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1.  ช่ือเร่ือง การเปรียบเทียบสี Counterstain ดวย Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม  
      และน้ํายาท่ีเตรียมเอง  

        2.  ช่ือผูรับผิดชอบโครงการ  นางสาวมัณฑนา ดรพาเหลา กลุมงานจุลพยาธิ  
  

 3.  เนื้อเร่ืองโดยสังเขป 
  ปจจุบันงานจุลพยาธิรับงานยอมสีดวยวิธีพิเศษ (Histochemistry) ท่ีหลากหลาย โดยในบางตัวยอม เชน 
      PAS, Reticulin, Oil red o, Congo red ตองมีการยอมสีทับ (Counterstain) ดวย Hematoxylin ซึ่ งมี  
              วิธีการเตรียมท่ียุงยาก อีกท้ังสารเคมีท่ีใชเตรียมยังหาซื้อไดยาก จึงไดทําการทดลองโดยนําHematoxylin จาก 
              ชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม H&E มาใชในการ Counterstain แทน เพื่อลดคาใชจายในการซื้อ 
              สารเคมีและลดข้ันตอนในการเตรียม Hematoxylin เอง 

        4.  วัตถุประสงค 
 - เพื่อลดคาใชจายในการซื้อสารเคมี 
 - เพื่อลดข้ันตอนในการเตรียม Hematoxylin เอง 
 - เพื่อนํา Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอมมา Counterstain แทนน้ํายาท่ี  
             เตรียมเองได 

        5.  คําสําคัญของโครงงานวิจัย 
  Hematoxylin, Counterstain 

 6.  ทฤษฎีสมมติฐานหรือกรอบความคิดของงานวิจัย 
 สามารถนํา Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอมมา Counterstain แทนน้ํายา    
     Hematoxylin ท่ีเตรียมเองได 

   

         7.  แผนการดําเนินงานตลอดโครงการวิจัย   
              ระยะเวลาดําเนินการ  เดือนมกราคม - กันยายน 2563 
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 8. ข้ันตอนและวิธีดําเนนิงาน 

 8.1 เตรียมตัวอยางช้ินเนื้อดวยน้ํายาเคมี โดยใชเครื่อง Tissue processing เปนเวลา 12 ช่ัวโมง 
 8.2 ตัดบล็อกช้ินเนื้อท่ีความหนา 3 ไมครอน บล็อกละ 4  สไลด โดยแบงเปน  
   - Positive control 1 สไลด 



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

  รวมเปน 120 สไลด 
  8.3 นําสไลดท้ัง 120 สไลด มายอมพิเศษดวยวิธี PAS (Periodic acid-Schiff reaction) โดยมีข้ันตอน   

          การยอมดังนี้ 
   - Deparaffinization 
   - จุมลงใน 1% Periodic acid เปนเวลา 10 นาที 
   - ลางในน้ํากล่ัน 
   - จุมใน Schiff reagent เปนเวลา 15 นาที 
   - จุมลงในน้ําประปา เปนเวลา 5 นาที 
   - ลางในน้ําประปาไหล เปนเวลา 10 นาที 
 8.4 แบงสไลดออกเปน 4 ชุด ชุดละ 30 แผน เพื่อ Counterstain ใน Hemmatoxylin ดังนี ้

  -  ชุดท่ี 1 Counterstain โดยจุมใน Hematoxylin ท่ีเตรียมเองเปนเวลา 3 นาที เพื่อใชเปน 
    Control 

  -  ชุดท่ี 2 Counterstain โดยจุมใน Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม
    เปนเวลา 3 นาที 

  -  ชุดท่ี 3 Counterstain โดยจุมใน Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม
    เปนเวลา 5 นาที 

  -  ชุดท่ี 4 Counterstain โดยจุมใน Hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอม
    เปนเวลา 7 นาที 

 8.5 ลางในน้ําประปาไหล 
 8.6 จุมใน Litium carbonate เปนเวลา 1 นาที 
 8.7 ลางน้ําประปาไหล 
 8.8 Dehydate 
 8.9 Permount 
 8.10 เปรียบเทียบการติดสีของ Hematoxylin โดยนักวิทยาศาสตรการแพทย  

 9. ผลการทดลอง 
  เปรียบเทียบการติดสี Counterstain ดวย hematoxylin ภายใตกลองจุลทรรศนท่ีกําลังขยาย 20X 



                 
 
  แปลผลโดยใหระดับการติดสี hematoxylin เปน +1 = ติดสีจาง, +2 = ติดสีปานกลาง, +3 = ติดสีเขม 
  และ +4 = ติดสีเขมมาก ตามลําดับ 

 

      
 
  
 
 
 



 ทําการวิเคราะหขอมูลโดยการคํานวณคารอยละของระดับการติดสี counterstain ดวย hematoxylin 
 จากการยอมท้ังส่ีวิธีเปรียบเทียบกันไดเปนตารางดังนี้  

  

 
 จากการวิเคราะหขอมูลพบวาการ counterstain ดวย hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจาก

 เครื่องยอมและน้ํายาท่ีเตรียมเอง ท้ังสองวิธีใหผลการติดสี hematoxylin ท่ีไมแตกตางกัน โดยความเขมของการ
 ติดสีข้ึนอยูกับเวลาท่ีใชในการ counterstain ยิ่งใชเวลานานจะติดสีเขมข้ึน แตระหวางการแปลผลผูทําการทดลอง
 พบวาการ counterstain ดวย hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอมนั้นทําใหการติดสีแดง
 ของ Schiff reagent ลดลง จึงไดทําการเปรียบเทียบการติดสีของ Schiff reagent จากการยอมท้ังส่ีวิธีดวย โดย
 แปลผลโดยใหระดับการติดสี Schiff reagent เปน +4 = ติดสีเขมมาก, +3 = ติดสีเขม, +2 = ติดสีปานกลาง  

และ +1 = ติดสีจาง ตามลําดับ 
 
 



 
 
  จากนั้นทําการวิเคราะหขอมูลโดยการคํานวณคารอยละของระดับการติดสี Schiff reagent จากการยอม

 ท้ังส่ีวิธีเปรียบเทียบกันและวิเคราะหขอมูลโดยใชโปรแกรม SPSS 

 
ตารางคารอยละของจํานวนสไลดในการติดสี Schiff reagent ของการยอมท้ังส่ีวิธีท่ีความเขมในระดับตางๆ 

 
  
 
 
 



10. สรุปผลการทดลอง 
 จากการทดลองพบวาการ counterstain ดวย hematoxylin จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่อง

 ยอมและน้ํายาท่ีเตรียมเอง ท้ังสองวิธีใหผลการติดสี hematoxylin ท่ีไมแตกตางกัน โดยความเขมของการติดสี
 ข้ึนอยูกับเวลาท่ีใชในการ counterstain ยิ่งใชเวลานานจะติดสีเขมข้ึน แตการ counterstain ดวย hematoxylin 
 จากชุดน้ํายาสําเร็จรูปท่ีเหลือจากเครื่องยอมนั้นทําใหการติดสีแดงของ Schiff reagent ลดลงและแตกตางกัน
 อยางมีนัยสําคัญ (P-Value < 0.05) ซึ่งอาจสงผลในการวินิจฉัยโรคของพยาธิแพทย จึงไมสามารถนํามาใชแทนกัน
 ได 

11. ขอเสนอแนะ 
11.1   จํานวนตัวอยางท่ีใชในการทดลองมีปริมาณนอยเกินไป 
11.2   ควรทดลอง counterstain ดวย hematoxylin ในการยอมพิเศษอื่นๆ หรืองาน   

  Immunohistochemistry 

 
 
 
 
 


