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บทคัดย ่อภาษาไทย  

58401202 : เทคโนโลยชีีวภาพ แผน ก แบบ ก 2 ระดบัปริญญามหาบณัฑิต 
ค าส าคญั : ถุงบรรจุโลหิต, ความเป็นพิษต่อเซลล,์ เซลลไ์ลน์ L929, ISO 10993-5 

นาย ชัยวัฒน์  ฤทธ์ิ สุข: การประเ มินความปลอดภัยของถุงบรรจุโลหิตโดยใช้เซลล์สั ตว์
เพาะเล้ียง  อาจารยท่ี์ปรึกษาวิทยานิพนธ์ : รองศาสตราจารย ์ดร. กลัยาณี จิรศรีพงศพ์นัธ์ 

  
ถุงบรรจุโลหิตเป็นอุปกรณ์การแพทยท่ี์ตอ้งมีความปลอดภยัและมีมาตรฐานเป็นท่ียอมรับได้  ซ่ึง

การน าเข้าถุงบรรจุโลหิตจากต่างประเทศต้องผ่านการประเมินความปลอดภัยตามมาตรฐาน  มอก.1298-
2555 มาตรฐาน ISO 10993 หรือมาตรฐานอ่ืนๆ ท่ีเทียบเท่า การศึกษาวิจยัน้ีเป็นการประเมินความปลอดภัยทาง
ชีวภาพของถุงบรรจุโลหิตชนิด 4 ถุง ซ่ึงผลิตในประเทศเวียดนาม อินเดีย และญ่ีปุ่น ดว้ยการตรวจสอบความเป็น
พิษตามมาตรฐาน ISO 10993-5 ประกอบดว้ยความเป็นพิษเฉียบพลนั ความเป็นพิษแบบก่ึงเร้ือรังและเร้ือรัง และ
ความเป็นพิษต่อสารพนัธุกรรมโดยใชเ้ซลลส์ัตวเ์พาะเล้ียง (L929)  ผลการตรวจสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัของ
ตวัอยา่งวสัดุถุงบรรจุโลหิต พบว่าตวัอยา่งจากทั้ง 3 แหล่งผลิตมีความเป็นพิษระดบัท่ี 1 (พิษนอ้ยมาก) และระดบัท่ี 
2 (พิษนอ้ย) ในการวิเคราะห์ดว้ย agar diffusion และ direct contact ตามล าดบั และจากลกัษณะสัณฐานของเซลลท่ี์
สัมผสักบัสารสกดัจากวสัดุท่ีความเขม้ขน้ของสารตวัอยา่ง 0.2 g/ml ในวิธี MEM elution มีความเป็นพิษระดบัท่ี 2 
(พิษน้อย) และให้ค่าความมีชีวิตของเซลล์มากกว่า  70 % เม่ือวิเคราะห์ด้วยวิธี MTT assay  แสดงถึงวสัดุบรรจุ
โลหิตจาก 3 แหล่งผลิตไม่มีความเป็นพิษต่อเซลลใ์นการวิเคราะห์แบบเฉียบพลนั ส่วนการตรวจสอบความเป็นพิษ
แบบก่ึงเร้ือรังและเร้ือรัง ใชส้ภาวะจ าลองการใชง้านจริงของถุงบรรจุโลหิต โดยแทนโลหิตดว้ยสารละลายอาหาร
เล้ียงเซลล์ แล้วน าตัวอย่างจากเกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงไปศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ดว้ยการดู
ลกัษณะสัณฐานของเซลลแ์ลว้วดัความมีชีวิตดว้ยวิธี  MTT assay พบว่าลกัษณะสัณฐานของเซลล์ท่ีสัมผสักบัสาร
ตวัอย่างเป็นเวลา 24 ชัว่โมง มีพิษระดบัท่ี 1 (พิษน้อยมาก) และมีค่าความมีชีวิตของเซลลม์ากกว่า 70 % ของสาร
ตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้เจือจางเป็น 1:5 ผลตรวจวดัพิษแบบก่ึงเร้ือรังและเร้ือรังดว้ยวิธี colony forming assay พบว่า
สารละลายอาหารจากถุงบรรจุโลหิตในสภาวะจ าลองการใชง้านจริงมีผลให้เซลลท่ี์สัมผสัมี  % Plating efficiency 
มากว่า 70% จากการบ่มเซลลก์บัสารตวัอยา่งท่ีความเขม้ขน้เจือจาง 1:5 จ  านวน 1 คร้ังและ 2 คร้ังต่อเน่ืองกนั แสดง
ถึงการใชถุ้งบรรจุโลหิตไม่ส่งผลกระทบต่อการเจริญของเซลล์จากการได้รับสารจากถุงบรรจุโลหิตซ ้ าๆ การ
ตรวจสอบความเป็นพิษต่อสารพนัธุกรรมของตัวอย่างด้วยวิธี  micronuclei assay พบว่าทุกสภาวะให้ค่า NDI 
มากกว่า 1 แสดงถึงประชากรเซลลมี์การแบ่งตวัผ่านวฏัจกัรเซลล์ ส่วนค่าความถ่ีของการเกิด micronuclei ในเซลล์
ท่ีไดรั้บตวัอยา่งถุงเลือดมีค่าระดบัต ่ากว่า colchicine ซ่ึงเป็นตวัควบคุมบวกอย่างมีนยัส าคญั ดงันั้นจากผลทั้งหมด
ท่ีได้น้ี อาจกล่าวได้ว่าถุงบรรจุโลหิตท่ีเป็นตัวอย่างในการศึกษาน้ีมีความปลอดภัยตามเกณฑ์ของมาตรฐาน 
มอก.1298-2555 และมาตรฐาน ISO 10993 
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บทคัดย ่อภาษาอังกฤษ  

58401202 : Major (BIOTECHNOLOGY) 
Keyword : Blood bag, ISO 10993-5, Cytotoxcicity, L929 cells line 

MR. CHAIWAT RITSUK : SAFETY ASSESSMENT OF BLOOD BAGS USING 
ANIMAL CELL CULTURE    THESIS ADVISOR : ASSOCIATE PROFESSOR KANYANEE 
JIRASRIPONGPUN, PH.D. 

Blood bag is a medical device that must be safe and be acceptable according to the standard 
for clinical used. The imported blood bags from oversea should pass the safety assessment of ISO 10993-
5 or the guideline from public health ministry and TIS 1298-2555. This study aimed to investigate the 
safety of quadruple blood bags from 3 manufacturers (Vietnam, India and Japan). The safety test was 
performed according to ISO 10993-5 emphasizing on acute cytotoxicity assay, subchronic assay, chronic 
assay and genotoxicity assay using mouse fibroblast L929 cell line. Acute toxicity assay revealed that all 
blood bag materials demonstrated toxicity at level 1 (slight) and 2 (mild) based on agar diffusion and 
direct contact assay, respectively. Cells contacted with extract samples also exhibited cell viability more 
than 70% from all 3 tested samples using MTT assay and cell morphology revealed toxicity at level 2 
(mild) at the sample concentration of 0.2 g/ml. This demonstrated that blood bag materials of 3 sample 
sources were no cytotoxic. The subchronic and chronic assay were performed under simulation on 
the actual use of blood bags, medium represented as blood was feed into blood bag and the collected 
samples from bags of red blood cell and platelet were tested on cell viability using MTT assay. The cell 
morphology after extract samples incubation for 24 hr revealed toxicity grade at level 1 (slight) with cell 
viability greater than 70% at the sample concentration of 1:5 fold of sample. Subchronic and chronic 
toxicology assay were also performed using colony forming assay. The cell revealed percentage of plating 
efficiency at more than 70% after exposure to samples at the sample concentration of 1:5 fold of solution, 
for 1 or 2 repetitive treatment. This implied that repeated use of blood bags has no effect on cell growth. 
The genotoxicity of the samples were performed using micronuclei assay. All test condition provided 
NDI> 1, implying cell undergo proliferation in cell cycle. The frequency of micronuclei from cell 
exposured to sample was lower than that exposured to colchicine. It can be concluded from all results that 
all tested blood bags meet acceptable safety criteria according to the TIS 1298-2555 and ISO 10993-5. 
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บทที ่1  
บทน า 

 
1.1 ความเป็นมาและความส าคญั  

โลหิตเป็นเน้ือเยือ่ที่มีลกัษณะเป็นของเหลวภายในหลอดเลือดร่างกาย ประกอบไปดว้ยส่วน
ส าคญั 4 ส่วน คือ น ้ าเลือด เซลล์เม็ดเลือดแดง เซลล์เม็ดเลือดขาว และ เกล็ดเลือด ซ่ึงมีความจ าเป็น
ต่อร่างกายในการล าเลียงสารและอนุภาคต่างๆ ควบคุมกลไกของร่างกาย และป้องกนัการสูญเสีย
เลือดและช่วยก าจัดส่ิงแปลกปลอม (สัญญา ร้อยสมมุติ, 2555) โลหิตจึงเป็นส่ิงส าคัญในทาง
การแพทยอ์ยา่งยิง่ต่อการรักษาอาการของผูป่้วยที่ตอ้งการการทดแทนเลือดที่สูญเสียไปจากการรับ
บริจาคจากผูใ้ห้สู่ผูรั้บ (ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย, 2015) ซ่ึงการบริจาคโลหิตนั้น
ตอ้งท าการเจาะเลือดจากผูใ้หม้ายงัภาชนะบรรจุโลหิต (Blood Bags) แลว้น าไปเขา้สู่กระบวนการคดั
แยกและวเิคราะห์คุณภาพก่อนน าไปใหผู้รั้บเลือด ถุงบรรจุโลหิตเป็นอุปกรณ์การแพทยแ์บบหน่ึงท า
จากพลาสติกใชส้ าหรับบรรจุโลหิตและ/หรือส่วนประกอบของโลหิตมนุษย ์ในกระบวนการบริจาค
โลหิต ถุงบรรจุโลหิตที่ใชโ้ดยทัว่ไปนั้น ท าจากพอลิโอเลฟินหรือพอลิไวนิลคลอไรด ์ที่มีการบรรจุ
น ้ ายาป้องกนัการแขง็ตวัของโลหิตหรือน ้ ายารักษาสภาพส่วนประกอบของโลหิตซ่ึงถุงบรรจุโลหิต
จะตอ้งมีความปลอดภยัต่อโลหิตและผูรั้บโลหิต รวมทั้งมีผลรักษาคุณภาพของโลหิตที่ดี ดงันั้นถุง
บรรจุโลหิตจะตอ้งผา่นการตรวจสอบคุณสมบติัของถุงบรรจุโลหิต เช่น ลกัษณะทัว่ไป ลกัษณะการ
ใชง้าน ลกัษณะทางฟิสิกส์ ลกัษณะทางเคมี และความปลอดภยัของถุงบรรจุโลหิตทั้งน้ีเพื่อให้เกิด
ความปลอดภัยต่อผูรั้บโลหิตและลดความเสียหายของโลหิตระหว่างกระบวนการต่างๆได้ 
(คณะกรรมการเคร่ืองมือแพทย,์ 2559) 

ถุงบรรจุโลหิตเป็นอุปกรณ์ทางการแพทยช์นิดหน่ึงที่ตอ้งมีการตรวจสอบคุณภาพให้เป็นไป
ตามมาตรฐานทั้งในระดับชาติและนานาชาติ เพื่อให้ตรงตามคุณลกัษณะที่ตอ้งการ อาทิเช่น การ
ทดสอบทางกายภาพ การทดสอบทางเคมี และการทดสอบทางชีวภาพ ปัจจุบนัการทดสอบทาง
ชีวภาพน้ีถือไดว้่ามีความส าคญัเป็นอยา่งยิง่ในการตรวจสอบประเมินความปลอดภยัของถุงบรรจุ
โลหิตก่อนที่จะน ามาใชง้าน ถุงบรรจุโลหิตที่มีการผลิตหรือน าเขา้จากต่างประเทศนั้นตอ้งมีการ
ตรวจประเมินคุณภาพอยา่งเคร่งครัด เพือ่ใหเ้กิดความปลอดภยัต่อผูใ้หแ้ละผูรั้บโลหิต ฉะนั้นจึงตอ้ง
มีการตรวจสอบให้เป็นไปตามเกณฑ์ในระดับชาติ คือมาตรฐานผลิตภณัฑ์อุตสาหกรรมส าหรับ
ภาชนะพลาสติกปราศจากเช้ือส าหรับบรรจุโลหิตและส่วนประกอบของโลหิต (มอก.1298-2555) ที่
ก  าหนดโดยกระทรวงอุตสาหกรรมของไทย ซ่ึงการตรวจสอบทางชีวภาพเป็นการประเมินความเป็น
พษิต่อเซลลเ์พาะเล้ียง และ/หรืออาจใชม้าตรฐานการประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของอุปกรณ์
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การแพทยท์ี่เป็นสากล (ISO 10993) ที่เป็นการประเมินความเขา้กนัไดท้างชีวภาพ ตาม ISO 10993-5 
ดว้ยการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ในสภาวะหลอดทดลอง และตาม ISO 10993-3 ที่เป็นการ
ทดสอบความเป็นพิษต่อสารพนัธุกรรม โดยผลการตรวจสอบความปลอดภยัน้ีตอ้งอยูใ่นเกณฑอ์นั
เป็นที่ยอมรับไดข้องแต่ละมาตรฐาน และแสดงความสอดคลอ้งถึงความปลอดภยั ของโลหิต และ
ส่วนประกอบของโลหิตจากการใชง้านของถุงบรรจุโลหิต  

 
1.2 วัตถุประสงค์ 
 เพื่อตรวจสอบความปลอดภยัทางชีวภาพของถุงบรรจุโลหิตที่เป็นผลิตภณัฑ์ส าเร็จ โดย
ตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์สัตวเ์พาะเล้ียง และความเป็นพิษต่อสารพนัธุกรรม ของถุงบรรจุ
โลหิตตามกระบวนการตรวจสอบของ ISO 10993-5 และ มอก. 1298-2555 ดว้ยเซลลส์ตัวเ์พาะเล้ียง 
 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

1.3.1 ตรวจสอบความเป็นพษิของถุงบรรจุโลหิตต่อเซลล ์L929 ดว้ยวิธี 
1.3.1.1 Acute methods ดว้ยวธีิ MTT assay  Direct contact  และ Agar diffusion 
1.3.1.2 Subchronic methods ดว้ยวิธี MTT assay และ Colony Forming Assay 
1.3.1.3 Chronic methods ดว้ยวธีิ Colony Forming Assay 

 1.3.2 ตรวจสอบความเป็นพษิของถุงบรรจุโลหิตต่อสารพนัธุกรรมของเซลล ์L929 โดยใชว้ธีิ 
micronuclei assay 
 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
 ไดท้ราบถึงความปลอดภยัของถุงบรรจุโลหิตจากผูผ้ลิตทั้ง 3 แหล่ง และเป็นแนวทางการ
ตรวจสอบความเป็นพษิของอุปกรณ์ทางการแพทยช์นิดถุงบรรจุโลหิตดว้ยเซลลส์ตัวเ์พาะเล้ียง  
 
 

 

 

 

 



 

บทที ่2  
เอกสารและงานวจิยัทีเ่กีย่วข้อง 

2.1 การถ่ายโลหิต (Blood Transfusion) 
 การถ่ายโลหิตเป็นวิว ัฒนาการทางการแพทย์และวิทยาศาสตร์ที่มีการใช้โลหิตหรือ

ส่วนประกอบของโลหิต (เม็ดโลหิตแดง, เม็ดโลหิตขาว, พลาสมาสดแช่แขง็) ในกระบวนการรักษา
โรค (Booth & Allard, 2017) เพื่อการทดแทนโลหิตที่เสียไปจากการบาดเจ็บของผูรั้บโลหิต หรือ

เพือ่การรักษาอาการป่วยต่างๆ ในกรณีที่ร่างกายของผูป่้วยไม่สามารถสร้างโลหิตไดเ้พียงต่อร่างกาย 

จึงจ าเป็นตอ้งท าการรับบริจาคโลหิตจากบุคคลหน่ึงเพื่อน าไปให้กบัอีกบุคคลหน่ึงและช่วยเหลือ
ชีวติผูป่้วยไดท้นัท่วงที ซ่ึงในการบริจาคโลหิตนั้นไดมี้การก าหนดคุณสมบติัและเกณฑต่์างๆ เพือ่ให้

เกิดความปลอดภยัต่อผูบ้ริจาคโลหิตและผูรั้บโลหิต  โดยการบริจาคโลหิตตอ้งมีการเจาะเก็บโลหิต
จากผูท้ี่ท  าการบริจาคในระบบปิดและใชเ้ทคนิคที่ท  าให้ปราศจากเช้ือ เพื่อป้องกนัการติดเช้ือของผู ้

บริจาคโลหิตและผูรั้บโลหิต และเพื่อให้แน่ใจว่าทั้งยนิูตองภาชนะบรรจุโลหิตและส่วนประกอบ

ของโลหิตมีความสะอาดและปราศจากเช้ือ ซ่ึงภาชนะรองรับโลหิตที่เป็นระบบปิดส่วนใหญ่แลว้จะ
เป็นถุงบรรจุโลหิตที่เป็นพลาสติก เน่ืองจากมีความสะดวกในการใช้งาน ฉะนั้นการออกแบบถุง

บรรจุโลหิตจึงตอ้งค  านึงถึงการใชง้านที่ง่าย และความปลอดภยัในการป้องกนัรักษาโลหิตให้ยงัคง

คุณสมบติัและคุณภาพ ในระหว่างของกระบวนการบริจาคโลหิตน้ีจนถึงผูท้ี่รับโลหิต (ศูนยบ์ริการ
โลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย, 2015) 

2.1.1 การบริจาคโลหิต 
 ในวนัที่บริจาคโลหิต ผูบ้ริจาคตอ้งได้รับการซักประวติัสุขภาพและตรวจร่างกายโดย

แพทยห์รือบุคลากร ทางการแพทยท์ี่ไดรั้บการฝึกอบรมมาโดยเฉพาะ โดยปฏิบตัิตามเกณฑแ์ละคู่มือ
การคดัเลือกผูบ้ริจาคโลหิตของ ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ  เพือ่ใหแ้น่ใจวา่โลหิตที่ไดมี้คุณภาพและ
ไม่ท าให้เกิดอันตรายต่อผูบ้ริจาคโลหิต กระบวนการและขั้นตอนต่างๆ ในการรับบริจาคโลหิต 
ระเบียบปฏิบติังานและวธีิท างาน ตอ้งเขียนไวอ้ยา่ง เป็นระบบ และปฏิบติัตามในแนวทางเดียวกนั  

 

คุณสมบตัิและเกณฑส์ าหรับการคดัเลือกผูบ้ริจาคโลหิต 
- อายขุองผูบ้ริจาคโลหิต ตอ้งมีอายรุะหว่าง 17 ปี ถึง 70 ปีบริบูรณ์ ผูท้ี่มีอาย ุ17 ปี ตอ้งมี

หนงัสือยนิยอมจากผูป้กครอง  ถา้เป็นผูบ้ริจาคคร้ัง แรกตอ้งอายไุม่เกิน 55 ปี   
 การคดัเลือกผูบ้ริจาคโลหิตอาย ุมากกวา่ 60 จนถึง 70 ปี 

1. ผูบ้ริจาคโลหิตอาย ุมากกวา่ 60 จนถึง 65 ปี    
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1.1 เป็นผูบ้ริจาคโลหิตประจ ามาโดยตลอดจนกระทัง่อาย ุ60 ปี 
1.2 บริจาคโลหิตไดไ้ม่เกินปีละ 3 คร้ังคือทุก 4 เดือน  
1.3 ตรวจ Complete Blood Count ( CBC ) ทุกคร้ังก่อนบริจาคโลหิต   
1.4 ตรวจ Serum Ferritin ( SF )  Blood Chemistry ( BC ) ปีละ 1 คร้ัง    
1.5 แพทย์หรือพยาบาลพิจารณาและบันทึกผล SF และค่า  Hemoglobin (Hb) และ 

Hematocrit และค่าที่ผิดปกติ ของการตรวจทางห้องปฏิบติัการอ่ืนๆ ถา้ผลเลือดและความดนัโลหิต
ปกติ อนุญาตใหบ้ริจาคโลหิตได ้ 

2. ผูบ้ริจาคโลหิตอาย ุมากกวา่ 65-70 ปี    
2.1 เป็นผูบ้ริจาคโลหิตต่อเน่ืองสม ่าเสมอในช่วงอาย ุมากกวา่ 60-65 ปี  
2.2 บริจาคโลหิตไดไ้ม่เกินปีละ 2 คร้ัง คือทุก 6 เดือน 
2.3 ตรวจ CBC ทุกคร้ังก่อนบริจาคโลหิต    
2.4 ตรวจ BC, SF, และ Electrocardiogram (EKG) ปีละ 1 คร้ัง    
2.5 มีใบรับรองแพทย ์ออกโดยแพทยป์ระจ าตวั หรือแพทยข์องศูนยบ์ริการโลหิต 
- น ้ าหนักตวัของผูบ้ริจาคโลหิต ตอ้งมีน ้ าหนักตวัที่เหมาะสม คือ ตั้งแต่ 45 กิโลกรัมขึ้น

ไป มีสุขภาพร่างกายที่สมบูรณ์ 
- ระยะห่างระหวา่งการบริจาคโลหิต ซ่ึงควรมีระยะห่างอยูท่ี่ 12 สปัดาห์ 
- ความดนัโลหิต ควรมีค่าความดนั systolic ไม่เกิน 160 มิลลิเมตรปรอท และความดนั 

diastolic ไม่เกิน 100 มิลลิเมตรปรอท 
- ชีพจร ของผูบ้ริจาคโลหิตตอ้งเตน้ปกต ิสม ่าเสมอ อตัราการเตน้อยูร่ะหวา่ง 50 ถึง 100 

คร้ังต่อนาที 
- ประวตัิการเจ็บป่วย ผูบ้ริจาคโลหิตตอ้งไม่มีประวตัิเป็น โรคหัวใจ โรคตบั โรคปอด 

โรคเลือด โรคมะเร็ง หรือมี ภาวะโลหิตออกง่ายและหยดุยาก 
- การตั้งครรภ ์การให้นมบุตร  ไม่รับบริจาคโลหิตจากผูท้ี่ก  าลงัตั้งครรภ ์หรือสงสัยว่า

ก าลงัตั้งครรภ ์หรือหลงัการแทง้ หรืออยูใ่นระยะการให้นมบุตร หลงัคลอดอยา่งน้อย 6 เดือน จึง
บริจาคโลหิตได ้ระยะมีประจ าเดือนถา้ไม่มีอาการผดิปกติ สามารถบริจาคโลหิตได ้

- การใชย้าเพื่อการรักษา ผูท้ี่ก  าลงัใชย้าใดๆ เพื่อการรักษา ตอ้งไดรั้บการประเมินจาก
แพทยห์รือเจา้หน้าที่ทางการแพทยท์ี่ ได้รับการอบรม โดยปฏิบติัตามคู่มือการคดัเลือกผูบ้ริจาค
โลหิตของศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย 

- พฤติกรรมเส่ียง ผูท้ี่จะท าการบริจาคโลหิตตอ้งไม่ด่ืมเคร่ืองด่ืมที่มีแอลกอฮอล์หรือใช้
สารเสพติดก่อนการบริจาคโลหิต รวมถึงตอ้งไม่มีพฤติกรรมเส่ียงทางเพศ 
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- การรับโลหิต ส่วนประกอบของโลหิต และเน้ือเยื่อของมนุษย ์ผูท้ี่เคยได้รับโลหิต 
ส่วนประกอบของโลหิต และเน้ือเยือ่ของมนุษยต์อ้งงดบริจาคโลหิตอยา่งนอ้ย 12 เดือน 

- การรับเซรุ่มและวคัซีน ผูท้ี่ได้รับเซรุ่มควรเวน้การบริจาคอย่างน้อย 12 เดือน และ
ส าหรับผูท้ี่ไดรั้บวคัซีนนั้น ถา้เป็น toxoids หรือวคัซีนที่ไดม้าโดยการสงัเคราะห์ หรือ การฆ่าเช้ือให้ 
บริจาคโลหิตได้ถ้าไม่มีไขแ้ละไม่มีอาการผิดปกติใดๆ หรือเวน้บริจาคอย่างน้อย 2-4 สัปดาห์ 
ส าหรับวคัซีนบางชนิด 

- โรคติดเช้ือ ผูบ้ริจาคโลหิตตอ้งปลอดจากการติดเช้ือต่างๆ ที่จะสามารถถ่ายทอดทาง
โลหิต 
 ทั้ งน้ี ต้องลงช่ือรับรองก่อนการบริจาคโลหิตทุกคร้ัง ใบรับรองค ายินยอมต้องมี
ขอ้ความที่ผูบ้ริจาค สามารถอ่านไดช้ัดเจนและเขา้ใจ ควรมีเน้ือหาที่ส าคญัคือ ความเส่ียงในการ
บริจาคและการตรวจทางห้องปฏิบติัการ เพื่อลดความเส่ียงต่อการติดเช้ือ ผูบ้ริจาคควรมีโอกาสได้
ซักถามถึงกระบวนการและขั้นตอนก่อนการบริจาคและมีสิทธิในการปฏิ เสธการบริจาค 
(ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย, 2015) 
 หลังจากที่ค ัดเลือกผูบ้ริจาคโลหิตตามคุณสมบัติและเกณฑ์ส าหรับการคัดเลือกผู ้
บริจาคโลหิตของศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทยแลว้ ก็จะท าการเจาะเก็บโลหิต โดยใช้
ระบบปิดและเทคนิคที่ท  าให้ปราศจากเช้ือ ซ่ึงตอ้งบรรจุและขนส่งที่อุณหภูมิ 1-10 °C เพื่อน าไป
เตรียมแยกส่วนประกอบของโลหิตต่อไป 

2.1.2 การเตรียมส่วนประกอบของโลหิต 
 การเตรียมส่วนประกอบโลหิตจะตอ้งท าโดยเทคนิคปราศจากเช้ือ  เคร่ืองมือและน ้ ายาตอ้ง
ผา่นการฆ่าเช้ือ โดยโลหิตที่เจาะเก็บจากผูบ้ริจาคน้ีจะเรียกวา่ โลหิตรวม (Whole Blood)  

โลหิตเป็นเน้ือเยือ่เก่ียวพนัที่มีลกัษณะเป็นของเหลวที่หมุนเวียนผ่านระบบหลอดเลือดของ
หวัใจ หลอดเลือดแดง หลอดเลือดฝอย และหลอดเลือดด าภายในร่างกาย ในผูใ้หญ่โดยเฉล่ียแลว้จะ
มีเลือดประมาณ 7-8 % ของน ้ าหนักตวัหรือเทียบเท่า 5 ลิตร โดยโลหิตรวมน้ีจะประกอบไปด้วย 
เซลล์เม็ดเลือดแดง เซลล์เม็ดเลือดขาว และเกล็ดเลือด ซ่ึงมีประมาณ 45 % และทั้งหมดน้ีจะละลาย
อยูใ่นของเหลวที่เรียกว่า พลาสมา ซ่ึงคิดเป็น 55 % ของโลหิตทั้งหมด ซ่ึงส่วนประกอบของโลหิต
แต่ละชนิดมีรายละเอียดดงัน้ี   

1.  เซลล์เม็ดเลือดแดง (Red blood cells หรือ Erythrocytes) เป็นเซลล์ที่มีปริมาณมาก
ที่สุด ซ่ึงสร้างจากไขกระดูก โดยคนเพศชายจะมีปริมาณเม็ดเลือดแดงมากกว่าเพศหญิง เซลล์เม็ด
เลือดแดงไม่มีนิวเคลียสและมีอายปุระมาณ 100-120 วนั ก่อนถูกท าลายที่ตบัและมา้ม ซ่ึงในเลือด                 
1 µl จะมีเซลล์เม็ดเลือดแดงประมาณ 5 ลา้นเซลล์ หรือ 5×1012 เซลล์ต่อลิตรในผูใ้หญ่  เซลล์เม็ด
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เลือดแดงมีลกัษณะรูปร่างเป็น แผ่นเวา้ทั้ง 2 ดา้น มีเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 7 µm มีความหนา
ประมาณ 2.0 µm และมีฮีโมโกลบินที่เป็นโปรตีนสามารถจบักบัออกซิเจนและคาร์บอนไดออกไซด์ 
ซ่ึงโครงสร้างของเซลล์เม็ดเลือดแดงมีความยดืหยุน่ สามารถบีบผา่นหลอดเลือดฝอยที่มีขนาดเพียง 
3 µm รูปร่างที่เป็นแผ่นของเม็ดเลือดแดงยงัช่วยเพิ่มอัตราส่วนของพื้นที่ต่อปริมาตร เพื่อให้มี
ประสิทธิภาพในการแลกเปล่ียนแก๊สไดดี้ 

2.  เซลล์เม็ดเลือดขาว (White blood cell หรือที่ รู้จักว่า Leucocytes) มีอยู่ประมาณ                   
4.0-11.0×109เซลล์ต่อลิตร ภายในร่างกาย โดยจะมีปริมาณมากขึ้นเม่ือเกิดการติดเช้ือ เป็นเซลล์ที่มี
นิวเคลียส ไม่มีฮีโมโกลบิน สามารถเคล่ือนผ่านหลอดเลือดฝอยมายงัเน้ือเยื่อที่ติดเช้ือได้ โดย
แบ่งเป็น 2 กลุ่มคือ 1) แกลนูโลไซด์ ที่ เป็นเม็ดเลือดขาวที่มีกลุ่มเล็กๆภายในเซลล์ที่แบ่งเป็น 
Neutrophils, Eosinophils และ Basophils กับกลุ่มที่ไม่มีแกลนูล หรืออะแกลนูโลไซด์ ที่แบ่งเป็น 
Lymphocytes และ Monocytes  โดยเซลล์เม็ดเลือดขาวทั้ง 5 ชนิด มีความถ่ีพบในเลือดจากมากไป
นอ้ย คือ  

- Neutrophils เป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวที่มีอยู่มากที่สุด หรือประมาณ 1.5-7.5×109  
เซลล์ต่อเลือด 1 ลิตร มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ 9-15 µm ภายในเซลล์ประกอบไปด้วย
แกรนูลเล็กๆมากมายและมีนิวเคลียสที่แบ่งออกเป็นต่ิงหรือ lobes (ปกติมี 2-5 lobes) เซลลเ์ม็ดเลือด
ขาวท าหน้าที่ต่อการตอบสนองทางเคมีไปยงับริเวณที่เกิดการอกัเสบ จากนั้นก็ท  าการโอบลอ้ม 
(phagocytosis) และฆ่าเซลลจุ์ลชีพแปลกปลอม  

- Lymphocytes เป็นเม็ดเลือดขาวชนิดที่มีอยูใ่นน ้ าเลือดเป็นอนัดบัสอง มีประมาณ 
1.2-3.5×109 เซลล์ต่อเลือดปริมาตร 1 ลิตร เซลล์ lymphocytes มีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางประมาณ     
7-16 µm และมีนิวเคลียสขนาดใหญ่เกือบเต็มเซลล์ เซลล์เม็ดเลือดขาว lymphocytes ประกอบไป
ดว้ย B-cells 10-30 %, T-cells 65-80%, และอีก 2-10% เป็นกลุ่มของ non B-, non T-(null) cells ซ่ึง
เซลล์ lymphocytes น้ีจะเก่ียวขอ้งกับการตอบสนองของระบบภูมิคุม้กันโดยเซลล์เม็ดเลือดขาว 
lymphocytes จะมีอายอุยูป่ระมาณ 100-300 วนั  

- Monocytes สามารถพบไดใ้น 0.2- 0.8×109 เซลลใ์นเลือด 1 ลิตร ซ่ึงเซลลน้ี์มีขนาด
ประมาณ 15-30 µm มีอตัราส่วนนิวเคลียสต่อไซโทพลาซึมที่ค่อนขา้งต ่า โดยนิวเคลียสจะมีรูปร่างที่
ไม่แน่นอน แต่ที่พบบ่อยจะเป็นแบบ C- และ U-shaped ซ่ึงเซลล์ monocytes คร่ึงหน่ึงจะพบอยูท่ี่
มา้ม ส่วนที่เหลืออีกคร่ึงหน่ึงจะพบอยูใ่นกระแสเลือดและมีชีวติอยูไ่ดป้ระมาณ 1-3 วนั 

- Eosinophils สามารถพบได ้0.02-0.6×109 เซลล์ในน ้ าเลือด 1 ลิตร หรือประมาณ                 
2-5 % ของเม็ดเลือดขาวทั้งหมด โดยเซลล์มีขนาดประมาณ 12-17 µm มีอตัราส่วนนิวเคลียสต่อไซ
โทพลาซึมต ่า ซ่ึงปกติแลว้จะมีนิวเคลียส 2 พู เซลล์ Eosinophils ท  าหน้าที่ในการป้องกนั พาราไซท ์
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ไวรัส และพิษต่างๆ รวมทั้งส่ิงกระตุน้ภูมิแพ ้โดยเซลล์ eosinophils เป็นเซลล์เม็ดเลือดขาวที่มีอายุ
ประมาณ 6 ชัว่โมงในเลือด 

- Basophils เป็นเซลลเ์ม็ดเลือดขาวที่มีขนาด 10-14 µm ซ่ึงในน ้ าเลือด 1 ลิตรสามารถ
พบได ้0.01 - 0.15 × 109เซลล์ เป็นเซลล์ที่มีอตัราส่วนของนิวเคลียสต่อไซโทพลาซึมต ่านิวเคลียส
โดยปกติมี 2 ส่วนที่ซ้อนอยู่กับแกรนูล โดยในแกรนูลประกอบไปด้วย histamine, เอนไซม์  
proteolytic, cytokines, และ heparin ที่ช่วยการแขง็ตวัของเลือด  

3.  เกล็ดเลือด (Platlet) เป็นช้ินส่วนของเซลลเ์มกะคาริโอไซต ์(megakaryocyte) มีขนาด
เล็กมาก รูปร่างไม่แน่นอน มีเส้นผ่านศูนยก์ลาง 1-2 ไมโครเมตร อายุประมาณ 10 วนั มีจ  านวน 
250,000 –500,000 ช้ินต่อเลือด 1 ลูกบาศก์มิลลิเมตร โดยเป็นตวัการส าคญัในกระบวนการแข็งตวั
ของเลือด  

4. พลาสมา (Plasma) เป็นของเหลวสีเหลืองอ่อน ส าหรับให้องค์ประกอบต่างๆของ
เลือดละลายอยู่ โดยพลาสมาจะมีอยู่ประมาณ 55 % ของปริมาตรเลือดทั้งหมด ซ่ึง 90 % ของ
พลาสมาจะเป็นน ้ าและส่วนที่เหลือจะเป็นโปรตีนต่างๆประมาณ 7-8 % ที่เก่ียวขอ้งกบัปัจจัยการ
แข็งตวัของเลือดและมี fibrinogen กลูโคส ฮอร์โมน อิออนต่างๆ และแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ 
(Docherty, 2012) 
 ในการเตรียมส่วนประกอบของโลหิตที่ไดจ้ากผูบ้ริจาคโลหิตนั้น โลหิตรวมปริมาตร 350 
หรือ 450 มิลลิลิตร ในถุงแบบ double, triple, quadruple หรือ penta ถูกผสมอยู่กับสาร CPDA-1 
หรือสารเติมแต่ง และถูกน าแยกส่วนประกอบของโลหิตภายใน 5-8 ชัว่โมง ห้องที่ใชส้ าหรับการ
เตรียมส่วนประกอบของโลหิตน้ีควรเป็นหอ้งที่ถูกสุขอนามยั แยกออกต่างหาก เพือ่ลดการปนเป้ือน 
และตอ้งค านึงถึงขอ้ควรระวงัต่างๆเพื่อหลีกเล่ียงโอกาสที่ก่อให้เกิดการปนเป้ือน เช่น การสัมผสั
ของส่วนปลายอุปกรณ์ การจดัสมดุลของถุงด้านตรงขา้มภายในเคร่ืองป่ันเหวี่ยง โดยการแยก
ส่วนประกอบของโลหิตน้ีจะใช้เคร่ืองป่ันเหวี่ยงชนิดควบคุมอุณหภูมิ (refrigerated centrifuge) มี
การป่ันแยก 2 แบบ คือ heavy spin (e.g., 5000 G for 10-15 min) และ light spin (e.g., 1500 G for 5-
7 min) การเตรียม red blood cells (PRBCs) และ fresh frozen plasma (FFP) ใชก้ารป่ันเหวี่ยง heavy 
spin เพียงคร้ังเดียว ในขณะที่การเตรียม platelet concentrates (PLTCs)  PRBC concentrates และ 
FFP จะท าการป่ัน 2 คร้ัง (Debdatta & Rajendra, 2014) ซ่ึงขั้นตอนการเตรียมส่วนประกอบของ
โลหิตน้ีสามารถสรุปไดด้งัรูปที่ 2.1 
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รูปที่ 2. 1 แผนผงัสรุปการแยกส่วนประกอบของโลหิตและอนุพนัธข์องโลหิต (Derek, 2013) 
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 หลงัจากที่ท  าการแยกส่วนประกอบของโลหิตแลว้  ตอ้งมีการเก็บรักษาส่วนประกอบและ
อนุพนัธ์ของโลหิตให้อยู่ในสภาวะที่เหมาะสม เพื่อให้ส่วนประกอบและอนุพนัธ์ของโลหิตนั้นมี
ประสิทธิภาพสูงสุดที่จะน าไปใชก้บัผูป่้วย ทั้งน้ียงัรวมถึงสภาวะที่ใชใ้นการขนส่งดว้ย   

2.1.3 การเก็บ การขนส่งและอายกุารเก็บโลหิตและส่วนประกอบโลหิต 
 โลหิตที่ได้จากการบริจาคตอ้งมีการขนส่งไปยงัศูนยโ์ลหิตภายใตอุ้ณหภูมิที่ เหมาะสม 
มัน่คง ปลอดภยั และถูกสุขลกัษณะตามขั้นตอนการปฏิบติังานที่ถูกตอ้ง ซ่ึงประเทศไทยมีขั้นตอน
ปฏิบติังานการเก็บ การขนส่งและอายุการเก็บโลหิตและส่วนประกอบโลหิต (Requirement for 
storage, transportation and expiration of blood and components) ตามมาตรฐานธนาคารเลือดและ
งานบริการโลหิต ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย ซ่ึงได้ก าหนดสภาวะการเก็บ การ
ขนส่งและอายกุารเก็บโลหิตและส่วนประกอบโลหิต ดงัตารางที่ 2.1  ทั้งน้ีเพื่อให้มีความเขา้ใจที่
ถูกตอ้งส าหรับการปฏิบตัิ เพือ่ใหเ้กิดการใชป้ระโยชน์ที่สูงสุดจากการบริจาคโลหิต 
 ในการเจาะเก็บโลหิตจากผูบ้ริจาคโลหิตต้องท าในระบบปิดและด้วยเทคนิคที่ท  าให้
ปราศจากเช้ือ เพื่อป้องกันการติดเช้ือของผูบ้ริจาคโลหิตและผูรั้บโลหิต ซ่ึงยูนิตของโลหิตและ
ส่วนประกอบของโลหิตนั้นควรสะอาดและปราศจากเช้ือ จึงมีการใช้ภาชนะรองรับโลหิตที่เป็น
ระบบปิด ซ่ึงส่วนใหญ่แลว้มกัเป็นถุงบรรจุโลหิตที่เป็นพลาสติก เน่ืองจากมีความสะดวกต่อการใช้
งาน   ในกระบวนการเจาะเก็บโลหิต กระบวนการเตรียมส่วนประกอบของโลหิต รวมถึงการเก็บ
รักษาและการขนส่งส่วนประกอบของโลหิตไปยงัผูป่้วย ฉะนั้นการออกแบบถุงที่บรรจุโลหิตจึง
ตอ้งค  านึงถึงการใชง้านที่ง่าย และความปลอดภยัในการป้องกนัรักษาโลหิตให้ยงัคงคุณสมบติัและ
คุณภาพ ในระหวา่งของกระบวนการบริจาคโลหิตน้ีจนถึงผูท้ี่รับโลหิต (ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ 
สภากาชาดไทย, 2015) 
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ตารางที่ 2. 1 ขอ้ก าหนดการเก็บ การขนส่งและอายกุารเก็บโลหิตและส่วนประกอบโลหิต 
(ศูนยบ์ริการโลหิตแห่งชาติ สภากาชาดไทย, 2015) 
ล าดบั
ที่ 

ส่วนประกอบ
โลหิต 

การเก็บ
รักษา 

การขนส่ง อายกุารเก็บ ขอ้ก าหนดเพิม่เติม 

1 
โลหิตรวม  
(Whole Blood) 

1-6 ๐C 
ยกเวน้ถา้จะ
เตรียมเกล็ด
เลือด เก็บไว้
ที่อุณหภูมิ 
20-24 ๐C 

1-10 ๐C 
ACD, CPD, 
CP2D 21 วนั       
CPDA-1 35 วนั 

 

2 
โลหิตฉายรังสี  
(Irradiated 
Whole Blood) 

1-6 ๐C 1-10 ๐C 

28 วนัหลงัจาก
การฉายรังสี
ยกเวน้โลหิตจะ
หมดอายกุ่อน 

 

3 

เม็ดเลือดแดง
เขม้ขน้  
(Red Blood 
Cells) 

1-6 ๐C 1-10 ๐C 

ACD, CPD, 
CP2D 21 วนั       
CPDA-1 35 วนั  
Additive 
solution 42 วนั  
Open system 
24 ชัว่โมง 

 

4 
เม็ดเลือดแดงแช่
แขง็ที่ลา้งน ้ ายา 
glycerol ออก 

1-6 ๐C 1-10 ๐C 24 ชัว่โมง 

 

5 

เม็ดเลือดแดงแช่
แขง็ (Frozen 
RBCs) 
40 % glycerol 
20 % glycerol 

 

 

 

≤ -65 ๐C 
≤ -120 ๐C 

สภาพแช่
แขง็ 

10 ปี (กรณีเก็บ
โลหิตแช่แขง็
เกิน 10 ปี ตอ้ง
ก าหนดเป็น
นโยบาย 

แช่แขง็ภายใน 6 วนั
หลงัการเจาะเก็บ 
 -ถา้ใส่ additive 
solution แช่แขง็ก่อน
โลหิตหมดอาย ุ

 



  11 

ตารางที 2.1 ขอ้ก าหนดการเก็บ การขนส่งและอายกุารเก็บโลหิตและส่วนประกอบโลหิต (ต่อ) 

ล าดบั
ที่ 

ส่วนประกอบ
โลหิต 

การเก็บ
รักษา 

การขนส่ง อายกุารเก็บ ขอ้ก าหนดเพิม่เติม 

6 

เ ม็ ด เ ลื อ ด แ ด ง
เข้มข้นฉายรังสี  
(Irradiated 
RBCs) 

1-6 ๐C 1-10 ๐C 

28 ว ันหลังจาก
ก า ร ฉ า ย รั ง สี
ยกเวน้โลหิตจะ
หมดอายกุ่อน 

 

7 

เม็ดเลือดแดงที่มี
จ  านวนเม็ดเลือด
ขาวนอ้ย (Leuko-
reduced RBCs) 

1-6 ๐C 1-10 ๐C 

ACD, CPD, 
CP2D 21 วนั       
CPDA-1 35 วนั 
Additive 
solution 42 วนั 
Open system 
24 ชัว่โมง 

 

8 
เม็ดเลือดแดงที่
ลา้งแลว้  
(Washed RBCs) 

1-6 ๐C 1-10 ๐C 24 ชัว่โมง 
 

9 

เกล็ดเลือด
เขม้ขน้ (Platelet 
Concentrate, PC) 
รวมถึงเกล็ดเลือด
เขม้ขน้ทุกชนิดที่
เตรียมโดยวธีิป่ัน
แยก 

20-24 ๐C มี
การเขยา่
เบาๆ
ตลอดเวลา 

20-24 ๐C 

4 ชัว่โมง 
(เตรียมแบบ 
open system) 
หรือ 5 วนั 
(เตรียมแบบ  
closed system) 
ขึ้นกบัชนิดของ
ถุงที่ใชเ้จาะเก็บ
โลหิต 

ถา้ไม่มีการเขยา่
ตลอดเวลาเก็บได้
นาน 24 ชัว่โมง 
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ตารางที่ 2.1 ขอ้ก าหนดการเก็บ การขนส่งและอายกุารเก็บโลหิตและส่วนประกอบโลหิต (ต่อ) 

ล าดบั
ที่ 

ส่วนประกอบ
โลหิต 

การเก็บ
รักษา 

การขนส่ง อายกุารเก็บ ขอ้ก าหนดเพิม่เติม 

10 
เกล็ดเลือด
เขม้ขน้ฉายรังสี 
(Irradiated PC) 

20-24 ๐C มี
การเขยา่
เบาๆ
ตลอดเวลา 

20-24 ๐C 

4 ชัว่โมง หรือ 
5 วนั ขึ้นกบั
ชนิดของถุงที่
ใชเ้จาะเก็บ
โลหิต และ
ระบบการ
เตรียม (open 
หรือ closed 
system) 

ถา้ไม่มีการเขยา่
ตลอดเวลาเก็บได้
นาน 24 ชัว่โมง 

11 

เกล็ดเลือด
เขม้ขน้ ที่มี
จ  านวนเม็ดโลหิต
ขาวนอ้ย โดยการ
กรองชนิด Open 
system 
(Leukocyte-
reduced PC) 

20-24 ๐C มี
การเขยา่
เบาๆ
ตลอดเวลา 

20-24 ๐C 4 ชัว่โมง  

12 

เกล็ดเลือด
เขม้ขน้ชนิดรวม
ถุงที่มีจ  านวนเม็ด
เลือดขาวต ่า 
(Pooled 
Leukocyte-poor 
PC) 

20-24 ๐C มี
การเขยา่
เบาๆ
ตลอดเวลา 

20-24 ๐C 

5 วนัหลงัเจาะ
เก็บโลหิต 
เน่ืองจากเป็น
ระบบปิด และ
ใชถุ้งพลาสติก
ชนิดเก็บเลือด
ได ้5 วนั 

ถา้ไม่มีการเขยา่
ตลอดเวลาเก็บได้
นาน 24 ชัว่โมง 
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ตารางที่ 2.1 ขอ้ก าหนดการเก็บ การขนส่งและอายกุารเก็บโลหิตและส่วนประกอบโลหิต (ต่อ) 

ล าดบั
ที่ 

ส่วนประกอบ
โลหิต 

การเก็บ
รักษา 

การขนส่ง อายกุารเก็บ ขอ้ก าหนดเพิม่เติม 

13 
Pooled PC หรือ 
Washed PC โดย
วธีิ open system 

20-24 ๐C มี
การเขยา่
เบาๆ
ตลอดเวลา 

20-24 ๐C 4 ชัว่โมง 

ถา้รวมโดยเคร่ือง
เช่ือมสายปลอดเช้ือ 
เก็บไดน้านเท่า 
closed system 

14 
เม็ดเลือดขาว
เขม้ขน้ 
(Granulocytes) 

20-24 ๐C 20-24 ๐C 24 ชัว่โมง 
รีบใหผู้ป่้วยโดยเร็ว
ที่สุด 

15 

เม็ดเลือดขาว
เขม้ขน้ฉายรังสี 
(Irradiated 
Granulocytes) 

20-24 ๐C 20-24 ๐C เท่าเดิม 
รีบใหผู้ป่้วยโดยเร็ว
ที่สุด 

16 
Cryoprecipitated 
AHF 

≤-18 ๐C 
สภาพแช่
แขง็ 

12 เดือน (นบั
จากวนัเจาะ) 

เตรียมโดยละลาย 
FFP ที่อุณหภูมิ 1-6 ๐

C ใหแ้ช่แขง็ 
cryoprecipitate 
ภายใน  
1 ชัว่โมงหลงัจาก
การแยก FFP 

17 

ไครโอปรีซิปิเตท
ที่ละลายแลว้ 
(Cryoprecipitated 
AHF, thawed) 

20-24 ๐C 20-24 ๐C 

4 ชัว่โมง 
(pooled หรือ 
open system) 6 
ชัว่โมง (ถุง
เดียว) 

ละลายที่อุณหภูมิ 30-
37 ๐C 
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ตารางที่ 2.1 ขอ้ก าหนดการเก็บ การขนส่งและอายกุารเก็บโลหิตและส่วนประกอบโลหิต (ต่อ) 

ล าดบั
ที่ 

ส่วนประกอบ
โลหิต 

การเก็บ
รักษา 

การขนส่ง อายกุารเก็บ ขอ้ก าหนดเพิม่เติม 

18 
พลาสมาสดแช่
แขง็ (FFP) 

≤-18 ๐C 
≤-65 ๐C 

สภาพแช่
แขง็ 

12 เดือน (≤-18 
๐C) 

7 ปี (≤-65 ๐C) 

แช่แขง็ภายในเวลา 8 
ชัว่โมง ถา้แยกได้
จากเลือดที่เจาะใส่ 
CPD, CP2D, 
CPDA-1 

19 
พลาสมาสดแช่
แขง็ที่ละลายแลว้ 
(FFP, thawed) 

1-6 ๐C 1-10 ๐C 24 ชัว่โมง 
ละลายที่อุณหภูมิ 

30-37 ๐C 

20 

พลาสมาที่เหลือ
จากการแยกไคร
โอปริซิปิเตท 
(Cryo-removed 
plasma) 

≤-18 ๐C 

≤-40 ๐C 
สภาพแช่
แขง็ 

12 เดือน 
5 ปี 

 

21 

พลาสมาที่เหลือ
จากการแยกไคร
โอปริซิปิเตทที่
ละลายแลว้  
(Cryo-removed 
plasma, thawed) 

1-6 ๐C 1-10 ๐C 24 ชัว่โมง 
ละลายที่อุณหภูมิ 

30-37 ๐C 

 

หมายเหตุ ACD คือ Acid Citrate Dextrose, CPD คือ Citrate Phosphate Dextrose, CP2D คือ Citrate 
Phosphate Dextrose ที่มี dextrose เป็น 2 เท่า 

    CPDA คือ Citrate Phosphate Dextrose ที่มีการเติม Adenin 
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2.2 ภาชนะบรรจุโลหิต 
 ถุงบรรจุโลหิต คือภาชนะพลาสติกที่ใชบ้รรจุโลหิตและส่วนประกอบของโลหิต มกับรรจุ
น ้ ายาป้องกนัการแขง็ตวัของโลหิต และ/หรือน ้ ายาเก็บรักษาสภาพส่วนประกอบของโลหิต ซ่ึงเป็น
ถุงเด่ียวหรือถุงหลกัของถุงชุด ส่วนถุงอ่ืนๆ ที่มิใช่ถุงหลกัของถุงชุดอาจมีน ้ ายารักษาสภาพโลหิต
หรือส่วนประกอบของโลหิตดว้ยก็ได ้โดยมีอุปกรณ์ needle, collection tube, port และอาจมีหรือไม่
มีอุปกรณ์ประกอบอ่ืนก็ได ้ (คณะกรรมการเคร่ืองมือแพทย,์ 2559) ซ่ึงมกัมีส่วนประกอบโดยทัว่ไป
ตามรูปที่ 2.2 
 

 

รูปที่ 2. 2 ลกัษณะทัว่ไปของถุงบรรจุโลหิต 1. ฝาหรือปลอกหุม้(protector) 2. สายส่ง (transfer tube) 
และที่ปิด(ถา้มี) 3. ทางออก (outlet port) 4.1 หูหรือรูแขวนส าหรับกรณีให้โลหิตหรือส่วนประกอบ
ของโลหิต (eyelet) 4.2 รูแขวนส าหรับกรณีแยกส่วนประกอบของโลหิต 4.3 รูเสียบหลอดโลหิต
ตัวอย่าง(ถ้ามี) 5. สายเข้า (collection tube) 6. บริเวณแสดงเคร่ืองหมายและฉลาก ( label area)                           
7 .  ป ล อ ก หุ้ ม เ ข็ ม  ( protective cap)  8 .  เ ข็ ม แ ท ง เ ข้ า เ ส้ น โ ล หิ ต  ( blood-taking needle)                                          
(กระทรวงอุตสาหกรรม, 2555) 

2.2.1 ลกัษณะของถุงบรรจุโลหิต 
 ถุงบรรจุโลหิตที่มีการใช้ในประเทศไทยตอ้งผ่านการการตรวจสอบมาตรฐานที่ต้องมี
ลกัษณะตามที่ก  าหนดในมาตรฐานอุตสาหกรรม ซ่ึงลกัษณะของถุงบรรจุโลหิตที่ไดม้าตรฐานควรมี
ลกัษณะดงัน้ี 

1. มีความโปร่งแสง ไม่มีสีหรือออกเหลืองเล็กนอ้ย มีความน่ิมหยุน่ตวั และไม่เหนียวเยิม้ 
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2. ไม่ท าใหน้ ้ ายาป้องกนัการแขง็ตวัของโลหิตหรือน ้ ายาเก็บรักษาสภาพส่วนประกอบของ
โลหิตมีความผดิปกติ เช่น ขุ่น ตกตะกอน 

3. สายเขา้และสายส่ง ตอ้งไม่มีขอ้บกพร่องใดๆ เช่น ปริ แฟบ บิด พบั พบัไขว ้โดยสายเขา้
ต้องมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางภายในไม่น้อยกว่า 2.7 มิลลิเมตร ผนังท่อหนาไม่น้อยกว่า 0.5 
มิลลิเมตร และยาวไม่นอ้ยกว่า 800 มิลลิเมตร สายส่งตอ้งมีขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลางภายใน ไม่นอ้ย
กวา่ 2.7 มิลลิเมตร ผนงัท่อหนาไม่นอ้ยกวา่ 0.5 มิลลิเมตร และยาวไม่นอ้ยกวา่ 200 มิลลิเมตร ซ่ึงทั้ง
สายเขา้และสายส่งของแต่ละชุดตอ้งมีหมายเลขเดียวกนั ที่ติดถาวร โดยมีระยะห่างกนัแต่ละช่วงไม่
เกิน 7 เซนติเมตร  

4. ทางออกของถุงบรรจุโลหิตต้องมีอย่างน้อย 1 ทาง เพื่อ เป็นทางให้โลหิตและ
ส่วนประกอบของโลหิตไหลออกไปยงัชุดส าหรับให้โลหิต ทางออกน้ีก่อนใชต้อ้งมีฝาหรือปลอก
ผนึกปิดอยูเ่พือ่ป้องกนัการสมัผสั ภายในมีไดอะแฟรมที่เม่ือเจาะแลว้จะเสียไป ใชใ้หม่ไม่ไดอี้ก เพือ่
รักษาสภาพการปราศจากเช้ือภายในไว ้และตอ้งมีขนาดพอเหมาะกับเข็มเจาะของชุดส าหรับให้
โลหิต โดยเม่ือเสียบเขม็เขา้ไปแลว้ตอ้งอุดทางออกก่อนที่ปลายเขม็จะเจาะไดอะแฟรม 

5. การเช่ือมต่อระหวา่งสายกบัตวัถุงตอ้งมีการเช่ือมต่อเขา้กบัตวัถุงไดแ้น่นสนิท ไม่ร่ัวซึม 
6. เขม็แทงเขา้เสน้โลหิตตอ้งมีมิติ มีความทนต่อการกดักร่อน ความแขง็ตึง และทนทานต่อ

การแตกหกั โดยเขม็ตอ้งติดกบัปลายสายเขา้ มีปลอกหุม้เขม็ที่รักษาสภาพปราศจากเช้ือได ้ไม่ร่ัวซึม 
ถอดออกได้ง่าย มีการป้องกันการสัมผสักับตวัเข็ม ในกรณีที่ตอ้งท าลายผนึกก่อนถอดออก เม่ือ
ท าลายผนึกแลว้ตอ้งผนึกกลบัเขา้ไปใหม่ไม่ได ้ ซ่ึงอาจมีอุปกรณ์ป้องกนัเขม็แทงผูป้ฏิบติัการหรือถุง
บรรจุ 

7. หูหรือรูแขวนส าหรับแขวนและเสียบหลอดเก็บตวัอยา่งโลหิตที่ไม่เป็นอุปสรรคในการ
ชูถุงบรรจุโลหิตในกรณีต่างๆ เช่น เจาะ แยก เก็บ และใชโ้ลหิต (กระทรวงอุตสาหกรรม, 2555) 

2.2.2 ชนิดของถุงบรรจุโลหิต 
 ถุงบรรจุโลหิตที่ มีการใช้งานในปัจจุบันสามารถแบ่งออกได้เป็น 4 ลักษณะตาม
วตัถุประสงคก์ารใชง้าน คือ  

1. ชนิดหน่ึงถุง (Single Blood Bag) เป็นถุงที่ใชบ้รรจุโลหิตในการเปล่ียนถ่ายโลหิต โดยมี
น ้ ายากนัโลหิตแขง็บรรจุอยูภ่ายในถุงดว้ย 

2. ชนิดสองถุง (Double Blood Bag) มีการออกแบบมาเพื่อการเก็บและแยกโลหิต ส าหรับ
ในส่วนเม็ดเลือดแดง และพลาสมา ประกอบดว้ยถุง satellite 2 ถุง ซ่ึงภายในถุงแรกจะมีการบรรจุ
น ้ ายากนัโลหิตแขง็เอาไว ้
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3. ชนิดสามถุง (Triple Blood Bag) เป็นชุดถุงที่ใช้ส าหรับแยกองค์ประกอบของโลหิต
ออกเป็น 3 ส่วน คือ เม็ดเลือดแดง เกล็ดเลือด และพลาสมา โดยการป่ันเหวี่ยงและการแยก โดย
ภายในถุงจะมีการบรรจุน ้ ายากนัโลหิตแขง็และน ้ ายาเสริมส าหรับเก็บเม็ดโลหิตแดง 

4. ชนิดส่ีถุง (Quadruple Blood Bag) เป็นชุดถุงที่ใช้ส าหรับแยกองค์ประกอบของโลหิต
ออกเป็น 4 ส่วน คือ เม็ดเลือดแดง เกล็ดเลือด พลาสมา และcryoprecipitate หรือ leukocyte โดยการ
ป่ันเหวีย่งและการแยก ซ่ึงภายในถุงจะมีการบรรจุน ้ ายากนัโลหิตแข็งและน ้ ายาเสริมส าหรับเก็บเม็ด
โลหิตแดง (Srinivas, 2016) 

2.2.3 ประวตัิของภาชนะบรรจุโลหิต 
 จากปัญหาความตอ้งการโลหิตในปริมาณมากช่วงสงครามโลกคร้ังที่ 2 หรือประมาณปี 
ค.ศ. 1939-1945 ขวดแกว้จึงถือได้ว่าเป็นวสัดุชนิดแรกที่มีการน ามาใช้ในการบรรจุโลหิตมนุษย ์
อยา่งไรก็ตาม การใชข้วดแกว้นั้นมีความไม่สนิทระหวา่งตวัขวดแกว้และจุกยางที่ใชปิ้ดขวดแกว้ จะ
ท าใหมี้ฟองอากาศเกิดขึ้นภายในขวด และอาจก่อใหเ้กิดการปนเป้ือนของแบคทีเรียจากส่ิงแวดลอ้ม
ภายนอก ในสภาวะการเก็บได ้ซ่ึงจะมีผลใหเ้กิดการแตกของเม็ดเลือดแดง จนน าไปสู่การเกิดสภาวะ
แทรกซอ้นรุนแรงในระหวา่งการถ่ายเลือด ซ่ึงจากปัญหาดงักล่าว ในปี ค.ศ. 1950 Carl Walter ไดใ้ห้
แนวคิดเก่ียวกบัถุงปิดผนึกอยา่งแน่นหนาทีท่  าจากพลาสติกซ่ึงมีพื้นผวิแบบ hemorepellent เน่ืองจาก
ภาชนะบรรจุแบบพลาสติกสามารถจดัการได้ง่าย มีความยืดหยุ่น และใช้งานได้ง่ายในการแยก
ส่วนประกอบของโลหิต ซ่ึงวสัดุส่วนใหญ่ที่นิยมใชจ้ะเป็นกลุ่มของพอลิเมอร์ อาทิเช่น polyvinyl 
chloride (PVC) Polyethylene Polypropylene Polystyrene Polycarbonate Acetal copolymers และพอ
ลิเมอร์ที่มีการสังเคราะห์ทางเทคโนโลยีชีวภาพ กระทัง่ช่วงสงครามเกาหลี อเมริกามีการเร่ิมใช้
ถุงพลาสติกชนิด PVC ในการบรรจุโลหิต แต่ถุง PVC ก็ยงัไม่ปรากฏถึงการใชท้ี่แน่ชดั มีเพียงแต่
กล่าวถึงการใชถุ้ง polyvinyl resin (Ausman & Bellamy, 1984); (Deepak & Umesh, 2010) 
 การถือก าเนิดของถุงบรรจุโลหิตเป็นความกา้วหน้าที่ส าคญัในประวติัศาสตร์ของการเก็บ
และการถ่ายโลหิต อนัเป็นการพฒันาให้เกิดการขบัเคล่ือนในวงการแพทย ์ซ่ึงในปี 1980 ถุงบรรจุ
โลหิตแทบทุกแบบผลิตจาก PVC ร่วมกบั di-(2-etylhexyl)-phthalate (DEHP) ที่เป็น  plasticizer ใน
การบรรจุโลหิตชนิดต่างๆ ไดแ้ก่ โลหิตรวม เม็ดเลือดแดง เกล็ดเลือด พลาสมา ไดเ้ป็นเวลานาน โดย
มีผล hemolysis น้อยและได้เม็ดเลือดแดงที่รอดชีวิตได้ดีกว่าการเก็บในภาชนะแก้ว ซ่ึง DEPH 
สามารถรักษาความเสถียรของเยือ่หุ้มเซลลเ์ม็ดเลือดแดง จึงช่วยยบัย ั้งการเกิด hemolysis ได ้ ท  าให้
ถุงบรรจุโลหิต PVC/DEHP เป็นที่ยอมรับส าหรับการใชบ้รรจุโลหิต อยา่งไรก็ตามถุงบรรจุโลหิต 
PVC/DEHP จะมีการปลดปล่อย DEHP ออกมาบางส่วน ในระดบัต ่าและปลอดภยัต่อผูรั้บโลหิต แต่
อาจมีความเส่ียงในกลุ่มผูรั้บโลหิตที่เป็นทารก จึงมีการก าหนดให้มีการลดปริมาณ DEHP ในกลุ่ม



  18 

ผูใ้ชด้งักล่าว เน่ืองจาก PVC/DEHP มีความแขง็แรง โปร่งใส ยดืหยุน่ การหลอมขึ้นรูป และการเก็บ
รักษาง่าย จึงท าใหอุ้ปกรณ์ทางการแพทยแ์ทบทุกชนิดท าจาก PVC ที่มี DEHP (Stig, 2008)   

2.2.4 วสัดุที่ใชท้  าภาชนะ (ถุง) บรรจุโลหิต 
 ถุงบรรจุโลหิตที่มีการจ าหน่ายในปัจจุบนั ถูกผลิตมาจากบริษทัต่างๆทัว่โลก ซ่ึง Prowse 
และคณะ (ค.ศ. 2014) ไดท้  าการส ารวจถึงบริษทัที่ผลิตถุงบรรจุโลหิตตามแบบสอบถามของ The 
Biomedical Excellence for Safer Transfusion Collaborative (BEST Collaborative’s Conventional 
Components Team) โดยในการส ารวจคร้ังน้ีมีทั้งบริษัทที่เคยผ่านการส ารวจของ BEST รวมถึง
บริษทัที่ไม่ไม่เคยผา่การส ารวจ ดงัตารางที่ 2.2 ซ่ึงการส ารวจคร้ังน้ียงัไม่ครอบคลุมถึงทุกบริษทัที่ท  า
การผลิต ซ่ึงส่วนใหญ่เป็นตวัแทนของบริษทัผูผ้ลิตถุงบรรจุโลหิตในยโุรปและอเมริกาเหนือ 
ตารางที่ 2.2 บริษทัผลิตถุงบรรจุโลหิต (Prowse et al., 2014) 

America n Fluoroseal Corp Grifols 
CaridianBCTa Haemoneticsb 
Cerus MacoPharma 
Fenwalc Pallb 
Fresenius Kabic Terumoa 
หมายเหตุ aCaridianBCT and Terumo have since merged into TerumoBCT.  
  bHaemonetics has recently acquired Pall.  
  cFresenius Kabi has recently acquired Fenwal. 
 ปัจจุบนัถุงพลาสติกบรรจุโลหิตมีการพฒันาให้มีความปลอดภยัและประสิทธิภาพในการ
แยกและจดัเก็บส่วนประกอบของเลือด เพื่อการใชง้านแทนขวดแกว้ เน่ืองจากสามารถช่วยป้องกนั
การปนเป้ือน การแตกหัก และการอุดตนัของอากาศ รวมถึงการเตรียมส่วนประกอบของโลหิตที่
ปราศจากเช้ือและง่ายต่อการแยกจดัเก็บ พลาสติกที่จะน ามาใชใ้นการผลิตถุงบรรจุโลหิตน้ีตอ้งมี
ความทนทานต่ออุณหภูมิที่ใชใ้นการฆ่าเช้ือและการเก็บแช่แข็ง มองเห็นไดช้ดั และมีความแข็งแรง
พอที่จะทนต่อกระบวนการป่ันเหวี่ยงและความดนั พลาสติก  PVC (polyvinyl chloride) เป็นพอลิ-
เมอร์ที่มีการใชง้านมานานกว่า 60 ปี ทั้งในการผลิตอุปกรณ์ทางการแพทย ์และการผลิตถุงบรรจุ
โลหิตตั้งแต่อดีตจนถึงปัจจุบนั (Iverson et al., 2004) โดย PVC เป็นพลาสติกที่นิยมใชท้ี่มีโมเลกุล
ของ chloride ประกอบอยู่ ซ่ึงมีคุณสมบัติที่ปลอดภัย อันเป็นที่ น่าเช่ือถือ และเป็นวัสดุที่ มี
ประสิทธิภาพสูงที่มีความอ่อนนุ่มและยืดหยุ่นดี จึงเป็นคุณสมบตัิที่ตอ้งการในทางการแพทย ์
โดยเฉพาะถุงบรรจุโลหิต (PVCMed Alliance, 2016) อยา่งไรก็ตาม พลาสติก PVC มีการใชส้ารเติม
แต่งชนิด di-2-ethylhexyl phthalate (DEHP) ในการผลิตถุงบรรจุโลหิต โดยมีอตัราส่วนของ PVC ที่
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ประมาณ 55 % และสารเติมแต่งอีกประมาณ 40 % โดยน ้ าหนัก ซ่ึงให้ DEHP-PVC ที่เป็นส่วน
ส าคญัของถุงบรรจุโลหิต และอุปกรณ์ทางการแพทย ์เน่ืองจาก DEHP มีขอ้ดีต่อการคงสภาพของ
เยือ่หุม้เซลลเ์ม็ดเลือดแดงในสภาวะการเก็บรักษาและช่วยใหเ้ม็ดเลือดแดงมีการฟ้ืนตวัดีหลงัจากการ
เปล่ียนถ่ายโลหิต  ฉะนั้นวสัดุ PVC ที่มี DEHP เป็นสารเติมแต่งจึงมีการผลิตและใช้งานกนัอยา่ง
กวา้งขวาง ตารางที่ 2.3 แสดงขอ้มูลเก่ียวกบัถุงบรรจุเก็บเม็ดเลือดแดง ตารางที่ 2.4 แสดงขอ้มูล
เก่ียวกบัถุงบรรจุเก็บเกล็ดเลือด (Prowse et al., 2014)  
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ตารางที่ 2. 3 ขอ้มูลต่างที่เก่ียวกบัถุงบรรจุเก็บเม็ดเลือดแดง (Prowse et al., 2014) 
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ตารางที่ 2.3 ขอ้มูลต่างที่เก่ียวกบัถุงบรรจุเก็บเม็ดเลือดแดง (ต่อ)  

 
 

2.2.5 น ้ ายากนัโลหิตแขง็ตวัและน ้ ายาเสริมส าหรับเก็บเม็ดเลือดแดง 
 การเจาะเก็บโลหิตรวมในงานบริการโลหิตปัจจุบนัจะเจาะเก็บลงในถุงบรรจุโลหิตที่มีน ้ ายา
กนัโลหิตแข็ง (anticoagulant) เพื่อป้องกนัการแข็งตวั (prevent clotting) และถนอมโลหิตให้อยูไ่ด้
นาน (cell preservation) โดยรักษาความมีชีวติและการท างานของเซลลภ์ายในภาชนะบรรจุให้คงอยู่
ในระหว่างการเก็บรักษาโลหิต ซ่ึงน ้ ายากันโลหิตแข็งที่ มีการใช้ในงานบริการโลหิตนั้ นมี
ส่วนประกอบต่างๆที่แตกต่างกนั แสดงดงัตารางที่ 2.5  
 การเก็บรักษาโลหิตที่อุณหภูมิต ่าจะท าให้ glycolytic activity เกิดได้ช้าลง แต่เม็ดโลหิต
ยงัคงมี metabolic activity ในระหว่างการเก็บรักษา มีการใช้สารอาหารและการลดลงของแหล่ง 
พลังงานของเซลล์ (intracellular energy sources) และเน่ืองจาก ATP มีความสัมพนัธ์กับการรอด
ชีวติหลงัการถ่ายเลือด (post-transfusion viability) การพฒันา สูตร anticoagulant-preservative จึงมุ่ง
ไปที่การส่งเสริมการสร้าง ATP ซ่ึงจ า เป็นตอ้งใชส้ารช่วยที่มีหนา้ที่ต่างๆ กนัดงัน้ี  

- Citrate  เป็นตวัช่วยยบัย ั้งกระบวนการแข็งตวัของโลหิต (coagulation) ที่เก่ียวขอ้งกบั 
calcium ดว้ยการจบั (chelating) กบั calcium  

- Dextrose  ช่วยเสริมการสร้าง ATP ใน glycolytic pathways  
- Sodium biphosphate ท าหน้าที่ช่วยควบคุม pH ที่ลดลงอนัเน่ืองมาจากการสร้าง lactic 

acidที่เป็น end product จาก glycolysis  
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- Adenine  เป็นสารเสริม (supplement) ที่ช่วยในการสังเคราะห์และเพิ่มระดบั ATP ใน 
เซลลเ์ม็ดเลือดแดง จึงช่วยใหค้วามมีชีวติของเซลลดี์ขึ้น เม่ือเทียบกบัน ้ ายาที่ไม่มี adenine 
 น ้ ายาเสริมส าหรับเม็ดโลหิตแดง (additive solutions; AS) เป็นน ้ ายาที่มีสารอาหารส าหรับ
เก็บรักษาเม็ดเลือดแดง AS ที่มีการใช้ในปัจจุบนัมีหลายชนิด และมีรายละเอียดที่แตกต่างกนัดงั
ตารางที่ 2.6 ระบบของ additive system จะประกอบดว้ย primary collection bag ที่มี anticoagulant-
preservative และมีถุง พว่ง (satellite bag) อีกอยา่งนอ้ย 2 ใบ โดยใบแรกจะเป็นถุงเปล่า (empty bag) 
และอีกใบจะมี AS อยู่ภายใน AS มีส่วนประกอบ ได้แก่ sodium chloride, dextrose, adenine และ
สารอ่ืนๆ ที่ช่วยเสริมความรอดชีวติและการท างานของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง ใหอ้ยูไ่ดถึ้ง 42 วนั ใน ชุด
เจาะเก็บโลหิตขนาด 450 mL มกัมีปริมาตร AS อยู ่100 mL ซ่ึงจะถูกผสมเขา้กบัเซลลเ์ม็ดเลือดแดง
จากถุง primary bag หลงัจากทีแ่ยกเอา plasma ออกไปแลว้ ท าใหส้ามารถแยก plasma ไดใ้นปริมาณ 
สูงสุดและได ้RC ที่มี hematocrit ประมาณร้อยละ 60 ซ่ึงเป็น ระดบัที่ท  าให้อตัราการไหลดีและง่าย
ต่อการให้โลหิต ส่วนเซลล์เม็ดเลือดแดงที่ผสมเขา้กบั AS ซ่ึงตอ้งผสมภายใน 72 ชัว่โมงภายหลัง
การเจาะโลหิต (phlebotomy) AS ที่ใชใ้นทอ้งตลาดมีอยูห่ลายชนิด ซ่ึงที่ US FDA ยอมรับ และใชใ้น
สหรัฐอเมริกามี 3 ชนิดคือ AS-1 AS-3 และ AS-5 ส่วนที่ใชใ้นยโุรปคือ SAGM น ้ ายา AS แต่ละชนิด
มีส่วนประกอบ ที่แตกต่างกนัไปดงัแสดงรายละเอียดในตารางที่ 2.6 ซ่ึง SAG เป็นน ้ ายาเสริมชนิด
แรกที่ถูกพฒันาขึ้นในสวีเดนช่วงปลาย ทศวรรษ 1970 มีส่วนประกอบคือ saline, adenine และ 
glucose ต่อมามีการเติมสาร mannitol เพิ่มเขา้ไปเป็นน ้ ายา SAGM เพื่อ ช่วยชะลอการแตกของเม็ด
โลหิต การใชร้ะบบน ้ ายาเสริมนอกจากช่วยเพิ่มระยะ เวลาเก็บรักษาเซลลเ์ม็ดเลือดแดง จาก 35 วนั 
(ใน CPDA-1) เป็น 42 วนัแลว้ ยงัมีขอ้ดีอ่ืนๆ ไดแ้ก่ ช่วยลดความหนืด ช่วยก าจดั excessive nutrients 
ใน platelets และช่วยใหค้วบคุมสดัส่วนของเซลลเ์ม็ดเลือดแดงต่ออาหารใหเ้หมาะสม การเก็บรักษา
เซลล์เม็ดเลือดแดงได ้42 วนั ซ่ึงน่าจะเป็นส่ิงที่เพียงพอส าหรับงานธนาคารเลือดในปัจจุบนั การยดื
ระยะเวลา เก็บรักษาให้นานกว่าน้ีเป็นส่ิงที่ท  า ไดย้ากเน่ืองจากภายหลงั 42 วนั การลดของ pH และ
การเปล่ียนแปลงของ membrane จะอยูใ่นขั้นวิกฤติ และยงัไม่มีน ้ ายาเสริมตวัใดที่สามารถรักษา
ระดบั 2,3- diphosphoglycerate (2,3-DPG) ใหค้งอยูไ่ดน้านเกินกวา่ 7-14 วนั (นรินทร์ กิจเกรียงไกร
กุล, 2555) 
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ตารางที่ 2.5 น ้ ายากนัโลหิตแขง็ชนิดต่างๆ (นรินทร์ กิจเกรียงไกรกุล, 2555) 
Variable ACD-A ACD-B CPD CP2D CPDA-1 4% Citrate 

pH 4.5-5.5 4.5-5.5 5.3–5.9 5.3–5.9 5.3–5.9 6.4-7.5 
Ratio (mL solution to 
blood) 

1.5:10 2.5:10 1.4:10 1.4:10 1.4:10 0.625:10 

FDA-approved shelf life 
(days) 

Automated 
collection of RBCs, 
platelets, and FFP 

21 21 35 

Automated 
collection of 

plasma  
and for 
plasma 

exchange 
Content (g in 1,000 mL solution) 
Citric Acid (anhydrous) 

7.3 4.4 2.99 2.99 2.99 
As needed 

for pH 
adjustment 

Sodium Citrate (dihydrate) 22 13.2 26.3 26.3 26.3 40 
Monobasic Sodium 
Phosphate (monohydrate) 

- - 2.22 2.22 2.22 
- 

Dextrose (monohydrate) 24.5 14.7 25.5 51.1 31.9 - 
Adenine - - - - 0.275 -  
โดย CPD = citrate-phosphate-dextrose; CP2D = citrate-phosphate-dextrose-dextrose;                        
CPDA-1 = citrate-phosphate-dextrose-adenine; ACD-A = acid-citrate-dextrose (formula A);                     
ACD-B = acid-citrate-dextrose (formula B ); FDA = Food and Drug Administration;  FFP = Fresh 
Frozen Plasma   
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ตารางที่ 2. 6 แสดงรายละเอียดส่วนประกอบน ้ ายาเสริมส าหรับเก็บเม็ดเลือดแดง (นรินทร์ กิจเกรียง
ไกรกุล, 2555) 

Composition SAG SAGM AS-1 
(Adsol®) 

AS-3 
(Nutricel®) 

AS-5 
(Optisol®) 

Circle 
Pack 

(Cir/Pk®) 
Dextrose  900 900 2200 1100 900 400 
Adenine  17 17 27 30 30 7 
Monobasic 
Sodium 
Phosphate  

- - - 276 - 285 

Mannitol - 520 750 - 525 - 
Sodium Chloride 877 877 900 410 877 718 
Sodium Citrate  - - - 588 - 588 
Citric Acid - - - 42 - 42 
Primary bag 
anticoagulant 

CPD CPD CPD CP2D CPD CP2D 

SAG = saline-adenine-glucose; SAGM = saline-adenine-glucose- mannitol 
 
2.3 มาตรฐานของถุงบรรจุโลหิต 
 ถุงบรรจุโลหิตเป็นเคร่ืองมือแพทยช์นิดหน่ึงที่มีการใชง้านกนัอยา่งกวา้งขวาง ที่ผูผ้ลิต ผูน้ า
เข้า และผูจ้  าหน่ายต้องได้รับใบอนุญาต ซ่ึงถุงบรรจุโลหิตต้องขายเฉพาะแก่สถานพยาบาล  
สภากาชาดไทย  หรือผูรั้บอนุญาตขายเคร่ืองมือแพทย ์โดยถุงบรรจุโลหิตตอ้งมีมาตรฐานและไดมี้
ข้อ ก า หนด เ ป็ น ไปต า มประ ก า ศก ร ะท รว ง อุ ตส าหก ร รม  ว่ า ด้ ว ย เ ร่ื อ ง  ม า ต รฐ าน
ผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม  ภาชนะพลาสติกปราศจากเช้ือส าหรับบรรจุโลหิตและ ส่วนประกอบของ
โลหิต  (มอก.  1298 -2555)  หรือที่จะประกาศใช้ต่อไป  แล้วแต่กรณี  หรือ มาตรฐานสากลที่
เทียบเท่า  ยกเวน้เคร่ืองหมายและฉลาก  ถุงบรรจุโลหิตตอ้งผลิตโดยผูผ้ลิตที่ไดรั้บการรับรองระบบ
คุณภาพการผลิตส าหรับ ผลิตภณัฑด์งักล่าว  ตามมาตรฐานระดบัประเทศหรือมาตรฐานระหว่าง
ประเทศ  เช่น  หลกัเกณฑแ์ละ วิธีการที่ดีในการผลิต  (GMP)  มาตรฐานองคก์รระหว่างประเทศวา่
ด้วยการมาตรฐาน  13485  (ISO 13485) การตรวจสอบคุณภาพถุงบรรจุโลหิตให้เป็นไปตาม
มาตรฐานทั้งในระดบัชาติและนานาชาติ เพือ่ใหต้รงตามคุณลกัษณะที่ตอ้งการ อาทิเช่น การทดสอบ
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ทางกายภาพ การทดสอบทางเคมี และการทดสอบทางชีวภาพ ปัจจุบนัการทดสอบทางชีวภาพน้ีถือ
ไดว้า่มีความส าคญัเป็นอยา่งยิง่ในการตรวจสอบประเมินความปลอดภยัของถุงบรรจุโลหิตก่อนที่จะ
น ามาใช้งาน ถุงบรรจุโลหิตที่มีการผลิตหรือน าเขา้จากต่างประเทศนั้นตอ้งมีการตรวจประเมิน
คุณภาพอย่างเคร่งครัด เพื่อให้เกิดความปลอดภัยต่อผูใ้ห้และผูรั้บโลหิต ฉะนั้ นจึงต้องมีการ
ตรวจสอบให้เป็นไปตามเกณฑใ์นระดบัชาติ คือมาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรมส าหรับภาชนะ
พลาสติกปราศจากเช้ือส าหรับบรรจุโลหิตและส่วนประกอบของโลหิต (มอก.1298-2555) ที่ก  าหนด
โดยกระทรวงอุตสาหกรรมของไทย ในส่วนของการประเมินความเป็นพิษต่อเซลลเ์พาะเล้ียง และ/
หรืออาจใชม้าตรฐานการประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของอุปกรณ์การแพทยท์ี่เป็นสากล (ISO 
10993) 
 ผูรั้บอนุญาตผลิตหรือน าเขา้ถุงบรรจุโลหิตที่ขายหรือมีไวเ้พื่อขายภายในประเทศ  จดัให้มี 
เอกสารก ากบัเคร่ืองมือแพทยเ์ป็นภาษาไทยที่อ่านไดช้ดัเจน  และจะมีภาษาอ่ืนนอกจากภาษาไทย
ประกอบอยูด่ว้ยได ้แต่ขอ้ความภาษาอ่ืนนั้นตอ้งมีความหมายตรงกบัขอ้ความภาษาไทย  โดยแสดง
รายละเอียดอยา่งนอ้ย  ดงัต่อไปน้ี  
 (1) ช่ือผลิตภณัฑห์รือช่ือการคา้    
 (2) ขอ้ความที่แสดงวา่เป็นถุงเด่ียว  หรือถุงชุด   
 (3) จ  านวนถุงบรรจุโลหิตที่บรรจุ  
 (4) ช่ือและที่ตั้งของสถานที่ผลิต  หรือสถานที่น าเขา้  แลว้แต่กรณี  ในกรณีเป็นผูน้ าเขา้  ให้
แสดง ช่ือสถานที่ผลิต  เมือง  และประเทศที่ผลิตถุงบรรจุโลหิตดว้ย  
 (5) ช่ือและปริมาตร  เป็นมิลลิลิตรของน ้ ายาป้องกนัการแข็งตวัของโลหิตหรือน ้ ายารักษา
สภาพ ส่วนประกอบของโลหิต  และสูตรส่วนประกอบของน ้ ายานั้น (ถา้มี)  
 (6) วสัดุที่ใชท้  าถุงบรรจุโลหิต  
 (7) วตัถุประสงคก์ารใช ้ ค  าแนะน าการใช ้ และวธีิการเก็บรักษา  
 (8) ค  าเตือน  ขอ้หา้มใช ้ ขอ้ควรระวงั    
 (9) ขอ้ความที่แสดงว่า  ถุงบรรจุโลหิตที่ใช้งานแล้วถือเป็นขยะติดเช้ือ (คณะกรรมการ
เคร่ืองมือแพทย,์ 2559)   
 การทดสอบถุงบรรจุโลหิตจะมีการชกัตวัอยา่งและเกณฑต์ดัสิน  ถุงบรรจุโลหิต  ใหเ้ป็นไป
ตามมาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม  มอก.  1298  ที่ประกาศใชล่้าสุด โดยผูรั้บอนุญาตผลิตหรือ
น าเขา้ถุงบรรจุโลหิต  จดัเก็บตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตแต่ละรุ่น ที่ผลิตหรือน าเขา้ตามเลขที่หรืออกัษร
แสดงคร้ังที่ผลิตหรือน าเขา้ที่ระบุไวบ้นฉลากในจ านวนเพยีงพอส าหรับการตรวจสอบหรือวเิคราะห์
คุณภาพมาตรฐานและขอ้ก าหนด  เป็นเวลาไม่น้อยกว่าอายกุารใชง้าน ที่ระบุไวบ้นฉลาก  โดยท า
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บญัชีไวเ้ป็นหลกัฐาน ในกรณีที่น าเขา้ถุงบรรจุโลหิต  ให้ผูรั้บอนุญาตจดัท าฉลากเป็นภาษาไทยที่
ภาชนะบรรจุ ให้ถูกตอ้งแล้วเสร็จก่อนขาย  ทั้งน้ี  ไม่เกินสามสิบวนั  นับแต่พนักงานเจา้หน้าที่                      
ณ  ด่านตรวจสอบ เคร่ืองมือแพทย ์ ไดต้รวจปล่อยใหน้ าเขา้   

 2.3.1 การทดสอบตามมาตรฐานผลิตภณัฑด์า้นชีวภาพ 
 การควบคุมถุงบรรจุโลหิตตามมาตรฐานผลิตภณัฑอุ์ตสาหกรรม ภาชนะพลาสติกปราศจาก
เช้ือส าหรับบรรจุโลหิตและส่วนประกอบของโลหิต มาตรฐานเลขที่ มอก. 1298-2555 ของประกาศ
กระทรวงอุตสาหกรรม ฉบบัที่ 4449 (พ.ศ. 2555) ที่ออกตามความในพระราชบญัญตัิมาตรฐาน
อุตสาหกรรม พ.ศ. 2511 แห่งราชอาณาจกัรไทยน้ี เป็นมาตรฐานอุตสาหกรรมที่ครอบคลุมภาชนะ
พลาสติกปราศจากเช้ือที่ท  าจากพอลิโอเลฟินหรือพอลิไวนิลคลอไรด์ ส าหรับบรรจุโลหิตและ
ส่วนประกอบของโลหิต และภาชนะพลาสติกที่บรรจุน ้ ายาป้องกนัการแข็งตวัของโลหิต และ/หรือ
น ้ ายาเก็บรักษาสภาพส่วนประกอบของโลหิต ที่ระบุถึงมาตรฐานในดา้นต่างๆ ไดแ้ก่ คุณลกัษณะ
ทัว่ไป คุณลกัษณะทางฟิสิกส์ คุณลกัษณะทางเคมี และคุณลกัษณะทางชีวภาพ  
 การทดสอบถึงคุณลกัษณะทางชีวภาพของมาตรฐานอุตสาหกรรม (มอก. 1298-2555) ใน
ดา้นความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเล้ียง (L929 cells line) เป็นการประเมินความเป็นพิษที่ได้จากการ
สกดัวสัดุถุงพลาสติกที่ใชบ้รรจุโลหิตเพยีงแบบเดียว โดยท าการประเมินสภาพของเซลล์หลงัจากที่
ปล่อยให้เซลล์เพาะเล้ียงสัมผสักบัสารละลายทดสอบ สารละลายทดสอบควบคุม และ blank เป็น
เวลา 24 และ 48 ชั่วโมง จากนั้ นดูลักษณะของเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์หัวกลับ (inverted 
microscopy) แลว้บนัทึกการตายของเซลล์ การเปล่ียนแปลงเซลล์สัณฐาน (morphological change) 
และความหนาแน่นของเซลล์ที่มีชีวิต (cell density) โดยมีแนวการประเมินผลตามตารางที่ 2.7 ซ่ึง
ระดบัความเป็นพษิของตวัอยา่งตอ้งมีค่าไม่มากกวา่ระดบั 2 จึงจดัเป็นตวัอยา่งที่ปลอดภยั (กระทรวง
อุตสาหกรรม, 2555) 
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ตารางที่ 2. 7 การประเมินระดบัความเป็นพษิต่อเซลลเ์น้ือเยือ่เพาะเล้ียง (กระทรวงอุตสาหกรรม, 
2555) 
ระดบัความ
เป็นพษิ 

ปฏิกิริยา 
(reactivity) 

สภาพของเซลลเ์พาะเล้ียง 
(conditions of cell culture) 

0 
ไม่เป็นพษิ 

(none) 

เซลลแ์ผเ่ป็นชั้นเดียว มีเม็ดอินทราไซโทพลาสมิก 
(intracytoplasmic granule) กระจายอยูใ่นเซลลป์กติ ไม่พบ
การแตกท าลายของเซลล ์

1 
เป็นพษินอ้ยมาก 

(slight) 
เซลลมี์ลกัษณะกลม ใกลห้ลุดออกจากพื้นผวิ ไม่เกินร้อยละ 
20 อาจพบการแตกท าลายของเซลลไ์ดบ้า้ง 

2 
เป็นพษินอ้ย 

(mild) 

เซลลมี์ลกัษณะกลม ไม่เกินร้อยละ  50 อาจพบการแตก
ท าลายของเซลลแ์ต่ไม่รุนแรง และไม่พบช่องวา่งระหวา่ง
เซลลช์ั้นเดียว 

3 
เป็นพษิปานกลาง 

(moderate) 
เซลลมี์ลกัษณะกลมหรือพบการแตกท าลายของเซลล ์ไม่เกิน
ร้อยละ 70 

4 
เป็นพษิอยา่ง

รุนแรง (severe) 
การท าลายของเซลลช์ั้นเด่ียวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด 

  
 องคก์ารอาหารและยา (FDA) ไดจ้ดัท าเอกสารที่เป็นแนวทางส าหรับอุตสาหกรรมเพื่อช่วย
ในการเตรียมพัฒนาผลิตภัณฑ์ถึงระดับก่อนออกสู่ตลาด (Premarket Applications (PMAs), 
Humanitarian Device Exceptions (HDEs), Investigational Device Applications (IDEs), Premarket 
Notifications (510(k)s), และ de novo request) ส าหรับอุปกรณ์การแพทยท์ี่ตอ้งสัมผสักบัร่างกาย
มนุษย ์ทั้งโดยตรงและโดยออ้ม โดยเอกสารที่จดัท  าขึ้นน้ีเป็นการรวบรวมขอ้ควรพิจารณาใหม่ๆ ซ่ึง
จะเก่ียวขอ้งแนวทางในการประเมินความเส่ียงของการทดสอบความเขา้กนัไดท้างชีวภาพ ที่เป็นการ
ประเมินทางเคมี และการเตรียมตวัอยา่งส าหรับการทดสอบทางชีวภาพ ของอุปกรณ์ที่มีการผลิตจาก
กระบวนการของพอลิเมอร์ และ/หรือวสัดุที่ดูดซับ ซ่ึงเอกสารที่จดัท  านั้นจะมีขอ้จ ากดัเฉพาะการ
ประเมินทางชีวภาพของอุปกรณ์ทางการแพทยท์ี่ปลอดเช้ือและไม่ผ่านการฆ่าเช้ือที่เขา้มาสัมผสั
โดยตรงหรือโดยออ้มกบัร่างกายมนุษย ์ ซ่ึงครอบคลุมเฉพาะมาตรฐาน ISO 10993-1 แต่ยงัเก่ียวขอ้ง
กบัมาตรฐานความเขา้กนัไดท้างชีวภาพอ่ืนๆ การประเมินทางชีวภาพของอุปกรณ์ทางการแพทย์ 
(ISO 10993 - Biological evaluation of medical devices) จะด าเนินการเพื่อประเมินการยอมรับการ
ตอบสนองทางชีวภาพที่อาจเกิดขึ้นจากการสัมผสักับวสัดุที่เป็นส่วนประกอบของอุปกรณ์กับ
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ร่างกาย ซ่ึง ISO 10993 ได้แบ่งย่อยหัวขอ้การประเมินความปลอดภยัของอุปกรณ์การแพทย์เป็น
ส่วนๆ หลากหลายดา้น ดงัน้ี 
 ส่วนที่ 1  การประเมินและการทดสอบในขั้นตอนการจดัการความเส่ียง 

ส่วนที่  2 ขอ้ก าหนดดา้นสวสัดิภาพของสตัวท์ดลอง 
ส่วนที่ 3 การทดสอบความเป็นพิษทางพนัธุกรรม การก่อมะเร็งและผลต่อการจ าลอง

พนัธุกรรม 
ส่วนที่  4 การเลือกการทดสอบการมีปฏิสมัพนัธก์บัเลือด 
ส่วนที่  5 การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลใ์นหลอดทดลอง 
ส่วนที่  6 การทดสอบผลกระทบเฉพาะที่หลงัจากปลูกถ่าย 
ส่วนที่  7 เอทิลีนออกไซดท์ี่ตกคา้งหลงัจากที่ท  าไร้เช้ือ 
ส่วนที่  8 การเลือกและคุณสมบตัิของวสัดุอา้งอิงส าหรับการทดสอบทางชีววทิยา 
ส่วนที่  9 กรอบการระบุและการหาปริมาณผลิตภณัฑท์ี่มีศกัยภาพในการยอ่ยสลาย 
ส่วนที่  10 การทดสอบความระคายเคืองและอาการแพผ้วิหนงั 
ส่วนที่  11 การทดสอบความเป็นพษิของร่างกาย 
ส่วนที่  12 การเตรียมตวัอยา่งและวสัดุอา้งอิง 
ส่วนที่  13 การระบุและการหาปริมาณของผลิตภัณฑ์ที่สลายตัวได้จากอุปกรณ์ทาง

การแพทยท์ี่เป็นพอลิเมอร์ 
ส่วนที่  14 การระบุและการหาปริมาณของผลิตภณัฑท์ี่สลายตวัจากเซรามิค 
ส่วนที่  15 การระบุและการหาปริมาณของผลิตภณัฑท์ี่สลายตวัจากโลหะและโลหะผสม 
ส่วนที่  16 การออกแบบศึกษากลไกความเป็นพษิส าหรับผลิตภณัฑท์ี่สลายตวัได ้
ส่วนที่  17 การก าหนดขีดจ ากดัที่ยอมรับไดส้ าหรับสารที่สามารถถูกชะออกมา 
ส่วนที่  18 ลกัษณะทางเคมีของวสัดุ 
ส่วนที่  19 ลกัษณะทางเคมีกายภาพ ลกัษณะทางสณัฐานวทิยาและพื้นผวิวสัดุ 
ส่วนที่   20 หลักการและวิธีการทดสอบความเป็นพิษต่อภูมิคุ ้มกันของอุปกรณ์ทาง

การแพทย ์(International Organization for Standardization, 2016) 
การเลือกแผนการทดสอบในการประเมินทางชีวภาพของอุปกรณ์การแพทยต์าม ISO 10993 

นั้น ตอ้งพิจารณาถึงวสัดุที่ใช ้ลกัษณะของการสัมผสั และระยะเวลาที่สัมผสัของอุปกรณ์นั้นๆ ใน
การเลือกแผนการทดสอบที่เหมาะสม ดังแสดงในตารางที่ 2.8 ซ่ึงถุงบรรจุโลหิตเป็นอุปกรณ์
การแพทยท์ี่มีการใชง้านภายนอกร่างกาย ที่ไม่เก่ียวกบัเสน้เลือดโดยตรง และมีระยะเวลาที่สมัผสัอยู่
กบัเลือดตั้งแต่ ช่วงเวลาน้อยกว่า 24 ชัว่โมง จนถึงมากกว่า 30 วนั โดยมีรายละเอียดของตวัอย่าง
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ผลิตภัณฑ์ทางการแพทยด์ังแสดงในตารางที่ 2.8 อย่างไรก็ตาม ISO 10993 ไม่ได้เป็นรายการ
ตรวจสอบอยา่งเป็นทางการ แต่เป็นคู่มือส าหรับขอ้ก าหนดดา้นขอ้มูลโดยทัว่ไปส าหรับเจา้หน้าที่ที่
เก่ียวขอ้ง ไม่ว่าจะเป็นผูผ้ลิตและผูจ้ดัการ ในการออกแบบแผนการทดสอบที่เหมาะสมในแต่ละ
อุปกรณ์ ซ่ึงรายละเอียดของการทดสอบจะมีความเฉพาะเจาะจงกบัแต่ละอุปกรณ์และการใช้งาน
ของอุปกรณ์นั้นๆ  แต่การทดสอบอาจมีความคลา้ยคลึงกนัส าหรับอุปกรณ์หลายประเภท (Bigham, 
2017) 

การประเมินความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Evaluation of Biocompatibility) ถือเป็นการ
พิจารณาที่ส าคญัในการประเมินวสัดุที่มีการใชง้านในทางการแพทย ์เพื่อให้เกิดความปลอดภยัใน
การใชง้านของผลิตภณัฑ ์ซ่ึงตามมาตรฐานสากล ISO 10993 สามารถแบ่งการทดสอบการประเมิน
ความเขา้กนัไดท้างชีวภาพออกเป็น  

1. การประเมินความเป็นพษิต่อเซลลเ์พาะเล้ียง (Cytotoxicity : ISO 10993-5) 
2. การประเมินการระคายเคืองหรืออาการแพ้ที่ผิวหนัง (Irritation or intracutaneous 

reactivity : ISO 10993-10) 
3. การประเมินความเป็นพษิต่อระบบร่างกาย (Systemic toxicity : ISO 10993-11) 
4. การประเมินความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรม (Genotoxicity : ISO 10993-3) 
5. การประเมินความเขา้กนัไดก้บัโลหิต (Hemocompatibility : ISO 10993-4) (Biomerics, 

2011) 
ซ่ึงการประเมินความเขา้กนัไดท้างชีวภาพดว้ยเซลลเ์พาะเล้ียง จะสามารถท าในหัวขอ้ ISO 

10993-5 และ ISO 10993-3 
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ตารางที่ 2. 8 การประเมินความเขา้กนัไดท้างชีวภาพของอุปกรณ์การแพทย ์(International 
Organization for Standardization, 2016) 

 
หมายเหตุ X = ISO 10993-1:2009 recommended endpoints for consideration* 

O = Additional FDA recommended endpoints for consideration*  
Note * All X’s and O’s should be addressed in the biological safety evaluation, either 

through the use of existing data, additional endpoint-specific testing, or a rationale for why the 
endpoint does not require additional assessment. 

Note + Tissue includes tissue fluids and subcutaneous spaces  
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Note ^ For all devices used in extracorporeal circuits  
Note # Reproductive and developmental toxicity should be addressed for novel materials, 

materials with a known reproductive or developmental toxicity, devices with relevant target 
populations (e.g., pregnant women), and/or devices where there is the probability for local presence 
of device materials in the reproductive organs.   

Note @ Degradation information should be provided for any devices, device components, 
or materials remaining in contact with tissue that are intended to degrade. 
 2.3.1.1 การทดสอบความเป็นพษิเฉียบพลนัของวสัดุ 
 มาตรฐาน ISO 10993-5 เป็นส่วนที่ 5 ของมาตรฐาน ISO 10993 ที่มีการบงัคบัใชโ้ดยทัว่ไป 
โดยส่วนที่ 5 จะเป็นการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเล้ียงในสภาวะหลอดทดลอง และเป็น
มาตรฐานการประเมินทางชีววิทยาของอุปกรณ์ทางการแพทย ์ดว้ยการก าหนดแนวทางการทดสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์ในสภาวะหลอดทดลองเป็น 3 แบบ คือ 1) extract test 2) direct contact test 
และ 3) indirect contact test แล้วก าหนดค่าความเป็นพิษของเซลล์จากการประเมินตามแบบที่
แตกต่างกนัไดแ้ก่ การประเมินความเสียหายของเซลลด์ว้ยวิธีทางสณัฐานวทิยา การวดัความเสียหาย
ของเซลล์ที่มีผลต่อการเจริญของเซลล์ หรือต่อเมทาบอลิซึมของเซลล์ ซ่ึงวิธีทดสอบที่ใช้ในการ
ประเมินความเป็นพษิต่อเซลลต์ามมาตรฐานของ ISO 10993-5 ไดร้ะบุตั้งแต่วธีิการสกดัสารตวัอยา่ง
และปริมาณสารตวัอยา่งในการสกดัที่เทียบเคียงเป็นน ้ าหนกัต่อปริมาตรหรือพื้นที่ต่อตวัอยา่งในการ
ตรวจสอบวเิคราะห์ รวมทั้งวธีิวเิคราะห์ ซ่ึงมีรายละเอียดของวธีิวเิคราะห์ดงัน้ี 

1. Extract test เป็นวิธีประเมินความเป็นพิษของสารสกดัตวัอยา่งต่อเซลลท์ั้งในเชิงคุณภาพ
และปริมาณ โดยการก าหนดใหมี้การสกดัสารจากตวัอยา่งเพือ่ประเมินความสามารถในการชะหลุด
ของสารในตวัอย่างที่อาจมีผลกระทบต่อเซลล์ในร่างกาย ด้วยการก าหนดให้มีการสกัดสารจาก
ตวัอยา่งตาม ISO 10993-12 ที่ก  าหนดระยะเวลา อุณหภูมิ และสารละลายในการสกดัตามสภาวะการ
ใชผ้ลิตภณัฑถุ์งบรรจุโลหิตจริง โดยนิยมใชอ้าหารเล้ียงเซลล์ที่มีซีรัมในการสกดัที่อุณหภูมิ 37 °C 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ซ่ึงตรวจสอบในเชิงคุณภาพดว้ยการประเมินผลกระทบต่อเซลล์หลงัจากที่ได้
สัมผสัสารตวัอย่างนาน 24 ชั่วโมง โดยตรวจดูสัณฐานและความเสียหายของเซลล์ภายใตก้ลอ้ง
จุลทรรศน์ แลว้เปรียบเทียบผลที่เกิดขึ้นกบัตวับอกมาตรฐานในการประเมินระดบัความเป็นพิษ ดงั
ตารางที่ 2.9 โดยหลงัจากบ่มสารทดสอบนาน 24 ชัว่โมงจะใชว้ธีิ MTT assay ซ่ึงเป็นวธีิหน่ึงที่ใชใ้น
การวดัในเชิงปริมาณ โดยวิธีน้ีเป็นการวดัความมีชีวิตของเซลล์หลังจากที่ไดส้ัมผสักบัสารสกดั
ตวัอยา่งตามเวลาที่เหมาะสม แลว้ประเมินความมีชีวิตของเซลลจ์ากการเปล่ียนสารละลายสีเหลือง
ของ MTT ให้เป็นผลึก formazan แลว้วดัค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคล่ืน 570 nm โดยถา้ความมี
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ชีวิตของเซลล์ที่สัมผสักบัสารทดสอบมีลกัษณะของเซลล์ไม่มากกว่าระดบัความเป็นพิษที่ระดบั 2 
และมีค่า % ความมีชีวิตมากกว่า 70 % ของตวัควบคุมลบที่เป็นอาหารเล้ียงเซลล์ จะยอมรับได้ว่า
ตวัอยา่งนั้นไม่เป็นพษิ ที่สามารถน าไปใชไ้ดอ้ยา่งปลอดภยั 
ตารางที่ 2. 9 การประเมินระดบัความเป็นพษิต่อเซลลเ์พาะเล้ียง (International Organization for 
Standardization, 2009) 
ระดบัความ
เป็นพษิ 

ปฏิกิริยา 
(reactivity) 

สภาพของเซลลเ์พาะเล้ียง 
(conditions of cell culture) 

0 
ไม่เป็นพษิ 

(none) 

เซลลแ์ผเ่ป็นชั้นเดียว มีเม็ดอินทราไซโทพลาสมิก 
(intracytoplasmic granule) กระจายอยูใ่นเซลลป์กติ ไม่พบ
การแตกท าลายของเซลล ์

1 
เป็นพษินอ้ยมาก 

(slight) 
เซลลมี์ลกัษณะกลม ใกลห้ลุดออกจากพื้นผวิ ไม่เกินร้อยละ 
20 อาจพบการแตกท าลายของเซลลไ์ดบ้า้ง 

2 
เป็นพษินอ้ย 

(mild) 

เซลลมี์ลกัษณะกลม ไม่เกินร้อยละ 50 อาจพบการแตกท าลาย
ของเซลลแ์ต่ไม่รุนแรง และไม่พบช่องวา่งระหวา่งเซลลช์ั้น
เดียว 

3 
เป็นพษิปานกลาง 

(moderate) 
เซลลมี์ลกัษณะกลมหรือพบการแตกท าลายของเซลล ์ไม่เกิน
ร้อยละ 70 

4 
เป็นพษิอยา่ง
รุนแรง 
(severe) 

การท าลายของเซลลช์ั้นเด่ียวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด 

 
2. Direct contact เป็นการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ ซ่ึงสามารถประเมินได้ทั้งในเชิง

คุณภาพและเชิงปริมาณ ของอุปกรณ์การแพทยท์ี่เป็นของแข็งกับเซลล์สัตวเ์พาะเล้ียงในสภาวะ
ทดลอง โดยขนาดตวัอยา่งที่น ามาทดสอบตอ้งมีขนาดที่เหมาะสมกบัภาชนะที่ใชใ้นสภาวะทดลอง 
และตวัอย่างที่น ามาใช้น้ีจะตอ้งไม่ได้ผ่านกระบวนการใดๆที่มีผลให้ตวัอย่าง ไม่ใช่ตวัแทนของ
ผลิตภณัฑ์ จึงตอ้งตดัตวัอย่างภายใตส้ภาวะและเทคนิคที่ปลอดเช้ือ แล้วน าตวัอย่างไปสัมผสักบั
เซลล ์โดยไม่ผา่นการชะลา้งใดๆ ซ่ึงหลงัจากบ่มวสัดุกบัเซลลแ์ลว้เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะท าการยอ้ม
เซลลด์ว้ย neutral red เพือ่ประเมินลกัษณะของเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์หวักลบั แลว้เทียบผลความ
เป็นพิษกบัตารางที่ 2.10 ซ่ึงค่าระดบัความเป็นพิษของตวัอยา่งตอ้งมีค่าไม่มากกว่า 2 จึงถือเป็นที่
ยอมรับวา่ตวัอยา่งไม่เป็นพษิและสามารถน าไปใชง้านได ้
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3. Agar diffusion เป็นวิธีโดยอ้อม (indirect contact) ในการประเมินความเป็นพิษในเชิง
คุณภาพของวสัดุที่มีต่อเซลล ์ดว้ยการวางช้ินตวัอยา่งแลว้ให้เกิดการชะออกของสารจากช้ินตวัอย่าง
และแพร่ผ่านชั้นวุน้ โดยชั้นวุน้ที่ใชใ้นการเททบัชั้นแผ่นเซลล์ตอ้งมีความเขม้ขน้ที่เหมาะสม เพื่อ
ไม่ใหเ้กิดการกดทบัเซลล์จนเกิดความเสียหาย และความเขม้ขน้ที่ใชน้ี้ตอ้งไม่ท าให้เกิดการขดัขวาง
การชะของสารจากตวัอยา่งดว้ย ส าหรับตวัอยา่งที่ใชใ้นการประเมินความเป็นพิษน้ีตอ้งมีขนาดที่
เหมาะสมกบักบัภาชนะที่ประเมิน เพื่อลดการรบกวนของตวัอยา่งที่อาจส่งผลให้เกิดการประเมิน
ผิดพลาดได ้ซ่ึงการประเมินความเป็นพิษดว้ยวิธีน้ีตอ้งเล้ียงเซลลใ์ห้เจริญเต็มพื้นที่ภาชนะ แลว้ปิด
ทบัด้วยชั้นวุน้ในอาหารเล้ียงเซลล์ที่มีความเขม้ข้นวุน้ 0.5-2.0 % โดยปริมาตรวุน้ที่ปิดทับต้อง
ส่งเสริมการเจริญของเซลล์ดี จากนั้นวางช้ินวสัดุบนวุน้ และบ่มวสัดุกับเซลล์แล้วเป็นเวลา 24 
ชัว่โมง จากนั้นท าการยอ้มเซลลด์ว้ย neutral red  ประเมินลกัษณะของเซลลด์ว้ยกลอ้งจุลทรรศน์หัว
กลบั อยา่งไรก็ตาม อาจยอ้มเซลลด์ว้ย neutral red  ก่อนเททบัดว้ยชั้นวุน้ได ้ เพือ่เป็นการประเมินถึง
ความสมบูรณ์ของเซลล์ก่อนวางวสัดุทดสอบได ้ซ่ึงกรณีน้ีจะตอ้งระวงัระบบการเล้ียงเซลล์ ไม่ให้
แสงไปท าลายเซลล์จากการเกิด photoactivation ของสียอ้ม ในการประเมินความเป็นพิษตามตาราง
ที่ 2.10 ซ่ึงค่าระดบัความเป็นพษิของตวัอยา่งตอ้งไม่มากกวา่ 2 จึงถือเป็นที่ยอมรับวา่ตวัอยา่งไม่เป็น
พษิและสามารถน าไปใชง้านได ้(Li et al., 2015) 
ตารางที่ 2. 10 ระดบัความเป็นพษิจากการทดสอบดว้ยวธีิ direct contact และ agar diffusion 
(International Organization for Standardization, 2009) 
ระดบั ความเป็นพษิ ลกัษณะที่พบ 
0 ไม่เป็นพษิ ไม่พบวงใสจากการตายของเซลลร์อบๆวสัดุและใตว้สัดุ 
1 พษินอ้ย พบความเสียหายหรือการตายของเซลลเ์ล็กนอ้ยภายใตว้สัดุ 
2 พษิอยา่งอ่อน พบวงใสจากการตายของเซลลเ์ป็นวงจ ากดัภายใตว้สัดุ 
3 พษิปานกลาง พบวงใสจากการตายของเซลลเ์ลยขอบวสัดุนอ้ยกวา่ 1 cm 
4 พษิมาก พบวงใสจากการตายของเซลลเ์ลยขอบวสัดุมากกวา่ 1 cm 

  
 การใชถุ้งบรรจุโลหิตมีโอกาสที่เกิดการสัมผสัของสารจากถุงบรรจุโลหิตหรือผลิตภณัฑ์
โลหิตที่อาจมีผลกระทบต่อผูรั้บโลหิต ดงันั้นจึงควรมีการตรวจสอบความเป็นพษิของถุงบรรจุโลหิต
ที่อาจมีการชะของสารออกมา ซ่ึงก่อให้เกิดอันตรายต่อผูรั้บโลหิต หรือผลิตภัณฑ์โลหิต จึง
ก าหนดใหก้ารตรวจสอบความเป็นพิษเฉียบพลนั 3 วธีิดงัที่ไดก้ล่าวมาขา้งตน้ อยา่งไรก็ตาม การรับ
โลหิต หรือผลิตภณัฑโ์ลหิต อาจก่อให้เกิดความเสียหายที่อาจส่งผลจากการรับโลหิตที่มีระยะการ
เก็บที่เวลานาน รวมถึงความถ่ีที่ไดรั้บโลหิต หรือผลิตภณัฑโ์ลหิต ในที่น้ีจึงไดก้  าหนดแนวทางการ
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ประเมินความเป็นพิษที่อาจเกิดจากการชะของสารที่ช่วงเวลาของการเก็บโลหิต หรือผลิตภณัฑ์
โลหิต ดว้ยการท า colony formation assay และตรวจสอบโอกาสที่ก่อให้เกิดความเสียหายจากการ
รับโลหิต หรือผลิตภณัฑโ์ลหิต ที่มีผลต่อสารพนัธุกรรมของเซลล ์ 
 2.3.1.2  การทดสอบความเป็นพษิเร้ือรัง-ก่ึงเร้ือรัง จากสภาวะจ าลองการใชจ้ริง 

1. Colony formation assay (CFA) เป็นแนวทางวิธีการทดสอบในการประเมินความเป็นพษิ
ของเซลล์ของประเทศญี่ปุ่ น ส าหรับวสัดุและอุปกรณ์การแพทย ์ในลกัษณะของเซลล์ที่มีจ  านวน
เซลล์น้อยๆ ให้เจริญให้เป็นโคโลนีขนาดใหญ่ ในสภาวะที่มีสารสกดัตวัอยา่งที่ระดบัความเขม้ขน้
ต่างๆ บ่มใหเ้ซลลเ์จริญนาน 8-14 วนั จากนั้นท าการตรึงและยอ้มโคโลนีที่เกิดขึ้นดว้ย canoy fixative 
และ crystal violet ตามล าดบั แลว้นับจ านวนโคโลนีเพื่อค  านวณหา plating efficiency ซ่ึงเซลล์ที่มี
การเจริญจนมี plating efficiency มากกว่า 70 % ของอาหารเล้ียงเซลล ์จดัไดว้่าสารทดสอบที่ระดบั
ความเขม้ขน้นั้นๆไม่เป็นพษิต่อเซลล ์โดยในงานวจิยัน้ีไดป้ระยกุตใ์ช ้CFA ในการดูผลกระทบระยะ
ยาว (chronic) ของสารตวัอยา่งทดสอบที่มีต่อเซลล ์โดยการถ่ายเล้ียงเซลลจ์ากการท า CFA คร้ังที่ 1 
มาประเมินความเป็นพษิดว้ยวิธี CFA เป็นคร้ังที่ 2 อยา่งไรก็ตาม การยอ้มเซลลจ์ากการท า CFA คร้ัง
ที่ 1 เพื่อท าการถ่ายเล้ียงต่อน้ี จะยอ้มเซลล์ดว้ย neutral red เพื่อคงความมีชีวิตของเซลลเ์พื่อให้ถ่าย
เล้ียงต่อได ้  (International Organization for Standardization, 2009) 

2. การประเมินความเป็นพิษต่อสารพนัธุกรรม (genotoxicity assay) เป็นส่วนที่ 3 ของ
มาตรฐาน ISO 10993 เป็นการทดสอบเก่ียวกับความปลอดภัยของมนุษย ์ในด้านความเส่ียงที่
ก่อให้เกิดผลกระทบร้ายแรง และไม่สามารถยอ้นกลบัได ้เช่นโรคมะเร็ง หรือความผิดปกติที่จะ
เกิดขึ้ นในรุ่นถัดไป ที่อาจส่งผลให้เกิดความผิดปกติของสารพนัธุกรรม ด้วยการตรวจสอบ
องคป์ระกอบของสารที่เป็นสารประกอบในอุปกรณ์ทางการแพทย ์ที่ถูกชะออกมาต่อสารพนัธุกรรม
ของเซลล์  อยา่งไรก็ตามการตรวจสอบความเสียหายของสารทดสอบต่อพนัธุกรรม สามารถท าได้
หลายวิธี เช่น comet assay และ micronuclei assay ซ่ึง micronuclei assay เป็นวิธีการทดสอบความ
เสียหายของสารพนัธุกรรมของเซลล์ที่อาจส่งผลกระทบต่อเซลล์ลูก จึงมีบทบาทในการประเมิน
ความเส่ียงต่อสารพนัธุกรรมของเซลล์ได้ชดัเจนกว่า ในวิธีน้ีจะทดสอบด้วยการบ่มเซลล์กับสาร
ทดสอบเป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั้นบ่มต่อในสภาวะที่มี cytochalasin B ในช่วงเวลาวงจรเซลล์ 
เพื่อให้เซลล์ลูกที่เกิดขึ้น ยงัไม่มีการแบ่งเซลล์ ส่งผลให้ไดเ้ซลล์ที่มี 2 นิวเคลียส หรือ binucleated 
cells ซ่ึงกรณีที่เซลลมี์การแบ่งตวัปกติโดยไม่มีความเสียหายต่อสารพนัธุกรรม ก็จะพบเพยีงการเกิด 
binucleated cells แต่กรณีที่สารพนัธุกรรมมีความเสียหายจากสารตวัอยา่งทดสอบในระหว่างการ
จ าลองสารพนัธุกรรม (DNA) หรือเกิดการแตกหกัของสาย DNA จะท าใหพ้บลกัษณะของนิวเคลียส
ขนาดเล็ก (micronuclei) ใน binucleated cells โดยในการประเมินความเส่ียงต่อสารพนัธุกรรม ตอ้ง
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พิจารณาถึงปัจจยัการเมทาบอริซึม กระบวนการทางเภสัชจลนศาสตร์ และกระบวนการซ่อมแซม
สารพนัธุกรรม ซ่ึงจะมีความแตกต่างกันไปในเซลล์เพาะเล้ียงและสารพนัธุกรรม(International 
Organization for Standardization, 2003); (Fenech, 2000); (Organisation for Economic Cooperation 
and Development, 1997) 

  2.3.2  การศึกษาความเป็นพษิของอุปกรณ์การแพทย ์
 ถุงบรรจุโลหิตจดัเป็นอุปกรณ์ทางการแพทยท์ี่ตอ้งมีการทดสอบความปลอดภยัทางชีวภาพ
ต่อเซลลเ์พาะเล้ียงดว้ยวิธีต่างๆ ในปี 2011 Mazda ท าการตรวจสอบควบคุมคุณภาพส าหรับถุงบรรจุ
โลหิตและการลดลงของเม็ดเลือดขาวของสภากาชาดญี่ปุ่ นตามเกณฑข์องสภากาชาดญี่ปุ่ น ที่มีการ
ตรวจสอบการยอมรับของถุงบรรจุโลหิตและสารละลาย ทางดา้นกายภาพ เคมี และชีวภาพ แลว้
พบว่า ถุงบรรจุโลหิตให้ผลการตรวจสอบคุณภาพเป็นไปตามขอ้ก าหนดและกฎหมายของประเทศ
ญี่ปุ่ น (Mazda, 2011) 
 ปรีชา และทวทีรัพย ์(2558) ไดท้  าการทดสอบความเป็นพิษของตวัอยา่งวสัดุทางการแพทย์
ด้วยวิธี agar diffusion method โดยประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์เพาะเล้ียงของภาชนะพลาสติก
ส าหรับบรรจุผลิตภณัฑ์เภสัชปราศจากเช้ือ ซ่ึงพลาสติกที่บรรจุเภสัชภณัฑ์ตอ้งไม่ท าให้คุณภาพ
เภสัชภณัฑท์ี่บรรจุเปล่ียนแปลงไป ไม่เกิดผลขา้งเคียงของเภสัชภณัฑน์ั้น รวมทั้งภาชนะพลาสติก
ต้องไม่ปลดปล่อยสารปนเป้ือนที่เป็นพิษออกมา และก่อให้เกิดอันตรายต่อสุขภาพ ไม่ดูดซึม
โมเลกุลหรืออิออนของสารต่างๆในเภสัชภณัฑ ์ ซ่ึงในการทดลองไดต้รวจสอบการปลดปล่อยสารที่
เป็นพิษต่อเซลล์ ดว้ยวิธี agar diffusion ดว้ยการวางวสัดุบนชั้นวุน้เหนือแผ่นเซลล์ เทียบกบั direct 
contact ที่ใหเ้ซลลส์มัผสักบัวสัดุโดยตรง และบ่มนาน 24 ชัว่โมง พบวา่ทั้ง 2 วธีิใหผ้ลความเป็นพิษ
ต่อเซลล์เพาะเล้ียงของวสัดุเหมือนๆกัน ทั้งน้ีอาจเป็นเพราะวสัดุทดสอบเป็นพลาสติกชนิด ที่มี
น ้ าหนกัมาก (high density) โดยต่างมีผลความเป็นพษิต่อเซลลท์ี่ระดบั 1 ที่พบเซลลมี์รูปร่างผิดปกติ
อยูเ่ฉพาะภายใตช้ิ้นวสัดุทดสอบ ส่วนวสัดุ PVC ที่ทดสอบไม่พบความเป็นพิษ (ระดบั 0) ทั้งในวิธี 
direct contact และ agar diffusion    (ปวณีา เจริญสิทธ์ิ & ทวทีรัพย ์ชยัสมบูรณ์พนัธ,์ 2558)  
 Pant และคณะ (2011) ท าการประเมินความเป็นพิษของวสัดุชีวภาพทางการแพทยท์ี่ เป็น
ขวดบรรจุเภสัชภณัฑใ์นสภาวะหลอดทดลอง ของตวัอยา่ง 4 แบบที่มีการสกดัตวัอยา่งดว้ยอาหาร
เล้ียงเซลล์ แล้วบ่มเซลล์กับสารสกัดจากพลาสติกทางการแพทยน์าน 1 ชั่วโมง ก่อนเปล่ียนเป็น
อาหารเล้ียงเซลล์ที่มีซีรัม และตรวจดูการเจริญเป็นโคโลนีจากเซลล ์2000 เซลล์ พบว่าสารตวัอยา่ง
แสดงการยงัย ั้งการเจริญ การรอดชีวติ และการเกิดโคโลนีของเซลล ์L929 ได ้ทั้งน้ีอาจเป็นผลมาจาก
โลหะ Cd, Cr, Cu, Fe, Mn, Ni, Pb, Zn ที่เกิดการชะออกจากวสัดุตามปริมาณการตรวจวิเคราะห์
โลหะที่มีค่าเกินมาตรฐาน (Pant et al., 2011) 
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 Van Tienhove และคณะ (2006) ศึกษาความเป็นพษิต่อเซลลเ์พาะเล้ียงที่แตกต่างกนั 3 ชนิด
คือ L929, McCoy cell line ที่เล้ียงในอาหาร Dulbecco’s modified Eagles culture ที่มีกลูโคสสูงและ
มี glutamax ที่เสริมดว้ย 5% non-essential amino acid และ HaCaT cell line ที่เล้ียงในอาหาร DMEM 
ที่เสริมดว้ย sodium pyruvate และ pyridoxine 0.11 g/L และ L-glutamine 0.2 mol/L ซ่ึงอาหารที่เล้ียง
เซลลท์ั้ง 2 แบบน้ีตอ้งมีการเสริมดว้ย penicillin-streptomycin (100 U/ml) และ fetal calf serum 10% 
(FCS) โดยการใชว้สัดุ PVC และ Low Density Polyethylene (LDPE) เป็นแบบจ าลองในการศึกษา
ความเป็นพษิต่อเซลล ์โดยการสกดัวสัดุดว้ยอาหารเล้ียงเซลลท์ี่ไม่มี FCS ที่เวลา 24 ชัว่โมง อุณหภูมิ 
0 °C, 37 °C, และ 70 °C และที่เวลา 48 ชัว่โมงและ 72 ชัว่โมง อุณหภูมิ 37 °C แลว้บ่มสารสกดักบั
เซลล์เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นวดัความมีชีวิตของเซลล์ดว้ยวิธี MTT assay พบว่า สารสกดัวสัดุ
ตวัอย่าง PVC ที่มี DEHP (2:1) (PVC-Exp)ไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ L929 และ HaCaT แม้ว่าจะ
เพิ่มเวลาเป็น 72 ชัว่โมงหรืออุณหภูมิเป็น 70 °C ก็ตาม ส าหรับการทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์
ดว้ยวิธีการสัมผสัโดยตรงของวสัดุ ซ่ึงแบ่งการทดสอบออกเป็น 2 แบบ คือ แบบที่ใส่เซลลบ์นวสัดุ
ทดสอบแลว้บ่มเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมง พบว่าวสัดุตวัอยา่ง PVC-Exp ลดกิจกรรมการท างานของ
เซลล์เม่ือเทียบกบัสภาวะที่ไม่มีตวัอยา่งทดสอบ และแบบที่วางวสัดุทดสอบบนผิวเซลลท์ี่ผ่านการ
บ่มเล้ียงมาแลว้ 24 ชัว่โมง แลว้บ่มเล้ียงต่ออีก 24 ชัว่โมง พบว่าวสัดุทดสอบ PVC-Exp ไม่มีความ
เป็นพษิต่อเซลล ์ในการลดกิจกรรมการท างานของเซลลท์ั้ง 3 ชนิด (Van Tienhoven et al., 2006) 
 Bicalho และคณะ (2016) ศึกษาผลของสารเติมแต่งพลาสติก (Plasticizers) ของถุงบรรจุ
โลหิต ที่ มีผลต่ออัตราการบวมของเซลล์เม็ดเลือดแดง 3 ชนิด คือ di (2-ethylhexyl) phthalate 
(DEHP) 1, 2-cyclohexane-dicarboxylic acid diisononyl ester (DINCH) และ n-butyryl-tri-n-hexyl 
citrate (BTHC) ในสภาวะที่ไม่มีการเปล่ียนแปลงองคป์ระกอบไขมนัของถุงบรรจุ โดยการเตรียม
เซลล์เม็ดเลือดแดงเข้มข้นจากโลหิตรวมแบบ buffy coat (top/bottom) ในถุงบรรจุโลหิตแบบ 
PVC/DEHP จากนั้ นแบ่งออกเป็น 3  ส่วน ใส่ในถุงบรรจุโลหิตแต่ละแบบ (PVC/DEHP, 
PVC/DINCH และ PVC/BTHC) จ านวน 2 ซ ้ า แลว้เก็บที่อุณหภูมิ 2–6 °C และ เก็บตวัอยา่งในวนัที่ 
5, 21, 35, และ 42 ของการเก็บ พบว่า ความคงตวัของเยือ่หุ้มเซลล์เม็ดเลือดแดงมีความแตกต่างกนั
ในแต่ละชนิดของสารเติมแต่งพลาสติก ซ่ึงเซลล์เม็ดเลือดแดงที่บรรจุในถุงที่มี BTHC เป็นสารเติม
แต่ง มีการป้องกันที่ต  ่ากว่ามาก ขณะเดียวกันเซลล์เม็ดเลือดแดงที่บรรจุในถุงที่มี DEHP และ 
DINCH ให้ผลการป้องกันต่อการบวมของเยื่อหุ้มเซลล์ แรงดันออสโมติก และการสูญเสีย
ฮีโมโกลบินไดดี้ (Bicalho et al., 2016) 
 Vidal และคณะ (2009) ได้ท  าการศึกษาประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของอุปกรณ์
การแพทยช์นิดต่างๆในประเทศบราซิล 3 ชนิด แล้วทดสอบด้วยวิธีการแพร่ผ่านชั้นวุน้ (agar 
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diffusion cytotoxicity assay) จากการใชเ้ซลล ์L-929 mammalian fibroblast cells เป็นแบบจ าลองใน
การทดสอบ ซ่ึงการทดสอบดว้ยวิธี การแพร่ผ่านชั้นวุน้ (agar diffusion cytotoxicity assay) น้ีเป็น
การป้องกนัเซลลเ์พาะเล้ียงไม่ใหเ้กิดความเสียหายจากแรงกลได ้ในขณะเดียวกนัก็ยงัช่วยใหส้ารเคมี
จากตวัอยา่งถูกชะและแพร่กระจายออกมาได ้เน่ืองจากตวัอยา่งอุปกรณ์การแพทยมี์หลายชนิดและมี
ปัจจยัที่ส่งผลต่อวสัดุที่แต่ต่างกนั ทั้งองคป์ระกอบของพอลิเมอร์ กระบวนการผลิต และสารเติมแต่ง 
โดยถุงบรรจุโลหิตซ่ึงผลิตจากพลาสติก PVC ที่มี DEHP เป็นสารเติมแต่ง เป็นตวัอย่างหน่ึงที่ถูก
เลือกน ามาทดสอบ ซ่ึงมีการเก็บตวัอย่างตั้งแต่ปี 2000-2007 พบว่าผลความเป็นพิษของถุงบรรจุ
โลหิตที่น ามาทดสอบน้ีแสดงค่าความเป็นพิษต่อเซลลล์ดลงในช่วงที่เก็บตวัอยา่ง และเป็นการเพิม่
เปอร์เซ็นตข์องตวัอยา่งที่ระดบัความเป็นพิษที่ 0 ใหมี้ปริมาณตวัอยา่งเพิม่ขึ้น ซ่ึงแสดงถึงระบบการ
ผลิตอุปกรณ์การแพทยท์ี่มีคุณภาพดีขึ้น (Vidal et al., 2009) 
 ตามที่องคก์ารอาหารและยา กระทรวงสาธารณสุข ประเทศสหรัฐอเมริกา ส่วนแรงงานและ
สวสัดิภาพแรงงานของประเทศญี่ปุ่ น ได้ช้ีให้เห็นถึงผลความเส่ียงของสาร di (2-ethylhexyl) 
phthalate (DEHP) ที่ปล่อยออกมาจากอุปกรณ์ทางการแพทยท์ี่ผลิตจาก polyvinyl chloride (PVC) 
Inoue และคณะ จึงไดป้ระเมินและวิเคราะห์ระดบัที่มีโอกาสสัมผสัของ di (2-ethylhexyl) phthalate 
DEHP แ ล ะ  mono(2 - ethylhexyl) phthalate (MEHP) จ า ก ถุ ง บ ร ร จุ โ ล หิ ต  โ ด ย ใ ช้  liquid 
chromatography–electrospray mass spectrometry (LC-MS) ในการวิเคราะห์ตัวอย่างผลิตภัณฑ์
บรรจุโลหิต จากหน่วยกาชาดประเทศญี่ปุ่ น พบว่าระดบัของ DEHP อยูใ่นช่วง 1.8 ถึง 83.2 µg/ml 
และ MEHP อยูใ่นช่วง 0.1 ถึง 9.7 µg/ml ซ่ึงเม่ือเวลาการเก็บที่นานขึ้นระดบัของ DEHP และ MEHP 
ก็จะเพิม่ขึ้น โดยพบ DEPH ในถุงบรรจุโลหิตรวมในระดบัที่สูงที่สุดคือ 83.2 µg/ml เม่ือเทียบกบัถุง
บรรจุอ่ืน ดงันั้นจากการวเิคราะห์น้ีแสดงใหเ้ห็นว่ามนุษยมี์โอกาสไดรั้บ DEHP ที่ปลดปล่อยออกมา
จากถุงบรรจุโลหิตในระดบัสูงสุดที่ 0.7 mg/kg weight/time (Inoue et al., 2005) 

 
 
 



 

บทที ่3  
อปุกรณ์และวธีิวจิยั 

3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคม ี
3.1.1 เคร่ืองมือ 

3.1.1.1 กลอ้งจุลทรรศน์ (Light microscope, Olympus) 
3.1.1.2 กลอ้งจุลทรรศน์ รุ่น BX51/BX52 (Olympus) 
3.1.1.3 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 2 ต  าแหน่ง 
3.1.1.4 เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต  าแหน่ง (Balance Sartorius, Presica) 
3.1.1.5 เคร่ืองน่ึงความดนัไอ (Autoclave, Tommy) 
3.1.1.6 เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Centrifuge, Universal 32R Hettich CENTRIFUGEN) 
3.1.1.7 เคร่ืองผสมสาร (Vortex mixer, TECHNE) 
3.1.1.8 เคร่ืองวดัความเป็นกรดด่าง (pH meter, Ultra basic) 
3.1.1.9 เคร่ืองอบความร้อนแหง้ (Hot air oven, Binder) 
3.1.1.10 ตูแ้ช่แขง็อุณหภูมิ -20 ๐C (Deep freezer, Electrolux) 
3.1.1.11 ตูบ้่มควบคุมอุณหภูมิและคาร์บอนไดออกไซด ์(CO2 Incubator, 

NuAire) 
3.1.1.12 ตูป้ลอดเช้ือ (Laminar air flow Class II, NuAire) 
3.1.1.13 อ่างน ้ าควบคุมอุณหภูมิ (Water bath, SPC group digital heat)  
3.1.1.14 Autometic pipette ขนาด 20 100 200 และ 1000 µl (Gilson) 
3.1.1.15 Hemacytometer (Levy Ultra Plane)  
3.1.1.16 Microcentrifuge (Eppendrof) 
3.1.1.17 Micro plate reader (TECAN AUSTRIA Gmbh)  
3.1.1.18 Multichannel pipette (Biopette) 
 

3.1.2 วสัดุอุปกรณ์และเคร่ืองแกว้ 
3.1.2.1 ขวด Duran       Schott 
3.1.2.2 เขม็และหลอดฉีดยา      Nipro 
3.1.2.3 ชุดกรองอาหาร     Corning 
3.1.2.4 ตวักรองขนาด 0.22 µM     Corning 
3.1.2.5 ปิเปต และบีกเกอร์ขนาดต่างๆ    Pyrex 
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3.1.2.6 หลอดป่ันเหวีย่งขนาด 15 ml    Corning 
3.1.2.7 Cover slip      Menzel 
3.1.2.8 Tissue culture flask ขนาด 25 และ 75 cm2  Corning 
3.1.2.9 12 well culture plate     Corning 
3.1.2.10 24 well culture plate      Corning 
3.1.2.11 96 well culture plate     Corning 

 
3.1.3 สารเคมี 

3.1.3.1 Agar       FMC  
3.1.3.2 Colchicine      Sigma 
3.1.3.3 Cytochalasin B     Sigma 
3.1.3.4 Dimethyl Sulfoxide (DMSO)    Amresco 
3.1.3.5 EDTA (ethylene diamine tetra-acetic acetate  Fluka 
3.1.3.6 Fetal bovine serum      HyClone 
3.1.3.7 Giemsa      Merck  
3.1.3.8 Mimimum essential medium (MEM)    Gibco 
3.1.3.9 MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl  Invitrogen 

    tetrazolium bromide)  
3.1.3.10 Neutral Red      Fluka 
3.1.3.11 Phosphate buffer saline (PBS, Ca2+, Mg2+ Free)  Sigma 
3.1.3.12 Trypan blue       Gibco  
3.1.3.13 Trypsin        Amresco 
3.1.3.14 ZDEC (polyurethane film containing 0.1 % zinc  Hatano 

diethyldithiocabamate)    
3.1.3.15 Zinc acetate      Ajax 
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3.2 เซลล์ที่ใช้ในงานวิจัยและการเพาะเลีย้ง 

 L929 (mouse fibroblast cell line) 
  ลกัษณะ adherent cell line 
  เล้ียงในอาหาร minimum essential medium (MEM) ที่เสริมดว้ย 10 % Fetal bovine 
serum (FBS) อตัราการถ่ายเล้ียง 1:10 
 

 

รูปที่ 3. 1 ลกัษณะการเกาะแผข่องเซลล ์L929 
 

3.3 ตัวอย่างที่ใช้ในงานวิจัย 
ถุงบรรจุโลหิตที่ถูกใชใ้นการประเมินความปลอดภยัในงานวิจยัน้ี เป็นถุงบรรจุโลหิต PVC ที่มี

DEHP เป็นสารเติมแต่งชนิด 4 ถุงในหน่ึงยนิูต (Quadruple Blood Bag) จากแหล่งผลิตที่แตกต่างกนั 
3 แห่ง ไดแ้ก่ เวยีดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น 

 
3.4 ระเบียบวิธีวิจัย 
 3.4.1 การทดสอบความเป็นพษิแบบเฉียบพลนั (Acute toxicity) ต่อความมีชีวติของเซลล ์
L929 
 การทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน (Acute toxicity) ที่ใช้ทดสอบในงานวิจยัน้ีแบ่ง
ออกเป็น 3 แบบ คือ agar diffusion direct contact และ MEM elution เป็นจ านวน 3 ซ ้ า เพื่อให้ได้
ขอ้มูลความเส่ียงความเป็นพษิฉบัพลนัจากถุงบรรจุเลือดที่มาจากวสัดุ และการละลายใหส้ารออกมา 
โดยการเตรียมตัวอย่างนั้ น ต้องตัดถุงบรรจุโลหิตในสภาวะปลอดเช้ือให้มีขนาดประมาณ                                       
5 mm x 5 mm (25 mm2) 
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 3.4.1.1 การทดสอบความเป็นพษิแบบ Agar diffusion  
 เล้ียงเซลล์ L929 ความหนาแน่น 3 × 105cell/ml ปริมาตร 10 ml ในจานเล้ียงเซลล์ บ่มที่ตูบ้่ม
บรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ให้เป็น monolayer จากนั้นยอ้มเซลล์ดว้ย 
neutral red เป็นเวลา 4 ชัว่โมง แลว้ลา้งสีส่วนเกินดว้ย PBS จากนั้นเทอาหารเล้ียงเซลลท์ี่ไม่มี phenol 
red และมีวุน้ความเขม้ขน้ 1% ลง บนชั้นเซลลป์ริมาตร 8 ml หรือใหมี้ความหนาของชั้นวุน้ประมาณ 
2-3 mm รอใหอ้าหารวุน้แข็งตวัแลว้วางช้ินวสัดุที่ตดัจากถุงทั้ง 4 ถุงของแต่ละยนิูต ที่ผลิตจากแหล่ง
ผลิตประเทศเวียดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น และวสัดุที่เป็นตวัควบคุมบวก ZDEC (polyurethane film 
containing 0.1 % zinc diethyldithiocabamate) และตัวควบคุมลบ Teflon จากนั้ นบ่มในตู้บ่ม
บรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ประเมินความเป็นพิษของเซลล์ จาก
สณัฐานและการแตกของเซลล ์เป็นค่า 5 ระดบั ตั้งแต่ 0-4 ดงัตารางที่ 3.1 
 3.4.1.2 การทดสอบความเป็นพษิแบบ Direct contact  
 เล้ียงเซลล์ L929 ความหนาแน่น 1.5 × 105 cell/ml ปริมาตร 1 ml ในถาดเล้ียงเซลล์ 24 หลุม 
บ่มที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมงใหเ้ป็น monolayer แลว้ท าการวาง
ช้ินวสัดุที่ตดัจากถุงทั้ง 4 ถุงของแต่ละยนิูต ที่ผลิตจากแหล่งผลิตประเทศเวยีดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น 
แ ล ะ วั ส ดุ ที่ เ ป็ น ตั ว ค ว บ คุ ม บ ว ก  ZDEC (polyurethane film containing 0.1 % zinc 
diethyldithiocabamate) และตวัควบคุมลบ Teflon บ่มในตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C 
เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ยอ้มเซลลด์ว้ย neutral red เป็นเวลา 4 ชัว่โมง จากนั้นประเมินความเป็นพิษ
ของเซลล ์จากสณัฐานและการตายของเซลล ์เป็นค่า 5 ระดบั ตั้งแต่ 0-4 ดงัตารางที่ 3.1  
ตารางที่ 3. 1 ระดบัความเป็นพษิจากการทดสอบดว้ยวธีิ direct contact และ agar diffusion 
ระดบั ความเป็นพษิ ลกัษณะที่พบ 
0 ไม่เป็นพษิ (none) ไม่พบวงใสจากการตายของเซลลร์อบๆวสัดุและใตว้สัดุ 

1 พษินอ้ยมาก (slight) 
พบความเสียหายหรือการตายของเซลล์เล็กน้อยภายใต้
วสัดุ 

2 พษินอ้ย (mild) พบวงใสจากการตายของเซลลเ์ป็นวงจ ากดัภายใตว้สัดุ 
3 พษิปานกลาง (moderate) พบวงใสจากการตายของเซลลเ์ลยขอบวสัดุนอ้ยกวา่ 1 cm 
4 พษิมาก (severe) พบวงใสจากการตายของเซลลเ์ลยขอบวสัดุมากกวา่ 1 cm 
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 3.4.1.3 การทดสอบความเป็นพษิแบบ MEM elution  
 เล้ียงเซลล์ L929 ความหนาแน่น 1.3 × 105cell/ml ปริมาตร 0.1 ml ในถาดเล้ียงเซลล ์96 หลุม 
บ่มที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือให้เซลล์เกาะพื้นที่ระดบั
ความหนาแน่นเกือบ confluence แลว้แทนที่อาหารเล้ียงเซลลด์ว้ย อาหารเล้ียงเซลล์ที่ผ่านการสกดั
จากวสัดุของถุงบรรจุโลหิตแต่ละถุงของทั้ง 3 แหล่งผลิต ที่อตัราส่วนตวัอยา่งต่ออาหารสกดั 1 g/ 5 
ml (หรือสูงสุดที่สกดัได)้ ในตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C นาน 24 ชัว่โมง แลว้เจือจาง
ให้ไดร้ะดบัความเขม้ขน้ 0.05 0.1 และ 0.2 g/ml ใส่ในหลุมเล้ียงเซลล์ จากนั้นบ่มที่ตูบ้่มบรรยากาศ 
5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ตรวจสอบลกัษณะพิษที่มีต่อรูปร่างสัณฐานตาม
ตารางที่ 3.2 และความมีชีวิตของเซลล์ด้วย MTT assay เทียบกับเซลล์ในชุดควบคุมบวก Zinc 
acetate ที่ความเขม้ขน้ 8 mg/l และชุดควบคุมที่เป็นอาหารเล้ียงเซลล ์
ตารางที่ 3. 2 การประเมินระดบัความเป็นพษิต่อเซลลเ์น้ือเยือ่เพาะเล้ียง 

ระดบั 
ความเป็นพษิ 

ปฏิกิริยา 
(reactivity) 

สภาพของเซลลเ์น้ือเยือ่ 
(conditions of cell culture) 

0 
ไม่เป็นพษิ 

(none) 

เซลล์แผ่เป็นชั้ นเดียว มี เม็ดอินทราไซโทพลาสมิก 
(intracytoplasmic granule) กระจายอยู่ในเซลล์ปกติ ไม่
พบการแตกท าลายของเซลล ์

1 
พษินอ้ยมาก 

(slight) 
เซลล์มีลกัษณะกลม ใกลห้ลุดออกจากพื้นผิว ไม่เกินร้อย
ละ 20 อาจพบการแตกท าลายของเซลลไ์ดบ้า้ง 

2 
พษินอ้ย 
(mild) 

เซลล์มีลักษณะกลม ไม่เกินร้อยละ 50 อาจพบการแตก
ท าลายของเซลล์แต่ไม่รุนแรง และไม่พบช่องว่างระหวา่ง
เซลลช์ั้นเดียว 

3 
พษิปานกลาง 
(moderate) 

เซลล์มีลกัษณะกลมหรือพบการแตกท าลายของเซลล์ ไม่
เกินร้อยละ 70 

4 
พษิอยา่งรุนแรง 

(severe) 
การท าลายของเซลลช์ั้นเด่ียวเกือบทั้งหมดหรือทั้งหมด 

 
 3.4.2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ที่มีผลแบบเร้ือรัง ด้วยวิธี subchronic toxicity และ 
chronic toxicity  



  45 

 สกัดสารตวัอย่างจากถุงบรรจุโลหิตในรูปแบบการจ าลองสภาวะการใช้จริง โดยการใส่
อาหารเพาะเล้ียงเซลลท์ี่มี 5% ซีรัม (MEM + 5% FBS) ปริมาตร 450 ml เขา้ไปยงัถุง collection bag 
(CPD bag ) ในระหว่างที่ใส่อาหารเขา้ไปในถุงน้ีตอ้งมีการโยกถุงไปมา เพื่อให้สารละลาย CPD 
ภายในถุงที่มีปริมาตร 63 ml ผสมรวมกบัอาหารเพาะเล้ียงเซลลอ์ยา่งสม ่าเสมอ ซ่ึงสารละลาย CPD 
น้ีจะเป็นสารที่ช่วยป้องกนัการแขง็ตวัของเลือด จากนั้นท าการถ่ายสารละลายผสมจากถุง CPD bag 
ตามปริมาณอตัราส่วนขององคป์ระกอบโลหิตที่ไดห้ลงัจากการป่ันเหวี่ยง ซ่ึงประกอบไปดว้ยเซลล์
เม็ดเลือดแดงประมาณ 45% และเกล็ดเลือดที่ละลายอยูใ่นของเหลวที่เรียกว่า พลาสมา ซ่ึงคิดเป็น 
55% ของโลหิตทั้งหมด โดยถ่ายสารละลายผสมจากถุง CPD bag ปริมาตร 270 ml ซ่ึงคาดการณ์วา่
เป็นปริมาตรของน ้ าเลือดที่มีเกล็ดเลือดไปยงัถุงบรรจุเกล็ดเลือด (Platelet bag) และถ่ายสารละลาย
ผสมอีก 220 ml ซ่ึงจากถุง CPD bag ไปยงัถุงบรรจุเม็ดเลือดแดง (AS-5 bag หรือ SAG-M-2 bag) ให้
ผสมกบัสารละลาย AS-5 หรือ SAG-M-2 ปริมาตร 100 ml โดยสารละลาย AS-5 หรือ SAG-M-2 จะ
ท าหน้าที่เป็นสารที่ช่วยคงความมีชีวิตและกิจกรรมภายในของเซลล์เม็ดเลือดแดง แลว้เก็บถุงเกล็ด
เลือดและถุงเม็ดเลือดแดงตามสภาวะและเวลาของการใชง้านจริง โดยถุงเกล็ดเลือดเก็บที่อุณหภูมิ 
22±2 °C เป็นเวลา 5 วนั โดยท าการเก็บตวัอยา่งสารละลายจากถุงเกล็ดเลือดในวนัที่ 3 และ 5 ของ
การเก็บมาตรวจสอบความเป็นพษิต่อเซลล ์  และส าหรับถุงเม็ดเลือดแดงมีสภาวะการเก็บที่อุณหภูมิ 
4±2 °C เป็นเวลา 42 วนั จะท าการเก็บตวัอย่างสารละลายภายในถุงในวนัที่ 30 และวนัที่ 42 ของ
สภาวะการเก็บมาตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์   จากนั้นน าสารตวัอย่างไปทดสอบกับเซลล์ 
L929 ในวธีิต่างๆทั้ง subchronic toxicity และ chronic toxicity เพือ่ใหไ้ดข้อ้มูลพษิจากการใชง้านถุง
บรรจุโลหิตจริง ของถุงบรรจุเกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ดเลือดแดง ที่มาจากการไดรั้บผลิตภณัฑ ์1 
คร้ัง และ มากกวา่ 1 คร้ัง 

3.4.2.1 การทดสอบความเป็นพษิต่อเซลลแ์บบ subchronic toxicity  
 เล้ียงเซลล์ L929 ความหนาแน่น 1.3 × 105 cell/ml ปริมาตร 0.1 ml ในถาดเล้ียงเซลล์ 96 
หลุม บ่มที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชั่วโมง หรือให้เซลล์เกาะพื้นที่
ระดบัความหนาแน่นเกือบ confluence แลว้แทนที่อาหารเล้ียงเซลล์เดิมดว้ยสารสกดัเจือจางที่ระดบั 
0.1 0.2 และ 1 เท่าของสารสกดัจากถุงบรรจุเกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ดเลือดแดง จากนั้นบ่มที่ตูบ้่ม
บรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้ตรวจสอบลกัษณะพิษที่มีต่อรูปร่าง
สัณฐานและความมีชีวิตของเซลลด์ว้ย MTT assay เทียบกบัเซลลใ์นชุดควบคุมบวก Zinc acetate ที่
ความเขม้ขน้ 8 mg/l และชุดควบคุมที่เป็นอาหารเล้ียงเซลล ์
 3.4.2.2 การทดสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ที่มีผลเร้ือรัง subchronic toxicity ด้วย Colony 
formation assay  
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 เล้ียงเซลล์ L929 ความหนาแน่น 100 cell/หลุม ในถาดเล้ียงเซลล์ 12 หลุม บ่มที่ตู ้บ่ม

บรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง ใส่สารทดสอบที่ระดบัการเจือจาง 1:1000, 
1:100, 1:50, 1:10 และ 1 เท่าของสารสกัด เทียบกับสารมาตรฐานที่ให้ผลบวก บ่มเซลล์ที่ตูบ้่ม

บรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลานาน 2 สปัดาห์ เพือ่ตรวจสอบความสามารถเจริญเป็น
โคโลนี เม่ือเซลล์ไดรั้บการสัมผสักบัสารทดสอบเป็นเวลานาน จากนั้นบ่มเซลล์ในถาดเล้ียงกบัสี

ยอ้ม neutral red ในสภาวะปลอดเช้ือเป็นเวลา 4 ชัว่โมง เพือ่ประเมินความเป็นพษิของสารต่อเซลลท์ี่

อาจส่งผลต่อเน่ืองถึงความสามารถเจริญของเซลล์ เม่ือครบเวลาลา้งสีส่วนเกินออกดว้ย PBS และ
นบัจ านวนโคโลนีที่เกิดขึ้นอยา่งรวดเร็วเพือ่ลดความเสียหายที่จะเกิดขึ้นกบัเซลล ์แลว้หาค่า plating 

efficiency ดังสมการ  % Plating efficiency = (colony of sample /colony of control) x 100 ซ่ึ งจะ

ไดผ้ลของ sub-chronic toxicity จากการใชถุ้งเลือด 1 คร้ัง จากนั้นท าการถ่ายเล้ียงเซลล์จากขั้นของ 
sub-chronic มาท าการเพาะเล้ียงและทดสอบเช่นเดิม เพื่อให้ไดผ้ลของ Chronic toxicity จากการใช้

ถุงเลือดซ ้ าเป็นคร้ังที่ 2 

 3.4.3 การทดสอบความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรม ดว้ย Micronucleus test 
 เตรียมเซลล์ L929 ให้มีความเขม้ขน้เร่ิมตน้ 1 × 104 cell/ml ในถาดเล้ียงเซลล์ 24 หลุม ที่มี
cover slide บ่มที่ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นแทนที่อาหาร
เล้ียงเซลลเ์ดิมดว้ยอาหารเล้ียงเซลลใ์หม่ที่มีสารสกดัทดสอบความเขม้ขน้เจือจาง 1: 10 เพือ่ดูผลของ
สารตกคา้งในสภาวะการใชง้านปกติ ต่อพษิทางพนัธุกรรมของเซลล ์และตวัควบคุมลบ บ่มนาน 24 
ชัว่โมง เทียบกบัตวัควบคุมบวก (colchicine) ที่ระดบัความเขม้ขน้ 0.08 µg/ml ซ่ึงเป็นสารมาตรฐาน
ที่ก่อการกลายพนัธุ์ที่บ่มกบัเซลล์เป็นเวลา 4 ชัว่โมง เม่ือครบเวลาดูดอาหารทดสอบออก แลว้ลา้ง
ดว้ย PBS และเติมอาหารที่มี Cytochalacin-B ความเขม้ขน้ 3 µg/ml ในปริมาตร 1 ml/หลุม น าไปบ่ม
ต่อใน ตูบ้่มบรรยากาศ 5% CO2 อุณหภูมิ 37 ๐C เป็นเวลา 40 ชัว่โมง เพื่อให้ Cyt-B ยบัย ั้งการแบ่ง 
cytoplasm ของเซลล์ จากนั้นดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออกและล้างด้วย PBS แล้วเติม 0.0075 M KCl 
ปริมาตร 0.5 ml/หลุม ทิ้งไวน้าน 5 นาที และตรึงเซลลด์ว้ย Fixative ( acetic acid : methanol, 3:1) ใน
สภาวะเยน็นาน 10 นาที ทิ้งไวใ้หแ้หง้ จากนั้นยอ้มดว้ย 10% Giemsa เป็นเวลา 10-15 นาที แลว้ลา้งสี
ส่วนเกินออกดว้ยน ้ ากลัน่ น าสไลดไ์ปส่องใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ก าลงัขยาย 40X โดยนบัจ านวนเซลล์ที่
มีนิวเคลียส 1-4 นิวเคลียสต่อจ านวนเซลล์ทั้ งหมด และจ านวน micronuclei (MN) ต่อ 1000 
binucleus cells และบันทึกความผิดปกติของนิวเคลียสที่พบตามวิธีของ Michael (2000) โดย 
micronucleus ตอ้งมีขนาด 1/3- 1/9 เม่ือเปรียบเทียบกบัขนาดของนิวเคลียสหลกั และตอ้งติดสีเขม้
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ในระดับเดียวกับนิวเคลียส โดยต้องแยกออกเป็นอิสระจากนิวเคลียส แล้วค  านวณหา % MN 
frequency per 1,000 binucleus,  Nuclear Division Index (NDI ) และ Fold ดงัสมการ 

 

% MN frequency per 1000 binucleus cells = 
𝑁𝑀×100

1000 𝐵𝑁 𝑐𝑒𝑙𝑙𝑠
 

 

NDI = 
M(1)+2M(2)+3M(3)+4M(4)

𝑁
 

 

Fold = 
𝑀𝑁(𝑡𝑒𝑠𝑡)

𝑀𝑁(𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙)
 

 



 

บทที ่4  
ผลการทดลองและวจิารณ์ผลการทดลอง 

การศึกษาประเมินความปลอดภยัทางชีวภาพของตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตตามมาตรฐานของ
ความปลอดภยัทางชีวภาพอุปกรณ์การแพทยค์ร้ังน้ี เป็นถุงบรรจุโลหิตที่ผลิตจากแหล่งการผลิตใน
ประเทศเวียดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น โดยเป็นถุงบรรจุโลหิตแบบชนิดที่มี 4 ถุง (Quadruple Blood 
Bag) ท าจากวสัดุพอลิเมอร์ชนิด PVC ที่มีสารเติมแต่ง DEHP (di (2-ethylhexyl) phthalate) เพื่อให้
ถุงบรรจุโลหิตมีความยืดหยุ่น โดยใน 1 ชุด (ยูนิต) ของถุงบรรจุโลหิตประกอบไปด้วยถุงย่อย
จ านวน 4 ถุง ไดแ้ก่ primary bag หรือ collection bag (CPD bag) และ satellite bag 3 ถุง (Red blood 
cell bag 1 ถุง และ Platelet bag 2 ถุง ส าหรับถุงบรรจุโลหิตที่ผลิตจากประเทศเวยีดนามและอินเดีย 
หรือเป็น Platelet bag 1 ถุง กบั satellite bag ขนาดเล็ก 1 ถุง ส าหรับถุงบรรจุโลหิตที่ผลิตจากประเทศ
ญี่ปุ่ น)  ซ่ึงถุง primary bag จากทั้ง 3 แหล่งผลิตมีสารละลาย CPD (citrate phosphate dextrose) 
ปริมาตร 63 ml ที่ท  าหน้าที่ป้องกนัการแข็งตวัและรักษาสภาพของโลหิต ซ่ึงมีองค์ประกอบของ
สารเคมีดงัตารางที่ 4.1 และถุง satellite bag ที่ใชส้ าหรับบรรจุเม็ดเลือดแดงของชุดถุงบรรจุโลหิตที่
ผลิตจากประเทศเวียดนามและญี่ปุ่ น มีสารละลายเสริมประสิทธิภาพเม็ดเลือดแดงปริมาตร 100 ml 
ที่ ช่ือว่า AS-5 หรือที่ผลิตจากประเทศอินเดียมีสารละลาย SAG-M-2 โดยสารละลายเสริม
ประสิทธิภาพเม็ดเลือดแดงทั้ง 2 ช่ือน้ีมีองคป์ระกอบทางเคมีไม่แตกต่างกนัดงัแสดงในตารางที่ 4.2 
ซ่ึงท าหนา้ที่ในการรักษาสภาพความมีชีวติและกิจกรรมของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง และตวัอยา่งถุงบรรจุ
โลหิตที่ใชศึ้กษาน้ีผ่านการท าปลอดเช้ือดว้ยไอน ้ าร้อน และในส่วนของสารละลายตอ้งปลอดจาก
สารพิษโดยมีชุดถุงบรรจุโลหิตที่ผลิตจากประเทศญี่ปุ่ นบรรจุอยู่ในกล่องพลาสติกปิดฟิล์มใส
ดา้นบน ซ่ึงเม่ือมีการเปิดผนึกฟิล์มไม่ควรเก็บไวน้านเกิน 30 วนั เพื่อป้องกนัการสูญเสียความช้ืน 
ส าหรับถุงบรรจุโลหิตที่ผลิตจากประเทศเวียดนามและอินเดีย มีการบรรจุอยู่ในถุงพลาสติกยอ่ย 
แลว้บรรจุในถุงอลูมิเนียมฟลอยดปิ์ดสนิท ซ่ึงเม่ือมีการเปิดใชง้านแลว้ไม่ควรเก็บไวน้านเกิน 15 วนั 
ตารางที่ 4.1 องคป์ระกอบทางเคมีของสารละลาย CPD 

Each volume (ml) CPD Solution Contains  
Vietnam India Japan 
100 ml 100 ml 63 ml 

Citric Acid  (anhydrate*, monohydrate**)USP 0.327** 0.327** 0.188* 
Sodium Citrate (dihydrate) USP 2.630 2.630 1.66 
Monobasic Sodium Phosphate (dihidrate) USP 0.251 0.251 0.14 
Dextrose (anhydrous*, monohydrate**) USP 2.320* 2.320* 1.61** 
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ตารางที่ 4.2 องคป์ระกอบทางเคมีของสารละลาย AS-5/ SAG-M-2 
Each 100 ml AS-5/ SAG-M-2 Solution Contains  Vietnam India Japan 

Sodium Chloride USP 0.877 0.877 0.877 
Adenine USP 0.030 0.030 0.030 
Dextrose (anhydrous*, monohydrate**)  USP 0.818* 0.900** 0.900** 
Mannitol USP 0.525 0.525 0.525 

 
 4.1 การทดสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลัน (Acute toxicity) ต่อความมีชีวิตของเซลล์ L929 

การตรวจสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลันของถุงบรรจุโลหิตที่มีการผลิตจากประเทศ 
เวยีดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น ในการศึกษาน้ีแบ่งการทดสอบออกเป็น 3 วธีิ คือ agar diffusion, direct 
contact และ MEM elution ตามมาตรฐานความปลอดภยัทางชีวภาพของอุปกรณ์การแพทย ์ (ISO 
10993-5) ซ่ึงถุงบรรจุโลหิตชนิด 4 ถุง (Quadruple Blood Bag) จะตอ้งแยกตดัแต่ละชนิดถุง เพือ่เอา
วสัดุตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตไปตรวจสอบ โดยแยกออกไดเ้ป็น CPD bag, AS-5 หรือ SAG-M-2 bag, 
Platelet I bag และ Platelet II bag  เม่ือแยกตวัอยา่งถุงแลว้จะตดัวสัดุของถุงตวัอยา่งดงักล่าวภายใต้
สภาวะปลอดเช้ือ โดยไม่ควรชะล้างวสัดุ ซ่ึงจะตดัให้มีขนาดประมาณ 25 mm2 หลังจากที่ตดัถุง
บรรจุโลหิตแต่ละส่วนแลว้ จะแบ่งส่วนหน่ึงมาทดสอบโอกาสการปนเป้ือนที่อาจเกิดขึ้นจากการตดั 
ดว้ยการน าตวัอยา่งใส่ลงในอาหารเหลวของ tryptose phosphate broth และ thioglycollate broth เพือ่
ทดสอบการปนเป้ือนจุลินทรีย ์พบว่าหลงัจากที่มีการบ่มช้ินวสัดุตวัอยา่งกับอาหารเล้ียงจุลินทรีย์
เป็นเวลา 14 วนัแล้วไม่พบการเกิดการปนเป้ือนจุลินทรียท์ี่ท  าให้มีลักษณะขุ่นของอาหารเล้ียง
จุลินทรียใ์นทั้ง 2 ชนิดอาหาร จากตวัอยา่งหรือการตดั แสดงถึงถุงบรรจุโลหิตมีความปลอดเช้ือดี
และเทคนิคการตดัตวัอยา่งไม่มีผลใหเ้กิดการปนเป้ือนของจุลินทรียใ์นตวัอยา่ง 

ในการตรวจสอบความเป็นพิษแบบเฉียบพลันของถุงบรรจุโลหิตด้วยวิธี agar diffusion 
ตัวอย่างถุงบรรจุโลหิตของแต่ละแหล่งผลิตที่มีตัดแยกออกเป็นส่วนของแต่ละถุงให้มีขนาด
ประมาณ 25 mm2 ถูกน าไปวางบนชั้นวุน้ที่อยูเ่หนือผนืเซลลท์ี่ผา่นการยอ้มดว้ย neutral red ใหเ้ซลล์
มีชีวติติดสีแดง และเม่ือเทชั้นวุน้ทบัผนืเซลล ์พบวา่เซลลย์งัคงมีสีแดงอยู ่แสดงถึงวธีิการเทวุน้และ
วุน้ที่ใชไ้ม่ส่งผลต่อความมีชีวิตของเซลล ์L929 และเม่ือวางตวัอยา่งบนชั้นวุน้ สารจากวสัดุตวัอย่าง
จะเกิดการชะออกของสารจากช้ินตวัอย่างและแพร่ผ่านชั้นวุน้ไปยงัเซลล์เพาะเล้ียง  L929 ซ่ึงใน
สภาวะการทดสอบไดมี้การท าเทียบผลความเป็นพิษของตวัอยา่งที่มีต่อเซลลก์บัตวัควบคุมเชิงบวก
ที่เป็น ZDEC  (polyurethane film containing 0.1 % zinc diethyldithiocabamate) และตวัควบคุมเชิง
ลบที่เป็น Teflon แลว้ประเมินความเป็นพิษจากการเกิดวงใสที่เกิดจากการปล่อยสียอ้ม neutral red 
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ออกมา ซ่ึงหากเซลลเ์กิดความเสียหายของเยือ่หุม้เซลลจ์ะส่งผลให้เยือ่หุม้เซลล์เสียสภาพ และท าให้
สี neutral red ที่ถูกกกัไวใ้นไลโซโซมถูกปลดปล่อยออกมาในปริมาณมากหรือน้อย ตามสภาวะ
ความเสียหายของเยือ่หุม้เซลล ์และผลการตรวจสอบจะน าไปเทียบตามเกณฑร์ะดบัความเป็นพิษใน
ตารางที่ 3.1 ของมาตรฐาน ISO 10993-5 (International Organization for Standardization, 2009) ผล
การศึกษาพบวา่วสัดุควบคุมเชิงลบมีความเป็นพิษต่อเซลล์ใน ระดบั 0 (ไม่เป็นพษิ) คือไม่มีการเกิด
บริเวณใสโดยรอบหรือภายใตว้สัดุและเซลล์ยงัคงความเป็นกระสวยและติดสีแดง ส่วนวสัดุควบคุม
เชิงบวกมีความเป็นพษิต่อเซลลใ์นระดบั 3 (พษิปานกลาง) คือเกิดวงใสรอบวสัดุไม่เกิน 1 เซนติเมตร 
ซ่ึงผลที่ไดจ้ากการทดสอบมีระยะการเกิดวงใสระหวา่ง 0.446-0.481 เซนติเมตร ขณะที่วสัดุทดสอบ
จากตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตทั้ง 4 ถุง มีระดบัความเป็นพิษอยูใ่นระดับ 1 (พิษน้อยมาก) คือมีความ
เสียหายของเซลล์บางส่วนภายใตช้ิ้นวสัดุทดสอบ ดังแสดงในตารางที่ 4.3 และจากการประเมิน
ลกัษณะสัณฐานของเซลล์ L 929 ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ในสภาวะต่างๆไดแ้สดงดงัรูปที่ 4.1 คือ 
เซลลภ์ายใตว้สัดุควบคุมเชิงบวกมีการเกิดลกัษณะเป็นวงใสรอบช้ินวสัดุ จากการปลดปล่อย neutral 
red ภายในเซลล์ออกมา เน่ืองจากความผิดปกติของเยือ่หุ้มเซลล ์เซลล์ยงัมีลกัษณะหดกลม สูญเสีย
คุณสมบติัการเกาะแผ่กบัพื้นผิว ดงัรูปที่ 4.1 (a-b) ส่วนตวัควบคุมเชิงลบให้ผลที่ไม่เป็นพิษต่อเซลล์ 
โดยเซลล์มีลักษณะสัณฐานของเซลล์ที่ เป็นกระสวย เกาะพื้นผิวคงเดิมและมีการติดสีแดงของ 
neutral red ที่หนาแน่นอยา่งเห็นไดช้ดัทั้งภายใตแ้ละโดยรอบของช้ินวสัดุ ดงัรูปที่ 4.1(c) แต่ส าหรับ
ตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตทั้ง 4 ถุง พบว่าตวัอยา่งวสัดุทดสอบมีความเป็นพิษต่อเซลล์เพียงระดบัต ่าๆ 
ดงัที่เห็นไดว้า่มีบางเซลลมี์ความเสียหายเกิดขึ้นหลงัจากที่ไดส้มัผสักบัสารของตวัอยา่งที่ไดช้ะผ่าน
ชั้นวุน้ไปสู่เซลล ์อยา่งไรก็ตามเซลลท์ี่เสียหายมีเป็นเพียงส่วนนอ้ยเม่ือเทียบกบัเซลลท์ี่ยงัคงความมี
ชีวิตอยูภ่ายใตช้ิ้นวสัดุทดสอบ โดยเซลล์ยงัคงลกัษณะกระสวย เกาะพื้นผวิคงเดิมรวมทั้งมีการติดสี
แดงของ neutral red ที่หนาแน่นอยา่งเห็นไดช้ดั ดงัรูปที่ 4.1 (d-o)    

การประเมินความปลอดภยัด้วยวิธี agar diffusion ส าหรับอุปกรณ์การแพทยน์ั้น ปวีณา 
เจริญสิทธ์ิ และทวีทรัพย ์ชยัสมบูรณ์พนัธ์ (2558) ไดใ้ชว้ิธีน้ีในการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์
เน้ือเยือ่เพาะเล้ียงของภาชนะพลาสติกส าหรับบรรจุผลิตภณัฑเ์ภสัชปราศจากเช้ือ (ปวณีา เจริญสิทธ์ิ 
& ทวีทรัพย ์ชยัสมบูรณ์พนัธ์, 2558) ขณะที่ Vidal และคณะ (2009) ไดใ้ชว้ิธีน้ีในการศึกษาความ
เป็นพิษต่อเซลล์ของอุปกรณ์การแพทยท์ี่ท  าจากยางพาราและ PVC - polyvinyl chloride ที่มีใน
ประเทศบราซิล ซ่ึงมีการเก็บตวัอยา่งตั้งแต่ปี 2000-2007 ดว้ย ซ่ึงวธีิ agar diffusion น้ีเป็นการป้องกนั
เซลล์เพาะเล้ียงไม่ให้เกิดความเสียหายจากแรงกล ในขณะเดียวกนัก็ยงัช่วยให้สารเคมีจากตวัอยา่ง
ถูกชะและแพร่กระจายออกมาได ้ (Vidal et al., 2009) นอกจากน้ี Lönnroth (2005) ไดใ้ชว้ิธี Agar 
Diffusion ในตรวจสอบความเป็นพิษของถุงมือทางการแพทยท์ี่ท  าจากยางพาราธรรมชาติ ยาง
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สังเคราะห์ และพอลิเมอร์สังเคราะห์ดว้ย (Lönnroth, 2005) เห็นไดว้่าวิธีน้ีเป็นที่นิยม และยอมรับ
ส าหรับใชใ้นการวเิคราะห์ความปลอดภยัของอุปกรณ์การแพทยไ์ด ้
ตารางที่ 4. 3 แสดงค่าการเกิดวงใสและระดับที่ประเมินความเป็นพิษด้วยวิธี Agar diffusion โดย
ตัวอักษร (a, b) ที่แตกต่างกันในแต่ละชุดข้อมูลหมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั 
(P<0.05) (จ  านวน 3 ซ ้ า) 

ตวัอยา่ง Zone (cm) Grade-Reactivity 

Vietnam 

Negative control 0a 0-ไม่เป็นพษิ 

Positive control 0.452±0.003b 3-พษิปานกลาง 

RBC Bag 0a 1-พษินอ้ยมาก 

Collection Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

Platelet Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

Platelet II Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

India 

Negative control 0 a 0-ไม่เป็นพษิ 

Positive control 0.446±0.012b 3-พษิปานกลาง 

RBC Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

CPD Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

Platelet I Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

Platelet II Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

Japan 

Negative control 0 a 0-ไม่เป็นพษิ 

Positive control 0.481±0.087 b 3-พษิปานกลาง 

RBC Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

Collection Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

Platelet Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 

Satellite Bag 0 a 1-พษินอ้ยมาก 
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รูปที่  4. 1 สัณฐานของเซลล์ที่มี
การเปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นหลงัจาก
การวางช้ินตวัอยา่งบนชั้นวุน้และ
บ่มนาน 24 ชั่วโมง ซ่ึงประกอบ
ไปดว้ย positive control (a, b) and 
negative control ( c)  ช้ิ น วั ส ดุ
ตวัอยา่งจากประเทศเวียดนาม (d-
g) ; ( d-  RCB bag, e-CPD bag, f-
platelet bag I, g-  platelet bag II) 
โดยแสดงลักษณะของเซลล์ ที่
ด้านบนของแต่ละรูปตั้ งแต่ b-g 
คือบริเวณใตช้ิ้นวสัดุตวัอยา่ง และ
ด้านล่างของรูปเป็นบริเวณนอก
ตวัอยา่ง 
 

  

  
 

   

a c b 

d e 

f g 

h i 
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รูปที่ 4. 1 (ต่อ) สัณฐานของเซลล์
ที่ มีการเป ล่ียนแปลงที่ เ กิดขึ้ น

หลงัจากการวางช้ินตวัอยา่งบนชั้น

วุ ้นและบ่มนาน 24 ชั่วโมง ซ่ึง
ประกอบไปดว้ย ช้ินวสัดุตวัอย่าง

จากประเทศอินเดีย (h-k); (h-RCB 

bag, i-CPD bag, j- platelet bag I, 
k-platelet bag II ) , และ ช้ินวัส ดุ

ตัวอย่างจากประเทศญี่ปุ่ น (l-o); 
( l- RCB bag, m- CPD bag, n-

platelet bag I, o-satellite bag ) โดย

แสดงลกัษณะของเซลล ์ที่ดา้นบน
ของแต่ละรูปตั้งแต่ h-o คือบริเวณ

ใตช้ิ้นวสัดุตวัอย่าง และด้านล่าง

ของรูปเป็นบริเวณนอกตวัอยา่ง 

 

  

  
 

การทดสอบความเป็นพษิเฉียบพลนัดว้ยวธีิการสมัผสัโดยตรง (Direct contact) ของตวัอยา่ง
ถุงบรรจุโลหิตต่อเซลล ์L929 ท าเพือ่ใหแ้น่ใจถึงผลความปลอดภยัของวสัดุถุงเลือด กรณีที่ไม่มีการ

ชะออกของสารจากถุงตวัอย่าง โดยตดัวสัดุถุงบรรจุโลหิตขนาดประมาณ 25 mm2 แล้ววางบน
ผิวหน้าเซลล์ที่แช่ในอาหารเล้ียงเซลล์ปริมาตร 0.75 ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นยอ้มเซลลด์ว้ย 

neutral red  โดยมีการเทียบผลความเป็นพิษของตวัอยา่งที่มีต่อเซลล์กบัตวัควบคุมเชิงบวกที่เป็น 

ZDEC (polyurethane film containing 0.1 % zinc diethyldithiocabamate) และตัวควบคุมเชิงลบที่
เป็น Teflon ดว้ยการประเมินความเป็นพิษของการเกิดวงใสที่เซลลไ์ม่ติดสียอ้มของ neutral red จาก

ความเสียหายของเยือ่หุ้มเซลลแ์ละประเมินระดบัความเป็นพิษตามตารางที่ 3.1 ของมาตรฐาน ISO 

10993-5 (International Organization for Standardization, 2009) ได้ผลดังตารางที่ 4.4 พบว่าวสัดุ
ควบคุมเชิงบวกมีระดบัความเป็นพษิอยูใ่นระดบัที่ 4 (พิษมาก) คือ เซลล์โดยรอบและภายใตว้สัดุมี

n o 

j k 

l m 
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การตายอยา่งเห็นไดช้ดัจนเกิดเป็นวงใสรอบวสัดุควบคุมเชิงบวกไปจนถึงขอบของหลุมที่มากกวา่ 1 

เซนติเมตร วสัดุควบคุมเชิงลบและวสัดุทดสอบถุงบรรจุโลหิตทั้ง 4  ถุง มีระดบัความเป็นพิษอยู่ใน
ระดบัที่ 2 (พิษน้อย) เน่ืองจากภายใตช้ิ้นวสัดุทดสอบมีลกัษณะของเซลล์ที่ไม่ติดสี neutral red แต่

ภายนอกช้ินวสัดุเซลล์ L929 มีการติดสีของ neutral red อย่างชัดเจน จึงสามารถระบุได้ว่าวสัดุ
ทดสอบจากถุงบรรจุโลหิตมีระดบัความเป็นพิษที่จ  ากดัอยูภ่ายใตช้ิ้นวสัดุนั้นๆ โดยลกัษณะสัณฐาน

ของเซลลท์ี่ถูกประเมินภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แสดงดงัภาพที่ 4.2 พบวา่ เซลลใ์นหลุมที่มีตวัควบคุม

เชิงบวก เซลล์มีลกัษณะหดกลมและสูญเสียการเกาะแผ่ และไม่ติดสียอ้มของ neutral red จากความ
เสียหายของเยือ่หุ้มเซลล์ที่เกิดจากตวัควบคุมเชิงบวก ดงัรูปที่ 4.2 (a) ขณะที่เซลล์ที่อยูใ่ตช้ิ้นวสัดุ

ควบคุมเชิงลบและวสัดุทดสอบถุงบรรจุโลหิตทั้ง 4 ถุง มีลกัษณะเป็นกระสวยอยู ่แต่เซลล์ไม่มีการ 

uptake neutral red เขา้ไปภายในเซลล์เม่ือเทียบกบัเซลล์ที่อยูภ่ายนอกช้ินวสัดุ อาจเป็นเพราะเซลล์มี
การตายอยา่งฉบัพลนัจากสารที่ชะออกจากวสัดุแลว้มีผลให้เซลลต์าย  โดยสารหรือภาวการณ์กดทบั

ของวสัดุ อาจส่งผลใหเ้ซลลท์ี่สมัผสัวสัดุ ไม่ติดสียอ้ม ขณะที่เซลลภ์ายนอกวสัดุ ยงัคงติดสียอ้มดี ดงั
รูปที่ 4.2 (b-n) 

การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัดว้ยวิธีการสัมผสัโดยตรงหรือ Direct contact ถือเป็น
วิธีหน่ึงในการประเมินความเป็นพิษต่อเซลล์ตาม ISO: 10993-5 ซ่ึง Van Tienhoven และคณะ 
(2006) ไดเ้ลือกวธีิน้ีในการประเมินความเป็นพษิต่อเซลลข์องวสัดุ polyethylene ที่มีความหนาแน่น
ต ่าและ polyvinylchloride ที่เป็นตัวแทนของวสัดุที่มีการใช้งานในทางการแพทย ์ ซ่ึงวสัดุที่
ตรวจสอบจ าเป็นตอ้งมีความเขา้กนัไดท้างชีวภาพ และไม่มีผลกระทบต่อผูป่้วย (Van Tienhoven et 
al., 2006)  
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ตารางที่ 4. 4 แสดงค่าการเกิดวงใสและระดับที่ประเมินความเป็นพิษด้วยวิธี Direct contact โดย
ตัวอักษร (a, b) ที่แตกต่างกันในแต่ละชุดข้อมูลหมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคญั 
(P<0.05) (จ  านวน 3 ซ ้ า) 

ตวัอยา่ง Zone (cm) Grade-Reactivity 

Vietnam 

Negative control 0 2-พษินอ้ย 

Positive control >1 4-พษิมาก 

RBC Bag 0 2-พษินอ้ย 

Collection Bag 0 2-พษินอ้ย 

Platelet Bag 0 2-พษินอ้ย 

Platelet II Bag 0 2-พษินอ้ย 

India 

Negative control 0 2-พษินอ้ย 

Positive control >1 4-พษิมาก 

RBC Bag 0 2-พษินอ้ย 

Collection Bag 0 2-พษินอ้ย 

Platelet Bag 0 2-พษินอ้ย 

Small Bag 0 2-พษินอ้ย 

Japan 

Negative control 0 2-พษินอ้ย 

Positive control >1 4-พษิมาก 

RBC Bag 0 2-พษินอ้ย 

Collection Bag 0 2-พษินอ้ย 

Platelet Bag 0 2-พษินอ้ย 

Satellite Bag 0 2-พษินอ้ย 
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รูปที่  4. 2 สัณฐานของเซลล์ที่มี
การเปล่ียนแปลงที่เกิดขึ้นหลงัจาก
การวางช้ินตัวอย่างบนผิวหน้า
เซลล์โดยตรงและบ่มนาน 24 
ชั่ ว โม ง  ซ่ึ งประกอบไปด้ ว ย 
positive control ( a)  and negative 
control (b) ช้ินวัสดุตัวอย่างจาก
ประเทศเวียดนาม (c-f); (c- RCB 
bag, d-CPD bag, e- platelet bag I, 
f- platelet bag II),ช้ินวสัดุตวัอยา่ง
จากประเทศอินเดีย  ( g-h) ; (g-
RCB bag, h-CPD bag) โดยแสดง
ลักษณะของเซลล์ ที่ด้านบนของ
แต่ละรูปตั้งแต่ a-h คือบริเวณใต้
ช้ินวสัดุตวัอยา่ง และดา้นล่างของ
รูปเป็นบริเวณนอกตวัอยา่ง 

  

  

  
 

a 

g 

c 

b 

h 

d 

e f 
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รูปที่ 4. 2 (ต่อ) สัณฐานของ
เซลล์ที่ มีการเปล่ียนแปลงที่
เ กิดขึ้ นหลังจากการวางช้ิน
ตัวอ ย่ า งบนผิ วหน้ า เซล ล์
โ ด ยต ร ง แล ะบ่ ม น าน  2 4 
ชั่วโมง ซ่ึงประกอบไปด้วย 
ช้ินวสัดุตัวอย่างจากประเทศ
อินเดีย  (i-j); (i-platelet bag I, 
j-platelet bag II ), และช้ินวสัดุ
ตวัอยา่งจากประเทศญี่ปุ่ น (k-
n) ; ( k-RCB bag, l-CPD bag, 
m- platelet bag I, n- satellite 
bag ) โดยแสดงลักษณะของ
เซลล์ ที่ด้านบนของแต่ละรูป
ตั้งแต่ i-n คือบริเวณใตช้ิ้นวสัดุ
ตวัอย่าง และด้านล่างของรูป
เป็นบริเวณนอกตวัอยา่ง 
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การทดสอบความเป็นพิษเฉียบพลนัดว้ยวิธีการ MEM elution ของวสัดุถุงบรรจุโลหิตดว้ย

การสกดัสารจากถุงบรรจุโลหิตดว้ยอาหารเล้ียงเซลล์ MEM ที่มีซีรัม 5% ในอตัราส่วนตวัอยา่ง 1 
กรัมต่ออาหารเล้ียงเซลล ์5 ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แลว้น าสารสกดัที่ไดม้าทดสอบความเป็นพิษต่อ

เซลล์ L929 ด้วยวิธี MTT assay เทียบกับตวัควบคุมบวกที่เป็น Zinc Acetate ความเขม้ขน้ 8 mg/l 
ตามมาตรฐาน มอก 1298-2555 (กระทรวงอุตสาหกรรม, 2555) ซ่ึงเฉพาะเซลล์ที่มีชีวิตหลงัจาก

ไดรั้บสารสกดัที่ความเขม้ขน้ต่างกนัเป็นเวลา 24 ชัว่โมง จะมีกระบวนการเมตาบอลิซึมในไมโต

คอนเดรียของเอนไซม์ไมโตคอนเดรียดีไฮโดรจีเนส (mitochondrial dehydrogenase) ที่สามารถ
เปล่ียนสารละลาย MTT ให้เป็นผลึก formazan ที่มีสีม่วงได ้ดงันั้นผลึก formazan ที่เกิดขึ้นจึงเป็น

สดัส่วนโดยตรงของเซลลท์ี่มีชีวติ ซ่ึงผลความเป็นพิษของวสัดุถุงบรรจุโลหิตถุงต่างๆจะถูกแปรผล

ออกมาใหอ้ยูใ่นรูปเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวติของเซลลท์ี่ระดบัความเขม้ขน้ต่างๆของสารสกดั แสดงดงั
รูปที่ 4.3 โดยสารสกดัของถุงบรรจุโลหิตทั้ง 4 ถุง (RCB bag, CPD bag, platelet I bag, และ satellite 

bag หรือ platelet II bag) ที่ระดบัความเขม้ขน้ 0.05 0.1 และ 0.2 g/ml ให้ค่าเปอร์เซ็นตค์วามมีชีวิต
ของเซลล์ที่มากกว่า 70% โดยเซลล์ที่ได้รับสารสกัดจากทุกตวัอย่างมีความมีชีวิตของเซลล์ที่ไม่

แตกต่างกัน และจากการประเมินลักษณะสัณฐานของเซลล์ภายหลังจากที่ได้รับสารสกัดจาก

ตวัอยา่งก่อนบ่มกบัสารละลาย MTT แสดงดงัรูปที่ 4.4 ซ่ึงจากการประเมินความเป็นพษิตามตารางที่ 
3.2 พบวา่สารสกดัจาก CPD bag ของทุกแหล่งผลิตมีความเป็นพษิระดบั 2 (พษินอ้ย) เซลลมี์ลกัษณะ

กลม ใกลห้ลุดออกจากพื้นผิวไม่เกินร้อยละ 50 อาจพบการแตกท าลายของเซลล์แต่ไม่รุนแรง และ

ไม่พบช่องว่างระหว่างเซลลท์ี่แผ่เป็นชั้นเดียวดงัรูปที่ 4.4 (a, e, i) และสารสกดัจากถุง satellite bag 
ของทุกแหล่งผลิตมีความเป็นพษิระดบั 1 (พษินอ้ยมาก) ที่ใหเ้ซลลมี์ลกัษณะกลม ใกลห้ลุดออกจาก

พื้นผวิ ไม่เกินร้อยละ 20 และอาจพบการแตกท าลายของเซลลไ์ดบ้า้ง อยา่งไรก็ตามการหดกลมของ
เซลล์ที่พบน้ีอาจเกิดจากกระบวนการแบ่งตวัของเซลล์ที่ยงัไม่สมบูรณ์ ท าให้เซลล์ยงัไม่เกาะแผ่ที่

พื้นผวิดงัรูปที่ 4.4 (b-c, f-h, j-l) ดงันั้นการวเิคราะห์ความมีชีวติดว้ยวธีิ MTT assay จึงใหผ้ลที่ชดัเจน

กวา่การพจิารณาจากเซลลส์ณัฐาน ซ่ึงผลจาก MTT assay สามารถระบุไดว้า่วสัดุถุงบรรจุโลหิตไม่มี
ความเป็นพษิต่อเซลล ์

การศึกษาความเป็นพิษต่อเซลล์ของวัสดุ PVC ที่ มี  DEHP เป็นสารเติมแต่งนั้ น Van 

Tienhove และคณะ (2006) ศึกษาความเป็นพษิของ PVC ที่มี DEHP และ Low Density Polyethylene 
ต่อเซลล์เพาะเล้ียงที่แตกต่างกนั 3 ชนิดคือ L929, McCoy cell line และ HaCaT cell line ที่ใช้เป็น

แบบจ าลองในการศึกษาความเป็นพษิต่อเซลล ์โดยวดัความมีชีวติของเซลลด์ว้ยวธีิ MTT assay จาก
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การสกดัวสัดุดว้ยอาหารเล้ียงเซลล ์พบวา่สารสกดัวสัดุตวัอยา่ง PVC ที่มี DEHP (2:1) (PVC-Exp)ไม่

มีความเป็นพษิต่อเซลล ์L929 และ HaCaT   

 

 

 

รูปที่ 4. 3 ค่าความมีชีวิตของเซลลท์ี่วิเคราะห์ดว้ย MTT assay ในการตรวจสอบแบบ MEM elution 
ของเซลลท์ี่บ่มกบัสารสกดัวสัดุถุงบรรจุโลหิตส่วนต่างๆ จากประเทศเวียดนาม (a) อินเดีย (b) และ
ญี่ปุ่ น (c) เป็นเวลา 24 ชัว่โมง โดยตวัอกัษร (a, b) ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุดขอ้มูลหมายถึง มีความ
แตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) (จ  านวน 3 ซ ้ า) 
 

 

c 

b 

a 
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รูปที่ 4. 4 สัณฐานของเซลล์หลงัจากที่บ่มกับสารสกดัวสัดุถุงบรรจุโลหิตส่วนต่างๆ ของตวัอย่าง
ประเทศเวยีดนาม (a-CPD, b-RCB bag, c-Platelet bag, d-Satellite bag), อินเดีย (e-RBC Bag, f-CPD 
Bag, g-Platelet I Bag,  h-Platelet II Bag) , และญี่ปุ่ น (i-RBC Bag, j-CPD Bag, k-Platelet I Bag , l-
Platelet II Bag) ที่ระดบัความเขม้ขน้ 0.2 g/ml เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
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4.2 การทดสอบความเป็นพิษแบบกึ่งเร้ือรัง (Sub-chronic toxicity) และแบบเร้ือรัง (Chronic 
toxicity) ต่อความมีชีวิตของเซลล์ L929 

การใช้งานถุงบรรจุโลหิตที่ท  าจากวสัดุพอลิเมอร์ชนิด PVC ที่มีสารเติมแต่ง DEHP                          
(di (2-ethylhexyl) phthalate) อาจมีการชะออกมาของสารที่มีผลต่อโลหิตและผูรั้บโลหิต ซ่ึงใน
งานวิจยัน้ีไดศึ้กษาผลความเป็นพิษของถุงบรรจุโลหิตแบบชนิด 4 ถุง ที่มีแหล่งผลิตจากประเทศ
เวยีดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น ในรูปแบบการจ าลองสภาวะการใชง้านจริง โดยการใส่อาหารเล้ียงเซลล์
ที่มี 5% ซีรัม (MEM + 5% FBS) ปริมาตร 450 ml ซ่ึงใชเ้ป็นตวัแทนของโลหิตเขา้ไปยงัถุง collection 
bag (CPD bag ) โดยในระหว่างที่ใส่อาหารเล้ียงเซลล์เข้าไปในถุง ต้องโยกถุงไปมา เพื่อให้
สารละลาย CPD ภายในถุงที่มีปริมาตร 63 ml ผสมรวมกับอาหารเล้ียงเซลล์อย่างสม ่าเสมอ ซ่ึง
สารละลาย CPD น้ีเป็นสารที่ช่วยป้องกนัการแข็งตวัของโลหิต จากนั้นท าการถ่ายสารละลายผสม
จากถุง CPD bag ตามปริมาณอัตราส่วนขององค์ประกอบโลหิตที่ได้หลังจากการป่ันเหวี่ยง ซ่ึง
ประกอบไปดว้ยเซลลเ์ม็ดเลือดแดงประมาณ 45% และเกล็ดเลือดที่ละลายอยูใ่นของเหลวที่เรียกวา่ 
พลาสมา ซ่ึงคิดเป็น 55% ของโลหิตทั้งหมด โดยถ่ายสารละลายผสมจากถุง CPD bag ปริมาตร 270 
ml ซ่ึงคาดการณ์ว่าเป็นปริมาตรของน ้ าเลือดที่มีเกล็ดเลือดไปยงัถุงบรรจุเกล็ดเลือด (Platelet bag) 
และถ่ายสารละลายผสมอีก 220 ml ซ่ึงจากถุง CPD bag ไปยงัถุงบรรจุเม็ดเลือดแดง (AS-5 bag หรือ 
SAG-M-2 bag) ใหผ้สมกบัสารละลาย AS-5 หรือ SAG-M-2 ปริมาตร 100 ml โดยสารละลาย AS-5 
หรือ SAG-M-2 จะท าหนา้ที่เป็นสารที่ช่วยคงความมีชีวติและกิจกรรมภายในของเซลลเ์ม็ดเลือดแดง 
จากนั้นเก็บถุงบรรจุเกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงที่ตามสภาวะและเวลาของการใชง้านจริง 
โดยถุงบรรจุเกล็ดเลือดเก็บที่อุณหภูมิ 22±2 °C เป็นเวลา 5 วนั ซ่ึงในการศึกษาน้ีได้ท  าการเก็บ
ตวัอยา่งสารละลายจากถุงบรรจุเกล็ดเลือดในวนัที่ 3 และ วนัที่ 5 ของการเก็บมาท าการตรวจสอบ
ความเป็นพิษต่อเซลล์   และส าหรับถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงมีสภาวะการเก็บที่อุณหภูมิ 4±2 °C เป็น
เวลา 42 วนั ซ่ึงจะท าการเก็บตวัอยา่งสารละลายภายในถุงในวนัที่ 30 และวนัที่ 42 ของสภาวะการ
เก็บ น ามาตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล์ โดยวิธี sub-chronic assay ดว้ยการวดัความมีชีวิตของ
เซลล ์L929 หลงัจากที่ไดรั้บสารตวัอยา่งจากถุงบรรจุเกล็ดเลือด และถุงบรรจุเม็ดเลือดแดง และยอ้ม
ดว้ย MTT assay พบว่า เซลล์ที่ไดรั้บสารจากถุงบรรจุเกล็ดเลือดที่เวลาการเก็บตวัอยา่ง 3 วนัและ 5 
วนั ที่ความเขม้ขน้เจือจาง 1:10 และ 1:5 เท่า แสดงความมีชีวิตของเซลล์ที่มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต์ 
แสดงดงัรูปที่ 4.5 (a-b) และถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงที่ระยะเวลาการเก็บตวัอยา่ง 30 วนัและ 42 วนั ที่
ความเขม้ขน้เจือจาง 1:10 และ 1:5 แสดงความมีชีวิตที่มากกว่า 70 เปอร์เซ็นต ์เช่นเดียวกนักับถุง
บรรจุเกล็ดเลือด แสดงดงัรูปที่ 4.5 (c-d) ซ่ึงการทดสอบไดใ้ชค้วามเขม้ขน้ตวัอยา่งในสภาวะเจือจาง 
เ น่ืองจากในการรับโลหิตหรือส่วนประกอบของโลหิตในแต่ละคร้ังนั้ น เ ม่ือโลหิตหรือ
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ส่วนประกอบของโลหิตจากถุงบรรจุเขา้สู่ร่างกาย จะเกิดการเจือจางดว้ยของเหลวภายในระบบการ
หมุนเวียนโลหิตของร่างกาย โดยอตัราการเจือจางนั้นจะขึ้นอยูก่บัปริมาณโลหิตภายในร่างกาย ซ่ึง
จะมีอยูท่ี่ 70 มิลลิลิตรต่อกิโลกรัมของน ้ าหนักตวั (งานธนาคารเลือด, 2011) จึงท าให้การรับโลหิต
หรือส่วนประกอบของโลหิต ในแต่ละคร้ังมีการเจือจาง ที่ 1:10 หรือมากกวา่ อยา่งไรก็ตาม การเจือ
จางที่ 1:5 เท่า ก็ยงัแสดงความมีชีวติของเซลลท์ี่ไม่แตกต่างกบัการเจือจางที่ 1:10 เท่า  

การประเมินลกัษณะสัณฐานของเซลลภ์ายหลงัจากที่ไดรั้บสารละลายตวัอยา่งก่อนบ่มกบั
สารละลาย MTT แสดงดงัรูปที่ 4.6 ซ่ึงจากการประเมินความเป็นพิษตามตารางที่ 3.2 พบว่า เซลล์ 
L929 ที่ไดรั้บสารตวัอยา่งเขม้ขน้ จากถุงบรรจุเกล็ดเลือดที่ระยะเวลาการเก็บตวัอยา่ง 3 วนัและ 5 วนั
และจากถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงที่ระยะเวลาการเก็บตวัอยา่ง 30 วนัและ 42 วนั แสดงความเป็นพิษ
ระดบั 3 (พษิปานกลาง) โดยเซลลมี์ลกัษณะกลมหรือพบการแตกท าลายของเซลล ์ไม่เกินร้อยละ 70  
แต่เม่ือเจือจางสารละลายตวัอยา่งดว้ยอาหารเล้ียงเซลลท์ี่ 1:10 เท่า และ 1:5 เท่า แสดงความเป็นพษิ
ของตวัอยา่งจากทั้ง 3 แหล่งผลิตที่ระดบั 1 (พษินอ้ยมาก) โดยเซลลมี์ลกัษณะกลม ใกลห้ลุดออกจาก
พื้นผิว ไม่เกินร้อยละ 20 อาจพบการแตกท าลายของเซลลบ์า้ง ซ่ึงเซลล์โดยส่วนใหญ่ยงัคงลกัษณะ
กระสวย และมีการเกาะแผป่กติ  
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รูปที่ 4. 5 ความมีชีวิตของเซลล์ (%) จากสารละลายผสมจากถุงเกล็ดเลือดที่เวลาการเก็บ 3 วนั (a) 
และ 5 วนั (b) และถุงเม็ดเลือดแดงที่เวลาการเก็บ 30 วนั (c) และ 42 วนั (d) ที่สภาวะบ่มนาน 24 
ชั่วโมงโดยตวัอักษร (a, b) ที่แตกต่างกันในแต่ละชุดขอ้มูลหมายถึง มีความแตกต่างกันอย่างมี
นยัส าคญั (P< 0.05) (จ  านวน 3 ซ ้ า) 
 
 
 
 
 
 
 
 

a b 

d c 
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รูปที่ 4. 6 ลกัษณะสัณฐานของเซลล์หลงัจากบ่มกบัสารละลายผสมความเขม้ขน้ 1:5 เท่า ที่สภาวะ
การบ่ม 24 ชัว่โมง จากถุงเกล็ดเลือดที่เวลาการเก็บ 3 วนั (a-c; a: Vietnam, b: India, and c: Japan) 
กบั 5 วนั (d-f; d: Vietnam, e: India, and f: Japan) และถุงเม็ดเลือดแดงที่เวลาการเก็บ 30 วนั (g-i; g: 
Vietnam, h: India, and i: Japan) กบั 42 วนั (j-l; j: Vietnam, k: India, and l: Japan) 
 

 
 
 

l 

b c 

d e f 

g h i 

j k 

a 
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ส าหรับการตรวจสอบความเป็นพิษต่อเซลล ์แบบ chronic toxicity ดว้ยวธีิ Colony forming 
assay โดยเลือกระดบัความเขม้ขน้ของการเจือจางของสารจากถุงบรรจุเกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ด
เลือดแดงตามที่เจือจางในการวดัความมีชีวิตของเซลล์ขา้งตน้ และเจือจางเพิ่มอีก 2 ระดบัคือ 1:100 
และ 1:50 เท่า พบว่า ที่ระดบัความเขม้ขน้ของการเจือจางของสารจากถุงบรรจุเกล็ดเลือดทุกระดบั
ให้ค่าการฟ้ืนตวัของเซลล์เด่ียว L929 จ านวน 100 เซลล์ในการเจริญเป็นโคโลนีหลงัจากไดรั้บสาร
เป็นเวลา 14 วนัเทียบกบัเซลลเ์ด่ียว L929 ที่ไม่ไดรั้บสาร ซ่ึงค่า % Plating efficiency ที่ไดม้ากกวา่ 70 
เปอร์เซ็นตใ์นวนัที่ 3 และวนัที่ 5 ของการเก็บถุงบรรจุเกล็ดเลือด ดงัแสดงในรูปที่ 4.7 (a-b) ส าหรับ
ค่าการฟ้ืนตวัของเซลล์หลงัจากไดรั้บสารจากถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงที่ทุกระดบัความเขม้ขน้ของการ
เจือจางมีค่ามากกว่า 70 เปอร์เซ็นต ์เช่นเดียวกบัถุงบรรจุเกล็ดเลือด ดงัแสดงในรูปที่ 4.7 (c-d) ซ่ึง
สอดคล้องกับมาตรฐาน ISO 10993-5 ที่ก  าหนดว่าสารทดสอบไม่เป็นพิษต่อเซลล์ เม่ือมีค่า                
% Plating efficiency ของการทดสอบที่มากกว่า 70% เม่ือเทียบกบัตวัควบคุมลบที่เป็นอาหารเล้ียง
เซลล ์ 

  

  

รูปที่ 4. 7 %Plating efficiency ของเซลลห์ลงัจากที่ไดรั้บสารละลายผสมจากถุงเกล็ดเลือดที่เวลาการ
เก็บ 3 วนั (a) และ 5 วนั (b) และถุงเม็ดเลือดแดงที่ เวลาการเก็บ 30 วนั (c) และ 42 วนั (d)                                    
เป็นคร้ังที่ 1 โดยตวัอกัษร (a, b, c, d, e) ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุดขอ้มูลหมายถึง มีความแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) (จ  านวน 3 ซ ้ า) 

c d 

a b 
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ในการท า Colony forming assay ในคร้ังที่ 1 จะยอ้มโคโลนีด้วย neutral red ในการนับ
จ านวนโคโลนีที่เกิดขึ้น โดยตอ้งนับจ านวนโคโลนีอยา่งรวดเร็ว ซ่ึงจะยงัคงสภาพความมีชีวิตของ
เซลล ์เพือ่น ามาถ่ายเล้ียงต่อและท าการศึกษาความเป็นพษิแบบ chronic toxicity ต่อเช่นเดียวกบัการ
ท า Colony forming assay ในคร้ังที่ 1 เพื่อดูผลเร้ือรังที่อาจเกิดขึ้นหลงัจากที่ไดรั้บสารจากถุงบรรจุ
เกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงซ ้ าเป็นคร้ังที่ 2 เพื่อศึกษาโอกาสความเส่ียงในการรับสารที่ถูก
ชะจากถุงบรรจุโลหิตจากการใชง้านซ ้ า พบว่า ที่ระดบัความเขม้ขน้ของการเจือจางของสารจากถุง
บรรจุเกล็ดเลือด และถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงทุกระดบัให้ค่าการฟ้ืนตวัของเซลล์เด่ียว L929 จ านวน 
100 เซลลใ์นการเจริญเป็นโคโลนีหลงัจากไดรั้บสารเป็นเวลา 14 วนัเทียบกบัเซลลเ์ด่ียว L929 ไม่ได้
รับสาร ซ่ึงไดค้่า % Plating efficiency ที่มากกว่า 70 เปอร์เซ็นตด์งัแสดงในรูปที่ 4.8 (a-d) ผลที่ได้
แสดงความไม่เป็นพิษของตัวอย่าง ซ่ึงสอดคล้องกับมาตรฐาน ISO 10993-5 ที่ก  าหนดว่าสาร
ทดสอบไม่เป็นพษิต่อเซลล์เม่ือมีค่า % Plating efficiency ของการทดสอบที่มากกวา่ 70% เม่ือเทียบ
กบัตวัควบคุม ในการทดสอบแบบ Colony forming assay 

 

  

  

รูปที่  4. 8 %Plating efficiency ของเซลล์หลังจากที่ได้รับสารละลายผสมจากถุงเกล็ดเลือด                                    
ที่เวลาการเก็บ 3 วนั (a) และ 5 วนั (b) และถุงเม็ดเลือดแดงที่เวลาการเก็บ 30 วนั (c) และ 42 วนั (d)                                     
เป็นคร้ังที่ 2 โดยตวัอกัษร (a, b, c, d, e) ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุดขอ้มูลหมายถึง มีความแตกต่างกนั
อยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) (จ  านวน 3 ซ ้ า) 

a b 

c d 
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 บรรจุภณัฑ์ที่ผลิตจากวสัดุ  polyvinylchloride (PVC) ที่มี plasticizers ในการท าให้บรรจุ

ภณัฑท์ี่ไดมี้ความยดืหยุน่ ซ่ึงมีการใชง้านทางการแพทยน์ั้น มีรายงานการชะของสาร plasticizers 
จากตวับรรจุภณัฑสู่์สารละลายที่บรรจุอยูไ่ด ้เม่ือบรรจุภณัฑน์ั้นไดรั้บความร้อนหรือในสภาวะการ

หมุนวนของสารละลายที่เกิดจากการเขยา่หรือการกวน โดย Wong และ Firor (2017) ไดร้ายงานการ
วิเคราะห์สารประกอบที่สามารถสกดั/ชะออก จากชุดบรรจุภณัฑพ์ลาสติกชนิด 4 ถุง ที่สกดัดว้ยตวั

ท าละลาย Dichloromethane หรือ hexane อย่างใดอย่างหน่ึง แล้วน าไปวิเคราะห์ด้วย GC/MSD 

Systems ซ่ึงพบวา่จากการวเิคราะห์มี PVC additives และ plasticizers ถูกชะออกมา (Wong & Firor, 
2017) ขณะที่ Loff และคณะ (2000) ศึกษาปริมาณการชะของ plasticizers จาก PVC Infusion Lines 

ที่มีการใชง้านกบัทารกดว้ยวธีิ gas chromatography/mass spectrometry ของตวัอยา่งที่มีการผา่นของ 

Fresh frozen plasma (FFP), platelet rich plasma (PRP), และ packed red blood cells (PRBC) เขา้ไป
ใน PVC Infusion Lines พบวา่ PRBC  PRP และ FFP ปริมาตร 20 ml มีปริมาณ DEHP อยู ่144- 608 

µg, 928 µg และ 552-8108 µg ตามล าดบั (Loff et al., 2000) นอกจากน้ี Takehisa และคณะ (2005) 
ไดศึ้กษาการปลดปล่อย DEHP จากหลอดและแผ่น plasticized PVC โดยการสกดัดว้ย polysorbate 

80 (Tween 80) ซ่ึงปริมาณ DEHP จะมีปริมาณการสะสมที่สูงขึ้น เม่ือมีการเพิม่ขึ้นของอุณหภูมิ และ

การปลดปล่อยของ DEHP จากหลอด PVC จะขึ้นอยูก่บัสภาวะของ PVC และการกระจายตวัของ 
DEHP ใน PVC (Takehisaa et al., 2005) จากขอ้มูลการศึกษาสารที่ถูกชะออกจากตวัอยา่งวสัดุ PVC 

จะเห็นไดว้่ามีการชะออกของสาร แต่ตวัอยา่งที่ศึกษาอาจให้ปริมาณสารชะออกที่เป็นพิษต่อเซลล์

ในระดบัต ่า ซ่ึงสามารถระบุไดว้า่วสัดุถุงบรรจุโลหิตมีความปลอดภยัต่อการใชง้าน 

4.3 ผลการทดสอบความเป็นพิษต่อสารพันธุกรรม (Genotoxicity) ของถุงบรรจุโลหิตจากสภาวะ
จ าลองการใช้งานจริง 

การใช้งานถุงบรรจุโลหิตที่ท  าจากวสัดุพอลิเมอร์ชนิด PVC ที่มีสารเติมแต่ง DEHP                         
(di (2-ethylhexyl) phthalate) อาจมีการชะออกมาของสารที่มีผลต่อโลหิต ซ่ึงในงานวิจยัน้ีศึกษาผล

ความเป็นพิษของถุงบรรจุโลหิตแบบชนิด 4 ถุงจากแหล่งผลิตของประเทศ เวียดนาม อินเดีย และ

ญี่ปุ่ น ในรูปแบบการจ าลองสภาวะการใชง้านจริง โดยการใส่อาหารเล้ียงเซลลท์ี่มี 5% ซีรัม (MEM 
+ 5% FBS) ปริมาตร 450 ml เขา้ไปยงัถุง collection bag (CPD bag ) ในระหว่างที่ใส่อาหารเล้ียง

เซลล์เขา้ไปในถุงตอ้งมีการโยกถุงไปมา เพื่อให้สารละลาย CPD ภายในถุงที่มีปริมาตร 63 ml ผสม

รวมกบัอาหารเล้ียงเซลลอ์ยา่งสม ่าเสมอ ซ่ึงสารละลาย CPD น้ีจะเป็นสารที่ช่วยป้องกนัการแข็งตวั
ของโลหิต จากกนั้นท าการถ่ายสารละลายผสมจากถุง CPD bag ปริมาตร 270 ml ไปยงัถุงบรรจุเกล็ด
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เลือด (Platelet bag) และสารละลายอีก 220 ml จากถุง CPD bag ก็ท  าการถ่ายต่อไปยงัถุงบรรจุเม็ด

เลือดแดง (AS-5 bag หรือ SAG-M-2 bag) ให้ผสมกับสารละลาย AS-5 หรือ SAG-M-2 ปริมาตร 
100 ml โดยสารละลาย AS-5 หรือ SAG-M-2 จะท าหนา้ที่เป็นสารที่ช่วยคงความมีชีวติและกิจกรรม

ภายในของเซลล์เม็ดเลือดแดง จากนั้นเก็บถุงบรรจุเกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงตามสภาวะ
และเวลาของการใชง้านจริง โดยถุงบรรจุเกล็ดเลือดเก็บที่อุณหภูมิ 22±2 °C เป็นเวลา 5 วนั โดยท า

การเก็บตวัอยา่งสารละลายจากถุงบรรจุเกล็ดเลือดในวนัที่ 3 และ วนัที่ 5 ของการเก็บมาท าสอบ

ความเป็นพิษต่อสารพนัธุกรรม และส าหรับถุงบรรจุเม็ดเลือดแดงมีสภาวะการเก็บที่อุณหภูมิ 4±2 
°C เป็นเวลา 42 วนั ซ่ึงจะท าการเก็บตวัอย่างสารละลายภายในถุงในวนัที่ 30 และวนัที่ 42 ของ

สภาวะการเก็บ มาท าการตรวจสอบความเป็นพิษต่อสารพนัธุกรรมของเซลล์ดว้ยวิธี micronuclei 

assay ซ่ึงการเกิด micronuclei (MN) อาจเกิดจากความเสียหายของโครโมโซมหรือเกิดจากการ
สูญเสีย centromere หรือเกิดจากความบกพร่องของเซลลจ์ากการแบ่งตวัที่เกิดจากเสน้ใย spindle ซ่ึง

สามารถใชต้รวจสอบความเสียหายของสารพนัธุกรรมที่ส่งต่อไปยงัเซลลลู์กได ้โดยตรวจสอบจาก
สภาวะที่เซลลมี์สองนิวเคลียส (binucleated cells) ซ่ึง MN จะเกิดขึ้นในขณะที่เซลลแ์บ่งตวัประมาณ

หน่ึงรอบคร่ึงของวฏัจกัรเซลล์ ดงันั้นการใช ้cytochalasin B ในการยบัย ั้งการแบ่งไซโตพลาซึมกบั

เซลล์ที่ผ่านวฏัจกัรเซลล์หรือมีการจ าลองดีเอ็นเอ จะท าให้เห็นเซลลอ์ยูใ่นระยะที่มีสองนิวเคลียสที่
สามารถเห็น MN ที่เกิดขึ้นในเซลลไ์ดดี้ และสามารถระบุถึงความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรมได ้(กิตติ

มา บุตรจนัทร์, 2557) 

ในงานวจิยัน้ีใชเ้ซลล ์L929 เป็นแบบจ าลองในการศึกษา โดยเล้ียงเซลล์บน cover slip และ
บ่มกบัสารตวัอยา่งที่ระดบัการเจือจาง 1:10 เท่า เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นน า cover slip มาตรึง

ดว้ย Fixative ( acetic acid : methanol, 3:1) แลว้ยอ้มดว้ย 10% Giemsa นับจ านวนเซลล์ที่เกิด MN 
ใน 1000 BN cells ตามลกัษณะในรูปที่ 4.9 เทียบกบัตวัควบคุมบวกที่เป็น colchicine พบว่า เซลล์ 

L929 ที่ไดรั้บตวัอยา่งสารละลายจากถุงบรรจุเกล็ดเลือด ที่เวลาของการเก็บ 3 และ 5 วนั และถุง

บรรจุเม็ดเลือดแดง ที่เวลาของการเก็บที่ 30 และ 42 วนั แลว้ประเมิน NDI (nuclear division index), 
% MN/1000 BN cells และ Fold ของการเกิด micronucleus โดยค่า NDI เป็นค่าที่บ่งบอกถึงจ านวน

คร้ังการแบ่งตวัของเซลล์และใช้ประเมินความไม่เป็นพิษของการทดสอบได้ โดยหากเซลล์ใน

สภาวะทดสอบมีค่า NDI มากกว่า 1 แสดงว่าเซลล์ที่ศึกษาอยูใ่นระหว่างการแบ่งเซลล ์และสารไม่
เป็นพษิต่อเซลล ์ในการทดลองน้ีไดค้่า NDI อยูร่ะหวา่ง 1.508-1.816 แสดงถึงเซลลมี์การแบ่งตวัเขา้

สู่ cell cycle และโอกาสของการรับสารในระหวา่งการแบ่งตวัของเซลล์จะมีผลต่อสารพนัธุกรรมที่
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สามารถใช้ประเมินพิษต่อสารพนัธุกรรมด้วยการหาความถ่ีการเกิด MN ใน BN cells ซ่ึงผลการ

ประเมินแสดงดงัตารางที่ 4.3 โดยสารจากถุงบรรจุเกล็ดเลือด และถุงบรรจุเม็ดเลือดแดง จากทั้ง 3 
แหล่งผลิตที่สภาวะจ าลองการใชง้านจริง  แสดงค่า % MN/1000 BN cells ในระดบัที่น้อยกว่าตัว

ควบคุมบวก และเม่ือพิจารณาค่า Fold ที่เป็นค่า total MN/1000 BN cells ของสภาวะทดสอบเทียบ
กบัตวัควบคุมลบ ก็ใหผ้ลเช่นเดียวกนั คือมีค่าที่นอ้ยกวา่ตวัควบคุมบวกของทุกๆตวัอยา่ง จึงเป็นไป

ไดว้่าการจ าลองสภาวะการใชง้านจริงถุงบรรจุโลหิตที่ท  าจากวสัดุพอลิเมอร์ชนิด PVC ที่มีสารเติม

แต่ง DEHP (di (2-ethylhexyl) phthalate) มีความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรมในระดบัต ่าๆ หรืออาจไม่
เป็นเป็นพษิ 

 

 

 

รูปที่ 4. 9 ลกัษณะการเกิด Mononucleus (Mono), Binucleus (BN), Micronucleus (MN), Trinucleus 
(Tri) และ Multinucleus (Multi) จากการทดสอบผลความเป็นพิษต่อพนัธุกรรมของถุงบรรจุโลหิต
แบบชนิด 4 ถุงจากแหล่งผลิตของประเทศเวียดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น ในรูปแบบการจ าลองสภาวะ
การใชง้านจริง       
    
        
 
                                                                                                                                                                                                  

Multi BN 

MN 

Mono 

Tri 
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ตารางที่ 4. 5 สรุปผลการทดสอบ Micronucleus test ของตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตจากแหล่งผลิตของ
ประเทศเวียดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น โดยตวัอกัษร (a, b, c) ที่แตกต่างกนัในแต่ละชุดขอ้มูลหมายถึง 
มีความแตกต่างกนัอยา่งมีนยัส าคญั (P<0.05) (จ  านวน 3 ซ ้ า) 

Condition NDI % MN/1000 BN cells Fold 

platelet 3 
day 

storage 

Negative 1.602 3.530±1.187ab 1.000 

Positive 1.756 8.959±0.635c 2.538 

Vietnam 1.758 6.179±1.283bc 1.751 

India 1.789 2.278±0.495a 0.645 

Japan 1.692 1.537±0.526a 0.435 

platelet 5 
day 

storage 

Negative 1.508 2.846±0.403b 1.000 

Positive 1.678 7.219±1.332c 2.537 

Vietnam 1.650 0.874±0.641a 0.307 

India 1.576 1.643±0.338ab 0.577 

Japan 1.679 1.796±0.542ab 0.631 

RBC 30 
day 

storage 

Negative 1.681 3.038±0.589b 1.000 

Positive 1.635 6.679±0.476d 2.198 

Vietnam 1.801 4.102±0.117c 1.350 

India 1.753 1.536±0.790a 0.506 

Japan 1.747 1.703±0.325a 0.561 

RBC 42 
day 

storage 

Negative 1.816 2.656±1.997a 1.000 

Positive 1.738 6.296±1.556b 2.370 

Vietnam 1.781 0.948±0.791a 0.357 

India 1.726 1.985±0.087a 0.747 

Japan 1.753 1.685±0.087a 0.634 
 



 

บทที ่5  
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
5.1.1 การศึกษาความเป็นพิษที่มีผลต่อความมีชีวิตของเซลล์ L929 ของวสัดุตวัอย่างถุง

บรรจุโลหิตของบริษทัหน่ึงที่มีแหล่งการผลิตในประเทศเวียดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น เป็นถุงบรรจุ
โลหิตแบบชนิดที่มี 4 ถุง (Quadruple Blood Bag) ท าจากวสัดุพอลิเมอร์ชนิด PVC ที่มีสารเติมแต่ง 
DEHP ดว้ยวิธี agar diffusion, direct contact และ MEM elution พบว่า ตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตมี
ความเป็นพิษอยู่ที่ระดับ 1 (พิษน้อยมาก) ในการทดสอบแบบ agar diffusion ซ่ึงเซลล์บางส่วน
ภายใตช้ิ้นตวัอยา่งเกิดความเสียหาย และมีความเป็นพษิอยูท่ี่ระดบั 2 (พษินอ้ย) ในการทดสอบแบบ 
direct contact เซลล์ภายใตช้ิ้นวสัดุเกิดความเสียหาย และการทดสอบแบบ MEM elution พบสาร
สกดัจากวสัดุถุงบรรจุโลหิต มีความเป็นพษิอยูท่ี่ระดบั 1 (พษินอ้ยมาก) เม่ือเทียบกบัตวัควบคุมบวก 
ของ Zinc acetate ที่พบความเป็นพิษระดบั 4 (พษิมาก) ดงันั้นจากผลการทดสอบ acute toxicity ใน
ทั้ง 3 วิธีสามารถระบุไดว้่าตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตจากทั้ง 3 แหล่งผลิตมีความปลอดภยัทางชีววทิยา
ตามมาตรฐาน ISO 10993-5 หรือ มอก.1298-2555 

5.1.2 การศึกษาผลความเป็นพษิของถุงบรรจุโลหิต ในรูปแบบการจ าลองสภาวะการใชง้าน
จริง โดยใช้อาหารเล้ียงเซลล์ซ่ึงเป็นตวัแทนของโลหิตผ่านเขา้ไปในระบบของการใช้งาน แล้ว
ตรวจสอบความเป็นพิษด้วยการวดัความมีชีวิตของเซลล์ L929 หลงัจากที่ไดส้ัมผสัตวัอยา่ง ตาม
อตัราที่สามารถถูกเจือจางดว้ยระบบไหลเวียนโลหิตภายในร่างกาย พบวา่ค่าความมีชีวติของเซลล์ที่
สัมผสัสารที่มีการเจือจางที่ 1:5 เท่า และ 1:10 เท่าของสารจากถุงบรรจุเกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ด
เลือดแดง ให้ค่าความมีชีวิตของเซลล์ที่มากกว่า 70% และวิธี colony forming assay เซลล์เม่ือน ามา
สมัผสัสารสกดัจากถุงเป็นคร้ังที่ 1 และคร้ังที่ 2 ต่อเน่ืองกนัยงัคง %Plating efficiency ที่มากวา่ 70% 
ซ่ึงสอดคลอ้งกบัมาตรฐาน ISO 10993-5 ที่ก  าหนดวา่สารทดสอบไม่มีความเป็นพษิต่อเซลลเ์ม่ือมีค่า 
% Plating efficiency ของการทดสอบที่มากกว่า 70% เม่ือเทียบกบัตวัควบคุม ในการทดสอบแบบ 
Colony forming assay 

5.1.3 การศึกษาผลความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรมของถุงบรรจุโลหิตจากสภาวะจ าลองการ

ใชง้านจริง ดว้ยวิธี micronuclei assay พบว่าสารทดสอบจากถุงบรรจุเกล็ดเลือดและถุงบรรจุเม็ด

เลือดแดงที่ระดับการเจือจาง 1:10 เท่า มีค่า % MN/1000 BN cells และ Fold ของการเกิด 
micronucleus ที่น้อยกว่าตวัควบคุมบวกที่เป็น colchicine ซ่ึงแสดงระดบัความเป็นพิษในระดับที่

ค่อนขา้งน้อย แสดงถึงการจ าลองสภาวะการใชง้านจริงถุงบรรจุโลหิตที่ท  าจากวสัดุพอลิเมอร์ชนิด 
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PVC ที่มีสารเติมแต่ง DEHP (di (2-ethylhexyl) phthalate) มีความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรมในระดบั

ต ่าๆ หรืออาจไม่เป็นเป็นพษิ 

5.1.4 ความเป็นพิษของถุงบรรจุโลหิตจากแหล่งผลิตประเทศเวียดนาม อินเดีย และญี่ปุ่ น 

แสดงระดบัความเป็นพษิที่แตกต่างกนั โดยตวัอยา่งถุงบรรจุโลหิตจากประเทศเวียดนามแสดงความ
เป็นพิษมากที่สุด สังเกตไดจ้ากลกัษณะสัณฐานของเซลลท์ี่มีการหดกลม เม่ือไดส้ัมผสักบัตวัอยา่ง

ทดสอบ และทั้งน้ียงัมีความถ่ีในการเกิด micronuclei มากกวา่ตวัอยา่งที่ผลิตจากประเทศอินเดียและ

ญี่ปุ่ น แต่ระดบัความเป็นพษิที่ปรากฏน้ีอยูใ่นระดบัความปลอดภยัที่ยอมรับให้มีการใชง้านได ้ตาม
มาตรฐาน ISO 10993-5 

 
5.2 ข้อเสนอแนะ 

5.2.1 อุณหภูมิของวุน้ที่ใชศ้ึกษาความเป็นพิษแบบเฉียบพลนัดว้ยวิธี agar diffusion และ
น ้ าหนักวุน้เป็นปัญหาในการศึกษาได ้จึงควรยอ้มเซลล์ที่ศึกษาดว้ย neutral red ก่อนเททบัดว้ยวุน้ 
เพือ่ประเมินความมีชีวติในเบื้องตน้จากเทคนิคได ้

5.2.2 ผลของการศึกษาความเป็นพิษจากการจ าลองสภาวะการใช้งานจริงของถุงบรรจุ
โลหิต ที่มีต่อค่าความมีชีวติของเซลล ์L 929 เป็นเพยีงการใชอ้าหารเล้ียงเซลล์จ  าลองเป็นโลหิตรวม 
อาจจะแสดงผลความเป็นพษิที่ไม่ชดัเจน และอาจทดสอบกบัโลหิตแทน  

5.2.3 การศึกษาความเป็นพิษแบบก่ึงเร้ือรัง-เร้ือรัง ดว้ยวิธี colony forming assay ซ่ึงตอ้งมี
การศึกษาต่อในสภาวะที่มีการสมัผสักบัสารคร้ังที่ 2 จ  าตอ้งมีการถ่ายเล้ียงเซลลไ์ปศึกษาต่อ จึงยอ้ม
โคโลนีในการท า colony forming assay ในคร้ังแรกดว้ย neutral red เพื่อคงความมีชีวิตของเซลล์ 
และตอ้งตรวจนบัจ านวนโคโลนีอยา่งรวดเร็ว รวมทั้งการท า trysinization ถ่ายเล้ียงเซลลก์็ตอ้งไม่ท า
ใหเ้ซลลบ์าดเจบ็ 
 5.2.4 การประเมินความเป็นพษิต่อสารพนัธุกรรมดว้ยวธีิ micronuclei assay เป็นการดูความ
เสียหายของสารพนัธุกรรมที่ส่งต่อไปยงัรุ่นถดัไป เพือ่ใหง่้ายต่อการศึกษาผลที่เกิดขึ้นจึงศึกษาเซลล์
เพาะเล้ียงบนแผ่น cover slip ซ่ึงสภาวะการศึกษาตอ้งแน่ใจว่าเซลลมี์การแบ่งตวัเขา้สู่วฏัจกัรเซลล์  
และสารทดสอบไม่ก่อผลเป็นพิษต่อความมีชีวิตของเซลล์ จึงควรใชค้วามเขม้ขน้สารทดสอบใน
ระดบัที่ไม่เป็นพษิต่อเซลล ์และมีการยอ้มเซลลท์ี่ดี ซ่ึงใช ้0.0075 M KCl ในการท าให้เซลล์เต่งและ
ตรึงเซลล์ด้วย Fixative ( acetic acid : methanol, 3:1) ในสภาวะเย็นนาน 10 นาที ทิ้งไวใ้ห้แห้ง 
จากนั้นยอ้มด้วย 10% Giemsa จะท าให้เห็นนิวเคลียสได้ชัดเจนในการวิเคราะห์ binucleated cell 
และ micronucleus 
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 5.2.5 การประเมินความเป็นพิษทางชีวภาพของถุงบรรจุโลหิต ควรมีการประเมินด้วยวิธี 
agar diffusion direct contact และ MEM elusion เป็นอยา่งนอ้ย ซ่ึงเป็นวธีิตามมาตรฐาน ISO 10993-
5 อยา่งไรก็ตาม เพื่อให้ไดข้อ้มูลความเป็นพิษที่ครบถว้น ควรท าการตรวจสอบตามวิธีต่างๆที่ไดมี้
การท าดงัวทิยานิพนธน้ี์ 
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