




ค�ำน�ำ

	 นักพยาธิวิทยา ได้ใช้องค์ความรู้และศาสตร์ทางพยาธิวิทยา ในการตรวจสอบเนื้อเยื่อที่ผ่าน

กระบวนการทางพยาธิวิทยาพื้นฐาน ได้แก่ การผ่าซาก การเก็บตัวอย่างเนื้อเยื่อที่มีรอยโรคส�ำคัญ 

การรักษาสภาพเนื้อเยื่อด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ และการท�ำสไลด์เนื้อเยื่อ จนสามารถศกึษารายละเอยีด

การเปลี่ยนแปลงของเซลล์ เนื้อเยื่อและอวัยวะต่างๆ โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ชนดิส่องสว่าง แล้วน�ำมา

แปลผลและประมวล เพื่อให้ได้ผลการชันสูตรหาสาเหตุของโรค หรือการเปลี่ยนแปลงทางพยาธิ

สภาพ หากมีรอยโรคที่ชัดเจนและตรงตามลักษณะเฉพาะ (Pathognomonic lesions) จะสามารถระบุ

สาเหตุหรือปัจจัยที่เกี่ยวข้องได้ ในกรณีที่ไม่มีรอยโรคที่ชัดเจน ยังสามารถตอบชันสูตรในลักษณะ

ความน่าจะเป็น หรือน�ำมาประกอบการชันสูตรด้วยวิธีอื่น เช่น การเพาะแยกเชื้อ การตรวจทางพิษ

วทิยาและชวีเคม ีเป็นต้น การตรวจเนื้อเยือ่ด้วยวธิ ีImmunohistochemistry (IHC) เป็นวธิทีีน่�ำมาต่อยอด

กระบวนการทางพยาธิวิทยา โดยอาศัยวิทยาการหลายแขนงเข้าด้วยกัน ได้แก่ กายวิภาคศาสตร์ 

พยาธิิวทิยา วทิยาภูมคิุ้มกัน และชวีเคม ีเพื่อตรวจหาสิ่งที่ต้องการในเนื้อเยื่อ โดยอาศัยปฏกิริยิาแบบ

จ�ำเพาะระหว่างแอนติเจน (Antigen) ของเชื้อโรคหรือของเซลล์ในร่างกายที่มีอยู่ในเนื้อเยื่อ กับ

แอนตบิอด ี(Antibody) ที่เตมิลงไปบนสไลด์เนื้อเยื่อ โดยปัจจัยที่ส�ำคัญได้แก่การตดิสลากด้วยเอนไซม์

ให้แก่แอนตบิอดทีี่ใช้ในขัน้ตอนต่างๆ ร่วมกับการขยายขนาดปฏกิริยิาดังกล่าว และการท�ำให้มองเห็น

ด้วยสารสจีนสามารถตรวจสอบปฏกิริยิานัน้ได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์ชนดิส่องสว่าง 

	 สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาติ โดยกลุ่มพยาธิวิทยา ได้เล็งเห็นถึงประโยชน์และความส�ำคัญ

ของวธิ ี IHC จงึได้เริ่มน�ำวธิดีังกล่าวมาพัฒนา ภายใต้ความร่วมมอืทางวชิาการระหว่าง Japan Inter-

national Cooperation Agency (JICA) และกรมปศุสัตว์ โดย JICA ได้มอบหมาย ให้นักวิชาการจาก

สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาตแิห่งประเทศญี่ปุ่น (National Institute of Animal Health, Japan) ถ่ายทอด

เทคโนโลยใีห้แก่ นักวชิาการของกลุ่มพยาธวิทิยา สถาบันสุขภาพสัตว์แห่งชาต ิซึ่งนับถงึวันนี้เป็นเวลา

กว่า 25 ปีเศษแล้ว   ในปัจจุบันเราได้พัฒนางานด้านนี้อย่างมีประสิทธิภาพและต่อเนื่อง จนสามารถ

น�ำมาใช้ในงานชันสูตรและงานวจิัยเป็นจ�ำนวนมาก เพื่อเตรยีมความพร้อมในการตรวจโรคที่ส�ำคัญใน

สัตว์ โรคตดิต่อระหว่างสัตว์และคน และโรคอุบัตใิหม่ที่เกดิขึ้นจ�ำนวนมาก

	 “การชันสูตรโรคติดเชื้อในปศุสัตว์จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรึงด้วยน�้ำยาฟอร์มาลิน โดยวิธี 

Immunohistochemistry” เล่มนี้ มเีนื้อหารายละเอยีดที่เกี่ยวข้องอย่างครบถ้วน กระชับและครอบคลุม 

ท�ำให้สามารถปฏิบัติตามได้เป็นอย่างดี ผู้เขียนหวังเป็นอย่างยิ่งว่าจะเป็นประโยชน์แก่นักวิชาการด้าน

พยาธวิทิยาทางสัตวแพทย์ต่อไป
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ข้อเสนอแนะและแก้ไข นางจริา คงครอง นางบุศนยี์ จันทร์ประเสรฐิ (ผู้ล่วงลับ) นางสนทนา มมิะพันธ์ุ 

และนายเจษฎา รัตโณภาส ที่ได้พัฒนาวิธี IHC ในการชันสูตรโรคต่างๆ ของกลุ ่มพยาธิวิทยา              

ขอขอบคุณพนักงานราชการของกลุ่มพยาธิวิทยาทุกท่านที่ได้ช่วยท�ำการทดสอบโดยวิธ ี IHC ส�ำหรับ

การชันสูตรโรคติดเชื้อในปศุสัตว์จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรึงด้วยน�้ำยาฟอร์มาลิน นางสาวชนกพร  

บุญศาสตร์ และนายพลกฤต มหานาม ที่ได้จัดเรียงเอกสารและจัดวางรูปภาพท�ำให้หนังสือเล่มนี้
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ทุกท่าน ที่ได้ประสิทธิ์ประสาทวิชาความรู้ด้านการสัตวแพทย์ ซึ่งได้ใช้ประกอบวิชาชีพตั้งแต่เริ่มต้น

ท�ำงานจนถึงปัจจุบันและสืบไปในเบื้องหน้า ขอขอบพระคุณ นางสมบูรณ์ สุธีรัตน์ ที่ได้ถ่ายทอดองค์

ความรู้ในงานด้านพยาธิวิทยาเพื่อการปฏิบัติงานให้เป็นคนแรก และที่ส�ำคัญยิ่งขอกราบเท้าพ่อ-แม่

ด้วยความเคารพรัก ที่ได้ให้ตัวตนอย่างที่เป็น และตั้งใจประกอบสัมมาอาชีพในระบบราชการตั้งแต่
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การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
1

1. บทน�ำ

	 วธิ ีImmunohistochemistry (IHC) เป็นการย้อมสไลด์เนื้อเยื่อเพื่อตรวจหา Antigen บนสไลด์เนื้อเยื่อ 

โดยใช้ Antibody ที่จ�ำเพาะกับ Antigen นัน้ ปัจจุบันน�ำมาใช้กันอย่างกว้างขวางในการชันสูตรโรคสัตว์ทาง

พยาธวิทิยา เนือ่งจากมกีารพฒันาวธิกีารอย่างต่อเนือ่ง จนท�ำให้มคีวามง่าย สะดวก และมคีวามจ�ำเพาะสูง 

ทราบผลได้อย่างรวดเร็ว การตรวจด้วยวธินีี้ท�ำได้จากเนื้อเยื่อหลายชนดิตามวัตถุประสงค์ของงาน ได้แก่ 

เนื้อเยื่อสดแช่แข็ง (Fresh frozen tissue) เนื้อเยื่อที่ตัดมาจากสัตว์ที่ยังมีชีวิต (Biopsy) เลือดป้ายสไลด์ 

(Blood smear) หรือเนื้อเยื่อจากสัตว์ตายและผ่านการรักษาสภาพหรือตรึงด้วยน�ำ้ยาฟอร์มาลิน แล้วน�ำ

มาผ่านกระบวนการฝังในพาราฟินและท�ำสไลด์เนื้อเยื่อ ซึ่งเป็นกระบวนการเดียวกับที่ใช้ในการศึกษา

ทางจุลพยาธิวิทยา จากนั้นน�ำสไลด์เนื้อเยื่อมาด�ำเนินการต่อเพื่อตรวจหา Antigen ที่ต้องการในเนื้อเยื่อ 

เช่น Antigen ของเชื้อต่างๆ เช่น เชื้อแบคทีเรีย เชื้อไวรัส เชื้อปรสิต เชื้อรา และไพรออนโปรตีน (Prion 

protein) เป็นต้น จงึนบัเป็นวธิทีีม่ปีระโยชน์อย่างยิง่ กล่าวคอื สามารถใช้ตรวจยนืยนัผลการชนัสตูรร่วมกบั 

วิธีที่มีความจ�ำเพาะอื่นๆ และที่ส�ำคัญในบางกรณีที่เชื้อตายไม่สามารถท�ำการเพาะเชื้อหรือแยกเชื้อได้ 

เนื่องจากสภาวะทางภูมิคุ้มกันของร่างกาย หรือการใช้ยาปฏิชีวนะของสัตว์ วิธี IHC ยังสามารถตรวจได้ 

โดยตรวจ Antigen ที่หลงเหลอืในสภาพไม่สมบูรณ์ได้ นอกจากนี้ยังให้ผลดใีนการศกึษาด้านระบาดวทิยา 

โดยศกึษาย้อนหลงัถงึการระบาดของโรคต่างๆ เนือ่งจากเนื้อเยือ่ทีฝั่งในพาราฟินมคีณุสมบตัเิก็บไว้ได้นาน 

รวมถึงช่วยแก้ปัญหาการเก็บตัวอย่างในพื้นที่ที่อยู่ห่างไกล ที่ไม่สามารถเก็บเนื้อเยื่อสดเพื่อส่งตรวจทาง

ห้องปฏบิัตกิารเพาะแยกเชื้อได้ทันเวลา

	 วิธี IHC ท�ำได้ 2 แบบ ได้แก่ แบบใช้สารเรืองแสง (Immunofluorescence) เช่น Fluorescein หรือ 

Rhodamine และแบบใช้เอนไซม์ (Immunoenzyme) เช่นเอนไซม์ Peroxidase ในขัน้ตอนของปฏกิริยิาเป็น

ผลให้การตรวจสอบดูปฏกิริยิาแบบจ�ำเพาะที่เกดิขึ้นในเนื้อเยื่อแตกต่างกันด้วย กล่าวคอื แบบใช้เอนไซม์    

จะตรวจดูปฏิกิริยาดังกล่าวด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องสว่าง (Light microscope) สามารถเห็นราย

ละเอยีดของเซลล์และเนื้อเยื่อเหมอืนการตรวจทางจุลพยาธวิทิยา ท�ำให้ทราบต�ำแหน่งของปฏกิริยิาแบบ

จ�ำเพาะที่เกดิขึ้นในเซลล์และในเนื้อเยื่อได้อย่างชัดเจน ส่วนแบบใช้สารเรอืงแสงจะดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ 

ฟลูโอเรสเซนส์ (Fluoresence microscope) เพื่อตรวจดูสารเรอืงแสง แต่ไม่สามารถดูลักษณะรายละเอยีด

ของเซลล์หรอืเนื้อเยื่อได้ดนีัก เมื่อเปรยีบเทยีบการตรวจสอบทัง้ 2 วธิ ีแบบใช้เอนไซม์มขี้อดแีละความได้

เปรียบกว่าแบบใช้สารเรืองแสง ประกอบกับกล้องจุลทรรศน์แบบส่องสว่างมีราคาถูกกว่าและใช้งานได้

สะดวกกว่ากล้องจุลทรรศน์ฟลูโอเรสเซนส์ โดยไม่ต้องใช้ห้องมืด กลุ่มพยาธิวิทยา สถาบันสุขภาพสัตว์

แห่งชาติ จึงได้เลือกแบบใช้เอนไซม์มาพัฒนาและประยุกต์ใช้ในตัวอย่างที่ผ่านการตรึงด้วยน�้ำยา

ฟอร์มาลินอย่างต่อเนื่อง เพื่อใช้ในการชันสูตรและวิจัยโรคติดเชื้อในปศุสัตว์ ได้แก่ สัตว์เคี้ยวเอื้อง สุกร 

และสัตว์ปีก อาทิ โรคบรูเซลโลสิส (Brucellosis) วัณโรค (Tuberculosis) พาราทูเบอร์คิวโลสิส  

(Paratuberculosis) โรคทริปปาโนโซโมสิส (Trypanosomosis) กลุ่มอาการพีอาร์อาร์เอส (Porcine 

reproductive and respiratory syndrome/PRRS) โรคพอร์ชายน์อีพิเดมิคไดอะเรีย (Porcine epidemic 

diarrhea) โรคไข้หวดันก (Highly pathogenic avian influenza) โรคไข้เวสต์ไนล์ (West Nile fever) โรคไอบดี ี

(Infections bursal disease) เป็นต้น
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	 การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีIHC เล่มนี้ 

เนื้อหาประกอบไปด้วยหลักการ วธิกีาร การแปลผล และการแก้ปัญหาส�ำหรับผู้ใช้ ท�ำให้สามารถปฏบิัติ

ได้จรงิในการชันสูตรโรคตดิเชื้อต่างๆ จ�ำนวน 17 โรค โดยมวีธิกีารและรูปภาพประกอบอย่างชัดเจน นัก

วชิาการที่สนใจงานด้าน IHC สามารถใช้เป็นแนวทางในการท�ำงานและประยุกต์ใช้ได้เป็นอย่างดี

2. นยิามของค�ำต่างๆ ที่ควรรู้

	 ก่อนที่จะเข้าสู่เนื้อหาของหนังสือนี้ มีความจ�ำเป็นที่ผู ้อ่านจะต้องเข้าใจนิยามของค�ำต่างๆ ที่

เกี่ยวข้องกับกระบวนการย้อมด้วยวธิ ีIHC แบบใช้เอนไซม์ เพื่อให้เกดิความเข้าใจได้ง่ายขึ้น ได้แก่

	 Antigen

	 Antigen คอืสารที่สามารถชักน�ำหรอืกระตุ้นให้ร่างกายสร้าง Antibody ชนดิจ�ำเพาะต่อมันได้ และ

สามารถท�ำปฏกิริยิาจ�ำเพาะกับ Antibody ที่สร้างขึ้นนัน้ โดย Antigen ม ีEpitope ต่างๆ ซึ่งเป็นหน่วยย่อย

ที่สุดที่ร่างกายจะสร้าง Antibody ที่จ�ำเพาะขึ้นมา

	 Antibody

	 Antibody คือกลุ่มของโปรตีน เรียกอีกชื่อว่า Immunoglobulin (Ig) อยู่ในเลือดของมนุษย์หรือสัตว์

ชั้นสูงอื่นๆ ที่ได้รับการกระตุ้นด้วย Antigen กล่าวคือ เป็นภูมิคุ้มกันของร่างกายน่ันเอง สร้างขึ้น โดย

เซลล์ B lymphocyte ซึ่งอยู่ในอวัยวะระบบน�้ำเหลอืง ได้แก่ ม้ามและต่อมน�ำ้เหลอืง Ig มหีน้าที่จับ (Bind) 

และท�ำลายฤทธิ์สิ่งแปลกปลอมต่อร่างกาย เช่น เชื้อแบคทีเรีย และเชื้อไวรัส เป็นต้น Ig แต่ละชนิดจะ

จดจ�ำโมเลกุลเป้าหมายทีจ่�ำเพาะ Ig ประกอบด้วย

โครงสร้างหลกั 2 ส่วน คอื Heavy chain (H chain) 

1 คู ่และ Light chain (L chain) 1 คู ่L chain ม ี2 ชนดิ

คือ Kappa และ Lambda และมีการกระจายตัวที่

แตกต่างกนั ใน Ig แต่ละชนดิ ม ีDisulfide bond ท�ำ

หน้าทีเ่ป็นพนัธะทีย่ดึ L chain กบั H chain และ H 

chain กบั H chain (ภาพที ่1) H chain มคีณุสมบตัิ

และโครงสร้างที่แตกต่าง และเป็นตัวก�ำหนดชนิด

ของ Ig ซึง่ม ี5 ชนดิหลกั (5 Major classes) ได้แก่ 

IgG IgA IgM IgD และ IgE

Antigen-
blnding
site

Disulfide
bonds

Light chain
(kappa or lambda)

Hinge region

Heavy chain

Variable
(V) regions

Constant
(C) regions

Complement-binding 
site

ภาพที่ 1 แสดงโครงสร้างของ Immunoglobulin
แหล่งท่ีมา (http://www.path.queensu.ca/qlmp/sites/default/files/Princi-
ples_of_ImmunoHisto_Chemistry%20(1).pdf)

	 B lymphocyte

	 B lymphocyte หรอื B cell เป็นเซลล์เม็ดเลอืดขาวประเภทลมิโฟไซต์ เมื่อถูกกระตุ้นด้วยสารแปลก

ปลอมหรอื Antigen จะพัฒนาเป็น Plasma cell มหีน้าที่หลั่ง Antibody มาจับกับ Antigen B cell มแีหล่ง

ก�ำเนดิในร่างกายจาก Stem cell ที่ชื่อว่า Haematopoietic stem cell  ในไขกระดูก พบครัง้แรกในไขกระดูก

บรเิวณก้นกบของไก่ ที่ชื่อว่า Bursa of Fabricius จงึใช้ชื่อว่า B cell (บางแหล่งอ้างว่า B ย่อมาจาก Bone 

marrow หรอืไขกระดูกซึ่งเป็นที่ก�ำเนดิของ B cell) B cell เป็นส่วนประกอบส�ำคัญของระบบภูมคิุ้มกันแบบ

จ�ำเพาะ (Adaptive immune system)
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	 Polyclonal antibody

	 Polyclonal antibody คอื Antibody ที่ผลติโดย B cell ในร่างกาย เป็นส่วนผสมของ Ig ซึ่งสามารถท�ำ

ปฏกิริยิาจ�ำเพาะกบั Epitope ต�ำแหน่งต่างๆ (หลายต�ำแหน่ง) ของ Antigen นัน้ๆ ผลติโดยการให้สตัว์ได้รบั 

Antigen หรือ Immunogen ที่มีหลาย Epitope สัตว์จะสร้าง Antibody ที่จ�ำเพาะกับ Antigen ดงักล่าว      

ต่อมาจงึเกบ็ซรีมัจากสัตว์นัน้ ซึง่จะม ีPolyclonal antibody ทีส่ามารถน�ำไปท�ำปฏกิริยิาตรวจหา Antigen      

ที่จ�ำเพาะได้ต่อไป

	 Monoclonal antibody

	 Monoclonal antibody คอื Antibody ที่สร้างโดยโคลนเดี่ยวของ B cell (Single clone of B cell)  ไม่ใช่

สารที่เกิดจากธรรมชาติ แต่สร้างขึ้นด้วยเทคโนโลยีทางอณูชีววิทยาโดยการฉีด Antigen หรือ 

Immunogen ที่เตรยีมให้มเีพยีง 1 Epitope เข้าไปในหนทูดลองเพือ่ให้สร้างภมูคิุม้กันต่อ Antigen ชนดินัน้ๆ 

จากนัน้ท�ำการสกัด B cell ที่ท�ำหน้าที่สร้าง Antibody 

ออกมา (B cell เมื่อสร้าง Antibody จะเรยีกอกีชื่อว่า 

Antibody-producing plasma cell) B cell นี้ไม่สามารถ

เลี้ยงต่อได้ จงึต้องน�ำไปเชื่อมรวมกับ Tumor cell เช่น 

Myeloma cell หรือเซลล์มะเร็งเม็ดเลือดขาว โดยใช้

เทคนิคการสร้างเซลล์ผสม (Hybridoma technology) 

ระหว่าง B cell และ Myeloma cell เพื่อสร้างเป็น 

Hybridoma ที่มคีวามสามารถในการหลั่ง Monoclonal 

antibody ที่ต้องการ (ภาพที่ 2) Antibody ที่ได้ จะมี

ความสามารถในการจับแบบจ�ำเพาะกับเพียง 1 

Epitope ของ Antigen เท่านัน้
ภาพที ่2 แสดงการผลติ Monoclonal antibody 

แหล่งที่มา (http://www.path.queensu.ca/qlmp/sites/default/files/

Principles_of_ImmunoHisto_Chemistry% 20(1).pdf) 

Antigen

Cells fuse into
a hybridoma

Antibody-producing 
plasma cell

Long-lived
plasma cell

Monoclonal antibodies

	 Primary antibody

	 Primary antibody คอื Antibody ตัวแรกที่ใช้จับ Antigen แบบจ�ำเพาะที่ต�ำแหน่ง  Epitope ในเนื้อเยื่อ

ที่ต้องการตรวจหา มทีัง้ Monoclonal antibody และ Polyclonal antibody กล่าวได้ว่า Primary antibody     

มีความส�ำคัญที่สุดในกระบวนการย้อมด้วยวิธี IHC เพราะหาก Primary antibody ไม่สามารถจับกับ    

Antigen ที่ต้องการตรวจได้แล้ว จะไม่สามารถเกดิปฏกิริยิาในขัน้ตอนอื่นๆ ต่อไปได้

	 Secondary antibody

	 Secondary antibody คอื Antibody ที่ใช้จับ Primary antibody ที่จับกับ Antigen ที่จ�ำเพาะในเนื้อเยื่อ

แล้ว Secondary antibody จะถูกตดิฉลาก (Label) ด้วยเอนไซม์ ซึ่งต่อมาจะอาศัยปฏกิริยิาอกีขัน้ตอนหนึ่ง 

ได้แก่ Chromogenic-Substrate เพื่อช่วยให้เกดิสแีละมองเห็นได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องสว่าง

	 Specific staining

	 Specific staining คือการย้อมที่จ�ำเพาะ ที่เกิดจากปฏิกิริยาระหว่าง Antigen-Antibody โดย

ปฏกิริยิาที่เกดิขึ้นจะเป็นสิ่งแสดงถงึ Primary antibody ที่จับ Antigen ที่จ�ำเพาะในเนื้อเยื่อแล้ว
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3. หลักการของวธิ ีIHC แบบใช้เอนไซม์

	 หลักการของวิธี IHC แบบใช้เอนไซม์ กล่าวคือ “เป็นการย้อมเพื่อตรวจหา Antigen ที่

ต้องการตรงต�ำแหน่งที่อยู่ในเซลล์และเนื้อเยื่อ โดยใช้ Primary antibody ที่จ�ำเพาะต่อ Antigen 

ที่ต้องการตรวจหาเป็นตัวจับ (Bind) จากนั้นท�ำให้ปฏกิริยิาหรอืสัญญาณของ Antigen-Antibody 

ดังกล่าวมีขนาดใหญ่ขึ้น (Amplification) โดยการจับต่อด้วย Secondary antibody ร่วมกับการ

ลดปฏิกิริยาการย้อมแบบไม่จ�ำเพาะ (Non-specific staining) แล้วอาศัยปฏิกิริยาระหว่าง 

เอนไซม์ โครโมเจน (Chromogen) และซับสเตรท (Substrate) เพื่อให้อยู่ในสภาพที่สามารถ

ตรวจสอบได้หรอืมองเห็นได้ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ส่องสว่าง” 

	 ทั้งนี้ก่อนจะกล่าวถึงหลักการและวิธีการที่ใช้อยู ่ในปัจจุบัน มีความจ�ำเป็นต้องน�ำที่มาและ

พัฒนาการของวิธี IHC เมื่อเริ่มแรกมาให้รับทราบ เพื่อให้เกิดความเข้าใจโดยล�ำดับตั้งแต่พื้นฐานและ

สามารถประยุกต์ใช้ชุดทดสอบที่อาจเกดิขึ้นใหม่ในอนาคต

	 วิธี IHC เริ่มเป็นที่รู้จัก ตั้งแต่ปี ค.ศ.1930 จนกระทั่ง Coons และคณะ ได้รายงานครั้งแรก ในปี 

1942 โดยการใช้ Antibody ที่ติดฉลากด้วย Fluorescein isothiocyanate (FITC) ในการตรวจหาเชื้อ 

Pneumococcal ในเนื้อเยื่อที่ติดเชื้อ ต่อมาได้มีการพัฒนาโดยการน�ำมาใช้กับเนื้อเยื่อที่ผ่านการรักษา

สภาพด้วยน�้ำยาฟอร์มาลิน จนในปัจจุบันเป็นที่แพร่หลายและนิยมใช้ในห้องปฏิบัติการชันสูตรโรค     

และวจิัย 

	 ปีค.ศ. 1968 มีการพัฒนาวิธี  IHC แบบใช้เอนไซม์  โดยวิธี Direct เรียกว่า Direct conjugate 

method (ภาพที่ 3) โดยติดสลาก Primary antibody ด้วยเอนไซม์ Peroxidase (Peroxidase-labeled 

antibody) แล้วน�ำไปจับแบบจ�ำเพาะกับ Antigen ที่ต้องการตรวจหา จากนัน้ท�ำให้มองเห็นได้ด้วยการเกดิ

สีของสาร Chromogen ที่ถูกกระตุ้นด้วย Substrate ซึ่งได้แก่ Hydrogen peroxide นับเป็นวิธีที่ง่ายและ

รวดเร็ว แต่มีข้อจ�ำกัดคือ ต้องติดสลาก Primary antibody ทุกครั้ง และใช้ความเข้มข้นของ Primary 

antibody สูง ท�ำให้สิ้นเปลือง จึงได้พัฒนาวิธี Indirect เรียกว่า Indirect conjugate (Sandwich) method 

(ภาพที่ 4) โดยน�ำ Primary antibody ที่ไม่ติดสลาก จับแบบจ�ำเพาะกับ Antigen ที่ต้องการตรวจ แล้ว        

จับต่อด้วย Secondary antibody ที่ตดิสลากด้วยเอนไซม์ เช่น Peroxidase และมคีวามจ�ำเพาะกับ Primary 

antibody โดยผลิตให้มีความจ�ำเพาะกับชนิดสัตว์ที่ผลิต Primary antibody วิธีนี้จะใช้ Primary antibody 

ความเข้มข้นต�่ำ แต่อาจเกดิปฏกิริยิาแบบ ไม่จ�ำเพาะขึ้น

ภาพที่ 5 Enzyme bridge method      

Peroxidase-
Labeled 
secondary 
antibody

ภาพที่ 3 Direct conjugate method

Peroxidase-
Labeled 
primary 
antibody

Tissue section Tissue section Tissue section

Primary antibody

Anti-Px antibody

Free peroxidase

Secondary 
(bridge)
antibody

Primary antibody

ภาพที่ 4 Indirect conjugate 
(sandwich) method
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	 ต่อมาได้พัฒนาวธิทีี่มคีวามซับซ้อนขึ้นคอื Unlabeled antibody method ท�ำได้ 2 วธิ ีคอื Enzyme 

bridge method (ภาพที่ 5) และ Peroxidase anti-peroxidase (PAP) method โดยวธิแีรก ใช้ Secondary 

antibody เป็นตัวกลางเชื่อมระหว่าง Primary antibody กับ Anti-peroxidase antibody ซึ่งในที่สุดจะท�ำ

ปฏกิริยิากบั Free peroxidase ส่วนอกีวธิคีล้ายวธิแีรก และม ี2 แบบ คอื แบบ 3 ขัน้ตอน และ 4 ขัน้ตอน 

แบบ 3 ขั้นตอน ใช้ Secondary antibody หรือ Bridge antibody เป็นตัวกลางเชื่อมระหว่าง Primary 

antibody กับ PAP reagent ที่ประกอบด้วย Antibody ที่คอนจูเกตด้วย Peroxidase (ภาพที่ 6) ส่วนแบบ 4 

ขัน้ตอน จะเพิ่ม Antibody อกี 1 ชนดิ เชื่อมระหว่าง Primary antibody กับ Bridge antibody (ภาพที่ 7) 

ภาพที่ 7 Peroxidase anti-
peroxidase

(PAP) method แบบ 4 ขั้นตอน 

ภาพที่ 8 Avidin-biotin method 
(ABC)

ภาพที่ 6 Peroxidase anti-
peroxidase

(PAP) method แบบ 3 ขั้นตอน

Tissue sectionTissue section

Primary antibody

Tissue section

Primany antibody

Rabbit PAP

Bridge antibody

PAP

Secondary (bridge) 
antibody

Rabbit-antibody vs 
mouse lg

Mouse primary 
antibody

Secondary 

biotinylated 

antibody

Avidin-biotin 

complex 

(ABC)

	 หลังจากนัน้ในปี ค.ศ. 1981 ได้เข้าสู่ยุคใหม่ของวธิ ีIHC โดยการน�ำ Avidin-biotin complex method  

(ABC method) (ภาพที่ 8) มาใช้อย่างแพร่หลาย โดยอาศัยหลักการจับแบบความชอบ (Affinity) ระหว่าง 

Avidin (โปรตนีในไข่ขาว) และ Biotin (วติามนิ) โดย Avidin 1 โมเลกุล จะจับกับ Biotin ได้ 4 โมเลกุล วธินีี้

ตดิฉลาก Secondary antibody ด้วย Biotin หรอืเรยีกว่า Secondary biotinylated antibody แล้วจับต่อด้วย 

Avidin-biotin complex (ABC) ซึ่งประกอบด้วย Avidin 1 โมเลกุล Biotin 3 โมเลกุล คอนจูเกตด้วยเอนไซม์ 

Horseradish peroxidase ABC จะสามารถจับกับ Biotin อีก 1 โมเลกุลของ Secondary biotinylated 

antibody ได้พอดี จากนั้น เข้าสู่กระบวนการท�ำให้มองเห็นได้ ด้วยการเกิดสีของสาร Chromogen ที่ถูก

กระตุ้นด้วย  Substrate (Hydrogen peroxide) 
	

ภาพที่ 9 Streptavidin-biotin complex (SAB)
แหล่งที่มา   http://www.biotech.illinois.edu/sites/biotech.illinois.edu/files/
upload/08002_03aug09_ihc_guidebook_5th_edition_chapter_9.pdf

Streptavidin
enzyme complex

Tissue antigen

Primary

antibody

Biotinylated
secondary

antibody
mouse/rabbit

	 ในปัจจุบันนิยมใช้ Streptavidin-biotin complex 

(SAB) ซึ่งประกอบด้วย Streptavidin 1 โมเลกุล Biotin 3 

โมเลกุล ที่คอนจูเกตด้วยเอนไซม์ Horseradish peroxidase 

(ภาพที่  9) แทน ABC เนื่องจากพบว ่า Avid in ม ี

Oligopolysaccharide residue ของไข่ขาวติดมา ซึ่งมักจะ

ไปจับกับ Lecthin ที่มอียู่ในเนื้อเยื่อ ท�ำให้เกดิปฏกิริยิาการ

ย้อมแบบไม่จ�ำเพาะส่วน Streptavidin ซึ่งเป็นสารที่ได้

จากการเพาะเลี้ยงเชื้อแบคทีเรีย Streptomyces avidinii  

ไม่ม ีOligopolysaccharide residue และยังสามารถจับได้ดี

กับ Biotin ได้เช่นเดยีวกับ Avidin  
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           	เหตุผลของการจับกันอย่างแข็งแรงของปฏกิริยิาดังกล่าวมดีังนี้

		  1.	 Primary antibody ถูกผลติขึ้นมาให้มคีวามจ�ำเพาะต่อ Antigen ทีต้่องการตรวจหาเท่านั้น และ

จะสามารถจับกับ Antigen นี้ได้เสมอไม่ว่าจะอยู่ในเนื้อเยื่อใดหรอืในสภาพใด

		  2.	Secondary antibody คอื Antibody ที่ถูกผลติขึ้นมาให้มคีวามจ�ำเพาะต่อ Primary antibody 

โดยการใช้หลักความจ�ำเพาะของชนิดสัตว์ (Species specific) ผลิตโดยฉีด Ig ซึ่งเป็นส่วนหนึ่งของ 

Antibody ของสัตว์ชนิดหนึ่งเข้าไปในสัตว์อีกชนิดหนึ่ง จากนั้นสัตว์ที่ได้รับ Ig จะสร้างภูมิคุ้มกันต่อ Ig     

ดังกล่าว เช่น เมื่อฉดี Ig ของกระต่ายให้แพะ แพะจะสร้างภูมคิุ้มกันต่อ Ig ของกระต่าย เรยีกซรีัมที่ได้ว่า 

Goat-anti-rabbit immunoglobulin antibody ดังนั้นถ้า Primary antibody ถูกผลิตจากกระต่าย                  

จะสามารถถูกจับได้อย่างจ�ำเพาะโดย Goat-anti-rabbit immunoglobulin antibody นี้ และเพื่อจะท�ำให้

สามารถจับกับ SAB ในขัน้ตอนต่อไปได้ จงึต้องตดิสลาก Biotin เข้าไปที่ Antibody นี้ เรยีกเป็น Biotinylated 

antibody หรอือาจเรยีกเต็มๆ ว่า Biotinylated goat-anti-rabbit antibody

		  3.	SAB ม ีStreptavidin ซึ่งมคีุณสมบัตคิล้าย Avidin คอืมคีวามชอบ (Affinity) ที่จะจับกับ Biotin 

ในอัตราส่วนของ Streptavidin:Biotin 1:4 ดังนั้น SAB จึงมีแขนอิสระอีก 1 แขนที่จะจับกับ Biotin ที่ติด    

อยู่กับ Biotinylated antibody ได้อย่างแข็งแรง

ภาพที่ 10 Two-step polymer method

Primary 
antibody

Secondary 
antibody

Peroxidase

Tissue 
section

		  อย่างไรก็ตามการใช้ ABC และ SAB ในบาง

กรณีอาจพบมีปัญหาการเกิดปฏิกิริยาแบบไม่จ�ำเพาะ

จากการจับกับ Biotin ในเนื้อเยื่อ (Endogenous biotin) 

Biotin พบได้ในเนื้อเยื่อของต่อมหมวกไต ตับ ไต ทางเดนิ

อาหาร ปอด ม้าม ตับอ่อน สมอง เต้านม เนื้อเยื่อไขมัน 

และเนื้อเยื่อน�้ำเหลือง ในปัจจุบันจึงมีวิธีที่หลีกเลี่ยงการ

ใช้ Avidin-Biotin เพื่อป้องกันมใิห้เกดิผลบวกลวง คอืวธิ ี

Two-step polymer method  (ภาพที่ 10) โดยมีผู้ผลิต 

Dextran polymer conjugate ซึ่งประกอบด้วย Secondary 

Dextran
backbone

antibody และเอนไซม์จ�ำนวนมาก  มทีัง้ Horseradish peroxidase หรอื Alkaline phosphatase เกาะอยู่กับ 

Dextran backbone ซึ่งจะช่วยเพิ่มความไวในการเกดิปฏกิริยิา อกีทัง้เป็นการลดขัน้ตอนในการย้อม 

	 ปฏกิริยิาการเกดิสี

	 หลังจากปฏิกิริยาดังกล่าวเสร็จสิ้นแล้ว สามารถท�ำให้เกิดการมองเห็นได้ โดยอาศัยปฏิกิริยา

ระหว่างเอนไซม์ Peroxidase กับสารที่เตมิลงไป 2 ชนดิคอื Chromogen (สารเคมตีัง้ต้นในการสร้างเม็ดส)ี 

ท�ำหน้าที่เป็น Electron donor และ Substrate ได้แก่ Hydrogen peroxide ท�ำหน้าที่เป็นตัวเร่ง (Catalyse) 

ให้ Chromogen เกิดสี โดย Hydrogen peroxide เมื่อจับกับ Peroxidase จะเร่งให้ Chromogen ปล่อย     

ประจุอเิลกตรอนออกมาเกดิเป็นสขีึ้น ดังนัน้ถ้าในเนื้อเยื่อม ีAntigen ที่ต้องการตรวจจะตดิสตีามชนดิของ 

Chromogen ถ้าไม่ม ีAntigen ก็จะไม่ตดิสี

	 Chromogen ในปัจจุบันมีหลายชนิด อาทิ Diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB) ให้ส ี 

น�ำ้ตาลเข้ม 3-Amino-9-Ethylcarbazole (AEC) ให้สแีดง 4-Chloro-1-Naphthol ให้สนี�้ำเงนิ Hanker-Yates 

reagent ให้สนี�้ำเงนิด�ำ และ α-Napthol pyronin ให้สมี่วงแดง
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4. กระบวนการของวธิ ีIHC แบบใช้เอนไซม ์

	 วิธี IHC มีกระบวนการที่เกี่ยวข้องทั้งก่อนและหลัง จึงแบ่งกระบวนการ IHC ออกเป็น 3 ขั้นตอน 

ได้แก่ ขัน้ตอนก่อนท�ำการทดสอบ (Pre-analytical steps) ขัน้ตอนทดสอบ (Analytical steps) และขัน้ตอน

หลังท�ำการทดสอบ (Post-analytical steps) 

	 ขั้นตอนก่อนท�ำการทดสอบ ได้แก่กระบวนการทางพยาธิวิทยา ตั้งแต่การตรวจดูซากสัตว์ 

อวัยวะ และเนื้อเยื่อต่างๆ (Animal examination) เก็บส่วนของเนื้อเยื่อไปรักษาสภาพหรือตรึง (Fix) ใน

น�ำ้ยา Fixative ได้แก่ 10% Neutral buffered formalin น�ำมาตัดแต่ง (Trimming) เข้าสู่กระบวนการดงึน�ำ้

ออกจากเนื้อเยื่อแล้วแทนที่ด้วยพาราฟิน (Tissue processing) ฝังในพาราฟิน (Tissue embedding) และ  

ตัดด้วย Microtome ให้ได้สไลด์เนื้อเยื่อมีขนาดหนา 2-6 ไมครอน วางบนแผ่นสไลด์แก้ว น�ำไปละลาย

พาราฟินแล้วเตมิน�้ำให้สไลด์เนื้อเยื่อ จากนัน้น�ำไปทดสอบด้วยวธิ ีIHC ต่อไป           

	 ขั้นตอนการย้อมด้วยวิธี IHC ใช้วิธีการปฏิบัติและอุปกรณ์เหมือนการย้อมสีในห้องปฏิบัติการ 

จลุพยาธวิทิยา อาท ิการจุ่มแช่ การล้าง จงึเรยีกวธิ ี IHC ว่าเป็นการย้อม ทัง้นี้มอีปุกรณ์ทีจ่�ำเป็นเพิม่ขึ้น 

ได้แก่ กล่องเก็บความชื้น (Moisture chamber) และ Micropipette เนื่องจากในขัน้ตอนการท�ำนัน้ห้ามมใิห้

สไลด์เนื้อเยื่อแห้ง เพราะจะเกิดปฏิกิริยาแบบไม่จ�ำเพาะตรงบริเวณเนื้อเยื่อที่แห้งได้ กล่องเก็บความชื้น 

จะช่วยรักษาสภาพความชื้นให้สไลด์เนื้อเยื่อได้เป็นอย่างดีตลอดการย้อม และป้องกันการแห้งของสไลด์

เนื้อเยื่อได้ นอกจากนี้การเจือจางและการหยด Antibody บนสไลด์เนื้อเยื่อต้องใช้ Micropipette ที่

สามารถก�ำหนดปรมิาณน�้ำยาที่ใช้ได้อย่างถูกต้องแม่นย�ำ

		  ขัน้ตอนการย้อมด้วยวธิ ีIHC ประกอบด้วยขัน้ตอนหลักๆ ดังนี้

		  1. การเตมิน�้ำ (Rehydration) ให้สไลด์เนื้อเยื่อ

		  2. การคนืสภาพ Antigen (Antigen retrieval)

		  3. การก�ำจัดเอนไซม์ Peroxidase ในเนื้อเยื่อ (Endogenous peroxidase)

		  4. การเตมิ Primary antibody

		  5. การเตมิ Secondary antibody ที่ตดิสลากด้วยเอนไซม์

		  6. การเตมิ Substrate และ Chromogen เพื่อให้เกดิสแีละมองเห็นปฏกิริยิา

		  7.	การเตมิสยี้อมทับ (Counter stain) เพื่อให้เห็นเซลล์และเนื้อเยื่อที่แตกต่างจากสขีองปฏกิริยิา 

Antigen-Antibody ได้อย่างชัดเจน

		  8. การก�ำจัดน�้ำ (Dehydration) ออกจากสไลด์เนื้อเยื่อ และหยดน�ำ้ยา Mounting medium เพื่อ

ครอบปิดสไลด์ด้วย Cover slip

		  ขั้นตอนหลังท�ำการทดสอบ คือการแปลผลการทดสอบโดยนักพยาธิวิทยา ด้วยการตรวจดู

สไลด์เนื้อเยือ่ทดสอบ ตัวอย่างควบคมุบวก ตัวอย่างควบคมุลบ และตวัอย่างควบคมุแทนที ่แล้วรายงานผล

ต่อผู้เกี่ยวข้องเพื่อใช้ประกอบการชันสูตรโรคต่อไป
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5. สิง่ส�ำคัญ ขัน้ตอน และกระบวนการต่างๆ ทีม่ผีลต่อวธิ ีIHC แบบใช้เอนไซม์
 

	 ความจ�ำเพาะของ Antibody (Antibody specific)

	 ความจ�ำเพาะของ Antibody เป็นสิ่งส�ำคัญประการแรกที่ควรค�ำนงึถงึ แม้ว่า Antibody ส่วนใหญ่มี

ความจ�ำเพาะกับ Epitope นัน้ๆ อย่างไรก็ตาม ยังอาจม ีAntibody ที่ขาดความจ�ำเพาะและสามารถจับกับ 

Epitope ได้หลากหลาย นอกจากนี้การเลือก Antibody ให้เหมาะสมกับงาน IHC เป็นสิ่งที่ต้องค�ำนึงถึง   

จึงควรพิจารณาเลือกใช้ Antibody ที่มีความเหมาะสม มีความจ�ำเพาะสูงและมีคุณภาพที่ดี ดังนั้น 

Antibody ที่ได้มาใหม่ทุกครั้ง ต้องท�ำการทดสอบความถูกต้อง (Validation) และควรหาค่าการเจือจาง 

(Dilution) ที่เหมาะสม ก่อนท�ำการทดสอบจรงิ

	 นอกจากนี้เมื่อเปรียบเทียบความไว (Sensitivity) และความจ�ำเพาะ (Specificity) ระหว่าง  

Monoclonal antibody และ Polyclonal antibody นั้นพบว่า Polyclonal antibody มีความไวมากกว่าแต่มี

ความจ�ำเพาะน้อยกว่า เนื่องจาก Polyclonal antibody จดจ�ำหลาย Epitope ในขณะที่ Monoclonal 

antibody จดจ�ำเพยีง epitope เดยีว 

	 กระบวนการเตรยีมเนื้อเยื่อทางจุลพยาธวิทิยาที่มผีลต่อวธิ ีIHC

	 ก่อนท�ำการย้อมด้วยวิธี IHC เนื้อเยื่อที่ต้องการทดสอบต้องผ่านกระบวนการเตรียมเนื้อเยื่อทาง  

จุลพยาธิวิทยา ที่มีผลกระทบต่อวิธี IHC ประกอบด้วยขั้นตอนหลักๆ 3 ขั้นตอน ได้แก่ การตรึง 

กระบวนการดงึน�้ำออกจากเนื้อเยื่อแล้วแทนที่ด้วยพาราฟิน และการฝังเนื้อเยื่อในพาราฟิน 

	 การตรงึ (Fixation)

	 การแช่ชิ้นเนื้อในน�้ำยา 10% Neutral buffered formalin ในสภาพที่เหมาะสมจะช่วยให้เซลล์          

คงสภาพของรูปร่างและไม่ท�ำลาย Antigen การแช่ชิ้นเนื้อในระยะเวลาน้อยเกินไปอาจช่วยให้ Antigen  

คงสภาพ แต่ไม่สามารถคงรูปร่างของเซลล์ได้ ในทางกลับกัน การแช่ชิ้นเนื้อในระยะเวลานานเกินไป 

เซลล์จะคงสภาพด ีแต่ฟอร์มาลนิอาจบดบังและท�ำลายโครงสร้างของโปรตนี รวมถงึ Antigen ได้ เพื่อให้

เกิดผลดีที่สุดจึงควรปฏิบัติดังนี้ กล่าวคือ ระหว่างท�ำการเก็บตัวอย่างเพื่อการตรึงไม่ควรปล่อยให้        

ชิ้นเนื้อแห้ง ควรรีบน�ำชิ้นเนื้อลงแช่ในฟอร์มาลินทันที ชิ้นเนื้อแห้งเมื่อน�ำไปย้อมจะท�ำให้เกิดปฏิกิริยา    

ไม่จ�ำเพาะที่บริเวณขอบของแผ่นเนื้อเยื่อได้ ขนาดชิ้นเนื้อที่พอเหมาะควรมีขนาด 20X20X4 มิลลิเมตร 

(กว้างxยาวxหนา) แช่ในน�ำ้ยา 10% Neutral buffered formalin ปรมิาตร 200  มลิลลิติร หรอืประมาณ 10 

เท่า ชิ้นเนื้อที่มขีนาดใหญ่เกนิไป น�ำ้ยาจะแทรกซมึได้ไม่ด ีและเวลาที่เหมาะสมในการแช่คอื 6-12 ชั่วโมง 

และไม่ควรเกิน 48 ชั่วโมง หากนานกว่านั้น จะท�ำให้เกิดการจับกันระหว่างโมเลกุลของกรดอะมิโนด้วย

พันธะเพพไทด์ ภายในโมเลกุลของเนื้อเยื่อ เป็นการท�ำลายคุณสมบัตทิี่ดขีอง Antigen (Antigenicity) ได้

	 กระบวนการดงึน�้ำออกจากเนื้อเยื่อและแทนที่ด้วยพาราฟิน (Tissue processing) 

	 กระบวนการดึงน�้ำออกจากเนื้อเยื่อและแทนที่ด้วยพาราฟิน โดยการดึงน�้ำออกจากเนื้อเยื่อที่ผ่าน

การตรึง แล้วแทนที่ด้วยพาราฟิน กระบวนการดังกล่าวส่งผลต่อปฏิกิริยาของ Antigen-Antibody           

ในทางลบ เนื่องจากในขั้นตอนนี้ ใช้สารเคมีที่มีความรุนแรงได้แก่ Xylene และ Ethanol ชึ่งจะบดบังและ

ท�ำลายโครงสร้างของโปรตีนรวมถึง Antigen ในเนื้อเยื่อได้เป็นผลให้คุณภาพของ Epitope ของ Antigen 

ลดลงหรอืสูญเสยี 
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	 การฝังเนื้อเยื่อในพาราฟิน (Tissue embedding) 

	 การฝังเนื้อเยื่อในพาราฟินต้องใช้ความร้อนประมาณ 60°C ซึ่งท�ำลายโครงสร้างของโปรตนีรวมถงึ 

Antigen ในเนื้อเยื่อ ก่อให้เกิดผลที่ไม่จ�ำเพาะ (Non-specific binding) หรือผลลวง (Artifacts) ได้เช่นกัน 

นอกจากนี้การเก็บสไลด์เนื้อเยือ่หลังการตดั (Sectioning) เป็นอกีสิง่หนึง่ทีต้่องพจิารณาให้มคีวามเหมาะสม 

โดยไม่เก็บในที่อุณหภูมสิูงเกนิไปเพราะอาจส่งผลให้ Antigen ลดคุณภาพลง 

	 อย่างไรก็ตามวิธี IHC ต้องผ่านกระบวนการเหล่านี้ อย่างหลีกเลี่ยงไม่ได้ จึงมีความจ�ำเป็นต้อง

อาศัยการคนืสภาพ Antigen (Antigen retrieval)

	 การคนืสภาพ Antigen (Antigen retrieval)

	 การคืนสภาพ Antigen คือการปรับสภาพหรือเปิดเผย Antigen ให้มีคุณสมบัติที่ดี (Unmask 

antigenicity) เนื่องจาก Antigen ถกูท�ำลายโครงสร้างจากกระบวนการทางจลุพยาธวิทิยา ดงัได้กล่าวมาแล้ว 

การคนืสภาพ Antigen ช่วยให้ Antigen มสีภาพพร้อมที่จะถูกจับโดย Antibody ที่จ�ำเพาะได้ ในปัจจุบันมี

วธิทีี่สามารถคนืสภาพ Antigen หลายวธิ ีอาท ิการใช้เอนไซม์ การใช้คลื่นไมโครเวฟ การใช้เครื่องนึ่งฆ่า

เชื้อด้วยไอน�ำ้ (Autoclave) และการต้มภายใต้ความดัน (Pressure cooking) เป็นต้น  

		  1.	 การใช้เอนไซม์ (Enzymatic digestion) โดยการเตมิ Proteolytic enzyme ที่อุณหภูมหิ้อง หรอื

ที่อุณหภูม ิ37°C เอนไซม์ ที่ใช้มหีลายชนดิ เช่น Actinase E, Trypsin, Proteinase K และ Pepsin เป็นต้น

		  2.	การใช้คลื่นไมโครเวฟ (Microwave irradiation) โดยการแช่สไลด์เนื้อเยื่อในสารละลาย

บัฟเฟอร์ แล้วน�ำไปอุ่นในเครื่องไมโครเวฟ โดยตัง้ค่าความร้อนและระยะเวลาให้เหมาะสม

		  3.	การนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน�้ำ (Autoclaving) โดยการแช่สไลด์เนื้อเยื่อในสารละลายบัฟเฟอร์ แล้ว

น�ำไปนึ่งในเครื่องนึ่งฆ่าเชื้อด้วยไอน�้ำ โดยการตั้งค่าอุณหภูมิและระยะเวลาให้เหมาะสม ซึ่งส่วนใหญ่ใช้

อุณหภูม ิ121°C เป็นเวลา 15 นาที

		  4.	การต้มภายใต้ความดัน (Autoclaving or pressure cooking) โดยการแช่สไลด์เนื้อเยื่อในน�้ำยา

บัฟเฟอร์ แล้วน�ำไปอุ่นในหม้อความร้อนภายใต้ความดัน (Pressure cooking pot)

          	 ทั้งนี้บัฟเฟอร์ที่ใช้มีหลายชนิด เช่น Tris buffer, Sodium citrate buffer และ Ethylenediamine 

tetraacetic (EDTA) buffer นอกจากนี้ ระยะเวลาและอณุหภูมทิีจ่ะเลอืกใช้ต้องพจิารณาตามความเหมาะสม

ที่จะช่วยคนืสภาพ Antigen แต่ไม่มากเกนิไปจนท�ำลาย Epitope อย่างไรก็ตามการคนืสภาพ Antigen มทีัง้

ข้อดีและข้อเสีย กล่าวคือ เป็นการเพิ่มปฏิกิริยาของ Antigen-Antibody ทั้งแบบจ�ำเพาะและไม่จ�ำเพาะ   

จงึควรค�ำนงึถงึขณะท�ำการแปลผล

	 การก�ำจัด Endogenous peroxidase

	 Endogenous peroxidase เป็นเอนไซม์ที่มีอยู ่โดยปกติในเนื้อเยื่อ พบได้ในเซลล์ทุกชนิดที่ม ี

Hemoprotein ได้แก่ เซลล์กล้ามเนื้อ เม็ดเลือดแดง เม็ดเลือดขาวพวก Granulocytes และ Monocytes  

รวมทั้งเนื้อเยื่อตับและไต ซึ่ง Endogenous peroxidase จะมีคุณสมบัติเหมือนเอนไซม์ Horseradish 

peroxidase ซึ่งเป็นเอนไซม์ที่ใช้ในการย้อมด้วยวิธี IHC จึงสามารถก่อให้เกิดปฏิกิริยาแบบไม่จ�ำเพาะได้ 

จ�ำเป็นต้องก�ำจัดออกให้หมด หรอืให้มากที่สุด โดยการเตมิ Substrate ซึ่งก็คอื Hydrogen peroxide 
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	 การก�ำจัดหรอืสกัดกั้นการจับของโปรตนีกับเซลล์ (Protein block)

	 เนื่องจาก Primary antibody มีคุณสมบัติดังเช่นโปรตีนทั่วไป กล่าวคือ สามารถจับกับเซลล์ผ่าน

ปฏิกิริยาไฟฟ้าสถิตย์ (Electrostatic) และปฏิกิริยาต้านน�้ำ (Hydrophobic) เป็นผลให้เกิดการย้อมแบบ     

ไม่จ�ำเพาะ (Nonspecific staining) ได้ จึงต้องเพิ่มขั้นตอนการก�ำจัดหรือสกัดกั้น การจับของโปรตีนกับ

เซลล์ (Protein block) โดยการล้างสไลด์เนื้อเยื่อด้วยสารละลายบัฟเฟอร์ เช่น Phosphate buffered saline 

(PBS) ในทุกขั้นตอนของการย้อม ร่วมกับการใช้ Antibody อื่นๆ ในซีรัม หรือในน�้ำนม (Casein) ก่อน       

ขั้นตอน Primary antibody โดย Antibody เหล่านี้จะจับกับเซลล์ทั่วไป ซึ่งจะช่วยลดหรือก�ำจัดการย้อม

แบบไม่จ�ำเพาะได้ดยีิ่งขึ้น ข้อพจิารณาที่ส�ำคัญในการใช้ Antibody ในขัน้ตอนนี้คอื ต้องเลอืกใช้ Antibody 

ที่ผลิตจากสัตว์ชนิดเดียวกันกับที่ผลิต Secondary antibody ซึ่งท�ำให้ม่ันใจได้ว่า Secondary antibody     

จะไม่จับกับ Antibody เหล่านี้

	 การทดสอบความถกูต้องของความจ�ำเพาะของ Antibody (Validation of antibody specific)

	 การทดสอบความถูกต้องของความจ�ำเพาะของ Antibody เป็นสิ่งที่ต้องท�ำทุกครั้ง เนื่องจาก 

Antibody เป็นสารชีวภาพซึ่งมีความแปรผันในการจับกับ Antigen ตามความชอบ (Affinity) และความ

จ�ำเพาะ (Specificity) ดังนั้นจึงจ�ำเป็นต้องย้อมตัวควบคุมบวกและลบด้วยทุกครั้งเพื่อเป็นการทดสอบ

ความถูกต้องของความจ�ำเพาะของ Antibody หรอืเรยีกว่า Antibody control

	 Antibody control 

	 Antibody control เป็นการควบคุมเพื่อดูความจ�ำเพาะของ Primary antibody ในการย้อมแต่ละครัง้ 

โดยการแทนที่ Primary antibody ด้วย Negative control antibody ซึ่งไม่สามารถจับกับ Epitope ของ 

Antigen ที่ต้องการตรวจ 

		  การเลอืกใช้ Negative control antibody นัน้ ขึ้นอยู่กับชนดิของ Primary antibody กรณ ีPrimary 

antibody เป็น Polyclonal antibody ในปัจจุบันนิยมใช้ ซีรัมของกระต่ายหรือแพะ ซึ่งมีผู ้ผลิตขาย            

โดยการน�ำซรีัมของสัตว์ดังกล่าวที่ไม่ได้รับ Antigen ใดๆ (Preimmune serum) มาผลติ 

		  เพื่อเป็นการยืนยันความจ�ำเพาะในการย้อมด้วยวิธี IHC ในการท�ำการทดสอบแต่ละครั้ง จึง

ควรมตีัวอย่างควบคุมดังนี้

		  1.	 ตัวอย่างควบคุมบวก (Positive control) คอืตัวอย่างที่ม ีAntigen ชนดิเดยีวกันกับ Antigen ที่

ต้องการทดสอบ น�ำไปผ่านวธิกีารเดยีวกันทุกประการกับตัวอย่างทดสอบ 

		  2.	ตัวอย่างควบคุมลบ (Negative control) คอืตัวอย่างที่ไม่ม ีAntigen ชนดิเดยีวกันกับ Antigen 

ที่ต้องการทดสอบ น�ำไปผ่านวธิกีารเดยีวกันทุกประการกับตัวอย่างทดสอบ 

		  3.	ตัวอย่างควบคุมแทนที่ (Substitution control) คอืตัวอย่างทดสอบที่น�ำไปผ่านวธิกีารเดยีวกัน

ทุกประการกับตัวอย่างทดสอบ แต่ใส่ Negative control antibody แทน Primary antibody 

		  ผลที่ดีที่สุดคือ ความเข้มของสีมากที่สุด ที่แสดงปฏิกิริยาจ�ำเพาะระหว่าง Antigen-Antibody 

และไม่ให้สใีนส่วนทไีม่ใช่ปฏกิริยิาจ�ำเพาะ
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	 การเจอืจาง Antibody (Antibody dilution)

	 การเจือจาง Antibody ในที่นี้หมายถึงการเจือจาง Primary antibody (Monoclonal antibody และ 

Polyclonal antibody) ทัง้นี้การเริ่มใช้ Primary antibody ที่ได้มาใหม่ ผู้ขายหรอืเจ้าของ Antibody มักแนะน�ำ 

ค่าการเจือจางให้ อย่างไรก็ตามผู้ใช้ควรต้องหาค่าการเจือจางที่เหมาะสมอีกครั้ง เพื่อให้ได้ค่าการ      

เจอืจางที่สิ้นเปลอืง Primary antibody น้อยที่สุด และให้ผลในการการย้อมดทีี่สุด กล่าวคอื เกดิปฏกิริยิา

ที่ถูกต้องชัดเจนและปราศจากการย้อมแบบไม่จ�ำเพาะ เนื่องจาก Primary antibody มรีาคาแพงและผลติ

ได้ยาก ในกรณทีี่ไม่มคี�ำแนะน�ำ ผู้ใช้ควรเริ่มจากค่าการเจอืจาง 1:100 หรอื 1:500 แล้วท�ำ Serial dilution 

ของ Primary antibody เพื่อเลอืกค่าการเจอืจางที่ให้ผลดทีี่สุดและมคี่าการเจอืจางสูงสุด 

	 แผ่นสไลด์แก้ว

	 แผ่นสไลด์แก้ว ที่ใช้ในการย้อมด้วยวิธี IHC ต้องใช้ชนิดพิเศษที่สามารถยึดเนื้อเยื่อมิให้หลุดออก

ตลอดการย้อม เพราะหากหลุดออก การย้อมจะล้มเหลว เป็นการเสยีเวลาและงบประมาณโดยไม่จ�ำเป็น 

แผ่นสไลด์แก้วที่นิยมใช้คือ แผ่นสไลด์แก้วชนิดมีประจุบวก (Positive charged slide) ซึ่งเป็นผลิตภัณฑ์

ทางการค้า และแผ่นสไลด์แก้วที่เคลือบด้วย 2% 3-Aminopropyl triethoxy silane ซึ่งสามารถน�ำแผ่น

สไลด์แก้วธรรมดามาเคลอืบเองได้ เป็นการลดค่าใช้จ่าย  

6. วธิกีารย้อม IHC แบบใช้เอนไซม์
                    

	 วิธีการย้อม IHC ที่จะกล่าวต่อไปนี้ เป็นวิธีการทั่วๆ ไป ซึ่งในการปฏิบัติงานจริง ผู้ปฏิบัติสามารถ

ปรับค่าความเข้มข้นของสารหรอืน�้ำยาในบางขัน้ตอน หรอืใช้ทางเลอืกอื่นๆ ได้ตามความเหมาะสม

	 1.	 น�ำชิ้นเนื้อที่ผ่านการแช่ในน�้ำยา 10% Neutral buffered formalin เป็นเวลาอย่างน้อย 6 ชั่วโมง 

มาตัดแต่งขนาดกว้างxยาว ไม่เกิน 2x3 เซนติเมตร หนาประมาณ 0.3 เซนติเมตร จากนั้นน�ำเข้าสู่

กระบวนการดงึน�้ำออกจากเนื้อเยื่อและแทนที่ด้วยพาราฟินด้วยเครื่อง Tissue processor

	 2.	 น�ำชิ้นเนื้อจากข้อ 1 มาฝังในพาราฟินเหลว 3-5 มิลลิลิตร แล้วทิ้งให้เย็นจะได้พาราฟินบล็อค

เนื้อเยื่อ

	 3.	 น�ำพาราฟนิบลอ็กเนื้อเยือ่มาตัดด้วยเครือ่ง Microtome ให้เป็นแผ่นหนา 2-6 ไมครอน วางบน

แผ่นสไลด์แก้วทีเ่คลอืบด้วย 2% 3-Aminopropyl triethoxy silane หรอืสไลด์แก้วชนดิมปีระจบุวก (*1)             

	 4.	 อบสไลด์ที่ได้ในตู้อบ 60°C นาน 30 นาท ี

	 5.	 น�ำสไลด์แช ่ใน Xylene 3 ครั้งๆ ละ 3 นาที เพื่อละลายพาราฟินออกจากเนื้อเยื่อ 

(Deparaffinization) (ภาพที่ 11)

	 6.	 น�ำสไลด์แช่ใน 100% Ethanol 3 ครัง้ ครัง้ละ 3 นาท ีตามด้วย 95% Ethanol 3 ครัง้ ครัง้ละ 3 

นาท ีเพื่อเตมิน�้ำเข้าสไลด์เนื้อเยื่อ (Rehydration) (ภาพที่ 11)

	 7.	 น�ำสไลด์ไปแช่ในน�ำ้กลั่นนาน 5 นาที

	 8.	 น�ำสไลด์มาเป่าให้แห้งด้วยลมเยน็ แล้วเขยีนวงรอบแผ่นเนื้อเยือ่บนสไลด์ด้วยปากกา ไฮโดรโฟบกิ 

มาร์คเกอร์ (Hydrophobic marker) เพือ่สร้างวงกนัมใิห้น�ำ้ยาทีจ่ะหยดลงบนแผ่นเนื้อเยือ่ไหลออก (ภาพที ่12) 

(ข้อนี้อาจไม่ปฏบิัตกิ็ได้)
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	 9.	 น�ำสไลด์แช่ใน 0.3% Hydrogen peroxide ใน Methanol 30 นาท ี(*2) เพื่อก�ำจัด Endogenous 

peroxidase ในเนื้อเยื่อ ป้องกันมใิห้เกดิปฏกิริยิาสับสนกับ Peroxidase ใน Complex (ภาพที่ 13)

	 10.	ล้างสไลด์ในน�ำ้ยา PBS (*3) 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี(ภาพที่ 14)

	 11.	วางสไลด์ในกล่องเก็บความชื้น (Moisture chamber) แล้วหยดเอนไซม์ เช่น Proteinase K และ 

Trypsin 30 นาท ีเพื่อขจัดสิ่งบดบัง Antigen ที่ต้องการตรวจหาหรอืคนืสภาพ Antigen (Antigen retrieval 

หรอื Unmasking antigenicity) (*4) (ภาพที่ 15)

	 12.	น�ำสไลด์ไปล้างโดยแช่ในน�ำ้ยา PBS 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี

	 13.	วางสไลด์ในกล่องเก็บความชื้น แล้วหยด 10% Normal goat serum (Preimmune goat serum) 

(*5) แผ่นละ 100-200 ไมโครลติร (ขึ้นอยู่กับขนาดของเนื้อเยื่อ) เป็นเวลา 15–20 นาทเีพื่อก�ำจัดปฏกิริยิา

ที่ไม่จ�ำเพาะ (Non-specific reaction) (ภาพที่ 16)

	 14.	เท 10% Normal goat serum ทิ้ง วางสไลด์ในกล่องเก็บความชื้น แล้วหยด Primary antibody 

แผ่นละ 100-200 ไมโครลติร เป็นเวลา 30 นาท ี(ภาพที่ 17) หรอืถ้าต้องการเก็บข้ามคนื ให้น�ำกล่องเก็บ

ความชื้นแช่ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4°C (เมื่อน�ำสไลด์ออกจากตู้เย็นแล้วควรปล่อยให้สไลด์คลายความเย็นลง

จนเท่าอุณหภูมหิ้องก่อนด�ำเนนิการในขัน้ตอนต่อไป) 

	 15.	น�ำสไลด์ไปล้างโดยแช่ในน�ำ้ยา PBS 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาท ี

	 16.	วางสไลด์ในกล่องเก็บความชื้น แล้วหยด Secondary antibody (Biotinylated goat-anti-rabbit 

antibody) แผ่นละ 100-200 ไมโครลติร เป็นเวลา 15 นาท ี(*6) (ภาพที่ 18)

	 17.	น�ำสไลด์ไปล้างโดยแช่ในน�ำ้ยา PBS 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที

	 18.	วางสไลด์ในกล่องเก็บความชื้น แล้วหยด SAB แผ่นละ 200 ไมโครลิตร เป็นเวลา 15 นาท ี     

(ภาพที่ 19)

	 19.	น�ำสไลด์ไปล้างโดยแช่ในน�ำ้ยา PBS 3 ครัง้ ครัง้ละ 5 นาที

	 20.	น�ำสไลด์ไปล้างโดยแช่ในน�ำ้กลั่น 10 วนิาที

	 21.	วางสไลด์ในกล่องเก็บความชื้น แล้วหยดด้วย DAB solution 100-200 ไมโครลิตร เป็นเวลา 

1-5 นาท ีเพื่อให้เกดิส ี(*7)  (ภาพที่ 20)

	 22.	น�ำสไลด์ไปล้างโดยแช่ในน�ำ้กลั่น 10 วนิาท ี2 ครัง้  (ภาพที่ 21)

	 23.	น�ำสไลด์ไปย้อมทับโดยแช่ในส ีHaematoxylin ประมาณ 10 วนิาท ี(*8) (ภาพที่ 22)

	 24.	น�ำสไลด์ไปแช่ในน�ำ้ก๊อกไหล 5 นาท ี (ภาพที่ 23)

	 25.	น�ำสไลด์ไปแช่ใน 95 % Ethanol 5 วนิาท ีตามด้วย 100% Ethanol 3 ครัง้ ครัง้ละ 1 นาท ีเพื่อ 

ดงึน�้ำออกจากสไลด์เนื้อเยื่อ (Dehydration) (ภาพที่ 24)

	 26.	น�ำสไลด์ไปแช่ใน Xylene 3 ครัง้ ครัง้ละ 1 นาที

	 27.	น�ำสไลด์มาหยดน�้ำยาส�ำหรับยึดแผ่นสไลด์และแผ่นกระจกบางชนิด Non-aqueous mounting 

medium 1-2 หยด (ภาพที่ 25) ปิดด้วยแผ่นกระจกบาง (Coverglass slip) (ภาพที่ 26)

	 28.	น�ำสไลด์เนื้อเยื่อที่ได้ (ภาพที่ 27) ไปตรวจดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ส่องสว่าง

		  (*1)	 เพื่อให้เนื้อเยื่อยึดติดแน่นกับแผ่นสไลด์ เนื่องจากในขั้นตอนต่างๆ ไม่สามารถปล่อยให้

เนื้อเยื่อแห้ง ดังนัน้เนื้อเยื่อจะเปียกตลอดระยะเวลาของการย้อม ประกอบกับมกีารล้างจ�ำนวนหลายครัง้ 
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หากเนื้อเยื่อไม่ยึดติดแน่นกับแผ่นสไลด์แก้ว จะหลุดไประหว่างการย้อมได้ ท�ำให้การย้อมไม่ประสบผล

ส�ำเร็จและเป็นการสิ้นเปลอืงโดยไม่จ�ำเป็น

		  (*2)	 สามารถเพิ่มค่า %Hydrogen peroxide ใน Methanol ตามความเหมาะสม และสามารถ

ผสม Hydrogen peroxide ในน�ำ้กลั่นได้

		  (*3)	 สามารถใช้ Tris-buffered saline (TBS) 0.05 M pH 7.6 แทน PBS

		  (*4)	 สามารถใช้คลื่นไมโครเวฟ และต้มด้วยความร้อนภายใต้ความดัน ซึ่งหากเลอืกวธิเีหล่านี้

นยิมท�ำก่อนการก�ำจัด Endogenous peoxidase ด้วย Hydrogen peroxide ใน Methanal             

		  (*5)	 สามารถใช้ 5-10% Skim milk แทน

		  (*6)	 หากใช้ Dextran polymer system ให้ข้ามไปท�ำข้อ 19

		  (*7)	 หากเลอืกใช้ AEC ให้ข้ามขัน้ตอนที่ 25–26 (เนื่องจาก Ethanol และ Xylene จะละลายสี

ของ AEC ออกได้) แล้วน�ำสไลด์มาหยดน�้ำยาส�ำหรับยึดแผ่นสไลด์และแผ่นกระจกบาง ชนิด Aqueous 

mounting medium 1-2 หยด ปิดด้วยแผ่นกระจกบาง

		  (*8)	 สามารถเลอืกใช้ส ีMethyl green แทน
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ภาพแสดงขั้นตอนต่างๆ ในการย้อมด้วยวธิ ีIHC

ภาพที่ 11 Deparaffinization และ Rehydration

ภาพที่ 13 ก�ำจัด Endogenous peroxidase

ภาพที่ 12 น�ำสไลด์มาเป่าให้แห้งด้วยลมเย็น
แล้วเขยีนวงรอบแผ่นเนื้อเยื่อบนสไลด์ด้วย

Hydrophobic marker

ภาพที่ 14 ล้างสไลด์เนื้อเยื่อด้วย PBS

ภาพที่ 15 Antigen retrieval ด้วยเอนไซม์ ภาพที่ 16 Protein block ด้วย Normal serum

95% alc.DW 95% alc. 95% alc. 100% alc. 100% alc. 100% alc. Xylene Xylene
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ภาพแสดงขั้นตอนต่างๆ ในการย้อมด้วยวธิ ีIHC (ต่อ)

ภาพที่ 17 หยด Primary antibody บนสไลด์เนื้อเยื่อ ภาพที่ 18 หยด Secondary antibody บนสไลด์เนื้อเยื่อ

ภาพที่ 19 หยด SAB บนสไลด์เนื้อเยื่อ

ภาพที่ 21 แช่สไลด์เนื้อเยื่อในน�้ำกลั่น

ภาพที่ 20 หยดน�ำ้ยา DAB บนสไลด์เนื้อเยื่อ

ภาพที่ 22 ย้อมทับด้วยส ีHaematoxylin
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ภาพที่ 23 แช่สไลด์เนื้อเยื่อในน�้ำก๊อกไหล

ภาพที่ 25 หยดน�ำ้ยา Mounting medium

ภาพที่ 24 ดงึน�ำ้ออกจากสไลด์เนื้อเยื่อ
(Dehydration)

ภาพที่ 26 ปิดทับด้วย Cover glass slip

ภาพที่ 27 สไลด์เนื้อเยื่อที่ได้

ภาพแสดงขั้นตอนต่างๆ ในการย้อมด้วยวธิ ีIHC (ต่อ)

95% alc.DW 95% alc. 95% alc. 100% alc. 100% alc. 100% alc. Xylene Xylene
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7. การแปลผล (Interpretation)

	 การแปลผลท�ำโดยการเปรียบเทียบปฏิกิริยาจ�ำเพาะ ระหว่าง Antigen-Antibody ของตัวอย่าง

ทดสอบ (ตัวอย่างที่ต้องการตรวจหา Antigen) กับตัวอย่างควบคุมบวก ตัวอย่างควบคุมลบ และตัวอย่าง

ควบคุมแทนที่ ซึ่งต้องให้ผลตรงตามที่ควรจะเป็น กล่าวคอื ตัวอย่างควบคุมบวกให้ผลบวก ส่วนตัวอย่าง

ควบคุมลบและตัวอย่างควบคุมแทนที่ให้ผลลบ จึงจะสามารถแปลผลของตัวอย่างทดสอบได้ ผลบวก

แสดงโดยการเกิดสี ตรงต�ำแหน่งของ Antigen ที่ต้องการตรวจหา ลักษณะการติดสีแบ่งเป็นกลุ่มก้อน 

(Focal) และกระจาย (Diffuse) ซึ่งจะพบอยู่ในต�ำแหน่งต่างๆ ของเซลล์ได้แก่ ในไซโตพลาสม ในนวิเคลยีส 

และที่ผิวของเซลล์ เซลล์แต่ละเซลล์ย่อมมี Antigen ในปริมาณต่างๆ กัน ความเข้มของสีที่ปรากฏจึงมี

ความเข้มต่างกัน ซึ่งถ้าปราศจากลักษณะดังกล่าวนี้ เช่น สีมีลักษณะสม�่ำเสมอ และเท่ากันทุกเซลล์  

อาจเกิดจากปฏิกิริยาที่ไม่จ�ำเพาะ ซึ่งอาจพบได้ในเนื้อเยื่อคอลลาเจน (Collagen) และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 

(Connective tissue) ส�ำหรับเซลล์เม็ดเลือดขาวชนิดเก็บกิน (Macrophage) มักพบปฏิกิริยาจ�ำเพาะได้

เนื่องจากเก็บกนิ Antigen เข้าไป

8. สิ่งแปลกปลอม (Artifacts)
 

	 สิ่งแปลกปลอมคอื สิ่งที่ท�ำให้เกดิความสับสนกับปฏกิริยิาจ�ำเพาะในการอ่านผล ม ี4 แบบคอื

	 1.	 ตะกอน (Precipitates) สังเกตจากลักษณะที่ไม่ได้อยู่ในเซลล์ แต่จะกระจายอยู่บนแผ่นเนื้อเยื่อ 

ตะกอนเกิดจากการใช้สีย้อมทับที่ไม่ได้กรอง การแช่ชิ้นเนื้อในน�้ำยาฟอร์มาลินที่ไม่ใช่บัฟเฟอร์ฟอร์มาลิน

และ Chromogen ที่ไม่ได้ท�ำปฏกิิรยิาแต่หลงเหลอือยู่

	 2.	 เนื้อเยือ่ (Tissue artifact) เนื้อเยือ่ทีต่ดัหนาเกนิไป เนื้อเยือ่ทีเ่กดิรอยพบั และเนื้อเยือ่ทีม่เีลอืดออก 

จะท�ำให้เกดิปฏกิริยิาแบบไม่จ�ำเพาะได้

	 3.	 เซลล์ (Cell artifact) เซลล์ที่ตดิสเีข้มสม�่ำเสมอ ไม่ใช่ปฏกิริยิาที่แท้จรงิ มักพบในเซลล์ที่ตายแล้ว

หรอืเซลล์แตก

	 4.	 ปฏิกิริยาจ�ำเพาะ (Specific background staining) การติดสีของปฏิกิริยาจ�ำเพาะบางครั้งก็อาจ

รบกวนการแปลผลได้ ในกรณีที่เนื้อเยื่อมีเลือดออกมาก จะท�ำให้ซีรัมแทรกเข้าไประหว่างเนื้อเยื่อได้    

ถ้าในซรีัมดังกล่าว ม ีAntigen ที่ต้องการตรวจหาอยู่ในปรมิาณมาก จะตดิสเีข้มซึ่งอาจจะบดบัง Antigen 

ที่อยู่ในเซลล์ได้

9. การแก้ไขปัญหาที่พบ (Trouble shooting)

	 ในการย้อม IHC แต่ละครั้ง อาจเกิดปัญหาต่างๆ ที่ท�ำให้ไม่ประสบผลส�ำเร็จในการย้อม ต้อง

วเิคราะห์ หาสาเหตุที่เป็นไปได้ จงึจะสามารถแก้ปัญหาได้อย่างถูกต้องตรงจุด ปัญหาที่พบบ่อย มสีาเหตุ 

และสามารถแก้ไขได้ ดังในตารางที่ 1  (ที่มา : Dako IHC Guidebook Sixth Edition. 2015)
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	 ตารางที่ 1 แสดงปัญหาที่พบ สาเหตุ และการแก้ไขในการย้อม IHC
 

ปัญหาที่พบ สาเหตุ การแก้ไข

1 ตัวอย่างควบคุมบวกและ
ตัวอย่างทดสอบ ไม่ติดสี 
หรือติดสีจางมาก

ข้ามขั้นตอน Primary antibody หรือขั้น
ตอนการเติม Reagent ตัวอื่นๆ

ปฏิบัติงานตามขั้นตอนอย่างเคร่งครัด 
โดยปฏิบัติตามเอกสารขั้นตอนการ
ทำ�งาน (Worksheet) 

เจือจาง Primary antibody มากเกิน
ไป รวมถึงเวลาและอุณหภูมิ ในการ
ทำ�ปฏิกิริยาของ Primary antibody ไม่
เหมาะสม

ควรเจือจาง Primary antibody ให้
เหมาะสม เวลาและอุณหภูมิ ในการ
ท�ำปฏิกิริยาของ Primary antibody 
เป็นค่าที่ผกผันกัน หากใช้เวลานาน
เช่น ข้ามคืน ควรใช้อุณหภูมิต�่ำเช่น 
4°C หากใช้เวลาน้อย เช่น 30 นาท ี-1 
ชั่วโมง ควรใช้อุณหภูมสิูง เช่น 37°C

เจือจาง Primary antibody ในน�้ำยา
บฟัเฟอร์ทีไ่ม่เหมาะสม หรอืม ีDetergent 
ปนเปื้อนในน�ำ้ยาบัฟเฟอร์ 

ควรเจือจาง Primary antibody ใน
น�้ำยาบัฟเฟอร์ที่เหมาะสม เช่น PBS 
หรือ TBS และควรตรวจสอบสูตร
การเตรยีมให้ดี

Primary antibody หรือ Reagent เสื่อม
คุณภาพ หรือหมดอายุ

- ไม ่ใช ้  Pr imary ant ibody หรือ 
Reagent หมดอายุ 
- เกบ็ Primary antibody หรอื Reagent 
ตามค�ำแนะน�ำของผูผ้ลติ 
- หากจะแช่แข็ง Primary antibody 
ควรแบ่งเก็บ (Aliquot) และหลีกเลี่ยง
การแช่แข็ง และการละลายซ�้ำๆ
- Reagent แบบพร้อมใช้ไม่ควรแช่แข็ง 
และควรปฏิบัติตามค�ำแนะน�ำของผู ้
ผลติ

การแยกตัวหรือหลุดของ Primary 
antibody ระหว่างการล้างหรือการทำ�
ปฏิกิริยากับ Antibody หรือ Reagent 
อื่นๆ 

ควรเจือจาง Primary antibody ให้
เหมาะสม ไม่ควรเจือจางมากเกินไป

ใช้สยี้อมทับ หรอื Mounting media ที่มี
แอลกอฮอล์ มผีลให้ Chromogen ชนดิ
ละลายในน�ำ้หลุดออก

-ใช้สย้ีอมทบัหรอื Mounting media 
ชนดิ Water-based
-ใช้ Chromogen เช่น DAB ซึ่ง 
Organic solvent ไม่มผีลกระทบ

สีย้อมทับบดบังปฏิกิริยา ผลบวก 
เพราะความเข้มของสีย้อมทับมาก  
เกินไป

ใช้สีย้อมทับที่สีไม่เข้มจนเกินไปหรือ
ลดระยะเวลาในการย้อมสีย้อมทับลง
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ปัญหาที่พบ สาเหตุ การแก้ไข

เตรียมส่วนผสม Substrate- 
Chromogen ไม่ถูกต้อง

เตรียมส่วนผสม Substrate-
Chromogen โดยระมัดระวัง 
Chromogen ที่มากเกินไป อาจลดการ
เกิดปฏิกิริยา

น�ำ้ยาบัฟเฟอร์ม ีSodium azide 
(Antibacterial agent) ซึ่งจะขัดขวาง
การท�ำปฏกิริยิา ของ Horseradish 
peroxidase 

หลกีเลี่ยงการใช้น�ำ้ยาบัฟเฟอร์ที่มี 
Sodium azide กับ Horseradish 
peroxidase

ใช้น�ำ้ยา Fixative ทีไ่ม่เหมาะสม ซึ่งจะ
ท�ำลาย  Epitope ของ Antigen

เลือกน�้ำยา Fixative ตามค�ำแนะน�ำ 
ของผู้ผลติ Antibody ซึ่งมักมคี�ำแนะน�ำ
ในขัน้ตอนการย้อม

Antigen ถูกทำ�ลายในขั้นตอนการฝังใน
พาราฟิน 

ควรใช้อุณหภูมใินขัน้ตอนการฝังใน
พาราฟินประมาณ 60°C ไม่ควรสูง
กว่านี้ 

Antigen ถูกทำ�ลายในขั้นตอนละลาย
พาราฟินที่อุณหภูมิสูงและเป็นเวลา
นาน

- ตู้อบ (Oven) ไม่ควรมีอุณหภูมิ
มากกว่า 60°C 
- ทำ� Antigen retrieval

ผิวหน้าของเนื้อเยื่อในบล็อกพาราฟิน
ถูกตัดไปจากการตัดคราวก่อน และ
สัมผัสอากาศเป ็นผลให ้  ลดความ
คุณสมบัตทิี่ดขีอง Antigen

- ควรใช้สไลด์เนื้อเยื่อที่ตัดในคราว
แรก
- เมื่อตัดเนื้อเยื่อในบล็อกพาราฟิน 
เสร็จแล้วควรปิดหน้าบล็อกด้วย
พาราฟินเพื่อป้องกันเนื้อเยื่อมิให้
ถูกอากาศ ทำ�ให้สามารถใช้เนื้อเยื่อ     
ดังกล่าวได้อีก

น�ำ้ยาที่ใช้ในการล้าง หรอื Antibody ที่
ใช้ในขัน้ตอน Protein block หลงเหลอื 
บนสไลด์เนื้อเยื่อมากเกนิไปในขัน้ตอน
การย้อม

ควรสลัดทิ้งน�้ำยาที่ใช้ในการล้าง หรือ 
Antibody ที่ใช้ในขัน้ตอน Protein block 
ออกจากสไลด์เนื้อเยื่อให้มากที่สุด

การทำ� Antigen retrieval ไม่เหมาะสม 
หรือข้ามขั้นตอนนี้

ต้องท�ำ Antigen retrieval ทกุครัง้ทีย้่อม 
และควรท�ำซ�ำ้ๆ เพื่อหาค่า Antigen 
retrieval ทีเ่หมาะสม

ใช้ Antigen retrieval buffer ซ�ำ้ ห้ามใช้ Antigen retrieval buffer ซ�ำ้

สไลด์เนื้อเยื่อกำ�จัดพาราฟินออกไม่
หมด

ใช้น�ำ้ยา Xylene ที่เตรยีมใหม่

การทำ� Antigen retrieval โดยใช้ความ
ร้อนล้มเหลว

- เลือกใช้วิธี Antigen retrieval ที่
เหมาะสม หากไม่ได้ผลควรเลือกปรับ
ให้ได้ค่าที่เหมาะสม
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2 ตัวอย่างควบคุมบวก ติด
สีดี แต่ตัวอย่างทดสอบที่
คาดว่ามี Antigen ไม่ติดสี

ตัวอย ่างทดสอบ ตรึงอยู ่ ในน�้ ำยา 
Formalin นานเกินไป (มากกว่า 48 
ชั่วโมง) ซึ่งจะเกดิ Cross-linking บดบัง 
Epitope ของ Antigen 

- ตัวอย่างทดสอบ ควรตรงึอยู่ใน
น�ำ้ยา  Formalin ไม่มากกว่า 48 
ชั่วโมง 
- ท�ำ Antigen retrieval ซึ่งจะช่วย
ท�ำลาย Cross-linking

3 ตัวอย่างควบคุมบวก ติด
สีดี แต่ตัวอย่างทดสอบที่
คาดว่ามี Antigen ติดสีจาง

เนื้อเยื่อมี Antigen ที่ต้องการตรวจ
ปริมาณน้อย

- เพ่ิมเวลาของ Primary antibody
- เพ่ิมความเข้มข้นของ Primary 
antibody

Antigen เส่ือมสภาพจากการตรึงท่ีไม่
เหมาะสม คือนานเกินไป

ทำ� Antigen retrieval 

น�ำ้ยาที่ใช้ในการล้าง หรอื Antibody ที่
ใช้ในขัน้ตอน Protein block หลงเหลอื
บนสไลด์เนื้อเยื่อมากเกนิไปในขัน้ตอน
การย้อม

ควรสลัดทิ้งน�้ำยาที่ใช้ในการล้าง หรือ 
Antibody ที่ใช้ในขัน้ตอน Protein block 
ออกจากสไลด์เนื้อเยื่อให้มากที่สุด

4 ตัวอย่างควบคุมไม่ม ี
Background ส่วน ตัวอย่าง
ทดสอบม ีBackground 
ระดบัต่างๆ (Background 
staining มกัพบทีเ่นื้อเยือ่
เกีย่วพนั เนื้อเยื่อไขมัน 
และ เยื่อบุผวิ)

กำ�จัด Endogenous peroxidase ใน
ตัวอย่างทดสอบไม่หมด

เพิ่มเวลาในการกำ�จัด Endogenous 
peroxidase

ตัวอย่างทดสอบหนาเกินไป ตัดตัวอย่างทดสอบให้บางตามขนาดท่ี
เหมาะสม (2-6 ไมครอนเมตร)

ตัวอย่างทดสอบมี Antigen ปริมาณ
มาก

- ลดระยะเวลาในการเติม Substrate 
- เจือจาง Primary antibody

Protein block ไม่สมบูรณ์ Blocking 
serum เจือจางไป

เพิ่มความเข้มข้นของ Blocking serum 

สไลด์เนื้อเยื่อมีรอยย่นจากการตัดด้วย
ใบมีดทื่อ 

ตัดสไลด์เน้ือเย่ือใหม่ด้วยใบมีดคม

สไลด์เนื้อเยือ่ของตัวอย่างทดสอบมเีนื้อ
ตายทีไ่ม่เกีย่วข้องกบัโรคหรอืเกดิจากการ
ท�ำลายทางกายภาพ

ไม่นำ�ปฏิกิริยาที่เกิดบริเวณนี้มา         
แปลผล

น�้ำยา Fixative ซึมเข้าเนื้อเยื่อตวัอย่าง
ทดสอบไม่ท่ัวถงึ (Unfixed)เนื้อเยือ่บรเิวณ
ดังกล่าว จะสูญเสีย สภาพความเป็น 
Antigen ที่ดี และมักจับกับ Reagent 
ต่างๆ แบบไม่จ�ำเพาะได้

ตัดชิ้นเนื้อให้มขีนาดพอเหมาะ ไม่ใหญ่
จนเกนิไป และเตมิน�้ำยา Fixative ใน
ปรมิาณที่เหมาะสมคอื 10 เท่าของ
ปรมิาณเนื้อเยื่อ

สไลด ์แก ้วเคลือบด ้วย Si lane ไม ่
สม�ำ่เสมอ Reagents บางตวั อาจจบักบั 
Silane ในบรเิวณทีม่มีากเกนิไป

เคลือบสไลด์แก ้วด ้วย Si lane ให ้
สม�่ำเสมอ หรือใช้ Positive charge 
slide

Antigen เกิดการกระจายตัวออกจาก
บริเวณที่มันอยู่ก่อนการตรึงเนื้อเยื่อ 
ทำ�ให้เกิดปฏิกิริยานอกบริเวณที่ควร
เป็น 

หลีกเลี่ยงการตรึงเนื้อเยื่อที่ช้าเกินไป
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5 พบ Background  ใน
ตัวอย่างควบคุมบวกและ
ตัวอย่างทดสอบ 

ระยะเวลาในข้ันตอน Substrate-
Chromogen นานเกินไป

ลดระยะเวลาในขั้นตอน Substrate-
Chromogen 

เตรยีมน�ำ้ยา Substrate-Chromogen 
ไม่ถูกต้อง

เตรยีมน�ำ้ยา Substrate-Chromogen 
ให้ถูกต้อง

Secondary antibody จับ Antigen อื่น
บนสไลด์เนื้อเยื่อ (จับแบบไม่จ�ำเพาะ
กับเนื้อเยื่อของสัตว์)

ใช้ Secondary antibody ที่มกีารดูดซมึ
ส่วนที่จะจับกับเนื้อเยื่อของสัตว์ หรือ
ใช้ Secondary antibody ที่ผลิตจาก
สัตว์ที่ไม่มีการจับแบบไม่จ�ำเพาะกับ
เนื้อเยื่อของสัตว์นัน้ 

Secondary ant ibody หรือน�้ ำยา 
Reagent มคีวามเข้มข้นมากเกนิไป

เตรียม Secondary antibody หรือ
น�้ำยา Reagent ให้ถูกต้องและควร
ค�ำนงึถงึระยะเวลาในการท�ำปฏกิริยิา

เตรียมส่วนผสม Substrate 
-Chromogen ไม่ถูกต้อง

เตรียมส่วนผสม Substrate-
Chromogen ให้ถูกต้อง

ล้างสไลด์เนื้อเยื่อไม่สะอาด ล ้างสไลด ์ เนื้อเยื่อให ้สะอาด โดย
เปลี่ยนน�ำ้ยาบัฟเฟอร์ทุกครัง้

ผสม Saline ในน�ำ้ยาบฟัเฟอร์น้อยเกนิไป ผสม Saline ในน�ำ้ยาบัฟเฟอร์ตามสูตร

ใช้ Blocking serum ไม่ถูกต้อง ใช้ Blocking serum จากสัตว์ชนิด
เดียวกันที่ผลิต Secondary antibody 

สไลด์เนื้อเยื่อกำ�จัดพาราฟินออกไม่
หมด

ใช้น�ำ้ยา Xylene ที่เตรยีมใหม่

6 ตัวอย่างควบคุมแทนที่ติด
สี Background  ส่วน
ตัวอย่างควบคุม บวก และ
ลบตดิสถีูกต้อง

เจือจาง Negative control antibody ไม่
เพียงพอ

เจอืจาง Negative control antibody 
ให้ถูกต้อง โดยมคี่าเท่ากับ Polyclonal 
primary antibody และ Monoclonal 
primary antibody

Negative control antibody มีการ     
ปนเปื้อนทำ�ให้เกิดการจับแบบไม่
จำ�เพาะ

เปลี่ยนใช้ Negative control antibody 
ที่ไม่ปนเปื้อน

Negative control antibody มีการ    
ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อรา

เปลี่ยนใช้ Negative control antibody 
ที่ไม่ปนเปื้อนเชื้อแบคทีเรียหรือเชื้อรา

7 ตัวอย่างควบคุมบวก และ
ตัวอย่างทดสอบ พบ
บรเิวณที่ตดิสไีม่สม�่ำเสมอ

Chromogen เป็นก้อน ไม่ละลายตัว ละลาย Chromogen ในรูปเม็ดหรือ ผง
ให้ดี หรือเปลี่ยนเป็นแบบของเหลว
พร้อมใช้
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เนื้อเยื่อบางส่วนแห้งก่อนการตรงึใน
น�ำ้ยา Fixative ส่วนเนื้อเยื่อที่ไม่แห้ง
ก่อนการตรงึจะย้อมได้ปกต ิ

จุ่มเนื้อเยื่อทันทใีนน�้ำยา Fixative  

สไลด์เนื้อเยื่อแห้งระหว่างการย้อม - รักษาสภาพความชื้นตลอด  การ
ย้อม 
- ใช้กล่องรกัษาสภาพความชื้น 
(Moisture chamber) ทุกขัน้ตอนของ
การท�ำปฏกิริยิา

8 พบ Background ใน
เนื้อเยื่อไขมัน ในตัวอย่าง
ทดสอบ ตัวอย่างควบคุม
แทนที่ ตัวอย่างควบคุม
บวก และตวัอย่างควบคมุ
ลบ 

เกดิจากปฏกิริยิาแบบ Hydrophobic 
และ Ionic ระหว่าง Ig และสาร Lipoid 
ในเนื้อเยื่อ ไขมัน ซึ่งสามารถเกดิขึ้นได้
เป็นปกต ิและไม่รบกวนการแปลผล
ของปฏกิริยิาแบบจ�ำเพาะ

-

Primary antibody และ Negative 
control antibody เจือจางไม่ดีพอ

หาค่าการเจือจางที่เหมาะสมใหม่
ของ Primary antibody และ Negative 
control antibody

9 พบ Background ใน เยือ่
บผุวิ โดยเฉพาะชัน้ 
Epidermal epithelium และ
เนื้อเยือ่เกีย่วพนั ของ
ตวัอย่างทดสอบ ตวัอย่าง
ควบคมุแทนทีต่วัอย่าง
ควบคมุบวก และตัวอย่าง
ควบคมุลบ 

Primary antibody และ Negative 
control serum มกีารปนเป้ือนของ 
Antibody ที่สามารถจับบางส่วนของ
เยื่อบุเช่น Cytokeratins

- เพิ่มการเจือจาง Primary antibody 
และ Negative control antibody
- เพิ่มเวลาในการทำ�ปฏิกิริยา
- เปลี่ยน  Primary antibody

ตัวอย่างทดสอบ ตรงึอยู่ในน�้ำยา 
Formalin นานเกนิไป (มากกว่า 48 
ชั่วโมง) ซึ่งจะเกดิ Cross-linking บดบัง 
Epitope ของ Antigen 

- ทำ� Antigen retrieval ซึ่งจะทำ�ลาย 
Cross-linking

10 พบ Background ใน
ตวัอย่างทดสอบตัวอย่าง
ควบคุมแทนที่ ตัวอย่าง
ควบคุมบวก และตวัอย่าง
ควบคมุลบ เมื่อใช้ 
Immunoperoxidase 
staining system

ไม่ได้กำ�จัด Endogenous peroxidase 
หรือกำ�จัดไม่หมด (เซลล์ Eosinophils 
และ Mast cells จะทนต่อการกำ�จัด 
Endogenous peroxidase)

- กำ�จัด Endogenous peroxidase 
หรือใช้เอนไซม์อื่น เช่น Alkaline 
phosphatase

11 พบ Background ใน
ตัวอย่างทดสอบ ตัวอย่าง
ควบคุมแทนท่ี ตัวอย่าง
ควบคุมบวก และตัวอย่าง 
ควบคุมลบ เม่ือใช้ SAB

- มี Endogenous biotin ในเนื้อเยื่อ - ใช้ Biotin block หรือใช้การย้อมแบบ
ไม่ใช้ Biotin 
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12 พบ Background ในกล้าม
เนื้อเรยีบและกล้ามเนื้อลาย 
ของตวัอย่างทดสอบ 
ตวัอย่างควบคมุแทนที่ 
ตวัอย่างควบคมุบวก และ
ตวัอย่างควบคมุลบ 

สาเหตุไม่ทราบแน่ชัด อาจเกิดจาก 
Antibody ต่อ Muscle antigen ใน 
Primary antibody และ Negative 
reagent control serum ซึ่ง ไม่รบกวน
การแปลผลที่เกิดจากปฏิกิริยาแบบ
จ�ำเพาะ

-

13          พบการติดสีเป็นหย่อม ใน
ไซโตพลาสมของเซลล์
เยื่อบุในชั้นใต้ผิวหนังของ
เนื้อเยื่อทดสอบ

อาจเกดิจาก Passive absorption ของ 
Plasma proteins เข้าไปยงั Epidermal 
cell ทีเ่สือ่มสภาพซึง่พบได้น้อยและไม่
รบกวนการแปลผลทีเ่กดิจากปฏกิริยิา
แบบจ�ำเพาะ

-

14 การตดิสทีีผ่นงัเซลล์เมด็
เลอืดขาวของตวัอย่าง
ทดสอบ ตวัอย่างควบคมุ
แทนที ่ตวัอย่างควบคมุบวก 
และตวัอย่างควบคมุลบ

การจับของ Ig โดย Receptor ของผนัง
เซลล์เม็ดเลอืดขาว ชนดิ Macrophage  
Monocyte Granulocyte และ 
Lymphocyte

เติม Detergent ในน�้ำยาบัฟเฟอร์ที่ใช้
ในขัน้ตอนการล้าง

15 การติดสีที่เซลล์ Histiocyte 
และ Granulocyte ใน
ตัวอย่างทดสอบ 

กระบวนการเก็บกนิ Antigen 
(Phagocytosis) โดย Histiocyte และ 
Granulocyte ให้ผลบวกได้เช่นกัน ซึ่ง
พบได้น้อย และไม่รบกวนการแปลผล
ที่เกดิจากปฏกิริยิาแบบจ�ำเพาะ

-

10. การตรวจโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์ด้วยวธิ ีIHC แบบใช้เอนไซม์

	 ในหนังสือเล่มนี้ แสดงการตรวจโรคต่างๆ ดังนี้ ได้แก่ โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza) 

โรคไอบีดี (Infectious bursal disease) โรคนิวคาสเซิล (Newcastle disease) วัณโรคสัตว์ปีก (Avian 

tuberculosis) โรคไข้เวสต์ไนล์ (West Nile fever) โรคบรูเซลโลสสิ (Brucellosis) ไข้ควิ (Q fever) วัณโรค 

(Tuberculosis)  โรคพาราทูเบอร์คูโลสิส  (Paratuberculosis/Johne’s disease) โรคทริปพาโนโซโมสิส 

(Trypanosomosis) โรควัวบ้า (Bovine spongiform encephalopathy) โรคปากและเท้าเปื่อย ไทป์โอ (Foot 

and mouth disease type O) กลุ่มอาการพอีาร์อาร์เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome/

PRRS) โรคพอร์ซายเอพิเดมิกไดอะเรีย (Porcine epidemic diarrhea) โรคติดเชื้อพอร์ซายน์เซอร์โคไวรัส 

(Porcine Circovirus infection) โรคไข้สมองอักเสบนปิาห์ (Nipah encephalitis) และโรค Colibacillosis ซึ่ง

แสดงลักษณะปฏิกิริยาผลบวกของวิธี IHC ของทุกโรค ควบคู่กับลักษณะทางจุลพยาธิวิทยา (ย้อมส ี

Haematoxylin & Eosin/ H&E) ของเนื้อเยื่อที่ต�ำแหน่งเดยีวกัน ในรูปภาพประกอบตัง้แต่ภาพที่ 36  ถงึภาพ

ที่ 167

	 ส�ำหรับขัน้ตอนต่างๆ ในการย้อมสามารถดูจากข้อ 6 วธิกีารย้อม IHC แบบใช้เอนไซม์ ทัง้นี้ในการ

ย้อมแต่ละโรคควรพจิารณาสิ่งที่ส�ำคัญ 2 ประการ คอื ค่าการเจอืจาง Primany antibody (Dilution) และ

การคนืสภาพ Antigen (Antigen retrieval) ดังตัวอย่างในตารางที่ 2
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ภาคผนวก
การปฏบิัตทิี่ดี

	 1.	 Primary antibody เมื่อได้มาใหม่ควรเก็บในตู้เย็นอุณหภูม ิ-20°C หรอื -80°C และควรแบ่งเก็บ

ในหลอดเล็กๆ ปรมิาณหลอดละไม่เกนิ 100 ไมโครลติร เมื่อสิ้นสุดการปฏบิัตงิานในแต่ละครัง้ให้น�ำส่วน

ที่เหลอืเก็บไว้ในตู้เย็นตามเดมิ

	 2.	ควรเก็บ Hydrogen peroxide ไว้ในตู้เย็น 4°C เนื่องจากเป็นสารระเหยง่าย 

	 3. 	Hydrogen peroxide ควรเตรยีมใหม่ทุกครัง้ก่อนใช้ 

ภาพที่ 28 แสดงวงของปากกา Hydrophobic marker 
รอบสไลด์เนื้อเยื่อเพื่อกันมใิห้ Reagent หกออก

	 5.	กรณทีี่ไม่ใช้ปากกา Hydrophobic marker วงรอบสไลด์เนื้อเยื่อ ควรปฏบิัตโิดย เท Reagent ทิ้ง

ให้มากที่สุดร่วมกับเคาะบนกระดาษรองซับ (ภาพที่ 29) จากนัน้เช็ด Reagent รอบๆ สไลด์เนื้อเยื่อที่อยู่

ด้านบนสไลด์แก้ว และเช็ดด้านล่างสไลด์แก้วด้วยผ้าซับน�ำ้จนหมาด (ภาพที่ 30) แล้วจึงวางและหยด 

Reagent บนสไลด์เนื้อเยื่อ ช่วยให้ Reagent  อยู่บนสไลด์เนื้อเยื่อได้ดไีม่หกออกตลอดการย้อม

ภาพที่ 29 เท Reagent ทิ้ง และเคาะสไลด์แก้วบน
กระดาษรองซับ

ภาพที่ 30 เช็ด Reagent รอบๆ สไลด์เนื้อเยื่อ และ
เช็ดด้านล่างแผ่นสไลด์แก้วด้วยผ้าซับน�ำ้จนหมาด

    	 4. 	กรณีที่ใช้ปากกา Hydrophobic marker วงรอบ 

สไลด์เนื้อเยื่อเพื่อกัน Reagent หกออกจากสไลด์เนื้อเยื่อ 

ควรปล่อยให้สไลด์เนื้อเยื่อแห้งก่อน หรือเป่าสไลด์

เนื้อเยื่อให้แห้งด้วยลมเย็น และควรวงปากกาให้ชิดขอบ

สไลด์เนื้อเยื่อโดยไม่ทับบนสไลด์เนื้อเยื่อ (ภาพที่ 28)

	 6.	ขณะย้อม ในขั้นตอนการหยด Reagent 

ต่างๆ บนสไลด์เนื้อเยื่อ ไม่ควรวางแผ่นสไลด์แก้ว 

ติดกัน ควรวางให้ห่างกันเล็กน้อย (ภาพที่ 31) 

เพราะ Reagent อาจไหลไปยังแผ่นสไลด์แก้ว     

ข้างเคยีงเกดิการปนเปื้อนที่ไม่พงึประสงค์ได้

ภาพที่ 31 ขณะย้อมควรวางแผ่นสไลด์แก้วห่าง
กันเล็กน้อย
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ภาพที่ 32 เทน�ำ้ลงไปให้ชุ่มกระดาษทชิชู 

ภาพที่ 33 วางที่วางสไลด์เนื้อเยื่อ ภาพที่ 34 ปิดฝากล่องเพื่อให้ไอความชื้นแผ่ไปทั่วกล่อง

การเตรยีม Moisture chamber

	 Moisture chamber (กล่องเกบ็ความชื้น) เป็นอปุกรณ์ทีจ่�ำเป็นในการย้อมด้วยวธิ ีIHC ใช้ในการรกัษา

สภาพความชื้นให้แก่สไลด์เนื้อเยื่อขณะย้อม มีลักษณะเป็นกล่องพลาสติกสี่เหลี่ยมมีฝาปิด ภายในมีที่   

วางสไลด์เนื้อเยือ่ในแนวนอน  สามารถใช้กล่องพลาสตกิทีม่ขีายทัว่ไปโดยเลอืกรปูแบบที่เหมาะสมกบังาน

การเตรยีมรเีอเจนต์ (Reagent preparation)

	 สูตรการเตรยีม 10% Neutral buffered formalin

		  Sodium phosphate monobasic (NaH
2
PO

4
)		  4	 กรัม

		  Sodium dibasic phosphate (Na
2
HPO

4
)     		  6  	 กรัม

		  37% Formaldehyde solution (HCHO)           	 100  	 มลิลลิติร

		  น�ำ้กลั่น                                           	 900  	 มลิลลิติร    

	 สูตรการเตรยีม Phosphate buffered saline (PBS) 

		  Stock 

		  Sodium chloride  (NaCl)	 800  	 กรัม 

		  Potassium di-hydrogenphosphate (KH
2
PO

4
)	   20  	 กรัม

		  Di-sodium hydrogenphosphate (Na
2
HPO

4
.12H

2
O)	 290  	 กรัม (Na

2
HPO

4
= 115.008 กรมั) 

		  Potassium chloride (KCl)              	   20  	 กรัม 

		  น�ำ้กลั่น                                              	   10  	 ลติร 

		  Working solution 

		  Stock                                                 		  1  	 ลติร 

		  น�ำ้กลั่น                                               		  9  	 ลติร  

	 การเตรียม Moisture chamber ท�ำโดยน�ำแผ่น

กระดาษทิชชูวางที่ก้นกล่อง แผ่ให้ทั่วพื้นกล่อง แล้วเท

น�ำ้ลงไปให้ชุ่มกระดาษทชิชูดังกล่าว (ภาพที่ 32) จากนัน้

วางที่วางสไลด์เนื้อเยื่อ (ภาพที่ 33) แล้วปิดฝา กล่องเพื่อ

ให้ไอความชื้นแผ่ไปทั่วกล่อง (ภาพที่ 34) กล่องที่เตรียม

เสร็จเรยีบร้อยแล้ว สามารถใช้ได้ตลอดการย้อม ทัง้นี้ถ้า

น�ำ้ที่เตมิแห้งหรอืกระดาษแห้งให้รบีเตมิน�้ำลงไปทันที
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	 สูตรการเตรยีม 0.3% Hydrogen peroxide  ใน  Methanol 

		  30% Hydrogen peroxide (H
2
O

2
)                    	  1.5 	 มลิลลิติร

		  Methanol                                         	 150  	 มลิลลิติร                                    

	 สูตรการเตรยีม 2% Skim milk

		  Skim milk                                             		  2  	 กรัม 

		  TBST                                                  	   10  	 มลิลลิติร       

	 สูตรการเตรยีมสยี้อมทับ Methyl green                       

		  Sodium acetate trihydrate (CH
3
COONa.3H

2
O)	 0.54  	กรัม 

		  Barbital sodium (C
2
H

2
)
2
CCONHC(ONa):NCO 	 0.82  	กรัม

		  น�ำ้กลั่น                                               	 140  	 มลิลลิติร 

		  0.1 M Hydrochloric acid (HCl)    	   60  	 มลิลลิติร 

		  Methyl green (C
27
H

35
Cl

2
N

3
.ZnCl

2
)     		  2  	 กรัม  

		  กรองก่อนใช้ 

		  0.1 M HCl  

        	 Conc. HCl                                           	  0.83	 มลิลลิติร 

         	 น�ำ้กลั่น                                              	 99.17  มลิลลิติร      

การเคลอืบแผ่นสไลด์แก้วด้วย 2% 3-Aminopropyl triethoxy silane (APS)  

	 - 	จุ่มแผ่นสไลด์แก้วใน Acetone 2 ครัง้ ครัง้ละ 10 วนิาท ี

	 - 	จุ่มแผ่นสไลด์แก้วใน 2% APS in acetone 10 วนิาท ี

	 - 	จุ่มแผ่นสไลด์แก้วใน Acetone 2 ครัง้ ครัง้ละ 10 วนิาท ี

	 - 	ล้างแผ่นสไลด์แก้วในน�ำ้กลั่น  

        - 	ปล่อยให้แห้ง หรอือบที่ 37°C ข้ามคนื      

การท�ำ Antigen retrieval โดยการใช้คลื่นไมโครเวฟ

	 การท�ำ Antigen retrieval โดยการใช้คลืน่ไมโครเวฟ มเีครือ่งมอื อปุกรณ์ และน�้ำยาทีจ่�ำเป็น ได้แก่ 

เครือ่งไมโครเวฟ (ใช้ได้ทัง้แบบธรรมดาและแบบทีตั่ง้ค่าความร้อนเป็นวัตต์) กล่องหรอืภาชนะส�ำหรบัวางสไลด์

เนื้อเยือ่ทีส่ามารถใช้ในเครือ่งไมโครเวฟได้ (Microwavable) และน�ำ้ยา Antigen retrieval buffer ซึง่ทีน่ยิมใช้ใน

ปัจจบุนัมหีลายชนดิ เช่น 10x Tris/EDTA pH9,  10 mM Sodium citrate buffer pH 6.0 และ 1 mM EDTA pH 8

ภาพที่ 35 แสดงการวางสไลด์เนื้อเยื่อในตู้
ไมโครเวฟ

	 -	 วางสไลด์เนื้อเยื่อบนที่วาง (Rack) น�ำใส่กล่องหรือ

ภาชนะที่สามารถใช้ในเครื่องไมโครเวฟได้ใส่ Antigen retrieval 

buffer เช่น 1xTris/EDTA pH9  ให้ท่วม 

	 - 	น�ำไปวางในตู้ไมโครเวฟ (ภาพที่ 35) ตั้งค่าที่ High 

power 3 นาท ี30% Power 10 นาท ี(หรอื 450 วัตต์ 20 นาท)ี 

        - 	น�ำออกมาวางที่อุณหภูมหิ้อง 20-30 นาที

        - 	น�ำสไลด์เนื้อเยื่อจุ่มใน TBST buffer (0.1% tween 20 

in 1x TBS) 5 นาท ี
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	 สูตรการเตรยีม Antigen retrieval buffer

	 10x Tris/EDTA pH9 

 		  น�ำ้กลั่น                                               	 950  	 มลิลลิติร

   		  Trisma-base (C
4
H

11
NO

3
)                      	 1.21	 กรัม

         	 EDTA (C
10
H

14
N

2
Na

2
O

8
.2H

2
O)                	 0.372	 กรัม

           	ปรับ pH 9 ด้วย HCl (เริ่มที่ pH 9.5)  

       		 เตมิน�ำ้กลั่น ให้ได้ปรมิาตร                              		  1  	 ลติร                                             

	 10 mM Sodium citrate buffer 

		  Sodium citrate trisodium salt dihydrate (C
6
H

5
Na

3
O

7
.2H

2
O) 2.94 กรัม

    		  น�ำ้กลั่น                                                   		  1  	 ลติร

         	 ปรับ pH 6 ด้วย HCl

	 1 mM EDTA pH 8

		  EDTA (C
10
H

14
N

2
Na

2
O

8
.2H

2
O)	 0.372	 กรัม

         	 น�ำ้กลั่น                                                   		  1  	 ลติร

           	ปรับ pH 8 ด้วย HCl                                     

	 TBST buffer (0.1% tween 20 in 1x TBS) 

         	 10x TBS                           

         	 Trisma-base                                       	 24.2  	 กรัม

		  Sodium chloride (NaCl)                        	 80	 กรัม 

        	 น�ำ้กลั่น                                               	 1  	ลติร

		  ปรับ pH 7.6 ด้วย HCl 

	 การท�ำ Antigen retrieval ด้วยเครื่อง Autoclave

		  การท�ำ Antigen retrieval ด้วยเครื่อง Autoclave สามารถใช้เครื่อง Autoclave ที่มีอยู่ในห้อง

ปฏบิัตกิารทั่วไปได้ โดยปฏบิัตดิังนี้

		  -	 วางสไลด์เนื้อเยื่อบนที่วาง น�ำใส่กล่องหรือภาชนะที่สามารถใช้ในเครื่อง Autoclave ได้       

ใส่ Antigen retrieval buffer  เช่น 1xTris/EDTA pH9 ให้ท่วม

		  - 	น�ำไปวางในเครื่อง Autoclave ตัง้ค่าที่ 121°C เป็นเวลา 15 นาท ี   
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IHC staining worksheet

Date…………………….........…......……Perform by………………................…...………Disease……………….................…..………..
Antibody used…………........................................... Antibody dilution……………….....................................................
Positive control number……………………….............................………………….…................………………………………..……………
Negative control number……………........................……………………………................………………………………….....…………….
Results………………………………………………….......................…………………….................…………………………………..…..…………..
Problem found...................................................................................................................................................

No. Details Time Done

1 Xylene 3 times 3,3,3 min

2 Absolute ethanol 3 times 3,3,3 min

3 Ethanol 95% 3 times 3,3,3 min

4 DW 5 min

5 Air dry and hydrophobic marker (or skip) -

6 0.3% Hydrogen peroxide in methanol 30 min

7 PBS 3 times 5,5,5 min

8 Antigen retrieval (Proteinase K) (15 - 20 min)

9 PBS 3 times 5,5,5 min

10 10% Preimmune serum (eg. Normal goat serum) 15 min

11 Primary antibody at room temperature (or at 4๐C in refrigerator) 30 min (Overnight)

12 PBS 3 times 5,5,5 min

13 Secondary antibody 15 min

14 PBS 3 times (Skip if use Dextran polymer system) 5,5,5 min

15 SAB (Skip if use Dextran polymer system) 15 min

16 PBS 3 times 5,5,5 min

17 DW  10 sec

18 DAB/AEC 1 - 5 min

19 DW 2 times 10,10 sec

20 Haematoxylin 5 – 10 sec

21 DW 10 min

22 Ethanol 95% 3 times (Skip if use AEC) 3,3,3 min

23 Absolute ethanol  3 times (Skip if use AEC) 3,3,3 min

24 Xylene 3 times (Skip if use AEC) 3,3,3 min

25 Mount with  non-aqueous mounting medium                                        
(For AEC mount with  aqueous mounting medium)

-

หมายเหตุ:  ในการย้อมแต่ละครั้ง ควรปฏิบัติตามขั้นตอนต่างๆ ให้ครบถ้วนและถูกต้อง จึงควรมีเอกสาร IHC staining worksheet 
	  เพื่อบันทึกข้อมูล
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โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza, AI)

ภาพที่ 36  Cerebellum, chicken, AI (H&E 40x)

ภาพที่ 38  Cerebellum, chicken, AI  (H&E 40x)

ภาพที่ 37 Cerebellum, chicken, AI     
ผลบวกที่ Endothelial cell     

และ Glial cell       (IHC 40x)

ภาพแสดงผลการย้อมด้วยวธิ ีIHC

และภาพแสดงจุลพยาธวิทิยา (ย้อมด้วยส ีH&E) ที่ต�ำแหน่งเดยีวกัน

ภาพที่ 39  Cerebellum, chicken, AI
ผลบวกที่ Endothelial cell     

และ Glial cell     (IHC  40x)
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โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza, AI) (ต่อ)

ภาพที่ 40 Cerebrum, chicken, AI
(H&E 40x)

ภาพที่ 41  Cerebrum, chicken, AI  
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ

Glial cell     (IHC 40x)

ภาพที่ 42 Esophagus, chicken, AI (H&E 10x)

ภาพที่ 43 Esophagus, chicken, AI  (IHC 10x)
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ภาพที่ 44 Esophagus, chicken, AI  (H&E 40x)

โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza, AI) (ต่อ)

ภาพที่ 46 Heart, chicken, AI  (H&E 40x)

ภาพที่ 45   Esophagus, chicken, AI  
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ

Epithelial cell      (IHC 40x)

ภาพที่ 47 Heart, chicken, AI    
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ

Necrotic area     (IHC 40x)
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โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza, AI) (ต่อ)

ภาพที่ 48 Kidney, chicken, AI  (H&E 40x)

ภาพที่ 50 Large intestine, chicken, AI 
(H&E 10x)

ภาพที่ 49 Kidney, chicken, AI
ผลบวกที่ Endothelial      cell,

Epithelial cell     และ
Inflammatory cell      (IHC 40x)

ภาพที่ 51 Large intestine, chicken, AI  
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ 
Inflammatory cell      (IHC 10x)
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โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza, AI) (ต่อ)

ภาพที่ 52 Large intestine, chicken, AI 
(H&E 40x)

ภาพที่ 53 Large intestine, chicken, AI
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ
Inflammatory cell     (IHC 40x)

ภาพที่ 54 Liver, chicken, AI 
(H&E 40x)

ภาพที่ 55 Liver, chicken, AI    
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ

Hepatocyte      (IHC 40x)
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จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
36

โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza, AI) (ต่อ)

ภาพที่ 58 Pancreas, chicken, AI
(H&E 40x)

ภาพที่ 57 Lung, chicken, AI
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ

Macrophage      (IHC 40x)

ภาพที่ 59  Pancreas, chicken, AI
ผลบวกที่ Endothelial cell      

(IHC 40x)

ภาพที่ 56 Lung, chicken, AI
(H&E 40x)
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จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
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โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza, AI) (ต่อ)

ภาพที่ 60 Proventriculous, chicken, AI 
(H&E 40x)

ภาพที่ 62 Spleen, chicken, AI
(H&E 40x)

ภาพที่ 61  Proventriculous, chicken, AI
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ

Macrophage      (IHC 40x)

ภาพที่ 63  Spleen, chicken, AI
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ

Macrophage       (IHC 40x)
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โรคไข้หวัดนกในสัตว์ปีก (Avian influenza, AI) (ต่อ)

ภาพที่ 64 Trachea, chicken, AI  (H&E 40x)

ภาพที่ 65  Trachea, chicken, AI
ผลบวกที่ Endothelial cell     และ Inflammatory cell      (IHC 40x)
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จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
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โรคไอบดี ี(Infectious bursal disease, IBD)

ภาพที่ 66 Bursa of Fabricius, chicken, IBD 
(H&E 10x)

ภาพที่ 68 Bursa of Fabricius, chicken, IBD 
(H&E 40x)

ภาพที่ 67 Bursa of Fabricius, chicken, IBD  
ผลบวกที่ B lymphocyte      (IHC 10x)

ภาพที่ 69 Bursa of Fabricius, chicken, IBD  
ผลบวกที่ B lymphocyte      (IHC 40x)
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40

โรคไอบดี ี(Infectious bursal disease, IBD)  (ต่อ)

ภาพที่ 70 Intestine, chicken, IBD  (H&E 40x)

ภาพที่ 71 Intestine, chicken, IBD  ผลบวกที่ Lymphocyte      (IHC 40x)
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จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
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โรคนวิคาสเซลิ (Newcastle disease, ND)

ภาพที่ 72 Cerebrum, chicken, ND
(H&E 40x)

ภาพที่ 74  Cerebrum, chicken, ND 
(H&E 40x)

ภาพที่ 73 Cerebrum, chicken, ND
ผลบวกที่ Neuron      และ Glial cell    

(IHC 40x)

ภาพที่ 75 Cerebrum, chicken, ND
ผลบวกที่ Neuron      และ Glial cell     

(IHC 40x) 
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จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
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โรคนวิคาสเซลิ (Newcastle disease, ND) (ต่อ)

ภาพที่ 76 Bursa of Fabricius, chicken, ND 
(H&E 40x)

ภาพที่ 77  Bursa of Fabricius, chicken, ND 
ผลบวกที่ B lymphocyte       (IHC 40x)

ภาพที่ 78  Heart, chicken, ND 
(H&E 40x)

ภาพที่ 79 Heart, chicken, ND
ผลบวกที่ Myocyte      (IHC 40x)
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จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
43

โรคนวิคาสเซลิ (Newcastle disease, ND) (ต่อ)

ภาพที่ 80  Intestine, chicken, ND 
(H&E 40x)

ภาพที่ 82 Kidney, chicken, ND
(H&E 40x)

ภาพที่ 81 Intestine, chicken, ND  
ผลบวกที่ Intestinal content      (IHC 40x)

ภาพที่ 83  Kidney, chicken, ND
ผลบวกที่ Tubular cell      (IHC 40x)
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จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
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โรคนวิคาสเซลิ (Newcastle disease, ND) (ต่อ)

ภาพที่ 84  Lung, chicken, ND
(H&E 40x)

ภาพที่ 86 Pancreas, chicken, ND
(H&E 40x)

ภาพที่ 85  Lung, chicken, ND
ผลบวกที่ Necrotic inflammatory cell       

(IHC 40x)

ภาพที่ 87  Pancreas, chicken, ND
ผลบวกที่ Lymphoid cell      (IHC 40x)
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จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
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โรคนวิคาสเซลิ (Newcastle disease, ND) (ต่อ)

ภาพที่ 88 Spleen, chicken, ND 
(H&E 40x)

ภาพที่ 89 Spleen, chicken, ND
ผลบวกที่ Lymphoid cell       (IHC 40x)

ภาพที่ 90 Trachea, chicken, ND
(H&E 40x)

ภาพที่ 91 Trachea, chicken, ND 
ผลบวกที่ Epithelial cell      และ
 Inflammatory cell       (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
46

วัณโรคสัตว์ปีก (Avian tuberculosis, ATB)

ภาพที่ 92 Liver, duck, ATB 
(H&E 40x)

ภาพที่ 94 Spleen, duck, ATB
(H&E 40x)

ภาพที่ 93 Liver, duck, ATB
ผลบวกที่ Necrotic area      (IHC 40x)

ภาพที่ 95 Spleen, duck, ATB
ผลบวกที่ Necrotic area       (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
47

โรคไข้เวสต์ไนล์ (West Nile fever, WNF)

ภาพที่ 96  Skin, crow, WNF
ผลบวกที่ Fibrous tissue      (IHC 40x)

ภาพที่ 98  Liver, crow, WNF
(H&E 40x)

ภาพที่ 97  Skin, crow, WNF
ผลบวกที่ Fibrous tissue      (IHC 40x)

ภาพที่ 99  Liver, crow, WNF
ผลบวกที่ Hepatocyte      (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
48

โรคบรูเซลโลสสิ (Brucellosis)

ภาพที่ 100  Liver, cattle, brucellosis
(H&E 10x)

ภาพที่ 102  Liver, cattle, brucellosis
(H&E 40x)

ภาพที่ 101  Liver, cattle, brucellosis
ผลบวกที่ Brucella nodule      (IHC 10x)

ภาพที่ 103  Liver, cattle, brucellosis
ผลบวกที่ Brucella nodule      (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
49

ภาพที่ 104  Liver, cattle, brucellosis  (H&E 40x)

ภาพที่ 105  Liver, cattle, brucellosis   ผลบวกที ่Brucella nodule         (IHC 40x)

โรคบรูเซลโลสสิ (Brucellosis)  (ต่อ)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
50

ไข้ควิ (Q fever)

ภาพที่ 107   Placenta, cattle, Q fever
ผลบวกที่ Epithelial cell      และ

Necrotic inflammatory cell       (IHC 40x)

ภาพที่ 109   Placenta, cattle, Q fever
ผลบวกที่ Epithelial cell      และ

Necrotic inflammatory cell       (IHC 40x)

ภาพที่ 106   Placenta, cattle, Q fever

(H&E 40x)

ภาพที่ 108   Placenta, cattle, Q fever 

(H&E 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
51

วัณโรค (Tuberculosis, TB)

ภาพที่ 110 Lymph node, buffalo, TB
(H&E 10x)

ภาพที่ 112 Lymph node, buffalo, TB
(H&E 40x)

ภาพที่ 111 Lymph node, buffalo, TB
ผลบวกที่ Necrotic area       (IHC 10x)

ภาพที ่113  Lymph node, buffalo, TB

ผลบวกที ่Necrotic area         (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
52

วัณโรค (Tuberculosis, TB)  (ต่อ)

ภาพที่ 114 Lymph node, buffalo, TB   (H&E 40x)

ภาพที ่115 Lymph node, buffalo, TB   ผลบวกที ่Necrotic area        (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
53

โรคพาราทูเบอร์คูโลสสิ (Paratuberculosis/Johne’s disease)

ภาพที่ 116 Intestine, cattle, paratuberculosis 
(H&E 10x)

ภาพที่ 118 Intestine, cattle,
paratuberculosis   (H&E 40x)

ภาพที่ 117 I Intestine, cattle,
paratuberculosis

ผลบวกที่ Epithelioid cell     (IHC 10x)

ภาพที่ 119 Intestine, cattle, paratuberculosis  
ผลบวกที่ Epithelioid cell       (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
54

โรคพาราทูเบอร์คูโลสสิ (Paratuberculosis/Johne’s disease)  (ต่อ)

ภาพที่ 120 Intestine, cattle, paratuberculosis   (H&E 40x)

ภาพที่ 121 Intestine, cattle, paratuberculosis  ผลบวกที่ Epithelioid cell       (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
55

โรคทรปิพาโนโซโมสสิ (Trypanosomosis)

ภาพที่ 122 Brain, cattle, trypanosomosis
(H&E 40x)

ภาพที่ 124 Brain, cattle, trypanosomosis  
(H&E 40x)

ภาพที่ 123 Brain, cattle, trypanosomosis   
ผลบวกที่ Trypanosoma evansi      

(IHC 40x)

ภาพที่ 125 Brain, cattle, trypanosomosis    
ผลบวกที่ Trypanosoma evansi      

(IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
56

โรคทรปิพาโนโซโมสสิ (Trypanosomosis)  (ต่อ)

ภาพที่ 126 Brain, cattle, trypanosomosis  ผลบวกที่ Trypanosoma evansi        (IHC 100x)

ภาพที่ 127 Brain, cattle, trypanosomosis   ผลบวกที่ Trypanosoma evansi         (IHC 100x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
57

โรควัวบ้า (Bovine spongiform encephalopathy, BSE)

ภาพที่ 128 Pons, cattle, BSE 
ผลบวกที่ Prion protein บรเิวณ Grey matter 

ของ Pons       (IHC 40x)

ภาพที่ 130 Pons, cattle, BSE 
ผลบวกที่ Prion protein 

บรเิวณ Grey matter ของ Pons      (IHC 40x)

ภาพที่ 129 Pons, cattle, BSE 
ผลบวกที่ Prion protein บรเิวณ Grey matter 

ของ Pons      (IHC 40x)

ภาพที่ 131 Pons, cattle, BSE 
ผลบวกที่ Prion protein บรเิวณ Grey matter 

ของ Pons       (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
58

โรควัวบ้า (Bovine spongiform encephalopathy, BSE)  (ต่อ)

ภาพที่ 132 Pons, cattle, BSE  ผลบวกที่ Prion protein บรเิวณ Grey matter ของ Pons      (IHC 40x)

ภาพที่ 133 Pons, cattle, BSE  ผลบวกที่ Prion  protein บรเิวณ Grey matter ของ Pons     (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
59

โรคปากและเท้าเปื่อย ไทป์โอ (Foot and mouth disease type O, FMD type O)

ภาพที่ 134 Tongue, cattle, FMD type O (H&E 40x)

ภาพที่ 136 Interdigital skin, cattle, FMD type O
(H&E 40x)

ภาพที่ 135 Tongue, cattle, FMD type O 
ผลบวกที่ Necrotic epitheliun      (IHC 40x)

ภาพที่ 137 Interdigital skin, cattle, FMD type O
ผลบวกที่ Necrotic dermis      (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
60

กลุม่อาการพอีาร์อาร์เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS)

ภาพที่ 138 Lung, pig, PRRS (H&E 10x)

ภาพที่ 140 Lung, pig, PRRS
(H&E 40x)

ภาพที่ 139 Lung, pig, PRRS
ผลบวกที่ Macrophage        (IHC 10x)

ภาพที่ 141 Lung, pig, PRRS  
ผลบวกที่ Macrophage       (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
61

ภาพที่ 142 Lung, pig, PRRS  (H&E 40x)

ภาพที่ 143  Lung, pig, PRRS  ผลบวกที่ Macrophage       (IHC 40x)

กลุม่อาการพอีาร์อาร์เอส (Porcine reproductive and respiratory syndrome, PRRS) (ต่อ)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
62

โรคพอร์ซายเอพเิดมกิไดอะเรยี (Porcine epidemic diarrhea, PED)

ภาพที่ 144 Small intestine, pig, PED
(H&E 10x)

ภาพที่ 146 Small intestine, pig, PED
(H&E 40x)

ภาพที่ 145 Small intestine, pig, PED
ผลบวกที่ Enterocyte       (IHC 10x)

ภาพที่ 147 Small intestine, pig, PED
ผลบวกที่ Enterocyte        (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
63

โรคพอร์ซายเอพเิดมกิไดอะเรยี (Porcine epidemic diarrhea, PED) (ต่อ)

ภาพที่ 148 Small intestine, pig, PED  ผลบวกที่ Enterocyte       (IHC 40x)

ภาพที่ 149 Small intestine, pig, PED  ผลบวกที่ Enterocyte       (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
64

โรคตดิเชื้อพอร์ซายน์เซอร์โคไวรัส (Porcine Circovirus infection, PCV)

ภาพที่ 150 Lymph node, pig, PCV
(H&E 10x)

ภาพที่ 152 Lymph node, pig, PCV
(H&E 40x)

ภาพที่ 151 Lymph node, pig, PCV
ผลบวกที่ Intracytoplasmic

inclusion body      (IHC 10x)

ภาพที่ 153 Lymph node, pig, PCV
ผลบวกที่ Intracytoplasmic 

inclusion body        (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
65

โรคตดิเชื้อพอร์ซายน์เซอร์โคไวรัส (Porcine Circovirus infection, PCV) (ต่อ)

ภาพที่ 154 Lymph node, pig, PCV  (H&E 40x)

ภาพที่ 155 Lymph node, pig, PCV  ผลบวกที่ Intracytoplasmic inclusion body        (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
66

โรคไข้สมองอักเสบนปิาห์ (Nipah encephalitis)

ภาพที่ 156 Lung, pig, Nipah encephalitis
(H&E 40x)

ภาพที่ 158  Lung, pig, Nipah encephalitis
(H&E 40x)

ภาพที่ 157 Lung, pig, Nipah encephalitis
ผลบวกที่ Pneumocyte       และ
Phagocytic inflammatory cell       

(IHC 40x)

ภาพที่ 159  Lung, pig, Nipah encephalitis
ผลบวกที่ Pneumocyte       และ
Phagocytic inflammatory cell       

(IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
67

โรคไข้สมองอักเสบนปิาห์ (Nipah encephalitis)  (ต่อ)

ภาพที่ 160  Lung, pig, Nipah encephalitis  (H&E 40x)

ภาพที่ 161  Lung, pig, Nipah encephalitis
 ผลบวกที่ Pneumocyte        และ

Phagocytic inflammatory cell         (IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
68

โรค Colibacillosis 

ภาพที่ 162 Large intestine, pig,
colibacillosis   (H&E 10x)

ภาพที่ 164 Large intestine, pig,
colibacillosis  (H&E 40x)

ภาพที่ 163 Large intestine, pig,
colibacillosis ผลบวกที่ Escherichia coli        

(IHC 10x)

ภาพที่ 165 Large intestine, pig,
colibacillosis  ผลบวกที่ Escherichia coli       

(IHC 40x)



การชันสูตรโรคตดิเชื้อในปศุสัตว์

จากเนื้อเยื่อที่ผ่านการตรงึด้วยน�้ำยาฟอร์มาลนิ โดยวธิ ีImmunohistochemistry
69

โรค Colibacillosis  (ต่อ)

ภาพที่ 166 Large intestine, pig, colibacillosis  (H&E 40x)

ภาพที่ 167 Large intestine, pig, colibacillosis   ผลบวกที่ Escherichia coli       (IHC 40x)




