยู ใน ชวง 43.4-176.8
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มล. (mean ± SD = 96.07± 25.85), จํานวน เม็ด โลหิต
ขาว ม ีคา ตัง้แต 1.81-38.22 x 108cells/bag (mean±
SD = 9.12± 4.66), คา เซลล CD34+ = 0.40-39.68 x
106 cells/bag (mean± SD = 5.26± 5.89) เมื่อ ทํา การ
วเิคราะห เปรยีบ เทยีบ ตาม วธิ ีคลอด แยก เปน คลอด ปกติ
255 ราย ผา ทอง คลอด 133 ราย พบ วา ปรมิาตร ของ โลหติ
จํานวน เม็ด โลหิต แดง และฮมา โตคริต ที่ ได จาก วิธี ผา
ทอง คลอด มาก กวา วธิ ีคลอด ปกต ิอยาง ม ีนยั สาํคญั (p <
0.01) สาํหรบั คา เมด็ โลหติ ขาว และ เซลล CD34+ ให
ผล ไม แตก ตางกนั จาก การ คลอด ทัง้ 2 วธิี (p > 0.05) ดงั

แสดง ใน ตาราง ที่ 1
การ เปรียบ เทียบ วิธีการ ปน แยก เซลล ตน กําเนิด เม็ด

โลหติ จาก รก ทัง้ 2 วธิี พบ วา วธิ ีใช เครือ่ง อตัโนมตั ิสามารถ
ลด จํานวน เม็ด โลหิต แดง ได ดี กวา วิธี ปน แยก อยาง มี นัย
สําคัญ ทาง สถิติ (p < 0.001) สวน คา ของ % WBC re-
covery  ที ่ได จาก วธิ ีปน แยก ให ผล ด ีกวา วธิกีาร ใช เครือ่ง
อตัโนมตั ิอยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p < 0.001) แต คา
เซลล  CD34+ ที ่ได จาก วธิกีาร เตรยีม ทัง้ 2 วธิี ให ผล ไม
แตก ตางกัน (p > 0.05) ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 2

เมื่อ เปรียบ เทียบ วิธีการ ปน แยก เซลล ตน กําเนิด เม็ด

RBC ( x 106) /bag
Pre
Post
% depletion

WBC ( x 108) /bag
Pre
Post
% recovery

CD34 ( x 106) /bag
Pre
Post
% recovery

a (n = 9), b (n = 106)

ตาราง ที่ 2  เปรยีบ เทยีบ คา RBC, WBC, CD34+ cells จาก วธิกีาร เตรยีม เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก 2 วธิี
Parameter วธิ ีปน แยก  (n = 235) เครื่อง อัตโนมัติ  (n = 153) p-value

303.88±130.75
238.38± 97.47
20.68± 9.39

9.32± 5.06
8.41± 4.70
89.86± 6.80

3.40±3.04a

3.53± 4.54
75.74± 16.35a

322.00± 118.54
72.20± 26.05
73.43± 14.64

8.79± 3.96
7.09± 3.35

79.71± 10.02

5.42± 6.06b

4.23± 4.17
76.96± 15.96 b

0.159
< 0.001
< 0.001

0.251
0.001

< 0.001

0.107
0.117
0.835

Volume (mL)
Hct (%)
Total RBCs (x106) /bag
Total WBCs (x108) /bag
Total CD34+ cells (x106) /bag

ตาราง ที่ 1  เปรยีบ เทยีบ ปรมิาตร โลหติ คา WBC, RBC, Hct และ CD34 + cells จาก การ คลอด 2 วธิี

Parameter คลอด ปกติ
Mean± SD  (n=255)

ผา ทอง คลอด
Mean±SD  (n=133) p-value

92.59±24.69
31.44±5.36

299.10± 127.78
9.18± 4.83
4.67±3.36

102.74 ±  26.78
33.49± 5.78

333.89±120.41
8.99± 4.33
5.64± 7.06

< 0.001
0.001
0.009
0.688
0.324
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โลหิต จาก รก ใน กลุม คลอด ปกติ 255 ราย พบ วา คา %
RBC depletion จาก การ ใช เครือ่ง อตัโนมตัิ ไดผล ด ีกวา
วธิ ีปน แยก อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p < 0.001) คา %
WBC recovery ที่ ได จาก วิธี ปน แยก ให ผล ดี กวา วิธี ใช
เครือ่ง อตัโนมตัิ อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p < 0.001)
สวน คา เซลล CD34+ ที ่ได จาก วธิกีาร เตรยีม ทัง้ 2 วธิี
ให ผล ไม แตก ตางกนั (p > 0.05) ดงั แสดง ใน ตาราง ที่ 3
จาก การ เปรียบ เทียบ วิธีการ ปน แยก เซลล ตน กําเนิด เม็ด
โลหติ จาก การ ผา ทอง คลอด 133 ราย พบ วา คา % RBC
depletion จาก การ ใช เครือ่ง อตัโนมตัิ ไดผล ด ีกวา วธิ ีปน
แยก อยาง มี นัย สําคัญ ทาง สถิติ (p < 0.001) คา %
WBC recovery ที่ ได จาก วิธี ปน แยก ให ผล ดี กวา วิธี ใช
เครือ่ง อตัโนมตัิ อยาง ม ีนยั สาํคญั ทาง สถติิ (p < 0.001)
สวน คา เซลล CD34+ ที ่ได จาก วธิกีาร เตรยีม ทัง้ 2 วธิี ให

ผล ไม แตก ตางกัน (p > 0.05) ดัง แสดง ใน ตาราง ที่ 3
สําหรับ การ ตรวจ การ ปน เปอน ของ เชื้อ แบคทีเรีย พบ

วา จาก การ เตรียม ใน ชวง เวลา ตั้งแต พฤษภาคม 2545
จน ถึง ธันวาคม 2549 ตรวจ พบ การ ปน เปอน จํานวน 4
ราย (0.77 %) ซึง่ ตรวจ พบ วา เปน เชือ้   E. Coli และ  Leu-
conostoc  Spp. 1 ราย,   Pseudomonas stutseri 1 ราย
ติ ด เ ชื้ อ  Staphylococcus Spp. 1 ราย และ
Corynybacterium  1 ราย ซึง่ ทัง้ 4ยนูติ ตอง นาํ ไป ทิง้

วจิารณ
ธนาคาร เลือด จาก รก จัด ตั้ง ขึ้น เพื่อ รอง รับ การ จัดหา

เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต ให กับ ผูปวย ที่ ไม สามารถ หา ผู
บริจาค ที่ เปน พี่นอง และ ครอบครัว เดียว กัน ได และ ลด
ปญหา การ ตดิเชือ้ Cytomegalovirus ซึง่ จะ พบ ได นอย

Volume (mL)
Pre
Post

RBC (x 106) /bag
Pre
Post
% depletion

WBC ( x 108) /bag
Pre
Post
% Recovery

Total CD34+ cells (x 106) /bag
Pre
Post
% Recovery

ตาราง ที่ 3 เปรยีบ เทยีบ ปรมิาตร ของ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ, RBC, WBC, CD34+ cells ที ่ได จาก การ เตรยีม 2 วธิี
จําแนก ตาม วิธีการ คลอด

Parameter
คลอด ปกติ (n=255) ผา ทอง คลอด  (n=133)

วธิ ีปน
(n=198)

เครื่อง อัตโนมัติ
(n=57)

p -  value วธิ ีปน
(n=37)

เครื่อง อัตโนมัติ
(n=96)

p -  value

91.10± 23.91
44.06± 15.19

291.56±129.39
232.22±97.81
19.78± 8.24

9.15±5.08
8.24± 4.69
89.78± 6.81

3.44±3.25a

3.43±4.71
75.94± 17.48a

97.76± 26.83
21.32± 1.25

325.32± 119.39
57.99±25.96
73.33± 15.22

9.31± 3.88
7.52± 3.30
79.97± 7.75

4.94± 3.37b

4.28±3.10
79.72± 13.86b

0.095
<0.001

0.068
<0.001
<0.001

0.798
0.191
<0.001

0.268
0.112
0.579

106.97± 26.41
45.25± 13.65

369.85± 119.13
271.36±89.91
25.46± 13.17

10.28± 4.94
9.33± 4.69
90.30± 6.87

3.06c

4.06± 3.58
74.18c

101.11± 26.87
21.36± 1.51

320.04±118.61
72.32± 26.23
73.49± 14.37

8.49± 3.99
6.83± 3.37

79.55± 11.18

5.68± 7.1d

4.21± 4.71
75.47±16.89d

0.257
<0.001

0.034
<0.001
<0.001

0.054
0.005
<0.001

ND
0.841
ND

a (n=8); b (n=37); c (n=1); d (n=69); ND = Not done
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กวา การ ใช เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก ผูใหญ การ ปลกู
ถาย เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต จาก รก นั้น พบ วา ประสบ
ความ สาํเรจ็ เปน อยาง ด ีโดย เฉพาะ ใน ผูปวย เดก็ เนือ่ง จาก
immunogenicity  และ maturity ของ T cells ของ
เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก นัน้ ยงั ไม มาก เทากบั เซลล
ตน กําเนิด เม็ด โลหิต ที่ ได จาก ผูใหญ จึง ทําให ปญหา ของ
การ เกดิ graft-versus-host disease (GVHD) พบ ได
นอย กวา ดงันัน้ การ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก
และ วธิกีาร เตรยีม เซลล ที ่ได มาตรฐาน เปน การ เพิม่ โอกาส
ให ผูปวย ไดรบั การ ปลกู ถาย เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ เพิม่
มาก ขึ้น14,16

การ ศึกษา ครั้ง นี้ ไดเปรียบ เทียบ ปริมาตร ของ โลหิต
จํานวน เม็ด โลหิต แดง และฮมา โตคริต ตาม วิธี คลอด
พบ วา คา ที ่ได จาก วธิ ีผา ทอง คลอด มาก กวา วธิ ีคลอด ปกติ
อยาง มี นัย สําคัญ  สําหรับ คา เม็ด โลหิต ขาว และ  เซลล
CD34+ ให ผล ไม แตก ตางกนั จาก การ คลอด ทัง้ 2 วธิี  ซึง่
สอด คลอง กบั ที ่ม ีรายงาน ไว9 การ เตรยีม เซลล ตน กําเนดิ
เม็ด โลหิต จาก รก โดย วิธี ปน แยก และ การ ใช เครื่อง
อตัโนมตั ิพบ วา ปรมิาตร ของ การ เจาะ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ
เมด็ โลหติ จาก รก ไม ม ีผล ตอ การ ลด ปรมิาตร ของ เซลล ตน
กําเนิด เม็ด โลหิต ใน การ เตรียม ทั้ง 2 วิธี เมื่อ เทียบ ความ
สามารถ ใน การ ลด ปรมิาตร เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ที ่ได
พบ วา การ ใช เครือ่ง อตัโนมตัิ จะ ลด ปรมิาตร ได เหลอื ไม
เกิน 25 มล. ตอ ถุง ใน ขณะ ที่ วิธี ปน แยก จะ คง เหลือ
ปริมาตร มาก กวา อยาง มี นัย สําคัญ ทาง สถิติ ซึ่ง ทําให
ประหยัด พื้น ที่ ใน การ เก็บ ประมาณ 1 เทา สามารถ เพิ่ม
จาํนวน ถงุ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ใน การ เกบ็ ตอ
ถัง ได มาก ขึ้น และ ยัง ชวย ลด ปริมาณ DMSO ที่ เขา สู
รางกาย ผูปวย วิธีการ ใน การ ลด ปริมาตร ของ เซลล ตน
กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ทาํ ได หลาย วธิี ทัง้ การ ใช เครือ่ง ปน
แยก และ เครือ่ง อตัโนมตัิ วธิกีาร ตก ตะกอน และ การ เตมิ
สาร ตางๆ เขา ไป ใน cord blood เพือ่ ชวย แยก ชัน้ เซลล ตน
กําเนิด เม็ด โลหิต โดย อาศัย ความ ถวง จําเพาะ ของ สาร
(density gradient)6,11,17 นอก จาก นี ้การ ลด ปรมิาตร ของ

เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต และ พลาสมา อาจ ใช วิธีการ ปน
ดวย ถงุ ชนดิ พเิศษ ที ่เปน ระบบ ปด (top-and-bottom) ซึง่
มี รายงาน วา สามารถ ลด ปริมาตร ได ใกล เคียง กับ การ ใช
เครื่อง  อัตโนมัติ (Sepax) อีก ทั้ง ชวย ลด ความ เสี่ยง จาก
การ ปน เปอน ของ เชื้อ แบคทีเรีย17,18

การ ปลกู ถาย เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ใน กรณี
ที ่มี ABO incompatibility ระหวาง ผู บรจิาค และ ผูปวย
นัน้ หาก ผูปวย ม ีไต เตอร ของ anti-A และ/ หรอื anti-B
คอน ขาง สงู จาํเปน ตอง ลด ความ เสีย่ง ของ การ เกดิ trans-
fusion  reaction เนือ่ง จาก มี free hemoglobin จาก เมด็
โลหติ แดง ที ่แตก ซึง่ อาจ ทาํให ผูปวย เกดิ อนัตราย เพิม่ มาก
ขึน้ ได ดงันัน้ วธิกีาร ลด ปรมิาณ เมด็ โลหติ แดง ใน เซลล ตน
กําเนิด เม็ด โลหิต จาก รก ให เหลือ นอย จึง เปน วิธีการ ลด
ความ เสี่ยง ดัง กลาว ได การ ศึกษา ใน ครั้ง นี้ พบ วา การ
เตรียม  เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต โดย ใช เครื่อง อัตโนมัติ
สามารถ ลด ปรมิาตร ของ เมด็ โลหติ แดง ได 73.4± 14.6%
ซึ่ง สามารถ ลด ปริมาตร ของ เม็ด โลหิต แดง ไดมา กก วา วิธี
ปน แยก จาก การ ศกึษา ใน ตาง ประเทศ พบ วา การ ใช HES
เพื่อ ชวย ตก ตะกอน เม็ด โลหิต แดง เปน วิธี ที่ สามารถ ลด
ปรมิาตร เมด็ โลหติ แดง ได ด ีกวา วธิ ีปน แบบ ธรรม ดา หรอื
ปน ดวย ถุง ชนิด top and bottom10,17 นอก จาก นี้ มี
รายงาน การ ใช poligeline, gelatin ใน การ แยก เมด็ โลหติ
แดง พบ วา gelatin สามารถ ลด ปรมิาตร เมด็ โลหติ แดง
ได ดี ที่ สุด แต มี ขอ จํากัด คือ Gelatin ที่ นํา มา ใช สกัด มา
จาก ปลา ซึ่ง บาง ประเทศ อาจ จะ ไม ไดรับ อนุมัติ ให นํา มา
ใช ใน คน6

จาํนวน เมด็ โลหติ ขาว ที ่แช แขง็ ขึน้ กบั จาํนวน เมด็ โลหติ
ขาว ที ่ได จาก การ เกบ็ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก และ
วิธีการ เตรียม เซลล ตน กําเนิด เม็ด โลหิต โดย การ ปน ลด
ปรมิาตร การ ศกึษา นี ้พบ วา คา % WBC recovery ดวย
วิธี ปน แยก ให ผล ดี กวา การ ใช เครื่อง อัตโนมัติ แต คา %
CD34+  cell recovery ที่ ได จาก ทั้ง 2 วิธี นั้น ไม แตก
ตางกัน ซึ่ง คา ที่ ได ใกล เคียง กับ ที่ มี รายงาน จาก ตาง
ประเทศ6,10,16  ทั้ง นี้ เนื่อง จาก ความ แตก ตาง ของ ความ เร็ว
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รอบ ใน การ ปน อาจ ทําให มี ผล กระทบ ตอ การ ลด จํานวน
เซลล เมด็ โลหติ ขาว ชนดิ granulocyte โดย ไม ม ีผล กระทบ
ตอ mononuclear cell (MNC) หรอื เซลล CD34+10

นอก จาก นี ้ใน การ ปลกู ถาย เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ
จาก รก ภาวะ การ ตดิเชือ้ แบคทเีรยี ใน ผูปวย อาจ เกดิ ขึน้ ได
และ เปน ปญหา แทรก ซอน ที ่ทาํให การ ปลกู ถาย ไม ประสบ
ผล สาํเรจ็ ดงันัน้ การ ทิง้ เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก ที่
พบ การ ปน เปอน เชื้อ แบคทีเรีย และ เชื้อ รา จึง เปน ขอ ที่
ควร คํานึง ถึง ใน การ ศึกษา ครั้ง นี้ พบ วา มี อัตรา การ ปน
เปอน ของ เชือ้ แบคทเีรยีรอยละ 0.77 โดย พบ ใน กลุม เซลล
ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ที ่เตรยีม โดย วธิ ีปน แยก เทานัน้ เชือ้ ที่
พบ สวน ใหญ เปน เชือ้ ที ่สามารถ พบ ได ตาม ผวิ หนงั ซึง่ อาจ
ปน เปอน ได ใน ระหวาง กระบวน การ เตรยีม เซลล ตน กาํเนดิ
เมด็ โลหติ ซึง่ เปน ระบบ เปด ดงันัน้ วธิกีาร ทาํ ความ สะอาด
อุปกรณ และ พื้น ที่ การ ปฏิบัติ งาน จึง เปน อีก ปจจัย หนึ่ง ที่
มี ความ สําคัญ ที่ ผู ปฏิบัติ งาน ตอง มี ความ ระมัด ระวัง เปน
อยาง ยิง่ การ เตรยีม เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ ดวย ระบบ
ปด เชน การ ใช เครื่อง อัตโนมัติ จะ ชวย ลด ปญหา การ ปน
เปอน ของ เชื้อ แบคทีเรีย ได ดี แต มี ขอเสีย คือ ราคา แพง

สรุป
การ ใช เครื่อง อัตโนมัติ ใน การ เตรียม แยก เซลล ตน

กําเนิด เม็ด โลหิต จาก รก มี ตนทุน คาใชจาย สูง กวา วิธี ปน
แยก  แต มี ขอ ดี คือ กระบวน การ ปน แยก ถูก ควบคุม ดวย
ระบบ คอมพิวเตอร ทําให การ ลด ปริมาตร ของ เซลล ตน
กาํเนดิ เมด็ โลหติ และ ปรมิาตร เมด็ โลหติ แดง ม ีความ คงที่
ด ีกวา ชวย ประหยดั พืน้ ที ่รวม ทัง้ คาใชจาย ใน การ เกบ็ รกัษา
ระยะ ยาว และ ลด ปญหา การ ปน เปอน เชื้อ แบคทีเรีย จึง
เหมาะสม กบั กรณ ีที ่ม ีเซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก จดั
เก็บ จํานวน มาก โดย เฉพาะ ศูนย บริการ โลหิต แหง ชาติ
สภา กาชาด ไทย ซึ่ง เปน ศูนย กลาง ระดับ ชาติ ใน การ เก็บ
เซลล ตน กาํเนดิ เมด็ โลหติ จาก รก เพือ่ ให เพยีง พอ สาํหรบั
ผูปวย ตอไป
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Abstract: The National Cord Blood Bank of Thailand has been set up since May 2002.   Collection and
processing  of cord blood donations have been performed to serve for patients waiting for unrelated,
autologous  and related stem cell transplants.   Prior to the addition of cryoprotectant, the reduction of
the  volume of cord blood units is needed in order to allow lower storage and overall expenses. This
retrospective  study was undertaken to evaluate cord blood processing procedure using standard and
automated  centrifugation techniques.  Altogether, 388 cord blood units, which were cryopreserved at
the  National Blood Centre, Thai Red Cross Society from May 2002 to December 2006 were studied.  Of
these,  255 and 133 cord blood units were collected from normal delivery and cesarean section.  A com-
parison  of total white blood cell (WBC) and  total CD34+ cells in cord blood that collected from normal
delivery  were similar to cesarean section (p > 0.05).   Total red blood cells (RBC), hematocrit and volume
of cord blood that collected from cesarean section were significantly higher than those collected from
normal  delivery (p < 0.05). Moreover, using a standard centrifugation technique the collection efficiency
of WBC (% WBC recovery) is better than an automated technique (p < 0.001), while CD34+ cells after
processing  is not different (p > 0.05).   On the other hand, using and automated technique, % RBC
depletion  is more effective than standard centrifugation technique (p < 0.001).  This may be due to the
addition  of hydroxyethyl starch during processing with an automated technique.    Inconclusion, CD34+
cells  of cord blood processing using standard centrifugation technique were similar to automated cen-
trifugation  technique.   Although an automated centrifugation technique needs more expense, it allows
lower  storage and long-term liquid nitrogen supplied.  The automated centrifugation technique appears
to  be suitable in cord blood processing in view of large-scale National Cord Blood Bank.
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