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การศึกษาเปรียบเทียบการท�ำให้สไลด์แห้งด้วยวิธี air dry 
กับวิธีใช้แอลกอฮอล์ ในการย้อมสีพิเศษ Mayer’s mucicarmine stain 

และ Periodic acid-Schiff
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กลุ่มงานพยาธิวิทยากายวิภาค โรงพยาบาลล�ำปาง

บทคัดย่อ

ภูมิหลัง: การย้อมสีพิเศษ Periodic acid-Schiff (PAS) และ Mayer’s mucicarmine stain (Mucin)  
เป็นท่ีนิยมใช้ในงานพยาธิวิทยา ซ่ึงในขั้นตอน dehydration นิยมใช้แอลกอฮอล์เป็นตัวท�ำให้สไลด์แห้ง  
แต่การย้อมสพีเิศษ Wade-Fite stain แนะน�ำให้ใช้วธิ ีair dry เพือ่รกัษาสภาพของผนงัเซลล์ไม่ให้ถกูท�ำลาย 
ท�ำให้คุณภาพสไลด์ดีขึ้น 
วัตถุประสงค์: เพื่อศึกษาคุณภาพสไลด์จากการย้อมสีพิเศษ PAS และ Mucin ที่ใช้วิธี air dry ในขั้นตอน
การท�ำให้สไลด์แห้ง เปรียบเทียบกับวิธีเดิมที่ใช้แอลกอฮอล์
วัสดุและวิธกีาร: เป็นการศึกษาแบบ experimental study ในตวัอย่างชิน้เนือ้ทีส่่งมาตรวจทีก่ลุ่มงานพยาธิ
วิทยากายวิภาค รพ.ล�ำปาง เพื่อท�ำการย้อมสีพิเศษ PAS 145 ตัวอย่าง และ Mucin 100 ตัวอย่าง ระหว่าง  
1 กุมภาพนัธ์ - 30 มิถนุายน 2559  น�ำบลอ็กชิน้เนือ้มาตดัออกเป็นตวัอย่างละ 2 แผ่นสไลด์ ย้อมสพีเิศษตาม
ข้ันตอนมาตรฐาน ยกเว้นขัน้ตอน dehydration กลุม่ทดลองใช้วธิ ีair dry โดยน�ำสไลด์มาแผ่ไว้บนถาด ทิง้ไว้
ให้แห้งในห้องที่อุณหภูมิ 25oC นาน 5 นาที กลุ่มควบคุมท�ำให้สไลด์แห้งด้วยแอลกอฮอล์ ประเมินคุณภาพ
สไลด์ทั้ง 2 กลุ่มด้วยกล้องจุลทรรศน์โดยพยาธิแพทย์ 4 คน ให้คะแนนเป็น 3 ระดับคือ ควรปรับปรุง,ดี และ
ดีมาก วิเคราะห์เปรียบเทียบคะแนนระหว่างกลุ่มด้วยสถิติ McNemar’s test และ Chi-square test 
ผลการศึกษา: การย้อมสี PAS ที่ใช้วิธี air dry พบว่า คุณภาพดีมาก ร้อยละ 58.6 และดี ร้อยละ 41.4  
วิธีที่ใช้แอลกอฮอล์ พบว่า คุณภาพดีมาก ร้อยละ 50.3, ดี ร้อยละ 48.3 และควรปรับปรุง ร้อยละ 1.4 โดยทั้ง 
2 วธิไีม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัส�ำคัญ  (p=1.000) ส่วนการย้อมส ีMucin ทีใ่ช้วธิ ีair dry พบว่า คุณภาพ
ดีมาก ร้อยละ 25.0, ดี ร้อยละ 72.0 และควรปรับปรุงร้อยละ 3.0  วิธีที่ใช้แอลกอฮอล์ พบว่า คุณภาพดีมาก 
ร้อยละ 36.0, ดี ร้อยละ 62.0 และควรปรับปรุง ร้อยละ 2.0 ซึ่งไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส�ำคัญ (p=1.000)
สรุป: การท�ำให้สไลด์แห้งด้วยวิธี air dry ให้คุณภาพของสไลด์ที่ดีเทียบเท่ากับการใช้แอลกอฮอล ์
ในการย้อมสีพิเศษ PAS และ Mucin โดยช่วยลดขั้นตอนในการย้อมและประหยัดค่าใช้จ่าย
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บทน�ำ
	 โรคมะเร็งเป็นปัญหาส�ำคัญทางการแพทย ์

ทีพ่บผูป่้วยเพิม่มากขึน้เร่ือยๆ ทกุปี การวนิจิฉยัและ

ดูแลรักษามีความซบัซ้อน ต้องอาศยัความเชีย่วชาญ

และการท�ำงานเป็นทีมสหสาขาวิชาชีพ ขั้นตอน 

ที่ส�ำคัญที่สุด (gold standard) ในการวินิจฉัย 

โรคมะเร็งคือ การตรวจชิ้นเนื้อทางศัลยพยาธิวิทยา  

บางกรณีอาจต้องใช้การตรวจพิเศษเพิ่มเติม เช่น 

อิมมูโนอิสโตเคมี (immune-histochemistry)  

อณูพยาธิวิทยา (molecular pathology) และการ

ย้อมสีพิเศษ (special stain) ในการจ�ำแนกชนิดของ 

เซลล์มะเร็ง เพื่อบอกพยากรณ์โรคและประเมินการ

แพร่กระจายของมะเร็ง ซึ่งเป็นข้อมูลที่ส�ำคัญและ

จ�ำเป็นที่ต้องใช้ในการดูแลรักษาผู้ป่วยต่อไป (1)

	 การย้อมสพีเิศษ Periodic acid-Schiff (PAS) 

และ Mayer’s mucicarmine stain (Mucin) เป็นการย้อม 

ที่นิยมใช้ในงานพยาธิวิทยา เพื่อช่วยในการวินิฉัย

โรคได้หลายชนิด ที่ส�ำคัญได้แก่ adenocarcinoma 

และ fungal infection เป็นต้น (2,3) โดยการตรวจ

หาสาร polysaccharide จ�ำพวก glycogen และ

สารกลุ ่ม mucosubstance เช่น glycoprotein 

และ glycolipid กระบวนการย้อม มี 6 ขั้นตอนคือ  

deparaffinization, hydration, staining, dehydration,  

clearing และ mounting ซึ่งในขั้นตอน dehydration  

นิยมใช้แอลกอฮอล์เป็นตัวการท�ำให้สไลด์แห้ง 

อย่างไรก็ตามในการย้อมสีพิเศษบางอย่าง เช่น 

Wade-Fite stain(4) ส�ำหรับเชื้อ Mycobacterium 

leprae แนะน�ำให้ใช้วิธี air dry เพื่อรักษาสภาพของ

ผนังเซลล์ไม่ให้ถูกท�ำลาย ท�ำให้คุณภาพสไลด์ดีขึ้น 

ดังนั้น ผู้วิจัยมีความสนใจท่ีน�ำวิธี air dry มาใช้ใน

การย้อมสีพิเศษ PAS และ Mucin การศึกษานี้จึงมี

วตัถปุระสงค์เพือ่ศึกษาคณุภาพสไลด์จากการย้อมสี

พิเศษ PAS และ Mucin ที่ใช้วิธี air dry ในขั้นตอน 

การท�ำให้สไลด์แห้ง เปรียบเทียบกับวิธีเดิมที่ใช้

แอลกอฮอล์

วัสดุและวิธีการ
	 เป็นการศึกษาแบบ experimental study  

ในตวัอย่างชิน้เนือ้ทีส่่งมาตรวจทีก่ลุ่มงานพยาธวิิทยา 

กายวิภาค รพ.ล�ำปาง เพื่อท�ำการย้อมสีพิเศษ PAS 

และ Mucin ในช่วงระยะเวลา 1 กุมภาพันธ์ - 30 

มิถุนายน พ.ศ. 2559 เกณฑ์คัดออก ได้แก่ สไลด์ที่

ย้อมแล้วมีการหลุดลอกหรือมีรอยพับ สไลด์ท่ีเกิด

ความผิดพลาดระหว่างขั้นตอนการย้อม เช่น ระยะ

เวลาหรือขั้นตอนไม่ตรงกับมาตรฐานที่ก�ำหนดไว้

	 การทดลองท�ำโดยน�ำบล็อกชิ้นเนื้อมาตัด

ออกเป็นตัวอย่างละ 2 แผ่นสไลด์ ก�ำหนดรหัส

แทนแต่ละสไลด์ ท�ำการย้อมสีพิเศษตามขั้นตอน

มาตรฐาน ยกเว้นขั้นตอน dehydration กลุ่มทดลอง

ใช้วิธี air dry โดยน�ำสไลด์มาแผ่ไว้บนถาด ทิ้งไว้ให้

แห้งในห้องท่ีเปิดเครื่องปรับอากาศอุณหภูมิ 25oC 

นาน 5 นาที แล้วจึงเข้าสู่กระบวนการ mounting 

ส่วนกลุ่มควบคุมท�ำให้สไลด์แห้งด้วยแอลกอฮอล์ 

โดยการจุ่มสไลด์ลงในโถน�้ำยา 95% alcohol 3 

โถและ isopropyl alcohol 3 โถๆ ละ 20 วินาที  

จากนั้นเข้าสู่ขบวนการ clearing และ mounting  

ตามล�ำดับ การย้อมสีในแต่ละรอบ สไลด์ทั้ง 2 กลุ่ม

ผ่านการย้อมในสีโถเดียวกัน เพื่อให้ได้คุณภาพเท่า

กันและมีการเปลี่ยนน�้ำยาทุกวัน

	 สไลด์ทั้ง 2 กลุ่มได้รับการประเมินคุณภาพ

ด้วยกล้องจลุทรรศน์โดยพยาธแิพทย์ 4 คนท่ีไม่ทราบ 

กระบวนการท�ำให้แห้งของสไลด์แผ่นนั้นมาก่อน 

ก�ำหนดเกณฑ์การให้คะแนนดังนี้คือ 1 คะแนน  

(ควรปรับปรุง) บริเวณรอยโรคติดสีไม่ชัดเจน  

พื้นหลังขุ่น มีตะกอนบดบังมาก, 2 คะแนน (ดี) 

บริเวณรอยโรคติดสีชัดเจน พื้นหลังใส มีตะกอน 
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เลก็น้อย และ 3 คะแนน (ดีมาก) บริเวณรอยโรคตดิสี 

ชัดเจน พื้นหลังใส ไม่มีตะกอน โดยคะแนนระดับ 2 

ขึ้นไปถือว่ามีคุณภาพเหมาะสมต่อการวินิจฉัย เพื่อ

ลดปัญหาในเร่ืองมาตรฐานการประเมิน ผู้วิจัยได้

ท�ำสไลด์มาตรฐานขึ้นมา 1 ชุด เพื่อให้พยาธิแพทย์

ทุกคนเห็นพ้องรวมกันในการอ่านค่ามาตรฐานของ

แต่ละระดับ (consensus) วิเคราะห์เปรียบเทียบ

คะแนนระหว่างกลุ่ม ด้วยสถิติ McNemar’s test 

และ Chi-square test ก�ำหนดนัยส�ำคัญทางสถิติที่

ค่า p=0.05

	 การค�ำนวณขนาดตวัอย่างใช้สูตร two sample  

comparison of proportion (2-sided) โดยอ้างอิง

ข้อมูลการประเมินคุณภาพสไลด์โดยพยาธิแพทย์ 

รพ.ล�ำปาง ใน pilot study ที่ย้อม PAS และ Mucin 

จ�ำนวน 24 ตัวอย่าง ก�ำหนดก�ำลังทดสอบที่ร้อยละ 

80 และ type 1 error ร้อยละ 5 ค�ำนวณได้จ�ำนวน

ในกลุ่ม PAS 137 ตัวอย่างและ Mucin 93 ตัวอย่าง 

ผู้วิจัยจึงก�ำหนดขนาดตัวอย่างเป็น 145 และ 100 

ตัวอย่างตามล�ำดับ การศึกษานี้ผ่านการรับรองจาก

คณะกรรมการจริยธรรมการวจิยัโรงพยาบาลล�ำปาง 

เลขที่ 27/2559

ผลการศึกษา
	 การย้อมสี PAS ท่ีใช้วิธี air dry พบว่า 

คณุภาพของแผ่นสไลด์อยู่ในระดับดีมาก 85 ตวัอย่าง 

(ร้อยละ 58.6) ระดับดี 60 ตัวอย่าง (ร้อยละ 41.4) 

และไม่พบแผ่นสไลด์ที่ควรปรับปรุงเลย ส่วนวิธี 

ทีท่�ำให้สไลด์แห้งโดยใช้แอลกอฮอล์ พบว่า คุณภาพ

ของแผ่นสไลด์อยู่ระดับดีมาก 73 ตัวอย่าง (ร้อยละ  

50.3) ระดับดี 70 ตัวอย่าง (ร้อยละ 48.3) และ 

ควรปรับปรุง 2 ตวัอย่าง (ร้อยละ 1.4) เนือ่งจากมีพืน้

หลังขุน่ เม่ือเปรียบเทยีบคุณภาพสไลด์ทัง้ 2 วธิแีล้ว  

(ตารางที่ 1) พบว่าไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 

นัยส�ำคัญ (p=1.000)

ตารางที่ 1 คุณภาพสไลด์ที่ย้อมสี PAS ที่ประเมินโดยพยาธิแพทย์ เปรียบเทียบระหว่าง วิธีที่ทำ�ให้

สไลด์แห้งโดยใช้แอลกอฮอล์กับวิธี air dry (n=145)

คุณลักษณะ
วิธีใช้แอลกอฮอล์ วิธี air dry

ค่า p
จ�ำนวน ร้อยละ จ�ำนวน ร้อยละ

คุณภาพสไลด์

      1 คะแนน (ควรปรับปรุง)

      2 คะแนน (ดี)

      3 คะแนน (ดีมาก)

ลักษณะการติดสี

      บริเวณรอยโรคติดสีชัดเจน

      พื้นหลังใส

      ไม่มีตะกอน

2

70

73

145

143

73

1.4

48.3

50.3

100.0

98.6

50.3

0

60

85

145

145

85

0.0

41.4

58.6

100.0

100.0

58.6

1.000

1.000

0.934

0.195
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ตารางที่ 2 คุณภาพสไลด์ที่ย้อมสี Mucin ที่ประเมินโดยพยาธิแพทย์ เปรียบเทียบระหว่าง วิธีที่ทำ�ให้

สไลด์แห้งโดยใช้แอลกอฮอล์กับวิธี air dry (n=100) 

คุณลักษณะ
วิธีใช้แอลกอฮอล์ วิธี air dry

ค่า p
จ�ำนวน ร้อยละ จ�ำนวน ร้อยละ

คุณภาพสไลด์

      1 คะแนน (ควรปรับปรุง)

      2 คะแนน (ดี)

      3 คะแนน (ดีมาก)

ลักษณะการติดสี

      บริเวณรอยโรคติดสีชัดเจน

      พื้นหลังใส

      ไม่มีตะกอน

2

62

36

98

100

36

2.0

62.0

36.0

98.0

100.0

36.0

3

72

25

97

100

25

3.0

72.0

25.0

97.0

100.0

25.0

1.000

1.000

1.000

0.124

	 การย้อมสี Mucin ท่ีใช้วิธี air dry พบว่า 

คุณภาพของแผ่นสไลด์อยู่ระดับดีมาก 25 ตัวอย่าง 

(ร้อยละ 25.0) ระดับดี 72 ตัวอย่าง (ร้อยละ 72.0) 

และควรปรับปรุง 3 ตัวอย่าง (ร้อยละ 3.0) ส่วนวิธี 

ทีท่�ำให้สไลด์แห้งโดยใช้แอลกอฮอล์ พบว่า คุณภาพ

ของแผ่นสไลด์อยู่ระดับดีมาก 36 ตัวอย่าง (ร้อยละ 

36.0) ระดับดี 62 ตัวอย่าง (ร้อยละ 62.0) และควร

ปรับปรุง 2 ตัวอย่าง (ร้อยละ 2.0) โดยสไลด์ที่ควร

ปรับปรุงจากท้ัง 2 กลุ่มนั้น พบว่ามีตะกอนบดบัง

บริเวณรอยโรค เม่ือเปรียบเทียบคุณภาพสไลด ์

ทัง้ 2 วธิแีล้ว (ตารางท่ี 2) พบว่าไม่มีความแตกต่างกนั 

อย่างมีนัยส�ำคัญ (p=1.000)

วิจารณ์
	 การย้อมสี PAS ท่ีท�ำให้สไลด์แห้งโดยใช้

แอลกอฮอล์ พบว่า ร้อยละ 1.4 ของแผ่นสไลด์มี

คุณภาพไม่เหมาะสมต่อการวินิจฉัย โดยมีสีขาว

ขุ่นซึ่งเกิดจากขั้นตอน dehydration ไม่สามารถดึง 

95% alcohol ออกจากชิ้นเนื้อได้หมด ดังนั้นเม่ือ

ผสมกับ xylene จึงเกิดสีขาวขุ่น วิธีการแก้ไขต้อง

ใช้ isopropyl alcohol ที่ใหม่หรือมี 95% alcohol  

ปนเปื้อนน้อยที่สุด ในขณะที่วิธี air dry ไม่พบแผ่น 

สไลด์ที่ควรปรับปรุงเลย แสดงให้เห็นว่า วิธี air dry 

จะช่วยลดการปนเป้ือนของ 95% Alcohol ในขัน้ตอน  

mounting ได้

	 การย้อมสี Mucin พบแผ่นสไลด์มีคุณภาพ

ไม่เหมาะสมต่อการวินิจฉัย ร้อยละ 3 จากวิธี air dry 

และร้อยละ 2 จากวธิใีช้แอลกอฮอล์ ซึง่ทัง้หมดพบว่า 

มีตะกอนสขีอง counter stain (Metanil yellow) เป็น

จ�ำนวนมาก ซึง่อาจเกดิจากการล้างส ีcounter stain 

ที่เร็วเกินไป วิธีแก้ไขจึงควรเพิ่มเวลาในการล้างให้

มากขึ้นและล้างด้วยน�้ำกลั่นหลายๆ ครั้ง จนกระทั่ง

ไม่มีสีหลุดออกมาอีกหรือมีน้อยท่ีสุด โดยอาจใช้ 

น�้ำกลั่นขวดใหม่ทุกครั้ง ซึ่งการล้างให้นานขึ้นนี้ไม่มี
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ผลกระทบกับการติดสีของ Mucin ในชิ้นเนื้อ

	 การศึกษานี้พบว่า การท�ำให้สไลด์แห้ง 

ด้วยวิธ ีair dry ให้คุณภาพของสไลด์ท่ีดีเทียบเท่ากับ

การใช้แอลกอฮอล์ สอดคล้องกับวิธี Wade-Fite 

stain (5) และงานวิจัยของรุ่งนภา คงทองสังข์และ 

อ�ำพรรณ ไชยพันธ์. (6) ท่ีแนะน�ำให้ใช้วิธี air dry  

ในขั้นตอน dehydration และแอลกอฮอล์ก็ไม่มีผล

ต่อการท�ำลายเซลล์บริเวณรอยโรค อาจเนือ่งมาจาก 

เซลล์ทีต่ดิสี PAS และ Mucin ส่วนมากมีองค์ประกอบ 

ที่เป็น polysaccharides และไม่มี mycolic acid 

เหมือนกับผนังเซลล์ของ Mycobacterium 

	 การท�ำให้สไลด์แห้งด้วยวธิ ีair dry นอกจาก

ท�ำให้สามารถลดค่าใช้จ ่ายในการจัดซื้อ 95%  

alcohol และ isopropyl alcohol ลงได้อย่างละ 70 ลติร 

ต่อปี (ราคาลติรละ 103 บาท) แล้วยงัช่วยตดัขัน้ตอน  

clearing ออกไปได้เนื่องจากไม่มีแอลกอฮอล์ 

ในชิน้เนือ้ ท�ำให้ลดการใช้สาร xylene ท่ีเป็นอนัตราย

ลงได้อีก 70 ลิตรต่อปี (ราคาลิตรละ 100 บาท)  

คิดเป็นค่าใช้จ่ายที่ประหยัดได้ 21,420 บาทต่อปี  

วิธนีีจ้งึเหมาะส�ำหรับห้องปฏิบัตกิารทีมี่จ�ำนวนสไลด์

ย้อมพิเศษจ�ำนวนมาก เนื่องจากมีขั้นตอนท่ีสั้นลง

และยังสามารถต่อยอดเป็นแนวทางในการศึกษาการ

ย้อมพิเศษวิธีอื่นๆ ต่อไป

สรุป
	 การท�ำให้สไลด์แห้งด้วยวธิ ีair dry ให้คุณภาพ 

ของสไลด์ที่ดีเทียบเท่ากับการใช้แอลกอฮอล์ในการ

ย้อมสีพิเศษ PAS และ Mucin โดยช่วยลดขั้นตอน

ในการย้อมและประหยัดค่าใช้จ่ายในการใช้สารเคมี

ที่อาจเป็นอันตรายได้
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Abstract

Background: Periodic acid-Schiff (PAS) and Mayer’s mucicarmine (Mucin) stains are special 
stains commonly used in surgical pathology. Alcohol is used in the dehydration step for drying 
the slide. However, in the Wade-Fite stain, air drying is recommended to preserve the cell walls 
and improve slide quality. 
Objective: To compare the quality of slides for PAS and Mucin stains between using the air-dry 
method and alcohol method in the dehydration step.
Materials and method: An experimental study was conducted on 245 pathological specimens 
(145 prepared for PAS stain and 100 prepared for Mucin stain) at the Department of Pathology,  
Lampang Hospital between 1st February and 30th June 2016. From the section of each tissue 
sample, 2 slides were prepared; one for each of the PAS and Mucin stains. In the study group, 
the slide was dehydrated by air-drying (leaving the slide in the open air at 25oC for 5 minutes) 
and mounted without clearing. In the control group, the slide was dehydrated by using alcohol,  
followed by clearing and mounting. The quality of each stained slide was evaluated by 4  
pathologists and categorized using 3 levels: poor (score 1), good (score 2) and very good (score 3).  
The scores were compared between groups by using McNemar’s test and the Chi-square test.
Results: The quality of PAS stained slides using the air-dry method were evaluated as very good 
58.6% and good 41.4%. The standard method showed very good quality 50.3%, good 48.3%  
and poor 1.4%. There was no significant difference between the two drying method (p=1.000). 
For Mucin stained slides, the air-dry method yielded very good quality 25.0%, good 72.0% and 
poor 3.0%. There was no significant difference between the two drying methods (p=1.000).
Conclusion: In the dehydration step for PAS and Mucin stains, air drying can be used instead of 
alcohol to make cost saving for these special stains.

Keywords: Mucin stain, PAS stain, air-dry, alcohol, slide dehydration


