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การปรับคา pH ท่ีเหมาะสมสําหรับสียอม Eosin ท่ีหมดอายุ
โดยใชกรด hydrocholic acid หรือ glacial acetic acid
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บทคดัยอ

วัตถุประสงคของการศึกษาคร้ังนี ้เพ่ือศึกษาสียอม Eosin ที่หมดอายุแลวใหสามารถนํากลับมาใชได
ใหมโดยการใชกรด 2 ชนิด การศึกษา ใชสียอม Eosin Y 1% aqueous solution (สําเร็จรูปชนิดน้ํา) ที่หมด
อายแุลวนาน 4 ป ทําการยอมสีในเนื้อเยื่อลําไสของสัตวทดลอง โดยแบงออกเปน 2 กล ุมเพ่ือเปรียบเทียบการ
เปล่ียนแปลงหลังจากเติมกรด 2 ชนดิ คอื Glacial acetic acid (GA) และ Hydrochloric acid (HCl) ทีป่ริมาตร
ตางๆ ดังนี้ ใน HCl ใช 22.32 μM (pH~5.94), 44.64 μM (pH~5.74), 66.96 μM (pH~4.80), 111.61 μM
(pH~2.13), 446.43 μM (pH~0.79) สวน GA ใช 22.32 μM (pH~5.93), 111.61 μM (pH~5.23), 223.21
μM (pH~5.02), 446.43 μM (pH~4.59), 1,339.29 μM (pH~4.02) สวนกล ุม control ใชสี eosin ชนิดน้ํา
ทั้งสีใหมและสีเกาที่ไมไดเติมกรด ผลการศึกษาภาพและเปรียบเทียบประสิทธิภาพสียอม หลังจากเติมกรด
พบวา HCl ที่ 22.32 μM ติดสียอม eosin ไดใกลเคียงกับ GA ที่ 22.32 μM เม่ือเติมกรด HCl เพ่ิมข้ึน เนื้อ
เยือ่ลําไสติดสีชมพูเขมข้ึนมากกวาเม่ือเตมิ GA อยางเห็นไดชัดเจน ปริมาตรกรดทีเ่หมาะสม ใหสีใกลเคียงกับ
control ใหม อย ูในชวง 44.64-66.96 μM สวน GA จะมีการเปล่ียนแปลงอยางคอยเปนคอยไป ชวงที่เหมาะ
สมคอื 446.43-1,339.29 μM สําหรับการใช HCl ควรระมัดระวังการใช เพราะการใชเพียงเล็กนอยแตมีผลตอ
การเปล่ียนแปลงที่เนื้อเยื่อมาก จากการศึกษาทําใหทราบวา การใชกรดทั้ง 2 ชนิดที่มีปริมาตรและคา pH ที่
หนวยตางๆ กัน สามารถนํามาปรับสภาพของสียอม eosin ที่หมดอายุแลวใหสามารถยอมติดสีไดใกลเคียง
กับสีใหมได
(โครงการนี้ไดรับการสนับสนุนจากเงินรายไดศูนยการแพทยฯ ปงบประมาณ 2551)
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Adjusting the pH of expired eosin dye by using either hydrocholic acid or
glacial acetic acid to improve the efficiency of staining tissue.

Sumon Jungudomjaroen, Busaba Panyarachun, Vipavee Anupunpisit
Department of Anatomy, Faculty of Medicine, Srinakharinwirot University

Abstract

This research work focused to study the improvement of expired eosin dye by using two
types of acids. This dye is Eosin Y 1% aqueous solution that was commercial expired for 4 years.
Eosin solution was divided into two groups that were tested with either hydrochloric acid (HCl) or
Glacial acetic acid (GA) in different volume and pH. Acid quality of the first group was increased
by using different volumes of HCl which were adjusted by 22.32 μM (pH~5.94), 44.64 μM
(pH~5.74), 66.96 μM (pH~4.80), 111.61 μM (pH~2.13), 446.43 μM (pH~0.79) while acidity of the
second group was adjusted by GA as 22.32 μM (pH~5.93), 111.61 μM (pH~5.23), 223.21 μM
(pH~5.02), 446.43 μM (pH~4.59), 1,339.29 μM (pH~4.02), respectively. The control group used
both new and old eosin dye. At low volume (22.32 μM), there was no significant difference on the
quality of staining using HCl and GA. To compare the efficiency of both acids in higher volume and
pH, the efficiency of intestine tissue's color staining was slightly changed little by using GA, whereas
the more changing was revealed by using HCl. The efficient optimum range of HCl was 44.64-
66.96 μM (pH~5.74-4.80), while the efficient range of GA was 446.43-1,339.29 μM (pH~4.59-
4.02), compared with new control dye. The staining efficiency by using HCl should be careful
because of rapid and strong impact in tissue. Therefore, this work will be useful to improve the
efficiency of expired eosin dye by adjusting concentrations and pH of HCl and GA.
(This work was supported by the grant from HRH Princess Mahachakri Sirindhorn Medical Center)
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บทนํา
การศกึษาโครงสรางของส่ิงมีชวิีตทีมี่ขนาดเล็ก

เทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยาเปนวิธีการที่สําคัญยิง่ใน
การเตรียมเนื้อเยื่อ และเซลลสําหรับการเรียนการ
สอนและการวิจัยในสาขาตางๆ

ข้ันตอนการยอมสี เปนข้ันตอนหนึ่งในขบวน
การทางเนื้อเยื่อวิทยา เพ่ือใหเห็นความแตกตาง
ภายในของเซลลและเนื้อเยื่อ โดยสีแตละชนิด
จะยอมติดสวนตางๆ ของเซลลและเนื้อเยื่อแตก
ตางกันออกไป สีที่ใชยอมสวนมาก มีคุณสมบัติ
เปนกรด หรือ เปนดาง วิธีการยอมซึ่งใชกันเปน
ประจําคือ Routine staining โดยการใชสี hema-
toxylin เปนสีแรก (primary stain) และใชสี eosin
เปนสีที่ 2 (counterstaining) นิยมใชตัวยอของสี
ยอมทั้งสอง คือ H&E stain สียอมชนิดแรก สวน
ใหญเปน basic dye เพ่ือยอม nuclei สวน สียอม
ซ้าํ สวนใหญ เปน acid dye ยอม ไซโตพลาสม หรือ
สวนอ่ืนของเซลลและเนื้อเยือ่ ที่ไมจําเพาะเจาะจง
เทาสีชนิดแรก1

จากคุณสมบัติของ eosin ซึ่งมี คุณสมบตัิเปน
acid dye ทําใหผ ูวิจัยมีความสนใจที่จะทดสอบ
คณุสมบตัขิองสี eosin ทีห่มดอายแุลว โดยการเพ่ิม
ความเปนกรดที่ความเขมขนตางๆ โดยใชกรด 2
ชนิด hydrocholic acid (HCl) กรดแก และ gla-
cial acetic acid (GA) กรดออน วามีผลตอการ
เปล่ียนแปลงของสี eosin แตกตางกันอยางไรใน
กรด 2 ชนิด

วิธีการศึกษา
นําตัวอยางลําไสสัตวทดลอง มาผานขบวน

การ fixation ดวย Bouin's solution 24 ชม. wash-
ing ดวย 70% แอลกอฮอล จนกวาสีของ Bouin's
จางลง, dehydration ดวย 70%, 95%, 100%
แอลกอฮอล อยางละ 2 คร้ัง นานคร้ังละ 2 ชม.
clearing ดวย xylene 2 คร้ัง คร้ังละ 2 ชม. infil-
tration ดวย พาราฟน 2 คร้ัง คร้ังละ 2 ชม.
(ข้ันตอนตั้งแต dehydration จนถึง infiltration ใช

automatic tissue processing) หลังจากนั้นมา
ผานข้ันตอน การฝงเนื้อเยื่อลงในพาราฟน การตัด
ชิ้นเนื้อ การยอมส ี2,3

ข้ันตอนการเตรียมสียอม
eosin Y 1% aqueous solution ชนิดน้ํา

สําเร็จรูป (ร ุนใหมหมดอายปุ 09-2009 และ ร ุนเกา
หมดอายุป 07-2004 นําสี eosinทั้ง 2 ชนิด มา
เตรียมเปน working solution โดยแตละชนิดเติม
95% แอลกอฮอล อัตราสวน 1:1 ผสมกัน นํา
working solution มาตวงดวยกระบอกตวง ตวงใส
บีกเกอร ขนาด 50 ml. บีกเกอรละ 40 ml.

ข้ันตอนการศึกษา
แบงการศึกษาเปน 2 กล ุม  กล ุมควบ

คมุ(control) และ กล ุมทดลอง (เตมิกรด) กล ุมควบ
คมุ ใชสี eosin ชนิดน้ําสําเร็จรูป ทัง้สีใหมและสีเกา
โดยกล ุมนีไ้มตองเตมิกรด อยางละ 1 บกีเกอร สวน
กล ุมทดลอง นําสียอม eosin สีเกา มาแบงเปน 2
กล ุม เพ่ือทดสอบกรด 2 ชนดิ คอื HCl และGA กล ุม
HCl เติมความเขมขนของกรด 22.32, 44.64,
66.96, 111.61 μM และ 446.43 μM สวนกล ุม
GA เติมความเขมขนของกรด 22.32, 111.61,
223.21 μM, 446.43  μM และ 1,339.29  μM

ผลการศึกษา
การติดสียอม Eosin ชนิดน้ําสําเร็จรูป ใน

ภาพ A ซึ่งเปนสีใหม เปรียบเทียบกับสียอม eosin
ชนิดน้ําสีเกา ภาพ B (control) ในทั้ง 2 รูป พบวา
มีความแตกตางกนัอยางเหน็ไดชดั ภาพ A ยอมตดิ
สีเขม มีความสวยงามมากกวาภาพ B เม่ือนําสี
ยอม eosin เกามาเติมความเขมขนของกรดทั้ง 2
ชนิด คือ HCl ในรูปที่ 1 ไดภาพ 1C-1G และ GA
ในรูปที่ 2 ไดภาพ 2C-2G การเปล่ียนแปลงของ
ภาพ 1C-1G ในรูปที่ 1 มีการเปล่ียนแปลงการติด
สีอยางรวดเร็วเม่ือมีการเติม HCl เพ่ิมข้ึน โดยภาพ
1C-1E มีการตดิสีเขมข้ึนตามการเพ่ิมของปริมาณ
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กรด HCl ภาพ 1F สีเร่ิมซดีและสีหายไปในภาพ 1G
สวนการเปล่ียนแปลงในรูปที ่2 ภาพ 2C-2G มีการ
เปล่ียนแปลงการตดิสีอยางชาๆ ซึง่มีสีเขมมากทีสุ่ด
ในภาพ 2G เม่ือนําภาพ 1C ในรูปที ่1 เปรียบเทยีบ
กับภาพ 2C ในรูปที่ 2 ที่ความเขมขน 22.32

μM ภาพทั้ง 2 ติดสียอม eosin ไดใกลเคียงกัน
ปริมาณกรด HCl ที่เติมแลวใหสีใกลเคียงกับ
control อย ูในชวง 44.64-66.96 μM (ภาพ 1D และ
ภาพ 1E ในรูปที่ 1)สําหรับ GA อย ูในชวง 446.43-
1,339.29 μM (ภาพ 2F และ ภาพ 2G ในรูปที่ 2)
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วิจารณ
จากการศึกษา eosin ชนิดน้ํา ที่หมดอายุ

แลวนาน 4 ป ใหสามารถนํากลับมาใชไดใหมโดย
การเพ่ิมความเปนกรด โดยใชกรดแก HCl4 และ
กรดออน GA5,6 พบวาการเพ่ิมความเปนกรด (ไม
วาเปนกรดแกหรือกรดออน) สามารถเพ่ิมความ
เขมในการติดสียอม eosin ไดมากข้ึน7 กวาสียอม
eosin ชนิดน้ําทีไ่มไดเตมิกรด (control สีเกา) เนือ่ง
จาก HCl เปนกรดแก จึงใชปริมาณกรดเพียงเล็ก
นอยก็มีผลตอการเปล่ียนแปลงอยางรวดเร็วแต
การเพ่ิมความเขมของสีจะเพ่ิมมากที่สุดที่ความ
เขมขนหนึ่งแลวจะมีสีซีดลงจนสีชมพูนั้นหายไป
ปริมาณกรดที่เหมาะสมที่ทําใหสียอม eosin ติดสี
เนื้อเยื่อไดใกลเคียงกับ control สีใหม อย ูในชวง
44.64-66.96 μM ดังนั้นการใชกรดแกจึงควรมี
ความระมัดระวังในการนําไปใช เพราะถาใช
ปริมาณมากเกินไปแทนที่จะไดสีที่เขมข้ึนกลับ
ทําใหสียอมนั้นหายไป สวน GA เปนกรดออนจึง
ตองใชปริมาณที่มากจึงจะมีผลตอการเปลี่ยน
แปลงของสีใหเขมมากข้ึนได ปริมาณกรดที่เหมาะ
สม อย ูในชวง 446.43-1,339.29 μM ตอ ปริมาณ
สียอม eosin สําเร็จรูปชนดิน้ํา 40 ml. ปริมาณ GA
ที่ ไดจากการศึกษา  ใชปริมาณใกลเคียงกัน
คุณศุภลักษณ โรมรัตนพันธ 2545 กลาวไววา ควร
เพ่ิม glacial acetic acid เปน 1-1.5 ml ตอ100 ml.8

ผลการศึกษา ทําใหทราบวา สียอม eosin
สําเร็จรูปชนิดน้ํา เม่ือหมดอายุแลวคุณสมบัติการ
ติดสีลดลง สามารถยืดอายุการใชงานไดดวยการ
เติมกรด ซึ่งถาใช HCl: ซึ่งอย ูในกล ุมของกรดแก
ก็ตองเพ่ิมความระมัดระวังเกี่ยวปริมาณที่ใชเนื่อง
จากปริมาณกรดที่ใชแมเพียงเล็กนอยก็มีผลตอ
การเปล่ียนแปลง สําหรับอายุการใชงานหลังจาก
เม่ือแกไขดวยการเติมกรดแลว จะนานเทาไร ตอง
มีการศึกษาตอไป
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