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1.  ช่ือเร่ือง การเปรียบเทียบสี Counterstain ดวย Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม  
      และน้ํายาท่ีเตรียมเอง  

        2.  ช่ือผูรับผิดชอบโครงการ  นางสาวมัณฑนา ดรพาเหลา กลุมงานจุลพยาธิ  
  

 3.  เนื้อเร่ืองโดยสังเขป 
  ปจจุบันงานจุลพยาธิรับงานยอมสีดวยวิธีพิเศษ (Histochemistry) ท่ีหลากหลาย โดยในบางตัวยอม เชน 
      PAS, Reticulin, Oil red o, Congo red ตองมีการยอมสีทับ (Counterstain) ดวย Hematoxylin ซึ่ งมี  
              วิธีการเตรียมท่ียุงยาก อีกท้ังสารเคมีท่ีใชเตรียมยังหาซื้อไดยาก จึงไดทําการทดลองโดยนําHematoxylin จาก 
              ชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม H&E มาใชในการ Counterstain แทน เพื่อลดคาใชจายในการซื้อ 
              สารเคมีและลดข้ันตอนในการเตรียม Hematoxylin เอง 

        4.  วัตถุประสงค 
 - เพื่อลดคาใชจายในการซื้อสารเคมี 
 - เพื่อลดข้ันตอนในการเตรียม Hematoxylin เอง 
 - เพื่อนํา Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอมมา Counterstain แทนน้ํายาท่ี  
             เตรียมเองได 

        5.  คําสําคัญของโครงงานวิจัย 
  Hematoxylin, Counterstain 

 6.  ทฤษฎีสมมติฐานหรือกรอบความคิดของงานวิจัย 
 สามารถนํา Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอมมา Counterstain แทนน้ํายา    
     Hematoxylin ท่ีเตรียมเองได 

   

         7.  แผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย   
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ทบทวนเอกสาร          
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และเครื่องมือ 

         

ดําเนินการวิจัย ถายภาพประกอบผลการวิจัย          
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 8. ข้ันตอนและวิธีดําเนนิงาน 

 8.1 เตรียมตัวอยางช้ินเนื้อดวยน้ํายาเคมี โดยใชเครื่อง Tissue processing เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
 8.2 ตัดบล็อกช้ินเนื้อท่ีความหนา 3 ไมครอน บล็อกละ 4  สไลด โดยแบงเปน  
   - Positive control 1 สไลด 



  - 3 นาที 1 สไลด 
  - 5 นาที 1 สไลด 
  - 7 นาที 1 สไลด 

  รวมเปน 120 สไลด 
  8.3 นําสไลดท้ัง 120 สไลด มายอมพิเศษดวยวิธี PAS (Periodic acid-Schiff reaction) โดยมีข้ันตอน   

          การยอมดังนี้ 
   - Deparaffinization 
   - จุมลงใน 1% Periodic acid เปนเวลา 10 นาที 
   - ลางในน้ํากล่ัน 
   - จุมใน Schiff reagent เปนเวลา 15 นาที 
   - จุมลงในน้ําประปา เปนเวลา 5 นาที 
   - ลางในน้ําประปาไหล เปนเวลา 10 นาที 
 8.4 แบงสไลดออกเปน 4 ชุด ชุดละ 30 แผน เพื่อ Counterstain ใน Hemmatoxylin ดังนี ้

  -  ชุดท่ี 1 Counterstain โดยจุมใน Hematoxylin ท่ีเตรียมเองเปนเวลา 3 นาที เพื่อใชเปน 
    Control 

  -  ชุดท่ี 2 Counterstain โดยจุมใน Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม
    เปนเวลา 3 นาที 

  -  ชุดท่ี 3 Counterstain โดยจุมใน Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม
    เปนเวลา 5 นาที 

  -  ชุดท่ี 4 Counterstain โดยจุมใน Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม
    เปนเวลา 7 นาที 

 8.5 ลางในน้ําประปาไหล 
 8.6 จุมใน Litium carbonate เปนเวลา 1 นาที 
 8.7 ลางน้ําประปาไหล 
 8.8 Dehydate 
 8.9 Permount 
 8.10 เปรียบเทียบการติดสีของ Hematoxylin โดยนักวิทยาศาสตรการแพทย  

 9. ผลการทดลอง 
  เปรียบเทียบการติดสี Counterstain ดวย hematoxylin ภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 20X 



                 
 
  แปลผลโดยใหระดับการติดสี hematoxylin เปน +1 = ติดสีจาง, +2 = ติดสีปานกลาง, +3 = ติดสีเขม 
  และ +4 = ติดสีเขมมาก ตามลําดับ 

 

      
 
  
 
 
 



 ทําการวิเคราะหขอมูลโดยการคํานวณคารอยละของระดับการติดสี counterstain ดวย hematoxylin 
 จากการยอมท้ังส่ีวิธีเปรียบเทียบกันไดเปนตารางดังนี้  

  

 
 จากการวิเคราะหขอมูลพบวาการ counterstain ดวย hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจาก

 เครื่องยอมและน้ํายาท่ีเตรียมเอง ท้ังสองวิธีใหผลการติดสี hematoxylin ท่ีไมแตกตางกัน โดยความเขมของการ
 ติดสีข้ึนอยูกับเวลาท่ีใชในการ counterstain ยิ่งใชเวลานานจะติดสีเขมข้ึน แตระหวางการแปลผลผูทําการทดลอง
 พบวาการ counterstain ดวย hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอมนั้นทําใหการติดสีแดง
 ของ Schiff reagent ลดลง จึงไดทําการเปรียบเทียบการติดสีของ Schiff reagent จากการยอมท้ังส่ีวิธีดวย โดย
 แปลผลโดยใหระดับการติดสี Schiff reagent เปน +4 = ติดสีเขมมาก, +3 = ติดสีเขม, +2 = ติดสีปานกลาง  

และ +1 = ติดสีจาง ตามลําดับ 
 
 



 
 
  จากนั้นทําการวิเคราะหขอมูลโดยการคํานวณคารอยละของระดับการติดสี Schiff reagent จากการยอม

 ท้ังส่ีวิธีเปรียบเทียบกันและวิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม SPSS 

 
ตารางคารอยละของจํานวนสไลดในการติดสี Schiff reagent ของการยอมท้ังส่ีวิธีท่ีความเขมในระดับตางๆ 

 
  
 
 
 



10. สรุปผลการทดลอง 
 จากการทดลองพบวาการ counterstain ดวย hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่อง

 ยอมและน้ํายาท่ีเตรียมเอง ท้ังสองวิธีใหผลการติดสี hematoxylin ท่ีไมแตกตางกัน โดยความเขมของการติดสี
 ข้ึนอยูกับเวลาท่ีใชในการ counterstain ยิ่งใชเวลานานจะติดสีเขมข้ึน แตการ counterstain ดวย hematoxylin 
 จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอมนั้นทําใหการติดสีแดงของ Schiff reagent ลดลงและแตกตางกัน
 อยางมีนัยสําคัญ (P-Value < 0.05) ซึ่งอาจสงผลในการวินิจฉัยโรคของพยาธิแพทย จึงไมสามารถนํามาใชแทนกัน
 ได 

11. ขอเสนอแนะ 
11.1   จํานวนตัวอยางท่ีใชในการทดลองมีปริมาณนอยเกินไป 
11.2   ควรทดลอง counterstain ดวย hematoxylin ในการยอมพิเศษอื่นๆ หรืองาน   

  Immunohistochemistry 

 
 
 
 
 


