
อุปกรณแ์ละวิธีดำเนินการวิจัย

1 สตัว์ทดลอง
หนูขาวเพศผู้(Wistar albino rats) นำหนักระหว่าง 160-200 กรัม อายุ 6-8 สัปดาห์ จาก 

สำนักสัตว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลัยมหิดล ตำบลศาลายา จังหวัดนครปฐม ก่อนทำการศึกษา 
เลียงสัตว์ทดลองอย่างน้อย 1 สัปดาห์ ณ ห้องเลียงสัตว์ทดลอง คณะเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์ 
มหาวิทยาลัย โดยให้อาหารสำเร็จรูปและนำสะอาดไม่จำกัดปริมาณ โดยควบคุมช่วงเวลาสลับความ 
มืดและสว่างช่วงละ 12 ชั่วโมงต่อวัน ควบคุมอุณหภูมิ 25 ±  1 องศาเซลเซียส

2 แหล่งวัตลุฉิบ
กะเม็งสดจากชมรมรักษ์สมุนไพร จังหวัดลำปาง

3 วิธีเตรียมสารสกัดกะเม็ง
3.1 นำกะเม็งทังต้นมาล้างด้วยน้ําให้สะอาด
3.2 นำสมุนไพรท่ีไต้มาต้มกับนำด้วยอัตราส่วนของสมุนไพร(10 กรัม) : น้ีา(100 มิลลิลิตร) จน 

เดือดเป็นเวลา 10 นาทีและต้ังท้ิงไว้ให้เย็น
3.3 รินสารสกัดนำออกและนำกากท่ีเหลือมาต้มกับนำอีกครังหน่ึงด้วยอัตราส่วนเท่ากันด้วย 

วิธีการเดียวกัน
3.4 รินสารสกัดนำออกรวมกับข้อ 3.3 และท้ิงกากท่ีเหลือ
3.5 นำสารสกัดท่ีไต้ไป centrifuge ด้วยความเร็ว 2,000 รอบ/นาที เป็นเวลา 10 นาที
3.6 นำส่วน supernatant ไปกรองด้วยกระดาษกรอง Whatman No.l โดยเคร่ือง suction 

apparatus แล้วนำไประเหยแห้งบน water bath สารสกัดแห้งท่ีได้จึงนำมาบดเป็นผงไว้ศึกษาต่อไป 4

4 วิธีการดำเนินการวิจัย
การศึกษาผลการปกป็องตับของสารสกัดกะเม็งต่อพิษของเอทานอลในหนูขาว

4.1 ระยะเฉียบพลัน(Acute phase) ศึกษาฤฑธิการปองกันโดยให้สารสกัดก่อนให้เอทานอล
สัตว์ทดลอง คือ หนูขาวเพศผู้(Wistar albino rats) 48 ตัว แบ่งโดยการสุ่มเป็น 6 กลุ่ม กลุ่ม 

ละ 8 ตัว ตังน้ี
กลุ่มท่ี 1 หนูขาวปกติ ให้นำกล่ัน 0.5 มิลลิลิตรทางปาก 
กลุ่มท่ี 2 กลุ่มเอทานอล ให้เอทานอล 5 กรัม/กิโลกรัมทางปาก
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กลุ่มท่ี 3 ให้สารสกัดกะเม็งขนาด 10 มิลลิกรัม/กิโลกรัมทางปาก หลังจากน้ัน 4 ช่ัวโมงจึงให้ 
เอทานอล 5 กรัม/กิโลกรัมทางปาก
กลุ่มท่ี 4 ให้สารสกัดกะเม็งขนาด 20 มิลลิกรัม/กิโลกรัมทางปาก หลังจากน้ัน 4 ช่ัวโมงจึงให้ 
เอทานอล 5 กรัม/กิโลกรัมทางปาก
กลุ่มท่ี 5 ให้สารสกัดกะเม็งขนาด 30 มิลลิกรัม/กิโลกรัมทางปาก หลังจาสน้ัน 4 ช่ัวโมงจึงให้ 
เอทานอล 5 กรัม/กิโลกรัมทางปาก
กลุ่มท่ี 6 ให้ซิไลมารีนฃนาด 5 มิลลิกรัม/กิโลกรัมทางปาก หลังจากน้ัน 4 ช่ัวโมงจึงให้ 
เอทานอล 5 กรัม/กิโลกรัมทางปาก

หลังจากให้เอทานอลไป 2 ช่ัวโมงหนูทุกตัวจะถูกทำให้เสียชีวิตโดยวิธีดมสลบด้วย ether 
และเก็บตัวอย่างเลือดเพ่ือไปตรวจค่าทางเคมีคลินิก คือ การวิเคราะห์หาระดับ AST, ALT, serum 
triglyceride(STG), TNF-a และ IL-ip จากน้ันเน้ือตับส่วนหน่ึงจะนิาไปตรวจระดับของ hepatic 
triglyceride(HTG), GSH และ MDA เน้ือตับอีกส่วนหน่ึงนำไปตรวจจุลพยาธิวิทยา
(Histopathological examination) และการตรวจพเศษดู fat vacuole (Oil Red 0)เพอตรวจสอบ 
พยาธิสภาพของตับและผลในการปกป้องตับจากสารสกัดกะเม็ง

4.2 ระยะก่ึงเฉียบพลัน(Subacute phase) ศึกษาฤทธ่ิการรักษาโดยทำให้เกิดพิษจากเอทานอล 
ก่อนให้สารสกัด

สัตว์ทดลอง คือ หนูขาวเพศผู้(Wistar albino rat) 48 ตัว แบ่งโดยการสุ่มเป็น 6 กลุ่ม กลุ่มละ 
6 ตัว ตัง น้ี
กลุ่มท่ี 1 หนูขาวปกติ ให้นำกล่ัน 0.5 มิลลิลิตรทางปาก เป็นเวลา 21 วัน
กลุ่มท่ี 2 กลุ่มเอทานอล ให้เอทานอล 4 กรัม/กิโลกรัมทางปาก เป็นเวลา 21 วัน
กลุ่มท่ี 3 ให้เอทานอล 4 กรัม/กิโลกรัมทางปาก เป็นเวลา 21 วัน จากน้ันให้สารสกัดกะเม็ง 30
มิลลิกรัม/กิโลกรัม เป็นเวลา 7 วัน
กลุ่มท่ี 4 ให้เอทานอล 4 กรัม/กิโลกรัมทางปาก เป็นเวลา 21 วัน จากน้ันให้ซิไลมารีนขนาด 5 
มิลลิกรัม/กิโลกรัมทางปาก เป็นเวลา 7 วัน
กลุ่มท่ี 5 ให้เอทานอล 4 กรัม/กิโลกรัมทางปาก เป็นเวลา 21 วัน จากน้ันให้สารสกัดกะเม็ง 15 
มิลลิกรัม/กิโลกรัม ร่วมกับ'ซิไลมา'รีม 2.5 มิลลิกรัม/กิโลกรัม เป็นเวลา 7 วัน 
กลุ่มท่ี 6 ให้เอทานอล 4 กรัม/กิโลกรัมทางปาก เป็น เวลา 21 วัน จากน้ันดูแลให้ได้รับอาหารและ 
น้ัาตามปกติเป็นเวลา 7 วัน

หลังจากให้เอทานอลไป 2 ช่ัวโมงหนูทุกตัวจะถูกทำให้เสียชีวิตโดยวิธีดมสลบและเก็บ 
ตัวอย่างเลือดเพ่ือไปตรวจค่าทางเคมีคลินิก คือ การวิเคราะห์หาระดับ AST, ALT, serum 
triglyceride(STG), TNF-a และ IL-ip เน้ือตับส่วนหน่ึงจะนำไปตรวจระดับของ hepatic
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triglyceride(HTG), GSH และ MDA นอกจากนันณือตับอีกส่วนหน่ึงนำไปตรวจจุลพยาธิวิทยา 
(Histopathological examination) และการตรวจพิเศษดู fat vacuole (Oil Red o) เพือตรวจทาง
จุลพยาธิวิทยาสภาพของตับและผลในการปกป้องตับจากสารสกัดกะเม็ง

5 สารเคมีและเคร่ืองมือ
สารเคมี: Deionized water, Sodium phosphate monobasic (NaH2PO4H2p), Conc.NaOH, 

Paraformaldehyde, Sodium phosphate dibasic (Na2HP04), 5,5 Dithiobenzoic acid,Sulfosalicylic 
acid, Hydrochloric acid(HCL) solution, Trichloroacetic acid (TCA), Thiobarbituric acid(TAB), 
NaCl, Glacial acetic acid, Sodim metaperiodate, 2,4 Pentonedione, H2S04, Heptane, Trioleine 
standard, Silymarin, Ethanol, Diethylether

เครองมอ: เครองบด, กระดาษกรอง Whatman No.1, Hot plate, Suction apparatus, Beaker, 
Dropper, Water bath, Centrifuge, Autopipets, Spectrophotometer, Homogenizing vessel, 
Refrigerated centrifuge, Sonicator, Surgical equipment, Timer, Votex mixer , pH meter, 
Microplate reader, Laminar air flow hood, Glass homogenizer, Foild, Cuvettes, Eppendorf tube 
สำหรับใส่เลือด, สำลี, ตาช่ัง, ขวดสำหรับใส่ช้ินเน้ือ, หลอดทดลอง

6 การเก็บตัวอย่าง
6.1 ทำการสลบหนู โดยใส่ในขวดโหลท่ีมี diethylether หลังจากหนูสลบนำมาผ่าตัดหน้าท้อง 

และเจาะเลือดจาก inferior vena cava เกบเลือดใส่ eppendorf ณbe แล้วแช่ในนำแข็งทันที
6.2 จากนันตัด inferior vena cava ให้เปิดกว้างและไล่เลือดออกจากตับด้วย 0.9% NaCl จนตับ 

มีสีซีด เลาะตับออกจากตัวหนูและล้างเลือดท่ีเกาะอยู่ด้วย 0.9% NaCl
6.3 ช่ังน้ืาหนักตับท้ังหมดและตัดตับส่วนหน่ึงเพ่ือไปตรวจทางจุลพยาธิวิทยาI  0 ’ " “  ' ' "6.4 จากนันนำตับส่วนทีเหลือไป homogenize ร่วมกับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ และบด 

ด้วยเครอง motor homogenizer จนเป็นเนอเดยวกัน เพอวัดระดับ hepatic triglyceride(HTG), GSH 
และ MDA

6.5 นำเลอดทเกบใน eppendorf ณbe ไปปีนแยกเกบ serum ด้วยเครอง centrifuge ท 3,000 rpm 
10 นาท เพือวัดระดับ AST, ALT, serum triglyceride(STG), TNF-a และ IL-1 p 7

7 การตรวจค่าทางเคมีคลินิก 
การวิเคราะห์ระตับ serum AST และ ALT

การศึกษาคร้ังน้ีใช้ reagent สำเร็จรูปซ่ึงประกอบด้วย substrate และ reagent โดยอาศัย
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หลักการทำงานแบบจลนศาสตร์ของเอนไซม์ ยึดหลักตามวิธีการของ IFCC(Intemational
Federation of Clinical Chemistry) โดยใช้เครอง uv spectrophotometer ทความยาวคลน 340 nm

1 ใส่ reagent สำเร็จรูปสำหรับวัด AST, ALT ปริมาณ 1000 ไมโครลิตร ลงในหลอดทดลอง 
ตามจำนวนตัวอย่างท่ีต้องการวิเคราะห์

2 นำไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 C ในอ่างนำร้อน(Water bath)
3 เติมซีรัมท่ีต้องการวัดลงไป 100 ไมโครลิตรในหลอดทดลองต่อ 1 ตัวอย่างท่ีต้องการ 

วิเคราะห์
4 นำไปอ่านค่าการดูดกลืนแสง(Absorbance) ด้วยเครอง uv spectrophotometer ณ เวลาท 1, 

2 ,3 และ4 ตามลำดับ
5 นำค่าดูดกลืนแสงมาคำนวณหาระดับเอนไซม์

ข้อควรระวัง การเก็บตัวอย่างเลือดควรระวังการแตกของเม็ดเลือดแดงเน่ืองจากเม็ดเลือดแดงมี
เอนไซม์ท้ัง AST และ ALT อยู่อาจทำให้ค่าท่ีไต้สูงข้ึนกว่าค่าจริงในตับไต้

การวิเคราะห์ระดับไฅรกณืซอไรต้ในซืรัม(STG)
1 นำ reagent สำเร็จรูปสำหรับการวิเคราะห์ระดับไตรกลีเซอไรด์ มา incubate ท่ีอุณหภูมิห้อง 

ค่อนนำมาใช้โดยเติมสารต่างๆลงไปตามลำดับดังนี

Blank Sample/Standard
Reagent 1.0 ml 1.0 ml
Redistilled water 10 pi -
Sample/Standard - 10 pi

2 ผสมด้วยเคร่ืองผสม(Mixer) และ incubate ท่ีอุณหภูมิ 37 C ในอ่างนำร้อน(water bath) เป็น 
เวลา 5 นาที

3 จากนันนำไปัวิเคราะห์โดยการวัดค่าการดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง UV spectrophotometer ท่ี 
ความยาวคล่ืน 500 nm

การวิเคราะห์ระดับไตรกลีเซอไรต้ในดับ(HTG)(Mendez and Franklin, 1975)
สำหรับการวิเคราะห์ระดับไตรกลีเซอไรด์ในตับใช้วิธีวัดเทียบสี ซ่ึงเป็นการวิเคราะห์

ระดับกลีเซอรอลซ่ึงเกิดจากไฮโดรไลส์ไตรกลีเซอร์ไรด์ด้วยสารละลายต่างและเรียกขบวนการนว่า
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“saponification” จากบันกลีเซอรอลท่ีเกิดขึนจะถูกออกชิไดส์ด้วยเปอร์ไอโอเดทได้เป็น
ฟอร์มาลดีไฮด์ซ่ึงจะทำให้เกิดสีได้แก่ อะเซทิลอะซิโตนแล้วเกิดสารสีเหลือง 

1 ทำการวิเคราะห์ด้วยการเติมสารต่างๆลงไปตามลำดับดังน้ี

สารและตัวอย่าง Liver homogenat(ml) Blank(ml) standard(jil)
Liver homogenate 0.5 - -

Standard - - 10, 20, 30 และ 40
H20 - 0.5 190,180,170และ 160

Heptane 2.0 2.0 -
Isopropanol 3.5 3.5 -

h2so4 1.0 1.0 -

2 ผสมด้วยเคร่ืองผสม(Mixer) แล้วดังทิงไว้ให้แยกชัน 30 วินาที ใช้ปิเปตดูดส่วนบน 0.2
มลลลตรใส่ในหลอดทดลอง จากนันเตม isopropanol 2 มลลลตรและ saponification reagent 0.6 
มิลลิลิตร ผสมด้วยเคร่ืองผสม(Mixer) แล้วตังพิงไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง 5 นาที

3 จากนันใส่ sodium metaperiodate และ acetyl acetone อย่างละ 1.5 มิลลลตร ผสมเข้า 
ด้วยกันนำไป incubate ท่ีอุณหภูมิ 65 C ในอ่างน้ําร้อน(Water bath) เป็นเวลา 15 นาที จากน้ันวาง 
ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง

4 นำไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 415 nm 
ข้อควรระวัง ควรวัดค่าดูดกลืนแสงภายใน 45 นาที

การวเคราะหระดบ malondialdehyde(MDA)(Buege and Aust, 1978)
1 ปีเปตณือดับท่ีได้จากการเก็บตัวอย่างมาทำการวิเคราะห์ให้หลอดทดลองละ 1 มิลลิลิตรต่อ 

1 ตัวอย่าง ตามจำนวนหลอดทดลองท่ีต้องการโดยมีหลอดทดลองท่ีใช้เป็น blank 1 หลอด
2 เติมสารละลาย TCA-TBA-HCL 3 มิลลิลิตร ผสมเข้าด้วยกัน
3 Incubate ท่ีอุณหภูมิ 100 C ในอ่างน้ัาร้อน( Water bath) เป็นเวลา 15 นาที จากน้ัน 

centrifuge ท 1,000 rpm เป็นเวลา 10 นาที
4 นำส่วนใสด้านบนไปวัดค่าดูดกลืนแสงด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีมีความยาวคล่ืน 

535 nm
ข้อควรระวัง blank ให้ผ่านข้ันตอนเหมือนกับตัวอย่างท่ีทำการวิเคราะห์
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การวิเคราะห์ระดับ gIutathione(GSH)[Ellman(1959) ท่ีปรับปรุงโดย Jollow, e t  a l (1974)]
1 ปีเปตเนือตับท่ีได้จากการเก็บตัวอย่างมาทำการวิเคราะห์ให้หลอดทดลองละ 0.5 มิลลิลิตร 

ต่อ 1 ตัวอย่าง ตามจำนวนหลอดทดลองท่ีต้องการโดยมีหลอดทดลองท่ีใช้เป็น blank 1 หลอด
2 เติมสาร 4 % sulfosalicylic acid ปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ผสมด้วยเคร่ืองผสม(mixer) และ 

นำไป centrifuge ท่ี 1,000 rpm เป็นเวลา 1 นาที
3 นำส่วนใสด้านบนปริมาตร 0.5 มิลลิลิตร ใส่ 0.1 mM dithiobenzoic acid in 0.1 M PBS pH 

8 ปริมาตร 4.5 มิลลิลิตร ผสมด้วยเคร่ืองผสม(Mixer)
4 จากนันนำไปวัดด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 412 nm

ข้อควรระวัง blank ให้ใส่ distilled water + 0.1 mM dithiobenzoic acid เลยไม่ต้องผ่านขันตอน 
การใส่ 4 % sulfosalicylic acid

การวิเคราะห์ TNF-OC ELISA
หลักการตรวจวัดระดับของ TNF-a ใช้วิธีการวัดด้วย 96-well strip plate ท่ี coated ไว้ด้วย 

Anti-rat TNF-a จากนันนำไป incubate ด้วย serum ทมี TNF-a แล้ว incubate ต่อด้วย antibody ท 
ถูกจับไว้ด้วยเอนไซม์ ส่วน TNF-a จะถูกจับด้วย antibody เม่ือใส่ substrate ทำให้เกิดการทำ 
ปฏิกิริยาลันระหว่างเอนไซม์และ substrate เกิดสีข้ึน นำไปวัดหาปริมาณ TNF-a โดยวัดค่า 
absorbance ด้วย ELISA plate reader ทความยาวคลน 450 nm จากนันนำค่า absorbance ทได้ไป 
คำนวณหาปริมาณ TNF-a โดยคำนวณจาก standard curve ท่ีทราบความเข้มข้น

1 เตรยม standard โดยเติม Standard Diluent Buffer ใน Reconstitute standard 5,000 pg/mL 
จากใr นปีเปตมา 0.1 มิลลิลิตรใส่ใน eppendorf tube ท่ีมี Standard Diluent Buffer 0.4 มิลลิลิตร ผสม 
ให้เข้ากันแล้ว label ท่ี 1,000 pg/Rt TNF-a

2 หลังจากผสมแล้วปิเปตมา tube ละ0.25มิลลิลิตรใส่ใน appendrop tube 6 tube ท่ีในแต่ละ 
tube มี Standard Diluent Buffer 0.25 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้ว label ท่ี 500, 250, 125, 62.5,
31.2 และ 15.6 pg/Rt TNF-a ตามลำดับ

3 ใส่ incubate buffer หลุมละ 50 ftl ทุกหลุม
4 ใส่ standard ท่ีความเข้มข้น 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 หลุมละ 100 pi ตามลำดับ
5 หลุมท่ีเหลือใส่ Standard Diluent Buffer หลุมละ 50 pi และ ซีร่ัม 50 pi จาก'บันใส่ 50 pi 

ของ biotinylated anti-TNF-a ปิด plate และ incubate ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 30 นาที 
จากน้ันล้างด้วย wash buffer 4 คร้ัง

6 ใส่ Streptavidin-HRP reagent 100 pi และ incubate ทอุณหภูมิห้องเปนเวลา 45 นาท 
จากน้ันล้างด้วย wash buffer 4 คร้ัง

7 ใส่ Stabilized Chromogen 100 pi ลงแต่ละหลุมจะเกิดสีน้ัาเงิน จากน้ันท้ิงให้เกิดปฏิกิริยา
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ในที่มืดเป็นเวลา30นาที
8 หยุดปฏิกิริยาท่ีเกิดขึนโดยใส่ stop solution 100 pi จากน้ันนำไปวัดค่า absorbance ท่ีความ 

ยาวคล่ืน 450 ฌฑ

การวิเคราะห์ IL-ip ELISA
หลักการตรวจวัดระดับของ IL-lp ใช้วิธีการวัดด้วย 96-well strip plate ท่ี coated ไว้ด้วย 

Anti-rat IL-lp จากนันนำไป incubate ด้วย serum ทม IL-ip แล้ว incubate ต่อด้วย antibody ทีถูก 
จับไว้ด้วยเอนไซม์ ส่วน IL-ip จะถูกจับด้วย antibody เม่ือใส่ substrate ทำให้เกิดการทำปฏิกิริยา 
กันระหว่างเอนไซม์และ substrate เกิดสีขึ้น นำไปวัดหาปริมาณ IL-ip โดยวัดค่า absorbance ด้วย 
ELISA plate reader ท่ีความยาวคล่ืน 450 nm จากนํนนำค่า absorbance ที่ได้ไปคำนวณหาปริมาณ 
IL-ip โดยคำนวณจาก standard curve ท่ีทราบความเข้มข้น

1 เตรยม standard โดยเติม Standard Diluent Buffer ใน Reconstitute standard 10,000 pg/mL 
จากนันปิเปตมา 0.12 มิลลิลิตรใส่ใน appendrop tube ทม Standard Diluent Buffer 0.48 มิลลิลิตร 
ผสมให้เข้ากันแล้ว label ท่ี 2,000 pg/mL raIL-ip

2 หลังจากผสมแล้วปิเปตมา ณbe ละ 0.3 มิลลิลิตรใส่ใน appendrop tube 6 tube ท่ีในแต่ละ 
tube มี Standard Diluent Buffer 0.3 มิลลิลิตร ผสมให้เข้ากันแล้ว label ท่ี 1,000, 500, 250, 125,
62.5, 31.2 pg/mL raIL-ip ตามลำดับ

3 หลุมท่ีเหลือใส่ Standard Diluent Buffer หลุมละ 50 pi และ ซีร่ัม 50 (1 ปิด plate และ 
incubate ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 3 ช่ัวโมง จา•กน้ันล้างด้วย wash buffer 4 คร้ัง

4 จากน้ันใส่ biotinylated anti- IL-ip 100 pi และ incubate ท่ีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 1 ช่ัวโมง 
จากนันล้างด้วย wash buffer 4 ครัง

5 จากนํนใส่ Streptavidin-HRP reagent 100 pi และ incubate ทีอุณหภูมิห้องเป็นเวลา 30 
นาที จากน้ันล้างด้วย wash buffer 4 คร้ัง

6 ใส่ Stabilized Chromogen 100 ptâงแต่ละหลุมจะเกิดสีนำเงินจากนันทิงให้เกิดปฏิกิริยา 
ในท่ีมืดเป็นเวลา 30 นาที

7 หยุดปฏิกิริยาท่ีเกิดขึนโดยใส่ stop solution 100 pi จากนันนำไปวัดค่า absorbance ท่ีความ 
ยาวคล่ืน 450 nm 8

8 การตรวจทางจุลพยาธิวิทยา(Histopathological lesion)
การศึกษาคร้ังน้ีใช้ตรวจรอยโรคทางจุลพยาธิวิทยาเพ่ือนำไปประกอบกับผลทางชีวเคมีและ 

ยังเป็นพารามิเตอร์ท่ีสามารถบ่งช้ีถึงพยาธิสภาพของดับได้เป็นอย่างดี
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การเตรียมเน้ือเย่ือทางจุลพยาธิวิทยาจนเปีนบล็อกพาราฟืนมีขนตอนดังน้ี(Humason, 1979)
1 การเก็บตัวอย่าง(Specimen)

เม่ือสัตว์ตายจะเกิดการเปล่ียนแปลงภายในเซลล์ จึงต้องทำการเก็บตัวอย่างด้วยความ 
รวดเร็วเพ่ือให้เซลล์คงสภาพใกล้เคียงกับเม่ือยังมีชีวิตมากท่ีสุด ดังน้ันเม่ือผ่าซากหนูขาวพันธุวิสตาร์ 
จึงตัดช้ินเน้ือตับแล้วรีบล้างในนอร์มอลซาไลน์(NaCl 0.9%) เพ่ือล้างเลือดท่ีติดมากับเน้ือเย่ือออก 
บ้าง การใช้นอร์มอลซาไลน์เน่ืองจากมีความเข้มข้นเท่ากับสารละลายภายในเซลล์จะไต้ไม่เกิดกรณี 
เซลล์เห่ียวหรือบวมพองจากการท่ีนำออกจากเซลล์หรือนำเข้าเซลล์ นอกจากน้ีการล้างเลือดออกจาก 
เน้ือเย่ือจะป้องกันการท่ีเลือดไปเจือจางคุณสมบัติของน้ีายาพักเซทิฟและเลือดท่ีมีมากเกินไปใน 
ฒือเย่ืออาจไปขัดขวางการแทรกซึมของนำยาพักเซทิฟทำให้การดองไม่สมบรูณ์

2 การดองเน้ือเย่ือ(Fixation)
พักเซช่ัน คือ ขบวนการท่ีพยายามรักษาเซลล์และเนือเย่ือให้อยู่ในสภาพท่ีใกล้เคียงกับเม่ือมี 

ชีวิตอยู่มากท่ีสุด เพ่ือป้องกันไม่ให้แบคทีเรียเข้าไปทำลายเน้ือเย่ือ หยุดเอนไซม์ไม่ให้ย่อยสลายตัว 
เอง ทำให้โปรโตรปลาสซึมของเนือเย่ืออยู่ในสภาพแข็งตัวท่ีสำคัญคือช่วยให้การย้อมสีติดสีดีและ 
เปล่ียนแปลงการหักเหแสง เม่ือดูด้วยกล้องจุลทรรศน์จะเห็นโครงสร้างต่างๆดีข้ึน โดยน้ีายาท่ีใช้ใน 
การพักเซช่ัน คือ น้ีายาพักเซทิฟ ซ่ึงมีหลายสูตรให้เลือกใช้ตามวัตถุประสงค์ โดยการศึกษาคร้ังน้ี 
หลังจากทำการตัดช้ินเน้ือตับจึงทำการแช่ในสารละลาย 10 % นิวทรอลบัฟเฟอร์ฟอร์มาลินซ่ึงเหมาะ 
สำหรับการเก็บรักษาช้ินเน้ือท่ัวไปท้ังท่ีต้องการย้อมสีธรรมดาหรือสีพิเศษแทบทุกกรณี(เวกิน,2524)

3 การล้าง(พashing)
หลังจากดองด้วยนำยาพักเซทิฟ เม่ือครบระยะเวลาท่ีกำหนดต้องนำเนือเย่ือมาล้างนำยาออก 

เรียกข้ึนตอนน้ีว่า การล้าง(Washing) ซ่ึงมีวิธีแตกต่างคัน การศึกษาคร้ังน้ีดองด้วยสารละลาย 10 % 
นิวทรอลบัฟเฟอร์ฟอร์มาลิน ให้ล้างด้วยน้ีาประปา(Tap water) โดยเปิดให้น้ัาไหลผ่าน

4 การดึงน้ีาออกจากเน้ือเย่ือ(Dehydration)
การดึง^ออกจากเน้ือเย่ือเพ่ือเตรียมพร้อมท่ีจะให้สารท่ีใพเงลงในเน้ือเย่ือ(embedding 

media) เข้าไปแทนท่ีนำในเซลล์และเนือเย่ือ ซ่ึงสารนีไม่สามารถละลายเข้าคับน้ีาได้จึงต้องดึงน้ัา
ออกจากเซลล์และเน้ือเย่ือให้หมด สารเคมีท่ีใช้ในการดึงน้ําออกจากเน้ือเย่ือ เรียกว่า ดีไฮแดรนต์ 
(dehydrant) โดยการศึกษาคร้ังน้ีใช้แอลกอฮอล์โดยการนำเน้ือเย่ือผ่านแอลกอฮอล์จากระดับต่ําไป 
ระดับสูง เร่ิมจาก 70%, 95% และแอบโซลูทแอลกอฮอล์ เพ่ือช่วยไม่ให้เน้ือเย่ือและเซลล์เสียหาย 
จากการหดตัวและการเห่ียวของเซลล์(Shrinkage)

5 เคลียริง (Clearing)
การนำสารเคมีตัวใหม่มาแทนท่ีสารดีไฮแดรนต์ โดยท่ีสารเคมีตัวน้ีจะเป็นตัวกลางในการ 

นำสารท่ีใช้ฝืงเน้ือเย่ือเข้าสู่ภายในเซลล์หรือเนือเย่ือ เน่ืองจากสารท่ีใช้ผ่งเน้ือเย่ือ เช่น พาราฟืนหรือ 
ขีผึง บันไม่สามารถละลายผสมคับแอลกอฮอล์ท่ีเป็นตัวดึงนำออกได้จึงจำเป็นต้องมีสารเคมีท่ีเข้ามา
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แทนท่ีดีไฮแดรนต์และเตรียมพร้อมท่ีจะให้มีการแทรกซึมของพาราที)น เรียกว่า สารเคลียร่ิงเอเจนฑ์ 
(Clearing agent) มีหลายตัวเช่น ไซลีน, โทลูอีน, เบนซีน, คลอโรฟอร์ม เป็นต้น นิยมใช้ไซลีน

6 การแทรกซึมของพาราที)น(Infiltration)
เป็นการทำให้สารท่ีใช้พิงเบือเย่ือท่ีหลอมเหลวแทรกซึมเข้าไปในเซลล์และเบือเย่ือหลังจาก 

การเคลียร่ิง เพ่ือเสริมสร้างให้เซลล์และองค์ประกอบต่างๆภายในฌือเย่ือมีความแข็งเท่าเทียมกัน
และสม่ําเสมอกันโดยตลอด สารท่ี,ใช้การพิงเน้ือเย่ือ คือ พาราที]นหรือข้ีผ้ึง เป็นต้น การแทรกซึม 
ของพาราที]นต้องทำในภาวะท่ีพาราที)นหลอมเหลวโดยพาราที)นควรหลอมเหลวก่อนใช้ประมาณ 24 
ช่ัวโมงหรือหลอมเหลวในตู้อบหลายๆวันจะทำให้แทรกซึมดีกว่าพาราที]นท่ีหลอมเหลวใหม่ๆ

7 การพิงเน้ือเย่ือในพาราที)น(Embedding)
เม่ือเบือเย่ือผ่านการแทรกซึมของพาราที)นเรียบร้อยแล้วจะมีพาราที)นแทรกอยู่ท่ัวไปใน 

เซลล์และเนือเย่ือ นำเบือเย่ือมาพิงในพาราทีเนท่ีหลอมเหลว จากนันทำให้พาราที)นรอบๆเนือเย่ือมี 
อุณหภูมิลดลงจนแข็งตัวโดยมีเน้ือเย่ืออยู่ตรงกลาง เรียกว่า เอมเบดดิง(Embedding) ภาชนะท่ีใช้ใน 
การพิงเบือเย่ือจะทำในแม่พิมพ์รูปส่ีเหล่ียม รัเจจุบันมีเคร่ืองหยอดพาราที)น(Dispensor) ซ่ึงจะอำนวย 
ความสะดวกไต้มาก

การตัดเซกช่ันช้ินเน้ือตับ(Sectioning)
เนือตับท่ีพิงในพาราที]นแล้วจึงนำมาตัดเซกช่ันด้วยเคร่ืองไมโครโตม(Microtome) ใช้ใน

การตัดเนือเย่ือสัตว์ให้เป็นแผ่นบางๆสม่ําเสมอกัน โดยมีป่มสำหรับความหนาหรือบางว่าต้องการก่ี 
ไมครอนตังแต่ 1-20 ไมครอน การศึกษาครังนีใช้ความหนา 6 ไมครอน ไมโครโตมมีท้ังแบบหมุน 
ด้วยมือ เรียกว่า โรตารีไมโครโตม(Rotary microtome) และแบบสไลดิ้งไมโครโตม(Sliding 
microtome) ซ่ึงจะใช้ตัดเบือเย่ือชินใหญ่ๆ หลังจากได้เซกช่ันท่ีต้องการแล้วนำมาติดบนสไลด์
(Affix) โดยเม่ือตัดเซกช่ันแล้วจึงนำมาลอยในหม้อต้มนำร้อน(Water bath) และ ติดบนสไลด์วางให้ 
แห้งสนิทก่อนนำไปย้อมสีตามต้องการ นอกจากน้ียังมีการตัดช้ินเน้ืออีกวิธี คือ โฟรสเซนเซกช่ัน
(Frozen section)
โฟรสเซนเซกช่ัน(Frozen section)

การตัดเซกช่ันโดยใช้ความเย็นจัด ใช้ในวัตถุประสงค์พิเศษ คือ เพ่ือศึกษาเร่ืองไขมัน(Fat)
ซ่ึงอาจสู ญเสียสภาพนีในแอลกอฮอล์, พาราที)นหลอมเหลวหรือความร้อน วิธีการน้ีจะหยุด
ขบวนการของส่ิงมีชีวิตอย่างรวดเร็วโดยจะรักษาเอนไซม์ท่ีจะถูกทำลายในน้ืายาพิกเซทิฟและ 
สามารถป็องกันการสู ญเสียสารเคมีในเซลล์ไต้ เคร่ืองมือท่ีใช้ในการตัดโฟรสเซนเซกช่ัน เรียกว่า 
ไครโอสแตตหรือไครโอคัต(Cryostat or cryocut) ก่อนใช้จะต้องเปีดเคร่ืองเตรียมไว้ก่อนแล้วตัง 
อุณหภูมิตามประเภทของเบือเย่ือท่ีจะตัดโดยตับจะใช้อุณหภูมิ - 20 องศาเซลเซียส
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หลังจากผ่าซากหนูทดลองแล้วจะเก็บตัวอย่างตับส่วนหน่ึงไว้ท่ีอุณหภูมิ - 80 องศาเซลเซียส 
เพ่ือนำมาศึกษาเร่ืองไขมัน โดยนำชินณือตับวางบนฐานรองเน้ือเย่ือจากน้ันหยอดเอมเบดดิงมีเดีย 
(Embedding media) หุ้มเนือเย่ือ เอมเบดดิงมีเดียจะใช้สำหรับทำให้เน้ือตับแข็งซ่ึงมีขายสำเร็จรูป 
ในอุณหภูมิปกติจะมีลักษณะใส เหนียว แต่เมื่ออยู่ในอุณหภูมิ-20องศาเซลเซียส จะเป็นสีขาวขุ่น 
แข็งหุ้มเนือตับให้แข็งเวลาตัดเซกช่ันจะเป็นโครงสร้างคำจุนไม่ให้เนือตับบิดเบียว นอกจากนียัง
ช่วยไมใ่ห้เนือตับแห้งด้วย การเก็บเนือเย่ือลักษณะนีสามารถเก็บได้เป็นสัปดาห์ การศึกษาครังน้ี 
ใช้เคร่ือง LIECACM 1800 ตัดเซกช่ันหนา 6 ไมครอน แล้วนำไปติดบน coated slide แล้ววางไว้ท่ี 
อุณหภูมิห้องมีเดียเร่ิมหลอมละลายทำให้เซกช่ันติดบนสไลด์แน่นไม่หลุดเวลาย้อมสี

การเมา^Mount) สไลด์ปิดโคเวอร์กลาสฃองโฟรสเซนเซกช่ันจะไม่ใช้เรซีนเมาด์ต้ิงมีเดีย 
(Resin mounting media) ท่ัวไปเน่ืองจากไม่ได้ผ่านการเคลียร่ิงด้วยไซลีน ถ้าเมาด์ด้วยเปอร์เมาด์จะ 
ผสมกับน้ืาในเซกช่ันทำให้เซกช่ันขุ่นขาว ดังน้ันจึงใช้กลีเซอรีนเจลลีเมาด์สไลด์ 
ประโยชน์ของโฟรสเซนเซกช่ัน

1 การศึกษาเก่ียวกับไขมัน, เอนไซม์, เรดิโอไอโซโทป, การวินิจฉัยโรคในการผ่าตัด
2 การศึกษาเก่ียวกับวิธีการทางฟลูออเรสเซนส์แอนติบอดีเทคนิค เช่น ศึกษาไวรัสพิษสุนัขบ้า 

จะนำสมองซ่ึงมีไวรัสน้ืสะสมมากมาศึกษา
3 การศึกษาเก่ียวกับทางเภสัชวิทยา เช่น ฤทธิ”ของยาปฏิชีวนะ โดยให้ยาจับกับสารเรืองแสง

แล้วให้หนูทดลองหลายๆกลุ่มกิน เม่ือครบกำหนดให้นำสัตว์ทดลองมาเซกช่ันทำลักษณะฟิล์ม
เอ็กซเรย์ซ่ึงเรืองแสงจึงสามารถบอกได้ว่ายาไปท่ีส่วนใดของร่างกาย
ข้อควรระวัง การตัดเซกช่ันด้วยวิธีโฟรสเซนเซกช่ัน(Frozen section) น้ันเก็บไว้ได้ไม่นาน สีจะซีด 
เน่ืองจากผ่านข้ันตอนเร็ว

หลังจากเซกช่ันท่ีติดบนสไลด์แห้งสนิทดีแล้วจะนำมาย้อมสีเพ่ือให้เห็นความแตกต่างของ 
เซลล์และเนือเย่ือ โดยสีท่ีย้อมจะติดส่วนต่างๆแตกต่างกันไป วิธีย้อมสีท่ี,ใช้'ในการศึกษาคร้ังน้ี คือ

การทดสอบทางจุลพยาธิวิทยาด้วยวิธีย้ อมสี Hematoxylin&Eosin(H&E) มี 9 ข้ันคอนดังน้ี
สีฮีมาท็อกไซลีน(Hematoxylin) เป็นสีประเภทต่าง(Basic dye) ซ่ึงมีคุณสมบัติพิเศษ คือ 

สามารถรวมกับส่วนของเซลล์ท่ีมีสภาพเป็นกรด เช่น นิวเคลียส, นิวคลีโอลัส จะติดสีน้ืาเงินหรือสี 
ม่วงเข้ม ส่วนสีอีโอซิน(Eosin) เป็นสีประเภทกรดจึงสามารถรวมกับส่วนของเชลล์ท่ีเป็นด่างได้
โดยเฉพาะไซโตปลาสซึมจะติดสีแดงหรือชมพูเข้ม ตังน้ันในสไลด์แผ่นเดียวกันสีจะตัดกัน คือ 
นิวเคลียสจะติดสีนำเงินและไซโตปลาสซึมจะติดสีแดง เม่ือศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์จึงช่วยให้เห็น 
ส่วนต่างๆของเซลล์ได้ชัดเจนข้ึน มีข้ันตอนการย้อมตังน้ี 

1 การขจัดพาราพ่น(Deparaffinization)
การล้างพาราฟินออกจากเซลล์และเน้ือเย่ือ โดยการจุ่มในไซลีน 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที
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2 การเอานำเข้าเนือเย่ือ(Hydration)
การให้น้ําเข้าสู่เน้ือเย่ือโดยเร่ิมจากแอลกอฮอล์ระดับสูงมาต่ํา คือ
แอบโซลูทแอลกอฮอล์ ใช้เวลา 2 นาที เพ่ือล้างไซลีนออกจากณือเย่ือและมี 100% 

แอลกอฮอล์เข้าไปแทนท่ี จากนันจุ่มใน 95% แอลกอฮอล์2 นาที และ 70% แอลกอฮอล์อีก 2 นาที
ล้างน้ืาประปาโดยเปีดน้ืาให้ไหลตลอดเวลา 5 นาที ข้ันตอนน้ีจะมีน้ืาเข้าไปในเซลล์และ 

เน้ือเย่ือเต็มแทนท่ีแอลกอฮอล์
3 การย้อมสีครังแรก(Primary stain)

ย้อมด้วยสีฮีมาท็อกไซลินเป็นการย้อมนิวเคลียสใช้เวลา 6 นาที สีฮีมาท็อกไซลิน แล้วล้าง 
น้ําประปาโดยเปิดน้ืาให้ไหลผ่าน 5 นาที

4 การล้างสีส่วนเกินออก(Differentiation)
เป็นการแยกให้เห็นความแตกต่างระหว่างส่วนประกอบของเนือเย่ือท่ีจับสีและไม่จับกับสี 

ในท่ีน้ีจะใช้กรดอ่อน คือ 1% แอซิดแอลกอฮอล์ 1 dip คือ การจุ่มในสารละลายตามจำนวนคร้ังของ 
การจุ่ม( 1 dip คือ จุ่ม 1 คร้ัง) จากน้ันนำไปล้างนำแบบไหลผ่านประมาณ 5 นาที ในขันตอนนี 
เน้ือเย่ือจะมีสภาพเป็นกรด

5 การปรับเนือเย่ือให้มีสภาพเป็นกลาง(Neutralization)
โดยจุ่มลงในสารละลายอ่ิมตัวของลิเทียมคาร์บอเนต(LiC03) 4 dip จากน้ันนำไปล้างน้ีา 

แบบไหลผ่านอีก 5 นาที
6 การย้อมสีซำ(Counterstain)

โดยใช้สีอีโอซินเพ่ือย้อมไซโตปลาสซึมใช้เวลา 1 นาที สีอีโอซินเป็นสีประเภทแอชิดไดย์ 
จึงจับกับส่วนประกอบท่ีเป็นด่างในไซโตปลาสซึม

7 การขจัดนำออก(Dehydration)
เป็นการเอาน้ัาออกจากเซลล์และเน้ือเย่ือโดยจุ่มสไลด์ใน 95% แอลกอฮอล์ 5 dip และตาม 

ด้วยแอบโซลูท แอลกอฮอล์ 2 คร้ัง คร้ังละ 2 นาที
8 เคลยรง (Clearing)

ข้ันตอนน้ีจุ่มสไลด์ในไซลีน 3 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที เพ่ือให้เน้ือเย่ือโปร่งใสย่ิงข้ึนและเป็น 
ตัวกลางระหว่างแอลกอฮอล์กับเมาท์ติงมีเดียเน่ืองจากแอลกอฮอล์ไม่ละลายเข้ากับเมาท์ติงมีเดีย

9 การปิดโคเวอร์กลาส(Mounting)
ใช้โคเวอร์กลาสปีดบนเซกข้ันท่ีย้อมสีแล้ว โดยมีเมาท์ติงมีเดีย คือ เปอร์เมาด์(permount) 

เป็นตัวเช่ือมให้ติดสนิทกับสไลด์ 
การย้อม Oil Red o มขีัน้ตอนดังน้ี(Humason, 1979)

การย้อม Oil Red o  เพ่ือตรวจสอบ fat globule โดย lipid จะติดสีแดงสด(Bright red) ส่วน 
nuclei จะติดสีน้ัาเงิน
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1 นำเซกช่ันท่ีได้จากการตัดด้วยวิธีโฟรสเซนเซกช่ันแช่ในสารละลาย 10 % ฟอร์มาลิน เป็นTfL-.
3 จุ่มในสารละลาย Propylene glycol เป็นเวลา 5 นาที
4 ย้อมสีด้วย Oil Red O 10 นาที
5 จุ่มในสารละลาย 85% Propylene glycol 3 นาที
6 ล้างด้วยน้ืากล่ัน
7 ย้อมสีซ่ึาด้วยเมาท็อกไซลีน 1 นาที
8 ล้างน้ําแบบไหลผ่าน
9 การเมาต์สไลด์ด้วยกลีเซอรีนเจลลีเมาต์

การย้อมสีพีเอเอส (Periodic Acid Schiff - PAS ) มีฃนตอนดังน้ี(Humason, 1979)
การย้อมสีพีเอเอส เพ่ือดูการกระจายของไกลโคเจนซ่ึงจะติดสีแดงม่วง

1 ล้างพาราฟนออกและเอาน้ืาเข้าเน้ือเย่ือจนกระท้ังถึงการล้างนำประปาแบบไหลผ่านโดยท่ี 
ข้ันตอนต่างๆเหมือนการย้อมด้วย H&E

2 จากน้ันจุ่มลงในสารละลายเพอริโอติณเอชิด นาน 5 นาที
3 ล้างน้ําแบบไหลผ่าน 5 นาที

4 จุ่มสไลท์ในชีฟสี!เอเจนด์ นาน 30 นาที
5 เปล่ียนมาจุ่มในสารละลายซัลไฟด์ 3 คร้ังๆละ 3 นาที
6 ล้างนำแบบไหลผ่าน นาน 10 นาที
7 ย้อมสีซ้ําด้วยเมาท็อกไซลีน 1 นาที
8 ขจัดน้ืาออก, เคลียร์ในไซลีนและเมาด์ด้วยเปอร์เมาด์ 9

9 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ
9.1 การแสดงผลการทดลองค่าเคมีคลินิกนำเสนอเป็นตาราง

ข้อมูลท่ีได้แสดงเป็นค่าเฉล่ีย (Mean) ± ค่าความผิดพลาดมาตรฐานจากค่าเฉล่ีย (Standard 
error of the mean) การเปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติระหว่างกลุ่มทดลองใช้ one-way
analysis of variance (ANOVA) และ เปรียบเทียบค่าเฉล่ียโดยใช้ Tukey’s test ท่ีระดับนัยสำคัญทาง 
สถิติ P < 0.05

9.2 การแสดงผลทางจุลพยาธิวิทยานำเสนอเป็นภาพท่ีถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์
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