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 Pooled normal plasma (PNP) คือ พลาสมามาตรฐาน (standard human plasma) ท่ีใชใ้นการวดัปริมาณปัจจยั-
การแข็งตวัของเลือด (factor assays)  และใชส้ าหรับเป็น control plasma ในการตรวจเก่ียวกบัการแข็งตวัของเลือด  
PNP เตรียมไดโ้ดยการน าพลาสมาของคนปกติ (normal healthy individual) มารวมกนัอยา่งนอ้ย 20 รายข้ึนไป  ซ่ึงใน
ขั้นตอนการเตรียมนั้นจะตอ้งมีกระบวนการเลือก normal healthy individual ท่ีดี  และมีการสอบเทียบกบั WHO 
International Standard (IS) เพื่อให้ทราบค่าท่ีแทจ้ริงของ coagulation factors ต่างๆ(1-2)   ถา้ห้องปฏิบติัการสามารถ
เตรียม PNP ใชไ้ดเ้องจะช่วยประหยดังบประมาณไดม้าก 
การเตรียม pooled normal plasma มีขั้นตอนและขอ้แนะน าดงัน้ี 
1. เลือกผูบ้ริจาคเลือดท่ีมีสุขภาพดี อายุระหวา่ง 20-50 ปี จ  านวนอยา่งนอ้ย 20 ราย โดยมีเพศชายและหญิงในจ านวน

เท่าๆ กนั  มีค่า hematocrit ปกติ  ไม่มีประวติัเลือดออกผิดปกติ รวมถึงไม่กินยาท่ีมีผลกระทบต่อกระบวนการ
แขง็ตวัของเลือดและ coagulation factors เช่น aspirin และยาจ าพวก steroid   ผูบ้ริจาคตอ้งมีผลการตรวจ infectious 
disease markers ไดแ้ก่ HBsAg, anti-HCV, anti-HIV, HIV Ag และ syphilis เป็นลบ 

2. สารกนัเลือดแข็งท่ีใช ้คือ 3.2% trisodium citrate ซ่ึงรบกวนผลการทดสอบค่าการแข็งตวัของเลือดนอ้ยกวา่ 3.8% 
trisodium citrate  โดยอตัราส่วนของเลือดและสารกนัเลือดแข็งท่ีใชเ้ท่ากบั 9 : 1  (ค่า hematocrit ของผูบ้ริจาคเลือด
ควรอยูใ่นช่วง 35-45%)(3)  

3. กระบอกฉีดยาและหลอดทดลองท่ีใช้ควรเป็นพลาสติกเพื่อลดการกระตุน้การแข็งตวัของเลือดซ่ึงจะมีผลต่อค่า 
clotting time และค่า coagulation factors ต่างๆ 

4. เจาะเลือดโดยใช ้butterfly needle เบอร์ 21 และไม่ควรใชส้ายยางรัดแขนนานเกิน 1 นาที เพราะจะท าให้ fibrinogen 
มีปริมาณเพิ่มสูงข้ึน และเกิดการกระตุน้ FVII และ FVIII ให้ท างานมากข้ึน  ไม่ควรใช้เลือดจากผูบ้ริจาคของ
ธนาคารเลือดเน่ืองจากในการบริจาคเลือดแต่ละคร้ังตอ้งใชส้ายยางรัดแขนนาน 5-10 นาที 

5. เตรียม platelet poor plasma ทนัทีหรือภายใน 4 ชัว่โมง ตั้งแต่เร่ิมเจาะเลือด โดยน าเลือดไปป่ันแยกใน refrigerated 
centrifuge อุณหภูมิ 4๐C ความเร็ว 2,500 g นาน 15 นาที  แบ่งพลาสมาส่วนหน่ึงไวส้ าหรับการทดสอบค่า APTT  
พลาสมาส่วนท่ีเหลือจะเก็บไวท่ี้ –70๐C  

6. การทดสอบค่า APTT จะท า 2 คร้ัง เพื่อหาค่าเฉล่ีย APTT ของผูบ้ริจาคแต่ละราย  โดยจะเลือกเฉพาะพลาสมาท่ีมีค่า 
APTT อยูใ่นเกณฑป์กติ คือ mean ± 2SD มาท า PNP  ในกรณีท่ีพบค่าผดิปกติใหเ้ก็บเลือดเพิ่มเติมจนครบ 20 ราย 

7. ควรป่ันพลาสมาท่ีเลือกแลว้วา่มีค่า APTT อยูใ่นเกณฑป์กติอีกคร้ังเพื่อใหเ้กล็ดเลือดตกมากท่ีสุดและลดการรบกวน
ของเกล็ดเลือดต่อค่า clotting time  หากตอ้งการน า PNP ไปใชใ้นการทดสอบ lupus anticoagulant (LA) จ านวน
เกล็ดเลือดท่ีหลงเหลืออยูไ่ม่ควรเกิน 10,000/µL(4) 

8. เก็บพลาสมาแต่ละหลอดรวมเป็น pooled plasma  และทดสอบ APTT ซ ้ าอีก 2 คร้ัง เพื่อหาค่าเฉล่ียของ PNP ทั้งชุด  
ซ่ึงค่าท่ีไดต้อ้งอยูใ่นช่วงปกติ  

9. แบ่งพลาสมาใส่ลงในหลอดพลาสติกขนาด 1.5 ml หลอดละ 0.5 ml ปิดจุกให้เรียบร้อยแลว้น าไปแช่แข็งโดยเร็ว 
(snap freeze) โดยการใชว้ิธีการต่างๆ เช่น ใส่ใน deep freezer, แช่ใน ethanol bath, แช่ใน dry ice หรือ liquid 
nitrogen  หลงัจากนั้นจึงน า PNP ไปเก็บไวท่ี้ –70๐C โดยสามารถเก็บไวไ้ดน้านเกิน 6 เดือน  



กำรท ำ PNP calibration 
  การเตรียม PNP เพื่อใช้เองในห้องปฏิบติัการจะตอ้งมีการท า calibration ทุกคร้ังก่อนน าไปใช้เป็น standard 
plasma ส าหรับการทดสอบปัจจยัการแขง็ตวัของเลือด  เน่ืองจาก PNP ท่ีเตรียมไดโ้ดยวิธีน้ีจะมีปริมาณ FII, V, VII, IX, 
X, XI, XII, HMWK และ prekallikrien ประมาณ 1.0 U/ml แต่จะมีค่า FVIII และ von Willebrand factor (vWF) ท่ี
แตกต่างกนัมากในแต่ละชุดท่ีเตรียม  การท า PNP calibration จะท าให้ทราบปริมาณท่ีแทจ้ริงของ coagulation factors 
โดยเฉพาะ FVIII และ vWF เป็น International Units (IU)   การท า calibration จะท าเทียบกบั calibrated WHO 
reference preparations ซ่ึงเตรียมโดย National Institute for Biological Standards and Control (NIBSC; Potters Bar, 
UK)  หรือใช ้commercial reference plasma ท่ีไดท้  าการ calibrated มาแลว้ก็ได้(1-2) 
หลกัเกณฑใ์นการท า calibration มีดงัน้ี 
1. ตอ้งใช ้calibrated standard plasma ท่ีรู้ค่า coagulation factors ต่างๆ แลว้ เช่น WHO International Standard หรือ 

commercial calibrated standard ในการทดสอบเพื่อหาค่า coagulation factors ของ home-made PNP  โดยท าการ
ทดสอบ 2 วนั  การทดสอบแต่ละวนัจะใช ้standard plasma 1 ขวด และ PNP ท่ีเตรียมข้ึนจ านวน 4 หลอด  

2. วนัท่ี 1 จะท าการทดสอบ factor assays ตามขั้นตอนท่ีระบุในหนงัสือ “การตรวจทางห้องปฏิบติัการเพื่อการ
วินิจฉยัโรคฮีโมฟิเลียและเลือดออกผิดปกติ”(5)  เพื่อหาปริมาณ coagulation factors ท่ีตอ้งการทราบค่า โดยมีล าดบั
การทดสอบ ดงัน้ี IS, PNP, PNP, PNP, PNP, IS   ท  าการทดสอบซ ้ าอีกคร้ังโดยใช ้diluted plasma ของแต่ละหลอด 

3. วนัท่ี 2 จะท าการทดสอบ factor assays เช่นเดิม โดยเรียงล าดบัการทดสอบใหม่ ดงัน้ี PNP, PNP, IS, IS, PNP, PNP 
และท าการทดสอบซ ้ าอีกคร้ังโดยใช ้diluted plasma ของแต่ละหลอด 

4. ค านวณหาค่า coagulation factors ของ home-made PNP แต่ละหลอดโดยเทียบกบัค่าเฉล่ียของ IS ในแต่ละวนั 
5. ค่า potency หรือปริมาณ coagulation factors ของ PNP ท่ีเตรียมไดจ้ะเท่ากบัค่าเฉล่ียของ home-made PNP ทั้ง 16 

การทดสอบ (4 aliquots x 2 dilutions x 2 day)  
หมายเหตุ 

- ปัจจุบนัยงัไม่มี standard calibrator ส าหรับ FXII  จึงอนุโลมใหคิ้ดค่า potency จาก PNP เป็น 1.0 U/ml 
- ควรเตรียม PNP ใหม่ทุก 12-18 เดือน  ยกเวน้ผล internal quality control แสดงให้เห็นวา่ stability ของ PNP ชุด
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