
บทความทั่วไป

ในจำนวนของเหลวจากรา่งกายท้ังหมด เลือดเป็น
ชีววัตถุพยานท่ีสำคัญท่ีสุดในการนำไปใช้ตรวจหาหมู่เลือด
และดีเอ็นเอ เพื่อบ่งบอกว่าเป็นเลือดของใคร และยัง
สามารถใชเ้ป็นหลักฐานในการเชือ่มโยงผูเ้สยีหาย ผู้ต้อง
สงสัย และสถานที่เกิดเหตุเข้าไว้ในเหตุการณ์เดียวกัน
โดยอาศัยลักษณะของคราบเลือดที่ปรากฏในที่เกิดเหตุ
เช่น ปริมาณเลือด ขอบเขตการกระจายของเลือด รอยป้าย
รอยลาก เป็นต้น นอกจากนีลั้กษณะรปูร่างของหยดเลอืด
ยังสามารถบ่งบอกถึงระยะและทิศทางของเลือดที่มา
ตกกระทบพื้นผิวได้ ข้อมูลเหล่านี้ล้วนเป็นประโยชน์
อย่างยิ ่งในการที่จะนำไปใช้ประกอบการพิจารณาถึง
พฤตกิารณข์องคดทีีเ่กดิขึน้ สำหรบัการตรวจคราบเลอืด
ในห้องปฏิบัติการนั ้น คราบเลือดควรมีปริมาณมาก
พอต่อการตรวจพิสูจน์ และควรระมัดระวังปัจจัยบางอย่าง
ซึ่งมีผลต่อการทำลายคุณสมบัติของเลือด ได้แก่ เวลา
การเกิดสนิมของอาวุธ ความร้อน ความชื้น และการ
ซักลา้งกรณเีป็นคราบทีเ่สือ้ผ้า เป็นต้น

การตรวจคราบเลือดแบ่งตามขั้นตอนได้ดังนี้
1. ตรวจวา่เปน็เลือดหรอืไม?่1-4 ใชว้ธีิ benzi-

dine, o-tolidine, phenolphthalein, leucomalachite
green, และ luminol ซ่ึงวิธีท้ังหมดนีเ้ป็น catalytic test
โดยวธีิ benzidine และ o-tolidine จะใหค้วามไวสงูกวา่
แต่มีความจำเพาะน้อยกว่าวิธี phenolphthalein และ
leucomalachite green นอกจากนี้ benzidine และ
o-tolidine ยังเป็นสารกอ่มะเร็งจึงไม่นิยมใช้กนั วิธี phe-
nolphthalein มีไวสูงกว่า leucomalachite green  ฉะน้ันวิธี
phenolphthalein หรือ Kastle-Meyer color test (K-M

การตรวจพสิจูนค์ราบเลอืด
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test) จึงเป็นวิธีท่ีนิยมใช้กันท่ัวไป โดยมีหลักการ คือ อาศัย
peroxidase-like activity ของ hemoglobin และใช้
hydrogen peroxide เป็น peroxide เมื ่อ reduced
phenolphthalein ซึ ่งเป็นสารที ่ไม่มีสีถูก oxidized
จะเปลี่ยนเป็นสารสีชมพู

วิธีตรวจ:  หยด working phenolphthalein solu-
tion 2 หยด ลงบนตัวอย่าง ถ้าหากไมมี่การเปลีย่นแปลง
ของสเีกิดข้ึน เติม 3% hydrogen peroxide 2 หยด หาก
ตัวอย่างเป็นคราบเลือดจะเกิดสีชมพูภายในเวลา 10
วินาท ี วิธีน้ีมีความไว 1: 5,000,000  (working phenol-
phthalein solution: ผสม stock solution 20 mL กับ
ethanol 80 mL; stock solution: phenolphthalein 2.0
g, potasium hydroxide 20 g, ผงสังกะสี 20 g และน้ำกล่ัน
100 mL  นำไปต้มโดยใช้ reflux condensor  ต้มประมาณ
2-3 ชม. จนกระทั่งสารละลายไม่มีสี เติมผงสังกะสีอีก
เล็กน้อย เพ่ือให้อยู่ใน reduced form  ใส่ขวดสีชาเก็บไว้ใน
ตู้เย็น)

สำหรับวิธี luminol test5 นั้นเหมาะที่จะนำไปใช้
ตรวจในภาคสนาม โดยเฉพาะเป็นสถานที่ที่มีบริเวณ
กว้างๆ  การทดสอบใช้วิธีฉีดพ่นน้ำยา luminol ไปที่
บริเวณท่ีสงสัยว่าจะมีคราบเลือดตกค้างอยู่ ซ่ึงไม่สามารถ
เห็นด้วยตาเปล่าได้โดยง่าย เช่นคราบเลือดที่ติดอยู่ตาม
พ้ืนทีมี่สเีข้ม รอยเช็ด รอยรองเทา้ รอยแตกของพืน้หรือ
ผนัง เป็นต้น ข้อจำกัดในการตรวจคือ บริเวณที่ตรวจ
ต้องมืด จึงจะสามารถเห็นการเรืองแสงของคราบเลือด
ท่ีเกิดจากปฏกิิริยาของเลอืดกบัสาร luminol ได้

2. ตรวจว่าเป็นเลือดมนุษย์หรือสัตว์?  โดยวิธี
ทาง immunology ได้แก่ precipitin test เป็นวิธีมาตรฐาน

* ภาควิชานิติเวชศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยเชียงใหม่
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ท่ีใช้ในการทดสอบคราบเลอืด หลักการคอืแอนติบอดีเม่ือ
จับกับแอนติเจนที่ความจำเพาะต่อกัน จะเกิดตะกอน
ขุ่นขาว ถ้าเป็นเลือดมนุษย์จะเกิดแถบตะกอนขุ่นขาว
บริเวณรอยต่อระหว่างช้ันของตัวอย่างเลือดท่ีสกัดได้ และ
antihuman serum ใน capillary tube อาจจะใชวิ้ธี gel
diffusion โดยหยดตัวอย่างเลือดท่ีสกัดได้ และ antihuman
serum ใส่ในหลุม 2 หลุมท่ีอยู่ตรงกันข้ามกัน ถ้าเป็นเลือด
มนุษย์จะเกดิเสน้ตะกอนขาวระหวา่งหลมุทัง้ 2  ทีแ่อนติ-
บอดีและแอนติเจนซึมผ่าน agar gel-coated plate มาพบ
กัน อาจใชวิ้ธี electrophoresis เพ่ือช่วยเร่งให้แอนติบอดี
และแอนตเิจนซึมผ่าน agar ไดเ้ร็วข้ึน  precipitin test น้ี
มีความไวสูง สามารถให้ผลบวกกับคราบเลือดแห้งที่ถูก
เกบ็ไว้นาน 10-15 ปี รวมทัง้ตัวอย่างเนือ้เย่ือของมัมม่ีทีมี่
อายุ 4-5 พันปีได้ และจะไม่ให้ผลบวกกับเลือดของสัตว์
อ่ืน ๆ  ยกเวน้ลิง

3. ตรวจว่าเป็นเลือดใคร? ในปัจจุบันนิยม
ตรวจใน 2 ลกัษณะคอืการตรวจหาหมูเ่ลอืดระบบ ABO
และการตรวจเพื่อเปรียบเทียบดีเอ็นเอ

การตรวจหาหมู่เลือดระบบ ABO แม้เม็ดเลือดแดง
จะแตกหมดแล้ว แต่แอนติเจน แอนติบอดี ยังคงอยู่ใน
คราบเลือดนั้น เราจึงสามารถตรวจหาสารหมู่เลือดได้
โดยใช้วิธีการดังนี้

3.1 Absorption-elution method6 หลักการ
คือแอนติเจนในคราบเลือดจะจับกับแอนติบอดีชนิดเดียวกัน
หลังจากนัน้เม่ือนำไปอบทีค่วามรอ้น 56  ํซ แอนติบอดี
จะหลุดออกมา นำไปทดสอบตอ่กับเม็ดเลือดแดง

วิธีตรวจ: ละลายตวัอย่างคราบเลอืดดว้ยน้ำเกลอื
เล็กน้อย ดูดตัวอย่างเลือดใส่หลุม (flat-bottomed
microtitre plate) A, B และ H หลุมละ 1 หยด นำไปอบที่
56 ซํ นาน 1-2 ชม. จนคราบเลอืดแหง้สนทิ เติม anti A,
B และ H อย่างละ 1 หยดลงในหลุม A, B และ H ตามลำดับ
ใสใ่น moisture chamber ไว้ในตูเ้ย็น 4 ํซ นาน 3-18 ชม.
จากนัน้สะบดั anti A, B และ H ทิง้ ล้างดว้ยน้ำเกลอืเย็น
(4 ํซ) 3 ครัง้ เติมน้ำเกลอืเย็นให้เต็มหลุม เกบ็ไวใ้นตูเ้ย็น
30 นาท ีสะบัดน้ำเกลือท้ิง และล้างดว้ยน้ำเกลือเย็น (4 ํซ)
อีก 3 ครัง้ แล้วเติม 0.5% suspensions of A, B and O
cells ในหลุม A, B และ H หลุมละ 1 หยด ตามลำดบั
ใส่ใน moisture chamber  นำไปอบท่ี 56 ํซ 15 นาที นำไป

เขย่าดว้ยเครือ่ง Rotator นาน 30 นาท ีดูการจบักลุม่ของ
เม็ดเลอืดแดงดว้ยกลอ้งจุลทรรศน ์(x 40) หรือแว่นขยาย
วิธีนี ้นอกจากจะนิยมใช้ในการตรวจหาหมู ่เลือดจาก
คราบเลอืดแล้ว ยังสามารถดดัแปลงไปใชใ้นการตรวจหา
หมู่เลือดจากเส้นผมได7้

3.2 Absorption-inhibition method หลักการ
คือ แอนติเจนในคราบเลือดจะจับแอนติบอดีชนิดเดียวกัน
ที่เติมลงไป ทำให้แอนติบอดีลดลงจากเดิมหรือหมดไป
เกิดการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดงท่ีเติมลงไปภายหลังน้อยลง
หรือไม่จับกลุ่ม

วิธีตรวจ:  ละลายตัวอย่างคราบเลือดด้วยน้ำเกลือ
(0.85% NaCl) เล็กน้อย ดูดตวัอย่างเลอืดใสใ่นหลอดแกว้
(10x75 mm) 3 หลอด คือ A, B และ H หลอดละ 1 หยด
เติม anti A, anti B และ anti H ทีเ่จือจางดว้ยน้ำเกลอื
(ความเจือจางอยู่ในระดับท่ีเม่ือนำไปทดสอบกับเม็ดเลือดแดง
แล้ว จะเกิดการจับกลุ่มประมาณ + หรือ ++) ใส่ใน
หลอดแก้ว A, B และ H หลอดละ 1 หยด ตามลำดับ
ต้ังทิง้ไว้ในอุณหภูมิห้อง 2 ชม. หรือเกบ็ไว้ในตูเ้ย็น 4 ํซ 1
คืน (อาจนำไปเจือจางในแนวต้ังอีกคร้ัง เรียก two-dimen-
sional absorption inhibition8 เป็นวิธีที่มีความไวสูง
สามารถตรวจหาแอนตเิจน ABH จากคราบเหงือ่ ปัสสาวะ
น้ำอสจิุ น้ำลายและของเหลวอืน่ๆ ของคนทีเ่ป็น secre-
tor ได)้ เติม 2% suspensions of A, B และ O cells ลงใน
หลอดแก้ว A, B และ H หลอดละ 1 หยด ตามลำดับ
ต้ังทิง้ไว้ในอุณหภูมิห้อง 30 นาท ีป่ันที ่2,400 rpm นาน
30 วินาที อ่านผลการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง โดย
เปรียบเทียบกับหลอดควบคุมที่ใช้น้ำเกลือแทนตัวอย่าง
คราบเลอืด

3.3 การตรวจหาแอนติบอดี A และ B โดยวิธี
Lattes crust test

วิธีตรวจ:  วางคราบเลอืดขนาด 4 x 4 mm จำนวน
3 ช้ินบนแผน่สไลด ์A, B และ O แผ่นละ 1 ช้ิน ปิดดว้ย
cover slip เติม 0.02% suspensions of A, B and O
cells ท่ี slide A, B และ O ตามลำดบั ใสใ่น moisture
chamber ทิ้งไว้ 6 ชม. ดูการจับกลุ่มของเม็ดเลือดแดง
อาจใช้วิธี microplate method9 โดยใช้ microplate
แทนแผ่นสไลด์

ความคงทนของสารหมู่เลือด  แอนติเจนมีความ
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คงทนมากกว่าแอนติบอดี แอนติเจนอยู่ได้นานเป็นปี
ถึงแม้จะเก็บคราบเลือดแห้งนั้นไว้ที่อุณหภูมิห้อง อัตรา
การสลายตัวของโปรตีนในคราบเลือดจะเร็วหรือช้าข้ึนอยู่กับ
ความร้อน และความชื้นในสภาพแวดล้อม รวมทั้งสิ่ง
รองรับคราบเลอืดนัน้ๆ  และเน่ืองจากการเกดิเชือ้ราหรอื
แบคทีเรียในคราบเลือดอาจจะเป็นสาเหตุหน่ึงท่ีทำให้การ
ตรวจหมู่เลือดให้ผลบวกเท็จหรือผลลบเท็จได้10 ดังนั้น
คราบเลือดที่แห้งเร็วจะช่วยรักษาคุณสมบัติของเลือด
ได้ดีกว่าคราบเลือดที่ยังเปียกชื้นอยู่

ในกรณีท่ีผลการตรวจหมู่เลือดของตัวอย่างเลือดมี
หมู่เลือดตรงกับผู้เสียหายหรือผู้ต้องสงสัย จำเป็นต้อง
ตรวจยืนยันด้วยการตรวจเปรียบเทียบดีเอ็นเอเป็น
ขั้นตอนสุดท้ายต่อไป

ว ิธ ี เก ็บและร ักษาสภาพของคราบเล ือด
เนื่องจากเลือดเป็นวัตถุพยานที่มักจะตรวจพบได้จาก
สถานที่เกิดเหตุ เช่น พื้นห้อง ฝาผนัง ลูกบิดประตู
หูดึงล้ินชัก ก๊อกน้ำ เส้ือผ้า ของใช้ต่างๆ  และอาวุธ เป็นต้น
ตัวอย่างคราบเลือดดังกล่าว นอกจากจะตรวจพิสูจน์ว่า
เป็นเลือดของใครแลว้ บางครัง้อาจจำเป็นต้องตรวจหายา
หรือสารพิษจากตัวอย่างเลือดดังกล่าว เพราะฉะนั้นการ
เก็บและรักษาสภาพของคราบเลือดที ่ถ ูกวิธ ีจ ึงเป็น
สิง่สำคญัย่ิง วิธีเกบ็ตัวอย่างคราบเลอืดขึน้อยู่กบัลักษณะ
ต่างๆ ของคราบเลอืดดงัน้ี

เลือดสด
ก. ใช้ dropper หรือ syringe ดูดเลือด 5-10 mL

เก็บใส่หลอดแก้วหรือขวดแก้วที ่สะอาด และมีสาร
กันเลือดแขง็ตัว เช่น sodium fluoride, EDTA, heparin,
หรือ potassium oxalate ปิดจุกให้สนิท ถ้าหากไม่สามารถ
นำตัวอย่างส่งห้องปฏิบัติในทันที ต้องเก็บตัวอย่างไว้ใน
ตู้เย็น ที่เป็นช่องเย็นธรรมดา ห้ามเก็บไว้ในช่องแช่แข็ง
เพราะจะเปน็สาเหตทุีท่ำใหเ้ม็ดเลอืดแดงแตก ทำใหย้าก
แก่การตรวจหมู่เลือด

ข. ใช้ cotton swab (หรือเศษผ้าฝ้ายสีขาว
ขนาด   x   ตารางนิ้ว) ซับเลือด ผึ่งตัวอย่างเลือดให้
แห้งสนิทที่อุณหภูมิห้อง นำใส่ในซองกระดาษ หรือ
หลอดแก้ว อุดปากหลอดแก้วด้วยจุกสำลีเพื ่อนำมา
ส่งตรวจ

คราบเลอืดแหง้
ก. คราบเลือดท่ีติดอยู่บนวัตถุ เก็บส่งตรวจท้ังช้ิน

แต่ถ้าเป็นวัตถุช้ินใหญ่ และไม่สามารถนำส่งตรวจท้ังช้ินได้
หรือเป็นคราบเลอืดทีติ่ดอยูต่ามฝาผนงั พ้ืนห้อง ให้ใช้มีด
บางคมขดูออก หรือใช้ cotton swab ชุบน้ำกล่ันหมาดๆ
เช็ดออก และใช้ cotton swab อีกอันชุบน้ำกลัน่หมาดๆ
เช็ดบริเวณใกล้เคียงท่ีไม่มีคราบเลือดเป็น control sample
ผึ่ง swab ทั้งสองให้แห้งสนิทที่อุณหภูมิห้อง แยกใส่ใน
ซองกระดาษ หรือหลอดแก้ว อุดปากหลอดแก้วด้วย
จุกสำลีเพื่อนำมาส่งตรวจ

ข. คราบเลือดที่ติดอยู่ตามร่างกายใช้ cotton
swab ชุบน้ำกลัน่หมาด ๆ เช็ดออก และใช้ cotton swab
อีกอันเช็ดบริเวณใกล้เคียงที่ไม่มีคราบเลือด ผึ่ง swab
ท้ังสองให้แห้งสนิทท่ีอุณหภูมิห้อง แยกใสใ่นซองกระดาษ
หรือหลอดแก้ว อุดปากหลอดแก้วด้วยจุกสำลีเพื่อนำมา
สง่ตรวจ ตัวอย่างเชน่

ข1. คราบเลือดท่ีติดอยู่ท่ีเล็บมือ ใช้วิธีขูดออก
หรือตัดปลายเล็บออก แยกเล็บมือข้างซ้ายและข้างขวา
ใส่ซองกระดาษข้างละซอง

ข2. เสื ้อผ้าที ่มีคราบเลือดติดอยู่ต้องผึ่งให้
แห้งสนิทก่อนที่จะบรรจุในถุงกระดาษเพื่อนำส่งตรวจ

ข3. คราบเลือดที่ติดอยู่ที่พรมปูพื้นห้อง ใช้
cotton swab ชุบน้ำกลัน่หมาดๆ เช็ดออก และใช้ cotton
swab อีกอันชุบน้ำกล่ันหมาดๆ เช็ดบริเวณใกล้เคียงท่ีไม่มี
คราบเลือด ผ่ึง swab ให้แห้งสนิทท่ีอุณหภูมิห้อง แยกใส่ใน
ซองกระดาษ หรือจะตัดพรมบริเวณที ่มีคราบเลือด
และบริเวณใกล้เคียงที่ไม่มีคราบเลือดส่งตรวจก็ได้

โดยสรุปแล้ว จะเห็นว่า การตรวจพิสูจน์คราบเลือด
น้ัน วิธี K-M test เป็นวธีิทีมี่ความจำเพาะ มีความไวสงู
สะดวก และรวดเรว็ เหมาะทีจ่ะใช้ตรวจคดักรองตวัอย่าง
และยังสามารถทีจ่ะนำไปใช้ในสถานทีเ่กิดเหตุได้ สำหรับ
การตรวจพสิจูน์ว่า ใช่เลือดของมนษุย์หรือไม่น้ัน วิธี pre-
cipitin test ที่ใช้ capillary tube นั้น เป็นวิธีที่ สะดวก
คา่ใชจ่้ายไมแ่พง และมีความไวเทา่กบัวิธี electrophore-
sis จึงเป็นวิธีที่เหมาะสมที่จะนำไปใช้ในห้องปฏิบัติการ
ทั่วไป และขั้นตอนสุดท้ายคือการตรวจว่าเป็นเลือดของ
ใครนัน้ เน่ืองจากอตัราคา่ตรวจดเีอ็นเอค่อนข้างสงู ฉะน้ัน
ควรตรวจหมูเ่ลือดเพือ่คดักรองตวัอย่างใหน้้อยลง กอ่นที่
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จะตรวจยืนยันด้วยการตรวจดีเอ็นเอต่อไป การตรวจ
หมู่เลือดระบบ ABO น้ัน วิธีการตรวจหาแอนตเิจนโดยวธีิ
Absorption-elution จะสะดวกกวา่วิธี Absorption-inhibi-
tion  ควรตรวจแอนติบอดีควบคู่กันไปด้วยทุกคร้ัง เพ่ือเพ่ิม
ความน่าเช่ือถือให้กับผลการตรวจ และวิธีสุดท้ายท่ีไม่ควร
จะมองข้ามไป น่ันคอื วิธีการเกบ็รักษาตวัอย่างทีถู่กตอ้ง
ทำให้สามารถเก็บตัวอย่างไว้ได้นาน โดยที่ยังคงอยู่ใน
สภาพทีดี่ เพ่ือรอรับการตรวจตอ่ไป
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