
Laboratory 3. 
Basic Hematologic Laboratory 

ปฏิบตัิการ 
 RBC and platelet differentiation  
วัตถุประสงค 
 เมื่อนิสิตผานการฝกปฏิบัติการนี้แลว นิสิตมคีวามสามารถดังนี ้

1. อธิบายลักษณะรูปรางของเม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือดทีป่กติได 
2. อธิบาย terminology และลักษณะซึ่งแสดงความผิดปกตขิองเม็ดเลือดแดงและเกล็ด

เลือดในภาวะโรคตาง ๆ ไดพอสังเขป 
วิธีการปฏิบัต ิ

1. ดู Demonstration 
- เม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือดระยะตาง ๆ  
- ลักษณะรูปรางของเม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือดที่ปกติและผิดปกต ิ
- ลักษณะของเสมียรเลือดที่พบในภาวะโรคตาง ๆ  

2. ฝกปฏิบัติ 
- ดูลักษณะรูปรางของเม็ดเลือดแดง เกล็ดเลอืด และการวนิิจฉัยโรคจากแผน

สไลดที่แจกให   
3. ศึกษา glass slide จากสไลดที่แจกใหในภาวะโรคตาง ๆ  

 Normochromic normocytic RBC 
 Iron deficiency anemia 
 Thalassemia and hemoglobinopathy 

- Thalassemia trait (β หรือ α1) 
- Homozygous E 
- Hb.H disease 
- β thal / Hb.E 
- β thal / Hb.E หลังตัดมาม 

 Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) 
 G-6-PD deficiency 
 
 
 



 2

การตรวจเสมียรเลือด 
 

สเมียรเลือดที่เตรียมไดจะถูกแบงออกเปนสวน ๆ ดังนี ้
     Tail    Standard area  Head 

 
 
 

                              Edge 
Head : เปนสวนของสเมียรดานตนหรือโคนของสไลด ที่มีเม็ดเลือดแดงหนาแนนมาก 

 จะพบเซลลที่มีขนาดเล็ก เชน Lymphocyte จํานวนมากไมเหมาะในการตรวจ (รูปที1่) 

 
 

Standard area หรือ body :   เปนสวนของสเมียรที่เม็ดเลอืดแดงกระจายตัวดี ซอนทบักันไมเกิน 2             
เซลล เม็ดเลือดแดงมีชองวางตรงกลาง (Central pallor) ซ่ึงเปนบริเวณที่เหมาะในการตรวจ (รูปที่2) 

 
 
 
 
 
 

รูปที่1 

รูปที่2 
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Tail :   เปนสวนปลายของสเมียรที่ RBC กระจายตวัหางกัน  เม็ดเลือดแดงจะแบนและขนาดใหญ
กวาความจริง ติดสีทึบ พบเซลลที่มีขนาดใหญ เชน Monocyte จํานวนมาก ไมเหมาะในการตรวจ 

(รูปที่3) 

 
 

Note: สําหรับสวน Edge   เปนสวนขอบดานขางของสเมียร ที่มีเม็ดเลอืดขาวบางชนดิ เชน 
monocyte มาอยูเปนปริมาณมาก ไมเหมาะในการตรวจ 
 

Red Blood Cell Morphology 
 
 การตรวจดูลักษณะรูปรางของเม็ดเลือดแดง ควรตรวจดดูวย low power field (10 X) เพื่อดู
การติดสี การกระจายตัวของเม็ดเลือดแดง และเพื่อตรวจหาบริเวณมาตรฐาน (standard area) ซ่ึงเปน
สวนของสเมียรที่เม็ดเลือดแดงกระจายตวัดีไมซอนทับกนั (ถาซอนทับกันก็ไมเกิน 2 เซลล) และเมด็
เลือดแดงมีชองวางตรงกลาง (central pallor) ซ่ึงเปนบริเวณที่เหมาะในการตรวจดเูมด็เลือดแดง เมด็
เลือดขาวและเกล็ดเลือด 
 เม็ดเลือดแดงจะมีการเปลี่ยนแปลงรูปราง ขนาด และการติดสีตามพยาธสิภาพของผูปวย ซ่ึง
อาจแบงความผิดปกติไดดังนี้คือ 

1. ความผิดปกตใินขนาด (Variation is size หรือ Anisocytosis) 
2. ความผิดปกตใินรูปราง (Variation is shape หรือ poikilocytosis) 
3. ความผิดปกตใินการติดสี (Variation in staining) 
4. การมีช้ินสวนอยูภายในเซลล (Inclusion) 
5. ความผิดปกตใินการกระจายตัวของเม็ดเลือดแดง (Variation in RBC distribution) 

 
 
 
 

รูปที่3 
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การแยกชนดิของเม็ดเลือดแดงใน  Normoblastic Series 
 
ชนิดของเซลล/ลักษณะ

รูปราง 
ขนาด

เสนผาศูน
ยกลาง 
(µm) 

Nucleus Cytoplasm 

  Nucleoli Chromatin รูปราง ปริมาณ การติดสี Granule 
Pronormoblast 

 
 

20-25 1-4 หนาและ
หยาบ 

กลมหรือรูป
ไข 

นอย สีน้ําเงินเขม - 

Basophilic normoblast 

 

16-18 0-1 หยาบมากขึ้น กลมหรือรูป
ไข 

นอย สีน้ําเงินเขม
จัด 

- 

Polychromatic 
normoblast 

 

9-12 - หยาบมากขึ้น
เห็นเปนปน 
ๆ 

กลมหรือรูป
ไข 

มีปาน
กลาง 

สีมวง - 

Orthochromatic 
normoblast 

 

7-10 - หยาบมาก
และอัดกัน
แนน 

กลมหรือรูป
ไข มักจะอยู
คอนไปดาน
ใดดานหนึ่ง
ของเซลล 

มีมาก สีชมพู - 

Polychromasia 

 
 

8-10 - - - มีมาก  สีมวง - 

Mature RBC 
 

 

7 - - - มีมาก สีชมพู ตรง
กลางเซลล
ไมติดสี 
(Central 
pallor) 

- 

RBC Morphology 
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Terminology Description Associated disease  

Normal RBC 

 

ขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 7-8.5 µm. 
(เทากับนวิเคลยีสของ small lymphocyte) ติด
สีชมพูเขมตรงขอบ แลวคอย ๆ จางเขามาใน
เซลล ตรงกลางเซลลไมติดสีเห็นเปนชองวาง
ขาว (Central pallor) ประมาณ 1/3 ของ
เสนผาศูนยกลาง 

Normal 

Macrocyte 

 

ขนาดเสนผาศนูยกลาง >8.5 µm. (มากกวา
นิวเคลียสของ small lymphocyte) 

Hemolytic anemia, 
Hyperthyroidism, acute 
blood loss, erythroblastic 
fetalis, megaloblastic 
anemia 

Microcyte 

 
 

ขนาดเสนผาศนูยกลาง <6 µm. (นอยกวา
นิวเคลียสของ small lymphocyte) 

Iron deficiency anemia, 
thalassemia, sideroblastic 
anemia 

Schistocyte (Fragmented, 
helmet cell) 

 

เศษเซลลที่แตกออกมา ขนาดเล็กรูปรางไม
แนนอน 

DIC, microangiopathic 
hemolytic anemia, 
hemolytic anemia, heart-
valve hemolysis, severe 
burn, glomerulonephritis, 
thalassemia 
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Terminology Description Associated disease  
Ovalocyte (Elliptocyte) 

 

รูปรี รูปไข Iron deficiency anemia, 
thalassemia, megaloblastic 
anemia, myelophthisic 
anemia, hereditary 
ovalocytosis (ovalocyte > 
25%) 

Tear drop (Dacreocyte) 

 
 

รูปหยดน้ําตา Myelofibrosis with 
myeloid metaplasia, 
thalassemia, myelophthisic 
anemia 

Hypochromic microcytic 
red cell 

 
 

เม็ดเลือดแดงมีขนาดเล็ก และติดสีซีดกวา
ปกต ิ

Iron deficiency anemia, 
Thalassemia 

Spherocyte 

 

ขนาดเล็กกวาปกติ รูปรางกลมปอง ติดสีเขม
ทึบทั้งเซลล 

Hereditary spherocytosis, 
hemolytic anemia, AIHA, 
post transfusion, water 
dilution hemolysis, 
fragmentation hemolysis, 
severe burn thalassemia,  
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Terminology Description Associated disease  
Defected spherocyte  
(Bite cell) 

 
 

Spherocyte ที่เซลลบกพรอง (ขาด แหวง) ไป G6-PD deficiency 
anemia, thalassemia 

Eccentrocyte (RBC with 
contracted hemoglobin) 

 

RBC ที่ Hb. หดตัวรวมกันอยูดานหนึ่ง G6-PD deficiency, 
thalassemia 

RBC with Hb. Leakage 

 
 

RBC ที่ Hb. กําลังแตกออกไป G6-PD deficiency 

Burr cell 

 

หนามสั้นทู จํานวน 2-6 อัน  Thalassemia, uremia, 
bleeding peptic ulcer, 
cancer of stomach, 
new born with liver 
disease 
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Terminology Description Associated disease  
Acanthocyte (Spur cell) 

 
 
 

หนามแหลมยาวไมเทากันจํานวน 2-5 อัน Congenital 
acanthocytosis, 
alcoholic cirrhosis, 
abetalipoproteinemia, 
Post splenectomy, fat 
malabsorption 

Crenated cell 

 
 

หนามแหลมเล็กอยูรอบเซลลสม่ําเสมอ 
จํานวน 10-30 อัน มักเกดิจาก artifact ไม
รายงาน 

- สวนใหญเกิดจาก RBC 
เหี่ยว เปน artifact 
- Renal insufficiency 
- Liver disease 
-  Severe hemolysis 
- Severe burn 

Stomatocyte 

 
 

ตรงกลางเซลลเปนชองวางคลายรูปปาก Spherocytosis, 
hereditary 
stomatocytosis, 
alcoholic cirrhosis, 
obstructive liver 
disease, erythrocyte 
sodium pump defect 

Sickle cell (Drepanocyte) 

 
 

โคงคลายเคียวหรือเสี้ยวพระจันทร Hb S homozygote, 
sickle cell anemia 

Hypochromia 

 

ชองวางตรงกลางมากกวา 1/3 ของ
เสนผาศูนยกลางของ RBC หรือติดสีจางกวา
ปกต ิ
 

Iron deficiency 
anemia, Thalassemia, 
pyridoxine responsive 
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Terminology Description Associated disease  
Target cell (Codocyte, 
leptocyte) 

 

ติดสีที่ขอบและตรงกลางเซลล คลายเปา Iron deficiency 
anemia, Thalassemia, 
obstruction liver 
disease, post 
splenectomy state, 
renal disease 

Polychromasia 

 

เม็ดเลือดแดงขนาดใหญ ติดสีมวง Hemolytic anemia 

Basophilic stippling 

 
 

จุดเล็กขนาดไมเทากันติดสนี้ําเงินกระจายอยู
อยางสม่ําเสมอทั่วเซลล 

Hemolytic anemia, 
lead poisoning, 
thalassemia 

Howell – Jolly bodies 

 
 

จุดกลมติดสีมวงแดง 
ขนาด 1 µm. 
พบ 1-2 เม็ด 

Hemolytic anemia, 
megaloblastic anemia, 
Post splenectomy 

Cabot’ s ring 

 

เสนบาง ๆ ติดสีมวงแดงเปนรูปเลข 8 หรือ
เปนวง 
 
 
 
 

Sever anemia, 
dyserythropoiesis 
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Terminology Description Associated disease  
Pappenheimer bodies 

 

จุดกลมขนาดเล็กมากติดสีน้าํเงิน พบ 1-4 
เม็ด 
 
 
 

Sideroblastic anemia 

Rouleaux formation 

 
 

เรียงซอนกันเหมือนเหรยีญบาท 
 
 
 

Multiple myeloma, 
macroglobulinemia 

Autoagglutination 

 

RBC เกาะกลุมกันเองเปนกอนไมมี Standard 
area สําหรับ differential WBC รายงาน RBC 
with autoagglutination 
 
 
 

AIHA 

 
 

Platelet   morphology 
1. Megakaryoblast 
    Size:   - ขนาดเสนผาศูนยกลาง  20-50 ไมครอน (µm) 
   Cytoplasm: - ติดสีน้ําเงิน, มี pseudopods ชัดเจน, พบ granules 
    Nucleus- มี nucleus เดียวและ กลม, chromatin ละเอียด, พบ nucleoli ไดหลายอัน 

 

 
Megakaryoblast 
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2. Promegakaryocyte 
 Size:  - ขนาดเสนผาศูนยกลาง 20-50 ไมครอน 

Cytoplasm:  - ติดสีน้ําเงินจางลง, มี pseudopods, พบ granules, สราง platelets ได 
Nucleus:  - พบ2-4 lobes, chromatin หยาบขึ้น, พบ nucleoli หลงเหลืออยูบาง 

 
                                                              Promegakaryocyte 
 
3. Megakaryocyte 
 Size:   - ขนาดเสนผาศูนยกลาง  30-300 ไมครอน 

Cytoplasm:  - ติดสีน้ําเงินจางลง, มี pseudopods, พบ granules มาก, สราง platelets ไดเกือบ  
                       รอบ cell 
Nucleus: -พบ 4, 8, 16, 32, 64 lobes, chromatin หยาบจบัตัวกัน 

 
Megakaryocyte 

 
4. Platelet 

Size:-  ขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 - 4 ไมครอน 
Cytoplasm: - ติดสีน้ําเงินจางใส, มี granules ตรงกลาง 

  Nucleus:-  ไมมี 

  Platelet 



 12

ลักษณะของสเมียรท่ีชวยในการวินิจฉัยโรค 
1. Iron deficiency anemia 

สเมียรเลือดพบ hypochromia 1+ ถึง 3+  พบ anisocytosis และ poikilocytosis 1+ ถึง 2+ 
(hypochromic microcytic anemia)  มี target cell จํานวนนอย มักไมมี spherocyte ไมมี 
basophilic stripping ไมมี polychromasia ยกเวนในรายทีม่ีเลือดออกตอเนื่องและไดรับการ
รักษา อาจพบ nucleated red cell (NRC) ไดจํานวนเล็กนอย ในกรณีที่มีเลือดออกจากแผล
ในกระเพาะขนาดใหญ อาจพบมี NRC มากถึง 30/100 WBC ได 

 
2. Thalassemia trait (α1, β) 

สเมียรเลือดพบ hypochromia เล็กนอย พบ anisocytosis, poikilocytosis, target cell บาง
เล็กนอย มกัไมพบ spherocyte 

 
3. Homozygous Hb E (EE) 

สเมียรเลือดพบ target cell จาํนวนมาก (มกัพบมากกวา 50%) ไมมี hypochromia และ 
anisocytosis ชัดเจน ในบางรายพบ spherocyte เล็กนอย อาจพบ hypochromia และ 
anisocytosis ไดชัดเจนหากมภีาวะ iron deficiency anemia รวมดวย 

Homozygous Hb E (EE) 
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4. Hb H disease 

สเมียรเลือดพบ hypochromia  1+ ถึง 2+ พบ anisocytosis และ poikilocytosis 1+ ถึง 3+ 
พบ polychromasia (ชัดเจนมากขึ้นเมื่อมีภาวะวิกฤตจากเม็ดเลือดแตก), target cell, 
spherocyte, burr cell, schistocyte, basophilic stripping 
Hb H disease จะใหผลบวกกับ inclusion body test 
 

 
 
 

5. β thal/Hb E (βE) 
สเมียรเลือดพบ hypochromia 2+ ถึง 3+  พบ anisocytosis และ poikilocytosis 2+ ถึง 3+ 
พบ microcyte, target cell, burr cell, fragmented RBC, basophilic stripping, spherocyte 
พบ NRC ไดเล็กนอย กรณทีี่ไดรับการตัดมามแลวจะพบ NRC ไดจํานวนมาก 
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6. Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) 
สเมียรเลือดพบ spherocyte  มาก  ไมมี hypochromia มี anisocytosis 2+ ถึง 3+ (มากกวา 
hereditary spherocytosis) มี polychromasia พบ NRC เล็กนอยจนถึงมาก ไมมี burr cell, 
schistocyte (หากพบควรนกึถึง SLE) พบ autoagglutination ในบางราย 
 

 
 

7. G-6-PD deficiency 
สเมียรเลือดจะพบลักษณะการเปลี่ยนแปลงของเม็ดเลือดแดงในขณะที่มี acute hemolysis 
เทานั้น คือ พบ anisocytosis 1+ ถึง 2+  ไมมี hypochromia, พบ NRC จากเล็กนอยจนถึง
มาก มี basophilic stripping, crenated cells, burr cell, schistocyte, spherocyte, 
eccentrocyte, RBC with Hb leakage  
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Laboratory 4. 
Basic Hematologic Laboratory 

 
ปฏิบตัิการ 
 WBC  differentiation  
วัตถุประสงค 
 เมื่อนิสิตผานการฝกปฏิบัติการนี้แลว นิสิตมคีวามสามารถดังนี ้

1. แยกชนิดของเม็ดเลือดขาวแตละชนิดในระยะตางๆ ได 
2. แยกเม็ดเลือดขาวปกติ ออกจากเม็ดเลือดขาวผิดปกติได 
3. อธิบายลักษณะของเม็ดเลือดขาวที่ผิดปกตชินิดตาง ๆ ได 

วิธีการปฏิบัต ิ
1. ดู Demonstration 

- Granulocytic series 
- Agranulocytic series 
- Leukemia 
- Abnormal white blood cell 

2. ฝกปฏิบัติ 
                           -   ดูชนิดของ WBC ในระยะตางๆ จาก Slide ที่แจกให 
 

เม็ดเลือดขาว (leukocytes) 
เม็ดเลือดขาวแบงออกเปน 2 พวกใหญ ๆ คือ 

1. Granulocytic series หรือ Polymorphonuclear leukocytes 
2. Agranulocytic series หรือ Mononuclear leukocytes 

 
1.  Granulocytes (granulo = granular + cyte = cell) 

เปนเม็ดเลือดขาวที่มีแกรนูลเฉพาะ (specific granules) สามารถใชในการบอกแยกชนดิเม็ด
เลือดขาวออกจากกนัได โดยในระยะตัวแกเม็ดเลือดขาวกลุมนี้จะมี cytoplasm ติดสีชมพูและมี 
nucleus หลายกอน (lobes) แตกตางกันที่ลักษณะการตดิสีของแกรนูล 
 Neutrophil  :  แกรนูลเม็ดเลก็ละเอียด ติดสีชมพูมวง 
 Eosinophil  :  แกรนูลเม็ดใหญขนาดเทา ๆ กัน ติดสีสม-แดง 
 Basophil     :  แกรนูลขนาดเล็กบางใหญบาง ไมเทากัน ติดสีมวงอมดํา 
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2.  Agranulocytes (agranulo = non granular + cyte = cell) 

เปนเม็ดเลือดขาวที่ไมมีแกรนูลเฉพาะแตอาจพบ azurophilic granules ได เม็ดเลือดขาวพวก
นี้มีนิวเคลียสกอนเดียว cytoplasm ติดสีฟา แตกตางกันที ่chromatin และการติดสีของ cytoplasm 

 
Lymphocyte :  Nucleus รูปกลม รูปไขหรือรูปไต chromatin หยาบเปนปน (dense   
chromatin) cytoplasm ติดสีฟาออนและใส แบงตามขนาดไดเปน 2 ชนิด คือ 

1. Small lymphocyte 
- ขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 6-9 µm. 
- Cytoplasm มีปริมาณนอย 
- อาจพบหรือไมพบ azurophilic granules 
2. Large lymphocyte 
- ขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 17-30 µm. 
- Cytoplasm มีปริมาณมาก 
- มักพบ azurophilic granules 
 

       Monocyte : 
- ขนาดเสนผาศนูยกลางประมาณ 14-20 µm. จนถึง 30-40 µm. ประมาณ 2-6 

เทา ของเม็ดเลอืดแดง 
- Nucleus รูปรางคลายคลื่นสมอง หรือคลายรูปไต หรือรูปเกือกมา 
- Chromatin หลวม (loose chromatin) 
- Cytoplasm มีปริมาณมาก ตดิสีฟาปนเทา 
- อาจพบ azurophilic granules ได 
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คุณสมบัตขิอง granulocyte ระยะตาง ๆ 
 

Stage 
 

 My
elo

bla
st 

Pro
my

elo
cyt

e 

My
elo

cyt
e 

Me
tam

yel
ocy

te 

Ba
nd

 fo
rm

 

Seg
me

nte
d 

Morphology 

    
Cytoplasmic basophilia +++ ++ - - - - 

Azurophilic granules +/- +++ ++ ++ ++ ++ 

Specific granules - - +++ ++ ++ ++ 

Nucleoli +++ ++ +/- - - - 

Capacity to divide + + + - - - 

Nuclear chromatin Disperse→progressively coarser and more basophilia 

Nuclear size Large→progressively smaller and then indented 

Nuclear shape Mononuclear→indented→segmented 

Cell size Progressively smaller 
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การแยกชนดิของเม็ดเลือดขาวใน Granulocytic Series 
ชนิดของเซลล ลักษณะรูปราง Nucleus Cytoplasm 

  Nucleoli Chromatin รูปราง ปริมาตร การติด
สี 

Granule 

Myeloblast 

 

2-5 รางแห
ละเอียดมาก 

กลมหรือ
รูปไข 

มีนอย สีน้ํา
เงิน 

+/- 

Promyelocyte  

 
 

1-2 รางแห
ละเอียดมาก 

กลมหรือ
รูปไข 

มีปาน
กลาง 

สีน้ํา
เงิน 

10granules 

Myelocyte  

 

- รางแห
ละเอียดแต
หยาบกวา 

Promyelocyte 
เล็กนอย 

รูปไขหรือ
เวาเล็กนอย 

มีปาน
กลาง 

สีชมพู
ปนน้ํา
เงิน 

10&20 
granules 

Metamyelocyte  

 

- รางแหหยาบ เวามากขน
ไมถึงครึ่ง
ของเสนผา

ครึ่ง
นิวเคลียส 

สีชมพู สีชมพู 10&20 
granules 

Band form  

 

- รางแหหยาบ เวาเกิน
ครึ่งหนึ่ง
ของเสนผา
ครึ่งของ 
นิวเคลียส
รูปเกือกมา 

สีชมพู สีชมพู 10&20 
granules 

Segmented 
form 

 

 

- หยาบมาก แยกเปน 
lobe เช่ือม
ดวยเสนใย 
chromatin 
บาง ๆ  

สีชมพู สีชมพู 10&20 
granules 
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การแยกชนดิของเม็ดเลือดขาวใน Monocytic series 
 

ชนิดของ
เซลล 

ลักษณะรูปราง Nucleus Cytoplasm 

  Nucleoli Chromatin รูปราง ปริมาตร การ
ติดส ี

Granule 

Monoblast 

 
 

2-5 รางแห
ละเอียดและ

โปรง 

กลม 
รูปไข 
หรือ
คอด
หยัก 

ปานกลาง สีฟา
ออน 
หรือสี
เทา 

- 

Promonocyte 

 

1-2 รางแห
ละเอียด 

กลม 
รูปไข 
หรือ
คอด
หยัก 

ปานกลาง สีฟา
อม
เทา 

สีน้ําเงินปน
แดง มีมาก 
ขนาดเล็ก
ละเอียด 

Monocyte 

 
 
 

- รางแห
ละเอียด 

ลอน
คลาย
คลื่น
สมอง 

มาก สีฟา
ปน
เทา
หรือสี
น้ํา
เงิน
หมน 

ไมมีหรือมี
สีน้ําเงินปน
แดง ขนาด
เล็กละเอียด 
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การแยกชนดิของเม็ดเลือดขาวใน Lymphocytic series 
ชนิดของ
เซลล 

ลักษณะรูปราง Nucleus Cytoplasm 

  
 
 
 

Nucleoli Chromatin รูปราง ปริมาตร การ
ติดส ี

Granule 

Lymphoblast 

 
 

2-5 
 
 
 
 

หยาบ ปาน
กลาง 

กลม 
หรือรูป
ไข  

นอย สีน้ํา
เงิน 

- 

Prolymphocyte  

 

1 หยาบกวา 
Lymphoblast 
แตยังไม
เนียนเปน
กอนเหมือน 
Lymphocyte 

กลม 
หรือรูป
ไข 

นอย สีน้ํา
เงิน 

- 

Lymphocyte  

 

- เปนกอน
ใหญเกือบ
เต็มเซลล 

กลม
หรือเวา
เล็กนอย 

นอยหรือ
มาก 

สีฟาใส 
หรือสี
น้ําเงิน 

ไมมี หรือมี 
Azurophilic 

granules 
เล็กนอย 
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การแยกชนดิของเม็ดเลือดขาวใน Granulocytic and Agranulocytic series 
ชนิดของ
เซลล 

ลักษณะ
รูปราง 

ขนาดเสน
ผาศูนย 
กลาง 
(um) 

Nucleus Cytoplasm 

   จํานวน 
Lobe 

Chroma
-tin 

รูปราง ปริมาตร การติดสี Granule 

Neutrophil 

 
 

10-15 2-5 หยาบ สวนใหญมี 
2-3 lobes 

มาก สีชมพู ขนาดเล็ก
ละเอียดติดสี
ชมพู 

Eosinophil  

 

12-17 2-3 หยาบ สวนใหญมี 2 
lobes 

มาก สีชมพู ขนาดใหญ
เทา ๆ กัน 
คลายเม็ด
สาคูติดสีสม
แดง 

Basophil  

 

10-14 2-3 หยาบ ถูกปกคลุม
ดวย granules 
มองเห็นได
ไมชัดเจน 

มาก สีชมพู ขนาดเล็ก
ใหญไม
เทากันติดสี
มวงดํา 

Monocyte  

 

14-20, 
30-40 

1 รางแห
ละเอียด 

ลอนคลาย
คลื่นสมอง 

มาก สีฟาปน
เทาหรือสี
น้ําเงิน
หมน 

ไมมีหรือมีสี
น้ําเงินปน
แดง ขนาด
เล็กละเอยีด 

Lymphocyte  

 

6-9, 
17-30 

1 หยาบเปน
กอนใหญ
เกือบเต็ม
เซลล 

กลมหรือเวา
เล็กนอย 

นอยหรือ
มาก 

สีฟาใส 
หรือสีน้ํา
เงิน 

ไมมี หรือมี 
Azurophilic 
granules 
เล็กนอย 

Atypical 
Lymphocyte 

 

 

9-35 1 หยาบเปน
กลุมกอน 
อาจพบ 
mucleoli 

กลม รูปไข 
หรือคอด
หยัก 

คอนขางม
ากอาจพบ 
vacuoles 

สีน้ําเงิน
เขมตาง ๆ 
กัน 

อาจพบ 
Azurophilic 
granules 

Plasma cell  

 

14-20 1 หยาบเปน
ปนคลายซี่
ลอเกวียน 

กลมหรือรูป
ไขอยูคอนไป
ขางใดขาง
หนึ่งของ
เซลล 

มาก สีฟา และ
มีชองวาง
ขาวติดกับ
นิวเคลียส 
(Perinucle
ar  halo) 

ไมมี 
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ความผดิปกติในลักษณะรูปรางของเม็ดเลือดขาว 
ลักษณะรูปราง ลักษณะเซลล ภาวะที่พบ การรายงาน 

Toxic granules 

 

พบ granules ขนาดใหญ 
หยาบ ติดสีมวงเขมกวาปกติ
ใน segmented และ band 
form ของ neutrophil ซ่ึง 
granules นี้คือ azurophilic 
granules ที่ผิดปกต ิ

Acute infection, 
serious burn, drug 
poisoning 

Seen 

Vacuolization 

 

พบชองวางใน neutrophil 
มักพบรวมกับ toxic 
granules 

Septicemia Seen 

Hypersegmented 
neutrophil 

 

Neutrophil มี lobe มากกวา 
5 lobe 

Megaloblastic 
anemia, chronic 
infection, 
hereditary 
hypersegmented 
neutrophil 

นับรวมกับ 
segmented 
neutrophil  

Dohle bodies 

 

เม็ดกลมรูปไข ขนาด 1-4 
µm. ติดสีฟา-เทา อาจมี
มากกวา 1 เม็ด พบใน 
neutrophil 

พบใน infection,  
Severe burns, post 
chemotherapy, 
malignant disease 

Seen 

Auer rod 

 

แทงบาง ๆ ยาว 1-6  µm. ติด
สีแดงพบใน myeloblast, 
promyelocyte และ 
monoblast ใน leukemia 
เทานั้น 

ชวยแยก Acute non 
lymphoblastic 
leukemia (ANLL) 
หรือ AML ออกจาก 
Acute lymphoblastic 
leukemia เนื่องจาก 
Auer rod พบเฉพาะ
ใน ANLL 

- 
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ลักษณะของสเมียรเลือดท่ีชวยในการวินิจฉยัโรค 
 
1. Megaloblastic anemia 
    สเมียรเลือดพบเม็ดเลือดขาวต่ํา และ/หรือ เกร็ดเลือดต่าํ ใน
บางรายพบ hypochromia มี anisocytosis 1+ ถึง 2+, 
poikilocytosis 1+ ถึง 2+,  macrocyte, macroovalocyte พบ 
hypersegmented neutrophil ในบางรายอาจพบ NRC ไดบาง
จํานวนไมมาก 

 

 
2. ไขเลือดออก (acute hemorrhagic fever) 
     สเมียรเลือดพบมีภาวะเลือดขน เกล็ดเลือดต่ําจากนอยถึง
มาก บางรายมเีกล็ดเลือดปกติ (นอยราย) จาํนวนเม็ดเลือดขาว
ปกติ หรือต่ําเล็กนอย (นอยกวา 2,000 /ลบ.มม. พบนอยมาก) 
ไมคอยพบ leukocytosis พบ atypical lymphocyte ไดเพิ่มขึ้น 
นอกจากในรายที่มีเลือดออกรุนแรง หรือในรายพรอง G-6-PD 
เทานั้น 

 

 

3. Infectious   mononucleosis 
    สเมียรเลือดพบจํานวนเมด็เลือดขาวสัปดาหแรกมกัปกติ 
(อาจม ีleukopenia) จํานวนเม็ดเลือดขาวสงูขึ้นในปลาย
สัปดาหที่ 1 อยูระหวาง 10,000 ถึง 20,000 เซลล/ลบ.มม. ไม
คอยพบจํานวนเกิน 30,000/ลบ.มม. พบ absolute 
lymphocytosis โดยมีlymphocyte เกิน 60% และมี atypical  
lymphocyte มากกวา 15% บางรายพบเกล็ดเลือดต่ําหรือ 
hemolytic anemia รวมดวย 

 

 

4.  Chronic lymphocytic leukemia (CLL) 
      สเมียรเลือด พบม ีleukocytosis (10,000-400,000 เซลล/
ลบ.มม.) มี absolute lymphocytosis สวนใหญเปน 
lymphocyte ขนาดเล็ก ๆ อาจพบ prolymphocyte หรือ 
lymphoblast เปอรเซ็นตต่ํา ๆ พบตัวออนของ neutrophil 
series ไดบาง เกล็ดเลือดต่ําในระยะทายของโรค บางรายมี 
evidence ของ autoimmune hemolytic anemia พบ 
autoagglutination 
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5. Chronic myeloid leukemia (CML) 
    สเมียรเลือดพบมี leukocytosis มักพบระหวาง 100,000 ถึง 
400,000/ลบ.มม. (100-400 x109/L) พบชนิดเม็ดเลือดขาว
ตั้งแต myeloblast จนถึง neutrophils มี myeloblast กับ 
promyelocyte นอยกวา 10% พบมี eosinophilia และ 
basophilia ไดบอย พบ NRC เล็กนอย สวนใหญจํานวนเกล็ด
เลือดปกติหรือสูง มีนอยรายที่เกล็ดเลือดต่าํ 
 

 

 

6. Acute leukemia 
    สเมียรเลือดพบมี Leukocytosis (พบไดบอยกวา) บางรายมี
จํานวนเม็ดเลอืดขาวปกติ หรือต่ํากวาปกต ิ  พบ blast cell 
(จากไมกี่เซลลจนถึง 90-100%) ไมมี hypochromia บางราย
อาจพบ anisocytosis, poikilocytosis, burr cell, schistocyte 
(โดยเฉพาะในราย APL) 
 
 

 

 

7. Aplastic anemia 
    เสมียรเลือดไมมี hypochromia แตม ีpancytopenia และ 
relative lymphocytosis ไมมีหลักฐานของเม็ดเลือดแดงแตก 
(hemolysis) 
 
 
 
 

 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

ALL 
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Laboratory 5. 
Basic Hematologic Laboratory 

 
ปฏิบตัิการ 
 Blood smear examination 
วัตถุประสงค 
 เมื่อนิสิตผานการฝกปฏิบัติการนี้แลว นิสิตมคีวามสามารถดังนี ้

1. นับแยกจํานวนเม็ดเลือดขาวและรายงานผลได 
2. รายงานลักษณะและประมาณจํานวนเกล็ดเลือดจากสเมียรเลือดได 
3. รายงานลักษณะของเม็ดเลือดแดงได 

วิธีการปฏิบัต ิ
1. ฝกปฏิบัติ 
  นับแยกชนิดของWBC, รายงานลักษณะของ RBC, และรายงานลักษณะรวมทั้ง
ประมาณจํานวนเกล็ดเลือดจากจาก Slide ของตนเองและที่แจกให 

 
การนับแยกชนิดของเม็ดเลือดขาว 

(Differentiation of white Blood Cell Count) 
 
 นําเสมียรเลือดที่ยอมแลวมาตรวจนับแยกชนิดของเม็ดเลือดขาวออกจากกันคิดเปน
เปอรเซ็นต ถาพบเม็ดเลือดแดงที่มีนิวเคลียส (NRC) ใหนบัแยกออกจากเม็ดเลือดขาว จํานวน 100 
เซลล แลวรายงานเปนจํานวน NRC/100 WBC การพบเม็ดเลือดขาวตวัออน atypical lymphocyte, 
hypersegmented neutrophil ใหนับแยกออกจากกันแตรวมอยูใน 100 เปอรเซ็นตของเม็ดเลือดขาว 
การพบ small lymphocyte กับ large lymphocyte ใหรวมเปน lymphocyte ไมตองนับแยกออกจาก
กัน 
วิธีทํา 

1. นําสไลดที่ผานการยอมดวย Wright’ s stain ตรวจดดูวยกลองจุลทรรศนกําลังขยายต่าํ 
(10X) เพื่อดูการติดสีของเม็ดเลือด ดูการกระจายตวัของเม็ดเลือดวาสม่าํเสมอดีหรือไม
และเพื่อตรวจหาบริเวณ standard area 

2. เปลี่ยนกําลังขยายไปทีก่ําลังขยายสูง (40X) เพื่อดวูามีเมด็เลือดชนิดใดบาง แลวทําการ
ประมาณคาของเม็ดเลือดขาวอยางคราว ๆ จาสไลด เทียบกับคาการนับเม็ดเลือดขาว
จาก counting chamber ซ่ึงควรจะไปดวยกนั หยด immersion oil จํานวน 1 หยด แลว
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เปลี่ยนกําลังขยายไปทีก่ําลังขยายสูงสุด (100 X : oil immersion lens) ปรับความชัด
ของไฟ 

3. ตรวจนับแยกเซลลเม็ดเลือดขาว โดยเริ่มตนจาก standard area บริเวณดานบางไป
ทางดานหนาของสเมียรตามแนวลกูศร ในลักษณะทิศทางรูปฟนปลาใหครบ 100 เซลล 
แลวรายงาน 

4. ตรวจดูลักษณะการติดสี ขนาด รูปรางของเม็ดเลือดแดง และเกล็ดเลือดตรงบริเวณ 
standard area พรอมรายงานผล 

 
คาปกต ิ

Type Differential (%) Absolute value 
(cells/cu.mm.) 

Neutrophil, segmented 
Neutrophil, band form 
Lymphocyte 
Monocyte 
Eosinophil 
Basophil 

50 – 70 
2 – 6 

20 – 40 
2 – 8 
1 – 3 
0 – 1 

2,500 – 7,000 
100 – 600 

1,000 – 4,000 
100 – 800 
50 – 300 
0 – 100 

 
การประมาณจํานวนเม็ดเลือดขาวจากสเมียรเลือด 
 การประมาณจาํนวนเม็ดเลือดขาวจากสเมยีรเลือด เพื่อตรวจสอบกับคาที่นับไดจาก 
counting chamber หรือเครื่องตรวจวเิคราะหอัตโนมัตเิปนการควบคมุคุณภาพผลการทดสอบอีก
คร้ังหนึ่งวามีความถูกตองหรือไม ควบคุมการบันทึกผลผิด การรายงานผลผิด เปนการเช็คผลการ
วิเคราะหคราว ๆ สามารถประมาณไดดังนีค้ือ ใชกลองจลุทรรศนกําลังขยายสูง (40X) นับจํานวน
เม็ดเลือดขาวตรงบริเวณ Standard area จํานวน 10 field แลวหาคาเฉลีย่ตอ 1 field สามารถประมาณ
ปริมาณเม็ดเลอืดขาวไดคราว ๆ ดังนี ้

WBC / HPF 
(cells / HPF) 

Estimated WBC count 
(cells / cu.mm) 

2 – 4 
4 – 6 
6 – 10 
10 – 20 

4,000 – 7,000 
7,000 – 10,000 
10,000 – 13,000 
13,000 – 18,000 
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หมายเหตุ 
1. การพบ toxic granules, vacuolization และ Dohle bodies ใน neutrophils ใหรายงานผลวา 

seen 
2. การพบ  hypersegmented neutrophil ใหนับรวมอยูใน segmented neutrophils 

 
 

การรายงานลกัษณะรูปรางของเม็ดเลือดแดง 
 

 โดยเล่ือนดูบริเวณ Standard area ประมาณ 10 oil field ซ่ึง 1 field จะมเีมด็เลือดแดง
ประมาณ 200 cells แลวรายงานความผิดปกติตาง ๆ โดยใชหลักเกณฑดังนี้คือ 
 

การใหเกรด จํานวนที่พบ RBC ผิดปกต ิ
Few 
1+ 
2+ 
3+ 
4+ 

5-10% 
11-25%        ประมาณ         1/4 cells /oil field 
26-50%        ประมาณ         2/4 cells /oil field 
51-75%        ประมาณ         3/4 cells /oid field 
76-100%      ประมาณ         > 3/4  cells /oid field 

  
ไดแกการรายงานเซลลตอไปนี้ 

1. Anisocytosis 
- Macrocyte 
- Microcyte 

2. Poikilocytosis 
- Schistocyte    -    RBC with Hb leakage 
- Ovalocyte    -    Burr cell 
- Tear drop    -    Acanthocyte 
- Spherocyte    -    Stomatocyte 
- Defected spherocyte(bite cell) -    Sickle cell 
- Eccentrocyte   -   ฯลฯ 

3. Hypochromia 
4. Target cell 
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ยกเวน   polychromasia และชิ้นสวนตาง ๆ ในเม็ดเลือดแดงใชหลักเกณฑดังนี้ คือ 
1. การรายงาน polychromasia 
 

การใหเกรด จํานวนที่พบ 
Few 
1+ 
2+ 
3+ 
4+ 

0-1    cells /oil field 
2-3     cells /oil field 
4-6     cells /oil field 
7-12    cells /oil field 
> 12     cells /oil field 

 
2. การรายงานชิน้สวนตาง ๆ ในเม็ดเลือดแดง รายงาน seen ไมวาจะพบมากหรือนอยก็

ตาม เชน Howell – Jolly bodies, basophilic stippling, Cabot’ s ring, Pappenheimer 
bodies 

3. การเปลี่ยนแปลงในการเรียงตัวของเม็ดเลือดแดง รายงาน seen ไดแก rouleaux 
formation, autoagglutination 

 
หมายเหตุ 
1. เม็ดเลือดแดงที่พบในคนปกติโดยทัว่ ๆ ไป จะมีขนาดแตกตางกันไดเล็กนอย อาจพบ burr cell, 
schistocyte และ polychromasia ได (พบไดนอยกวา 1%) อาจพบ ovalocyte, hypochromia และ 
microcyte (พบไดนอยกวา 3%) เพราะเมด็เลือดแดงมีอายุ 120 วัน แลวจะถูกทําลาย จึงอาจพบ cell 
ที่ผิดปกติบางตัวได 
2.  การรายงาน macroovalocyte, acanthocyte, tear drop cell, spherocyte ตองรายงานทุกครั้งที่พบ 
3.  การรายงานไมแนะนําใหรายงาน 4+ เพราะมักจะพบเม็ดเลือดแดงที่มีลักษณะปกติปะปนอยู 
 ดวยเสมอ 
4.  Anisocytosis จะรายงานในรายที่ม ีmacrocyte หรือ microcyte ปะปนกับเม็ดเลือดแดงที่มีขนาด
ปกติ โดยผลรวมของการรายงานความผดิปกติของ microcytosis และ macrocytosis ตองเทากับ 
anisocytosis 
5.  Poikilocytosis จะรายงานเมื่อพบเม็ดเลือดแดง รูปรางผิดปกติหลาย ๆ อยาง และผลรวมของ 
poikilocyte ทุกตัวตองเทากบั poikilocytosis 
6.  การรายงาน target cell จะไมรวมใน poikilocytosis และไมใช hypochromia 
7.  Polychromasia และ Target cell จะเปนเซลลที่มีรูปรางขนาดใหญ แตจะไมนับรายงานรวมเปน 
macrocyte 
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8.  Sperocyte เปนเซลลขนาดเล็กติดสีทึบจะไมนับรายงานรวมเปน microcyte สาเหตุการเกิด 
microcyte และ spherocyte ไมเหมือนกัน 
9.  Target cell และ Stomatocyte อาจเกิดจาก artifact ได ควรตรวจดหูลาย ๆ field ถาไมใช artifact 
ตองพบกระจายในหลาย field ไมใชพบบรเิวณเดยีว 
10.  Tear drop อาจเกิดจาก artifact ได ซ่ึงอาจเกิดจากการไถสเมียรโดยใชแรงกดมากเกินไปหรือ
ผูปวยมีภาวะเลือดขน เชน โรคไขเลือดออก Tear drop ที่เกิดจากการไถ สเมียร จะมแีนวแหลมไป
ในทิศทางเดยีวกับที่ไถสเมียร แตถาเปน Tear drop ที่เกิดจากพยาธิสภาพ ปลายของหยดน้ําตาของ
เซลลจะมีหลายทิศทาง ไมไปในทิศทางเดยีวกันกับปลายสเมียรเลือด 
11.  การตรวจดู spherocyte ถาเปน spherocyte จริงจะพบวาตรงบริเวณ standard area จะพบ 
Spherocyte ขนาดเล็ก กลมปอง ติดสีทึบ และพบเมด็เลือดแดงที่มี central pallor ในบริเวณเดียวกนั
ดวย แตถาเปนเซลลที่มีลักษณะคลาย spherocyte เซลลจะมีลักษณะแบน ติดสีทึบทั้งเซลล แตขนาด
จะไมเล็ก ไมกลมปอง อาจจะเกดิจากการตรวจดูเซลลเม็ดเลือดแดงตรงบริเวณปลายสเมียร (tail) ซ่ึง
เม็ดเลือดแดงจะถูกไถบางจนแบนราบติดกบัแผนสไลด เพราะเปนบริเวณที่มีเซลลนอย 
12.  Crenated cell สวนใหญเกิดจากเลือดอยูใน EDTA เปนเวลานาน ซ่ึง EDTA เปนสารที่มีเกลือ
เปนสวนประกอบ ทําใหน้ําภายในเซลลเม็ดเลือดแดงซึมออกนอกเซลล เซลลเม็ดเลือดจะเหี่ยวเปน
หนามรอบเซลลจึงไมรายงาน แตถาสงสัยวาเกดิจากพยาธิสภาพควรเจาะเลือดสดจากปลายนิว้
โดยตรง โดยไมใสสารกันเลือดแข็ง 
13.  Pseudohypochromia เปนเม็ดเลือดแดงที่มีลักษณะคลาย hypochromia โดยบริเวณขอบเซลลติด
สีเขมและบริเวณที่ตดิสีในเม็ดเลือดแดงจะเปนวงเขมเทากัน ไมไดคอย ๆ จางเขามาบริเวณกลาง
เซลลเหมือน true hypochromia 
14. การตรวจดู rouleaux formation ถาตรวจดูที่ปลายสเมยีรเกินไปจะไมพบแตถาดูบริเวณที่สวน
โคนของสเมียร (head of smear) อาจเห็นคลาย rouleaux formation เพราะเม็ดเลือดอยูกันหนาแนน
ดังนั้นจึงควรใชกําลังขยาย low power (10X) ตรวจดูตรงบริเวณ standard area 
15.  กอนการรายงาน autoagglutination ควรทดสอบยืนยนัโดยผสมเลือดหนึ่งหยดกับน้ําเกลือ 1 
หยด แลวปดดวย cover glass นําไปดูดวยกลองจุลทรรศน ถาเปน autoagglutination จริงกลุมของ
เม็ดเลือดแดงจะยังอยูชัดเจน 
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การรายงานจํานวนและลักษณะของเกล็ดเลือด (platelet) 
 

 Platelet มีขนาดประมาณ 2-4 µm. รูปรางเปนแผนกลมหรือรูปไข ไมมีนิวเคลียส 
cytoplasm ติดสีฟา มี azurophilic granules ติดสีชมพู ซ่ึงมักจะรวมตัวกนัอยูบริเวณกลางเซลล การ
ตรวจนับ platelet ใหตรวจบริเวณ standard area ประมาณ 10 oil field หาคาเฉลี่ยตอ 1 oil filed แลว
รายงานผลดังนี้ 
 Decreased :  <5 cells / oil field 
 Adequate :  5-25 cells / oil field 
 Increased :  >25 cells / oil field 
 
การประมาณจํานวนเกล็ดเลือดจากสเมียรเลือด 
 เปนการประมาณจํานวนเกลด็เลือดคราว ๆ จาก สเมียรเลือดเทียบกับคาที่นับจาก counting 
chamber หรือเครื่องตรวจวิเคราะหอัตโนมตัิ เปนการควบคุมคุณภาพผลการตรวจวเิคราะหอีกวิธี
หนึ่ง ซ่ึงผลที่ไดจากสเมยีรเลือดควรจะใกลเคียงกับคาที่ไดจาก counting chamber หรือเครื่อง
อัตโนมัติ ถาผลไมไปดวยกนั โดยนับไดต่าํแตจากสเมยีรเลือดพบเกล็ดเลือดจํานวนมากอยูเปนกลุม 
ๆ อาจจะเกดิ partial clot จึงตองเชื่อถือผลที่ไดจากสเมยีรเลือดเปนหลักเพราะสามารถเห็นดวยตา 
การประมาณจาํนวนเกล็ดเลอืดจากสเมยีรเลือดทําดังนี้คอื นับจํานวนเกล็ดเลือดตรงบริเวณ standard 
area ประมาณ 10 oil field แลวคูณดวย 1,600 จะไดผลใกลเคียงกับจํานวนเกล็ดเลือดทีต่รวจ
วิเคราะหโดยการใช countig chamber วิธีนี้เปนวิธีประมาณคราว ๆ ไมควรรายงานเปนจํานวนเซลล 
cells / cu.mm โดยที่ไมไดตรวจนับดวย counting chamber ที่มีปริมาตรมาตรฐาน การประมาณเกล็ด
เลือดตองเลือกบริเวณ Standard area ใหถูกตอง ถาตรวจตรงบริเวณเมด็เลือดแดงอยูกนัหนาแนนจะ
มีปริมาณเลือดมาก จึงทําใหพบปริมาณเกล็ดเลือดมากดวย แตถาดูบริเวณเมด็เลือดแดงมีปริมาณ
นอย เชน ปลายสเมียร (tail) จํานวนเกล็ดเลือดก็มีปริมาณนอยดวย 
 
หมายเหตุ 

1. การตรวจพบวา platelet ต่ํากอนจะรายงานวา decreased ควรตรวจเช็คสภาพสิ่งสง
ตรวจวา clot หรือไม ถา clot เปนกอนจะอยูในภาชนะเกบ็สิ่งสงตรวจแตบนสเมียร
เลือดจะไมพบ platelet แตถา clot เล็กนอย (micro clot) จะไมพบกอน clot ในภาชนะ
เก็บสิ่งสงตรวจ แตจะพบ platelet เกาะกลุมบนสเมียรเลือด ควรใช low power 
ตรวจดูสเมยีรเลือดวามีเยื่อ clot หรือไม ในกรณีที่เจาะจากปลายนิว้แลวใช heparin เปน
สารกันเลือดแข็ง platelet จะเกาะกลุมไมกระจายตวั เพราะ heparin ไมมีคุณสมบัติที่ทํา
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ให platelet กระจายตัวดี เหมอืน EDTA เลือดที่เจาะจากปลายนิ้วมีโอกาสที่ platelet จะ
เกาะกลุมที่บริเวณโคนสเมยีร (head) และปลายสเมียร (tail) ดังนั้นถาพบการเกาะกลุม
จํานวนมากใหรายงานวา adequate 

2. Platelet ปกติจะมีขนาดประมาณ 2-4 µm. ถาพบ platelet ขนาดใหญกวาปกติ (giant 
platelet) หรือมีรูปรางผิดปกติ (bizarre platelet) ใหรายงานวา seen 

3. ถาพบ platelet ติดสีซีดโดยทีไ่มไดเกิดจากการยอมสีตองรายงานดวย เชน adequate 
with paled stain การติดสีซีดที่เกิดจากการยอมสีจะพบวา platelet ติดสีซีดทุกเซลล แต
ถาเกิดจากมีปริมาณแกรนูลนอยจะพบวาบางเซลลติดสีซีด และบางเซลลติดสีปกติ (ใน 
Platelet ที่มีปริมาณแกรนูลปกติ) 

 
 

การแยกเซลลท่ีมีลักษณะคลายกัน 
 

ลําดับ เซลล ลักษณะที่แตกตางกนัเดนชัด 
1 Monocyte  Cytoplasm ติดสีฟาเทา ฟาขุน 
 Metamyelocyte  Cytoplasm ติดสีชมพู 
2 Monocyte  Cytoplasm ติดสีฟาเทา ฟาขุน chromatin สานกันหลวม ๆ  

  อาจพบ vacuoles ใน cytoplasm 
 Large lymphocyte Cytoplasm ติดสีฟาใส chromatin หยาบเปนปน 
3 Lymphocyte Cytoplasm ติดสีฟาใส 
 Orthochromatic 

normoblast 
Cytoplasm ติดสีชมพู 
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ความผดิปกติในลักษณะรูปรางของเม็ดเลือดขาว 
ลักษณะรูปราง ลักษณะเซลล ภาวะที่พบ การรายงาน 

Toxic granules 

 

พบ granules ขนาดใหญ 
หยาบ ติดสีมวงเขมกวาปกติ
ใน segmented และ band 
form ของ neutrophil ซ่ึง 
granules นี้คือ azurophilic 
granules ที่ผิดปกต ิ

Acute infection, 
serious burn, drug 
poisoning 

Seen 

Vacuolization 

 

พบชองวางใน neutrophil 
มักพบรวมกับ toxic 
granules 

Septicemia Seen 

Hypersegmented 
neutrophil 

 

Neutrophil มี lobe มากกวา 
5 lobe 

Megaloblastic 
anemia, chronic 
infection, 
hereditary 
hypersegmented 
neutrophil 

นับแยกเซลลออก
จาก neutrophil แต
รวมอยูใน 100 
เซลลของเม็ดเลือด
ขาว 

Dohle bodies 

 

เม็ดกลมรูปไข ขนาด 1-4 
µm. ติดสีฟา-เทา อาจมี
มากกวา 1 เม็ด พบใน 
neutrophil 

พบใน infection,  
Severe burns, post 
chemotherapy, 
malignant disease 

Seen 

Auer rod 

 

แทงบาง ๆ ยาว 1-6  µm. ติด
สีแดงพบใน myeloblast, 
promyelocyte และ 
monoblast ใน leukemia 
เทานั้น 

ชวยแยก Acute non 
lymphoblastic 
leukemia (ANLL) 
หรือ AML ออกจาก 
Acute lymphoblastic 
leukemia เนื่องจาก 
Auer rod พบเฉพาะ
ใน ANLL 

- 
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ตัวอยางแสดงการนับแยกชนิดของเม็ดเลือดขาว จํานวน 100 เซลล 
 

 N L E B M Band NRC 
10 /////  // ///      
20 //// /// /  //   
30 /////  /// //      
40 ///// /// /  /  / 
50 /////  /// /   /   
60 /////  //// /      
70 ///// // / / /   
80 /////  / ///   /  / 
90 /////  // ///      
100 /////  /// //      
รวม 65 25 3 1 6  2 

 
 

Artifact 
เปนสิ่งที่ทําขึ้น หรือส่ิงที่ไมจริง (คลายของจริง) พบไดเสมอในสเมียรเลือด ทําใหยากตอ

การดูเซลลซ่ึงอาจนําไปสูการวินิจฉัยที่ไมถูกตอง 
 

Artifact ท่ีอาจพบไดในสเมียรเลือด 
 

Artifact Description 
Pseudohypochromia บริเวณที่ตดิสีในเม็ดเลือดแดง จะเปนวงเขมเทา ๆ กัน ไมไดคอย ๆ 

จางเขามาบริเวณกลางเซลล 
Spherocyte เทียม บริเวณปลายสเมียร (tail) เม็ดเลือดแดงจะถูกไถจนแบนเซลลจะติดสี

ทึบแบน ๆ คลาย spherocyte แตไมกลมปองเหมือน spherocyte 
Tear drop เทียม ปลายหยดน้ําตาจะวางเรียงไปปลายสไลด ตามแนวการไถสเมียร 

เกิดจากการไถกดแรงเกินไป หรือในผูปวยที่มีเลือดขน เชนเด็กแรก
เกิด หรือผูปวยไขเลือดออก 
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Artifact Description 
Toxic granules เทียม Neutrophil ทุกเซลลจะมีเมด็แกรนูลใหญเทากันหมดและพบใน 

neutrophil ทุกเซลล แตถาเปน toxic granules จริง จะพบวา 
neutrophil บางเซลลมีเม็ดแกรนูลใหญ บางเซลลมีเม็ดแกรนูลเล็ก 
เม็ดแกรนูลจะไมเทากันและไมพบใน neutrophil ทุกเซลล 

Vacuoles จาก EDTA blood ที่
เก็บเลือดไวนาน 

เลือดที่เก็บไวนาน จะพบวา neutrophil และ monocyte จะกิน EDTA 
เกิด phagosome ทําใหยอมสีไมติดเห็นเปนชองวางขาว (vacuole) จะ
ไมรายงาน การที่จะรายงานวาพบ Vacuole ตองพบ toxic granules 
รวมดวยแตการพบ toxic granules ไมจําเปนตองพบ vacuole 
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Laboratory 6. 
Bleeding disorders 

 
ปฏิบตัิการ 

1. Tourniquet test 
2. Bleeding time 
3. Coagulation time 
4. Clot retraction time 
5. Clot lysis time 

วัตถุประสงค 
 เมื่อนิสิตผานการฝกปฏิบัติการนี้แลว นิสิตมคีวามสามารถ ดังนี ้

1. ทดสอบ hematostasis ที่เปน screening test ได ไดแก 
 - Tourniquet test 
 - Bleeding time 
 - Clot retraction time 
 - Coagulation time 
 - Clot lysis time 

2. แปลผลการทดสอบ แตละ test ได 
วิธีการปฏิบัต ิ
 นิสิตทุกคนผลัดการเจาะเลือดเพื่อตรวจ 

1. Tourniquet test 
2. Bleeding time 
3. Coagulation time 
4. Clot retraction time and Clot lysis time 
รายงานผลการทดสอบพรอมแปลผลที่ไดจากการทดลอง 
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Tourniquet test 
 
หลักการ 
 เปนการทดสอบหาความแข็งแรง (integrity) ของผนังหลอดเลือดฝอย (Capillary wall) 
ปริมาณและคณุภาพของเกลด็เลือด ผลการทดสอบจะบงบอกถึงคุณสมบัติของหลอดเลือด  ปริมาณ 
และคุณภาพของเกล็ดเลือดในการค้ําจุนผนงัหลอดเลือด  เมื่อเพิ่มความดนัภายในหลอดเลือดฝอย 
ดวยเครื่องวัดความดันเลือด โดยรัดที่ตนแขนเหนือขอพบั ถาหลอดเลือดไมแข็งแรง เกล็ดเลือดต่ํา
หรือคุณภาพของเกล็ดเลือดบกพรอง จะมเีม็ดเลือดแดงผานออกมานอกหลอดเลือด ทําใหเห็นเปน
จุดเลือดออกสแีดงเล็ก ๆ (petichiae) 
เคร่ืองมือ 
 เครื่องวัดความดันเลือด (Sphygmomanometer) 
วัสดุอุปกรณ 
 นาฬิกาจับเวลา 
วิธีทํา 

1. ตรวจดูบริเวณที่จะทดสอบวาไมมีจุดเลือดออกหรือรอยใด ๆ ซ่ึงจะทําใหดูผิดเปนจุด
เลือดออกหลังจากการทดสอบ 

2. ใชเครื่องวัดความดันรัดที่ตนแขนเหนือขอพับ และปรับความดันใหไดประมาณครึ่ง
ของคาความดนั systolic และ diastolic (ถาในผูใหญ ประมาณ 80 mmHg) นาน 5 นาท ี

3. ลดความดันลง แลวสังเกตจุดเลือดออกบริเวณหนาแขนใตขอพับนับจํานวนจุด
เลือดออกในบริเวณพืน้ที่วงกลมขนาดเสนผาศูนยกลาง 1 นิ้ว 

4. รายงานผล 
Positive  :   มีจุดเลือดออก   > 10 จุด 
Negative :   มีจุดเลือดออก   < 10 จุด 

 
หมายเหตุ 

1. การทดสอบ Tourniquet test ใหผลบวก แสดงวามีความผิดปกติเกิดขึ้นกับหลอดเลือด 
หรือเกล็ดเลือดอยางใดอยางหนึ่ง หรือรวมกันทั้ง 2 อยาง 

2. การทดสอบ tourniquet test ไมสามารถนํามาวินิจฉยัโรคใดโรคหนึ่งได 
3. Tourniquet test ใหผลบวกในภาวะดงัตอไปนี้ 

: Thrombocytopenia จากสาเหตุอะไรก็ได เชน ไขเลือดออก (acute hemorrhagic fever) 
: Platelet dysfunctions เชนโรค von Willebrand disease, Bernard Soulier syndrome,   
  Glanzman’ s thrombastenia 
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: มีความผิดปกติของหลอดเลือด 
: Interaction ระหวางเกล็ดเลือดกับหลอดเลือดเสียไป 

4. ภาวะหรือโรคที่ไมเกี่ยวของกับความผิดปกติของกลไกการแข็งตัวของเลือด ซ่ึงอาจให
ผลบวกกับการทดสอบ tourniquet test เชน 
: คนปกติ (โดยเฉพาะผูหญิงที่มีอายุ > 40 ป) 
: ไขดําแดง (Scarlet fever) 
: หัด (Measles) 
: ไขหวดัใหญ (Influenza) 

5. การทดสอบ tourniquet test ใหผลบวก ไมจาํเปนตองสัมพนัธกับคา Bleeding time เชน 
โรคลักปดลักเปด (Scurvy) จ้ําเลือดออกเนือ่งจากการแพ (Allergic purpura) และ 
Sepsis ซ่ึง tourniquet test ใหผลบวก แต Bleeding time ปกต ิ

6. การทดสอบ tourniquet test ไมควรทําซ้ําในแขนขางเดิมภายในหนึ่งสัปดาห 
7. ในเดก็เล็กจะใชความดันต่ํากวา 80 mmHg. 

 
 

Bleeding Time 
 

หลักการ 
 เปนการทดสอบคุณภาพของหลอดเลือดฝอยกับการทดสอบปริมาณและคุณภาพของเกล็ด
เลือด โดยวิธี Ivy method เมื่อมีบาดแผลเกดิกับหลอดเลอืดฝอย ทําใหเลือดออก หลอดเลือดจะลด
การไหลเวยีนเลือดที่ไปยังบริเวณบาดแผล โดยมีการหดตัว (vasoconstriction) และกระตุนใหเกล็ด
เลือดมาเกาะกลุม (Platelet aggregation) เกิดเปนกอนเกลด็เลือด (Platelet plug) อุดบาดแผลใหเลือด
หยุดไหล แลวดูเวลาตั้งแตเลือดเริ่มออกจนกระทั่งเลือดหยุดไหล 
เคร่ืองมือ 
 เครื่องวัดความดันเลือด (Sphygmomanometer) 
วัสดุอุปกรณ 

1. ใบมีดปลายแหลม เบอร 11 หรือ Blood lancet 
2. นาฬิกาจับเวลา 
3. กระดาษกรอง 
4. สําลี 
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น้ํายาและสารเคมี 
 70% Ethyl alcohol 
วิธีทํา 

1. รัดตนแขนบริเวณเหนือขอศอกดวยเครื่องวัดความดัน โดยใหความดันคงที่ ที่ 40 
mmHg. 

2. ทําความสะอาดหนาแขน ซ่ึงต่ําจากขอพับแขนประมาณ 2-3 mm. ดวยสําลีชุบ 70% 
alcohol 

3. ใช Blood lancet เจาะใหไดบาดแผลลึกประมาณ 2-3 mm. ระวังอยาใหถูกหลอดเลือด
ดํา 

4. จับเวลาทันทีทีเ่ห็นเลือดซึมออกมา 
5. ใชกระดาษกรองซับหยดเลือดทุก 30 วนิาท ีโดยระวังอยาใหกระดาษกรองแตะถูกปาก

แผล เพราะจะทําใหล่ิมเลือดที่เกาะตดิบริเวณบาดแผลหลุด เปลี่ยนรอยซับเลือดทุกครั้ง
ไปจนกวาเลือดจะหยดุไหล คือซับแลวไมมีเลือดติดกระดาษกรองอีก 

6. นับเวลาที่เลือดออกจนกระทั่งเลือดหยดุ จากรอยซับบนกระดาษกรอง 
7. เจาะเลือดอกี 1 บาดแผล แลวนําคาที่ไดมาหาคาเฉลี่ย รายงานผลเปนนาท ี

 
คาปกต ิ  Bleeding time = 1 – 7 นาที 
 
หมายเหตุ 

1. Bleeding time นานกวาปกตแิสดงวาหลอดเลือดฝอย หนาที่และปริมาณของเกล็ดเลอืด
ผิดปกติอยางใดอยางหนึ่ง หรือผิดปกติรวมกันทั้งหมด 

2. จํานวนเกล็ดเลือดปกติ แต Bleeding time ไดคานานกวาปกติ พบไดใน Platelet 
dysfunction, von Willebrand’ s disease หรือหลอดเลือดผิดปกติ, Vitamin C 
deficiency หรือ Scurvy, ไดรับยาที่ Inhibit platelet function เชน Aspirin, 
Dipyridamole 

3. ในกรณีที่ผูปวยมีเลือดหยุดชา ใหทําการทดสอบเพียง 20 นาที ถานานกวานี้ใหรายงาน
วามากกวา 20 นาที แลวหยุดการทดสอบ ไมปลอยใหเลือดหยดุไหลเอง เพราะจะทําให
ผูปวยเสียเลือดมาก 

4. แผลที่เจาะ ถาเจาะไมไดมาตรฐานที่กําหนดทําใหคา Bleeding time ผิดพลาดได 
5. อยาใหกระดาษกรองเช็ดถูกบาดแผล เพราะจะทาํใหล่ิมเลือดหลุดออก คา Bleeding 

time จะนานขึน้ 
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6. ผูปวยที่ไดรับยาที่มีฤทธิ์ตานการเกาะกลุมของเกล็ดเลือด (Platelet aggregation) จะทํา
ใหคา Bleeding time นานขึน้ เชน aspirin ขนาดปกต ิ

7. ถาผูปวยไดรับ aspirin ขนาดสูง ๆ พบวา aspirin อาจจะไปยับยั้งการสราง prostacyclin 
ของผนังหลอดเลือด มีผลทําใหคา Bleeding time ส้ันกวาที่เปนจริง 

8. อารมณของผูปวย ถาตื่นเตนมากจะไดคาที่ไมตรงกับความจริงหรือบางครั้งเลือดไม
ไหลออกมาเลย 

 
Coagulation time 

(Whole blood clotting time, Venous clotting time, VCT) 
 
หลักการ 
 เปนการทดสอบคราว ๆ (screening test) วามีความบกพรองของ Coagulation factor ตัวใด
ตัวหนึ่งใน intrinsic pathway หรือไม โดยเลือดที่เจาะ ออกมาจากหลอดเลือดดํา จะถูกกระตุนให
เกิดล่ิมเลือด โดย Surface activity ของหลอดทดลอง  การเกิดล่ิมเลือดนี้เกิดโดยการทํางานของ
ปจจัยการแข็งตัวของเลือดในสวน intrinsic pathway 
เคร่ืองมือ 
 Water bath 370C 
วัสดุอุปกรณ 

1. Syringe ขนาด 5 ml. 
2. Needle No. 21 
3. Stop watch 
4. หลอดแกวขนาด 13 X 100 mm.  3 หลอด 
5. สําลีกอน 
6. สายยางรัดแขน 

น้ํายาและสารเคมี 
 70% ethyl alcohol 
วิธีทํา 

1. เขียนหมายเลขที่หลอดทดลอง เปน 1, 2 และ 3 
2. เจาะเลือดจากหลอดเลือดดําประมาณ 5 ml. 
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3. นําเลือดไปใสในหลอดทดลอง 3 หลอด ๆ ละ 1 ml. ถาเปน Syringe แกว จะจับเวลา
ตั้งแตเลือดเขา Syringe แตถาเปน Syringe พลาสติก จะจบัเวลาตั้งแตเลือดเขาหลอด
ทดลองหลอดแรก 

4. นําหลอดทดลองทั้ง 3 หลอด ไปอุนที่ 370C นาน 5 นาที แลวจับเอียงหลอดที่ 1 ทุก 30 
วินาที จนเลือดไมไหลออกจากหลอด แลวจึงยกหลอดที่ 2 เอียงทุก 30 วินาที จน Clot 
แลวยกหลอดที่ 3 เอียง ทุก 30 วินาที จน Clot 

5. จับเวลาตั้งแตใสเลือดลงในหลอดที่ 1 จนเลอืดแข็งตัวในหลอดที่ 3 นับเปนเวลาการ
แข็งตัวของเลอืด 

 
คาปกต ิ
 VCT  =  7 – 15 นาที 
 
หมายเหตุ 

1. คา VCT จะผิดปกติก็ตอเมื่อ Coagulation factor มี activity < 5% ซ่ึงแสดงวามีความ
ผิดปกติอยางรนุแรงเกดิขึ้น สําหรับผูปวยที่มีความผิดปกติของเกล็ดเลอืดทั้งทาง
ปริมาณและคณุภาพจะไมทาํใหคา VCT ผิดปกต ิ

2. การทดสอบ VCT ใชเวลานานและ reproducibility ต่ํา หองปฏิบัติการสวนใหญจึงใช
การทดสอบ APTT (Activated partial thromboplastin time) แทน 

3. การทดสอบ VCT มีประโยชนในการควบคุม และติดตามผลการรักษาผูปวยดวย 
Heparin และดคูวามรุนแรงของผูปวย ในรายที่ถูกงูพิษกัด เชน งูแมวเซา งูเขียวหาง
ไหม และงกูะปะ 

4. การมี Prolonged VCT บงชี้ถึง 
- มี Deficiency ของ Coagulation factor ใด Factor หนึ่งใน Intrinsic 

coagulation pathway  
- มี Coagulation inhibitors หรือ Circulating anticoagulant (พบนอย) 

5. ถาเลือดไม Clot เลย พบไดใน 
- Afibrinogenemia หรือ Hypofibrinogenemia  
- Circulating anticoagulant บางรายที่ titer สูงมาก ๆ  

6. VCT ปกติ พบไดใน Thrombocytopenia, Abnormal platelet function และ 
               Mild coagulation defects 

7.    หลอดที่ใชในการทดสอบตองเปนหลอดแกวขนาด 13 X 100 mm. ถาใชหลอดขนาด 
       ใหญหรือเล็กเกินไปจะทาํใหคายาว หรือส้ันกวาคาจรงิตามลําดับ 
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8.    ปริมาณเลือดที่ใสในแตละหลอดตองเทากับ 1 ml. ถาใสมากหรือนอย จะทําใหคายาว 
       หรือส้ันกวาคาจริงตามลาํดับ 
9.    อุณหภูมิทีใ่ชในการทดสอบตองเทากับ 370C ถาอุณหภูมิสูงหรือต่ําเกินไปจะทําใหคา 
       ส้ันหรือยาวกวาคาจริง ตามลําดับ 
10.  ความถี่ในการเอียงหลอด ควรหาง 30 วินาที ถาเอียงบอยหรือ นานกวา 30 วินาที จะทํา 
       ใหคาสั้นหรือยาวกวาคาจริง ตามลําดับ 
11.  การเจาะเลือดตองใหไหลสะดวก ถาเลือดไหลไมสะดวกหรือมีฟองอากาศ จะทาํใหมี  
      Tissue factor ปนออกมา คาจะสั้นกวาคาจริง 
12.  เมื่ออานผล VCT แลว ล่ิมเลือดที่เกิดขึน้สามารถนํามาทดสอบ Test อ่ืน ไดตอ 
       อีกเชน 

        12.1 Clot retraction time (คาปกติการหดตวัของลิ่มเลือด = 1-2 ช่ัวโมง) 
                ซ่ึง None or Poor Clot retraction time พบไดใน 

- Severe Thrombocytopenia (Plt. Count < 50,000 cells / cu.mm.) 
- Abnormal Platelet Function 
- Fibrinogen สูงมาก ๆ (Hyperfibrinogenemia) 
- Test tube ไมสะอาด มีไขมันเกาะ 

             12.2  Clot lysis time (คาปกติของการละลายของลิ่มเลือด > 24 ช่ัวโมง) ถา clot lysis  
               time ละลายกอน 24 ช่ัวโมง จะพบในภาวะที่มกีารเพิ่มขึ้นของ Fibrinolytic activity 
 

Clot Retraction time 
 
หลักการ 
 เปนการทดสอบการหดตวัของล่ิมเลือด ซ่ึงเปนการบอกจาํนวนและหนาที่ของเกล็ดเลือด 
เมื่อเลือดแข็งตวัแลวจะเกิดการหดตัว โดย ATP ในเกล็ดเลือดซึ่งอยูภายในลิ่มเลือด จะสลายตัวเปน 
ADP ทําใหโปรตีน Thrombasthenin ในเกลด็เลือดหดตวั จึงทําใหล่ิมเลอืดหดตวัตามไปดวย การหด
ตัวของลิ่มเลือดขึ้นอยูกับปรมิาณและคณุภาพของเกล็ดเลอืด ไฟบริโนเจนและจํานวนเม็ดเลือดแดง 
เคร่ืองมือ 
 Water bath 
วัสดุอุปกรณ   

1. Rack 
2. หลอดแกว ขนาด 13 X 100 mm. 
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3. Syringe ขนาด 3 ml. 
4. เข็มเจาะเลือด No. 21 
5. สําลีกอน 
6. สายยางรัดแขน 
7. หมอนรองแขน 

น้ํายาและสารเคมี 
 70% Ethyl alcohol 
วิธีทํา 

1. เจาะเลือด 1 ml. ใสหลอดแกวขนาด 13 X 100 mm. อุนใน Water bath ที่ 370C 
2. เมื่อเลือดแข็งตวัแลว ใหเร่ิมจบัเวลาอาจใชเลือดที่ไดจากการทดสอบการแข็งตัวของ

เลือด (venous clotting time) 
3. สังเกตการณหดตัวของลิ่มเลือดที่ 1 และ 2 ช่ัวโมง 
4. การรายงานผล 

Normal retraction  :  ล่ิมเลือดหดตัวสมบูรณเตม็ที่ ภายในเวลา 2-4 ช่ัวโมง 
      (หดตวั 45-60% ของ Serum) 
Poor retraction :  ล่ิมเลือดหดตัวหลังจาก 4 ช่ัวโมงและไมเกิน 24 ช่ัวโมง 
No retraction :  ล่ิมเลือดไมหดตวัเลยหลังเวลาผานไป 24 ช่ัวโมง 

 
หมายเหตุ 

1. ล่ิมเลือดมีการหดตวัไมดี หรือหดตัวแลวมซีีร่ัมออกมานอยกวารอยละ 20 หรือไมมีการ
หดตวัพบในภาวะตอไปนี ้
: Severe thrombocytopenia (Platelet <50,000 cells/cu.mm) หรือมีความผิดปกติใน 
  หนาที่ของเกล็ดเลือด เชน thrombasthenia 
: ภาวะไฟบริโนเจนต่ํา เชน Hypofibrinogenemia, afibrinogenemia 
: ภาวะไฟบริโนเจนสูง (Hyperfibrinogenemia) จะทําใหกอนล่ิมเลือดที่เกิดขึ้นม ี
  โครงสรางไฟบรินที่แข็งแรงมาก ทําใหการหดตัวโดยขบวนการของเกล็ดเลือดทําได 
   ยากขึ้น 

2. คา Clot retraction time จะเปนสัดสวนผกผนักับคาปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน คือ
เมื่อมีเม็ดเลือดแดงนอยหรือซีดจะมีการหดตัวของลิ่มเลือดเร็ว แตถามจีํานวนเม็ดเลอืด
แดงมาก เชน Polycythemia vera ล่ิมเลือดจะหดตวัไดนอยและเมด็เลือดแดงจะตกมาที่
กนหลอด 

3. ถาหลอดทดลองไมสะอาดมไีขมันเกาะจะทําใหล่ิมเลือดไมหดตวั 
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4. การแปลผลการหดตัวของลิม่เลือดสามารถตรวจหนาทีข่องเกล็ดเลือดได   เมื่อในเลือด
มีปริมาณเกล็ดเลือด เม็ดเลือดแดงและไฟบริโนเจนปกต ิ

 
Clot lysis time 

 
หลักการ 
 เมื่อเลือดแข็งตวัหรือเกดิ Fibrin clot แลว จะเกิดขบวนการละลายตัวของลิ่มเลือด โดย
ตัวกระตุนพลาสมิโนเจน (Plasminogen activator) ในเลือด จะไปกระตุน Plasminogen ในลิ่มเลือด
ใหเปลี่ยนเปน Plasmin ซ่ึง Plasmin ที่เกิดขึ้น จะไปละลายลิ่มเลือด เวลาจากการเกิด Clot retraction 
จนลิ่มเลือดละลาย คือ Clot lysis time 
เคร่ืองมือ 
 Water bath 
วัสดุอุปกรณ 

1. Rack 
2. หลอดแกว ขนาด 13 X 100 mm. 
3. Syringe ขนาด 3 ml. 
4. เข็มเจาะเลือด No. 21 
5. สําลีกอน 
6. สายยางรัดแขน 
7. หมอนรองแขน 

น้ํายาและสารเคมี 
 70% Ethyl alcohol 
วิธีทํา 

1. เจาะเลือด 1 ml. ใสหลอดแกวขนาด 13 X 100 mm. อุนใน Water bath ที่ 370C  
2. เมื่อเลือดแข็งตวัและหดตวัแลว ใหเร่ิมจับเวลาจนครบ 24 ช่ัวโมง (หรืออาจใชเลือดที่

ไดจากการทดสอบ Venous clotting time และ Clot retraction time) 
3. สังเกตการละลายของลิ่มเลือดเปนระยะ ๆ วาเกิดการละลายของลิ่มเลือดเมื่อใด 
4. การรายงานผล รายงานคาเปนชั่วโมง 

คาปกต ิ
 Clot lysis time  : > 24 ช่ัวโมง 
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หมายเหตุ 
1. ถาล่ิมเลือดละลายเร็วกวา 24 ช่ัวโมง แสดงวามีตัวกระตุน Plasminogen หรือ Plasmin 

activity ในเลอืดสูงกวาปกต ิ
2. ภาวะที่ม ีFibrinolytic activity สูงขึ้น พบไดใน 

- มีการทําลายเซลลตับอยางรุนแรงจากสาเหตตุาง ๆ  
- หญิงตั้งครรภ ที่รกลอกตัวกอนกําหนด (Aruptio placentae) 
- หลังไดรับการผาตัดบางชนิด เชน Portocaval shunt การตัดตอมธัยรอยดออก 

การผาตัดสมอง เปนตน 
- หลังหัวใจหยดุเตน แลวแกใหฟนได 
- ภายหลังจากฉดี Adrenalin 
- ปฏิกิริยาของสาร Pyrogen 

3. ผูปวยที่มีความผิดปกติเกีย่วกับระบบการแข็งตัวของเลอืด (Coagulation defect) จะทํา
ใหการแข็งตัวของเลือดไมสมบูรณ (Inadequate clot) ทําใหอานผลผิดเปน Increased 
fibrinolytic activity 

4. พลาสมาที่มี Fibrinogen ต่ํา และมี Fibrin degradation products (FDP) สูง จะทําให
กอนเลือดที่แขง็ตัวมีขนาดเล็กและมีลักษณะยุย ทําใหเขาใจผิดวาล่ิมเลอืดละลายแลว 

5. ในภาวะที่ผูปวยม ีSevere fibrinolysis จนไมมี Plasminogen ในเลือดเลย จะทําใหล่ิม
เลือดไมละลาย 

6. ผูปวยที่อยูในภาวะ Hyperfibrinolysis รวมกับมี Fibrinogen ในเลือดต่าํ ล่ิมเลือดจะ
ละลายเร็วมาก อาจใชเวลาเพยีง 2-3 นาทีเทานั้นก็เร่ิมละลายแลว อาจทําใหเขาใจผิดวา
เลือดไมแข็งตวัเลย 
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Laboratory 7. 
Routine Urinalysis 

 
ปฏิบตัิการ 
 Urine examination 
วัตถุประสงค 
 เมื่อนิสิตผานการฝกปฏิบัติการนี้แลว นิสิตมคีวามสามารถดังนี ้

1. อธิบายวิธีการเก็บปสสาวะไดอยางถูกตอง 
2. ตรวจปสสาวะทางกายภาพ ทางเคมี และวดัความถางจําเพาะของปสสาวะได 
3. เตรียมตะกอนปสสาวะเพื่อตรวจดวยกลองจุลทรรศนไดถูกตอง 
4. แยกและบอกชนิดของตะกอนที่พบในปสสาวะได 
5. รายงานผลการตรวจปสสาวะไดถูกตอง 

วิธีการปฏิบัต ิ
1. ดู Demonstration 

 การรายงานสขีองปสสาวะ 
 การรายงานความขุนของปสสาวะ 
 การวัดความถวงจําเพาะ (Specific gravity : Sp.gr) ดวยเครื่อง Refractometer 
 การตรวจทางเคมีดวย reagent strip แบบตาง ๆ  
 การตรวจโปรตีนดวยวิธี Robert’ s test 
 ตะกอนปสสาวะที่พบในภาวะตาง ๆ  
 ตัวอยางการรายงานผลการตรวจปสสาวะ 

2. ใหนิสิตเก็บปสสาวะของตนเองมาประมาณ 20 ml. เพื่อทํา Urine examination พรอม
รายงานผล 

3. ใหนิสิตตรวจปสสาวะของผูปวยที่เตรยีมมาให 1 ตัวอยาง/นิสิต 2 คน พรอมรายงานผล 
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การตรวจปสสาวะ 
(Urine analysis : U/A, Urine examination) 

 
 การตรวจปสสาวะในงานประจําวัน (Routine urinalysis) เปนการตรวจเบื้องตน (Screening 
test) เพื่อชวยในการวนิิจฉัยโรคของระบบทางเดินปสสาวะ โรคไต โรคเบาหวาน และโรคตับ 
ตลอดจนใชในการติดตามการรักษา ดูความรุนแรงของโรค และชวยในการพยากรณโรค การตรวจ
วิเคราะหปสสาวะ ประกอบดวย 3 สวนใหญ ๆ คือ 
 
1.  การตรวจทางกายภาพ (Physical examination) ไดแก 
      1.1 การตรวจดูสีของปสสาวะ (Color) 

ปสสาวะปกตจิะมีสีแตกตางกันตั้งแตสีเหลืองออน (pale yellow) จนถึงสีเหลืองอําพัน 
(dark amber) ขึ้นอยูกับความเขมขนของสารสีเหลืองในปสสาวะ สีปสสาวะที่ผิดปกติขึ้นอยูกับ
โรค  พยาธิสภาพบางชนิด อาหารและยาบางชนิดที่รับประทานเขาไป 

 
 

สีของปสสาวะที่เกิดจากสาเหตุตาง ๆ 
 

สี สาเหตุ 
Colorless Very dilute urine 
Milky Many PMN (pyuria), chyluria,  lipiduria 
Yellow – orange Bilirubin – biliverdin 
Yellow – green Bilirubin – biliverdin 
Yellow – brown Bilirubin – biliverdin 
Red – brown RBC, Hemoglobin on standing, 

methemoglobin, myoglobin 
Brown – black Methemoglobin 
Blue - green Methylene blue, Pseudomonas infection 
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   1.2  การตรวจดูความขุน (Turbidity) 
    ความขุนของปสสาวะเกดิจากมีเซลล ผลึก เชื้อแบคทีเรีย รา การรายงานความขุน  ของ

ปสสาวะดวยตาเปลา นิยมรายงาน ดังนี ้
 
ใส  :  clear   → ไมพบ particle ใด ๆ ในปสสาวะ 
ขุนเล็กนอย :  Slightly turbid  → พบ particle เล็กนอยเมื่อมองผาน   
               ปสสาวะเห็นตวัพิมพอักษรบน 
                            กระดาษไมชัด 

  ขุนมาก  :  Turbid  →  พบ particle จํานวนมาก เมื่อมอง 
                 ผานปสสาวะไมเหน็ตัวพิมพ 
                 อักษรบนกระดาษ 
 
   1.3 การวัดความถวงจําเพาะ (Specific gravity :Sp.gr) 

การวัดความถวงจําเพาะ (ถ.พ.) ของปสสาวะเปนการวัดปริมาณของสารที่ละลายอยูใน
ปสสาวะ คนปกติจะมีคาตั้งแต 1.003 – 1.035 ความถวงจาํเพาะของปสสาวะจะมีคาเปลี่ยนแปลง
ตลอดวันขึ้นอยูกับปริมาณน้าํที่ดื่ม อาหาร อุณหภูม ิ

 
2.  การตรวจทางเคม ี(Chemical examination) 

ปจจุบันการตรวจทางเคมีของปสสาวะนิยมตรวจโดยใชแถบทดสอบ (reagent strip) เปน
สวนใหญ  แถบทดสอบสวนใหญทําดวย cellulose ตรงตําแหนง absorbent pad จะเคลือบดวย
สารเคมีที่ตองการทดสอบ แถบทดสอบที่ใชมีทั้งชนิดแถบเดี่ยว และหลายแถบซึ่งสามารถตรวจ
สารเคมีไดหลายชนิดในแถบเดียวกัน แถบทดสอบมีความไวและความจําเพาะตอสารที่ตองการ
ตรวจ แตผูใชตองศึกษาใหละเอียดถึงหลักการ วิธีการใช ขอควรระวังและปจจัยทีม่ีผลกระทบตอ
การทดสอบที่ทําใหเกิดผลบวกลวง (false positive) หรือผลลบลวง (false negative) 

 
3.  การตรวจทางกลองจุลทรรศน (Microscopic examination) 

การตรวจพบตะกอนปสสาวะแตละชนิด เปนสิ่งที่อาจชวยบอกถึงตําแหนงพยาธิสภาพของ
ระบบปสสาวะชวยในการวนิิจฉัยโรค หรือบงบอกวาปสสาวะที่ตรวจมีการปนเปอนได ส่ิงตาง ๆ ที่
พบในปสสาวะโดยกลองจุลทรรศน ไดแก 
 3.1 เซลล (Cells) 
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     3.2  คาสท (Cast) 
    เปนโปรตีน (Tamm-Horsfall protein) ที่ตกตะกอนในทอหลอดไตฝอย มีลักษณะเปน

แทง ถามีสวนของโปรตีนอยางเดยีว เรียก hyaline cast มีลักษณะเปนแทงใส ไมมีสี แตถามีเซลลอ่ืน 
ๆ หรือสารตาง ๆ เขาไปรวมในการเกิดคาสทนั้น ๆ จะเรยีกชื่อคาสทตามสารหรือเซลลที่อยูใน cast 
นั้น เชน ถา renal epithelial cell ไปอยูในแทงคาสท จะเรยีกคาสทนีว้า Epithelial cast  โดยเซลลที่
อยูในคาสทตองมีมากกวา 1/3 ของแทงคาสทนั้น การพบคาสทแตละชนิดเกดิจากพยาธิสภาพที่
แตกตางกัน 
         3.3 ผลึก (crystal) 
   3.4  เชื้อจุลชีพและปรสิต (Microorganisms and parasites) 
   3.5  Miscellaneous Formed Elements เชน mucous thread, Spermatozoa เปนตน 
 
การรายงานผลการตรวจตะกอนปสสาวะทางกลองจุลทรรศน 
การรายงานผลตะกอนปสสาวะชนิดตาง ๆ จําแนกไดเปน 2 แบบ คือ 

1. การรายงานผลเปนชวงตวัเลขตอหนวยพืน้ที่ 
2. การรายงานผลเปนระดับความมากนอย 

1.  การรายงานผลเปนชวงตัวเลขตอหนวยพื้นท่ี 
  นิยมรายงานในตะกอนปสสาวะที่มีความสําคัญในการชวยวินจิฉัยโรค ชวงตัวเลขที่นํามา
รายงาน ไดแก negative, rare, 0-1, 1-2, 2-3, 3-5, 5-10, 10-20, 20-30, 30-50,50-100 และ >100 
             1.1  รายงานเปนชวงตัวเลข / HPF (High power field : 40X) ไดแก WBC, RBC, Epithelial 
cell, Oval fat body, Trichomonas vaginalis 
             1.2  รายงานเปนชวงตัวเลข / LPF (Low power field : 10X) ไดแก cast  การเลือกชวงตัวเลข
ที่รายงาน ไดมาจากการนับจาํนวนตะกอนปสสาวะชนิดหนึ่ง ๆ ที่พบในแตละ field แลวนับรวม 10 
field นําไปหาคาเฉลี่ยตอ 1 field ถาคาเฉลี่ยตกอยูในชวงตัวเลขใด ใหรายงานเทากับชวงตัวเลขนั้น 
ๆ ที่ใชตรวจด ู
ตัวอยาง 
              นับ WBC จํานวน 10 HPF ได 7, 8, 6, 6, 7, 8, 9, 8, 7, 6 
               เฉลี่ย 1 field  =   7+8+6+6+7+8+9+8+7+6        =  72/10 = 7.2/ HPF 

       10   
 เพราะฉะนั้นรายงานจํานวน WBC = 5 – 10 /HPF 
 ซ่ึงชวงที่รายงานจะไมใชคาที่ไดจากจํานวนสูงสุดหรือต่ําสุดของจํานวนตะกอนใน
ปสสาวะตอ field แตเปนชวงตัวเลขที่กําหนดใกลเคียงกบัคาเฉลี่ยของจํานวนตะกอนปสสาวะ 
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2.  การรายงานเปนระดับความมากนอย รายงานดังนี ้
  negative : : ไมพบ 
  rare  : พบนอยกวา 4 ells/slide 
  few  : พบเล็กนอย กระจายประปราย 
  moderate : พบกระจายปานกลาง บางครั้งจับกลุมเล็ก ๆ  
  many  : พบกระจายมากขึ้น จับกลุมใหญขึ้น 
  numerous : พบหนาทึบ บงัตะกอนชนิดอื่น 
ไดแก การายงาน : crystal, amorphous, mucous thread, spermatozoa, yeast, bacteria, fat globules 
 
 

การตรวจปสสาวะ 
(Urinalysis) 

สิ่งสงตรวจ 
 ปสสาวะนิยมเก็บโดยวิธี mid stream urine โดยการถายปสสาวะชวงแรกทิ้งเล็กนอย เก็บ
ปสสาวะชวงกลางประมาณ 20-30 ml. ใสภาชนะเก็บปสสาวะ แลวปสสาวะชวงทายใหทิ้งไป ควร
ตรวจภายใน 2 ช่ัวโมง 
เคร่ืองมือ 

1. Centrifuge 
2. กลองจุลทรรศน 
3. Refractometer 

วัสดุอุปกรณ 
1. ภาชนะเก็บปสสาวะมีปากกวาง สะอาด และแหง 
2. Centrifuge tube 
3. Pasteur pipette 
4. Slide 
5. Cover slide 
6. Test tube ขนาด 12X75 mm. 
7. ผากอส 

น้ํายาและสารเคมี 
1. Reagent strip 
2. Robert’ s reagent 
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วิธีทํา 
1. การตรวจทางกายภาพ (Physical examination) 

             1.1 ตรวจดูสีของปสสาวะ 
             1.2 ตรวจดูความขุนของปสสาวะ 
             1.3 ตรวจวัดความถวงจําเพาะของปสสาวะ ทําการตรวจ ดังนี ้
                         - ทําความสะอาด prism ของเครื่อง refractometer ใหแหงดวยผานุม 
                         - หยดน้ํากลั่นเขาเครื่อง ปรับเครื่องใหเปนศูนย 
                         - หยดปสสาวะลงไป แลวอานคา 
                         - ลางเครื่องดวยน้าํกลั่น แลวเช็ดใหแหงดวยผานุม 

2. การตรวจทางเคมี (Chemical examination) 
โดยการใชแถบทดสอบ (reagent strip) 

              2.1 จุม strip ลงในปสสาวะใหทวมแถบทดสอบ แลวรีบดึงขึน้ใหปาดแถบทดสอบ
ดานขางกันขอบปากภาชนะที่ปสสาวะเพื่อขจัดปสสาวะสวนเกนิออก ซ่ึงจะลดการปนเปอนของ
สารเคมีจากแถบทดสอบที่อยูใกลกนั ซ่ึงอาจทําปฏิกิริยารบกวนกันได 
              2.2 จับเวลาอานผลตามเวลาที่กําหนดของแตละการทดสอบ โดยการเทยีบสีกับแถบสี
มาตรฐานที่ปดฉลากอยูดานนอกภาชนะที่เก็บ reagent strip 
              2.3  รายงานผลเปน negative หรือ positive  โดยใหระดับ positive เปนบวก เชน trace, 
1+, 2+, 3+ และ 4+ เทียบกับแถบสีมาตรฐาน การตรวจโปรตีนโดยใช reagent strip จะใหผลบวก
เฉพาะ albumin เทานั้น โปรตีนชนิดอื่น เชน globulin, Bence Jones protein และ mucoprotein ไม
สามารถตรวจได 

3. การเตรียมตะกอนปสสาวะ ปฏิบตัิดงันี ้
               3.1 ผสมปสสาวะใหเขากัน 
               3.2 เทปสสาวะปริมาตร 10 ml. ใสในหลอดพลาสติกกนแหลม (Centrifuge tube) 
               3.3 ปนในเครื่อง centrifuge ดวยความเร็ว 1,500 – 2,000 รอบ/นาที นาน 5 นาที รอให    
                      เครื่องหยุดหมนุเอง 
               3.4 นําหลอดปสสาวะออก และดดูสวนใสทิ้ง ใหเหลือตะกอนปสสาวะประมาณ 1 ml. 
               3.5 ผสมตะกอนปสสาวะใหเขากนั โดยการเคาะกนหลอดกับฝามือหรือโตะจนตะกอน 
                      กระจายตัวด ี
               3.6 หยดตะกอนปสสาวะ 1 หยด ลงบนสไลดที่สะอาด ปดทับดวย cover slide 
               3.7 นําสไลดไปตรวจดูดวยกลองจลุทรรศนโดยเร็ว กอนที่ตะกอนจะแหง 
 
 



 53

4. การตรวจดวยกลองจุลทรรศน 
ใชกําลังขยายต่ํา (Low power field : LPF : 10X) ตรวจด ูcell และ cast ตาง ๆ รวมทั้งการ

กระจายตัวของ cell  หร่ี diaphram ใหแสงลดลงเพื่อจะตรวจดู hyaline cast ได ถาแสงสวางมากเกนิไป
จะมองไมเห็น hyaline cast ซ่ึงเปนแทงบางใส เมื่อพบ cell หรือตะกอนตาง ๆ ใหเล่ือนดูดวย
กําลังขยายสูง (High power field 40X) เพื่อจะไดดูรายละเอียดของเซลลไดชัดเจนมากขึ้น การรายงาน
ผลใหตรวจดปูระมาณ 10 field แลวเฉลี่ยตอ 1 field ในกรณีที่รายงานตอ HPF ตองตรวจนับเซลลดวย 
HPF 10 field แลวหาคาเฉลีย่ตอ 1 HPF   ถารายงานตอ LPF  ก็ตองตรวจนับเซลลดวย LPF 10 field 
แลวหาคาเฉลีย่ตอ 1 LPF และรายงาน 

 
การแยกตะกอนปสสาวะที่มีลักษณะคลายคลึงกัน 

 
ลําดับ ตะกอน

ปสสาวะ 
ลักษณะที่แตกตางกนั รูปรางลักษณะ 

1 RBC สีทอง ไมมี budding 

 
 Yeast cell สีเขียว รูปรี  ม ี

budding 

 
2 WBC Cytoplasm จะบาง ๆ  

Nucleus ขนาดเล็ก 
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ลําดับ ตะกอน
ปสสาวะ 

ลักษณะที่แตกตางกนั รูปรางลักษณะ 

2(ตอ) Renal 
epithelial cell 

Cytoplasm หนา 
Nucleus ใหญเกือบ
เต็มเซลล ลักษณะ
เซลลเปนเหล่ียม 
(ยกเวนเซลลที่ใกลจะ
สลายจะไมมีลักษณะ
เหลานี้) 

  

 

3 Macrophage ขางในเซลลสกปรก 
ไมมีลักษณะวาว 

    
  

 Oval fat body 
 

เปน Renal epithelial 
cell ที่สลายและมีเม็ด
ไขมันกลมวาวหลาย
เม็ดขนาดตาง ๆ อยู   
การตรวจโปรตีนตอง
ไดผลบวก ประมาณ 
2+ ถึง 3+ 

   

 

4 เม็ดแปง 
(starch 
granule) 

เซลลทึบ มีรอยแตก
ตรงกลาง ขอบไม
เรียบ 

 
 Fat globule กลมวาวเรียบแบบลูก

ปงปอง ไมมีรอยแตก 
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ลําดับ ตะกอน
ปสสาวะ 

ลักษณะที่แตกตางกนั รูปรางลักษณะ 

5 Hyaline cast แทงโปรงบางใส ไมมีรอย
แตกหกั 
 

 
 Waxy cast แทงทึบ เหมือนกระจกฟา 

เพราะเกดิจากเซลลสลายตัว
จนเปนเนื้อเดยีวกัน อาจพบ
รอยแตกหรือหัก 

 
6 WBC cast เซลลเม็ดเลือดขาวที่อยูใน

แทงคาสท จะมีรูปรางกลม 
ขนาดใกลเคยีงกัน cytoplasm 
บาง ๆ  
  

 Epithelial cell 
cast 

Renal epitelial cell ที่อยูใน
คาสทมีขนาดแตกตางกัน
หลายแบบ บางครั้งกลม 
บางครั้งยืดยาวขึ้น 
  

7 Granular cast แกรนูลจะไมวาว ไมมีรูปราง 
ลักษณะขรุขระ เพราะเกิดจาก
เซลลสลาย คลายขยะ 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fatty cast 
 

เม็ดไขมันจะกลมวาว ใหญ
กวาแกรนูล 
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ลําดับ ตะกอน
ปสสาวะ 

ลักษณะที่แตกตางกนั รูปรางลักษณะ 

8 Mucous thread เปนเสนใยเยื่อเมือก เปนสาย
บาง ๆ ยาวเรียว 
 
 

 
 Cast เปนแทงโปรตีนที่แข็งตัวในไต มี

รูปรางเปนแทงกระบอกตามรูป
หลอดฝอยของไต มีขอบ 2 ขาง
ขนาน หัวทายอาจมนหรือตัด
ขนาดเล็กหรือใหญตามขนาดของ
หลอดฝอยของไตที่เปนแมพิมพ
ตรงสวนที่เกิดคาสท  

9 Amorphous เปนสารที่ไมมีรูปราง ไมพบ
ขอบของคาสท 
 
  

 Granular cast พบขอบของแทงคาสท pH 
เปนกรด และการตรวจ
โปรตีนพบผลบวก 
  

 
 

Robert’ s test 
หลักการ 
 การตรวจหาโปรตีนในปสสาวะ  โดยกรดไนตริกจะตกตะกอนโปรตนีใหเกิดวงแหวนสี
ขาวขุน ความหนาของวงแหวนที่เกิดขึ้นจะมากหรือนอยขึ้นอยูกับปริมาณโปรตีนในปสสาวะ วิธีนี้
จะใหผลบวกกับโปรตีนทุกชนิด 
วิธีทดสอบ 

1. เติมน้ํายา Robert ประมาณ 1 ml. ลงในหลอดแกว ขนาด 12X75 ml. 
2. เอียงหลอดแกวประมาณ 25 องศา เติมปสสาวะใหลอยอยูเหนือช้ันของน้ํายาโดยให

ไหลลงตามผนังขางหลอดแกวทีละนอยประมาณ 1 ml. 
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3. ทิ้งไว 2 นาที อานผลโดยดูตรงรอยตอระหวางน้ํายากับปสสาวะ อาจใชพื้นหลังสีดํา 
เพื่อใหเห็นวงแหวนชัดเจนขึ้น 

การรายงานผล 
 Negative : ไมมีตะกอนสีขาวขุนตรงรอยตอ 
 Trace  : เกิดวงแหวนสขีาวขุนเหน็ลาง ๆ เมื่อใชพื้นหลังสีดําชวย 
 1+  : เกิดวงแหวนสขีาวขุน เหน็ชดัหนาประมาณ 0.5 mm. 
 2+  : เกิดวงแหวนสขีาวขุน เหน็ชดัหนาประมาณ 1.0 mm. 
 3+  : เกิดวงแหวนสขีาวขุน เหน็ชดัหนาประมาณ 1.5 mm. และเมื่อ 
      มองจากปากหลอดแกวลงไปจะเห็นความขุน 

4+ : เกิดวงแหวนสขีาวหนาทึบมากที่สุดและมคีราบตะกอนสีขาวติด 
   ขางหลอดแกว 

คาปกติของตะกอนปสสาวะ  
ตะกอนปสสาวะ คาปกต ิ   (HPF=40x, LPF=10x) 

Red blood cell (RBC) 0 – 2 / HPF  
White blood cell (WBC) 0 – 6 / HPF 
Renal epithelial cell 0 – 5 / HPF 
Transitional epithelial cell 0 – 5 / HPF 
Hyaline cast 0 – 2 / LPF  
Granular cast 0 – 1 / LPF 
Crystal ไมพบผลึกผิดปกต ิ
Bacteria ไมพบ 
Parasite, fungus ไมพบ 

 
หมายเหตุ 

1. Reagent strip เมื่อใชแลวตองปดฝาใหสนิท เพื่อปองกันความชื้น 
2. ระวังอยาใหมอืไปสัมผัสถูกบริเวณแถบทดสอบ 
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Urine Sediment 
 

Cells Description 
Red Blood Cell 

 

a. Normal : รูปกลม ขอบเรียบ คลาย
ขนมโดนัท สีทอง ไมมีนิวเคลียส 
b. Crenated : เซลลเหี่ยว ขอบหยักพบจุด
กลม ๆ รอบเซลล 
c. Swollen : เซลลบวมพอง 
d. Ghost cell : ไมมี Hb. มีแตขอบเซลล 
e. Dysmorphic : ขนาดไมแนนอน
รูปรางบิดเบี้ยว 

White Blood Cell 

 

a. Normal : ใหญกวา RBC อาจเห็น
หรือไมเห็นนวิเคลียส มีแกรนูล 
b. Glitter cell : ขนาดใหญกวา WBC 
ธรรมดา มีแกรนูลเตนระยิบระยับ 
c. Macrophage : เปน Monocyte ขนาด
ใหญกวา WBC ธรรมดา กินสิ่งตาง ๆ 
เขาไป ดูสกปรก 

Squamous epithelial Cell 

 

เซลลใหญแบน รูปเหล่ียม นวิเคลียส
กลมหรือรูปไขขนาดเทากับ WBC มี 
Cytoplasm มาก ออกมาจาก urethra 
หรือ vagina 
 
 
 

Transitional epithelial cell (Urothelial cell) 

 

เซลลมีรูปรางและขนาดไมแนนอน ไม
สามารถแยกไดชัดเจนวาเปน bladder 
หรือ caudate epi. cell 
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Renal epithelial cell 

 

เซลลรูปรางกลมหรือหลายเหล่ียม ขนาด
ใหญกวา WBC เล็กนอย นวิเคลียสใหญ
เกือบเต็มเซลล มี Cytoplasm นอยที่สุด 
เปน epi.cell ทีม่ีขนาดเล็กที่สุดมาจาก
หลอดเลือดฝอยของไต 

Clue cell 
 
 
 
 

Squamous epithelial cell ที่มีแบคทีเรีย 
(coccobacilli) ฝงอยูรอบ ๆ ขอบเซลล
จํานวนมาก มกีารติดเชื้อบริเวณทอ
ปสสาวะหรือชองคลอด 
 

Oval fat body 

 

Renal epithelial cell ที่เกิด fat 
degenerate มีเม็ดไขมัน กลมวาว 
สะทอนแสงขนาดตาง ๆ ฝงอยู ตองพบ
โปรตีนในปสสาวะเสมอ 
 

Bacteria 

 

a. Cocci รูปกลม อาจอยูเดีย่ว คู หรือเปน
กลุม 
b. Rods รูปแทง 
c. Spiral รูปเกลียว 
 

a. Yeast cell 

 
b. Budding yeast  

 

a. Yeast cell รูปรี กลม cytoplasm ทึบ
กวา RBC 
 
b. Budding yeast เปน yeast ที่แตกหนอ 
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c. Pseudohyphae 

 
 

c. Budding yeast cell ที่ยืดยาวออกไป
คลายไมแร็กเก็ตเปนสายราเทียม แสดง
วา ลุกลามเขาเนื้อเยื่อแลว 
 

Trichomonas vaginalis 

 

 
 

รูปรางเหมือนลูกแพร ขนาดใหญกวา 
WBC เล็กนอย เคลื่อนไหวโดยใช 
Flagella ทําใหตกขาว คัน 
 
 

Spermatozoa 

 
 

ตัวอสุจิ อาจพบเคลื่อนไหวหรือไม
เคลื่อนไหว ถาพบตองรายงาน เพราะน้ํา
อสุจิทําใหการทดสอบโปรตีนไดผลบวก 
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Miscellaneous Description 
Amorphous 

 
 

เปนตะกอนของสาร มีลักษณะเปน
แกรนูลเม็ดเล็ก เปนผง ไมมรูีปราง 
อยูกระจัดกระจายหรืออาจเปนกลุม
กอน 
 

Mucous thread 

 
 

เสนใยเยื่อเมือก เปนสายบาง ๆ ยาว
เรียงเปนริบบนิ 
 
 
 

Cylindroid 

              
 

เปนแทงโปรตนี ที่มีปลายขางหนึ่ง
มนคลายคาสท แตปลายอีกขางหนึ่ง
เรียกเล็กเปนหางยาว 
 

Fat globule 

 
 

เม็ดไขมัน กลม วาวนูน อยูเปนอิสระ
นอกเซลล ตองตรวจพบโปรตีนใน
ปสสาวะ ถาไมพบแสดงวาปนเปอน
มา 
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Crystal 
Acid urine (pH = 5, 6) 

Uric acid 

 
 

แผนสี่เหล่ียมรูปขนมเปยกปนูหรือแผน
หกเหลี่ยมยาวมากกวากวาง สีเหลือง
น้ําตาลใส  ถาผลึกหนาอยูรวมกันเปน
กลุมอาจคลายดอกกหุลาบ ถังเบียร ถา
ผลึกบางจะไมมีสี 

Cystine 

 
 

หกเหลี่ยมดานเทาแบน ไมมสีี พบเมื่อ
มีความผิดปกติของ metabolism มาแต
กําเนิด 
 
 

Leucine 

 

กลมสีเหลือง มีรอยแตกเปนรัศมีออก
จากจุดศูนยกลาง เสนรอบวงมีสอง
ขอบซอนหางกันชัดเจน ตางจากเม็ด
แปง พบในโรคตับ 

Tyrosine 

 
 

รูปเข็ม เรียว เล็ก ยาว แหลมคมหัวทาย 
สีเหลือง หรือไมมีสี อาจซอนทับกัน
คลายดอกกหุลาบ พบในโรคตับ มัก
พบรวมกับ Leucine 
 

Bilirubin 

 

แผนรูปขนมเปยกปูน หรือส่ีเหล่ียม
ดานเทา รูปเขม็ หัวทายแหลม แทงอวน
ส้ัน สีน้ําตาลหรือน้ําตาลแดง 
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Potassium  urate 

 

รูปรางเหมือน Ammonium urate กลม
เล็ก สีน้ําตาล 
 
 
 

Sodium  urate 

 

แทงผอมบาง คลายไมบรรทัด มักอยู
เปนกลุม หรือเรียงตัวเปนรูปพัด ไมมีสี 
หรือสีออกเหลืองควรแยกออกจากผลึก
ของซัลฟา 

 
 

Acid or Neutral urine(pH = 5, 6, 7) 
Cholesterol 

 

แผนสี่เหล่ียมมุมฉาก ใหญ มุมหักอยาง
นอยหนึ่งมุม 

Hemosiderin  

 

แกรนูลเกาะอยูกับ renal epi. cell หรือ
อยูเปนอิสระเม็ดสีน้ําตาลหรือเหลือง 

Sulfonamide 

 

ฟอนหญามัดหัวหรือทายหรือตรงกลาง  
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Neutral or Alkaline urine(pH – 7, 8) 

Calcium carbonate 

 
 

รูป dumbell คลายดอกไม 4 กลีบ 

Triple phosphate 

 

 
 

ผลึกรูปปริซึม 3-6 ดาน รูปใบเฟรน, ฝา
โลงศพฝรั่ง หรือรูปดาว 
 
 

Ammonium biurate 

 
 

กลม มีหนาม คลายหัวแหว  สีน้ําตาล 
 
 

Calcium phosphate 

 
 

แผนแบนใหญ  มีแกรนูลอยูภายใน 
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Acid Neutral or Slightly Alkaline urine (pH 5, 6, 7, 8) 
Calcium oxalate 

 
 

รูปซองจดหมาย วงแหวน รูปไข รูป 
dumbell หรือรูปแปรง 
 

Hippuric acid 

 

แผนยาว 6 เหล่ียม ยาวกวา uric acid 
บางครั้งอาจเปนปริซึม  
 
 

 
Urine Sediment 

Cast Description 
Hyaline cast 

 
 

คาสทที่เปนแทงโปรตีน รูป
ทรงกระบอก หัวทายมนโปรงใส ไมมี
สีเนื้อเรียบ 
 
 

Granular cast 

 

คาสทที่มีแกรนูลฝงอยู แกรนูลนี้เกิด
จากเซลลตาง ๆ สลายตัวไป 
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RBC cast 

 
 

คาสทที่มี RBC กระจายตวัอยาง
สม่ําเสมอใน cast matrix 
 
 
 

Hemoglobin cast 

 
 

คาสทที่เกิดจาก RBC สลายตัวพบสีสม
ปนแดงของฮีโมโกลบินอยูใน protine 
matrix 
 
 

WBC cast 

 
 

คาสทที่เกิดจาก WBC ฝงอยู  ขนาด
ของ WBC จะใกลเคียงกัน ขนาดกลม
เล็กกวา Renal epithelial cell 
 
 

Epithelial cell cast 

 
 
 
 
 
 
 

คาสทที่มี Renal epithelial cell ฝงอยู 
แยกจาก WBC cast โดย Renal epi. 
Cell จะมีขนาดใหญกวา WBC 
นิวเคลียสเกือบเต็ม cell เซลลมีขนาด
ตาง ๆ กันขอบเซลลชัด 
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Cast Description 
Degenerating cellular cast คาสทที่ประกอบดวยเซลลชนิดตาง ๆ 

ที่สลาย  ซ่ึงไมสามารถจะบอกชนิดของ
เซลลได 
 
 

Bacterial cast 

 

คลาสทที่มี Bacteria ฝงอยูจะเปนจุด
เนียน ๆ สีเขียว ไมขรุขระเหมือน 
granular cast 
 
 

Mixed cast 

 

คาสทที่มีเซลลตาง ๆ หลายชนิด ฝงอยู
ในคาสทเดียวกัน เชน Mixed RBC, 
WBC cast 
 
 

Crystal cast 

 

คาสทที่มีผลึกฝงอยู 
 
 

Oval fat body cast 

 

คาสทที่มี oval fat body ฝงอยู 
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Cast Description 
Fatty cast 

 

คาสทที่มีเม็ดไขมันกลมวาว ขนาดตาง 
ๆ กันฝงอยู  เกดิจาก Oval fat body 
แตกสลายตวัเปนเม็ดไขมันขนาดตาง ๆ 
กัน 
 
 

Waxy cast 

 
 

 

คาสทที่เกิดจากเซลลตาง ๆ สลายตัวจน
เปนเนื้อเดียวกนั จะมีลักษณะทึบ มักมี
รอยแตกหรือหัก หยักเหมือนไสหม ู
 
 

Broad cast 

 

คาสทที่มีขนาดใหญมีความกวาง
มากกวา 4 เทาของ WBC หรือมากกวา 
8 เทาของ RBC เรียกชื่อตามชนิดของ
เซลลที่ฝงอยู เชน broad waxy cast 
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ตัวอยางใบรายงานผลการตรวจปสสาวะ 
 
BUDDHACHINARAJ HOSPITAL 
PHITSANULOK 

CLINICAL MICROSCOPY DATE 

  NAME 
DIAGNOSIS COLLECTION TIME AGE 
  WARD 
REQUESTED BY RECEIVED BY TIME HN 
  CLINICIAN 
 PRIV.        ADMIT       OPD  
       FECAL EXAMINATION 
       Appearance……………….. color…………………….. 
       Mucous…………………….Blood……………………. 
       WBC/HPF………………….RBC/HPF……………….. 
       Parasite………………………………………………… 
       Other…………………………………………………… 
       ………………………………………………………… 
       Occult blood…………………………………………… 
       CSF                         Other…………………………….. 
       Color……………..Turbidity…………………………. 
       WBC……….cells/cu.mm.  RBC…………cells/cu.mm. 
       DIFFERENTIAL 
       Neutrophil……………..% Lymphocyte……………..% 
       Eosinophil……………..% Monocyte………………..% 
       Other…………………………………………………… 
       ………………………………………………………… 
       SEMEN ANALYSIS 
       Sperm count (60-150)……………………..million/ml. 
       Liquefaction……..min. Volume……….ml. pH………. 
       Motility………….% Active progressive motility……% 
       Normal morphology…..................................................% 
       WBC / HPF……………..RBC / HPF…………………. 
       Other…………………………………………………… 

        ROUTINE URINALYSIS 
       Color…………………..Transp……………………….. 
      Sp.gr…………………….pH…………………………… 
      Albumin…………………Glucose…………………….. 
      WBC / HPF…………….RBC / HPF…………………… 
      Squamous epithelial cells / HPF……………………….. 
      Trans, epithelial cells / HPF……………………………. 
      Cast / LPF………………………………………………. 
      ………………………………………………………….. 
      Crystal………………………………………………….. 
      Mucous thread………………………………………….. 
      Bacteria…………………………………………………. 
      Other……………………………………………………. 
      Bile……………………………………………………… 
     Urobilinogen…………………………………………….. 
     Ketone…………………………………………………… 
     Hemosiderin…………………………………………….. 
     Bence Jones protein…………………………………….. 
     Pregnancy test.. …………………………………………. 
     Urine-Morphine………………………………………… 
     Other…………………………………………………….. 
     …………………………………………………………… 
     Reported by………………..………/…………./………… 
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Laboratory 8. 
Special Laboratory 

 
ปฏิบตัิการ 
 Body fluid examination 
วัตถุประสงค 
 เมื่อนิสิตผานการฝกปฏิบัติการนี้แลว นิสิตมคีวามสามารถดังนี ้

1. อธิบายหลักการเก็บตัวอยางและนําสงสิ่งสงตรวจเพื่อการตรวจวเิคราะหสารน้ําใน
รางกายไดอยางถูกตอง 

2. ตรวจและแปลผลการตรวจสารน้ําในรางกายไดอยางถูกตอง 
วิธีการปฏิบัต ิ
1.  ดู Demonstration 
 - การรายงานลกัษณะทางกายภาพของ CSF และ effusion เชน สี และความขุน 
 - การตรวจลกัษณะของ effusion ทางกายภาพ เพื่อแยกวาเปน transudate หรือ exudate 
 - ตัวอยาง CSF ที่เกิดการ trauma ขณะเจาะ 
 - การเตรียมเซลลโดยวิธีการตกตะกอน (Sedimentation) 
 - เซลลชนิดตาง ๆ ที่พบใน body fluid ทางกลองจุลทรรศน 
2.  นิสิตนํา Body fluid ที่เตรียมไวใหจํานวน 1 ตัวอยาง / นิสิต 2 คน เพือ่นําไป 
 - ตรวจลักษณะทางกายภาพ เชน สี และความขุน พรอมรายงานผล 
 - ตรวจนับจํานวนเม็ดเลือดแดง และเม็ดเลือดขาวดวย counting chamber พรอมรายงานผล 
 - ปน Body fluid แลวนําตะกอนไปยอมสี Wright’ s stain 
 - ตรวจนับแยกชนิดของเซลลดวยกลองจุลทรรศน พรอมรายงานผล 
3.  นิสิตนําสเมียรของ Body fluid ที่แจกให จํานวน 1 ตวัอยาง/นิสิต 1 คนเพื่อนําไปตรวจนับแยก 
      ชนิดของเซลลดวยกลองจุลทรรศนพรอมรายงานผล 
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Cell count and differential count 
 
เคร่ืองมือ 

1. Centrifuge 
2. กลองจุลทรรศน 

วัสดุอุปกรณ 
1. Counting chamber 
2. Cover chamber 
3. WBC pipette 
4. Tuberculin syringe 
5. Slide 
6. ไฟแช็คหรือไมขีดไฟ 
7. Syring ball 
8. ผากอส 
9. ถาดยอมสี 
10. Test tube ขนาด 13 X 100 mm. 
11. Plain capillary tube 

น้ํายาและสารเคมี 
1. 0.85% Normal saline solution 
2. 3% glacial acetic acid 
3. Absolute methanol 
4. สี Wright’ s stain 
5. น้ํากลั่น 

วิธีทํา 
1.   การตรวจ CSF (CSF examination) 
        ควรทําการตรวจภายใน 1 ช่ัวโมง ตามขั้นตอนดังนี ้
  1.1  การตรวจทางกายภาพ (Physical examination) 

เปนการกรวดน้ําไขสันหลังดวยตาเปลา โดยดูลักษณะทัว่ไป สังเกตสี ความขุน และการ
แข็งตัว ปกติน้าํไขสันหลังจะใส ไมมีสี ตั้งทิ้งไวจะไมแข็งตัว ถามีความผิดปกติบางอยางเกิดขึ้น 
ลักษณะของน้าํไขสันหลังจะเปลี่ยนไป 
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        การรายงาน 
 1.  สี (color)  : Colorless, Xanthochromia, red   การรายงานสีถามี RBC ปนให 
         ปน CSF แลวรายงานสีหลังจากปนดวย 
 2.  ความขุน (Turbidity) : clear, turbid, cloudy 
 
 1.2  การตรวจนับเซลล 

ควรทําทันทีหลังเจาะ ไมควรทิ้งไวนานเกนิ 1 ช่ัวโมง เซลลในน้ําไขสันหลังจะแตก 
สลายไดงาย การตรวจนับเซลลใหนับทั้งเมด็เลือดแดงและเม็ดเลือดขาว โดยนับแยกกนั ถาเซลลมี
ปริมาณมากการตรวจนับอาจตองเจือจางตามความเหมาะสม ดังนี้ 

1.2.1 ถาน้ําไขสันหลังใสหรอืขุนเล็กนอย ไมตองเจือจาง ผสมน้ําไขสันหลังใหเขากัน หยด
ลงใน counting chamber ทําการนับทั้ง 9 ชองใหญ ปริมาตร = 1X1X0.1X9 = 0.9 cu.mm. 
 

วิธีการคํานวณ 
ปริมาตร 0.9 cu.mm. นับ WBC ได =   N     cells 
ปริมาตร 1 cu.mm. นับ WBC ได    =   N X 1  cells 
           0.9 
 ∴ จํานวน WBC  =   N                  cells/cu.mm. 
         0.9 

สรุปสูตร 
 จํานวนเซลล      =                 N           cells/cu.mm. 
          ปริมาตรที่ใชนับ 
 

ถานับ 9 ชองใหญ ;   จํานวนเซลล  =       N  cells/cu.mm. 
                        0.9 
 

ถานับ 4 ชองใหญ ;  จํานวนเซลล =       N  cells/cu.mm. 
           0.4    
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1.2.2  กรณีท่ีน้ําไขสันหลงัขุน ใหเจือจางดวย 0.85% NSS เพื่อที่จะนับไดทั้ง RBC และ 
Nucleated cell การเจือจางใหเจือจางตามความเหมาะสม ซ่ึงอาจเจือจางใน WBC pipette 10 เทา  
(ดูด CSF ถึงขีด 1.0 ดูดน้ํายาถึงขีด 11) หรือเจือจาง 20 เทา (ดูด CSF ถึงขีด 0.5 ดูดน้ํายาถึงขีด 11) 
แลวทําการนับแยกเซลลเม็ดเลือดแดงกับเซลลที่มีนิวเคลียสตามความเหมาะสม ถาเซลลมีจํานวน
มาก ควรนับเซลลที่มีจํานวนมากในชองที่ตารางละเอียด เชน ชอง R จะไดไมนับซ้าํ การเลือกนับ
ชองใดขึ้นอยูกบัความเหมาะสมของจํานวนเซลล ถาเซลลมีจํานวนนอยควรนับทั้ง 9 ชองใหญ ถา
เซลลมีจํานวนมาก ควรนับ 5 ชอง R การนับเม็ดเลือดแดงกับเซลลที่มีนิวเคลียส อาจนับไปพรอม ๆ 
กัน หรือนับทลีะครั้ง ตามความสะดวกและปริมาตรที่ใชนับ โดยเมด็เลอืดแดงจะไมมนีิวเคลียส มีสี
ของฮีโมโกลบินเปนสีทอง อาจพบเม็ดเลือดแดงที่เหี่ยว มีหนาม (crenated RBC) หรือพบ ghost cell 
ซ่ึงฮีโมโกลบินหลุดออกไปแลว สวนเม็ดเลือดขาวจะมนีวิเคลียสเซลลจะทึบ มีสีเขียว สวนเซลลอ่ืน
ที่มีขนาดใหญ และมีนวิเคลียสจะนับรวมกบัเม็ดเลือดขาว การรายงานจะใชวา nucleated cell (เซลล
ที่มีนิวเคลียส) 
 
วิธีการคํานวณ 
 จํานวนเซลล (cells/cu.mm.)  =     จํานวนเซลลที่นับได X dilution factor 
        ปริมาตรที่ใชนับ 
 
 ตัวอยางการคาํนวณจํานวนเซลล  (cells/cu.mm.) 
 นับ 1 ชอง R (ปริมาตร = 0.2X0.2X0.1 = 0.004)  =  N X dilution factor 
                       0.004 
  

นับ 5 ชอง R (ปริมาตร = 0.2X0.2X0.1X5 = 0.02) =  N X dilution factor 
           0.02 
  

นับ 25 ชอง R หรือ 1 ชอง W    =  N X dilution facotr 
(ปริมาตร = 0.2X0.2X0.1X25 = 0.1)       0.1 
 
นับ 4 ชอง W (ปริมาตร = 1X1X0.1X4 = 0.4) =  N X dilution factor 
            0.4 
นับ 9 ชอง W (ปริมาตร = 1X1X0.1X9 = 0.9) =  N X dilution facotr 
          0.9 
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1.3  การเตรียมสเมียรและการยอมสเมียร ทําดังนี้คือ 

1.3.1  ผสมน้ําไขสันหลังใหเขากัน เทใสหลอดทดลองใหมากที่สุดเทาที่มี 
1.3.2  ปนดวยความเร็ว 700-1,000 รอบตอนาที นาน 3 นาที 
1.3.3  เทสวนใสดานบนทิ้ง 
1.3.4  เคาะตะกอนที่ติดอยูกนหลอดใหเขากัน 
1.3.5  เทตะกอนลงบนแผนสไลดแลวใชปากหลอดเกลีย่ใหเปนรูปวงรี แลว fix  
          ทันทีขณะที่สเมยีรยังไมแหงดวยความรอนออน ๆ โดยผานเปลวไฟไปมา  
          แลว  fix ซํ้าดวย absolute methanol 
1.3.6  เจือจางสี Wright’ stain 3 สวน (สี 1 สวน : น้ํากลั่น 2 สวน) ในหลอด 
          ทดลองและเทสีที่เจือจางแลวลงบนแผนสไลดทิ้งไว 3 นาท ี
1.3.7  ลางดวยน้ําประปา แลวเช็ดดานหลังสไลดใหสะอาด ทิ้งไวใหแหง นํามา 
          ตรวจดดูวยกลองจุลทรรศน 
 

1.4  การตรวจสเมียรดวยกลองจุลทรรศน 
 1.4.1  ตรวจดสูเมียรดวยกําลังขยายต่ํา (10X) และกําลังขยายสูง (40X) ใหทัว่ เพื่อดู   
             การกระจายของเซลล ชนิดของเซลลที่พบ ลักษณะผิดปกติอ่ืน ๆ ที่อาจตรวจ 
                     พบ รวมทั้งแบคทีเรีย เชื้อรา เปนตน 
 1.4.2  เปลี่ยนกําลังขยายเปน 100X และทํา differential cell count โดยนบัแยกชนิด 
             ของเซลลที่พบ 100 เซลล และรายงานเซลลแตละชนิดเปนเปอรเซ็นต  
                       โดยรวมเซลลที่เปน hematopoietic cell และ nonhematopoietic cell อยูใน   
             100 เซลล ถาเซลลมีจํานวนนอย ใหนับเซลลที่มีอยูเทาที่นับไดและรายงาน 
                       เปนจํานวนเซลล 
 1.4.3  รายงานสิ่งผิดปกติอ่ืน ๆ ที่พบ เชนเชือ้รา แบคทีเรีย abnormal cell ลักษณะ 
              ตาง ๆ ที่พบ 
 1.4.4  การตรวจดูเซลลควรตรวจดูเซลลบริเวณบาง ๆ ประกอบดวย เพราะถาตรวจ 
                        บริเวณหนาเกนิไป เซลล neutrophil จะหดทําใหดูคลาย lymphocyte จึงตอง 
                        ดูลักษณะ lobe ประกอบดวยทุกครั้ง 
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คาปกติของการนับแยกเม็ดเลือดขาว (CSF เตรียมสเมียรโดยวิธี cytocentrifugation) 
 

 Lymphocyte (%) Monocyte (%) Neutrophil (%) 
เด็กแรกเกดิ (0-2 เดือน) 5– 35 50 – 90 0 – 8 
ผูใหญ (อายุ >18 ป) 40 - 80 15 -45 0 - 6 

  
2.  การตรวจ effusion 
      การตรวจตาง ๆ จะเหมอืนกับการตรวจ CSF แตมีขอที่แตกตางจาก CSF ดังนี้ คอื 
 - สีของ effusion ถาเปนสีเหลืองจะรายงานวา yellow 
 - การนับเซลล นับเฉพาะเซลลที่มีนิวเคลียส ไมนับเม็ดเลือดแดง 
 - การเตรียมสเมียรจะปนดวยความเร็วประมาณ 700-1,000 รอบตอนาที นาน 5 นาที  
                          แลวถาสารน้ําขุนมาก ใหดดูตะกอนไปใสหลอด Wintrobe ปนอีกครั้งหนึ่ง แลวดูด 
                          บริเวณ buffy coat มาทําสเมียร ทิ้งไวใหแหงแลว fix ดวย absolute methanol 
 - การยอมสีจะเจือจางสีนอยกวา CSF เพราะในสารน้ํามีเซลลจํานวนมาก จึงตองเพิ่ม 
                          ความเขมขนของสีมากกวาน้ําไขสันหลังโดยเจือจางสี 2 เทา (สี 1 สวน : น้ํากลั่น 1  
                         สวน) ยอมสเมียรทิ้งไว 5 นาที จึงลางดวยน้ําประปา เซลลที่พบในสารน้ํา (effusion)  
                         แบงเปน 2 พวก คือ 
 

1. เซลลชนิดไมรายแรง (Benign cell) อาจเปนเซลลที่พบไดในกระแสเลอืด 
ไดแก RBC, WBC เชน neutrophil, eosinophil, lymphocyte, monocyte, 
atypical lymphocyte หรือ เปนชนิด mesothelial cell และ macrophage 

2. เซลลมะเร็ง (Malignant cell) การพบเซลลมะเร็งชวยสนับสนุนโรคมะเร็งที่มี
การแพรกระจาย (metastatic carcinoma) หรือมะเร็งเม็ดเลือดขาวชนิดตาง ๆ  

 
 
 



 76

เปรียบเทียบรูปรางลักษณะของเซลลที่ตรวจพบใน effusions 
 Cell  ลักษณะรูปราง ขนาด

เซลล 
ลักษณะนิวเคลียส ลักษณะ Cytoplasm การเรียงตัว

ของเซลล 
    N/C ratio Chromatin Nucleoli การติดสี Vacuole  
Benign 
Cell 

Mesothelial 
cell 

 

15-50 µ 
(2-4 เทา 
ของ 
lymph) 

= 1 : 2 กลมหรือ
รี mostly กลาง
เซลล 

คลาย 
lymphocyte 
แตไมจับเปน
กอน ๆ  

ไมคอยพบ ถา
พบ ขนาดเล็ก 
< 3µ 

Blue อาจพบได Free cell 
อาจพบเปน
กลุม
ขอบเขต
เซลลชัดเจน 

Benign 
Cell 

Activated 
mesothelial 
cell 

 

15 – 50 µ = 1 : 2 กลมหรือ
รี mostly กลาง
เซลล 

เหมือน 
Mesothelial 
cell 

เหมือน 
Mesothelial 
cell 

ติดสี blue 
เขมกวาปกติ 

อาจพบ
ขนาดเล็ก ๆ 
บริเวณรอบ 
ๆ นิวเคลียส 

Free cell 
หรือจับกลุม 

Benign 
Cell 

Macrophage   

  

15 -50 µ Nucleus กลม
หรือรี eccentric 
ขนาดเล็กกวา 
Mesothelial cell 

ติดสีจางกวา 
Mesothelial 
cell เสน 
chromatin 
ละเอียดกวา 

ไมพบ Blue, มัก
พบ debris 
อยู 

พบเสมอ 
ขนาดใหญ 
เบียด 
Nucleus 

Free cell 
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 Cell  ลักษณะรูปราง ขนาดเซลล ลักษณะนิวเคลียส ลักษณะ Cytoplasm การเรียงตัว
ของเซลล 

    N/C ratio Chromatin Nucleoli การติดสี Vacuole  
Benign Cell Plasma cell 

 

15 – 20 µ 1 : 1 กลม
หรือรี 
eccentric 

Dense จับเปน
กอนรอบ
นิวเคลียส 

ไมพบ Blue เขม 
บริเวณรอบ 
Nucleus ติดสี
จาง 

ไมพบ Free cell 

Malignant 
Cell 

CA cell  

 

ใหญมาก 
Vary 

Nucleus 
ใหญอาจพบ
หลาย 
nucleus 

หยาบติดสีเขม 
parachromatin 
ชัดเจน 

ไมพบ ถา
พบขนาด
ใหญเห็น
ชัดเจน 

- ติดสี blue 
เขมทึบ 
- อาจพบติดสี
แดงของ 
mucoprotein 
- บางเซลลมี 
Cilia 

พบได (ถา
เปน Signet 
cell vacuole 
ขนาดใหญ 
Nucleus ปูด
ออกนอก
เซลล) 

เปนกลุม 
ball shape, 
acina, cord 
like 
ขอบเขต cell 
like กัน อาจ
พบ free cell 

Malignant 
Cell 

-Leukemic 
cell 
-Lymphoma 
cell 

 
Leukemic cell 

เล็ก 
อาจ vary 

(3-4 : 5) Loose ติดสี
ออน 

อาจพบได 
ถาพบเห็น
ชัดเจน 

blue อาจพบได 
พบ typical in 
malignant 
lymphoma 
histiocytic 
type 

Free cell 
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Lymphoma cell 

 
อนงค เพียรกจิกรรม Cytodiagnosis of C.S.F., Effusions and Lymph Node Imprint. กรุงเทพมหานคร : อักษรสัมพันธ, 2523
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ใบรายงานผลการตรวจทางหองปฏิบตัิการ 
 
Specimen No. ………………….Patient name…………………………………………… 
 
Specimen : …………………………………………….. 
Color  : …………………………………………….. 
Tubidity : …………………………………………….. 
Nucleated cell : …………………………………………….. 
RBC  : …………………………………………….. 
Neutrophil : …………………………………………….. 
Lymphocyte : …………………………………………….. 
Monocyte : …………………………………………….. 
Eosinophil : …………………………………………….. 
Basophil : …………………………………………….. 
Macrophage : …………………………………………….. 
Mesothelial cell : …………………………………………….. 
Malignant cell : …………………………………………….. 
………………. : …………………………………………….. 
………………. : …………………………………………….. 
 
 
ผูรายงาน……………………………………………...................................... 
เลขที่……………………………………รหัสประจําตัว................................. 
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Laboratory 9. 
Special Hematologic Laboratory 

 
ปฏิบตัิการ 
 Immunohematology laboratory 
วัตถุประสงค 
 เมื่อนิสิตผานการฝกปฏิบัติการนี้แลว นิสิตมคีวามสามารถดังนี ้

1. ตรวจหมูเลือด ABO และ Rh ของผูปวยไดถูกตอง 
2. ทํา cross matching โดยเลือก donor ที่เขากนัใหแกผูปวยได 
3. ตรวจ Antiglobulin test ทั้ง direct และ indirect AGT 
4. แปลผลของการทํา Cross matching, antibody screening test (IAT) และ Direct 

antiglobulin test ได 
วิธีการปฏิบัต ิ
 นําเลือดที่ไดรับไปทําการทดสอบเพื่อตรวจ 

1. หมูเลือด ABO พรอมแปลผล 
2. ตรวจหมูเลือด Rh พรอมแปลผล 
3. นําเลือด donor มาทําการทดสอบ cross matching 
4. ทํา antibody screening test (Indirect AHG) 
5. นําเม็ดเลือดแดงของผูปวยทาํ Direct antiglobulin test พรอมแปลผล 

 
1.  การตรวจหมูเลือด ABO 
    การตรวจหมูเลือด ABO จะตองตรวจทัง้ cell และ serum grouping ยกเวนเด็กอายตุ่ํากวา 3 เดือน 
 
 การตรวจ ABO grouping ทําได 2 วิธี คือ 

1. Slide method 
2. Tube method 
 
1. Slide method 

- เปนการตรวจหา A และ B แอนติเจนบนเมด็เลือดแดงกับน้ํายา anti-A, anti-B 
และ anti-AB  

- ส่ิงสงตรวจ : Clotted blood หรือเลือดที่เจาะจากปลายนิว้ 
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 วิธีทํา 

    - หยด anti-A, anti-B และ anti-AB บน Slide ที่แบงเปน 3 สวน 
    -  หยดเลือดไปขาง ๆ anti-A, anti-B และ anti-AB ขางละหยด 
    - ผสมเลือดกับ antiserum โดยใชไมเขี่ยใหผสมกัน และเปลี่ยนไมเมือ่คนอันใหม 
    -  เอียง slide ไปมา อานผลการจับกลุมภายใน 2 นาที บันทึกและแปลผล 
 

 
                                                      Anti-A             Anti-B             Anti-AB 

 
        2. Tube method 
        2.1 Cell grouping : เปนการตรวจหา A และ B แอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงกับน้าํยา  

       anti-A, anti-B และ anti-AB 
             ส่ิงสงตรวจ : Clotted blood (นําเลอืดมาเตรียมเปน 2-5% red cell suspension ในน้ําเกลือ) 

วิธีทํา 
                  1.    หยด Anti-A ลงในหลอดที่เขียนวา “A” 2 หยด 
                         หยด Anti-B ลงในหลอดที่เขียนวา “B” 2 หยด 
                         หยด Anti-AB ลงในหลอดที่เขียนวา “AB” 2 หยด 

    2.  หยด 2-5% red cell suspension ในน้ําเกลือ ใสในหลอด A,B และ AB หลอดละ 1  
                       หยด ผสมใหเขากัน หรือ อาจใชไมเขีย่เลือด นําไปใสในหลอด A,B และ AB  
                      (เปลี่ยนไมทกุครั้ง) 

3 .  ปนที่ 3,400 rpm นาน 15 นาที 
                 4.  อานผลการจับกลุมโดยเขยาเบา ๆ แลวเอียงหลอดไปมาใหเซลลหลุดจากกนหลอด    
                 5.  บันทึกและแปลผล 
           2.2  Serum grouping : เปนการตรวจ Anti-A และ Anti-B ในซีร่ัม กับ A1 cells และ B  
                     cells ที่เตรียมเปน 2-5% cell suspension ในน้ําเกลือ 

ส่ิงสงตรวจ : Clotted blood 
 วิธีทํา 

1. หยดซีร่ัมลงในหลอดที่เขียนวา AC และ BC หลอดละ 2 หยด 
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2. หยด A1 cells 1 หยด ลงในหลอดที่เขียนวา “AC” 
หยด B cell 1 หยด ลงในหลอดที่เขียนวา “BC” 

3. ผสมใหเขากัน ปนที่ 3,400 rpm นาน 15 วนิาที 
4. อานผลการเกดิ hemolysis และการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง 
5. บันทึกและแปลผล 
 

ตารางที่ 1 การแปลผลของ ABO grouping 
Cell grouping Serum grouping Blood group 

Anti-A Anti-B Anti-AB A-cell B-cell  
- 
+ 
- 
+ 

- 
- 
+ 
+ 

- 
+ 
+ 
+ 

+ 
- 
+ 
- 

+ 
+ 
- 
- 

O 
A 
B 

AB 
 
2.  การตรวจหมูเลือด Rh 
 การตรวจ Rh typing ตรวจเฉพาะ D antigen โดยทําการทดสอบกับ anti-D  สําหรับ antigen 
ตัวอ่ืนจะตรวจเฉพาะรายทีจ่ําเปนเทานัน้ ทําได 2 วิธี คือ 

1. Slide Method 
2. Tube Method 

 
         2.1 Slide  method 

ส่ิงสงตรวจ : Clotted blood, anticoagulated blood หรือเลือดที่เจาะปลายนิว้ 
วิธีทํา 
1.  หยด anti-D บน slide 1 หยด 
2.  หยดเลือด 1 หยด ลงขาง anti-D 
3.  ใชไมเขี่ยเลือดใหผสมกัน เอียงไปมา 
4.  นํา slide ไปอุนบน Viewing box อุณหภูมิ 40-500 เอียงสไลดไปมา 
5.  อานผลการจับกลุมภายใน 2 นาที 
6.  ถามีการตกตะกอน แสดงวาเปน Rh positive แตถาไมตกตะกอน จะเปน Rh negative  
     ซ่ึงจะตองทํา Antiglobulin test เพื่อดูวาเปน Rh negative จริง หรือ Weak D (Du) 
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          2.2 Tube method 
วิธีทํา 

          1. หยด anti-D ในหลอดที่เขียน “D” 1 หยด 
          2. หยด 2-5% cell suspension ในน้ําเกลือ 1 หยด หรือใชไมจิ้มเลือดใสในน้ําเกลือ 
          3. เขยา นําไปปนที่ 3,400 rpm นาน 15 วินาท ี
          4. อานผลการจับกลุม โดยเอียงหลอดและเขยาเบา ๆ ใหเซลลหลุดจากหลอด 
          5. บันทึกและรายงานผล 

การแปรผล 
 ถาใหผลบวกทั้งโดยวิธี slide และ tube test เปน Rh positive แตถาใหผลลบจะตองทดสอบ    
             Antiglobulin test ตอ 
 
       Test for Weak D (Du) 
         6. ทําตอจากขอ 5 โดยนําหลอดเลือดไปอุนที่ 370C นาน 15-30 นาที 
         7. ปนที่ 3,400 rpm นาน 15 วินาที อานและบันทกึผล 
         8. ถาไมมีการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง นําไปลางดวยน้าํเกลือ 3 คร้ัง โดยปนที่ 3,400 rpm      
             นาน 45 วินาที คร้ังสุดทายเทน้ําเกลอืออกใหเกลี้ยง เติม Antiglobulin serum 1 หยด 
         9. ปนที่ 3,400 rpm นาน 15 วินาที อานและบันทกึผลการจับกลุม 
 
 

ตารางที่ 2 การแปลผล Rh typing 
Anti-D Rh typing 

Room 
temp. 
(RT) 

370C Antihuman 
globulin  test 

(AHG) 

 

+ 
- 
- 

 
- 
- 

 
- 
+ 

Rh positive 
Rh negative 
Weak D, Du 
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3.  การตรวจความเขากันไดของเลือดผูปวยกับผูบริจาค (Cross matching ) 
 เปนการทดสอบระหวางซีร่ัมผูปวยกับเซลลของ donor (major cross match) และซีร่ัม 
donor กับเซลลผูปวย (minor cross match) เพื่อดูวาเลือดผูปวยเขากนัไดกับ donor ปจจุบัน minor 
cross match ไมทําเนื่องจากมีการตรวจกรองแอนติบอดใีนเลือดของ donor ทุกยนูิตกอนนํามาใช 
และมีการใชเฉพาะ red cells 
Cross matching แบงการตรวจเปน 3 ขั้นตอน คือ 

1. Immediate – spin หรือ Initial cross match เปนการตรวจทีอุ่ณหภูมิหอง ซ่ึงสามารถ
ตรวจ ABO incompatibility และ Ig-M antibodies ไดแก anti M, -N, -P, -Lea และ –Leb 

2. Incubate ที่ 370C 
3. Antiglobulin test (Indirect AGT) ใชตรวจ IgG antibodies ไดแก antibodies ในระบบ 

Rh, Kell, Kidd Duffy, Diego และระบบอืน่ ๆ  
วิธีทํา major cross matching 
         เลือก Donor ที่มีหมูเลือด ABO และ Rh ตรงกับผูปวยหรือตางหมูเลือดที่เขากันได (ตารางที่ 3) 

1. หยดซีร่ัมผูปวย 2 หยด ในหลอดที่เขียนวา AX (major cross match) 
2. หยดเซลล Donor 2-5% cell suspension 1 หยด หรือใชไมจุมเลือด 1 หยด 
3. ปนที่ 3,400 rpm 15 วินาท ี
4. อานผลการเกดิฮีโมลัยซิส และการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง 
5. อุนที่ 370C นาน 30 นาท ี
6. ปนที่ 3,400 rpm. 15 วินาท ี
7. อานผลฮีโมลัยซิสและการจับกลุมของเม็ดเลือดแดง 
8. ทํา Antiglubulin test ตอโดยลางเม็ดเลือดแดงดวยน้ําเกลือ 3 คร้ัง โดยปนที่ 3,400 rpm. 

นาน 45 วนิาท ีคร้ังสุดทายเทน้ําเกลือออกแลวซับน้ําเกลือดวยกระดาษทชิชูใหเกลีย้ง 
หยด Antiglobulin serum 1 หยด ผสมใหเขากัน 

9. ปนที่ 3,400 rpm. 15 วินาท ี
10. อานผลการจับกลุมดวยตาเปลา และดูดวยกลองจุลทรรศน บันทึกผล 
การแปลผล 

 ถาเกิดการจับกลุมหรือ hemolysis ขึ้นในขัน้ตอนใดก็ตาม แสดงวาเลือดที่ใหเขากันไมได
กับเลือดผูปวย จะตองหาสาเหตุและทํา antibody screening test และ antibody identification พรอม
กันนั้นก็หาเลือดยูนิตอืน่ที่เขากันไดใหแกผูปวยในกรณเีรงดวน 
-   ถาทั้ง 3 ขั้นตอนไมมีการตกตะกอนหรอื hemolysis แสดงวาเขากนัได รายงานวา Compatible 
-   ถาขั้นตอนใดขั้นตอนหนึ่งมีการตกตะกอนหรือ hemolysis แสดงวาเขากันไมได รายงานวา  
    Incompatible 
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ตารางที่ 3 การเลือกเลือด Donor ใหแกผูปวย 
หมูเลือดผูปวย หมูเลือดของ Donor 

 ทางเลือกท่ี 1 ทางเลือกท่ี 2 ทางเลือกท่ี 3 
O 
A 
B 

AB 

O 
A 
B 

AB 

ไมมี 
O  Red cells 
O  Red cells 

A หรือ B  Red cells 

 
 
 

O  Red cells 
 
4.  Direct antiglobulin test  (Direct Coomb’ test) 
 เปนการตรวจหาแอนติบอดทีี่จับอยูบนเมด็เลือดแดงของผูปวย เปนปฏิกิริยาที่เกิดขึน้ใน
รางกาย (in vivo) ใชในการวินิจฉยั 

1. Autoimmune hemolytic anemia (AIHA) 
2. Hemolytic disease of the newborn (HDN) 
3. Alloimmune reactions to recently transfusion red cells (TR) 
4. Drug induce hemolysis 
วิธีทํา 
1. เติมน้ําเกลือในหลอดทดลองประมาณ 3 ใน 4 หลอด 
2. หยด 2-5% cell suspension 1 หยด ลงในหลอด หรืออาจใชไมจิ้มเลือด 1 ไม 
3. นําไปปนที่ 3,400 rpm. 45 วนิาที เทน้ําเกลือออกใหหมด  เขยาใหเม็ดเลอืดแดงหลุด

จากกนหลอด  เติมน้ําเกลืออีก นําไปปนลาง ประมาณ 3 คร้ัง คร้ังสุดทายเทน้ําเกลือ
ออกหมดแลวซับน้ําเกลือดวยกระดาษทิชชูใหเกลี้ยง 

4. หยด antiglobulin reagent 1 หยด เขยาใหเขากัน 
5. นําไปปนที ่3,400 rpm 15 วนิาที 
6. อานผล โดยการเขยาเบา ๆ และเอียงหลอดไปมาเพื่อใหเม็ดเลือดแดงหลุดจากกน

หลอด ดูการจบักลุม บันทึกผล grading ความแรงของปฏิกิริยาวาใหผลเปนกี่บวก 
7. ถาดูดวยตาเปลาแลวไมเปนการจับกลุม ตองดูดวยกลองจุลทรรศน เพื่อดู weakly 

positive reaction ซ่ึงตองดูดวยกลองจุลทรรศน 
 
การแปลผล 
 ถาเกิดการจับกลุมของเม็ดเลือดแดงแสดงวามีแอนติบอดีจับบนเมด็เลอืดแดง = Positive 
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5.  Antibody Screening Test (Indirect Antiglobulin Test – IAT หรือ Indirect  Coomb’ test) 
 เปนการตรวจแอนติบอดใีนซีร่ัม โดยการนําซีร่ัมมาผสมกับ screenig cells อุนที่อุณหภูมิ 
370C นําเม็ดเลือดแดงมาลางดวยน้ําเกลือ เพื่อขจัด unbound globulin แลวจึงเติม antiglobulin 
reagent ถาซีร่ัมนั้นม ีunexpected antiboy ตรงกับแอนติเจนบนเม็ดเลือดแดงที่ใชทดสอบจะเกดิการ
จับกลุมของเมด็เลือดแดง 
วิธีทํา 

1. หยดซีร่ัม 2 หยดลงในหลอดที่ label วา “SC” 
2. เติม 2-5% Screening red cells หรือ selected pools O red cells 1 หยด 
3. ผสม นําไปปนที่ 3,400 rpm นาน 15 วินาที อานผล 
4. อุนที่ 370C นาน 30 นาท ี
5. ปนที่ 3.400 rpm นาน 15 วินาที อานผลการเกิด hemolysis และการจับกลุมของเม็ด

เลือดแดง 
6. ลางเม็ดเลือดแดงดวยน้ําเกลือ 3 คร้ัง โดยปนที่ 3,400 rpm นาน 45 วินาที คร้ังสุดทายเท

น้ําเกลือออกใหหมด แลวซับน้ําเกลือดวยกระดาษทิชชูใหเกลี้ยง เติม antiglobulin 
reagent 1 หยด 

7. ปนที่ 3.400 rpm นาน 15 วินาที อานผลการจับกลุมดวยตาเปลา และดดูวยกลอง
จุลทรรศนบันทึกผล 

 
การแปลผล 
 ถาใหผลบวกในขั้นตอนใดกต็าม แสดงวาซีร่ัมนั้นมี unexpected antibody ควรตรวจหา
ชนิดของแอนติบอดีโดยการทํา antibody identification 
 Indirect antiglobulin test เปนวิธีทีใชในการตรวจกรอง unexpected antibody (antibody 
screening test) โดยใช reagent red cells group O ซ่ึงตองคัดเลือกใหมแีอนติเจนของหมูเลือดที่มี
ความสําคัญทางคลินิกครบเรียกวา screening red cells หรือ selected O cells ไดแก แอนติเจน C, D, 
E, c, e, M, N, S, s Mia, PI, Lea, Leb, K, k, Jka, Jkb, Fya Fyb, Xga, Dia ดังนั้นการตรวจ antibody 
screening test ก็คือการตรวจหา unexpected antibody โดยวิธี Indirect AHG นั่นเอง 
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6.  การตรวจหาอัตราการแตกของเม็ดเลือดแดง โดยวิธี One Tube erytrocyte osmotic fragility  
     test  (OF test)         
วัตถุประสงค 
  เพื่ออธิบายขั้นตอนการตรวจวิเคราะหอัตราการแตกของเม็ดเลือดแดง โดยวิธี    One Tube 

erythrocyte osmotic fragility test  ใชในการตรวจกรองเพื่อวินิจฉยัธาลัสซีเมีย 
ขอบเขต 

ใชเปนวิธีปฏิบัติสําหรับการวิเคราะหอัตราการแตกของเม็ดเลือดแดง ในเลือดของผูปวยที่
เก็บโดยใช EDTA หรือ heparin เปนสารกันเลือดแข็ง  
นิยามศัพท 
 OF  =   Osmotic fragility  
เคร่ืองมือ อุปกรณ และสารเคมี 
         1. เคร่ืองมือ 
 5.1.2 เครื่อง centrifuge 

2. อุปกรณ 
1. Tube  ขนาด 10  ml 
2.  Autopipette 20 µl พรอม Pipette Tips 
3.  Autopipette 5 ml พรอม Pipette Tips หรือ Syringe ขนาด 10  ml 
4. จุกยางที่ปด Tube หรือ พาราฟลม 

          3.น้ํายาและสารเคมี 
  -  Na2HPO42H2O (Merk)                 1.424     g 
  -  NaH2PO42H2O (Merk)                  0.232     g 
  -  NaCl                                             2.812     g 
                              เติมน้ําใหครบ   1000  ml แลวคนใหสารทั้ง 3 ชนิด ละลายจนหมด 
   -  เติม 87% glycerin                       14          ml      
   วิธีทํา 

1.   นําตัวอยาง EDTA Blood  ประมาณ   0.5 – 1 ml มาปนเหวี่ยงใน centrifuge  3000  รอบ 
      ตอนาที เปนเวลา  5  นาที 
2.   แยก plasma ออกทิ้งใหมากที่สุด 
3.   ใสน้ํายา  OF-Test ที่เตรยีมไว   10   ml   ใน Tube 
4.   ใช autopipette  ดูด packed red cells  ที่เตรียมไวในขอ 1 และ 2 ปริมาณ 10  µl ใสลงไป 
      ใน Tubeที่มีน้ํายา OF- test อยู 
5.  ปดปาก Tube ดวยจุกยางหรือพาราฟลม 
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6.  เขยา Tube คว่ําและหงายขึ้น 2 – 3 คร้ัง ประมาณ  15  วินาท ี
7.  ทิ้งไวที่อุณหภูมหิอง  5  นาที แลวอานผลดวยตาเปลา   

    การแปลผลและการอานผล 
 การอานผล 
  -  สารละลายขุน     :   Positive 
  -  สารละลายใส     :  Negative 
 
 
 
 
 
 
 
 
              
รูปท่ี 1.  แสดงผลการตรวจ One tube osmatic fragility test โดยหมายเลข 1,2,3 สารละลายใส  
             ใหผล OF negative และหมายเลข 4,5,6 สารละลายขุน ใหผล OF positive 
 
การแปลผล 
 พาหะที่สําคัญไดแก α - thalssemia-1, β-thalassemia, Homozygous Hb E , Hb E trait 
บางรายและโรคธาลัสซีเมียทุกชนิดมีคาของ  OF Positive (Hb E trait 100 คน จะใหผล OF  
Positive ประมาณ 60 คน อีก 40 คน เปน False negative OF test)  
 ในคนปกติมีคา  OF  Negative 
 
บรรณานุกรม 
1.  ตอพงศ    สงวนเสริมศรี  ธาลัสซีเมียชนิดรายแรง การรักษา การควบคุมและการปองกัน    
     จัดทําโดยกรมอนามัย กระทรวงสาธารณสุข รวมกับภาควิชากุมารเวชศาสตร คณะแพทย 
     ศาสตร มหาวิทยาลัยเชียงใหม 2543 
2.  เอกสารประกอบการสอนเรื่อง “Immunohematology and blood bank” โดย ภญ. พิมลพรรณ  
     รัตนสิริวานิช 
3.  Vengelen Tyler V., ed., Technical Manual, 12 th ed., Bathesda, American Association f Blood  
     Bank, 1996 

           1         2          3          4         5           6 
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Laboratory 10. 
Special Laboratory 

 
ปฏิบตัิการ 
 10% KOH, AFB and Gram’ s stain 
วัตถุประสงค 
 เมื่อนิสิตผานการฝกปฏิบัติการนี้แลว นิสิตมคีวามสามารถดังนี ้

- อธิบายหลักการยอมสี AFB and Gram’ s stain ไดอยางถกูตอง 
- ทําการยอมสี AFB and Gram’ s stain ไดอยางถูกตอง 
- ทําการตรวจและแปลผลการตรวจ AFB and Gram’ s stain ไดอยางถูกตอง 
- อธิบายหลักการ ทําการตรวจ และแปลผลการตรวจ 10%KOH ไดอยางถูกตอง 

วิธีการปฏิบัต ิ
1. ดู Demonstration 

- การรายงานลกัษณะรูปราง การติดสี การเรียงตัวของเซลลแบคทีเรียชนิดตาง ๆ  
2. ปฏิบัติการ 

               - นิสิตรายงานผลการตรวจ AFB จากสไลดที่แจกให 1 แผน / นิสิต 2 คน 
               - นิสิตนําสไลดที่แจกให 1 แผน / นิสิต 1 คน ไปทําการยอม Gram’ s stain แลวนําไป 
                  ตรวจดวยกลองจลุทรรศนพรอมรายงานผล 
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การตรวจ 10% KOH 
 

หลักการ 
 ใชสําหรับการตรวจวนิิจฉยัเชื้อรา โดยคุณสมบัติของ KOH จะชวยละลาย keratin จากสิ่ง
สงตรวจ ทําใหเมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนพื้น slide จะใส ทําใหเหน็รูปรางและโครงสรางของเชื้อรา
รูปแบบตางๆไดชัดเจนขึ้น 
เคร่ืองมือและน้ํายา 

1. Slide and cover glass 
2. น้ํายา 10% Potassium hydroxide (KOH) 

วิธีทํา 
1. หยด 10%KOH solution ลงบน slide 2-3 หยด 
2. ขูดผิวหนังบริเวณขอบของรอยโรคที่สงสัยวาเปนเชื้อรา นําไปวางบนแผน slide ที่มี

น้ํายา 10%KOH อยู 
3. ผสมน้ํายาและสิ่งสงตรวจใหเขากัน 
4. ปดทับดวย cover glass 
5. ตั้งทิ้งไวที่อุณหภูมหิองประมาณ 10 นาที หรือใชความรอนชวยโดยลนใต slide 
6. นําไปตรวจดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยาย 10x, 40x ตามลําดับ 
 

ขอควรระวัง 
 ขูดสิ่งสงตรวจในปริมาณทีพ่อเหมาะ ถานอยเกินไปโอกาสที่จะไมพบเชื้อมีไดสูง ถามาก
เกินไปจะทําใหดูยาก 
 
การรายงานผล 
 รายงานตามทีพ่บ เชน septate hyphae, non- septate hyphae,  pseudohyphae, budding 
yeast, hyphae with budding yeast เปนตน 
 ถาไมพบเชื้อรา ใหรายงานวา negative 
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Gram’ s stain 
 
หลักการ  
 สี crystal violet จะทําปฏิกิริยากับ iodine เกิดเปนสารประกอบเชิงซอน crystal violet-
iodine complex ซ่ึงมีขนาดของโมเลกุลขนาดใหญขึ้น ในแบคทีเรียแกรมบวกมีไขมนัที่ผนังเซลล
นอยกวาแบคทีเรียแกรมลบเมื่อลางดวยแอลกอฮอลหรือ acetone – alcohol ซ่ึงเปนสารละลายไขมัน 
จะยังคงรกัษาสารประกอบเชิงซอนไดอยู ในขณะที่แบคทีเรียแกรมลบจะเกิดรูที่ผนังเซลลขนาด
ใหญกวาแบคทีเรียแกรมบวกจึงทําใหสารประกอบเชิงซอนหลุดออกจากเซลลของแบคทีเรียแกรม
ลบไดดี เมื่อยอมทับดวยสี safranin จึงทําใหแบคทีเรียแกรมลบติดสีแดงของ safranin ในขณะที่
แบคทีเรียแกรมบวกตดิสีน้ําเงินของ crystal violet อยูแลว 
เคร่ืองมือ 
 กลองจุลทรรศน 
วัสดุอุปกรณ 

1. สไลด 
2. ไฟแช็คหรือไมขีดไฟ 
3. loop or sterile swab 

น้ํายาและสารเคมี 
1. Crystal violet 
2. Gram iodine 
3. Decolorized (acetone : 95% alcohol = 1:1) 
4. Safranin 

วิธียอมสีแกรม 
1. ปายสิ่งสงตรวจหรือเชื้อที่ตองการเปนฟลมบาง ๆ บนแผนสไลด เมื่อแหงแลวนําไป

ตรึงดวยความรอน โดยผานเปลวไฟ 2-3 คร้ัง 
2. ยอมดวย Crystal violet นาน 10 วินาที ลางน้ํา 
3. ยอมดวย Gram iodine นาน 20 วินาที ลางน้ํา 
4. ลางดวย acetone – alcohol หรือ 95% alcohol 2-3 วินาที ลางน้ํา 
5. ยอมทับดวย Safranin นาน 5 วินาที ลางน้ํา 
6. เมื่อสไลดแหง นํามาตรวจดดูวยกลองจุลทรรศน แบคทีเรียแกรมบวกจะติดสีน้ําเงนิ

มวง แบคทีเรียแกรมลบจะตดิสีแดง 
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การรายงานผล 
1. รายงานจํานวนแบคทีเรียหรือเซลล โดยเฉลี่ยจํานวนแบคทีเรียและเซลลจากรางกายที่

พบตอการดู 1 oil power field (opf) 
- แบคทีเรียหรือเซลลจากรางกาย > 10  cells/opf = Many 
- แบคทีเรียหรือเซลลจากรางกาย 5-10  cells/opf = Moderate 
- แบคทีเรียหรือเซลลจากรางกาย 1-5    cells/opf = Few 
- แบคทีเรียหรือเซลลจากรางกาย   <1   cell/opf = Rare 
 

 2.  รายงานผลตามการตดิสี รูปรางและการเรียงตัว 
       GRAM - POSITIVE 
   - NEGATIVE 
       MORPHOLOGY 
   - COCCI 
   - DIPLOCOCCI 
   - COCCOBACILLI 
   - BACILLI 
   - BACILLI (PLEOMORPHIC) 
   -  BACILLI WITH TERMINAL SPORE 
   - BACILLI WITH SUBTERMINAL SPORE 

-  BACILLI WITH CENTRAL SPORE 
   -  BACILLI WITH SUBTERMINAL AND CENTRAL SPORE 
    -  BACILLI WITH METACHROMATIC GRANULE 
   -  BACILLI WITH BIPOLAR STAINING 
       ARRANGEMENT 
   -  IN SINGLE AND CLUSTER 
   -  DIPLOCOCCI 
   -  IN SINGLE AND CLUSTER 
   -  IN SINGLE, CLUSTER, PAIR, AND SHORT CHAIN 
   -  IN CHAIN 
   -  IN BAMBOO APPEARANGE 
   -  IN CHINESE LETTER OR PARISADE 
   -  IN IRREGULAR ARRANGEMENT 
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ตัวอยางการรายงานผล 
            - Many gram negative bacilli 
            -  moderate gram positive cocci in chain 
            -  moderate PMN and few epitelial cell 
  
การเก็บเสมหะที่ดีสําหรับการยอมสีแกรม (Adequate sputum collection) 
 หลังการยอมสแีกรมแลวตองพบ squamous epithelium นอยกวา 10 cells/LPF (10x) 
หรือพบ neutrophils มากกวา 25 cells/LPF (10x) จึงจะถอืวาการเก็บเสมหะนัน้เปนการเก็บที่ดี และ
การแปลผลนาเชื่อถือ 
 
หมายเหตุ 

1. การสเมียรสไลดหนาเกนิไป จะทําใหการ decolorized ยาก และแบคทีเรียติดสีผิด 
2. ไมควร fix slide ขณะที่สไลดยังไมแหงดี เพราะจะทําใหเซลลแบคทีเรียมีรูปรางผิดไป 
3. ควรหยดสีใหทวมสไลดอยาปลอยใหสไลดแหง เพราะสจีะตกตะกอน ทําใหการดู

ผิดพลาดได 
4. ไมควร decolorized มากหรือนอยเกนิไป เพราะการติดสีของแบคทีเรียจะผิด 
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Acid fast stain 
 
หลักการ  
 ปายเสมหะสวนที่เปนมูก เลือด หนอง ลงบนแผนกระจกสไลด แลวนาํมายอม AFB stain 
ตามมวิธี Ziehi Neelsen ซ่ึงเปนการยอม acid fast ที่ตองใชความรอน จะทําให basic carbol fuchsin 
ซึมเขาผนัง cell ไดดีขึ้น เมื่อเขาสู cell แลว decolorization และ couterstain ดวย methylene blue ตัว
เชื้อจะตดิสีแดงของ carbol fuchsin และเซลลหรือเชื้อตัวอ่ืน ๆ จะติดสนี้ําเงินของ methylene blue 
วิธีนี้เปนวิธีที่งาย สะดวกรวดเร็ว 
เคร่ืองมือ 
 กลองจุลทรรศน 
วัสดุอุปกรณ 

1. สไลดชนิดที่มริีมฝา ที่สะอาดไมมีรอยขีดขวน (ไมควรนํากระจกสไลดที่เคยใชตรวจ
แลวมาใชอีก 

2. ไฟแช็คหรือไมขีดไฟ 
3. ไมเขี่ย (ดานทางมะพราวหรือไมไผเหลาสะอาด หกัปลายกานเพื่อเขี่ยเสมหะดยีิ่งขึ้น 
4. ดินสอเขียนแกว 
5. กระปองใสน้ํายาฆาเชื้อ สําหรับใสกานไมเขี่ยเสมหะทีใ่ชแลว 

สียอม (Ziehl Neelsen) 
1. Carbol fuchsin stain 
2. 3% Acid alcohol 
3. 0.1% Methylene blue 

วิธีทํา 
1. การเตรียมสไลด 

- เลือดแผนสไลดชนิดริมฝาทีใ่หมและสะอาด ไมมีไขมัน ไมมีรอยขีดขวน 
- เขียนหมายเลขบนแผนสไดล 
- หักไมเขีย่เสมหะเปน 2 สวนยาวเทา ๆ กนั ใชปลายดานทีข่รุขระเขี่ยเสมหะสวนที ่
        เปนกอนใหกอนเสมหะติดปลายไมขึ้นมา แลวปายสไลดแบบกนหอย โดยการ  
       ทาบสไลดกับกระดาษที่มีวงขนาด 2X3 ซม. ขีดเสมะตามแนวเสนผาศูนยกลาง ใช  
       ไมอันเดิมวนเปนวงเล็ก ๆ ถ่ี (ขดหอย) ใหทัว่ทั้งสไลด 
- จับสไลดใหดานที่ปายเสมหะอยูดานบน fix slide โดยลนผานเปลวไฟ 3-5 คร้ังละ 
       1-2 วินาท ี
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2. วิธีการยอม 
- ราดสี Carbol funhsin ใหทวมทั้งสไลด ลนไฟใตแผนสไลดจนเกดิไอ (อยาให 
       เดือด) ทิ้งไว 5 นาที แลวลางดวยน้ําสะอาด เอยีงแผนสไลดใหน้ําออกใหหมด 
- ฟอกสีออกโดยเท 3% Acid alcohol บนไสลดจนไมมีสีแดงของ Carbol fuchsin  
- ลางดวยน้ําสะอาด เอียงแผนสไลดใหน้ําออกใหหมด 
- ยอมทับดวยสี Methylene blue นาน 10 วินาที ลางดวยน้ําสะอาด 
- ทําใหแหงดวยกระดาษซับหรือทิ้งไวในอากาศ 
- นําไปตรวจดูดวยกลองจุลทรรศน ดวยหวั oil ถามี AFB จะเหน็ตัวเชื้อตดิสีแดง 
       พื้นสีน้ําเงนิ 

3. การอานสไลด 
ควรตรวจดใูหทั่ว ใหครอบคลุมเนื้อที่สเมียรใหมากที่สุด อยางนอย 2 แถวตาม
แนวนอนของสเมียรหรือประมาณ 100 วงกลอง สําหรับผูชํานาญอาจใชเวลาอยางนอย 
5 นาที 

4. การรายงานผล 
 

Reporting On Microscopy 
Number of acid fast bacilli seen Result   report 
None / 100 oil fields Negative 
1-9 / 100 oil fields  Scanty 
10-99 /100 oil  fields 1+ 
1-10 / 1 oil  fields 2+ 
>10 / 1 oil  fields 3+ 
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แสดงภาพจําลอง และการรายงานผล Gram stain : gram-positive cocci 
 

ภาพจําลอง การรายงานผล เชื้อท่ีนาจะเปน 
 

 
 

Gram-positive cocci in 
clusters 
 
 
 

Staphylococcus 

 

 
 

Gram-positive cocci in 
tetrads 
 
 
 

Micrococcus  
Staphylococcus 

 

 
 

Large gram-positive 
cocci in masses 
 
 
 

Micrococcus 

 

Gram-positive 
diplococci, some in 
chains 
 
 
 
 

- Streptococcus 
pneumoniae (มักพบเปน
คู และสายสั้น) 
- Streptococcus 
- Enterococcus 
- Peptostreptococcus 
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แสดงภาพจําลองและการรายงานผล  Gram stain : gram-negative cocci 
และเชื้อท่ีมีลักษณะใกลเคียง 

 
ภาพจําลอง การรายงานผล เชื้อท่ีนาจะเปน 

 

 
 

Intracellular and 
extracellular gram-
negative diplococci 
 

Neisseria 
(N. gonorrhoeae 
N. meningitidis) 
Moraxella 
catarrhalis 

 

 
 

Extracellular gram-
negative diplococci 
 
 
 

Acinetobacter 

 

 
 

Extracellular gram-
negative cocci in 
pairs and in masses 
 
 
 

Veillonella 
(anaerobic gram-
negative cocci) 
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แสดงภาพจําลอง และการรายงานผล Gram stain : gram-positive bacilli (rods) 
 

ภาพจําลอง การรายงานผล เชื้อท่ีนาจะเปน 

 

Gram-positive rods 
“Chinese letters” 
arrangements 
 

Corynebacterium 
Listeria 

 

Branching gram-
positive filaments 
 
 
 

Nocardia 
Actinomyces 
Streptomyces 
(ควรยอม Modified 
AFB) 

 

Large gram-positive 
rods (stained gram-
variable) 
 
 
 

Bacillus anthracis 
Bacillus spp. 
Clostridium 

 

 

Large gram-positive 
rods with terminal 
spores 
 
 
 
 

Clostridium (C .tetani) 

 
 
 
 



 99

แสดงภาพจําลอง และการรายงานผล Gram stain : gram-negative rods และ spirochete 
 

ภาพจําลอง การรายงานผล เชื้อท่ีนาจะเปน 

 

Gram-negative rods 
 
 
 
 

Enterobacteria 
Nonfermentative bacilli 

 

Bipolar staining,  
gram-negative rods 
 
 
 

Burkholderia 
Pseudomallei 

 

Gram-negative cocci 
and rods resembling 
Acinetobacter 
 
 

Acinetobacter 

 

Gram-negative curve 
rods 
 
 
 

Vibrio  
Campylobacter 
Helicobacter 

 

Gram-negative 
spirochete and gram-
negative fusiform 
bacilli 
 

Vincent’ s organisms 
(Borrelia and 
Fusobacterium) 
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แสดงภาพจําลอง และการรายงานผล Gram stain : เชื้อกลุมท่ีติดสีไมสม่ําเสมอ/ไมดี/ไมตดิ 
ภาพจําลอง การรายงานผล เชื้อท่ีนาจะเปน 

 

 
 

Clue cells and gram-
variable rods 
 
 
 

Gardnerella 

 

 
 

Mixed gram-
negative and gram-
positive bacterial 
resembling 
anaerobes 

Mixed anaerobic 
infection 
Mixed aerobic and 
anaerobic infection 

 

 
 

Pleomorphic gram-
negative rods 
 
 
 

Haemophilus 

 

 
 

Gram-positive 
pleomorphic 
coccobacilli 
resembling 
Rhodococcus 
 

Rhodococcus  
ควรยอม Modified 
AFB 

 


