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การเปรยีบเทยีบผลกระทบของสารกนัเลอืดแขง็ตอ่การเกดิการกระตุน้ของเกลด็เลอืด
ในหลอดทดลองโดยวิธีโฟลไซโตเมตรี
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การกระตุ้นเกล็ดเลือดมีบทบาทสำคัญในการเกิดพยาธิสรีรวิทยาของการเกิดลิ่มเลือดอุดตันและการห้ามเลือด
ดังนั้นการตรวจเลือดเพื่อบ่งชี้การกระตุ้นเกล็ดเลือดในร่างกายจึงมีประโยชน์ในการประเมินผู้ป่วยลิ่มเลือดอุดตัน
อย่างไรก็ตาม การตรวจวัดการกระตุ้นเกล็ดเลือดต้องการสารกันเลือดแข็งและวิธีการที่มั่นใจได้ว่าการกระตุ้นเกล็ดเลือด
ไม่ได้เกิดข้ึนในหลอดทดลอง ดังน้ันเพ่ือศึกษาสารกันเลือดแข็งต่อการเกิดการกระตุ้นเกล็ดเลือด จึงเปรียบเทียบการเก็บเลือด
จากผูบ้ริจาคสขุภาพดโีดยใชส้ารกนัเลือดแข็งชนิด citrate theophylline adenosine dipyridamole (CTAD), CTAD+citric
acid, 3.2% sodium citrate และ K3EDTA เลือดในสารกันเลือดแข็งแต่ละชนิดยังแบ่งเป็นการตรึงและไม่ตรึงด้วย 4%
พาราฟอรมั์ลดไีฮด ์จากนัน้ตรวจหาการกระตุน้เกลด็เลอืดทีเ่กดิขึน้เองในหลอดทดลองโดยวธีิ indirect immunofluores-
cencence และโฟลไซโตเมตรีโดยใช้โมโนโคลนอล แอนติบอดี CD62P ผลการทดลองพบว่าเปอร์เซ็นต์เกล็ดเลือด
ที่แสดงออก CD62P มีค่าต่ำในตัวอย่างที่มีการตรึง และพบว่าเลือดที่เก็บในสารกันเลือดแข็ง CTAD+citric acid
และตรึงดว้ยพาราฟอรมั์ลดีไฮดมี์การกระตุน้เกลด็เลอืดตำ่ (2.37 ± 0.72 %) เม่ือเทียบกบัเลือดใน CTAD, 3.2% sodium
citrate และ K3EDTA (5.73 ± 1.84 %, 4.92 ± 2.09 %, 4.27 ± 1.86%) ตามลำดบั การศกึษานีก้ล่าวไดว่้าควรเกบ็เลือด
ในสารกันเลือดแข็ง CTAD+citric acid ร่วมกับการตรึงด้วยพาราฟอร์มัลดีไฮด์สำหรับตรวจวัดการกระตุ้นเกล็ดเลือด
ในร่างกาย  วารสารเทคนิคการแพทย์เชียงใหม่ 2552; 42: 102-111.
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* ภาควิชาเทคนิคการแพทย์  คณะเทคนิคการแพทย์  มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
** ศูนย์วิจัยเทคโนโลยีชีวการแพทย์ ศูนย์พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ หน่วยเครือข่าย ณ คณะเทคนิคการแพทย์
มหาวทิยาลยัเชียงใหม่

,

Bull Chiang Mai Assoc Med Sci Vol. 42,  No. 2  May 2009

102



Activation of platelets plays a crucial role in the pathophysiology of thrombosis and hemostasis. Blood
test reflecting in vivo platelet activation is therefore potentially useful in evaluating patients with thrombosis.
However, monitoring of platelet activation requires an anticoagulant and protocol ensures that platelets activa-
tion status is not altered artifactually in vitro. To investigate effect of anticoagulants on platelet activation, blood
from healthy donors were separately collected in citrate theophylline adenosine dipyridamole (CTAD), CTAD
plus citric acid, 3.2% sodium citrate and K3EDTA. Each sample was divided into two groups of experiments, with
or without 4% paraformaldehyde (PFA) fixation. The spontaneous in vitro platelet activation was investigated by
indirect immunofluorescencence and analyzed by flow cytometry using CD62P monoclonal antibody. The
results showed that percentage of CD62P-expressing platelets was markedly low in fixed sample. With PFA
fixation, blood sampled drawn in CTAD plus citric acid showed less spontaneous platelet activation (2.37 ± 0.72
%) than those in CTAD, 3.2% sodium citrate and K3EDTA (5.73 ± 1.84 %, 4.92 ± 2.09 %, 4.27 ± 1.86%),
respectively. In present study, it was conclude that blood sample intended for measuring of in vivo platelet
activation should be collected in CTAD plus citric acid together with PFA fixed.  Bull Chiang Mai Assoc Med Sci 2009;
42: 102-111.

Abstract : Comparison of the effect of anticoagulants on in vitro spontaneous
platelet activation by flow cytometry
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ที่มาและปัญหาวิจัย
เกล็ดเลือด (platelet) คือ ส่วนไซโตพลาสมของ

เมกะคาริโอไซท์ ซึ่งถูกปล่อยออกสู่กระแสเลือด เพื่อ
ทำหน้าที ่สำคัญในกระบวนการห้ามเลือด โดยเมื ่อ
หลอดเลือดเกิดบาดแผลและมีการฉีกขาดจนถึงชั ้น

subendothelium จะทำให้เกล็ดเลือดมีการยึดเกาะ
มีการกระตุ้นเกล็ดเลือดและการเกาะกลุ่มของเกล็ดเลือด
เพ่ืออุดบาดแผลปอ้งกันไม่ให้เลือดไหลออกนอกรา่งกาย1

โดยพบว่าเกล็ดเลือดที่ถูกกระตุ้นเป็นจุดสำคัญทำให้
เกิดลิ่มเลือด (thrombus) อย่างไรก็ตาม พบว่ามีการ

,
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กระตุ้นเกล็ดเลือดในร่างกายซึ่งก่อให้เกิดภาวะลิ่มเลือด
อุดตัน (thrombosis) แบบผิดปกติโดยเฉพาะโรคที ่
เกี ่ยวข้องกับหลอดเลือดหัวใจและหลอดเลือดสมอง2

เป็นสาเหตขุองการเสยีชีวิตในอนัดบัต้นๆ ของประชากร
ในประเทศไทย เช่น peripheral arterial disease,
atherosclerosis, myocardial infarction เป็นต้น
นอกจากนียั้งพบว่าการกระตุน้ของ เกล็ดเลือดในรา่งกาย
(in vivo) และลิ่มเลือดอุดตันเกิดขึ้นได้ง่ายในผู้ป่วยโรค
เบาหวาน ธาลัสซีเมีย และมะเร็ง จากความสำคัญของ
เกลด็เลอืดทีถู่กกระตุน้ดงักลา่ว จึงนำมาซึง่แนวความคดิ
ตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดที่ถูกกระตุ้นในร่างกาย เพื่อใช้
บ่งช้ีภาวะการเกดิล่ิมเลือดอุดตันในลำดับต่อมา วิธีท่ีนิยม
ใช้ตรวจวิเคราะหเ์กล็ดเลือดทีถู่กกระตุน้คือ วิเคราะหก์าร
แสดงออกของโมเลกุลบนผิวเกล็ดเลือดที่ถูกกระตุ้นด้วย
โมโนโคลนอล แอนติบอดีท่ีจำเพาะโดยวธีิโฟลไซโตเมตรี
อย่างไรก็ตาม การตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดที่ถูกกระตุ้น
โดยวิธีดังกล่าวจะต้องคำนึงถึงคุณภาพและการเตรียม
ตัวอย่างสง่ตรวจเพือ่ลดปญัหาการกระตุน้ของเกลด็เลอืด
ที่เกิดขึ้นเองในหลอดทดลอง (spontaneous in vitro
platelet activation) เนื่องจากพบว่ามีความผิดพลาด
ของผลการตรวจวิเคราะห์อยู่บ่อยครั้ง ซึ่งมักเกิดจาก
คุณภาพของสิ่งส่งตรวจมากกว่าวิธีการที่ใช้ในการตรวจ
วิเคราะห์ โดยเฉพาะขั้นตอนการเจาะเก็บตัวอย่างเลือด
เป็นขั้นตอนสำคัญที่ทำให้มีการกระตุ้นของเกล็ดเลือดใน
หลอดทดลอง และเกิดผลบวกปลอมจากการตรวจ
วิเคราะห์ได้ ส่งผลให้วินิจฉัยและให้การรักษาผิดพลาด
การรักษาผู้ป่วยที่มีภาวะ thrombosis โดยมีเกล็ดเลือด
เป็นสาเหตุของการเกิดโรคน้ัน แพทย์ใช้ยาต้านเกล็ดเลือด
(anti-platelet agent) สำหรบัรักษากบัผู้ป่วย ยาดงักลา่ว
มีผลข้างเคียงที่สำคัญ ได้แก่ การเกิดภาวะเลือดออก
(bleeding)3 นอกจากนียั้ง พบการเกดิภาวะเกลด็เลอืดต่ำ
(thrombocytopenia)3,4 และร่างกายอาจสร้างแอนติบอดี
ต่อยาที่ได้รับ (anti-drug antibody)5,6 อีกด้วย ดังนั้น
การตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดที่ถูกกระตุ้นในร่างกาย
จึงต้องมีความระมัดระวังและป้องกันไม่ให้เกิดการกระตุน้
ของเกล็ดเลือดภายหลังจากการเจาะเก็บตัวอย่างเลือด
ความผิดพลาดดังกล่าวอาจเกิดจากการเลือกใช้สาร
ก ันเล ือดแข็งท ี ่ไม ่เหมาะสม7 โดยทั ่วไปแล้วการ

ตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดที่ถูกกระตุ้นจะใช้สารกันเลือด
แข็งที่มีคุณสมบัติในการจับกับแคลเซียมอิออน เพื่อ
ป้องกันไม่ให้เกล็ดเลือดถูกกระตุ ้น และยับยั ้งการ
เกาะกลุ่มของเกล็ดเลือดได้ สารกันเลือดแข็งที่นิยมใช้
ไดแ้ก ่ 3.2%sodium citrate และ EDTA9 ปัจจุบันมีสาร
กันเลือดแข็งอีกชนิดที่ชื ่อว่า Citrate-Theophylline-
Adenosine-Dipyridamole หรือ CTAD ซึ่งมีคุณสมบัติ
ยับย้ังการกระตุน้ของเกลด็เลอืดไดดี้  CTAD มีสว่นผสม
ของ citrate ซึ่งทำหน้าที่ในการจับกับแคลเซียมอิออน
ได้อย่างรวดเร็ว8,9 Adenosine ทำหน้าที่กระตุ้น mem-
brane adenylate cyclase8,9 ส่วน theophylline และ
Dipyridamole ทำหน้าท่ียับย้ังการทำงานของ adenosine
3’5’-monophosphate (cAMP) phosphodiesterase8,9

จากคุณสมบัติของสารที่เป็นส่วนประกอบทั้งหมดทำให้
CTAD เป็นสารกันเลือดแข็งที่มีคุณภาพสูงในการใช้
เก็บตัวอย่างเลือดเพ่ือตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดท่ีถูกกระตุ้น
จากภายในรา่งกาย (in vivo platelet activation) ได้อย่าง
แท้จริง อย่างไรก็ตาม พบว่าสารกันเลือดแข็ง CTAD
ไม่ได้รับความนิยมอย่างแพร่หลายในทางคลินิก เน่ืองจาก
มีราคาแพง ต้องสัง่ซ้ือและนำเข้าจากตา่งประเทศ

การศึกษาครั้งนี้ ผู้วิจัยมีวัตถุประสงค์เพื่อเตรียม
สารกันเลือดแข็ง CTAD ขึ้นใช้เอง และศึกษาผลของ
การใชส้ารกนัเลือดแขง็ชนิด CTAD, CTAD + citric acid,
3.2% sodium citrate และ K3EDTA ต่อการกระตุ้น
เกล็ดเลือดในหลอดทดลอง นอกจากนี้ผู้วิจัยยังต้องการ
ศึกษาผลของการตรงึเกล็ดเลือด โดย paraformaldehyde
ร่วมกับการใช้สารกันเลือดแข็งชนิดต่างๆ ต่อการเกิด
การกระตุน้ของเกลด็เลือดใน หลอดทดลอง

วัสดุและวิธีการ
การเตรียมสารกันเลือดแข็ง

เตรียมสารกันเลือดแข็งชนิด Citrate-Theophyl-
line-Adenosine-Dipyridamole (CTAD) ซึ่งประกอบ
ไปด้วย 0.109M sodium citrate, 15mM theophylline
(Sigma), 3.7mM adenosine (Fluka, Biochemika),
0.198mM dipyridamole (Calbiochem), สารกันเลือดแข็ง
ชนิด CTAD + citric acid ท่ีมีส่วนประกอบของ 0.4 mol/
L citric acid หลอดเกบ็ตัวอย่างเลอืดทีมี่สารกนัเลือดแขง็
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ชนิด K3EDTA และหลอดเก็บ ตัวอย่างเลือดที่มีสารกัน
เลือดแข็งชนิด 3.2% sodium citrate (Becton Dickinson)

กลุ่มตัวอย่าง
เจาะเลอืดจากผูบ้ริจาคสขุภาพด ีไม่ได้อยู่ระหว่าง

การได้รับยาที่มีผลต่อการทำงานของเกล็ดเลือด เช่น
aspirin ในช่วงระยะเวลาก่อนหน้านี้ 7-10 วัน จำนวน
9 ราย แบ่งใส่สารกันเลือดแข็งชนิดต่างๆ ดังนี้ CTAD,
CTAD+citric acid, 3.2% sodium citrate และ K3EDTA
โดยตัวอย่างเลือดจากสารกันเลือดแข็งตัวแต่ละชนิด
ยังแบ่งเป็น 2 กลุม่ย่อยคอื กลุม่ของสารกนัเลือดแขง็ทีมี่
การเตมิ 4% paraformaldehyde (PFA) และกลุม่ทีไ่ม่มี
การเตมิ 4% paraformaldehyde

การเตรยีมเกลด็เลอืด
เจาะเลือดจากผู้บริจาคจำนวน 18 ml แบ่งใส่หลอด

เก็บตัวอย่างเลือดที่มีสารกันเลือดแข็งชนิดต่างๆ ที่มี
การเตมิและไมเ่ติม PFA จากนัน้ผสมเลอืดใหเ้ข้ากนั และ
ป่ันท่ี 250 g นาน 10 นาที ท่ี 22 oC เก็บส่วนบน (platelet
rich plasma, PRP) ป่ันล้างท่ี 1,500 g นาน 5 นาที ด้วย
0.5% BSA-NaN3-PBS นับเกล็ดเลือดโดยน้ำยา Rees-
Ecker และปรับความเข้มข้น เกล็ดเลือดเป็น 1x107

เกล็ดเลือดต่อมิลลิลิตร จากนั้น block Fc receptor
โดยการเติม 20% AB serum ต้ังท้ิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง นาน
30 นาท ีก่อนทีจ่ะนำไปใชใ้นการตรวจวเิคราะห์

การตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดที่ถูกกระตุ้นในหลอด
ทดลองโดยวิธี Indirect immunofluorescent
staining และวเิคราะหด้์วยเครือ่งโฟลไซโตมเิตอร์

เพ่ือตรวจหาเกล็ดเลือดท่ีถูกกระตุ้นในหลอดทดลอง
ทำโดยศึกษาการแสดงออกของ P-selectin (CD62P) ดังน้ี
เติมเกล็ดเลือดความเข้มข้น 1x107 เกล็ดเลือดต่อมิลลิลิตร
ปริมาตร 50 ไมโครลติรในหลอด ทดลอง ย้อมกับ mouse
anti human CD62P (Santa Cruz) ปริมาตร  50
ไมโครลิตร ทำปฏิกิริยาที่อุณหภูมิห้อง นาน 30 นาที
เม่ือครบเวลาป่ันล้างด้วย 0.5 % BSA-NaN3-PBS จำนวน
2 คร้ัง จากน้ันเติม FITC-conjugated sheep F(ab’)2 anti-
mouse immunoglobulins antibody (Chemicon)

ปริมาตร 25 ไมโครลติร ทำปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิห้อง นาน
30 นาที ในที่มืด ปั่นล้างด้วย 0.5 % BSA-NaN3-PBS
จำนวน  2 คร้ัง เติม 20% normal mouse serum ปริมาตร
5 ไมโครลติร ทำปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิห้อง นาน 10 นาที
ในทีมื่ด เม่ือครบเวลาเตมิ mouse anti-human CD42b
R-PE (Biolegend) ทำปฏกิิริยาทีอุ่ณหภูมิห้อง นาน 30
นาท ีในทีมื่ด ครบเวลาทำการ ป่ันล้างดว้ย 0.5 % BSA-
NaN3-PBS จากน้ันเติม 1% PFA ปริมาตร 350 ไมโครลิตร
ว ิเคราะห์ผลการย ้อมด้วยเคร ื ่องโฟลไซโตมิเตอร ์
(FACSCalibur, Becton Dickinson)

การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
นำเสนอขอ้มูลเป็นคา่ mean±standard error of

mean และความแตกต่างของเกล็ดเลือดท่ีมีการแสดงออก
ของ P-selectin (CD62P) จากตวัอย่างเลอืดทีใ่ช้สารกนั
เลือดแข็งต่างชนิดกัน และการตรึงและไม่ตรึงเกล็ดเลือด
ด้วย PFA มาเปรยีบเทยีบโดยใช ้Wilcoxon signed-rank
test ทีนั่ยสำคญัทางสถติิ p<0.05

ผลการศึกษา
จากการเก็บตัวอย่างเลือดผู ้บริจาคสุขภาพดี

จำนวน 9 รายใส่สารกันเลือดแข็งชนิดต่างๆ เพื่อศึกษา
การกระตุ ้นของเกล็ดเลือดที ่เกิดขึ ้นในหลอดทดลอง
โดยตรวจวิเคราะห์การแสดงออกของ P-selectin (CD62P)
ด้วยวิธี indirect immunofluorescent staining และ flow
cytometry โดยแบ่งกล ุ ่มของตัวอย่างเล ือด ตาม
ชนิดของสารกันเลือดแข็ง 4 ชนิดคือ CTAD, CTAD+citric
acid, 3.2% sodium citrate และ EDTA ผลการศึกษา
พบว่า เกล็ดเลือดเกิดการกระตุ้นภายในหลอดทดลอง
เท่ากับ 34.01%, 34.24%, 62.0% และ 42.37%  ตามลำดับ
(ตารางที่ 1 และรูปที่ 1) ในการศึกษาครั้งนี้ยังได้แบ่ง
กลุ่มตัวอย่างเลือดออกเป็นกลุ่มที่มีการเติม และกลุ่มที่
ไม่มีการเตมิ 4% PFA ซ่ึงพบวา่ กลุม่ของตวัอย่างเลอืด
ในสารกันเลือดแข็งที ่มีการเติม 4% PFA ลงไปนั้น
มีปริมาณการเกิดการกระตุ้นเกล็ดเลือดในหลอดทดลอง
น้อยกว่า ตัวอย่างเลือดที่เก็บในสารกันเลือดแข็งและ
ไม่เติม paraformaldehyde (รูปที ่2) นอกจากนียั้งพบว่า
สารกันเลือดแข็งชนิด CTAD ที่มี citric acid เป็น
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ส่วนประกอบ ร่วมกับการเติม paraformaldehyde
เพื ่อตรึงเกล็ดเลือด สามารถป้องกันการกระตุ ้นของ
เกล็ดเลือดในหลอดทดลองได้ดีที่สุดคือ มีเกล็ดเลือด
ท่ีถูกกระตุ้นน้อยท่ีสุด เท่ากับ 2.37 ± 0.72% รองลงมาคือ
สารกนัเลือดแข็งชนิด K3EDTA มีเกลด็เลอืดทีถู่กกระตุน้
4.27 ± 1.86% ถัดมา คือ 3.2% sodium citrate
มีเกล็ดเลือดถูกกระตุ้น 4.92 ± 2.09% ส่วนสารกัน
เลือดแข็งชนิด CTAD ท่ีไม่มี citric acid เป็นส่วนประกอบ
นั้นสามารถยับยั ้งการกระตุ ้นของเกล็ดเลือดในหลอด
ทดลองได้น้อยท่ีสุด คือมีเกล็ดเลือดท่ีถูกกระตุ้นเท่ากับ 5.73
± 1.84% แต่อย่างไรก็ตาม การใช้สารกันเลือดแข็งทั้ง
4 ชนิดร่วมกับการเติม paraformaldehyde สามารถ

ป้องกันการกระตุ้นของเกล็ดเลือดในหลอดทดลองได้ไม่
แตกตา่งกนั อย่างมนัียสำคญัทางสถติิ (p<0.05) (รูปที ่3)
สำหรับสารกันเลือดแข็งในกลุ่มท่ีไม่มีการเติม 4% paraform-
aldehyde น้ัน พบว่าสารกนัเลือดแขง็ชนิด CTAD, CTAD
ท่ีมีส่วนผสมของ citric acid, 3.2% sodium citrate และ
K3EDTA มีเกลด็เลอืดถกูกระตุน้ 34.01 ± 5.71%, 34.24
± 5.13%, 62.00 ± 3.55% และ 42.37 ± 6.72%
ตามลำดับ (รูปที่ 3) โดยพบว่าสารกันเลือดแข็ง CTAD
และ CTAD+citric acid สามารถปอ้งกนัการกระตุน้ของ
เกล็ดเลือดในหลอดทดลองได้แตกต่างกับการใช้สารกัน
เลือดแข็ง 3.2% sodium citrate อย่างมี นัยสำคัญที่
p<0.05

1. CTAD 34.01 ± 5.71% 5.73 ± 1.84%

2. CTAD+citric acid 34.24 ± 5.13% 2.37 ± 0.72%

3. Sodium citrate 62.00 ± 3.55% 4.92 ± 2.09%

4. K3EDTAb 42.37 ± 6.72% 4.27 ± 1.86%

ตารางท่ี  1 แสดงเปอรเ์ซนตข์องเกลด็เลือดท่ีมีการแสดงออกของโมเลกลุ CD62P จากการใชส้ารกนัเลือดแข็ง
ชนิดต่างๆa

% mean platelet CD62P expression

ชนิดของสารกันเลือดแข็ง ไม่เติม paraformaldehyde เติม paraformaldehyde

aMean (± SE) จากการศกึษาตวัอย่างเลอืดจำนวน 9 ราย
bTripotassium EDTA
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รูปที ่1 แสดงผลการตรวจวเิคราะหเ์กล็ดเลือดท่ีถูกกระตุน้ด้วยสารกนัเลือดแข็งชนดิ (A) CTAD,   (B) CTAD +
citric acid , (C) 3.2%sodium citrate และ (D) EDTA โดยวธีิ indirect immunofluorescent staining
และโฟลไซโตเมตรี
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รูปที ่2 แสดงผลการตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดท่ีถูกกระตุ้นในตัวอย่างเลือดท่ีเก็บในสารกันเลือดแข็งชนิด CTAD,
CTAD+citric acid,  3.2%sodium citrate,  EDTA โดยแบง่เปน็กลุ่มยอ่ยแบบไมเ่ติม paraformaldehyde
(A) และเตมิ paraformaldehyde (B) โดยวธีิ indirect immunofluorescent staining และโฟลไซโตเมตรี
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รูปที ่3 แสดงเปอร์เซ็นต์เกล็ดเลือดที่มีการแสดงออกของโมเลกุล P-selectin (CD62P) จากตัวอย่างเลือด
เลือดท่ีเก็บในสารกันเลือดแข็งชนิดต่างๆ ร่วมกับการเติมและไม่เติม paraformaldehyde โดยวิธี indirect
immunofluorescent staining และโฟลไซโตเมตรี

วิจารณ์และสรุปผลการทดลอง
การวิเคราะห์การแสดงออกของโมเลกุลที ่ผิว

เกล็ดเลือดที่ถูกกระตุ้นด้วยโมโนโคลนอล แอนติบอดี
ทีจ่ำเพาะโดยวธีิโฟลไซโตเมตร ีเป็นวิธีทีนิ่ยมมากในการ
ตรวจหาเกลด็เลือดท่ีถูกกระตุ้นในร่างกายเพือ่ใช้บ่งช้ีการ
เกิดภาวะล่ิมเลือดอุดตัน อย่างไรก็ตามส่ิงท่ีต้องคำนึงถึงใน
การตรวจโดยวิธีนี้คือ การป้องกันการเกิดการกระตุ้น
ของเกล็ดเลือดที่เกิดขึ้นเองในหลอดทดลอง (spontane-
ous in vitro platelet activation) มีรายงานเกี่ยวกับ
การลดกระบวนการดงักล่าว สามารถทำไดโ้ดยรีบเจือจาง
เลือดเพ่ือเพ่ิมระยะห่างของเซลล์ การเติม antagonist หรือ
การตรึงเซลล์ (fixation) ทันที ส่วนสารกันเลือดแข็งก็มี
บทบาทเช่นกัน โดยทั่วไปการตรวจวัดเกล็ดเลือดนิยม
เกบ็ตัวอย่างเลอืดใน citrate และต้องทำภายใน 10 นาที
ทั ้งนี ้ย ังมีข้อควรระวังในเรื ่องอัตราส่วนของสารกัน
เลือดแข็งกับปริมาณของเลือด และข้อจำกัดในเรื่องการ
ควบคุม osmolarity ของสารกันเลือดแข็งชนิดดังกล่าว

ซึ่งมีผลต่อการทดสอบหน้าที่ของเกล็ดเลือดได้ สำหรับ
K3EDTA ที ่ใช้เป็นสารกันเลือดแข็ง ที ่จับกับ Ca2+

ไม่นิยมใช้ในการตรวจหาเกล็ดเลือดท่ีถูกกระตุ้น เน่ืองจาก
มีผลต่อการเปลี่ยนแปลงรูปร่างของ GPIIb/IIIa ดังนั้น
สารกันเลือดแข็งชนิดนี้จึงเหมาะสำหรับใช้ในการนับ
จำนวนของเกล็ดเลือดเท่านั้น10,11 ตัวอย่างเลือดที่เก็บใน
Diatube-H (CTAD) มีรายงานว่า สามารถลดการเกิด
spontaneous platelet activation ได้ดีที่สุด เนื่องจาก
มีส่วนผสมของ citrate ซึ่งทำหน้าที่ในการจับกับ Ca2+

ได้อย่างรวดเร็ว Adenosine ทำหน้าท่ีกระตุ้น membrane
adenylate cyclase ส่วน theophylline และ Dipyridamole
ทำหน้าที่ยับยั้งการทำงานของ adenosine 3’5’-mono-
phosphate (cAMP) phosphodiesterase8,9 จากรายงาน
การวิจัยพบว่าองค์ประกอบที่อยู่ในสารกันเลือดแข็งชนิด
CTAD นั้นมีคุณสมบัติที่ดีและเหมาะสมในการยับยั้ง
การกระตุ้นเกล็ดเลือด และแนะนำให้ใช้ CTAD สำหรับ
เก็บตัวอย่างเลือดเพื่อตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดที่ถูก
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กระตุน้ในรา่งกาย8,9,12 นอกจากนี ้การใชส้ารเคม ี (addi-
tive fixation) ท่ีช่วยในการตรงึ และรักษารปูร่างของเซลล์
ให้คงรูป ร่วมกับการใช้สารกันเลือดแข็งที ่เหมาะสม
จะช่วยเสริมการยับยั้งการกระตุ้นของเกล็ดเลือดได้ดีขึ้น
อีกด้วย สารที่ใช้ในการคงสภาพของเซลล์มีหลายชนิด
PFA เป็นหน่ึงตัวอย่างท่ีนิยมนำมาใช้ในยับย้ังการกระตุน้
ของเกล็ดเลือดในหลอดทดลอง มีรายงานการศึกษา
เปรียบเทียบลักษณะการกระตุ้นของเกล็ดเลือดระหว่าง
กลุม่ตัวอย่างทีใ่ช้สารกนัเลือดแขง็ทีมี่การเตมิ และไม่เติม
PFA พบว่ากลุม่ทีมี่การเตมิ PFA ร่วมกับสารกันเลือดแข็ง
นั้นมีการแสดงออกของ P-selectin น้อยกว่าเกล็ดเลือด
ในกลุ่มท่ีไม่ได้เติมสาร12,13 แสดงให้เห็นว่า PFA มีคุณสมบัติ
ในการยับย้ังการกระตุ้นของเกล็ดเลือดได้ โดยทำให้เกิด
covalent-link ระหว่าง กรดอะมิโน หรือโปรตีน ซ่ึงสามารถ
ตรึงและรักษารูปร่างของเซลล์ได้โดยไม่ทำลายเซลล์
เหมือนสารเคม ีชนิดอืน่เช่น acetone-methanol ซ่ึงเป็น
denaturing fixation14 นอกจากนี ้PFA ยังเหมาะสำหรบั
ใช้ในการคงสภาพของเซลล์ ในกรณีการตรวจวิเคราะห์
ทีใ่ช้เวลามากเกนิกวา่ 2 ช่ัวโมง เช่น การยอ้มเซลลห์รือ
เกล็ดเลือดด้วยวิธี immunofluorescent staining และ
วิเคราะห์ด้วยเครื่อง flow cytometer ซึ่งวิธีนี ้ใช้ระยะ
เวลาในการตรวจวเิคราะห์ค่อนข้างนาน จะเห็นได้ว่า PFA
เป็นสารที ่มีความเหมาะสมที ่จะนำมาใช้ร่วมกับสาร
กันเลือดแข็งเพ่ือตรวจวิเคราะหเ์กล็ดเลือดท่ีถูกกระตุน้ใน
ร่างกายได้

จากการศึกษาครั ้งนี ้ ผู ้วิจัยสามารถผลิตสาร
กันเลือดแข็งชนิด CTAD ได้และเม่ือทดสอบประสิทธิภาพ
ในการยับยั้งการกระตุ้นของเกล็ดเลือดที่เกิดจากขั้นตอน
การเจาะเลือดและการเก็บสิ่งส่งตรวจ พบว่า CTAD ที่มี
citric acid เป็น ส่วนประกอบสามารถปอ้งกนัการกระตุน้
เกล็ดเลือดที่เกิดจากเทคนิคดังกล่าวได้ดีกว่าสารกัน
เลือดแขง็ 3.2% sodium citrate และ K3EDTA โดยตอ้ง
มีการเติม fixation คือ 4% PFA ลงไปด้วย ซึ่งทำให้
สามารถรายงานคา่ของเกล็ดเลือดท่ีถูกกระตุ้น (activated
platelet) ที่มีอยู่จริงภายในร่างกายได้อย่างถูกต้อง เพื่อ
ให้เกิดประโยชน์สำหรับการตรวจวินิจฉัยประกอบการ
รักษาและป้องกันผู้ป่วยจากการเกิดภาวะล่ิมเลือดอุดตันได้
สารกันเลือดแข็งชนิด CTAD ที่เตรียมขึ้นใช้เองนี ้มี

ราคาถูกกว่าการส่ังซ้ือ จากต่างประเทศมาก ดังน้ัน CTAD
จึงเหมาะที่จะนำมาใช้ตรวจวิเคราะห์เกล็ดเลือดที่ถูก
กระตุ้นในงานประจำของโรงพยาบาล เนื่องจากสามารถ
เตรียมใช้เองในห้องปฏิบัติการ นอกจากนียั้งมีการศกึษา
วิจัย ว่าตัวอย่างเลือดท่ีใช้ CTAD เป็นสารกันเลือดแข็งน้ัน
สามารถที่จะนำมาใช้ตรวจวิเคราะห์ทางห้องปฏิบัติการ
ชนิดอื่นได้ด้วยเช่น การตรวจทางเคมีคลินิก ซึ่งให้ผลที่
ไม่แตกต่างจากการตรวจในซร่ัีม15  แสดงให้เห็นว่า CTAD
เป็นสารกนัเลือดแขง็อีกชนดิหนึง่ทีน่่าสนใจ ในการนำมา
ใช้เตรียมตัวอย่างเลือดสำหรับตรวจวิเคราะห์ทางห้อง
ปฏิบัติการ

กิตตกิรรมประกาศ
งานวิจัยน้ีได้รับทุนอุดหนุนการวิจัยจากคณะเทคนิค

การแพทย์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่ (ทุนงบประมาณ
แผ่นดิน สภาว ิจ ัยแห่งชาติ ปี 2550) และศูนย ์
พันธุวิศวกรรมและเทคโนโลยีชีวภาพแห่งชาติ ผู้วิจัย
ขอขอบคุณอาสาสมัครทุกท่านที่ให้ความอนุเคราะห์
ตัวอย่างเลือดสำหรับการศึกษา
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