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ปฏิบัติการสรีรวิทยาของสัตว
เรื่อง  การตรวจทางโลหิตวิทยาของสัตว (Animal Hematology Procedures)

โดย อาจารยวิน เชยชมศรี
ภาควิชาสัตววิทยา คณะวิทยาศาสตร

มหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร
บทน ํา

เลือด  (Blood)  มีลักษณะเปนของเหลวไหลเวียนในหลอดเลือด  แบบระบบ
ปด ประกอบดวยสวนที่สํ าคัญ 2 สวนใหญ คือ

1. น้ํ าเลือด (Blood plasma or serum) เปนสวนที่เปนของเหลวมีประมาณ
55% ของเลือด

พลาสมา (plasma) หมายถึง น้ํ าเลอืดที่แยกเอาเซลลเม็ดเลือดออกไปแลว
ประกอบดวย โปรตีนชนิดตางๆ รวมถึงปจจัยในการแข็งตัวของเลือด  คารโบไฮเดรต ไขมัน
วิตามิน ฮอรโมน  และเกลือแรตางๆ การจะแยกเพื่อใหไดเปนพลาสมา ตองเก็บเลือดโดยใช
สารกันเลือดแข็ง (anticoagulants) เชน EDTA (ethylene diaminetetraacetate), heparin,
ACD (Acid citrate dixtrose) เปนตน

ซีรั่ม (serum) หมายถึง เลือดที่แยกเอาเซลลเม็ดเลือดออกไปภายหลังจาก
เลือดแข็งตัวแลวในซีรั่มจะตางจากพลาสมาคือไมมี fibrinogen  เน่ืองจากถูกใชไปในการแข็งตัว
ของเลือด

2. เซลลเม็ดเลือด (Blood corpuscles) แขวนลอยไหลเวียนในหลอดเลือดทั่ว
รางกาย มีประมาณ 45% เซลลเม็ดเลือด แบงออกไดเปน 3 ชนิด  ดังน้ี

2.1 เม็ดเลือดแดง (Erythrocyte or Red blood cell) ทํ าหนาที่ขนถายออกซิเจน
และคารบอนไดออกไซดระหวางปอดและเนื้อเยื่อตางๆทั่วรางกาย มีรูปรางกลม มีเสนผาศูนย
กลางประมาณ 7.5 µm ตรงกลางเวาเขาหากันทั้งสองดาน (biconcave) ลักษณะเปนถุงหอหุม
สารละลายตางๆ ไวภายในซึ่งสวนใหญ คือ ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) เอนไซม และพวกอิออน
ตางๆ

2.2 เม็ดเลือดขาว (Leukocyte or White blood cell)  มีหนาที่หลัก คือปองกัน
และท ําลายสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย เม็ดเลือดขาวในกระแสเลือดมีหลาย ชนิด แบงออก
เปน 2 ชนิดใหญๆ คือ

1) เม็ดเลือดขาวชนิดมีแกรนูล หรือ มีนิวเคลียสหลายแบบ (Granulocyte
or poly- morphonuclear cell) มีขนาดประมาณ  9-15 µm  แบงยอยออกตามลักษณะการติด
สีของแกรนูล เม่ือยอมดวยลีไรท (Wright's stain) ดังน้ี
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     ก. Neutrophil or polymorphonuclear cell (PMN)  มีนิวเคลียสไดตั้ง
แต 2-5 lobe ในไซโทพลาซึมมีแกรนูลละเอียดมาก ติดสีชมพูหรือชมพูมวง

          ข. Eosinophil สวนใหญนิวเคลียสจะมี 2 lobe  ในไซโทพลาซึมมีแกร
นูลเม็ดใหญ ติดสีสมแดง คอนขางวาวแสงอยูเต็มไซโทพลาซึม และมักไมทับนิวเคลียส

          ค. Basophil นิวเคลียสมีตั้งแต 2-5 lobe  แตมักจะเห็นนิวเคลียสไม
ชดัเพราะถูกบังดวยแกรนูลซึ่งมีขนาดใหญติดสีน้ํ าเงินเข็มกระจายทั่วไซโทพลาซึม

2) เม็ดเลือดขาวชนิดไมมีแกรนูล หรือ มีนิวเคลียสเดียว (Agranulocyte or
mono- nuclear cell)  เปนเม็ดเลือดขาวที่ไมมีแกรนูลเฉพาะ (Specific granule) แบงยอยได 2
ชนิด คือ

      ก. Monocyte เปนเม็ดเลือดขาวที่มีขนาดใหญที่สุดในกระแสเลือด
(ขนาดเสนผาศูนยกลาง ประมาณ 15-25 µm.) นิวเคลียสมักจะเวา ไซโทพลาซึมมากติดสีเทา
ออนๆ หรือนํ้ าเงินปนเทาและมีแกรนูลไมเฉพาะเปนเม็ดเล็กๆ ติดสีแดงกระจายอยูทั่วไป

          ข. Lymphocyte โดยทั่วไปเปนเม็ดเลือดขาวที่มีขนาดเล็กที่สุด  (ใหญ
กวาเม็ดเลือดแดงเล็กนอย) ขนาดประมาณ 10 ไมครอน  แตบางครั้งอาจพบมีขนาดใหญได
(20 µm) นิวเคลียสมักจะกลมหรือรี และอาจมีรอยเวาไดบาง ติดสีเขมทึบ อยูชิดริมดานใด
ดานหนึ่งของเซลล ไซโตพลาสซึม ติดสีฟาออน ใส และพบแกรนูลไมเฉพาะไดบาง

3. เกล็ดเลือด (Thrombocyte or platelet)  ในคนหรือในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม
เปนสวนที่หลุดมาจากไซโทพลาซึมของ Megakaryocyte มีขนาดเล็กมาก เสนผาศูนยกลาง
ประมาณ 2-4 µm ไมมีนิวเคลียส มีรูปรางกลมแบนหรือรูปไข ไซโทพลาซึมติดสีฟาออน มีแกร
นูลไมเฉพาะกระจายอยูทั่วไปกลางเซลล ทํ าหนาที่สํ าคัญเกี่ยวกับการแข็งตัวของเลือด

ปรมิาณและหนาที่ของเซลลตลอดจนสารตางๆ ในเลือดเปนปจจัยที่สํ าคัญควบ
คมุใหการท ํางานของรางกายดํ าเนินไปไดอยางปกติ การทดสอบทางโลหิตวิทยาสามารถจะ
แสดงใหทราบสภาวะ หรือพยาธิสภาพที่เกิดขึ้นกับรางกายไดเชน เม่ือรางกายมีภาวะโรคติดเชื้อ
เกดิขึน้ จํ านวนของเม็ดเลือดขาวในรางกายจะเพิ่มมากขึ้นกวาปกติ ในคนที่เปนโรคโลหิตจางคา
ของจ ํานวนเม็ดเลือดแดง คาของฮีโมโกลบิน คาของฮีมาโตคริต จะมีคาลดลงกวาคาปกติที่พบ
ในบุคคลที่มีรางกายแข็งแรงในคนไขที่เปนโรคฮีโมฟเลีย (Hemophilia) ซึ่งเปนโรคที่มีความผิด
ปกติของการแข็งตัวของเลือดสามารถพบความผิดปกติของเกล็ดเลือด และการทดสอบเกี่ยวกับ
การแข็งตัวของเลือด ฯลฯ เปนตน

การตรวจทางโลหิตวิทยาในปฏิบัติการนี้  ไดแก
1. Complete Blood Count (CBC) ประกอบดวย

1.1 การหาคาฮีโมโกลบิน (Hemoglobin Determination)
1.2 การหาปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Pack Cell Volume or Hematocrit)
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    1.3 การนับจํ านวนเม็ดเลือดขาว (White Blood Cell Count)
     1.4 การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว (Differential White Cell Count)
2. การนับจํ านวนเม็ดเลือดแดง (Red Blood Cell Count)

วัตถุประสงค

1. เพ่ือใหนิสิตทราบถึงองคประกอบตลอดจนหนาที่ และความสํ าคัญของระบบ
เลือดในสัตวชนิดตางๆ

2. นิสิตสามารถบอกถึงวิธีการตรวจสอบทางโลหิตวิทยาชนิดตางๆ พรอมทั้ง
อธิบายหลัก การตรวจอยางคราวๆ ได

3. เพ่ือใหนิสิตสามารถทดสอบหาคาทางโลหิตวิทยาและบอกความแตกตาง
ของคุณสมบัติเลือดในสัตวชนิดตางๆ

4. นิสิตจะไดรูถึงประโยชนที่สํ าคัญในการตรวจทางโลหิตวิทยา และการแปลผล

ภาพ
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 ฮีโมโกลบิน (Hemoglobin) เปนสวนประกอบของเม็ดเลือดแดงความเขมขน
ของฮีโมโกลบินคิดเปนกรัมตอ 100 มิลลิลิตร (g/100 ml หรือ g%)  หรือกรัมตอ 1 เดซิลิตร
(g/dl) การหาคาของฮีโมโกลบินทํ าไดหลายวิธีที่นิยมคือวิธีเทียบสี (Colorimetric method)
โดยมีการเปลี่ยนฮีโมโกลบินใหอยูในรูปอนุพันธ (derivative) กอน เชน acid hematin, alkaline
hematin หรือ cyanmethemoglobin  และเทียบสีของ unknown sample กับ standard

 ในปฏิบัติการนี้จะหาคาฮีโมโกลบิน โดย cyamethemoglobin method ซึ่งเปน
วิธีที่นิยมใชกันอยูทั่วไปในหองปฏิบัติการใหคาความแมนยํ าสูงและวัดฮีโมโกลบินไดทุกรูปแบบ
ยกเวน sulfhemoglobin

หลักการ
เม่ือผสมเลือดกับนํ้ ายา Drabkin's ซึ่งมี ferricyanide  และ cyanide  อยูดวย

fericyanide จะออกซิไดสเหล็ก (Fe2+) ในฮีโมโกลบินใหเปลี่ยนเปน methemoglobin (Fe3+)
ซึ่งจะรวมกับ cyanide เปน Cyanmethemoglobin วัดสี cyanmethemoglobin ที่เกิดขึ้น

     Hemoglobin (Fe2+)          Methemoglobin (Fe3+)
                                  
                                  
อุปกรณ

- อปุกรณเ
      - ใบม
      - 70%
      - สํ าล
 - Sahli pi
 - Mouth p
 - หลอดทด
 - Spectro
 - น้ํ ายา D

วธีิท ํา
1. ใสน้ํ ายา Drabk
2. ดดูเลอืดที่เจาะ

เช็ดขางๆ pipe
3. ปลอยเลือดลงใ

เลอืดทีต่ิดอยูด
4. ตั้งทิ้งไว ประม
               ferricyanide
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                                     CN-
                         Cyanmethemoglobin

จาะเลือดจากผิวหนังหรือจากหลอดเลือดดํ า
ีดเจาะเลือด (Blood lancet) หรือเข็มเจาะเลือด (Syringe)
 แอลกอฮอล
ีแหง
pette (Hemoglobin pipette) หรือไมโครไปเปต (Micropipette)
iece with sucking tube หรือ Tip สํ าหรบัไมโครไปเปต
ลอง

photometer
rabkin's solution (Cyanmethemoglobin reagent)

in's ลงในหลอดทดลองที่เตรียมไว 5 ml.
จากผิวหนังหรือจากหลอดเลือดดํ า 20 µl. โดยใช sahli pipette
tte ใหสะอาด หรือใช micropipette
นหลอดทดลองที่มีน้ํ ายา Drabkin's อยู แลวดูดนํ้ ายาขึ้นมาลาง
านขาง pipette 2-3 ครั้ง ผสมเลือดกับนํ้ ายาใหทั่วกัน
าณ 5 นาที
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5. นํ าไปวัดคาการดูดกลืนคลื่นแสง (O.D.) โดยใชเครื่อง spectrophotometer ที่ความ
ยาว คลื่น 540 nm. โดยใชน้ํ ายา Drabkin's เปลาๆ เปน blank  กรณที่เปนสัตวที่
ไมใชสัตวเลี้ยงลูกดวยนม จะตองนํ านํ้ ายา Drabkin’s ที่มีเลือดปนอยูไปปนดวย
เครื่องปนเหว่ียงที่ความเร็ว 1000 g เปนเวลา 10 นาที เพ่ือตกตะกอนนิวเคลียส
ของเม็ดเลือดแดงและเศษของเซลล กอนน ําไปวัด O.D.

6. อานคา g% ของฮีโมโกลบิน จากกราฟแสดง  standard calibration curve หรือตา
รางซึ่งไดจากการวัดเทียบกับ standard hemoglobin  ซึ่งไดเตรียมไวใหแลว

คาปกติ Hemoglobin (g%)
คน        ชาย  15.3 + 1.05

หญิง 13.4 + 0.95
สุนัข 15.0 (12-19)
แมว 12.0 (  9-15)
โค 11.0 (  8-15)
แกะ 11.5 (  9-15)
แพะ 10.0 (  8-12)
มา 14.4 (10-16)
สุกร 13.0 (10-16)

ตารางที่ 1  แสดงคาปกติของ hemoglobin ของคนและสัตวตางๆ
     (ธรรมศักดิ์, 2516; Hean,1995; Jain,1993)

การหาปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน (Packed Cell Volume or Hematocrit)
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ฮีมาโตคริต (Hct) หรือปริมาตรเม็ดเลือดแดงอัดแนน (PCV) คือปริมาตรเม็ด
เลอืดแดงคิดเปนรอยละของปริมาตรเลือดทั้งหมด ปจจุบันทํ าการหาคาดังกลาวโดยวิธี
Microhematocrit

หลักการ
ปนเลือดดวยอัตราเร็วและเวลาคงที่แลววัดปริมาตรเม็ดเลือดแดงที่อัดแนน

เทียบกับปริมาตรทั้งหมดของเลือด

อุปกรณ
     - อุปกรณเจาะเลือดจากผิวหนังหรือจากหลอดเลือดดํ า
     - Heparinized capillary tube (แถบคาดสีแดง)
     - Microhematocrit centrifuge
     - Microhematocrit reader
     - ดินนํ้ ามัน

วธีิท ํา
 1. เจาะเลือดจากผิวหนังหรือจากหลอดเลือดด ําว
 2. ใช heparinzed capillary tube ดูดเลือดจากผิวหนังโดยเอียงเล็กนอยเลือด

จะถูกดูดโดย capillary attraction เขาไปในหลอดเอง  ดูดใหเลือดเขาไป 2/3-3/4 ของความ
ยาวหลอด หรือกรณีที่เปนเลือดที่เจาะจากหลอดเลือดดํ า ใช capillary tube ดูดเลือดจากหลอด
เก็บเลือด

 3. ปดปลายขางหน่ึงของ capillary tube ดวยดินนํ้ ามัน ระวังอยาใหดินนํ้ ามัน
เอียงเพื่อไมใหเกิดความผิดพลาดในการอานคา

 4. ใส capillary tube ลงในเครื่องปน (microhematocrit centrifuge) โดยให
ปลายทีอุ่ดดินนํ้ ามันไวชี้ไปดานนอกของเครื่องปน (กอนที่จะปนตองปรับความสมดุลยของ
เครื่องดวย balance  capillary tube) ปนดวยอัตราเร็ว 11,500-15,000 รอบ/นาที นาน 5
นาที

 5. อานปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแนนที่อยูในหลอดซึ่งเปนสวนลางสุด
สวนที่อยูถัดขึ้นมาเปนชั้นของเม็ดเลือดขาวและเกร็ดเลือดเรียกวา “buffy coat” สังเกตเห็นเปน
ชั้นบางๆ มีสีขาวปนเทา สวนบนสุดคือสวนของพลาสมา มีสีเหลืองใส อานดวยเครื่อง
microhematocrit reader โดยไมรวมสวน buffy coat ถาไมมีเครื่องอานคาใหใชไมบรรทัดวัด

การค ํานวณ
     PCV (%)  =  ความสูงของชั้นเม็ดเลือดแดง (มม.) x 100
                             ความสูงของเลือดทั้งหมด (มม.)

คาปกติ PCV or Hct (%)
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คน          ชาย  46 + 3.1
         หญิง 40 + 2.7

สุนัข 45 (43-57)
แมว 37 (30-45)
โค 35 (24-46)
แกะ 35 (27-45)
แพะ 28 (22-38)
มา 41 (27-43)
สุกร 42 (32-50)

ตารางที่ 2  แสดงคาปกติของปริมาตรของเม็ดเลือดแดงอัดแนนของคนและสัตวตางๆ
     (ธรรมศักดิ์, 2516; Hean,1995; Jain,1993)

การนบัจํ านวนเม็ดเลือด (Blood Cell Counting)
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เน่ืองจากสัตวมีกระดูกสันหลังยกเวนสัตวเลี้ยงลูกดวยนม ลักษณะเม็ดเลือด
แดงมนิีวเคลยีส ดังน้ันการนับจํ านวนเม็ดเลือด สามารถทํ าไดใน chamber เดียวกัน โดยมี
หลายเทคนิคขึ้นอยูกับนํ้ ายาเจือจางเม็ดเลือดที่เลือกใช เชน Natt and Herrick’s solution,
Toluidine Blue, Modified Rees-Ecker solution ฯลฯ หรือ การใชเทคนิค Becton Dickinson
Eosinophil Unopette #5877 ซึง่ในปฏิบัติการนี้จะไดแยกการนับจํ านวนเม็ดเลือดออกเปนการ
นับจ ํานวนเมด็เลือดในสัตวเลี้ยงลูกดวยนม และการนับจํ านวนเม็ดเลือดในสัตวมีกระดูกสันหลัง
ชนิดอื่นๆ

อุปกรณ
1. Hemocytometer or Counting chamber
แบงเปน 2 chamber ตารางบนแตละ chamber  มีความกวาง 3 มม. ยาว 3

มม. ในแตละ chamber แบงเปน 9 ชอง แตละชองมีความกวางและยาว 1 มม. และเมื่อปด
cover-chamber แลวจะมีความลึก 0.1 มม. ดังน้ัน แตละชองจะมีปริมาตร 1x1x0.1 = 0.1
ลบ.มม.

ที่ขอบของตารางจะเห็นมีเสนอยู 3 เสน ใหคือเสนกลางเปนเสนขอบและในแต
ละชองที่มุมทั้งส่ี แบงออกเปนชองเล็กๆ  อีก 16 ชอง  ซึ่งใชในการนับเม็ดเลือดขาว สวนชอง
ตรงกลางแบงออกเปน 25 ชองเล็ก และจะใชชองเล็กน้ีเพียง 5 ชอง คือ ชองเล็กที่มุมทั้งส่ี และ
ตรงกลางสํ าหรับนับเม็ดเลือดแดง ซึ่งในแตละชองเล็กใน 25 ชองนี้จะแบงเล็กลงไปอีกเปน 16
ชอง ดังรูปที่     

2. Red cell pipette
ใชสํ าหรบัเจือจางเลือด เพ่ือนํ าไปนับเม็ดเลือดแดงและเกล็ดเลือด ลักษณะเปน

pipette มีกระเปาะคอนไปริมขางหน่ึงภายในกระเปาะมีเม็ดพลาสติกสีแดงอยู ที่กาน pipette
จะแบงเปนสเกล 0.0, 0.5 และ 101

3. White cell pipette
ใชสํ าหรับเจือจางเลือดเพื่อนับเม็ดเลือดขาว ลักษณะรูปรางคลาย Red cell

pipette แตมีกระเปาะเล็กกวา และแบงสเกล 0.0, 0.1 และ 11 เม็ดพลาสติกที่อยูในกระเปาะ
เปนสีขาว
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ภาพที่ 2   a: Hemocytometer (Counting chamber) ดานบน  b: Hemocy
(Counting chamber) ดานขาง b: สเกลใน Hemocytometer (C
chamber)  ชอง 1, 2, 3,  4 (4 ชอง) คือ ชองที่ใชนับจํ านวนเม็ดเลือดข
A, B, C. D, E (5 ชอง) คือ ชองที่ใชนับจํ านวนเม็ดเลือดแดง
a

c

b

โลหิตวิทยา

tometer 
ounting 
าว  ชอง 
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การนบัจํ านวนเม็ดเลือดขาว (White Blood Cell Count)

หลักการ
เจอืจางเลอืดใหมีจํ านวนเม็ดเลือดขาวที่พอเหมาะ ในนํ้ ายาที่เปน isotonic ตอ

เม็ดเลอืด และสามารถทํ าลายเม็ดเลือดแดงซึ่งมีอยูในเลือดเปนจํ านวนมากได

อุปกรณ
1. WBC pipette
2. Mouth piece with sucking tube
3. Hemocytometer (Counting chamber) with cover chamber
4. น้ํ ายา WBC diluting solution
5. กลองจุลทรรศน
6. อปุกรณเจาะเลือดจากผิวหนังหรือหลอดเลือดดํ า

วธีิท ํา
1. ดดูเลือดที่เจาะจากผิวหนังหรือหลอดเลือดดํ าเขาไปใน WBC pipette ใหถึง

ขีด 0.5 พอดี (ถาดูดเลือดเกินขีด 0.5 ขึ้นมาเล็กนอย (ไมเกิน 2 มม.) ใหปรับมาอยูที่ขีด 0.5
โดยใชผาที่สะอาดแตะที่ปลาย pipette เพ่ือซับเลือดสวนเกิน ถาดูดเลือดเกินขีด 0.5 ขึ้นมามาก
ใหเปาเลือดออกแลวรีบดูดนํ้ าสะอาด หรือ  WBC diluting solution ใหถึงขีด 11 แลวจึงลางให
สะอาดภายหลัง เพ่ือปองกันไมใหเลือดแหงและอุดตัน pipette)

2. เช็ด pipette ดานนอกใหสะอาด
3. ดูด WBC diluting solution ถึงขีด 11 ให pipette อยูในลักษณะเกือบเปน

แนวตั้งเพ่ือปองกันไมใหมีฟองอากาศเกิดขึ้นในกระเปาะของ WBC pipette
4. จับ pipette ใหอยูในแนวราบ ใชน้ิวชี้ปดปลาย pipette ไว แลวถอด sucking

tube ออก
5. จับ pipette โดยปดปลายทั้งสองขางดวยนิ้วหัวแมมือและนิ้วกลาง  แลวเขยา

ในแนวนอน 2-3 นาที เพ่ือผสมเลือดและ WBC diluting solution เขาดวยกัน
6. หยด solution จาก pipette 4-5 หยดแรกทิ้งไปเพราะ solution สวนนี้ไมได

ผสมกับเลือด เช็ดปลาย pipette ใหแหงดวยผาสะอาด
7. หยด solution หยดตอไปลงตรงรองของ counting chamber ที่ปด cover

chamber ไวเรียบรอยแลว โดยใหปลาย pipette แตะตรงขอบของ cover chamber และ pipette
ท ํามมุกับ counting chamber ประมาณ 45 ใชน้ิวชี้ปดปลายดานบนของ pipette ไว เพ่ือควบ
คุมให solution จาก pipette คอยๆ ลงสู counting chamber จนเต็มพอดี ตั้งทิ้งไวประมาณ 2
นาที เพ่ือใหเม็ดเลือดขาวหยุดนิ่ง ถามีฟองอากาศเกิดขึ้น หรือ solution หยดใหญเกินไปจนลน
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counting chamber ใหใชผาที่สะอาดทํ าความสะอาด counting chamber แลวจึงหยด solution
ใหม (ตองเขยาใหเขากันดีกอนจะหยดใหมทุกครั้ง)

8. นับจํ านวนเม็ดเลือดขาวภายใตกลองจุลทรรศน (รูปที่ 3) โดยใชเลนสวัตถุ
ก ําลงัขยายตํ ่า (10x) ในชอง W ที่มุมทั้งส่ีของ counting chamber นํ าจํ านวนที่นับไดมารวมกัน
แลวค ํานวณเปนจํ านวนเม็ดเลือดขาวตอ 1 ลบ.มม.

9. เม่ือนบัจ ํานวนเม็ดเลือดขาวเสร็จ ใหรีบทํ าความสะอาด counting chamber
และ cover-glass ดวยผาสะอาดและนุมทันที

ภาพที ่3 วิธีการนับจํ านวนเม็ดเลือดขาวในบริเวณ  ที่ 1
การค ํานวณ
     จํ านวนเม็ดเลือดขาว/ลบ.มม. = จ ํานวนเม็ดเลือดขาวที่นับได x dilution factor
                                                                    ปริมาตรที่ใชนับ

dilution factor = 20 (เพราะจากการเจือจางเลือดใชเลือด 0.5 สวนแลวดูด
diluting solution จนถึงขีด 11 แตเลือดผสมกับ diluting solution จริงในกระเปาะเพียง 10
สวน ดังน้ันเลือดจะถูกเจือจางไป 1:20)
     ปรมิาตรที่ใชนับจํ านวนเม็ดเลือดขาว = พ้ืนที่ x ความลึก x จํ านวนชอง W ที่นับ
                                                  = (1 x 1) x 0.1 x 4    = 0.4 ลบ.มม.
     จํ านวนเม็ดเลือดขาว/ลบ.มม. = N x 20
                                               0.4
                                          = N x 50
     N คือ จํ านวนเม็ดเลือดขาวที่นับไดทั้ง 4 ชอง W
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คาปกติ WBC (cells/mm3)
คน 5000-10000
สุนัข 6000-17000
แมว 5500-19500
โค 4000-12000
แกะ 4000-12000
แพะ 4000-13000
มา 5500-14300
สุกร 1100-22000

ตารางที่ 3  แสดงคาปกติของปริมาณเม็ดเลือดขาวของคนและสัตวตางๆ
     (ธรรมศักดิ์, 2516; Hean,1995; Jain,1993)
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การนบัจํ านวนเม็ดเลือดแดง (Red blood cell count)

หลักการ
     เจือจางเลือดใหมีเม็ดเลือดแดงพอเหมาะที่จะนับไดสะดวก ดวยนํ้ ายาที่เปน

isotonic ตอเม็ดเลือดแดง

อุปกรณ
- RBC pipette
- Mount piece with sucking tube
- Counting chamber with cover chamber
- น้ํ ายา RBC diluting solution
- กลองจุลทรรศน
- อปุกรณเจาะเลือดจากผิวหนังหรือหลอดเลือดดํ า

วธีิท ํา
1. ดดูเลือดที่เจาะจากผิวหนังหรือหลอดเลือดดํ าเขาไปใน RBC pipette ใหถึง

ขีด 0.5 พอดี (ถาดูดเลือดเกินขีด 0.5 ขึ้นมาเล็กนอย (ไมเกิน 2 มม.) ใหปรับมาอยูที่ขีด 0.5
โดยใชผาที่สะอาดแตะที่ปลาย pipette เพ่ือซับเลือดสวนเกิน ถาดูดเลือดเกินขีด 0.5 ขึ้นมามาก
ใหเปาเลือดออกแลวรีบดูดนํ้ าสะอาด หรือ  RBC diluting solution ใหถึงขีด 101 แลวจึงลางให
สะอาดภายหลัง เพ่ือปองกันไมใหเลือดแหงและอุดตัน pipette)

2. เช็ด pipette ดานนอกใหสะอาด
3. ดูด RBC diluting solution ถึงขีด 101 ให pipette อยูในลักษณะเกือบเปน

แนวตั้งเพ่ือปองกันไมใหมีฟองอากาศเกิดขึ้นในกระเปาะของ WBC pipette
4. จับ pipette ใหอยูในแนวราบ ใชน้ิวชี้ปดปลาย pipette ไว แลวถอด sucking

tube ออก
5. จับ pipette โดยปดปลายทั้งสองขางดวยนิ้วหัวแมมือและนิ้วกลาง  แลวเขยา

ในแนวนอน 2-3 นาที เพ่ือผสมเลือดและ RBC diluting solution เขาดวยกัน
6. หยด solution จาก pipette 4-5 หยดแรกทิ้งไปเพราะ solution สวนนี้ไมได

ผสมกับเลือด เช็ดปลาย pipette ใหแหงดวยผาสะอาด
7. หยด solution หยดตอไปลงตรงรองของ counting chamber ที่ปด cover

chamber ไวเรียบรอยแลว โดยใหปลาย pipette แตะตรงขอบของ cover chamber และ pipette
ท ํามมุกับ counting chamber ประมาณ 45 ใชน้ิวชี้ปดปลายดานบนของ pipette ไว เพ่ือควบ
คุมให solution จาก pipette คอยๆ ลงสู counting chamber จนเต็มพอดี ตั้งทิ้งไวประมาณ 2
นาที เพ่ือใหเม็ดเลือดขาวหยุดนิ่ง ถามีฟองอากาศเกิดขึ้น หรือ solution หยดใหญเกินไปจนลน
counting chamber ใหใชผาที่สะอาดทํ าความสะอาด counting chamber แลวจึงหยด solution
ใหม (ตองเขยาใหเขากันดีกอนจะหยดใหมทุกครั้ง)
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8. นับจํ านวนเม็ดเลือดแดงภายใตกลองจุลทรรศน  โดยใชเลนสวัตถุกํ าลังขยาย
ตํ ่า (10x) เพ่ือหาชองตรงกลางกอน แลวจึงเปลี่ยนเปนเลนสวัตถุกํ าลังขยายสูง (40X) นับ
จ ํานวนเม็ดเลือดแดงในชอง R นับจนครบ 5 ชอง R (ใน 1 ชอง R จะมีชองเล็กๆ 16 ชอง) แลว
นํ ามารวมกนัเพือ่ใชคํ านวณจํ านวนเม็ดเลือดแดงตอ 1 ลบ.มม.

9. เม่ือนบัจ ํานวนเม็ดเลือดแดงเสร็จแลวใหรีบทํ าความสะอาด counting
chamber และ cover chamber ดวยผานุมสะอาดทันที

ภาพที่ 4 วธีิการนับจํ านวนเม็ดเลือดแดงในบริเวณ ที่ A

การค ํานวณ
     จํ านวนเม็ดเลือดแดง/ลบ.มม. = จ ํานวนเม็ดเลือดแดงที่นับได x dilution factor
                                                                      ปริมาตรที่ใชนับ

    dilution factor คือ 200 (ในการเจือจางเลือดใชเลือด 0.5 สวนแลวดูด
diluting solution ถึงขีด 101 แตน้ํ ายา 1 สวนที่อยูตรงกาน pipette ไมไดผสมกับเลือด ดังน้ัน
เลือดดูดเจือจางใน 1:200)
     ปรมิาตรที่ใชนับจํ านวนเม็ดเลือดแดง = พ้ืนที่ x ความลึก x จํ านวนชอง R
                                                  = (0.2 x 0.2) x 0.1 x 5
                                                  = 0.02  ลบ.มม.
     จํ านวนเม็ดเลือดแดง/ลบ.มม. = N x 200
                                              0.02
                                          = N x 10,000
     N คือ จํ านวนเม็ดเลือดแดงที่นับไดทั้งหมดใน 5 ชอง R
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คาปกติ RBC (106 cells/mm3)
คน ผูชาย  5.40 + 0.53

     ผูหญิง  4.76 + 0.39
สุนัข 6.8
แมว 7.5
โค 7.0
แกะ 12.0
แพะ 13.0
มา 9.0
สุกร 6.5

ตารางที่ 4  แสดงคาปกติของปริมาณเม็ดเลือดแดงของคนและสัตวตางๆ
     (ธรรมศักดิ์, 2516; Hean,1995; Jain,1993)

7
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การนับแยกชนิดเม็ดเลือดขาว (Differential While Cell Count)

หลักการ
     นํ าเลือดมาสเมยีร (smear) แลวทํ าการยอมสี ทํ าการตรวจสเมียรเลือด

(blood smear) ในบริเวณที่เม็ดเลือดแดงกระจายตัวดี โดยการนับแยกชนิดของเม็ดเลือดขาว
ออกเปนเปอรเซ็นต

อุปกรณ
- กระจกแกว (slide)
- Absolute methanol
- สีไรท:- Dip Quick
- กลองจุลทรรศน
- อุปกรณเจาะเลือดจากปลายนิ้ว

วธีิท ํา
1. หยดเลือดหยดเล็กๆ (เสนผาศูนยกลางประมาณ 2 mm.) หางจากปลาย

slide ขางหนา ประมาณ 1 น้ิว
2. นํ า slide อีกแผนหนึ่งซึ่งมีขอบเรียบ (เรียกวาตัวไถ) แตะที่หยดเลือดรอให

หยดเลอืดกระจายตัวดีเต็ม slide ตัวไถ เอียง slide ตัวไถ ใหทํ ามุมประมาณ 30-45 องศา แลว
ไถเลอืดไปทิศทางดานหนาดวยความเร็วสมํ่ าเสมอไปจนสุด slide จะไดสเมียรความตองการ
(เลือดแผเปนแผนบางๆ) และอาจจะเกิดปญหากับสเมียรเลือดดังภาพที่ 5

3. นํ าสเมยีรที่แหงแลวมาทํ าการตรึง (fix smear) โดยจุมใน Absolute
methanol 1 นาที

4. นํ าสเมยีรเลือดไปทํ าการยอมสี โดยใชลีไรท (Wright's stain) ในการ
ทดลองนี้เปนสียอมที่ผลิตขึ้น (reagent kit) ซึ่งเปน Rapid Wright Stain ที่เรียกวา Dip Quick
โดย

4.1 จุมใน Solution A (สีแดง) 10 วินาที
          4.2 จุมลางในนํ้ า
          4.3จุมใน Solution B (สีน้ํ าเงิน) 10 วินาที
          4.4 จุมลางในนํ้ า
5. ปลอยใหแหง แลวนํ าไปดูดวยกลองจุลทรรศน โดยใชเลนสวัตถุกํ าลังขยาย

สูงสุด (oil immersion, x100) บริเวณที่เม็ดเลือดแดงกระจายตัวดีไมซอนทับกัน นับแยกชนิด
ของเม็ดเลือดขาว จากเม็ดเลือดขาวทั้งหมด 100 เซลล รายงานแยกชนิดของเม็ดเลือดขาวเปน
เปอรเซ็นต โดยนับตามแนวลูกศร (ภาพที่ 6 )
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ภาพที่ 5 ลักษณะของสเมียรเลือดที่เกิดจากปญหาตางๆ a) เลือดนอยเกินไป b)
ความเร็วไมสม่ํ าเสมอ c) เลือดมากเกินไป d) ไถสไลดชนฒือที่ถือสไลด
e) สไลดมีไขมันติด

ภาพที่ 6 ลักษณะของสเมียรเลือดที่ดีและการนับแยกชนิดของเม็ดเลือดขาวจาก
สเมียรเลือด

หมายเหตุ - ใหสังเกตดูการติดสีของเม็ดเลือดแดง ซึ่งเม็ดเลือดแดงที่ปกติบริเวณที่ไมติดสีตอง
มากกวา 1/3

            - ดูลักษณะการติดสีตลอดจนจํ านวนของเกล็ดเลือดในแตละ field (คนปกติจะพบ
เกล็ดเลือด ประมาณ 5-25 cells/oil field)

a

b

c

d

e
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Drabkin solution

Sodium bicarbonate 1.0 gm.
Potassium cyanide (KCN) 0.05 gm.
Potassium ferriccyanide [K3Fe(CN)6] 0.20 gm.
Add distalled water to 1000 ml.

Grower’s solution

Sodium sulfate 12.5 gm.
Glacial acetic acid 33.3 ml.
Distalled water 200 ml.

Turk’s solution

Gentain violet (1% aqueous) 1 ml.
Glacial acetic acid 3 ml.
Distalled water 100 ml.

เอกสารอางอิง
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