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การปรับคา pH ท่ีเหมาะสมสําหรับสียอม Eosin ท่ีหมดอายุ
โดยใชกรด hydrocholic acid หรือ glacial acetic acid
เพื่อการยอมสีเน้ือเยื่อใหมีประสิทธิภาพดีท่ีสุด
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ภาควิชากายวิภาคศาสตร คณะแพทยศาสตร มหาวิทยาลัยศรีนครินทรวิโรฒ

บทคดัยอ

วัตถุประสงคของการศึกษาคร้ังนี ้เพ่ือศึกษาสียอม Eosin ที่หมดอายุแลวใหสามารถนํากลับมาใชได
ใหมโดยการใชกรด 2 ชนิด การศึกษา ใชสียอม Eosin Y 1% aqueous solution (สําเร็จรูปชนิดน้ํา) ที่หมด
อายแุลวนาน 4 ป ทําการยอมสีในเนื้อเยื่อลําไสของสัตวทดลอง โดยแบงออกเปน 2 กล ุมเพ่ือเปรียบเทียบการ
เปล่ียนแปลงหลังจากเติมกรด 2 ชนดิ คอื Glacial acetic acid (GA) และ Hydrochloric acid (HCl) ทีป่ริมาตร
ตางๆ 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) สวน 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) สวนกล ุม control ใชสี eosin ชนิดน้ํา
ทั้งสีใหมและสีเกาที่ไมไดเติมกรด ผลการศึกษาภาพและเปรียบเทียบประสิทธิภาพสียอม หลังจากเติมกรด
พบวา HCl ที่ 22.32 μM ติดสียอม eosin ไดใกลเคียงกับ GA ที่ 22.32 μM เม่ือเติมกรด HCl เพ่ิมข้ึน เนื้อ
เยือ่ลําไสติดสีชมพูเขมข้ึนมากกวาเม่ือเตมิ GA อยางเห็นไดชัดเจน ปริมาตรกรดทีเ่หมาะสม ใหสีใกลเคียงกับ
control ใหม อย ูในชวง 44.64-66.96 μM สวน GA จะมีการเปล่ียนแปลงอยางคอยเปนคอยไป ชวงที่เหมาะ
สมคอื 446.43-1,339.29 μM สําหรับการใช HCl ควรระมัดระวังการใช เพราะการใชเพียงเล็กนอยแตมีผลตอ
การเปล่ียนแปลงที่เนื้อเยื่อมาก จากการศึกษาทําใหทราบวา การใชกรดทั้ง 2 ชนิดที่มีปริมาตรและคา pH ที่
หนวยตางๆ กัน สามารถนํามาปรับสภาพของสียอม eosin ที่หมดอายุแลวใหสามารถยอมติดสีไดใกลเคียง
กับสีใหมได
(โครงการนี้ไดรับการสนับสนุนจากเงินรายไดศูนยการแพทยฯ ปงบประมาณ 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
การศกึษาโครงสรางของส่ิงมีชวิีตทีมี่ขนาดเล็ก

เทคนิคทางเนื้อเยื่อวิทยาเปนวิธีการที่สําคัญยิง่ใน
การเตรียมเนื้อเยื่อ และเซลลสําหรับการเรียนการ
สอนและการวิจัยในสาขาตางๆ

ข้ันตอนการยอมสี เปนข้ันตอนหนึ่งในขบวน
การทางเนื้อเยื่อวิทยา เพ่ือใหเห็นความแตกตาง
ภายในของเซลลและเนื้อเยื่อ โดยสีแตละชนิด
จะยอมติดสวนตางๆ ของเซลลและเนื้อเยื่อแตก
ตางกันออกไป สีที่ใชยอมสวนมาก มีคุณสมบัติ
เปนกรด หรือ เปนดาง วิธีการยอมซึ่งใชกันเปน
ประจําคือ Routine staining โดยการใชสี hema-
toxylin เปนสีแรก (primary stain) และใชสี eosin
เปนสีที่ 2 (counterstaining) นิยมใชตัวยอของสี
ยอมทั้งสอง คือ H&E stain สียอมชนิดแรก สวน
ใหญเปน basic dye เพ่ือยอม nuclei สวน สียอม
ซ้าํ สวนใหญ เปน acid dye ยอม ไซโตพลาสม หรือ
สวนอ่ืนของเซลลและเนื้อเยือ่ ที่ไมจําเพาะเจาะจง
เทาสีชนิดแรก1

จากคุณสมบัติของ eosin ซึ่งมี คุณสมบตัิเปน
acid dye ทําใหผ ูวิจัยมีความสนใจที่จะทดสอบ
คณุสมบตัขิองสี eosin ทีห่มดอายแุลว โดยการเพ่ิม
ความเปนกรดที่ความเขมขนตางๆ โดยใชกรด 2
ชนิด hydrocholic acid (HCl) กรดแก และ gla-
cial acetic acid (GA) กรดออน วามีผลตอการ
เปล่ียนแปลงของสี eosin แตกตางกันอยางไรใน
กรด 2 ชนิด

วิธีการศึกษา
นําตัวอยางลําไสสัตวทดลอง มาผานขบวน

การ fixation ดวย Bouin's solution 24 ชม. wash-
ing ดวย 70% แอลกอฮอล จนกวาสีของ Bouin's
จางลง, dehydration ดวย 70%, 95%, 100%
แอลกอฮอล อยางละ 2 คร้ัง นานคร้ังละ 2 ชม.
clearing ดวย xylene 2 คร้ัง คร้ังละ 2 ชม. infil-
tration ดวย พาราฟน 2 คร้ัง คร้ังละ 2 ชม.
(ข้ันตอนตั้งแต dehydration จนถึง infiltration ใช

automatic tissue processing) หลังจากนั้นมา
ผานข้ันตอน การฝงเนื้อเยื่อลงในพาราฟน การตัด
ชิ้นเนื้อ การยอมส ี2,3

ข้ันตอนการเตรียมสียอม
eosin Y 1% aqueous solution ชนิดน้ํา

สําเร็จรูป (ร ุนใหมหมดอายปุ 09-2009 และ ร ุนเกา
หมดอายุป 07-2004 นําสี eosinทั้ง 2 ชนิด มา
เตรียมเปน working solution โดยแตละชนิดเติม
95% แอลกอฮอล อัตราสวน 1:1 ผสมกัน นํา
working solution มาตวงดวยกระบอกตวง ตวงใส
บีกเกอร ขนาด 50 ml. บีกเกอรละ 40 ml.

ข้ันตอนการศึกษา
แบงการศึกษาเปน 2 กล ุม  กล ุมควบ

คมุ(control) และ กล ุมทดลอง (เตมิกรด) กล ุมควบ
คมุ ใชสี eosin ชนิดน้ําสําเร็จรูป ทัง้สีใหมและสีเกา
โดยกล ุมนีไ้มตองเตมิกรด อยางละ 1 บกีเกอร สวน
กล ุมทดลอง นําสียอม eosin สีเกา มาแบงเปน 2
กล ุม เพ่ือทดสอบกรด 2 ชนดิ คอื HCl และGA กล ุม
HCl เติมความเขมขนของกรด 22.32, 44.64,
66.96, 111.61 μM และ 446.43 μM สวนกล ุม
GA เติมความเขมขนของกรด 22.32, 111.61,
223.21 μM, 446.43  μM และ 1,339.29  μM

ผลการศึกษา
การติดสียอม Eosin ชนิดน้ําสําเร็จรูป ใน

ภาพ A ซึ่งเปนสีใหม เปรียบเทียบกับสียอม eosin
ชนิดน้ําสีเกา ภาพ B (control) ในทั้ง 2 รูป พบวา
มีความแตกตางกนัอยางเหน็ไดชดั ภาพ A ยอมตดิ
สีเขม มีความสวยงามมากกวาภาพ B เม่ือนําสี
ยอม eosin เกามาเติมความเขมขนของกรดทั้ง 2
ชนิด คือ HCl ในรูปที่ 1 ไดภาพ 1C-1G และ GA
ในรูปที่ 2 ไดภาพ 2C-2G การเปล่ียนแปลงของ
ภาพ 1C-1G ในรูปที่ 1 มีการเปล่ียนแปลงการติด
สีอยางรวดเร็วเม่ือมีการเติม HCl เพ่ิมข้ึน โดยภาพ
1C-1E มีการตดิสีเขมข้ึนตามการเพ่ิมของปริมาณ
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กรด HCl ภาพ 1F สีเร่ิมซดีและสีหายไปในภาพ 1G
สวนการเปล่ียนแปลงในรูปที ่2 ภาพ 2C-2G มีการ
เปล่ียนแปลงการตดิสีอยางชาๆ ซึง่มีสีเขมมากทีสุ่ด
ในภาพ 2G เม่ือนําภาพ 1C ในรูปที ่1 เปรียบเทยีบ
กับภาพ 2C ในรูปที่ 2 ที่ความเขมขน 22.32

μM ภาพทั้ง 2 ติดสียอม eosin ไดใกลเคียงกัน
ปริมาณกรด HCl ที่เติมแลวใหสีใกลเคียงกับ
control อย ูในชวง 44.64-66.96 μM (ภาพ 1D และ
ภาพ 1E ในรูปที่ 1)สําหรับ GA อย ูในชวง 446.43-
1,339.29 μM (ภาพ 2F และ ภาพ 2G ในรูปที่ 2)
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วิจารณ
จากการศึกษา eosin ชนิดน้ํา ที่หมดอายุ

แลวนาน 4 ป ใหสามารถนํากลับมาใชไดใหมโดย
การเพ่ิมความเปนกรด โดยใชกรดแก HCl4 และ
กรดออน GA5,6 พบวาการเพ่ิมความเปนกรด (ไม
วาเปนกรดแกหรือกรดออน) สามารถเพ่ิมความ
เขมในการติดสียอม eosin ไดมากข้ึน7 กวาสียอม
eosin ชนิดน้ําทีไ่มไดเตมิกรด (control สีเกา) เนือ่ง
จาก HCl เปนกรดแก จึงใชปริมาณกรดเพียงเล็ก
นอยก็มีผลตอการเปล่ียนแปลงอยางรวดเร็วแต
การเพ่ิมความเขมของสีจะเพ่ิมมากที่สุดที่ความ
เขมขนหนึ่งแลวจะมีสีซีดลงจนสีชมพูนั้นหายไป
ปริมาณกรดที่เหมาะสมที่ทําใหสียอม eosin ติดสี
เนื้อเยื่อไดใกลเคียงกับ control สีใหม อย ูในชวง
44.64-66.96 μM ดังนั้นการใชกรดแกจึงควรมี
ความระมัดระวังในการนําไปใช เพราะถาใช
ปริมาณมากเกินไปแทนที่จะไดสีที่เขมข้ึนกลับ
ทําใหสียอมนั้นหายไป สวน GA เปนกรดออนจึง
ตองใชปริมาณที่มากจึงจะมีผลตอการเปลี่ยน
แปลงของสีใหเขมมากข้ึนได ปริมาณกรดที่เหมาะ
สม อย ูในชวง 446.43-1,339.29 μM ตอ ปริมาณ
สียอม eosin สําเร็จรูปชนดิน้ํา 40 ml. ปริมาณ GA
ที่ ไดจากการศึกษา  ใชปริมาณใกลเคียงกัน
คุณศุภลักษณ โรมรัตนพันธ 2545 กลาวไววา ควร
เพ่ิม glacial acetic acid เปน 1-1.5 ml ตอ100 ml.8

ผลการศึกษา ทําใหทราบวา สียอม eosin
สําเร็จรูปชนิดน้ํา เม่ือหมดอายุแลวคุณสมบัติการ
ติดสีลดลง สามารถยืดอายุการใชงานไดดวยการ
เติมกรด ซึ่งถาใช HCl: ซึ่งอย ูในกล ุมของกรดแก
ก็ตองเพ่ิมความระมัดระวังเกี่ยวปริมาณที่ใชเนื่อง
จากปริมาณกรดที่ใชแมเพียงเล็กนอยก็มีผลตอ
การเปล่ียนแปลง สําหรับอายุการใชงานหลังจาก
เม่ือแกไขดวยการเติมกรดแลว จะนานเทาไร ตอง
มีการศึกษาตอไป

กิตติประกาศ
การวิจยัคร้ังนี ้ไดรับการสนบัสนนุจาก เงนิ

รายไดศูนยการแพทยฯ ปงบประมาณ 2551
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