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  งานวิจัยครั้งนี้มีวัตถุประสงค์เพื่อศึกษามิญชวิทยาของทางเดินอาหาร ของ  
S. commersonii พบว่า ทางเดินอาหารแบ่งเป็น 3 ส่วน คือ หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร และล าไส้  
แต่ละส่วนประกอบด้วยชั้น มิวโคซา ซับมิวโคซา ชั้นกล้ามเนื้อ และชั้นซีโรซา โดยชั้นมิวโคซาของ
หลอดอาหารเป็นเยื่อบุผิวชนิดสตราติฟายด์สเควมัส กระเพาะอาหารรูปร่างตรง ชั้นมิวโคซา เป็น
เยื่อบุผิวชนิดซิมเปิลคอลัมนาร์ ภายในชั้นลามินาร์โพรเพรียพบต่อมแกสตริก ล าไส้ปลาลิ้นหมา
แบ่งเป็น 2 ส่วน คือ ล าไส้ส่วนต้นและล าไส้ส่วนปลาย ล าไส้ส่วนต้นมีวิลไลยาวกว่าล าไส้ 
ส่วนปลาย ชั้นมิวโคซาเป็นเยื่อบุผวิชนิดซิมเปิลคอลัมนาร์ การศึกษาการกระจายของเซโรโทนิน
และโคเลซิสโตไคนินในทางเดินอาหารของปลา  S. commersonii ด้วยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรีพบ
เซลล์ที่ย้อมติดเซโรโทนินและโคเลซิสโตไคนิน ที่กระเพาะอาหารและล าไส้แต่ไม่พบที่หลอด
อาหาร เซลล์ที่ย้อมติดเซโรโทนินและโคเลซิสโตไคนิน มี 2 ชนิด คือ เซลล์รูปร่างปิรามิดและชนิด
โคลสไทป์ นอกจากนี้โคเลซิสโตไคนินยังย้อมติดบริเวณด้านล่างของต่อมและย้อมติดเซลล์กล
อบเบรทและ บรัชบอร์เดอร์ 
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 The aim of this research was to study the histological of digestive tract of 
S.commersonnii. Digestive tract was divided into 3 part; esophagus, stomach and intestine. Each 
part was composed of mucosa, submucosa, muscularis and serosa. For the mucosa epithelium of 
esophagus, it was stratified squamous epithelium. The stomach was straight and mucosa 
epithelium was simple columnar. It contained was found that the gastric gland in lamina propria.  
The intestine has two parts, anterior and posterior. Villi of anterior intestine longer than posterior.  
The mucosa of intestine was simple columnar epithelium. To study distribution of serotonin and 
cholecystokinin producing cells by using immunohistochemistry of digestive tract of 
S.commersonnii. Serotonin and cholecystokinin immunoreactive endocrine cells were not found 
in esophagus but were found in stomach and intestine. Serotonin and cholecystokinin 
immunoreactive cell had 2 types, they were in  pyramid shape and close type. In addition 
cholecystokinin immunoreactive cell was found basal of gastric gland, goblet cell and            
brush border. 
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บทที ่1 
บทน า 

 
ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 
 ปลาลิ้นหมา (Synaptura commersonii) เป็นปลากระดูกแข็งในกลุ่มปลาที่มีก้านครีบ  
มีการแพร่กระจายอย่างกว้างขวางบริเวณตะวันตกเฉียงเหนือของมหาสมุทรอินโด-แปซิฟิกตะวันตก 
รวมทั้งบริเวณอ่าวไทย เกาะบอร์เนียว อินโดนีเซีย แต่ไม่ถึงฟิลิปปินส์ ปาปัวนิวกินี หรือออสเตรเลีย
ไปทางตะวันตกไปยังประเทศอินเดียและปากีสถาน ในน่านน้ าไทยพบได้ทั้งอ่าวไทยและ 
ทะเลอันดามันเป็นปลาที่มีคุณค่าทางโภชนาการมาก นิยมน ามารับประทาน ประชากรปลาลิ้นหมา 
ในธรรมชาติมีจ านวนลดลงอย่างรวดเร็ว จึงเร่ิมมีการเพาะเลี้ยงปลาลิ้นหมาขึ้นในแถบยุโรป ส่วนใน
ประเทศไทยนั้นปลาลิ้นหมาจัดเป็นปลาทะเลเศรษฐกิจนิยมบริโภคกันอย่างแพร่หลาย แต่ 
การเพาะเลี้ยงปลาลิ้นหมาในประเทศไทยยังไม่ประสบความส าเร็จหรือเพาะเลี้ยงได้ยาก อีกทั้ง 
ยังไม่สามารถเพาะลูกพันธุ์เชงิพาณิชย์ได้ นอกจากนี้ปลาลิ้นหมายังมีประโยชน์สามารถใช้บอกถึง
คุณภาพน้ าทะเลได้ โดยเมื่อเกิดเหตุการณ์คุณภาพน้ าผิดปกติ เช่น มีปริมาณออกซิเจนต่ า ปริมาณ
แอมโมเนียสูง จะพบปลาลิ้นหมาว่ายขึ้นมาบริเวณผิวน้ าก่อนปลาชนิดอ่ืน ๆ  
 การท างานของระบบย่อยอาหารในสัตว์มีกระดูกสันหลังเกี่ยวข้องกับฮอร์โมนหลายชนิด 
เช่น แกสตริน (Gastrin) โคเลซิสโตไคนิน (Cholecystokinin หรือ CCK) ซีครีติน (Secretin)   
โมทิลิน (Motilin) เซโรโทนิน (Serotonin) โซมาโตสเตติน (Somatostatin) เป็นต้น ฮอร์โมนในทาง
เดินอาหารสร้างมาจากกลุ่มเซลล์ที่สร้างฮอร์โมน (Enteroendocrine cell) ซึ่งจะกระจายอยู่ในชั้น 
มิวโคซา (Mucosa) เซโรโทนินเป็นฮอร์โมนและสารสื่อประสาทที่มีโครงสร้างทางเคมีเป็น 
โมโนเอมีน (Monoamine) พบในสัตว์ที่มีกระดูกสันหลังทุกชนิด ทั้งในระบบประสาทส่วนกลาง
และระบบทางเดินอาหาร ท าหน้าที่ส าคัญในการควบคุมการเคลื่อนที่ของทางเดินอาหาร (Olsson & 
Holmgren, 2001) ส่วนโคเลซีสโตไคนิน เป็นเปบไทด์ฮอร์โมนซึ่งมีจ านวนกรดอะมิโนต้ังแต่  
4-83 โมเลกุล สร้างจากล าไส้เล็กมีหน้าที่หลัก 3 ชนิด คือ กระตุ้นให้ตับอ่อนหลั่งน้ าย่อย กระตุ้น 
ให้ถุงน้ าดีหลั่งน้ าดีออกมา และท าให้กระเพาะอาหารปล่อยอาหารลงมาที่ล าไส้เล็กช้าลง  

 การตรวจหาต าแหน่งของเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนในทางเดินอาหารปลาใช้เทคนิค 
อิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี (Immunohistochemistry) ซึ่งอาศัยหลักการท าปฏิกิริยากันอย่างจ าเพาะ
ระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีเกิดเป็นสารเชิงซ้อนที่มีความคงตัว แล้วติดฉลากแอนติบอดีด้วย
เอนไซม์ พบว่า ทางเดินอาหารของปลาแต่ละชนิดมีกลุ่มเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนแตกต่างกัน ได้แก่ 
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ปลากระดูกอ่อนที่พบกลุ่มเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนกลูคากอนในกระเพาะอาหาร (Tagliafierro, Farina, 
Faraldi, Roossi, & Vacchi, 1989) ปลา Ictalurus punctatus (ปลากดอเมริกัน) ตรวจพบเซโรโทนิน
ตลอดทางเดินอาหารซึ่งเหมือนกับปลาชนิดอ่ืน ๆ (He, Wang, & Zhang, 2009) แต่ปัจจุบันพบว่า 3
ยังไม่มีงานวิจัยที่ศึกษาลักษณะโครงสร้างทางเดินอาหาร รวมถึงกลุ่มเซลล์ที่ท าหน้าที่สร้างฮอร์โมน
ของปลาลิ้นหมา ผู้วิจัยจึงมีความสนใจที่จะศึกษา ต าแหน่งที่สร้างฮอร์โมนเซโทโทนินรวมทั้ง
ฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ภายในทางเดินอาหารของปลาลิ้นหมาโดยใช้วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี  

 
วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
 1.  ศึกษาลักษณะรูปร่างเซลล์ ต าแหน่งที่สร้างเซโรโทนินของปลาลิ้นหมา ภายใน
ทางเดินอาหารโดยใช้วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี  

 2.  ศึกษาลักษณะรูปร่างเซลล์ ต าแหน่งที่สร้างโคเลซิสโตไคนินของปลาลิ้นหมา ในทาง
เดินอาหารโดยใช้วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 

 
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับจากการวิจัย 

 1.  สามารถระบุลักษณะรูปร่างเซลล์ ต าแหน่งที่สร้างเซโรโทนินและโคเลซิสโตไคนิน 
ของปลาลิ้นหมา ภายในทางเดินอาหารได้  

 2.  ข้อมูลที่ได้สามารถน าไปประยุกต์ใช้ในการเพาะเลี้ยงการพัฒนาสูตรอาหาร 
 

ขอบเขตของการวิจัย 
 ศึกษาต าแหน่งที่พบเซโรโทนินและโคเลซิสโตไคนิน ภายในทางเดินอาหารของ   

ปลาลิ้นหมา ตัวเต็มวัย ซึ่งน ามาจากอ่าวไทยใช้วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี  
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บทที ่2 
เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
ปลาลิ้นหมาทะเล 
  ปลาลิ้นหมาเป็นปลากระดูกแข็งในกลุ่มปลาที่มีก้านครีบจัดในอันดับปลาซีกเดียว 
(Pleuronectiformes) วงศ์ปลาลิ้นหมา (Soleidae) ปลาลิ้นหมามีชื่อเรียกหลายชื่อ เช่น ปลายอดม่วง 
ปลาลิ้นควาย หรือปลาใบไม้ มีชื่อสามัญว่า Tongue fishes พบประมาณ 137 ชนิด อยู่ทั่วโลก 
แพร่กระจายทั่วไปทั้งอ่าวไทยและทะเลอันดามัน ปลาลิ้นหมามีล าตัวแบนราบ ด้านท้องมีสีขาว 
ส่วนอีกด้านหนึ่งมีสีน้ าตาลด า เกล็ดมีลักษณะเป็นแบบโค้งมน (Cycloid) หรือมีขอบเป็นหยัก 
(Ctenoid) หัวมีลักษณะโค้งมน หางแหลม เมื่อยังเป็นตัวอ่อนมีตา 2 ข้าง อยู่ทั้ง 2 ข้างของล าตัว
เหมือนปลาชนิดอ่ืน แต่เมื่อโตเต็มวัยตาข้างหนึ่งย้ายไปรวมกับอีกด้านหน่ึงของกะโหลก ครีบหลัง
และครีบทวารมีฐานครีบยาว ปลาในวงศ์นี้ออกหากินในเวลากลางคืน และมีการพรางตัวเพื่อ
ประโยชน์ในการจับเหยื่อ จึงมีความสามารถในการปรับเม็ดสีที่ผิวให้เข้ากับสภาพแวดล้อม   
ปลาลิ้นหมาทะเลมีแหล่งที่อยู่อาศัยคือ พื้นทะเล หรือพื้นท้องน้ า ว่ายน้ าโดยขนานกับพื้นและพลิ้ว
ตัวตามแนวขึ้นลง สามารถมุดใต้พื้นทรายหรือโคลนได้เวลาตกใจ ปลาลิ้นหมาจัดเป็นปลากินเนื้อ 
(Carnivore) ดังนั้นอาหารส่วนใหญ่ ได้แก่ สัตว์หน้าดินขนาดเล็ก (Zoobenthos) ลูกกุ้ง ลูกปู   
แอมฟิพอด (Amphipods) ปลาขนาดเล็ก แพลงก์ตอนสัตว์ เช่น โคพีพอด (Copepods)  

 
การจ าแนกประเภทของปลาตามชนิดอาหารที่กิน 

ปลาแบ่งเป็นประเภทต่าง ๆ ตามชนิดของอาหารที่ปลากิน ดังน้ี 
  1.  ปลากินเนื้อ ชอบกินเนื้อปลาหรือสัตว์อ่ืนเป็นอาหาร เช่น ปลาช่อน ปลากระสูบ  
ปลากะพง ปลากะรัง และปลาฉลาม เป็นต้น 
  2.  ปลากินพืช (Herbivorous fish) ชอบกินพืชผัก หญ้า สาหร่ายเป็นอาหาร เช่น    
ปลาตะเพียนขาว ปลานิล ปลาไน ปลาจีน เป็นต้น 
  3.  ปลากินทั้งพืชและสัตว์ (Omnivorous fish) เป็นปลาที่กินทั้งพืชและสัตว์ เช่น ปลาแรด 
ปลาสวาย ปลาเทโพ เป็นต้น 
  4.  ปลากินซากเน่าเปื่อยตามพื้นท้องน้ า (Scarvenger) ชอบกินซากพืชหรือสัตว์ที่ตาย
ก าลังเน่าเปื่อย (Detritus) เช่น ปลาไหล เป็นต้น 
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  5.  ปลากินแพลงก์ตอน (Plankton feeder) เป็นปลาที่กรองแพลงก์ตอนกินเป็นอาหาร 
เช่น ปลาทู ปลาลัง 
  6.  ปลาที่กินแบบตัวเบียน (Parasite fish) เป็นปลาที่กินโดยการดูดเลือดของเหลวจาก
ปลาหรือสัตว์อ่ืนเป็นอาหาร เช่น ปลาปากกลม 
 

ลักษณะทางเดินอาหารของปลาทั่วไป 
 ทางเดินอาหารของปลากินพืช และกินสัตว์ มีลักษณะแตกต่างกัน โดยปลากินสัตว์จะมี
ทางเดินอาหารส่วนล าไส้ที่สั้นกว่า เน้ือย่อยได้เร็วในกระเพาะอาหาร แตผ่นังทางเดินอาหารแข็งแรง
กว่าปลากินพืช ระบบทางเดินอาหารของปลาประกอบด้วยส่วนต่าง ๆ ดังนี้ 
 1.  หลอดอาหาร (Esophagus) เป็นทางผ่านของอาหารขนาดใหญ่ เพื่อน าอาหารไปสู่
กระเพาะอาหาร (พิชญา ณรงค์พงศ์, 2555) 
 2.  กระเพาะอาหาร (Stomach) อยู่ต่อมาจากหลอดอาหารท าหน้าที่เก็บอาหาร และ
กระเพาะอาหารมีชั้นกล้ามเนื้อที่หนาเพื่อช่วยในการย่อยอาหารก่อนที่จะล าเลียงไปยังล าไส้  
การย่อยอาหารและการดูดซึมสารอาหารจะเร่ิมที่ส่วนของกระเพาะ   
 3.  ไส้ติ่ง (Pyloric caeca) เป็นหลอดปลายตัน อยู่ระหว่างกระเพาะอาหารและล าไส้  
ส่วนหน้ามีจ านวนแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของปลา (พิชญา ณรงค์พงศ์, 2555) หน้าที่ของไส้ติ่งคือ 
เป็นตัวแบ่งเขตทางกายภาพของทางเดินอาหารตอนกลาง (Abowei & Ekubo, 2011) ช่วยกระเพาะ
อาหารและล าไส้ในการย่อยอาหาร ดูดซึมคาร์โบไฮเดรตและไขมัน ช่วยเพิ่มพื้นที่ผิวของ 
ทางเดินอาหาร  
 4.  ล าไส้ส่วนต้น (Anterior intestine) ท าหน้าที่ย่อยและดูดซึมสารอาหาร โดยล าไส้+
ส่วนต้นจะท าหน้าที่ย่อยและดูดซึมสารอาหารที่ได้จากการย่อยโปรตีนและลิพิด แต่ล าไส้ส่วนท้าย
จะดูดซึมน้ าและเกลือแร่ต่าง ๆ  
 5.  ไส้ตรง (Rectum) เป็นส่วนสุดท้ายของล าไส้อยู่ทางด้านหน้าของครีบก้น (Anal fin)  
มีขนาดสั้น ท าหน้าที่เป็นทางผ่านของอุจจาระออกจากร่างกายของปลา  
   

อวัยวะช่วยในการท างานของระบบทางเดินอาหาร 
เป็นอวัยวะท าหน้าที่เพื่อช่วยย่อยอาหารที่ปลากินเข้าไป ได้แก่ ตับ ถุงน้ าดี ตับอ่อน  
ตับ (Liver) เป็นอวัยวะขนาดใหญ่เมื่อเทียบกับขนาดของช่องท้อง มีสีน้ าตาลเหลือง หรือ

ด าปนแดง แล้วแต่ชนิดของปลา มีลักษณะเป็นพู แต่ละพูมคีวามยาวไม่เท่ากัน ปลากินเนื้อจะมีตับ
ใหญ่กว่าปลากินพืช โดยตับปลามีหน้าที่สะสมอาหารพวกน้ าตาลและไขมันไว้ใช้ในยามขาดแคลน 
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ช่วยสร้างน้ าย่อยส่งไปยังล าไส้เล็ก แต่ยังไม่ทราบชนิดที่แน่นอน สร้างน้ าดีเก็บไว้ที่ถุงน้ าดีและ
ส่งไปยังล าไส้เล็กท าให้ล าไสเ้ล็กย่อยไขมันได้ดีขึ้น 

ถุงน้ าดี (Gall bladder) มีลักษณะเป็นถุงกลมหรือยาวรี สีเขียวเข้ม ผนังบางใส น้ าดีท า
หน้าที่ท าให้โมเลกุลของไขมันแตกตัวเล็กลง เหมาะแก่การย่อยของน้ าย่อยต่อไป นอกจากนี้น้ าดียัง
ท าให้ความเป็นกรดด่างพอเหมาะแก่การย่อยอาหารภายในล าไส้เล็กอีกด้วย  

ตับอ่อน (Pancreas) ในปลากระดูกอ่อนจะเห็นได้ชัดโดยตั้งอยู่บริเวณส่วนท้ายของ
กระเพาะอาหาร มีสีครีม ส่วนในปลากระดูกแข็งตับอ่อนจะกระจัดกระจายอยู่บริเวณส่วนต้นล าไส้
เล็กหรือบริเวณไส้ติ่งตรงส่วนท้ายกระเพาะอาหาร ใกล้เคียงกับต าแหน่งของม้าม และมีบางส่วน
แนบอยู่กับตับ ตับอ่อนจะมีท่อไปเปิดสู่ล าไส้เล็กบริเวณใกล้กับท่อน้ าดี หน้าที่ของตับอ่อนคือ  
สร้างน้ าย่อย 3 ชนิด คือ อะมายเลส (Amylase หรือ Amylopsin) ช่วยย่อยแป้ง ทริพซิน (Trypsin) 
ย่อยโปรตีน สตีฟซิน (Steapsin) ย่อยไขมัน นอกจากนี้ยังผลิตอินซูลินควบคุมปริมาณน้ าตาล 
ในเลือด 

 
โครงสร้างเนื้อเยื่อวิทยาทางเดินอาหารของปลา 

ลักษณะทางเดินอาหารของปลาสามารถบ่งบอกถึงอนุกรมวิธาน ความแตกต่างนิสัย 
การกิน รูปร่าง ขนาดและเพศของปลาได้ (Kapoor, Smith, & Verighina, 1975) ปลา Rhamdia 
quelen (ปลาดุก) (Hernandez, Gianeselli, & Domitrovic, 2009b) มีหลอดอาหารสั้น โครงสร้างของ
หลอดอาหารปลาประกอบด้วย 4 ชั้น ได้แก่ 1. ชั้นมิวโคซา (Mucosa) ประกอบด้วยเยื่อบุผิว 
สเตทติไฟด์สควอมัส และมีเซลล์มิวคัส (Mucous cells) แทรก แต่ปลา Lates calcarifer (ปลากะพง) 
ชั้นมิวโคซาเป็นเนื้อเยื่อบุผิวชนิดซิมเพิลคอลัมนาร์ (Simple columnar epithelium) (Purushothaman 
et al., 2016) 2. ชั้นซับมิวโคซา (Submucosa) ประกอบด้วยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดแน่น  
(Dense connective tissue) มีเส้นใยคอลลาเจน 3. ชั้นกล้ามเน้ือ (Muscularis) ประกอบด้วย 
มัดกล้ามเนื้อลายซึ่งแบ่งออกเป็น 2 ชั้นย่อย คือ ชั้นในเป็นกล้ามเนื้อตามยาวและชั้นนอกเป็น
กล้ามเนื้อวง (Hernandez et al., 2009b) 4. ชั้นซีโรซา (Serosa) พบบริเวณด้านนอก มีเส้นเลือดแทรก 
 โครงสร้างกระเพาะอาหาร ปลาแต่ละชนิดมีรูปร่างกระเพาะต่างกัน เช่น รูปตัวยู  
(U shape) หรือ รูปตัวเจ (J shape) ซึ่งพบในปลาทั่วไป เช่น ปลา Schizodon knerii  
(Santos et al., 2015) และปลา I. punctatus (Sis et al., 1979) และ R. quelen (Hernandez et al., 
2009b) และ รูปร่างตรง (Straight shape) พบน้อยมาก เช่น ปลา Esox lucius (ปลาไพค์) (Buke, 
1971) ซึ่งโครงสร้างกระเพาะอาหารปลาประกอบด้วยชั้นมิวโคซา ชั้นซับมิวโคซา ชั้นกล้ามเนื้อ 
และชั้นซีโรซา โดยชั้นมิวโคซาเป็นเนื้อเยื่อบุผิวชนิดซิมเพิลคอลัมนาร์ พบแกสตริกพิธ  



6 

(Gastric pits) และต่อม (Gastric gland) มีเซลล์มิวคัสแทรกอยู่ ชั้นซับมิวโคซาเป็นเน้ือเยื่อเกี่ยวพัน
ชนิดหลวม (Loose connective tissue) (Hernandez et al., 2009b) ชั้นกล้ามเนื้อและชั้นซีโรซา
เหมือนกับที่พบในหลอดอาหาร  
 โครงสร้างล าไส้ ปลาแต่ละชนิดมีความยาวล าไส้ที่แตกต่างกัน ปลากินพืชมีล าไส้ที่ยาว
กว่าปลากินสัตว์ โครงสร้างล าไส้ของปลามี 4 ชั้น เหมือนกับหลอดอาหารและกระเพาะชั้นมิวโคซา
ของล าไส้เป็นเน้ือเยื่อบุผิวชนิดซิมเพิลคอลัมนาร์ ซึ่งพบบรัชบอร์เดอร์ (Brush border) และเซลล์  
กลอบเบรท (Albrecth et al., 2001) ชั้นซับมิวโคซา เป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดหลวม มีเส้นใย 
คอลลาเจน เส้นเลือด ท่อน้ าเหลือง ชั้นกล้ามเนื้อ เป็นกล้ามเนื้อเรียบ 2 ชั้น คือ ชั้นในเป็นกล้ามเนื้อ
วงและชั้นนอกเป็นกล้ามเนื้อตามยาว ชั้นซีโรซา ด้านนอกสุด ประกอบด้วยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันบาง ๆ 
และมีเซลล์มีเซนทีเลียล (Mesothelial cells) เรียงชั้นเดียวอยู่นอกสุด (Silva, Natali, & Hahn, 2012) 
 ในทางเดินอาหารพบเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนกระจายอยู่ในเนื้อเยื่อบุผิว และต่อมภายใน
กระเพาะอาหาร โดยชนิดของฮอร์โมนที่ถูกสังเคราะห์ขึ้นมีหลายชนิดและมีบทบาทส าคัญต่อ
สรีรวิทยาของทางเดินอาหาร (Ku, Lee, & Lee, 2004) เช่น ฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน มีผลต่อ 
การเคลื่อนไหวของกระเพาะอาหารปลา (Olsson & Holmgren, 2001) ฮิสตามีนท าให้กล้ามเนื้อเรียบ
บีบตัวและกระตุ้นการหลั่งกรดในกระเพาะอาหาร (Ku, Lee, & Lee, 2004) 
 

เซโรโทนิน (Serotonin)  
เซโรโทนิน (Serotonin หรือ 5-Hydroxytryptamine หรือ 5-HT) เป็นสารสื่อประสาทที่มี

โครงสร้างทางเคมีเป็นโมโนอะมีน (Monoamine neurotransmitter) ประมาณ 10-20% นั้น  
ถูกสังเคราะห์ในระบบประสาทส่วนกลาง เพื่อควบคุมความหิว อารมณ์ และความโกรธ  
แต่ส่วนมากประมาณ 80-90% พบมากในระบบทางเดินอาหารของสัตว์มีกระดูกสันหลังหลายชนิด 
เช่น ปลา สัตว์คร่ึงน้ าคร่ึงบก สัตว์เลื้อยคลาน นก และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม เป็นต้น เซโรโทนินใน
ปลาพบในทางเดินอาหารทุกส่วน (Danielle et al., 2013) ช่วยในการเคลื่อนไหวของทางเดินอาหาร 
และการไหลเวียนของเลือดโดยกระตุ้นให้หลอดเลือดเกิดการบีบตัว (Egginton, Forster, & 
Davision, 2001)  
 

โคเลซีสโตไคนิน (Cholecystokinin หรือ CCK) 
โคเลซีสโตไคนินเป็นเปบไทด์ฮอร์โมนซึ่งมีจ านวนกรดอะมิโนต้ังแต่ 4-83 โมเลกุล พบใน

สัตว์มีกระดูกสันหลังชนิดต่าง ๆ เช่น สัตว์เลื้อยคลาน ปลา และสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Danielle et al., 
2013) ในสัตว์เลี้ยงลูกด้วยน้ านมพบโคเลซีสโตไคนินในสมอง ท าหน้าที่กระตุ้นศูนย์อ่ิม ท าให้เกิด
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การอยากอาหารน้อยลง โคเลซิสโตไคนินสร้างจากส่วนต่าง ๆ ในทางเดินอาหารแตกต่างกันแล้วแต่
ชนิดของปลา เช่น ปลา Oligosarcus hepsetus (ปลาแอฟริกันไพค์) พบในล าไส้ส่วนท้าย แต่ใน  
ปลา Mugil saliens (ปลากระบอก) และปลา R. quelen พบมากบริเวณล าไส้ (Hernandez et al., 
2012) สร้างมาจากเซลล์ไอ (I cell) ของล าไส้เล็ก มีหน้าที่ดังนี้ การกระตุ้นให้ตับอ่อนหลั่งเอนไซม์ 
กระตุ้นให้ถุงน้ าดีหลั่งน้ าดี และยับยั้งกระเพาะอาหารท าให้กระเพาะอาหารปล่อยอาหารลงมาที่
ล าไส้เล็กช้าลง (Delay gastric emptying) นอกจากนี้ยังพบว่า อาหารที่เข้าสู่ล าไส้กระตุ้นให้เซลล์
หลั่งฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนินเข้ากระแสเลือดกระตุ้นการเคลื่อนไหวของล าไส้แบบเพอริสทอลซิส 
(Peristalsis) (Einarsson et al., 1997; Rajjo et al., 1988) โดยบริเวณกระเพาะของปลายังไม่มีรายงาน
ว่าพบต าแหน่งที่สร้างฮอร์โมน โคเลซีสโตไคนิน 

 
ทฤษฎีและหลักการวิธีการท าอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 
 วิธีการอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี เป็นวิธีที่ตรวจหาแอนติเจนในเนื้อเยื่อ เป็นวิธีที่ไม่ท าลาย
เซลล์หรือเนื้อเยื่อ ซึ่งอาศัยหลักการท าปฏิกิริยากันอย่างจ าเพาะระหว่างแอนติเจนและแอนติบอดีเกิด
เป็นสารเชิงซ้อนที่มีความคงตัว โดยใช้วิธีการติดฉลากด้วยเอ็นไซม์ (ส าหรับการตรวจดูด้วยกล้อง
จุลทรรศน์ใช้แสง) หรือสารเรืองแสง (Immunofluorescence) ส าหรับการตรวจดูด้วยกล้อง   
ฟลูออเรสเซนท์ วิธีการนี้จะท าให้ทราบต าแหน่งของแอนติเจนที่จะตรวจหาว่าอยู่ในบริเวณใดของ
เซลล์หรือของเน้ือเยื่อ เช่น อยู่ในไซโตพลาสซึมบริเวณนิวเคลียส หรือที่เยื่อหุ้มเซลล์ เป็นต้น และ
เมื่อย้อมแล้วอาจวัดผลในเชิงกึ่งปริมาณ (Semi-quatitative) ได้ (Pongchareon et al., 2004) หรืออาจ
ใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ต่อเชื่อมการท างานกับกล้องจุลทรรศน์ช่วยในการวัดเชิงปริมาณได้ 
(Matkowskyj et al., 2000) 
 วิธีการอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี แบ่งเป็น 2 แบบใหญ่ ๆ ดังนี้คือ 
 1.  แบบไดเร็ค (Direct method) ใช้แอนติบอดีจ าเพาะที่ติดฉลาก (Conjugate) ด้วย
เอ็นไซม์ เช่น เอ็นไซม์ฮอสเรดิช เพอร์ออกซิเดส (Horseradish peroxidas) หรือเอ็นไซม์แอลคาไลน์
ฟอสฟาเทส (Alkaline phosphatase) เพือ่ตรวจหาแอนติเจนในเนื้อเยื่อ เมื่อเอนไซม์ท าปฏิกิริยากับ
ซับสเตรท (Substrate) ก่อให้เกิดผลิตภัณฑ์ที่มีสีซึ่งวิธีการนี้จะมีความไว (Sensitivity) น้อย 
 2.  แบบอินไดเร็ค (Indirect method) ท าโดยใช้แอนติบอดีสองชนิด ชนิดแรกเรียกว่า 
แอนติบอดีปฐมภูมิ (Primary antibody) ที่มีความจ าเพาะต่อแอนติเจนที่จะตรวจหาในเนื้อเยื่อและ
อีกชนิดหนึ่งเรียกว่าแอนติบอดีทุติยภูมิ (Secondary antibody) ที่มีความจ าเพาะกับแอนติบอดี  
ปฐมภูมิ ซึ่งแบบนี้มีการติดฉลากที่แอนติบอดีทุติยภูมิ ด้วยสารไบโอติน (Biotin) จึงเรียกว่า    
ไบโอตินเลทเซคันบอดี (Biotinylated secondary antibody) ซึ่งจะจับกับอะวิดิน (Avidin) หรือ  
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สเตรปตาวิดิน (Streptavidin) ที่ถูกติดฉลากไว้กับเอ็นไซม์ การตรวจโดยวิธีนี้มีความไวในการตรวจ
มาก  
 

 
 
ภาพที่ 2-1  แผนผังปฏิกิริยาการย้อมเนื้อเยื่อด้วยแอนติบอดีจ าเพาะโดยใช้ระบบ Avidin-biotin  
  peroxidase complex (Protocol, n.d.) 
 
 เอ็นไซม์และซับสเตรท 

 ส าหรับการย้อมเน้ือเยื่อโดยอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรีโดยใช้เอ็นไซม์นั้น บางคร้ังอาจเรียกว่า 
Immunoenzymatic labeling หรือ Immunoenzymatic stanining เอ็นไซม์ที่นิยมใช้ในการติดฉลาก
แอนติบอดีในปัจจุบันได้แก่ เอ็นไซม์ฮอสเรดิชเพอร์ออกซิเดส หรือเอ็นไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเทส 
ซึ่งเอ็นไซม์ทั้งสองชนิดนี้จะก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงของซับสเตรท แต่ละชนิดที่เติมลงไปให้เกิด
สีที่มองเห็นได้ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบธรรมดา (Bulmer & Johnson, 1985; Wongweragiat et al., 
2001) โดยทั่วไปแล้วซับสเตรทที่ใช้ส าหรับเอ็นไซม์ ฮอสเรดิช เพอร์ออกซิเดส ที่นิยมใช้คือ    
3, 3’-ไดอะมิโนเบนซาดีน (Diaminobenzidine หรือ DAB) ซึ่งจะถูกออกซิไดซ์ แล้วเปลี่ยนเป็น 
สีน้ าตาล ส่วนซับสเตรทส าหรับเอ็นไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเทส ที่นิยมใช้คือ 5-โบรโม-4 คลอโร-
3-อินโดลฟอสเฟต ร่วมกับ ไนโตรบลูเตตระโซเลียม (Nitroblue tetrazolium) หรือเรียกย่อว่า BCIP/ 
NBT ซึ่งจะถูกเปลี่ยนให้เป็นสีน้ าเงินเข้มหรือสีม่วง (Murphy et al., 2008) 
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Histological technique 
 เป็นเทคนิคที่ใช้ศึกษาลักษณะโครงสร้างและส่วนประกอบของเนื้อเยื่อด้วยการย้อมสี 
(Bancroft & Cook, 1994) โดยสีที่นิยมใช้คือ สีฮีมาทอกไซลีน-อีโอซิน (Hematoxylin ans eosin: 
H&E) 
 สีฮีมาทอกไซลีน 
 สีฮีมาทอกไซลีน เป็นสีเบส (Basic dye) มีสูตรโครงสร้างคือ C16H14O6 สกัดได้จาก 
เน้ือไม้ของต้น Haematoxylon campechianum ซึ่งมีถิ่นก าเนิดอยู่ในประเทศแม็กซิ สีฮีมาทอกไซลีน
ไม่สามารถน ามาย้อมเน้ือเยื่อได้ทันทีต้องน าไปออกซิไดซ์ให้ได้ฮีมาติน (Hematein) ก่อน จึง
สามารถน าไปใช้ย้อมเนื้อเยื่อได้ ซึ่งการออกซิไดซ์ฮีมาทอกไซลีนนั้นสามารถท าได้ 2 วิธี ดังนี ้
 1.  การออกซิไดซ์ทางธรรมชาติ โดยการน าไปตั้งทิ้งไว้ในที่กลางแจ้งและโดนอากาศ  
ซึ่งการออกซิไดซ์ด้วยวิธีนี้จะใช้เวลานาน โดยอาจนานถึง 3-4 เดือน แต่ผลลัพธ์ที่ได้นั้นคือ สีที่ได้
นั้นสามารถเก็บไว้ได้เป็นเวลานาน เช่น การเตรียมสีฮีมาทอกไซลีนด้วยวิธีของ Ehrlich’s and 
Delafield’ 
 2.  การออกซิไดซ์ด้วยสารเคมี การใช้สารเคมีในการออกซิไดซ์ฮีมาทอกไซลีนให้
เปลี่ยนเป็นฮีมาตินอย่างเฉียบพลัน ซึ่งสีที่ได้นั้นสามารถน าไปใช้ได้ในทันทีหลังจากเตรียมเสร็จ  
สีจะมีอายุการใช้งานสั้นกว่าสีฮีมาทอกไซลีนที่เตรียมจากการออกซิไดซ์ด้วยวิธีทางธรรมชาติ   
โดยฮีมาตินที่ได้นั้นไม่สามารถยึดจับนิวเคลียสได้ไม่แข็งแรงมากนัก จ าเป็นต้องใช้มอร์แดนท์ 
(Mordants) ซึ่งมอร์แดนท์ที่ใช้ส าหรับสีฮีมาทอกไซลีนนั้น ได้แก่ เกลือของอลูมิเนียม (Salt of 
aluminium) เหล็ก (Iron) และทังสเตน (Tungsten) โดยมอร์แดนท์เหล่านี้จะท าให้สีมีประจุบวกช่วย
ในการจับกับเนื้อเยื่อที่มีประจุลบ เช่น เส้นใยโครมาตินในนิวเคลียส โดยมอร์แดนท์จะช่วยให้ 
สีฮีมาทอกไซลีนจับกับเนื้อเยื่อได้ดีขึ้น 
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ภาพที่ 2-2  สูตรโครงสร้างทางเคมีของสีฮีมาทอกไซลีน (Pathology Research 2013, n.d.) 
 
 สีอีโอซิน 
 สีอีโอซิน เป็นสีกรด ละลายได้ดีในแอลกอฮอล์และน้ า มักใช้ย้อมคู่กับสีฮีมาทอกไซลีน 
เพื่อใช้ในการแสดงโครงสร้างทั่วไปของเนื้อเยื่อ ตลอดจนช่วยในการแสดงความแตกต่างของ   
ไซโทพลาซึมในเซลล์แต่ละชนิด และแสดงความแตกต่างระหว่างเนื้อเยื่อเกี่ยวพันแต่ละชนิดโดย
การติดสีที่แตกต่างกันคือ สีแดง สีส้ม และสีชมพู (Bancroft & Gamble, 2008)  
 
 
 
 
 
 
 
 
ภาพที่ 2-3  สูตรโครงสร้างทางเคมีของสีอีโอซิน (PhotoChemCAD Chemicals, n.d.) 
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บทที ่3 
วิธีด าเนินการวิจัย 

 
วัสดุอุปกรณ์ 
 1.  เคร่ืองควบคุมความร้อน (Hot plate) จ านวน 1 เคร่ือง 
 2.  เคร่ืองตัดเน้ือเยื่อ (Microtome) 
 3.  แผ่นสไลด์ (Microscope slide) 
 4.  ภาชนะใส่สีย้อม (Staining jar) 
 5.  กระจกปิดสไลด์ (Cover slip) 
 6.  เคร่ืองอุ่นแผ่นสไลด์ (Slide warmer) 
 7.  ออโต้ปิเปต (Pipette auto) 
 8.  กล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง (Light microscopy) 
 9.  เคร่ืองชั่งสารเคมี (Balance) 
  

สารเคมี 
 1.  ฟอร์มาลิน (Formalin) 
 2.  กรดกลาเชียล อะซีติก (Glacial acetic acid) 
 3.  เอทานอล (Ethanol) 
 4.  ไดออกเซน (Dioxane) 
 5.  พาราพลาสต์ (Paraplast) 
 6.  เจลาติน Gelatin) 
 7.  สีฮีมาทอกไซลีน  
 8.  อลูมิเนียม โปรแตสเซี่ยม ซัลเฟต (Aluminium potassium sulfate) 
 9.  โซไอ โอเดท (Sodium iodate) 
 10.  สีอีโอซิน วาย  
 11.  ไซลีน (Xylene) 
 12.  บิวทานอล (n-butanol) 
 13.  ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ 30%  
 14.  โบไวน์ ซีรัมอะบูมิน (Bovine serum albumin หรือ BSA) 
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 15.  กรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric acid) 
 16.  เซโรโทนินแรบบิทแอนติบอดี (Serotonin Rabbit antibody S5545 Sigma-Aldrich, 

Inc., United States) 
 17.  โคเลซิสโตไคนินแรบบิทแอนติบอดี (Cholecystokinin Rabbit antibody C2581 

Sigma-Aldrich, Inc., United States) 
 18.  ไบโอตินเลทเซคันบอดี (Biotinylated second antibody) 

 19.  สเตรปตาวิดิน เพอร์รอกซิเดสคอมเพล็ก (Streptavidin-peroxidase complex) 
 20.  แดปโครโมเจน (DAB chromogen) 

 21.  เปอร์เม้าท์ (Permount) 
 

สัตว์ทดลอง 
 ปลาลิ้นหมาที่มีชีวิต ตัวเต็มวัยขนาดความยาว 25-30 เซนติเมตร เพศเมีย จ านวน 5 ตัว 
โดยน ามาจากทะเลอ่าวไทย 
 

ขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อ (ดัดแปลงจาก Humason, 1972) 
 1.  กระบวนการคงสภาพเนื้อเยื่อ (Fixation) 
 น าปลาลิ้นหมาตัวเต็มวัยมาสลบด้วย MS-222 (Tricanine methanesulfonate) ในปริมาณ
ที่เกินขนาด แล้วผ่าบริเวณช่องท้องตัดส่วนทางเดินอาหารออกมา จากนั้นน าชิ้นเน้ือมาแช่ในน้ ายา
คงสภาพสารละลายบูเอง นาน 24 ชั่วโมง  
 2.  กระบวนการดึงน้ าออก (Dehydration)  
 ขั้นตอนนี้เป็นการดึงน้ าออกจากเน้ือเยื่อ โดยใช้เอทานอลความเข้มข้นต่ าไปยังเอทานอล
ความเข้มข้นสูง ซึ่งจะเร่ิมจากล้างเนื้อเยื่อด้วยเอทานอลความเข้มข้น 70% หลายคร้ังจนเนื้อเยื่อไม่มี
สีเหลือง แล้วแช่ในเอทานอลความเข้มข้น 80% และ 90% ขั้นตอนละ 1 ชั่วโมง จากนั้นแช่ใน  
แอบโซลูทเอทานอลจ านวน 2 คร้ัง ครั้งละ 1 ชั่วโมง  
 3.  กระบวนการเคลียริง (Clearing) 

น าไปแช่ในไดออกเซน 2 คร้ัง โดยครั้งแรกแช่นาน 1 ชั่วโมง และคร้ังที่ 2 แช่ทิ้งไว้
ข้ามคืน 
 4.  กระบวนการฝังเน้ือเยื่อ (Embedding) 
 แช่เน้ือเยื่อลงในพาราพลาสต์ 3 คร้ัง ครั้งละ 1 ชั่วโมง และฝังเน้ือเยื่อในพาราพลาสต์ 
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 5.  การตัดเน้ือเยื่อ 
  ตัดเซคชั่นหนา 6-7 ไมครอน แล้วติดเซคชั่นบนสไลด์ น าสไลด์ที่ได้ไปย้อมสี 

ฮีมาทอกไซลีน-อีโอซิน หรือท าเทคนิคอิมมูโนไซโตเคิมมิสทรี 
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ปลาลิ้นหมาผ่าบริเวณช่องท้องตัดส่วนทางเดินอาหารออกมา 
 

                                    คงสภาพด้วยสารละลายบูเอง (24 ชั่วโมง) 
 

ล้างเนื้อเย่ือด้วยเอทานอลความเข้มข้น 70% หลายครั้งจนเนื้อเย่ือไม่มีสีเหลือง 
 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 80% (1 ชั่วโมง)  
   

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 90% (1 ชั่วโมง) 
 

แช่ในแอบโซลูทเอทานอล 1 (1 ชั่วโมง) 
 

แช่ในแอบโซลูทเอทานอล 2 (1 ชั่วโมง) 
 

แช่ในไดออกเซน 1 (1 ชั่วโมง) 
 

แช่ในไดออกเซน 2 (ข้ามคืน) 
 

แช่ในพาราพลาสต์ 1 (1 ชั่วโมง) 
 

แช่ในพาราพลาสต์ 2 (1 ชั่วโมง) 
 

แช่ในพาราพลาสต์ 3 (ข้ามคืน) 
 

ฝังเนื้อเย่ือในพาราพลาสต์  
 

ตัดเนื้อเย่ือด้วยเครื่องตัดเนื้อเย่ือความหนา 6-7 ไมโครเมตร 
 

ติดเซคชั่นบนสไลด ์
 

วางสไลด์บนเครื่องอุ่นสไลด์ (24 ชั่วโมง) 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3-1  ขั้นตอนการเตรียมเนื้อเยื่อ 

การคงสภาพเนื้อเย่ือ 

การดึงน้ าออก 

การฝังเนื้อเย่ือ 

การตัดเนื้อเย่ือ 

การClearing 

ย้อม เซโรโทนินแรบบิทแอนติบอดี หรือ  
โคเลซิสโตไคนินแรบบิทแอนติบอดี  

ย้อมสีฮีมาทอกไซลีน-อีโอซิน 
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ขั้นตอนการย้อมสีฮีมาทอกไซลีน-อีโอซินเพื่อศึกษาลักษณะโครงสร้างทางเดนิอาหาร
ของปลาล้ินหมา 

1.  กระบวนการดึงน้ าเข้าเซคชั่น (Rehydration)  
น าสไลด์ที่ติดเซคชั่นแล้ว แช่ในไซลีน 2 คร้ัง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นแช่ใน 

แอบโซลูทเอทานอลและเอทานอลที่ความเข้มข้น 90% และ 70% ตามล าดับ ขั้นละ 5 นาที  
สุดท้ายน ามาแช่ในน้ ากลั่น 5 นาที 

2.  กระบวนการย้อมสี (Staining) 
น าสไลด์จากข้อ 1. ย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลีนนาน 30 วินาที จากนั้นล้างสไลด์ใน

สารละลายเพื่อท า Differentiation อย่างรวดเร็ว น าไปสไลด์ล้างในประปาที่ไหลผ่านนาน 10 นาที 
แช่ในน้ ากลั่น 5 นาที จากนั้นแช่ในเอทานอลที่มีความเข้มข้น 70% นาน 5 นาที และย้อมด้วยสี   
อีโอซิน นาน 5 นาที 

3.  กระบวนการดึงน้ าออก 
น าสไลด์จากข้อ 2 แช่ในเอทานอลที่ความเข้มข้น 95% นาน 5 นาที แช่ในแอบโซลูท 

เอทานอล นาน 5 นาที เอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล์ นาน 5 นาที และแช่ในไซลีนอีก 2 คร้ัง  
คร้ังละ 5 นาที 

4.  การปิดกระจกสไลด์และน าไปศึกษา 
น าสไลด์จากข้อ 3 ปิดด้วยกระจกสไลด์โดยใช้สารเปอร์เมาท์ แล้วน ามาวางบนเคร่ืองอุ่น

สไลด์นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน าสไลด์ที่ได้ไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
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สไลด์ที่มีเซคชั่นติดอยู่ 
 

แช่ในไซลีน 1 (5 นาที) 
 

แช่ในไซลีน 2 (5 นาที) 
 

แช่ในแอบโซลูทเอทานอล (5 นาที) 
 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 90% (5 นาที) 
 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 70% (5 นาที) 
 

แช่ในน้ ากลั่น (5 นาที) 
 

ย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลีน (30 วินาที) 
 

ล้างสไลด์ในสารละลาย Differentiation อย่างรวดเร็ว 
 

แช่สไลด์ในน้ าประปาไหลผ่าน (10 นาที) 
   

แช่ในน้ ากลั่น (5 นาที) 
 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 70% (5 นาที) 
 

ย้อมด้วยสีอีโอซิน (5 นาที) 
 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 90% (5 นาที) 
 

แช่ในแอบโซลูทเอทานอล (3 นาที) 
 

แช่ในเอ็น-บิวทิลแอลกอฮอล ์(5 นาที) 
 

แช่ในไซลีน 3 (5 นาที) 
 

แช่ในไซลีน 4 (5 นาที) 
 

ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์โดยใช้สารเปอร์เมาท์ 
 

วางสไลด์บนเครื่องอุ่นสไลด์ 
 

น าสไลด์ไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
 

การดึงน้ าเข้าเซคชั่น 

การย้อมสี 

การดึงน้ าออก 

ภาพที่ 3-2  ขั้นตอนการย้อมเนื้อเยื่อด้วยสีฮีมาทอกไซลีน-อีโอซิน 
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ขั้นตอนการศึกษา ต าแหน่งเซลล์ท่ีสร้างเซโรโทนิน โดยใช้วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 
 น าสไลด์ที่มีเซคชั่นของเนื้อเยื่อหลอดอาหาร กระเพาะอาหารและล าไส้เล็ก มาท าขั้นตอน

ต่าง ๆ ดังนี้ 
1.  กระบวนการดึงน้ าเข้าเซคชั่น 
น าสไลด์ที่ติดเซคชั่นแล้ว แช่ในไซลีน 2 คร้ัง ครั้งละ 5 นาที จากนั้นแช่ใน      

แอบโซลูทเอทานอลและเอทานอลที่ความเข้มข้น 90%, 80% และ 70% ตามล าดับ ขั้นละ 5 นาที 
สุดท้ายน ามาแช่ในน้ ากลั่น 5 นาที 

2.  วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 
 2.1  แช่สไลด์จากข้อ 1 ในสารละลายพีบีเอส (Phosphate buffer pH 7.4) 5 นาที  

เพื่อปรับสภาพเน้ือเยื่อ 
 2.2  ท าการยับยั้งเอ็นไซม์เอนโดจีนัสเพอรอกซิเดส (Endogenous peroxidase) ด้วย

การแช่สไลด์ใน 3% ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ในเมทานอล 10 นาที  
 2.3  แช่สไลด์ในสารละลายพบีีเอส 2 คร้ัง ครั้งละ 5 นาที เพื่อล้าง

ไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 
 2.4  เติมบีเอสเอ ลงบนเซคชั่นเนื้อเยื่อ โดยให้ทั่วบริเวณของเซคชั่น ทิ้งไว้ 30 นาที  

  2.5  ล้างบีเอสเอออกจากสไลด์เนื้อเยื่อ 
 2.6  เติมแอนติบอดีตัวที่ 1 คือ เซโรโทนินแรบบิทแอนติบอดี โดยเจือจางในพีบีเอส

อัตราส่วน 1: 2,000 ทิ้งไว้ที่อุณหภูมิ 4oC ข้ามคืน 
 2.7  ล้างเซโรโทนินแรบบิทแอนติบอดี ที่เป็นส่วนเกินออกโดยแช่สไลด์ในน้ ายา 

พีบีเอส 3 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที  
 2.8  เติมแอนติบอดีตัวที่ 2 คือ ไบโอตินเลทเซคันบอดี บนเซคชั่น ทิ้งไว้ 10 นาที 
 2.9  เติมสเตรปตาวิดิน เพอร์รอกซิเดสคอมเพล็ก สไลด์ละ 2 หยด ทิ้งไว้ 10 นาที 
 2.10  เติมแดบโครโมเจน ซึ่งเป็นซับสเตรท ทิ้งไว้ 5 นาที จากนั้นล้างด้วยน้ ากลั่น 
 2.11  ย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลีนนาน 45 วินาที จากนั้นล้างด้วยน้ าประปาไหลผ่าน

ตลอดเวลานาน 10 นาที 
 2.12  น าสไลด์แช่ในเอทานอลที่ความเข้มข้น 90% นาน 5 นาที แช่ในแอบโซลูท 

เอทานอล นาน 10 นาที บิวทานอล นาน 15 นาที และแช่ในไซลีนอีก 2 คร้ัง คร้ังละ 5 นาที 
 2.13  ปิดด้วยกระจกสไลด์โดยใช้สารเปอร์เมาท์ แล้วน ามาวางบนเคร่ืองอุ่นสไลค์นาน 

24 ชั่วโมง จากนั้นน าสไลด์ที่ได้ไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 
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ขั้นตอนการศึกษา ต าแหน่งเซลล์ที่สร้างโคเลซีสโตไคนินโดย โดยใช้วิธี 
อิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 
 ขั้นตอนการศึกษาต าแหน่งเซลล์ที่สร้างโคเลซีสโตไคนินนั้นท าเหมือนกับขั้นตอน
การศึกษาต าแหน่งเซโรโทนินต้ังแต่ขั้นตอนที่ 1 ถึง 2 แต่เปลี่ยนแอนติบอดีตัวที่ 1 เป็น     
โคเลซิสโตไคนินแรบบิทแอนติบอดี 
 

สไลด์ที่มีเน้ือเยื่อติดอยู่ 
 

แช่ในไซลีน 1 (5 นาที) 
 

แช่ในไซลีน 2 (5 นาที) 
 

แช่ในแอบโซลูทเอทานอล (5 นาที) 
 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 90% (5 นาที) 
 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 80% (5 นาที) 
 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 70% (5 นาที) 
 

แช่ในน้ ากลั่น (5 นาที) 
 

 
ภาพที่ 3-3  ขั้นตอนการศึกษาโดยใช้วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 

 
 
 

การดึงน้ าเข้าเซคชั่น 
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แช่ในสารละลายพีบีเอส (10 นาที)  
 

แช่ในเอทานอลที่มีไฮโดรเจนเพอร์ออกไซด์ 3% (10 นาที)  
 

แช่ในสารละลายพีบีเอส (5 นาที)  
 

แช่ในน้ าสารละลายพีบีเอส (5 นาที)  
 

เติมบีเอสเอ 4% (30 นาที)  
 

เติมเซโรโทนินแรบบิทแอนติบอดี หรือ 
โคเลซิสโตไคนินแรบบิทแอนติบอดี 

 (ท้ิงไว้ข้ามคืนที่อุณหภูมิ 4oC) 
 

แช่ในสารละลายพีบีเอส (10 นาที)  
 

แช่ในสารละลายพีบีเอส (10 นาที)  
 

แช่ในสารละลายพีบีเอส (10 นาที)  
 

เติม ไบโอตินเลทเซคันบอดี (10 นาที)  

 
เติมเติมสเตรปตาวิดิน เพอร์รอกซิเดสคอมเพล็ก (10 นาที)  

 
เติมแดบโครโมเจน (5 นาที)  

ล้างด้วยน้ ากลั่น 
 
 

ย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลีน (45 วินาที) 
  

แช่สไลด์ในน้ าประปาไหลผ่าน (10 นาที) 
 

 
ภาพที่ 3-3  (ต่อ) 

 
 
 

วิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 

การย้อมสี 



20 

แช่ในเอทานอลเข้มข้น 90% (5 นาที) 
  

แช่ในแอบโซลูทเอทานอล (10 นาที) 
 

แช่ในบิลทานอล (15 นาที) 
 

แช่ในไซลีน 3 (5 นาที) 
 

แช่ในไซลีน 4 (5 นาที) 
 

ปิดด้วยกระจกปิดสไลด์โดยใช้สารเปอร์เมาท์ 
 

วางสไลด์บนเครื่องอุ่นสไลด์ 
 

น าสไลด์ไปศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบใช้แสง 

 
ภาพที่ 3-3  (ต่อ) 

การดึงน้ าออก 
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บทที ่4 
ผลการวิจัย 

 
กายวิภาคทางเดินอาหารของปลาลิ้นหมา 
 ปลาลิ้นหมามีปากอยู่ทางด้านล่าง หลอดอาหารสั้น ติดกับเพดานปาก กระเพาะอาหาร 
มีลักษณะตรง ล าไส้มีความยาวเท่ากับความยาวล าตัว ล าไส้ขดกันภายในช่องท้องแล้วเปิดออก
ทางด้านหน้าใกล้กับปาก และไม่พบไส้ติ่ง (ภาพที่ 4-1 A, B) เมื่อผ่าด้านในทางเดินอาหารพบ 

มิวโคซอลโฟล (Mucosal folds) โดยที่หลอดอาหารและกระเพาะอาหารมีมิวโคซอลโฟลต่ า  
ตามแนวยาว (ภาพที่ 4-1 C, D) ที่ล าไส้พบแนวมิวโคซอลโฟลสูงตามแนวยาว ลักษณะซิกแซก  
(ภาพที่ 4-1 E) 
 
 
 

 
 

 
 

 
 
 
 
หมายเหตุ A, B  โครงสร้างกายวิภาคทางเดินอาหารปลาลิ้นหมา  
 Oes หลอดอาหาร,  
 St  กระเพาะอาหาร 
 In  ล าไส ้
 Li  ตับ 
 
ภาพที่ 4-1  โครงสร้างกายวิภาคทางเดินอาหารปลาลิ้นหมา  
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หมายเหตุ   C  ภาพขยายด้านในหลอดอาหาร 
  D  ภาพขยายด้านในกระเพาะอาหาร 
  E  ภาพขยายด้านในล าไส้ 
 
ภาพที่  4-1  (ต่อ) 
 

โครงสร้างจุลกายวิภาคหลอดอาหาร 
 ลักษณะโครงสร้างหลอดอาหารของปลาลิ้นหมาย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลินและสีอีโอซิน 
(ภาพที่ 4-2 A, B) มีมิวโคซอลโฟลต่ า โครงสร้างประกอบด้วยเน้ือเยื่อ 4 ชั้น คือ 
 1.  ชั้นมิวโคซา ประกอบด้วย ชั้นต่าง ๆ ดังนี้ 
  1.1  ชั้นเน้ือเยื่อบุผิว เยื่อบุผิวเป็นชนิดสตราติฟายด์สเควมัส ประกอบด้วยเซลล์รูปร่าง
แบนเรียงซ้อนกันหลายชั้น (ภาพที่ 4-2 B) และพบเซลล์มวิคัส มีรูปร่างทรงไข่ ไซโทพลาสซึมย้อม
ไม่ติดสีอีโอซิน นิวเคลียสรูปร่างกลมแบนพบที่ฐานของเซลล์ เซลล์ชนิดน้ีพบจ านวนมาก แทรก
ระหว่างเซลล์บุผิว (ภาพที่ 4-2 B)    
  1.2  ชั้นลามินาร์โพรเพรีย (Lamina propria) เป็นชั้นเน้ือเยื่อเกี่ยวพันชนิดแน่น 
 2.  ชั้นซับมิวโคซา ประกอบด้วยเน้ือเยื่อเกี่ยวพันชนิดแน่น เรียงตัวกันไม่เป็นระเบียบ ชั้น
นี้มีรงควัตถุกระจายอยู่ทั่วไป (ภาพที่ 4-2 B) 
 3.  ชั้นกล้ามเนื้อ ประกอบด้วยกล้ามเนื้อลาย (ภาพที่ 4-2 A) 
 4.  ชั้นซีโรซา เป็นชั้นบาง ๆ หุ้มด้านนอกสุด (ภาพที่ 4-2 A)
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หมายเหตุ  A   ภาพก าลังขยายต่ า บริเวณที่หลอดอาหารติดกับกระเพาะอาหาร 
  ge  แสดงเยื่อบุผิวกระเพาะอาหาร 
  oe  แสดงเยื่อบุผิวหลอดอาหาร 
  sm  แสดงชั้นซับมิวโคซา 
  mu  แสดงชั้นกล้ามเนื้อ  
  s  แสดงชั้นซีโรซา 
 
ภาพที่ 4-2  โครงสร้างเนื้อเยื่อหลอดอาหารตัดตามยาว (Longitudinal sections) 
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หมายเหตุ  B   ภาพก าลังขยายสูง โครงสร้างเนื้อเยื่อของหลอดอาหาร 
  mc  แสดงเซลล์มิวคัส 
  sm  แสดงชั้นซับมิวโคซา 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
  mt  แสดงรงควัตถุ 
  n  แสดงนิวเคลียสของเซลล์เมือก 
  se  แสดงเยื่อบุผิวชนิดสตราติฟายด์สเควมัส 
  mf  แสดงมิวโคซอลโฟล 
 
ภาพที่ 4-2  (ต่อ) 
 

โครงสร้างจุลกายวิภาคของกระเพาะอาหาร 
 โครงสร้างเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารของปลาลิ้นหมา เมื่อย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลินและ   
อีโอซิน (ภาพที่ 4-3 A-C) ประกอบด้วย 4 ชั้น คือ 

1.  ชั้นมิวโคซา ซึ่งประกอบด้วย 
  1.1  ชั้นเน้ือเยื่อบุผิว เยื่อบุผิวชั้นนี้เป็นซิมเปิลคอลัมนาร์ ประกอบด้วยเซลล์ทรงสูง
เรียงเป็นชั้นเดียว นิวเคลียสรูปรีอยู่บริเวณกลางเซลล์ และพบเซลล์มิวคัส รูปร่างเป็นรูปถ้วย โดยพบ
เซลล์มิวคัสแทรกระหว่างคอลัมนาร์ หรือรวมเป็นต่อมและเปิดเข้าแกสตริกพิท และมีเซลล์ออกซิน
ติโคเปปติก (Oxynticopeptic cells) มีรูปร่างลูกบาศก์ นิวเคลียสค่อนข้างกลมอยู่กลางของเซลล์ 
นอกจากนี้ยังพบเซลล์ชนิดโคลส ไทป์ (Close type) รูปร่างแบน อยู่บริเวณฐานมิวโคซอลโฟล  
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มีมัดกล้ามเนื้อเรียบตามแนวยาว (ภาพที่ 4-3 B)  
  1.2  ชั้นลามินาร์โพรเพรีย เป็นชั้นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดแน่น มีเส้นใยคอลลาเจน
จ านวนมากและภายในชั้นนี้ยังพบต่อมชนิดซิมเพิล อาซีนา (Simple acinar ) (ภาพที่ 4-3 B) 
 2.  ชั้นซับมิวโคซา ประกอบด้วยเน้ือเยื่อเกี่ยวพันชนิดแน่น (ภาพที่ 4-3 A) 
 3.  ชั้นกล้ามเนื้อ ประกอบด้วย กล้ามเนื้อเรียบ เรียงกัน 2 ชั้น คือ ชันในเรียงตามวงและ
ชั้นนอกเรียงตามยาว พบหลอดเลือดฝอยแทรก ชั้นในหนากว่าชั้นนอกมาก (ภาพที่ 4-3 C) 
 4.  ชั้นซีโรซา พบอยู่ชั้นด้านนอกสุด ประกอบด้วยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันบาง ๆ เหมือนที่พบใน
หลอดอาหาร (ภาพที่ 4-3 A, C) 

 

   
หมายเหตุ  A   ภาพก าลังขยายต่ า โครงสร้างเน้ือเยื่อของกระเพาะอาหาร 
  ep  แสดงชั้นเนื้อเยื่อบุผิว 
  sm  แสดงชั้นซับมิวโคซา 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย  
  l  แสดงลูเมน 
  gp  แสดงแกสตริกพิท 
  mc  แสดงเซลล์มิวคัส 
 
ภาพที่ 4-3  โครงสร้างเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารตัดตามขวาง 
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หมายเหตุ  B   ภาพก าลังขยายสูง โครงสร้างเนื้อเยื่อของกระเพาะอาหาร 
  ep  แสดงชั้นเนื้อเยื่อบุผิว 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเรีย 
  mc  แสดงเซลล์มิวคัส 
  gg  แสดงต่อม 
  gp  แสดงแกสตริกพิท 
    แสดงเซลล์ออกซินติโคเปปติก 
    แสดงเซลล์ชนิดโคลสไทป์ 
    แสดงกล้ามเนื้อเรียบ 
 

    
หมายเหตุ  C   ภาพก าลังขยายสูง ชั้นกล้ามเนื้อของกระเพาะอาหาร 
  s  แสดงชั้นซีโรซา 
  cir  แสดงชั้นกล้ามเนื้อตามวง 
  lng  แสดงชั้นกล้ามเนื้อตามยาว 
  bv  แสดงหลอดเลือด 
 

ภาพที่ 4-3  (ต่อ) 
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โครงสร้างจุลกายวิภาคของล าไส้ 
 เมื่อศึกษาโครงสร้างเนื้อเยื่อล าไส้ย้อมด้วยสีฮีมาทอกไซลินและอีโอซิน พบว่า 
โครงสร้างล าไส้ของปลาลิ้นหมาแบ่งเป็น 2 ส่วน คือล าไส้ส่วนต้นและล าไส้ส่วนปลาย ต่างกันที่
ความยาวของของวิลไล (Villi) ล าไส้ส่วนต้นมีวิลไลยาวกว่าล าไส้ส่วนปลาย (ภาพที่ 4-4 A, B) 
โครงสร้างเนื้อเยื่อของล าไส้ทั้ง 2 ส่วน แบ่งออกเป็น 4 ชั้น ดังนี้ 
 1.  ชั้นมิวโคซา ประกอบด้วย 
  1.1  ชั้นเน้ือเยื่อบุผิว มีลักษณะเป็นสันนูนสูง เรียกว่าวิลไล ซึ่งเซลล์ซิมเพิลคอลัมนาร์ 
(ภาพที่ 4-4 A, B) และพบเซลล์กลอบเบรท เซลล์มีรูปร่างเป็นรูปถ้วย ไซโทพลาสซึมย้อมไม่ติดสี 
อีโอซิน เซลล์กลอบเบรทกระจายอยู่ระหว่างเซลล์ซิมเพิลคอลัมนาร์ ไม่เป็นระเบียบ โดยพบเซลล์
กลอบเบรทที่ล าไส้ส่วนปลายปริมาณมากกว่าล าไส้ส่วนต้น (ภาพที่ 4-4 A, B) นอกจากนี้บริเวณ
ด้านบนชั้นมิวโคซาที่ติดกับลูเมนยังพบบรัชบอร์เดอร์ด้วย (ภาพที่ 4-4 A, B)  
  1.2  ชั้นลามินาร์โพรเพรีย เป็นเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดแน่นทึบ (ภาพที่ 4-4 A, B ) 
 2.  ชั้นซับมิวโคซา เป็นเน้ือเยื่อเกี่ยวพันชนิดแน่นทึบ (ภาพที่ 4-4 A, B)    
 3.  ชั้นกล้ามเนื้อ ประกอบด้วยกล้ามเนื้อเรียบ เรียงกัน 2 ชั้น คือ ชั้นในเป็นกล้ามเนื้อตาม
วงและชั้นนอกเป็นกล้ามเนื้อตามยาว (ภาพที่ 4-4 A)    
 4.  ชั้นซีโรซา เป็นชั้นบาง ๆ ประกอบด้วยเนื้อเยื่อเกี่ยวพันชนิดโปร่งบาง (ภาพที่ 4-4 A)    
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หมายเหตุ  A   แสดงเนื้อเยื่อล าไส้ส่วนต้นตัดตามขวาง 
  sm  แสดงชั้นซับมิวโคซา 
  s  แสดงชั้นซีโรซา 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย  
  cir  แสดงชั้นกล้ามเนื้อตามวง 
  lng  แสดงชั้นกล้ามเนื้อตามยาว 
  bv  แสดงหลอดเลือด 
  gc  แสดงเซลล์กลอบเบรท 
    แสดงบรัชบอร์เดอร์ 
 
ภาพที่ 4-4  โครงสร้างเนื้อเยื่อล าไส้ตัดตามขวาง 
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หมายเหตุ  B   แสดงเนื้อเยื่อล าไส้ส่วนปลายตัดตามขวาง 
  ep  แสดงชั้นเนื้อเยื่อบุผิว 
  sm  แสดงชั้นซับมิวโคซา 
  mu  แสดงชั้นกล้ามเนื้อ 
  s  แสดงชั้นซีโรซา 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
  bv  แสดงหลอดเลือด 
  gc  แสดงเซลล์กลอบเบรท 
    แสดงบรัชบอร์เดอร์ 
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การตรวจหาต าแหน่งฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ด้วยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 
 ทางเดินอาหารปลาลิ้นหมาแบ่งเป็นหลอดอาหาร กระเพาะอาหาร และล าไส้ โดยที่ 
หลอดอาหารไม่พบต าแหน่งที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน แต่ตรวจพบต าแหน่งของฮอร์โมน  
โคเลซิสโตไคนิน ที่กระเพาะและล าไส้ ในกระเพาะอาหารพบการกระจายของฮอร์โมน    
โคเลซิสโตไคนิน ในชั้นมิวโคซา โดยพบ 2 บริเวณคือ ที่ฐานของมิวโคซอลโฟล เป็นเซลล์ชนิด
โคลสไทป์ เซลล์รูปร่างแบนขนาดเล็ก (ภาพที่ 4-5 C) ด้านบนไม่ติดกับผิวมิวโคซา นอกจากนี้
ฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ตรวจพบที่เซลล์ของต่อมในชั้นลามินาร์โพรเพรีย โดยพบกระจาย 
ทั่วทั้งต่อมของกระเพาะอาหาร (ภาพที่ 4-5 C) 
 ในล าไส้พบการกระจายของฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ในชั้นมิวโคซา โดยพบที่เซลล์ 
กลอบเบรท เป็นเซลล์เด่ียว มีรูปร่างเป็นรูปถ้วย เซลล์เหล่านี้กระจายระหว่างเยื่อบุผิว      
ซิมเพิลคอลัมนาร์ และพบการกระจายของฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ที่บรัชบอร์เดอร์ ของล าไส้ 
(ภาพที่ 4-6 B)  
 

 
หมายเหตุ  A   ภาพกลุ่มควบคุม 
  ep  แสดงชั้นเนื้อเยื่อบุผิว 
  sm  แสดงชั้นซับมิวโคซา 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
  gp  แสดงแกสตริกพิท 
  mc  แสดงเซลล์มิวคัส 
  gg  แสดงต่อม 
 
ภาพที่ 4-5  ต าแหน่งของโคเลซิสโตไคนินแอนติบอดีบริเวณกระเพาะอาหาร 
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หมายเหตุ  B  การติดของโคเลซิสโตไคนินที่บริเวณต่อม 
  ep  แสดงชั้นเนื้อเยื่อบุผิว 
  sm  แสดงชั้นซับมิวโคซา 
  mu  แสดงชั้นกล้ามเนื้อ 
  s  แสดงชั้นซีโรซา 
  gg  แสดงต่อม 
 

 
หมายเหตุ  C   การติดของโคเลซิสโตไคนินที่บริเวณต่อมและเซลล์โคลสไทป์ 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
  mc  แสดงเซลล์มิวคัส 
  gg  แสดงต่อม 

    แสดงเซลล์ชนิดโคลสไทป์ 
 

ภาพที่ 4-5  (ต่อ) 
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หมายเหตุ  A   ภาพกลุ่มควบคุม 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
  gc  แสดงเซลล์กลอบเบรท 

 

 
หมายเหตุ  B  แสดงการติดของโคเลซิสโตไคนินที่เซลล์กลอบเบรท 
  gc  แสดงเซลล์กลอบเบรท 
    แสดงบรัชบอร์เดอร์ 
 
ภาพที่ 4-6  ต าแหน่งของโคเลซิสโตไคนินแอนติบอดีบริเวณล าไส้ 
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การตรวจหาต าแหน่งฮอร์โมนเซโรโทนิน ด้วยวิธีอิมมูโนฮิสโตเคมิสทรี 
 ทางเดินอาหารปลาลิ้นหมาบริเวณหลอดอาหารไม่พบต าแหน่งที่สร้างฮอร์โมน 
เซโรโทนิน แต่ตรวจพบต าแหน่งของฮอร์โมนเซโรโทนินที่กระเพาะอาหารในชั้นมิวโคซา โดยพบ
กระจายอยู่ทั่วไปในบริเวณนี้ ซึ่งมีรูปร่าง 2 แบบ คือ รูปร่างปิรามิด โดยแทรกอยู่ในเยื่อบุผิว 
ซิมเพิลคอลัมนาร์ (ภาพที่ 4-7 C ) และรูปร่างกลม จัดเป็นเซลล์ชนิดโคลสไทป์ ด้านบนไม่ติดกับ 
ผิวของชั้นมิวโคซา พบอยู่บริเวณฐานของชั้นมิวโคซา (ภาพที่ 4-7 B)  
 ที่ล าไส้พบต าแหน่งฮอร์โมนเซโรโทนิน ที่บริเวณฐานของเซลล์ซิมเพิลคอลัมนาร์  
(ภาพที่ 4-8 B) โดยลักษณะเซลล์เหมือนกับที่พบบริเวณกระเพาะอาหาร คือชนิด โคลสไทป์ รูปร่าง
ไข่ นอกจากนี้พบต าแหน่งฮอร์โมนเซโรโทนินแทรกอยู่ระหว่างเซลล์ซิมเพิลคอลัมนาร์ โดยเซลล์มี
รูปร่างยาว มีรูปร่างคล้ายปิรามิด (ภาพที่ 4-8 B) 
 กล่าวโดยสรุปการตรวจหาต าแหน่ง รูปร่างเซลล์ ที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนินและ 
เซโรโทนินในทางเดินอาหารปลาลิ้นหมาสรุปได้ดังตารางที่ 4-1 
 
ตารางที่ 4-1   สรุปต าแหน่ง รูปร่างเซลล์ ที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนินและเซโรโทนิน 
  ในทางเดินอาหารปลาลิ้นหมา 
 
 หลอดอาหาร กระเพาะอาหาร ล าไส้ 
โคเลซิสโตไคนิน ไม่พบ 1.  พบที่ฐานของ 

มิวโคซอลโฟล เป็นเซลล์
ชนิดโคลสไทป์ 
2.  พบที่ต่อมในชั้น 
ลามินาร์โพรเพรีย 

1.  พบที่เซลล ์
กลอบเบรท 
2.  พบที่บรัชบอร์เดอร์ 

เซโรโทนิน ไม่พบ 1.  พบในชั้นมิวโคซา 
รูปร่างปิรามิดแทรกใน
เยื่อบุผิว และรูปร่างกลม 
เป็นเซลล์ชนิดโคลสไทป์
อยู่ที่ฐานชั้นมิวโคซา 

เหมือนที่พบในกระเพาะ
อาหาร 
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หมายเหตุ  A   ภาพกลุ่มควบคุม 
  ep  แสดงชั้นเนื้อเยื่อบุผิว 
  sm  แสดงชั้นซับมิวโคซา 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
 

 
หมายเหตุ  B  การติดของเซโรโทนินที่เซลล์ชนิดโคลสไทป์ 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
  mc  แสดงเซลล์มิวคัส 

    แสดงเซลล์ชนิดโคลสไทป์ 
 
ภาพที่ 4-7  ต าแหน่งของเซโรโทนินแอนติบอดีบริเวณกระเพาะอาหาร 
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หมายเหตุ  C   การติดของเซโรโทนินที่เซลล์รูปร่างคล้ายปิรามิด 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
    แสดงเซลล์รูปร่างคล้ายปิรามิด 

 

ภาพที่ 4-7  (ต่อ) 
 

 
หมายเหตุ  A   ภาพกลุ่มควบคุม 
  gc  แสดงเซลล์กลอบเบรท 
  cc  แสดงเซลล์ซิมเพิลคอลัมนาร์ 
  lp  แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
 
ภาพที่ 4-8  ต าแหน่งของเซโรโทนินแอนติบอดีบริเวณล าไส้ 
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หมายเหตุ  B   ภาพขยายแสดงการติดเซโรโทนินที่เซลล์ชนิดโคลสไทป์และเซลล์รูปร่างปิรามิด 
  lp   แสดงลามินาร์โพรเพรีย 
     แสดงเซลล์ชนิดโคลสไทป์ 
     แสดงเซลล์รูปร่างคล้ายปิรามิด 
 

ภาพที่ 4-8   (ต่อ) 
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บทที ่5 
สรุปผลการวิจัย 

 
โครงสร้างหลอดอาหารของปลาลิ้นหมา 
 โครงสร้างหลอดอาหารปลาลิ้นหมาคล้ายกับปลาชนิดอ่ืน เช่น ปลา L. friderici และ  L. 
taeniofasciatus (Albrecth et al., 2001) ปลา E. lucius (Buke, 1971) และปลา Oreochromis niloticus 
(ปลานิล) (Morrison & Wright, 1999) ชั้นมิวโคซา พบเซลล์มิวคัส รูปร่างคล้ายทรงไข่จ านวนมาก 
แทรกระหว่างเซลล์บุผิว ปลาลิ้นหมากินปลาและกุ้งขนาดเล็ก จึงต้องหลั่งเมือกเพื่อป้องกันการเกิด
บาดแผลหรือติดเชื้อที่เยื่อบุผิวด้านในของหลอดอาหาร (Ghosh & Chakrabarti, 2015) เมือกช่วย
หล่อลื่นหลอดอาหารระหว่างการกลืนอาหาร (Xiong et al., 2011) ชั้นซับมิวโคซา ประกอบด้วย
เน้ือเยื่อเกี่ยวพันชนิดแน่นและชั้นนี้มีรงควัตถุกระจายอยู่ทั่วไป ซึ่งคล้ายรงควัตถุที่พบในกระเพาะ
อาหารของปลาสกุล Saurida ซึ่งปลาอาจเกิดความเครียดจากสภาพแวดล้อมที่มีแสงน้อยจึงท าให้มี
การผลิต α-MSH (Melanin stimulating hormone) (Thody, 1999) ชั้นกล้ามเนื้อ ประกอบด้วย
กล้ามเนื้อลาย ชั้นซีโรซา เป็นชั้นบาง ๆ หุ้มด้านนอกสุด  

 
โครงสร้างกระเพาะอาหารของปลาลิ้นหมา 

 กระเพาะอาหารของปลาท าหน้าที่เก็บสะสมอาหารและย่อยอาหาร (Stroband &  
Van Der Veen, 1981) มีรูปร่างแตกต่างกันในปลาแต่ละชนิด เช่น รูปตัวยู หรือ รูปตัวเจ ซึ่งพบใน
ปลาทั่วไป เช่น ปลา S. knerii (Santos et al., 2015) ปลา I. punctatus (Sis et al., 1979) และ  
ปลา R. quelen (Hernández et al., 2009b) รูปตัววาย พบในปลา Anguilla Anguilla L. (ปลาไหล
ยุโรป) (Clarke & Whitcomb, 1980) และ รูปร่างตรง พบน้อยมาก เช่น ปลา E. lucius (Buke, 1971) 
ปลา O. niloticus (Morrison & Wright, 1999) กระเพาะอาหารของปลาลิ้นหมา มีลักษณะตรง 
โครงสร้างเนื้อเยื่อกระเพาะอาหารของปลาลิ้นหมา ประกอบด้วย 4 ชั้น คือ ชั้นมิวโคซา ชั้นซับ 
มิวโคซา ชั้นกล้ามเนื้อ และชั้นซีโรซา เช่นเดียวกับปลาชนิดอ่ืน กระเพาะอาหารของปลาลิ้นหมา
สามารถแบ่งได้ 2 ส่วน คือ ส่วนที่มีต่อมและไม่มีต่อม ในชั้นมิวโคซา พบเซลล์มิวคัส 
แทรกระหว่างเซลล์ทรงสูง ซึ่งท าหน้าที่หลั่งเมือกเพื่อปกป้องชั้นมิวโคซา ในกระเพาะอาหาร  
(Su, Chen, & Chen, 2004) นอกจากนี้ยังช่วยปรับสภาพให้เหมาะสมต่อการดูดซึมกลับสารประเภท
ไดแซ็คคาไรด์และกรดอะมิโนสายสั้น (Hernández et al., 2009b) ชั้นลามินาร์โพรเพรีย พบต่อม 
ซึ่งเป็นชนิดอะไซนาร์ แทรกอยู่ในชั้นน้ีจ านวนมาก แต่ละต่อมประกอบด้วยเซลล์เอ็กโซครัย คือ  
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เซลล์ออกซินติโคเปปติกมีรูปร่างทรงปิรามิด นิวเคลียสอยู่ที่ฐานของเซลล์ คล้ายกับที่พบใน
กระเพาะอาหารปลา Schilbe mystus โดยเซลล์ออกซินติโคเปปติกจะหลั่งกรดไฮโดรคลอริกและ
เอนไซม์ในกระเพาะอาหาร (Naguib, Shabaka, & Ashour, 2011) ชั้นกล้ามเนื้อ ประกอบด้วย 
กล้ามเนื้อเรียบ เรียงกัน 2 ชั้น คือ ชั้นในเรียงตามวงและชั้นนอกเรียงตามยาว ชั้นในหนากว่าชั้นนอก 
เช่นเดียวกับปลา Monopterus albus (ปลาไหลบึง) (Dai, Shu, & Fang, 2007) ชั้นกล้ามเนื้อใน
กระเพาะอาหารช่วยย่อยอาหารที่อยู่ในกระเพาะให้มีขนาดเล็กลง ก่อนที่จะถูกส่งไปที่ล าไส้ซึ่งคล้าย
กับสัตว์เลี้ยงลูกด้วยนม (Xiong et al., 2011)  
 

โครงสร้างล าไส้ของปลาล้ินหมา 

 ล าไส้ปลาแต่ละชนิดมีความยาวที่แตกต่างกัน ปลากินสัตว์ล าไส้สั้นที่สุด ปลาที่กินทั้งพชื
และสัตว์ความยาวล าไส้ขึ้นอยู่กับสัดส่วนของอาหารที่กิน ปลากินพืชมีล าไส้ยาวเพื่อให้เกิดการย่อย
พืชซึ่งเป็นอาหารประเภทคาร์โบไฮเดรตได้นาน (Albrecht et al., 2001) ปลาลิ้นหมาเป็นปลาที่กิน
สัตว์จึงมีล าไส้สั้น จากการศึกษาสามารถแบ่งล าไส้เป็น 2 ส่วน คือ ล าไส้ส่วนต้นและส่วนปลาย 
ตามความยาวของวิลไล โดยล าไส้ส่วนต้นมีความยาวของวิลไลยาวกว่าล าไสส้่วนปลาย เน่ืองจาก
ล าไส้ส่วนต้นจะเป็นต าแหน่งที่มีการย่อยและดูดซึมสารอาหารเช่นเดียวกับปลากินสัตว์ชนิดอ่ืน ๆ 
(Rodrigues et al., 2009)โครงสร้างล าไส้ของปลาลิ้นหมาเหมือนปลาชนิดอ่ืน แบ่งออกเป็น 4 ชั้น 
คือ ชั้นมิวโคซา ประกอบด้วย ชั้นเน้ือเยื่อบุผิว ประกอบด้วยเนื้อเยื่อบุผิวเรียงตัวชั้นเดียว และพบ
เซลล์กลอบเบรท เป็นเซลล์เด่ียวกระจายอยู่ระหว่างเซลล์บุผิว เซลล์กลอบเบรทมีรูปร่างเป็นรูปถ้วย 
ซึ่งเหมือนเซลล์กลอบเบรทในล าไส้ปลา Pleuronectes americanus  และปลา Clarias batrachus 
(ปลาดุก) (Scoco, Menghi, & Ceccarelli, 1997) แต่ต่างจากปลา L. calcarifer (Purushothaman 
et al., 2016) ที่เซลล์กลอบเบรทเป็นทรงกระบอก เมือกในล าไส้ช่วยหล่อลื่นล าไส้และช่วยขนส่ง
โปรตีน (Kozaric et al., 2007) ในล าไส้ปลาลิ้นหมาพบเซลล์กลอบเบรทในล าไส้ส่วนปลายมากกว่า
ล าไส้ส่วนต้น เช่นเดียวกับปลาชนิดอ่ืน เช่น L. calcarifer (Purushothaman et al., 2016) เนื่องจาก 
เมือกที่ถูกสร้างจะช่วยปกป้องเยื่อบุผิวล าไส้และช่วยขับอุจจาระ (Machado et al., 2013) นอกจาก
เซลล์กลอบเบรทยังพบบรัชบอร์เดอร์ โดยบรัชบอร์เดอร์ช่วยดูดซึมสารอาหาร  
 
 
 
 



39 

ลักษณะรูปร่างเซลล์ และต าแหน่งเซลล์ท่ีสร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน 
 จากการศึกษาของ Rodrigues et al. (2009) สามารถแบ่งเซลล์ที่หลั่งฮอร์โมน เป็น 2 ชนิด

คือ เซลล์โอเพ็นไทป์ (Open type) และเซลล์โคลสไทป์ ซึ่งโอเพ็นไทป์ เป็นเซลล์ที่มีด้านบนติดกับ
ผิวของชั้นมิวโคซา จึงถูกกระตุ้นโดยสารเคมีหรือการเปลี่ยนแปลง pH ภายในช่องว่างของ 
ทางเดินอาหาร และโคลสไทป์เป็นเซลล์ที่มีด้านบนไม่ติดกับผิวมิวโคซาจึงตอบสนองกับฮอร์โมน
ในกระแสเลือดหรือการตึงของผิวมิวโคซา ที่เกิดจากการขยายตัวของทางเดินอาหาร เซลล์ที่สร้าง
ฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ในทางเดินอาหารในปลาแต่ละชนิดจะพบแตกต่างกัน ดังตารางที่ 5-1 
 
ตารางที่ 5-1  ต าแหน่งที่พบฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนินในทางเดินอาหารปลา 
 

ชื่อปลา ต าแหน่งท่ีพบฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน 
Amia calva พบในล าไส ้
Lepomis macrochirus พบในล าไส ้
Epinephelus fasciatus พบในล าไส ้
Gadus morhua พบในล าไส ้
Cyprinus carpio ไม่พบ 
R. quelen พบในล าไส ้
 

 เซลล์ที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ในกระเพาะอาหารของปลาลิ้นหมา พบที่บริเวณ
ต่อมและพบบริเวณมิวโคซอลโฟล เซลล์มีรูปร่างแบน ซึ่งเป็นเซลล์ชนิดโคลสไทป์ ยังไม่มีรายงาน
ว่าปลาชนิดใดพบต าแหน่งเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนินที่ต่อม ฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน 
บริเวณนี้มีความส าคัญต่อการท างานของทางเดินอาหารของปลา (Webb et al., 2010) โดยฮอร์โมน
โคเลซิสโตไคนิน ท าหน้าที่กระตุ้นการเคลื่อนไหวแบบเพอริสทอลซิส เพื่อผลักอาหารไปยังล าไส้ 
(Ronnestad et al., 2000b, 2007) รวมทั้งมีผลต่อการเคลื่อนไหวของกระเพาะอาหาร (Olsson et al., 
1999) แต่ต าแหน่งเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน แตกต่างจากปลา Amia calva  
(ปลาโบว์ฟิน), ปลา Lepomis macrochirus (ปลากะพงปากกว้าง) (Rajio, Vigna, & Crim, 1988) 
ปลา Epinephelus fasciatus (ปลาเก๋าแดง) (Hur et al., 2013) ที่พบเซลล์ที่สร้างฮอร์โมน CCK เฉพาะ
ในล าไส้ เซลล์ทีส่ร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ในปลาลิ้นหมานอกจากพบในกระเพาะอาหาร 
ยังพบเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน ที่เซลล์กลอบเบรท ซึ่งจะต้องท าวิจัยต่อไปว่า 
เซลล์เมือกเกี่ยวข้องกับฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนินอย่างไร นอกจากนี้ยังพบว่า ฮอร์โมน 
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โคเลซิสโตไคนิน ที่หลั่งออกมาจากเซลล์กลอบเบรท มีรูปร่างเป็นรูปถ้วย และถูกปล่อยออกไปยัง
ช่องว่างของล าไส้จึงพบฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนินบริเวณบรัชบอเดอร์ของล าไส้ เซลลท์ี่สร้าง
ฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน พบในล าไส้เหมือนที่พบในปลาชนิดอ่ืน เช่น ปลา Gadus morhua 
(ปลาค็อดแอตแลนติก) (Kamisaka et al., 2003) ปลา R. quelen (Hernandez et al., 2012) อาหาร 
ที่เข้าสู่ล าไส้กระตุ้นให้เซลล์หลั่งฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน เข้ากระแสเลือดไปกระตุ้นการหลั่ง
เอนไซม์จากตับอ่อน กระตุ้นการหดตัวของถุงน้ าดีและกระตุ้นการเคลื่อนไหวของล าไส้แบบ 
เพอริสทอลซิส (Einarsson et al., 1997; Rajjo et al., 1988) แต่ต่างจากปลา Cyprinus carpio ที่
ทางเดินอาหารไม่พบเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน (Pan & Fang, 1993) โดยต าแหน่งที่
พบฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนิน มีความแตกต่างกันจะสัมพันธ์กับนิสัยการกินของปลาเพราะฮอร์โมน
โคเลซิสโตไคนิน และแกสตินจะสัมพันธ์โดยตรงกับการสร้างและหลั่งเอนไซม์ที่ใช้ในการย่อย
อาหาร (Lee et al., 2004) 
 

ลักษณะรูปร่างเซลล์ และต าแหน่งเซลล์ท่ีสร้างฮอร์โมนเซโรโทนิน  
 ต าแหน่งและปริมาณเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนเซโรโทนินจะแตกต่างกันขึ้นอยู่กับชนิดของ

ปลา (Lee, Ku, Park, & Lee, 2004) เซลล์ที่สร้างฮอร์โมนเซโรโทนินในทางเดินอาหารปลา 
แต่ละชนิดจะพบแตกต่างกัน ดังตารางที่ 5-2 

 
ตารางที่ 5-2  ต าแหน่งที่พบฮอร์โมนเซโรโทนินในทางเดินอาหารปลา 
 

ชื่อปลา ต าแหน่งท่ีพบฮอร์โมนเซโรโทนิน 
Garra rufa  หลอดอาหารและล าไส้ 
Salmo trutta กระเพาะอาหาร 
Carassius auratus ไม่พบ 
O. hepsetus ต่อมในกระเพาะอาหาร และล าไส้ 
I. panctatus ไมเอ็นเทอลิกเพล็กซัส (Menteric plexus) ที่ล าไส ้
Korean aucha perch ต่อมในกระเพาะอาหาร และล าไส้ 

 
 จากตารางที่ 5-2 Carassius auratus (ปลาทอง) ไม่พบเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนเซโรโทนิน
ในทางเดินอาหาร (Pederzoli et al., 1996) ปลา Garra rufa ที่พบบริเวณหลอดอาหารและล าไส้ 
(Kuru et al., 2010) ปลา Salmo trutta พบที่กระเพาะอาหาร (Barrenechea et al., 1994)  
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ปลา O. hepsetus (Danielle et al., 2013) และปลา Korean aucha perch (Lee et al., 2004) พบเซลล์ที่
สร้างฮอร์โมน เซโรโทนินในกระเพาะอาหารบริเวณต่อมและชั้นมิวโคซา เป็นต้น ในการศึกษาคร้ัง
นีพ้บว่า ทางเดินอาหารของปลาลิ้นหมาพบเซลล์สร้างฮอร์โมนเซโรโทนิน ที่กระเพาะอาหารและ
ล าไส้ ซึ่งเหมือนกับปลา I. panctatus (He, Wang, & Hang, 2009) โดยที่กระเพาะอาหารพบเซลล์
รูปร่าง 2 แบบคือ รูปร่างปิรามิด โดยแทรกอยู่ระหว่างเยื่อบุผิวซิมเปิลคอลัมนาร์และรูปร่างกลม 
พบที่ฐาน ในปลาลิ้นหมาไม่พบเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนเซโรโทนินที่ต่อม ซึ่งต่างจากปลา Korean 
aucha perch (Lee et al., 2004) และปลา O. hepsetus (Danielle et al., 2013) ลักษณะ และรูปร่าง
เซลล์ที่สร้างฮอร์โมนเซโรโทนินที่พบในปลาลิ้นหมา จะคล้ายกับปลาชนิดอ่ืน เช่น  
ปลา I. panctatus (He et al., 2009) โดยหน้าที่หลักของฮอร์โมนเซโรโทนินจะยับยั้งการหลั่งกรด 
ในกระเพาะอาหารและท าให้กล้ามเนื้อเรียบในทางเดินอาหารบีบตัว (Gyton, 1988) ในล าไส ้
ปลาลิ้นหมาพบต าแหน่งฮอร์โมน เซโรโทนินในชั้นมิวโคซาบริเวณฐานเซลล์ซิมเปิลคอลัมนาร์  
ซึ่งจะเหมือนกับปลาโดยส่วนใหญ่ เช่น ปลา Korean aucha perch (Lee et al., 2004)  
ปลา G. rufa (Kuru et al., 2010) เป็นต้น แต่จะต่างกับปลา I. panctatus (He et al., 2009) ที่พบเซลล์
สร้างฮอร์โมนเซโรโทนินบริเวณไมเอ็นเทอลิกเพล็กซัสด้วย ลักษณะ และรูปร่างเซลล์ทีส่ร้าง
ฮอร์โมนเซโรโทนินที่พบในล าไส้ของปลาลิ้นหมาจะคล้ายกับที่พบในกระเพาะ คือ รูปร่างคล้าย  
ปิรามิด ซึ่งจะเหมือนกับที่พบในปลา I. panctatus (He et al., 2009) และปลา G. rufa (Kuru et al., 
2010) ฮอร์โมนเซโรโทนินช่วยในการเคลื่อนไหวของทางเดินอาหาร (Olsson & Holmgrenn, 2001) 
ช่วยการไหลเวียดเลือดเมื่อหลอดเลือดหดตัวในปลา (Egginton, Forster, & Davision, 2001)  
 

สรุปผลการวิจัย 
 ปลาลิ้นหมา (S. commersonii) มีทางเดินอาหารส่วนล าไส้สั้น และมีเซลล์สร้างเมือก
ตลอดทางเดินอาหาร แสดงถึงการปรับสภาพให้เหมาะสมกับลักษณะอาหารที่กินและช่วยปกป้อง
ทางเดินอาหารตลอดจนช่วยเพิ่มประสิทธิภาพการดูดซึมสารอาหารได้ดียิ่งขึ้น ลักษณะของเซลล์ 
ที่สร้างฮอร์โมนโคเลซิสโตไคนินที่พบ มีความแตกต่างจากกลุ่มปลากระดูกแข็งชนิดอ่ืน ๆ จึงเป็น 
ที่น่าสนใจที่จะศึกษาลักษณะของเซลล์และต าแหน่งของเซลล์ที่สร้างฮอร์โมนชนิดอ่ืน ๆ ต่อไป  
ซึ่งงานวิจัยนี้จะช่วยเพิ่มความเข้าใจเกี่ยวกับสรีรวิทยาทางเดินอาหารปลาลิ้นหมาและอาจเป็นข้อมูล
พื้นฐานที่ใช้วินิจฉัยโรคเกี่ยวกับทางเดินอาหารในกลุ่มปลากินสัตว์ชนิดอ่ืน ๆ ได้ 
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การเตรียมสารเคมี 
ฮีมาทอกไซลีน (50 ml)  
Stock I  

 Aluminium potassium sulfate (alum) 0.5 g  
 Distilled water    50 ml  
 Mixture, heat 80 °C  

Stock II  
 Absolute alcohol    5 ml  
 Haematoxylin   0.5 g  
 Sodium Iodate    0.1 g  
 Glacial acetic acid   4 ml  

 
 1.  ละลาย Haematoxylin ใน Absolute alcohol (Stock II) 
 2.  ละลาย Aluminium potassium sulfate ในน้ าอุ่น (Stock I) 
 3.  ผสม Stock I และ Stock II เข้าด้วยกันจากนั้นต้มให้เดือดอย่างรวดเร็ว 
 4.  ค่อย ๆ เติม Sodium Iodateลงในสารละลายที่ได ้
 5.  น าสารละลายที่ได้ในข้อ 2. แช่ในน้ าแข็ง 
 6.  เมื่อสารละลายเย็นจึงเติม Glacial acetic acid 
 
อีโอซิน (100 ml)  

 Eosin Yellowish    0.5 g  
 70% ethanol alcohol    100 ml 

 Glacial acetic acid   5 ml  
 
การเตรียมสารเพื่อคงสภาพเนื้อเย่ือ 
สารละลายบูแอง (Bouin’s fluid) 

 สารละลายอ่ิมตัวของกรดพิคริกในน้ า 75 ml 
 ฟอร์มาลิน     25 ml 
 กรดแอซีติกล้วน      5 ml 
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 1.  ชั่งกรดพิคริก จ านวน 1.2 g ละลายในน้ า 100 ml 
 2.  คนให้ละลาย ตวงมาใช้เพียง 75 ml 
 3.  เติมฟอร์มาลิน จ านวน 25 ml และกรดแอซีติกล้วน จ านวน 5 ml ลงไปตามล าดับ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


