
                    

                            วารสารวิทยาศาสตรบ์รูพา ปีที่ 31 (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม  –  สิงหาคม  พ.ศ. 2569 

                            BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 31 (No.2) May – August  2026                                   Research Article 

 
 

 709 
 

การเปรียบเทยีบประสิทธิภาพการขจัดแคลเซยีมผิวหน้าบล็อกพาราฟินด้วยสาร EDTA 
 ในกระดูกต้นขาหลังของกระต่ายสายพันธุ ์Mlac:NZW 

Comparative Evaluation of EDTA-Based Surface Decalcification Efficiency in 
Paraffin-Embedded Femoral Bone Blocks of Mlac:NZW Rabbits 

นนัทลกัษณ ์แกว้สอาด*, จินดิต งามวงศร์ณชยั และ ชชัพงษ์ สีแดง 
Nuntalak Kaewsa-ard*, Chinnadit Ngamwongronnachai  and Chatphong Seedang 

หน่วยตรวจวิเคราะห์ทางหอ้งปฏิบตักิาร งานบริการวิชาการ ศนูย์สตัว์ทดลองแห่งชาต ิมหาวิทยาลยัมหิดล ประเทศไทย 
Laboratory Analysis Unit, Academic Service Division, National Laboratory Animal Center, Mahidol University, Thailand 

Received: 21 April 2026, Received in revised form: 18 June 2026, Accepted: 19 June 2026 
Available  online: 30 June 2026 

 

บทคัดย่อ 
วัตถุประสงคแ์ละที่มา: การศึกษาทางจุลพยาธิวิทยาของกระดกูจ าเป็นตอ้งอาศยักระบวนการขจดัแคลเซียม เนื่องจาก
เนือ้เยื่อกระดูกมีแคลเซียมเป็นองคป์ระกอบหลกั ซึ่งเป็นอุปสรรคต่อการตดัชิน้เนือ้ดว้ยเครื่องไมโครโทมใหไ้ดค้วามหนา               
4 ไมโครเมตร หากไม่ก าจดัแร่ธาตุออกก่อน จะท าใหเ้กิดขอ้จ ากัดในการเตรียมชิน้เนือ้ทางจุลพยาธิวิทยา อย่างไรก็ตาม              
ในการปฏิบตัิงานยงัพบว่าบล็อกพาราฟินของชิน้เนือ้กระดูกบางส่วนยงัคงมีความแข็ง แมผ่้านการแช่สารขจดัแคลเซียม  
Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ก่อนเข้าสู่กระบวนการ tissue processing เป็นระยะเวลา 7-14 วันแล้ว                  
แต่ยงัปรากฏความผิดปกติระหว่างการตดัที่กระทบต่อความสมบูรณข์องชิน้เนือ้และคณุภาพของสไลด์ซึ่งอาจเกิดจากการ
ขจัดแคลเซียมที่ไม่สมบูรณแ์ละยังมีแร่ธาตุหลงเหลืออยู่ในเนือ้เยื่อ   แม้ว่า EDTA ซึ่งเป็นสารในกลุ่มคีเลต (chelating 
agent) จะสามารถจับกับแคลเซียมไอออนและช่วยคงสภาพโครงสรา้งของเนือ้เยื่อไดด้ี โดยไม่ท าใหคุ้ณภาพการยอ้มสี
ลดลง อีกทั้งยังเหมาะส าหรับการศึกษาทางไขกระดูก มีผลกระทบต่อ  lymphoid surface antigens น้อยกว่าสารขจัด
แคลเซียมประเภทกรด และสามารถคงสภาพ mRNA ไดด้ีกว่า EDTA จึงเป็นสารที่นิยมใชใ้นกระบวนการขจดัแคลเซียม
เพื่อเตรียมเนือ้เยื่อแข็งส าหรบัการศึกษาทางจุลพยาธิวิทยา อย่างไรก็ตาม ยังไม่มีขอ้สรุปที่ชัดเจนเก่ียวกับระยะเวลาที่
เหมาะสมในการใชง้าน เพื่อใหไ้ดป้ระสิทธิภาพสงูสดุของการขจดัแคลเซียม จึงมีความจ าเป็นตอ้งพฒันาแนวทางการขจดั
แคลเซียมเฉพาะบริเวณผิวหน้าบล็อกพาราฟิน  เพื่อทดแทนวิธีเดิมและลดระยะเวลาในการด าเนินงาน  การศึกษานี ้                   
มีวตัถุประสงคเ์พื่อประเมินช่วงระยะเวลาที่เหมาะสมต่อการขจดัแคลเซียมบริเวณผิวหนา้บล็อกพาราฟินดว้ยสาร EDTA 
ต่อคุณภาพชิน้เนือ้กระดูกตน้ขาหลงัของกระต่ายสายพนัธุ ์Mlac:NZW โดยใชเ้ทคนิค surface decalcification เนื่องจาก
เป็นกระดกูยาวที่มีโครงสรา้งหนาแน่นและปรมิาณแรธ่าตุสงู เหมาะส าหรบัใชเ้ป็นตวัแทนในการประเมินประสิทธิภาพของ
กระบวนการขจดัแคลเซียมดงักล่าว ผลการศกึษาจะช่วยก าหนดระยะเวลาที่เหมาะสมและเพิ่มประสิทธิภาพในการเตรียม
ชิน้เนือ้กระดกูส าหรบัการวิเคราะหท์างจลุพยาธิวิทยา 
วิธีด าเนินการวิจัย: กระดูกตน้ขาของกระต่ายสายพนัธุ ์New Zealand White (Mlac:NZW) จ านวน 24 ตวัอย่าง มาตรงึ
สภาพดว้ยสารละลายรอ้ยละ 10 นิวทรัล บัฟเฟอร ์ฟอรม์าลิน เป็นเวลา 48 ชั่วโมง และแช่ในน า้ยา EDTA เป็นเวลา                  
24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิหอ้ง (25°C) ก่อนเขา้สู่กระบวนมาตรฐานการเตรียมชิน้เนือ้ทางจุลพยาธิวิทยาหลังจากนั้นบล็อก
พาราฟินจ านวน 24 บล็อก ถกูแบ่งออกเป็น 4 กลุ่ม กลุ่มละ 6 บล็อก เพื่อศกึษาผลของระยะเวลาการขจดัแคลเซียมบรเิวณ
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ผิวหนา้บล็อกพาราฟินดว้ยสารละลาย EDTA ต่อความง่ายในการตัดชิน้เนือ้และคุณภาพของสไลดเ์นือ้เยื่อถาวร ไดแ้ก่ 
กลุ่มควบคุม (0 นาที) กลุ่มที่แช่สารละลาย EDTA เป็นเวลา 15 นาที 30 นาที และ 45 นาที ตามล าดบั จากนัน้น าบล็อก
พาราฟินแต่ละกลุ่มตดัเป็นแผ่นบางความหนา 4 ไมโครเมตร และยอ้มสีดว้ยวิธี Hematoxylin and Eosin (H&E) ทา้ยที่สดุ
น ามาประเมินผลความยากง่ายในการตดัชิน้เนือ้ และคณุภาพของสไลดเ์นือ้เยื่อถาวร 
ผลการวิจัย: ผลการทดลองพบว่าระยะเวลาในการขจัดแคลเซียมเฉพาะผิวหนา้บล็อกพาราฟินดว้ยสารละลาย EDTA              
มีผลต่อทั้งความง่ายในการตัดชิน้เนือ้และคุณภาพของสไลด์เนือ้เยื่อถาวร โดยกลุ่มควบคุมที่ไม่ไดแ้ช่ EDTA มีคะแนน               
H-score ต ่าที่สุด แสดงถึงความยากในการตัดชิน้เนือ้ที่ดอ้ยกว่าเมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มที่ไดร้ับการแช่ EDTA ขณะที่               
การแช่ EDTA เป็นเวลา 15 นาที 30 นาที และ 45 นาทีมีความง่ายในการตดัชิน้เนือ้มากขึน้ตามล าดบั ในส่วนของคณุภาพ
สไลดเ์นือ้เยื่อถาวร พบว่า กลุ่มที่แช่ EDTA เป็นเวลา 30 นาทีใหผ้ลดีที่สดุ โดยมีการคงสภาพโครงสรา้งเนือ้เยื่อและการ            
ติดสี H&E ที่ชัดเจนที่สุด ส่งผลให้มีคะแนน H-score รวมสูงสุด และแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติเมื่อเทียบกับ                  
กลุ่มควบคมุและกลุ่มที่แช่ EDTA เป็นเวลา 45 นาที (P ≤ 0.05) ในทางตรงกนัขา้ม การแช่ EDTA เป็นเวลา 45 นาที แมจ้ะ
ช่วยให้ตัดชิน้เนือ้ไดง้่ายขึน้ แต่มีแนวโน้มท าให้คุณภาพของสไลดล์ดลงเมื่อเปรียบเทียบกับการแช่เป็นเวลา 30 นาที 
อย่างไรก็ตาม ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P > 0.05) กลุ่มการทดลองที่ใช ้EDTA ขจัดแคลเซียมที่               
หนา้บล็อกเป็นเวลา 15 นาที เมื่อเปรียบเทียบกบัคะแนนรวมของกลุ่มทดลองที่ใชเ้วลา 30 นาที และ 45 นาที 
สรุปผลการวิจัย: การขจัดแคลเซียมเฉพาะผิวหนา้บล็อกพาราฟินดว้ยสาร EDTA เป็นเวลา 30 นาที เป็นระยะเวลาที่
เหมาะสมที่สดุส าหรบัการเตรียมชิน้เนือ้กระดูกตน้ขากระต่ายสายพนัธุ ์Mlac:NZW และเป็นแนวทางส าหรบัการปรบัปรุง
กระบวนการเตรียมชิน้เนือ้กระดกูในงานจลุพยาธิวิทยาในหอ้งปฏิบตัิการอย่างมีประสิทธิภาพ 
ค าส าคัญ: กระต่าย; กระดกูตน้ขา; การขจดัแคลเซียม; สารขจดัแคลเซียม; อีดีทีเอ 
 

Abstract  
Background and Objectives: Histopathological examination of bone tissue requires an effective decalcification 
process because calcium, the principal mineral component of bone, impedes sectioning by microtomy at the 
standard thickness of approximately 4 µm. The presence of residual mineralized tissue can adversely affect 
specimen preparation.  However, sectioning artifacts were still observed, affecting tissue integrity and slide 
quality. These artifacts may compromise microscopic evaluation and reduce the diagnostic quality of 
histological sections. In routine histopathology laboratories, bone specimens are commonly decalcified using 
ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) prior to tissue processing and paraffin embedding. EDTA is a calcium 
ions chelating agent that removes mineralized components while preserving tissue morphology and staining 
quality more effectively than acidic decalcifying agents. In addition, EDTA is particularly suitable for bone 
marrow studies because it causes minimal alteration of lymphoid surface antigens and provides superior 
preservation of nucleic acid integrity, including messenger RNA (mRNA). Although conventional EDTA 
decalcification is generally performed for 7–14 days and is considered effective for the removal of calcium 
deposits, some paraffin-embedded bone specimens remain difficult to section. This observation suggests that 
residual mineral components may persist within the tissue despite prolonged decalcification, thereby affecting 



                    

                            วารสารวิทยาศาสตรบ์รูพา ปีที่ 31 (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม  –  สิงหาคม  พ.ศ. 2569 

                            BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 31 (No.2) May – August  2026                                   Research Article 

 
 

 711 
 

microtomy performance and section quality. Such challenges may lead to increased workload, repeated 
sectioning attempts, and delayed histopathological evaluation. Despite these advantages, the optimal duration 
of EDTA treatment required to improve the sectioning quality of previously processed bone paraffin blocks has 
not been clearly established. Surface decalcification of paraffin blocks has been proposed as a practical and 
time-efficient alternative technique for improving microtomy performance in incompletely decalcified bone 
specimens. This approach involves exposing the block surface to a decalcifying solution immediately before 
sectioning, thereby targeting residual mineral deposits without repeating the entire tissue-processing 
procedure. Therefore, the present study aimed to determine the optimal duration of EDTA surface 
decalcification for improving the histological quality of femoral bone sections obtained from Mlac:NZW rabbits. 
The femur was selected as the experimental model because it is a dense long bone with substantial mineral 
content, making it suitable for evaluating the effectiveness of surface decalcification. The findings of this study 
may contribute to the development of standardized protocols for surface decalcification and improve the 
efficiency and quality of bone tissue preparation for routine histopathological examination. 
Methodology: Twenty-four femoral bone specimens obtained from New Zealand White rabbits (Mlac:NZW) were 
fixed in 10% neutral buffered formalin for 48 h and decalcified in EDTA solution for 24 h at room temperature 
(25°C) prior to routine histological tissue processing. The paraffin blocks were randomly assigned to four groups 
(n = 6 per group) according to the duration of EDTA surface decalcification: 0 min (control), 15 min, 30 min, 
and 45 min. Following treatment, tissue sections were cut at a thickness of 4 µm, stained with hematoxylin and 
eosin (H&E), and evaluated for sectioning ease and histological slide quality. 
Main Results:  Surface decalcification of paraffin blocks with EDTA improved both sectioning ease and 
permanent slide quality compared with the untreated control group. Sectioning ease increased with longer 
EDTA immersion times (15, 30, and 45 min). The 30-min EDTA treatment produced the highest overall H-score, 
demonstrating optimal preservation of tissue architecture and H&E staining quality, and differed significantly 
from the control and 45-min treatment groups (P ≤ 0.05). Although the 45-min treatment further facilitated 
sectioning, it showed a tendency toward reduced slide quality compared with the 30-min treatment. The 15-
min treatment improved sectioning performance and slide quality compared with the control group but yielded 
lower overall H-scores than the 30-min and 45-min treatment groups. 
Conclusions:  Surface decalcification of paraffin blocks using EDTA for 30 min was identified as the optimal 
duration for preparing femoral bone tissue from Mlac:NZW rabbits. This method may serve as a practical 
approach for improving bone tissue preparation and enhancing the efficiency of routine histopathological 
procedures. 
Keywords : rabbits ;femur ;decalcification ;decalcifying agents; EDTA  
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Introduction 
 กระบวนการขจดัแคลเซียม (decalcification) คือ กระบวนการก าจดัแคลเซียมออกจากเนือ้เยื่อแข็งโดยใช้สาร
ขจัดแคลเซียม (decalcifying solution) เพื่อให้ชิน้เนื ้อมีความอ่อนนุ่มเพียงพอส าหรับการเตรียมและตัดชิน้เนือ้ทาง                   
จุลพยาธิวิทยา (Bumalee & Meesakul, 2017) การเลือกใชว้ิธีการขจดัแคลเซียมที่เหมาะสมจึงมีความส าคญัต่อคณุภาพ
ของสไลดแ์ละการคงสภาพโครงสรา้งของเนือ้เยื่อ (Chow et al., 2019) โดยเฉพาะการขจดัแคลเซียมดว้ยการใชส้ารเคมี
หรือสารละลาย เช่น กรดไนตริกเป็นกรดอนินทรีย์ที่สามารถละลายแคลเซียมไดร้วดเร็ว เหมาะส าหรบังานที่ตอ้งการผล             
ในระยะเวลาอนัสัน้ แต่อาจส่งผลต่อคุณภาพของการยอ้มสีและโครงสรา้งระดบัเซลล์ ท าใหร้ายละเอียดของเซลลล์ดลง 
เนือ้เยื่อหดตวั และการติดสีของเนือ้เยื่อไม่สม ่าเสมอ ซึ่งอาจส่งผลต่อการแปลผลทางจลุพยาธิวิทยาได ้(Bogoevski et al., 
2019) แต่ปัจจุบันมีการน าสารละลาย Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) ซึ่งเป็นสารในกลุ่มคีเลต (chelating 
agent) เพื่อก าจดัแคลเซียมในเนือ้เยื่อไขกระดกู มีขอ้ดีคือไม่ส่งผลกระทบต่อการยอ้มสีและมีผลต่อการเปล่ียนแปลงของ 
lymphoid surface antigens นอ้ยกว่าเมื่อเทียบกบัสารละลายกลุ่มกรด (Alers et al., 1999) และยงัคงสภาพของ mRNA 
และ antigenicity ไดด้ีกว่ากรดไนตริกและกรดฟอรม์ิก (Walsh et al., 1993; Choube et al., 2018) นอกจากนี ้มีรายงาน
การศกึษาหลายฉบบัท่ีสนบัสนนุประสิทธิภาพของ EDTA ในการขจดัแคลเซียมและการคงสภาพเนือ้เยื่อ โดย Chow et al. 
(2019) รายงานว่าการใช ้EDTA ร่วมกับคล่ืนอลัตราซาวนดส์ามารถลดระยะเวลาในการขจดัแคลเซียมของชิน้เนือ้กระดกู
ได ้โดยไม่ส่งผลกระทบต่อคณุภาพทางจลุพยาธิวิทยาและการตรวจทางอิมมโูนฮิสโตเคมี ขณะที่ Bogoevski et al. (2019) 
พบว่า EDTA สามารถคงสภาพลกัษณะทางสณัฐานวิทยาของเนือ้เยื่อและความสามารถในการตรวจหาแอนติเจนไดด้ีกวา่
สารขจัดแคลเซียมประเภทกรดหลายชนิด ผลการศึกษาดังกล่าวชีใ้หเ้ห็นว่า EDTA เป็นสารขจัดแคลเซียมที่เหมาะสม
ส าหรบัการเตรียมชิน้เนือ้ทางจลุพยาธิวิทยา โดยเฉพาะในกรณีที่ตอ้งการคงสภาพโครงสรา้งของเนือ้เยื่อและองคป์ระกอบ
ทางชีวโมเลกุลเพื่อการวิเคราะหเ์พิ่มเติม  แม้ว่า EDTA จะคงสภาพเนือ้เยื่อไดด้ีกว่าสารขจัดแคลเซียมกลุ่มกรด แต่มี
ขอ้จ ากัดคือใชเ้วลาขจดัแคลเซียมนาน และหากขจดัแคลเซียมไม่สมบูรณอ์าจส่งผลใหต้ดัชิน้เนือ้ไดย้ากและเกิด artifact 
ทางจลุพยาธิวิทยาได ้ 
 กระต่ายสายพนัธุ ์New Zealand White (Mlac:NZW) เป็นสตัวท์ดลองที่นิยมใชใ้นงานวิจยัดา้นวทิยาศาสตรแ์ละ
พยาธิวิทยา เนื่องจากมีลกัษณะทางสรีรวิทยาและโครงสรา้งกระดกูใกลเ้คียงกบัมนษุย ์รายงานการเจรญิเติบโตของกระดกู
ตน้ขาพบว่า กระดูก femur มีการยืดความยาวอย่างรวดเรว็ในช่วง 4-8 สปัดาหแ์รก และมีการเพิ่มความหนาของ cortical 
bone รวมถึงการสะสมแร่ธาตุใน bone matrix อย่างต่อเนื่องจนเข้าสู่ระยะคงที่  (Kaweblum et al., 1994) จากการ
ปฏิบัติงานของห้องปฏิบัติการจุลพยาธิวิทยา ศูนยส์ัตวท์ดลองแห่งชาติ เนือ้เยื่อกระดูกไดร้ับการขจัดแคลเซียมดว้ย
สารละลาย EDTA ตามขั้นตอนมาตรฐานของหอ้งปฏิบัติการ โดยไม่ไดใ้ชส้ารขจัดแคลเซียมชนิดอื่นมาก่อน เนื่องจาก 
EDTA เป็นสารขจดัแคลเซียมที่สามารถคงสภาพโครงสรา้งเนือ้เยื่อและรายละเอียดทางจุลพยาธิวิทยาไดด้ี อย่างไรก็ตาม 
กระบวนการดงักล่าวใชร้ะยะเวลาค่อนขา้งนาน นอกจากนี ้ในการปฏิบตัิงานประจ ายงัพบว่าบล็อกพาราฟินของเนือ้เยื่อ
กระดกูบางตวัอย่างไม่สามารถตดัชิน้เนือ้ใหไ้ดค้วามหนา 4 ไมครอนตามมาตรฐานได ้อนัเนื่องมาจากการขจดัแคลเซียมที่
ไม่สมบูรณ์ ส่งผลให้เกิดการฉีกขาดของเนื ้อเยื่อ รอยขีดบนสไลด์ และคุณภาพของชิน้เนื ้อที่ลดลง ซึ่งอาจส่งผลต่อ
ประสิทธิภาพในการประเมินลักษณะทางจุลพยาธิวิทยา ดว้ยเหตุนี ้ผูว้ิจัยจึงสนใจประยุกตใ์ชเ้ทคนิคการขจดัแคลเซียม
เฉพาะบริเวณผิวหน้าบล็อกพาราฟิน (surface decalcification) เพื่อแก้ไขปัญหาดังกล่าว ทั้งนี ้ จากการทบทวน



                    

                            วารสารวิทยาศาสตรบ์รูพา ปีที่ 31 (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม  –  สิงหาคม  พ.ศ. 2569 

                            BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 31 (No.2) May – August  2026                                   Research Article 

 
 

 713 
 

วรรณกรรมและประสบการณก์ารปฏิบตัิงานของผูว้ิจยั พบว่ายงัมีขอ้มลูทางวิชาการเก่ียวกบัระยะเวลาที่เหมาะสมในการ
แช่ผิวหนา้บล็อกพาราฟินดว้ยสารละลาย EDTA ค่อนขา้งจ ากดั โดยเฉพาะในกระดกูของกระต่ายสายพนัธุ ์Mlac:NZW  
 ดงันัน้ การศึกษานีจ้ึงมีวตัถุประสงคเ์พื่อประเมินระยะเวลาที่เหมาะสมของการขจดัแคลเซียมจากผิวหนา้บล็อก
พาราฟินดว้ยสารละลาย EDTA ต่อคุณภาพของชิน้เนือ้กระดกูตน้ขาหลงัของกระต่ายสายพนัธุ ์Mlac:NZW โดยใชเ้ทคนิค 
surface decalcification เพื่อเป็นขอ้มลูส าหรบัก าหนดสภาวะที่เหมาะสมในการเตรียมสไลดเ์นือ้เยื่อกระดกูที่มีปัญหาใน
การตัดชิน้เนือ้ ช่วยลดความเสียหายของชิน้เนือ้และเพิ่มคุณภาพของสไลดท์างจุลพยาธิวิทยา ตลอดจนสามารถน าผล
การศกึษาไปประยกุตใ์ชใ้นการพฒันาแนวทางปฏิบตัิในหอ้งปฏิบตัิการ และเป็นขอ้มลูพืน้ฐานส าหรบัการศกึษาต่อยอดใน
เนือ้เยื่อกระดกูของสตัวท์ดลองหรือการประเมินดว้ยเทคนิคทางเนือ้เยื่อวิทยาอื่นในอนาคต  
 

Methodology 
1. สตัวท์ดลองและกลุ่มทดลอง 
 การศกึษานีเ้ป็นการวิจยัเชิงทดลองในหอ้งปฏิบตัิการ โดยด าเนินการภายใตห้ลกัจรยิธรรมการใชส้ตัวท์ดลองตาม
หลกัการ 3Rs ไดแ้ก่ การทดแทนการใชส้ตัวท์ดลองเมื่อเป็นไปได ้(Replacement) การลดจ านวนสตัวท์ดลองใหเ้หลือนอ้ย
ที่สุดเท่าที่จ  าเป็น (Reduction) และการปรับปรุงวิธีการทดลองเพื่อลดความเจ็บปวดและส่งเสริมสวัสดิภาพสัตว์
(Refinement)  ทั้งนี ้ โครงการวิจัยได้รับการอนุมัติจากคณะกรรมการก ากับดูแลการด าเนินการต่อสัตวเ์พื่องานทาง
วิทยาศาสตร ์ศูนยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล (NLAC-ACUC รหสัโครงการ RA2025-32) ภายใตม้าตรฐาน 
AAALAC International โดยการออกแบบการทดลองอา้งอิงจากการทบทวนวรรณกรรมที่เก่ียวขอ้ง กลุ่มตวัอย่างคือบล็อก
พาราฟินจากกระดูกตน้ขาหลงักระต่ายสายพนัธุ ์New Zealand White (Mlac:NZW) ซึ่งไดม้าจากซากสตัวท์ดลองที่ผ่าน
การตรวจสขุภาพประจ าปีตามระบบของหน่วยงาน โดยมีอาย ุ12 สปัดาห ์จ านวน 24 ตวัอย่าง ขนาดตวัอย่างก าหนดตาม
ความพรอ้มของชิน้เนือ้และหลักการ Reduction ภายใต ้3Rs และบล็อกพาราฟิน แบ่งเป็น 4 กลุ่ม ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุม                
ที่ไม่แช่สารละลาย EDTA (0 นาที) และกลุ่มทดลองที่แช่ผิวหนา้บล็อกในสารละลาย EDTA เป็นเวลา 15 นาที 30 นาที 
และ 45 นาที  
2. สารเคมีทีใ่ชใ้นการวจิยั 
 สารเคมีประกอบดว้ย สารละลายรอ้ยละ 10 นิวทรลั บัฟเฟอร ์ฟอรม์าลีน  (10% neutral buffered formalin; 
10% NBF, 14% EDTA (Osteodec®, Bio-Optica, Italy), ethanol, xylene, paraffin wax, hematoxylin, eosin, bluing 
reagent, distilled water และ mounting media โดยสารเคมีทัง้หมดเป็น analytical grade  
3. การเตรียมชิน้เนือ้และการหล่อบล็อกพาราฟิน 
 ชิน้เนือ้กระดูกถูกตรงึสภาพใน 10% neutral buffered formalin (NBF) เป็นเวลา 48 ชั่วโมง จากนัน้แช่ใน 14% 
EDTA เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ตดัแต่งใหม้ีขนาดมาตรฐาน 10 × 10 × 3 mm เพื่อลดความแปรปรวนของขนาดชิน้เนือ้ ซึ่งอาจ
ส่งผลต่อการแพร่ผ่านของสารขจัดแคลเซียมและความสม ่าเสมอของกระบวนการขจัดแคลเซียม และลา้งดว้ยน า้กลั่น               
เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้เขา้สู่กระบวนการเตรียมชิน้เนือ้อตัโนมตัิ (Tissue Processing) ซึ่งประกอบดว้ย dehydration 
ดว้ย ethanol gradient, clearing ดว้ย xylene และ infiltration ดว้ย paraffin wax แลว้น าชิน้เนือ้กระดกูไปฝังในพาราฟิน 
ดว้ยเครื่องหล่อบล็อกพาราฟิน (Paraffin Embedding) เพื่อเตรียมส าหรบัการตดัชิน้เนือ้ เป็นแผ่นบางในขัน้ตอนถดัไป 
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4. การขจดัแคลเซียมเฉพาะผวิหนา้บล็อกพาราฟิน 
 บล็อกกระดูกที่ฝังพาราฟินแลว้จะถูกวางในสารละลาย EDTA 14% (pH 7.4)  ซึ่งเป็นความเข้มข้นที่ใช้เป็น
ประจ าในหอ้งปฏิบตัิการจลุพยาธิวิทยา ศนูยส์ตัวท์ดลองแห่งชาติ เนื่องจากสามารถขจดัแคลเซียมไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
พรอ้มทั้งช่วยคงสภาพโครงสรา้งเนือ้เยื่อ รายละเอียดของเซลล ์และคุณภาพการติดสีทางจุลพยาธิวิทยาไดด้ี แบ่งเป็น               
4 กลุ่มทดลอง ไดแ้ก่ กลุ่มควบคุมที่ไม่แช่สารละลาย EDTA (0 นาที) กลุ่มที่แช่สารละลาย EDTA เป็นเวลา 15 นาที                 
30 นาที และ 45 นาที ตามล าดบั หลงัจากครบเวลาที่ก าหนด ผิวหนา้บล็อกพาราฟินถกูลา้งดว้ยน า้กลั่นเป็นเวลา 15 นาที 
ปล่อยใหแ้หง้ก่อนน าไปตดัสไลด ์
5. ขัน้ตอนการตดัสไลดแ์ละการยอ้มส ี
 บล็อกพาราฟินถกูตดัเป็นแผ่นบางความหนา 4 ไมโครเมตร ดว้ยเครื่องไมโครโทม (microtome) จากนัน้น าสไลด์
ไปอุ่นที่อุณหภูมิ 70 องศาเซลเซียส ก่อนน าไปยอ้มสีดว้ยเทคนิค Hematoxylin and Eosin (H&E staining) โดยเริ่มจาก
การก าจัดพาราฟินดว้ยไซลีน (xylene) และน าไปผ่านแอลกอฮอลท์ี่มีความเข้มข้นลดหลั่นกันเพื่อคืนสภาพน า้ให้กับ
เนือ้เยื่อ จากนัน้ยอ้มสีนิวเคลียสดว้ย hematoxylin ลา้งสีส่วนเกินดว้ยสารละลาย acid alcohol ความเขม้ขน้ 1% และท า
การ bluing ดว้ย lithium carbonate ต่อดว้ยการยอ้มไซโตพลาสซมึดว้ย eosin หลงัจากนัน้ก าจดัน า้ออกจากเนือ้เยื่อดว้ย
แอลกอฮอลค์วามเขม้ขน้เพิ่มขึน้ตามล าดบั และท าใหใ้สดว้ยไซลีน ก่อนปิดแผ่นสไลดด์ว้ยสารปิดสไลด ์(mounting media) 
6. การประเมินผล  
              ในการทดลองครัง้นีส้ไลดเ์นือ้เยื่อแต่ละแผ่นน ามาประเมินผลดว้ยการก าหนดมาตรฐานและเกณฑข์อง  Sanjai          
et al. (2012) โดยตัดเกณฑ์การประเมินการหดตัวของเนือ้เยื่ออ่อน (soft tissue shrinkage) และการจัดเรียงตัวของ
เนือ้เยื่อโพรงฟัน (pulpal organization) ออก เนื่องจากไม่เหมาะสมต่อการประเมินเนือ้เยื่อกระดกูตน้ขาหลงักระต่าย และ
แทนที่ดว้ยการประเมินความสมบรูณข์องโครงสรา้งเนือ้เยื่อแข็งและเนือ้เยื่ออ่อน จากนัน้แบ่งการประเมินออกเป็น 2 ส่วน 
คือ (1) ความง่ายในการตดัชิน้เนือ้ (ease of sectioning) ใหค้ะแนนในช่วง 1-3 คะแนน และ (2) คุณภาพของสไลดเ์นือ้
ถาวร (staining and structural quality) ก าหนดคะแนนในช่วง 0-2 และ 0-1 คะแนน โดยพิจารณาคุณภาพการติดสีของ
เนือ้เยื่อแข็งและเนือ้เยื่ออ่อน การคงสภาพและการยึดติดของเนือ้เยื่ออ่อนกบัสไลด์ ตลอดจนความสมบูรณข์องโครงสรา้ง
ทางจุลกายวิภาคของเนื ้อเยื่อแข็งและเนื ้อเยื่ออ่อนภายหลังการย้อมสี H&E การประเมินคุณภาพสไลด์ด าเนินการ                   
แบบปกปิด (blinded assessment) โดยผู้ประเมินไม่ทราบข้อมูลกลุ่มทดลองและระยะเวลาการขจัดแคลเซียมของ
ตัวอย่าง เพื่อลดอคติในการประเมิน จากนั้นน าคะแนนทั้งสองส่วนมารวมเป็นคะแนนเพื่อใชใ้นการวิเคราะหท์างสถิติ                
โดยรายละเอียดแสดงใน Table 1 
7. การวเิคราะห์ขอ้มูล  
 การศึกษาครัง้นีใ้ชส้ถิติเชิงพรรณนามาอธิบายขอ้มลูที่ไดจ้ากการประเมินความง่ายในการตดัชิน้เนือ้ คุณภาพ
สไลดเ์นือ้เยื่อถาวรของชิน้เนือ้กระดูก และคะแนนรวมทั้ง 2 ส่วน โดยน าเสนอในรูปแบบของ Median (Interquartile 
range; IQR) ของคะแนนการประเมินเพื่ออธิบายแนวโนม้ของข้อมลูของแต่ละกลุ่มการทดลอง การวิเคราะหท์างสถิติจะ
กระท าโดยใชส้ถิตแบบ Nonparametric ชนิด Kruskal-Wallis test เพื่อเปรียบเทียบคะแนนรวมคุณภาพสไลดเ์นือ้เยื่อ
ถาวร ทัง้ 4 กลุ่มการทดสอบ และชนิด Mann-Whitney U test เพื่อเปรียบเทียบหาคู่ที่มีความแตกต่างอย่างมนียัส าคญัทาง
สถิติ ผ่านโปรแกรม PASW Statistics (version 18) ส าหรบัทกุการทดสอบค่า P-value ≤ 0.05 จะถือว่าขอ้มลูคู่นัน้มีความ
แตกต่างกนัอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ 
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Table 1  Histological Quality Score (H-score) Criteria for Decalcified Bone Tissue Samples 
              (Modified from Sanjai et al., 2012) 

 
Results 
ส่วนที ่1 การประเมินความง่ายในการตดัชิน้เนือ้ (Ease of sectioning) 
 จากการศึกษาในครัง้นีพ้บว่าค่า H-score ของชิน้เนือ้กระดูกภายหลังการขจัดแคลเซียมเฉพาะผิวหนา้บล็อก
พาราฟินดว้ยสาร EDTA มีค่าที่แตกต่างกนัตามระยะเวลาในการแช่สาร โดยกลุ่มควบคมุที่ไม่ไดร้บัการแช่สาร EDTA มีค่า 
Median (IQR) ของ H-score เท่ากับ 1 (IQR 1.0-1.8) เมื่อท าการขจดัแคลเซียมดว้ยสาร EDTA เป็นเวลา 15 นาที พบว่า         
มีค่า Median (IQR) ของ H-score เท่ากบั 2.5 (IQR 2.0-3.0) ขณะที่กลุ่มที่แช่สาร EDTA เป็นเวลา 30 นาที มีค่า Median 
(IQR) ของ H-score เท่ากับ 3 (IQR 3.0-3.0) ส าหรับกลุ่มที่ไดร้ับการขจัดแคลเซียมดว้ยสาร EDTA เป็นเวลา 45 นาที 
พบว่ามีค่า Median (IQR) ของ H-score เท่ากบั 3 (IQR 3.0-3.0) ขอ้มลูแสดงดงั Table 2   
 
 

Parameters Score Criteria 
Part I   
1. Ease of sectioning 
 
 
Part II 
1. Staining of hard tissue 

 
 
2. Staining of soft tissue     
    associated with the  
    hard  tissue staining 

3. Soft tissue attachment 
 
 
4. Structure of hard  
     tissue 
5. Structure of soft tissue   
    associated with the    
    hard  tissue 

1 
2 
3 

Cannot section. 
Section complete with gritting sound when sectioning. 
Section complete without gritting sound when sectioning. 

 

0 
1 
2 
0 
1 
2 

 

No staining. 
< 50 % of tissue is stained. 
> 50% of tissue is stained. 
No staining. 
< 50 % of tissue is stained. 
> 50% of tissue is stained. 

0 
1 
2 
0 
1 
0 
1 
 

> 50 % of soft tissue detach from hard tissue. 
< 50 % of soft tissue detach from hard tissue. 
no soft tissue detached from hard tissue. 
distorted /damaged structure. 
normal structure. 
distorted /damaged structure. 
normal structure 
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Table 2  The median (Interquartile range; IQR) of Histological quality score (H-score; part I) of bone tissue  
               sections with/without surface decalcification with EDTA (N = 24) 

Groups (animals per group) Ease of sectioning 
Surface EDTA 0 min (6) 1 (IQR 1.0-1.8) 
Surface EDTA 15 min (6) 2.5 (IQR 2.0-3.0) 
Surface EDTA 30 min (6) 3 (IQR 3.0-3.0) 
Surface EDTA 45 min (6) 3 (IQR 3.0-3.0) 

 
 

ส่วนที ่2 การประเมินคณุภาพของสไลด ์(Staining and structure quality)  
 จากการประเมินคณุภาพของสไลดเ์นือ้เยื่อถาวรของชิน้เนือ้กระดูกภายใตก้ลอ้งจุลทรรศนพ์บว่ากลุ่มการทดลอง
ที่มีคะแนนโดยภาพรวมของทุกปัจจัยการประเมินดีที่สุดคือกลุ่มที่ขจัดแคลเซียมเฉพาะหน้าบล็อกด้วย EDTA                           
เป็นเวลา 30 นาที (Figure 1C) โดยพบว่าค่า Median (IQR) ของคะแนนการย้อมติดสีเนือ้เยื่อแข็งหรือกระดูกเท่ากับ              
2 (IQR 2.0-2.0) ซึ่งมีคะแนนไม่แตกต่างจากกลุ่มที่ใชเ้วลา 15 นาที (Figure 1B)  และกลุ่มที่ไม่ใช ้EDTA ขจดัแคลเซียมที่
หนา้บล็อก (Figure 1A) แสดงใหเ้ห็นถึงการยอ้มติดสีของเนือ้เยื่อกระดูกที่ชดัเจน สามารถเห็นขอบเขตของเซลลก์ระดูก
ชนิด Osteocytes เนือ้กระดูก (Bone matrix) และส่วนของ Haversian canals (ท่อที่มีลักษณะตามยาว) อย่างไรก็ตาม 
พบว่ามีคะแนนสงูกว่ากลุ่มที่ใชเ้วลา 45 นาที ซึ่งมีค่า Median (IQR) เท่ากับ 1.5 (IQR 1.0-2.0) (Figure 1D) ในดา้นของ
การยอ้มติดสีเนือ้เยื่ออ่อนหรือส่วนของไขกระดูก  (Bone marrow) พบว่าค่า Median (IQR) ของกลุ่มที่ใชเ้วลา 30 นาที
เท่ากับ 2 (IQR 2.0-2.0) (Figure 2C) ซึ่งมีคะแนนไม่แตกต่างจากกลุ่มที่ไม่ใช้ EDTA (Figure 2A) และกลุ่มที่ใช้เวลา                 
45 นาที (Figure 2D) แสดงใหเ้ห็นถึงการยอ้มติดสีกลุ่มเซลลอ์่อนของเม็ดเลือด (Hematopoietic cells) และเซลลเ์มกะ            
คารีโอซยัท ์(Megakaryocytes) ที่ชดัเจนซึ่งมีคะแนนสงูกวา่กลุ่มที่ใชเ้วลา 15 นาทีเล็กนอ้ยโดยมีค่า Median (IQR) เท่ากบั 
2 (IQR 1.2-2.0) ในส่วนของคะแนนการเกาะติดระหว่างเนือ้เยื่อกระดูกและไขกระดูกในสไลดเ์นือ้เยื่อถาวรไม่พบความ
แตกต่างที่ชดัเจนในทัง้ 4 กลุ่มการทดลอง โดยพบว่ากลุ่มที่ไม่ใช่ EDTA กลุ่มที่ใชเ้วลา 15 นาที กลุ่มที่ใชเ้วลา 30 นาที และ
กลุ่มที่ใชเ้วลา 45 นาทีมีค่า Median (IQR) เท่ากับ 0, 0 (IQR 0-0.80), 0 (IQR 0-0.80) และ 0 ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นว่า
คุณภาพการติดกันระหว่างเนือ้เยื่อทัง้สองส่วนของกระดกูยงัท าไดไ้ม่ดีนกั ล าดบัถัดไปในส่วนคะแนนการรกัษาโครงสรา้ง
เนือ้เยื่อกระดูกไม่พบความแตกต่างที่ชดัเจนในทัง้ 4 กลุ่มการทดลองเช่นเดียวกัน โดยพบว่ากลุ่มที่ไม่ใช่ EDTA กลุ่มที่ใช้
เวลา 15 นาที กลุ่มที่ใชเ้วลา 30 นาที และกลุ่มที่ใชเ้วลา 45 นาทีมีค่า Median (IQR) เท่ากับ 0, 0, 0 (IQR 0-0.80) และ 0 
ตามล าดบั แสดงใหเ้ห็นว่ายงัคงพบการบิดเบีย้วหรือการท าลายโครงสรา้งของเนือ้เยื่อกระดกูอยู่บา้งในบางพืน้ที่ของสไลด์
เนือ้เยื่อถาวร ส่วนสดุทา้ยคือคะแนนการรกัษาโครงสรา้งเนือ้เยื่อไขกระดูกโดยพบว่ากลุ่มที่ใชเ้วลา 15 นาที 30 นาที และ 
45 นาที ไม่มีความแตกต่างของคะแนนในส่วนนีซ้ึ่งมีค่า Median (IQR) เท่า 1 (IQR 1-1) อย่างไรก็ตาม พบว่ามีคะแนนสงู
กว่ากลุ่มที่ไม่ใช ้EDTA ซึ่งมีค่า Median (IQR) เท่ากบั 0.5 (IQR 0-1)  ขอ้มลูแสดงดงั Table 3 
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Table 3  The median (Interquartile range; IQR) of Histological quality score (H-score; part II) of bone tissue  
               sections with/without surface decalcification with EDTA (N = 24) 

Groups(animals  
per group) 

Staining Attachment 
 (0-2) 

Structure 
Hard tissue    

(0-2) 
Soft tissue 

 (0-2) 
Hard tissue  

(0-1) 
Soft tissue 

 (0-1) 
Surface EDTA 0 min (6) 2 (IQR 2.0-2.0) 2 (IQR 2.0-2.0) 0 0 0.5 (IQR 0-1) 
Surface EDTA 15 min (6) 2 (IQR 2.0-2.0) 2 (IQR 1.2-2.0) 0 (IQR 0-0.8) 0 1 (IQR 1-1) 
Surface EDTA 30 min (6) 2 (IQR 2.0-2.0) 2 (IQR 2.0-2.0) 0 (IQR 0-0.8) 0 (IQR 0-0.8) 1 (IQR 1-1) 
Surface EDTA 45 min (6) 1.5 (IQR1.0-2.0) 2 (IQR 2.0-2.0) 0  0  1 (IQR 1-1) 

 
คะแนนรวมคณุภาพสไลดเ์นือ้เยือ่ถาวร 
 จากการน าผลการประเมินคะแนนทั้ง 2 ส่วน (คะแนนการตัดสไลดเ์นือ้เยื่อถาวรและคะแนนคุณภาพสไลด์
เนื ้อเยื่อถาวร ) พบว่าค่า Median (IQR) ของกลุ่มทดลองที่ ไม่ใช้ EDTA ขจัดแคลเซียมที่หน้าบล็อกเท่ากับ 5.5                             
(IQR 5.0-6.8) มีความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับค่า Median (IQR) ของกลุ่มที่ใช ้
EDTA ขจัดแคลเซียมที่หน้าบล็อกเป็นเวลา 15 นาที เป็นเวลา 30 นาที และเป็นเวลา 45 นาที ที่มีค่าเท่ากับ 7.5                     
(IQR 7.0-8.0), 8 (IQR 8.0-8.8) และ 7 (7.0-7.8) ตามล าดบั นอกจากนีพ้บว่ากลุ่มการทดลองที่มีค่า Median (IQR) ของ
คะแนนการประเมินสงูที่สดุคือกลุ่มทดลองที่ใช ้EDTA ขจดัแคลเซียมที่หนา้บล็อกเป็นเวลา 30 นาที โดยมีความแตกต่าง
อย่างมีนัยส าคัญทางสถิติ (P < 0.05) เมื่อเปรียบเทียบกับกลุ่มทดลองที่ใช้เวลาขจัดแคลเซียมที่ หน้าบล็อกเป็นเวลา                   
45 นาที อย่างไรก็ตาม ไม่พบความแตกต่างอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ (P > 0.05) ของค่า Median (IQR) ของคะแนนการ
ประเมินระหว่างกลุ่มการทดลองที่ใช ้EDTA ขจดัแคลเซียมที่หนา้บล็อกเป็นเวลา 15 นาที เมื่อเปรียบเทียบกบัคะแนนรวม
ของกลุ่มทดลองที่ใชเ้วลา 30 นาที และ 45 นาที ขอ้มลูแสดงดงั Table 4 และ Figure 3  
 
Table 4  The median (Interquartile range; IQR) of Histological quality score (H-score; part I and II) of bone  
               tissue sections with/without surface decalcification with EDTA (N = 24) 

H-score  
(Total score = 11) 

Groups (animals per group) 
Surface EDTA  

0 min (6) 
Surface EDTA       

15 min (6) 
Surface EDTA        

30 min (6) 
Surface EDTA       

45 min (6) 
Overall H-score 5.5 (IQR 5.0-6.8)a 7.5 (IQR 7.0-8.0)be 8 (IQR 8.0-8.8)bc 7 (7.0-7.8)ed 

 

a-e Superscription within a row indicates the result of pairwise comparison. If there is a common letter, it shows 
no statistically significant difference (P < 0.05). 
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Figure 1 Representative histological images of longitudinal sectioned-rabbit femoral bone. (A) Control without EDTA  
              surface decalcification revealing partially distorted structure of bone tissue; (B) EDTA for 15 min; (C) EDTA  
              for 30 min; (D) EDTA for 45 min. Black arrows indicate osteocytes and asterisks (*) indicate Haversian canals  

             (H&E stain, ×10) 
 

 

     Figure 2  Representative histological images of rabbit femoral bone marrow. (A) Control without EDTA surface  
                    decalcification; (B) EDTA for 15 min; (C) EDTA for 30 min; (D) EDTA for 45 min. Asterisks (*) indicate  
                    megakaryocytes (H&E stain, ×40) 



                    

                            วารสารวิทยาศาสตรบ์รูพา ปีที่ 31 (ฉบบัที่ 2)  พฤษภาคม  –  สิงหาคม  พ.ศ. 2569 

                            BURAPHA SCIENCE JOURNAL Volume 31 (No.2) May – August  2026                                   Research Article 

 
 

 719 
 

 
 

Figure 3  Boxplot of Histological quality score (H-score; part I and II) of bone tissue section with significant bar  
               and P value 

 

Discussion 
ระยะเวลาของการขจดัแคลเซียมเฉพาะผิวหนา้บล็อกพาราฟินดว้ยสาร EDTA เป็นปัจจยัส าคญัที่ส่งผลต่อความ

ง่ายในการตดัชิน้เนือ้กระดกูดว้ยไมโครโทม โดยผลการศกึษาครัง้นีแ้สดงใหเ้ห็นว่าการเพิ่มระยะเวลาในการแช่ EDTA ช่วย
เพิ่มประสิทธิภาพในการตดัชิน้เนือ้ สะทอ้นใหเ้ห็นว่าการลดปริมาณแคลเซียมบริเวณผิวหนา้บล็อกสามารถลดความแข็ง
ของเนือ้เยื่อและแรงตา้นต่อใบมีดไมโครโทมได ้ส่งผลใหก้ารเกิดปัญหา เช่น การฉีกขาดของชิน้เนือ้ การเกิด chatter และ
ความไม่สม ่าเสมอของ ribbon ลดลง ผลดังกล่าวสามารถอธิบายไดจ้ากกลไกการออกฤทธ์ิของ EDTA ซึ่งเป็นสารขจดั
แคลเซียมประเภท chelating agent ที่จับกับแคลเซียมไอออนและค่อย ๆ ก าจัดแร่ธาตุออกจากเนือ้เยื่อโดยไม่ท าลาย
องคป์ระกอบของเนือ้เยื่ออย่างรุนแรง แตกต่างจากสารขจดัแคลเซยีมประเภทกรดที่แมจ้ะท างานไดร้วดเรว็กว่า แต่มีโอกาส
ส่งผลกระทบต่อรายละเอียดทางจุลพยาธิวิทยาและคุณภาพการย้อมสีมากกว่า ดังนั้น เมื่อปริมาณแคลเซียมบริเวณ
ผิวหนา้บล็อกลดลงอย่างเพียงพอ ความสามารถในการตดัชิน้เนือ้จึงดีขึน้ตามไปดว้ย สอดคลอ้งกบัรายงานของ Suvarna 
et al. (2013) ที่ระบุว่าการขจดัแคลเซียมอย่างเพียงพอเป็นขัน้ตอนส าคญัในการเตรียมสไลดเ์นือ้เยื่อกระดกู เนื่องจากแร่
ธาตุที่ตกคา้งภายในชิน้เนือ้สามารถเพิ่มแรงตา้นต่อใบมีดไมโครโทม ส่งผลใหเ้กิดความยากล าบากในการตดัชิน้เนือ้และ
น าไปสู่การเกิด artifacts ต่าง ๆ เช่น การฉีกขาดของเนือ้เยื่อ รอยสั่น (chatter) และรอยใบมีด (knife marks) ในการศกึษา
ครัง้นี ้กลุ่มที่ไดร้บัการขจดัแคลเซียมที่ผิวหนา้บล็อกพาราฟินดว้ย EDTA เป็นเวลา 30 นาที ใหคุ้ณภาพการตดัชิน้เนือ้และ
ความสมบูรณข์องโครงสรา้งเนือ้เยื่อดีกว่ากลุ่มที่ไม่ไดร้ับการขจัดแคลเซียม สะทอ้นใหเ้ห็นว่าการลดปริมาณแร่ธาตุที่
ตกคา้งบริเวณผิวหนา้บล็อกสามารถช่วยลดปัญหาทางเทคนิคระหว่างการตดัสไลดแ์ละเพิ่มคุณภาพของชิน้เนือ้ส าหรบั
การประเมินทางจุลพยาธิวิทยาได ้นอกจากนี ้มีรายงานว่า EDTA สามารถคงสภาพโครงสรา้งทางจุลพยาธิวิทยา ความ
สมบูรณข์องแอนติเจน รวมถึง DNA และ RNA ไดด้ีกว่าสารขจัดแคลเซียมชนิดกรด เน่ืองจากออกฤทธ์ิโดยการจับกับ

P = 0.027 

P = 0.003 P = 0.016 

P = 0.037 
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แคลเซียมไอออน (chelation) โดยไม่ท าลายองคป์ระกอบของเนือ้เยื่อ ส่งผลใหคุ้ณภาพของเนือ้เยื่อส าหรบัการวิเคราะห์
ทางพยาธิวิทยาและชีววิทยาระดบัโมเลกลุยงัคงไดร้บัการรกัษาไว้ (Li et al., 2024) 
 จดุที่น่าสนใจของการศกึษาครัง้นีค้ือ แมว้่าการเพิ่มระยะเวลาในการแช่ EDTA จะช่วยเพิ่มความงา่ยในการตดัชิน้
เนือ้อย่างต่อเนื่อง แต่เมื่อพิจารณาร่วมกับคณุภาพสไลดท์างจลุพยาธิวิทยา พบว่าการแช่ EDTA เป็นเวลา 30 นาทีใหผ้ล
โดยรวมดีที่สดุ แสดงใหเ้ห็นว่าระยะเวลาในการขจดัแคลเซียมที่เหมาะสมอาจมีความส าคญัมากกว่าการขจดัแคลเซียมให้
มากที่สดุ เนื่องจากเป้าหมายของการเตรียมสไลดเ์นือ้เยื่อกระดูกไม่ไดจ้ ากดัอยู่เพียงการตดัชิน้เนือ้ใหไ้ดง้่ายเท่านัน้ แต่ยงั
ตอ้งคงคณุภาพของการยอ้มสีและโครงสรา้งทางจลุพยาธิวิทยาไวใ้หม้ากที่สดุดว้ย 
 อย่างไรก็ตาม พบว่าคุณภาพสไลดเ์นือ้เยื่อถาวรทั้งในส่วนของการติดสีของเนือ้เยื่อแข็งและอ่อน การยึดติด
ระหว่างเนือ้เยื่อ และโครงสรา้งของเนือ้เยื่อแข็งและอ่อนไม่มีความแตกต่างกนัทางสถิติระหว่างแต่ละกลุ่มทดลองเนื่องจาก 
EDTA เป็นสารที่ใชข้จดัแคลเซียมที่มีความปลอดภัยต่อตัวอย่างสูง และไม่ก่อใหเ้กิดความเสียหายต่อเนือ้เยื่อ (Sterchi, 
2019) จึงไม่พบความแตกต่างอย่างชดัเจน ในขณะที่การใชส้ารกลุ่มที่เป็นกรด (Acid decalcifiers) อาจมีความเส่ียงใน
การเกิด Overdecalfication และส่งผลกระทบต่อการโครงสรา้งเนือ้เยื่อและคุณภาพการยอ้มสีของสไลดเ์นือ้เยื่อถาวร 
(Skinner, 2003) ทัง้นี ้เมื่อพิจารณาค่า H-score part II พบว่าคะแนนทุกหวัขอ้การประเมินมีแนวโน้มเพิ่มขึน้หรือสไลดม์ี
คุณภาพดีขึน้ เมื่อเวลาเพิ่มมากขึน้ตัง้แต่ 0 จนถึง 30 นาที แต่เมื่อใชแ้ช่หนา้บล็อกกับ EDTA เป็นเวลา 45 นาที พบว่า
คะแนนคณุภาพของสไลดเ์นือ้เยื่อถาวรในทกุหวัขอ้การประเมินมีแนวโนม้ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกบักลุ่มที่ใชเ้วลา 30 นาที  
 เมื่อพิจารณาคะแนนรวม (Overall H-score) พบว่ากลุ่มที่ขจัดแคลเซียมเฉพาะผิวหนา้บล็อกดว้ย EDTA เป็น
เวลา 30 นาที มีคะแนนสงูกว่ากลุ่มที่ใชเ้วลา 45 นาทีและกลุ่มควบคมุอย่างมีนยัส าคญัทางสถิติ แสดงใหเ้ห็นว่าระยะเวลา 
30 นาทีเป็นสภาวะที่เหมาะสมที่สุด เนื่องจากสามารถสรา้งสมดุลระหว่างความง่ายในการตดัชิน้เนือ้และคุณภาพของ
สไลดไ์ดด้ี แมว้่ากลุ่มที่ใชเ้วลา 45 นาทีจะใหค้วามง่ายในการตดัสงูที่สดุ แต่คะแนนคุณภาพสไลดโ์ดยรวมกลบัลดลง ซึ่ง
อาจเกิดจากการขจดัแคลเซียมที่นานเกินความจ าเป็น ส่งผลต่อความเขม้และคณุภาพของการยอ้มสีเนือ้เยื่อกระดกู ดงันัน้ 
ผลการศึกษาครัง้นีจ้ึงสอดคลอ้งกับค าแนะน าของ Sterchi (2019) ที่เสนอว่าการขจดัแคลเซียมเฉพาะผิวหนา้บล็อกดว้ย 
EDTA ควรใชเ้วลาประมาณ 15-30 นาที เพื่อใหไ้ดค้ณุภาพสไลดท์ี่เหมาะสมส าหรบัการตรวจทางจลุพยาธิวิทยา 
 การศกึษาในครัง้นีมุ้่งเนน้การขจดัแคลเซยีมเฉพาะผิวหนา้บล็อกพาราฟินของตวัอย่างกระดกูตน้ขาหลงั (Femur) 
ในกระต่ายเท่านัน้ การศกึษาวิธีการเชน่นีใ้นกระดกูส่วนอื่นที่มีความหนาแน่นของแคลเซยีมแตกต่างกนั จากสตัวท์ี่ต่างอายุ
กัน รวมถึงการเปรียบเทียบกับวิธีการขจัดแคลเซียมในรูปแบบอื่น  เช่น  สารละลาย 1% hydrochloric acid ใน 70% 
ethanolสารละลาย 10% formic acid หรือสารละลายส าเรจ็รูปอื่น ๆ ที่มีจ าหน่ายในทอ้งตลาด (Proprietary decalcifiers) 
(Kang et al., 2003; Sterchi, 2019) จะสามารถใหข้อ้มลูเก่ียวกบัประสิทธิภาพของการขจดัแคลเซยีมเฉพาะผิวหนา้บล็อก
ไดค้รอบคลมุและจ าเพาะยิ่งขึน้ นอกจากนี ้การศึกษาต่อไปในอนาคตควรมีการเพิ่มจ านวนตวัอย่าง  รวมไปถึงการขยาย
ช่วงเวลาในการแช่สาร EDTA พฒันาเกณฑก์ารประเมินความยากง่ายในการตดัชิน้เนือ้ใหม้ีความละเอียดมากยิ่งขึน้ และ
เลือกใชก้ารประเมินแบบปกปิด (Blind assessment) เพื่อลดอคติที่อาจเกิดขึน้ในแต่ละขัน้ตอนประเมิน  
 

Conclusions 
 การศึกษานีแ้สดงให้เห็นว่า การขจัดแคลเซียมเฉพาะผิวหน้าบล็อกพาราฟินของกระดูกตน้ขาหลังกระต่าย               
ดว้ยสาร EDTA สามารถลดความแข็งของบล็อกและเพิ่มความง่ายในการตดัสไลด ์โดยไม่กระทบต่อโครงสรา้งของเนือ้เยื่อ
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กระดกู เมื่อเปรียบเทียบระยะเวลาการแช่ พบว่าการแช่ EDTA เป็นเวลา 30 นาทีมีความเหมาะสมที่สดุ เนื่องจากใหส้มดลุ
ที่ดีระหว่างความง่ายในการตดัชิน้เนือ้และคณุภาพของสไลดเ์นือ้เยื่อถาวร ส่งผลใหส้ไลดม์ีลกัษณะเรียบ การยอ้มสีคมชดั 
และคงสภาพโครงสรา้งเนือ้เยื่อไดด้ี ขณะที่การแช่เป็นเวลา 45 นาทีมีแนวโนม้ท าใหค้ณุภาพของสไลดเ์นือ้เยื่อถาวรแย่กว่า 
กลุ่มที่แช่ EDTA เป็นเวลา 15 นาที  ดงันัน้ การแช่ผิวหนา้บล็อกพาราฟินดว้ยสาร EDTA เป็นเวลา 30 นาที สามารถน าไป
ประยกุตใ์ชเ้ป็นขัน้ตอนเสรมิในการเตรียมชิน้เนือ้กระดกูที่ตดัยาก เพื่อปรบัปรุงคณุภาพสไลดส์ าหรบัการตรวจทางจลุพยาธิ
วิทยาไดอ้ย่างมีประสิทธิภาพ 
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