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Abstract: 

Objective: To study a degree of DNA damage from different types of FFPE tissue in different fixing 

durations and conditions.

Materials and Methods: Autopsy tissue from four organs, i.e. brain, muscle, liver and spleen, were 

fixed in 10% neutral formalin in two different fixing conditions for 1, 3, 5, 10, 14, 21 and 28 days. 

One fixing condition is to immerse tissue in the same formalin throughout each due period while the 

other condition is to change formalin daily; pH of both conditions were recorded daily. The reference 

DNA was extracted from fresh tissues (Day0) by a frozen section and tissues from Day1 were not 

separated into two fixation groups yet while the other fixing periods were divided as mentioned. 

Fixed tissues were processed to embedding and were subsequently DNA-extracted. DNA concen-

tration of each tissue sample was quantified by NanodropTM spectrophotometer and analyzed a 

degree of fragmentation via Bioanalyzer 2100 electropheresis..

Results: The overall number of tissue samples are 56 comprising of four in each group, Day0, 1 and 

two sets of Day 3, 5, 10, 14, 21 and 28 differentiated by fixing conditions as described. Each of the 

group, i.e. the same day and fixing condition, revealed uniform DNA condition along four different 

organs. The pH remained approximately 6.8 for fresh formalin in the first 24 hours and abruptly 

dropped to 6 and stayed still throughout the fixing periods. DNA degradation was found remarkable 

increasing in the fixing condition with retain the same formalin while the other showed much less degree.

Conclusion: Formalin itself plays a part in DNA deterioration, however, the increase of acidity owing 

to oxidization of formaldehyde to formic acid seems be to a major co-contribution; thus, a daily 

changing of formalin might effectively reduce the effect of acidity resulting in less DNA degradation. 

Degree of DNA damage should be observed via the sensitive electrophoresis to estimate the amount 

of remaining high molecular-weight molecules allowing an achievement of a downstream analysis.
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บทคััดย่่อ

วััตถุุประสงค์์: เพื่่อศึึกษาระดัับความเสีียหายของ DNA จากเนื้้�อเยื่่อชนิิดต่่างๆ ในระยะเวลาที่่�ดองน้ำำ��ยา formalin 

ที่่�แตกต่่างกััน โดยเปรีียบเทีียบกัับกลุ่่�มที่่�มีีการเปลี่่�ยนน้ำำ��ยาใหม่่อย่่างสม่ำำ��เสมอเพื่่อติิดตามผลจากการเปลี่่�ยนสภาพ

ความเป็็นกรดด่่างของน้ำำ��ยา formalin

วััสดุุและวิิธีีการศึึกษา: เก็็บเนื้้�อเยื่่อจากศพที่่�ตายตามธรรมชาติิซึ่่�งถููกส่่งมาผ่่าตรวจทางนิิติิเวชศาสตร์์จำำ�นวน 1 ราย 

ที่่�มีีระยะเวลาภายหลัังตายไม่่เกิิน 8 ชั่่�วโมง ได้้แก่่สมอง กล้้ามเนื้้�อ ตัับ และม้้าม แล้้วดองน้ำำ��ยา formalin เป็็น

กลุ่่�มๆ ตามระยะเวลา 1, 3, 5, 10, 14, 21 และ 28 วััน โดยวัันแรกเก็็บเนื้้�อเยื่่อสกััด DNA ไว้้เป็็นข้้อมููลอ้้างอิิง 

และกลุ่่�มที่่�ดองไว้้เกิินกว่่าวัันที่่� 1 จะถููกแบ่่งออกเป็็นสองพวก คืือ พวกที่่�ดองในน้ำำ��ยาเดิิมกัับพวกที่่�ถููกเปลี่่�ยนถ่่าย

น้ำำ��ยาทุุกๆ วััน แล้้ววััดค่่า pH ทุุกวัันจากทุุกกลุ่่�ม หลัังจากครบกำำ�หนดแต่่ละกลุ่่�ม ก็็นำำ�เนื้้�อมาสกััด DNA แล้้ววััด

ปริิมาณด้้วย NanodropTM spectrophotometer และวิิเคราะห์์สภาพการสลายของ DNA ด้้วย Bioanalyzer 

2100 electropheresis 

ผลการศึึกษา: จากตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่อทั้้�งหมด 56 ตััวอย่่าง พบว่่า แต่่ละกลุ่่�มมีีสภาพ DNA ที่่�ใกล้้เคีียงกััน เมื่่อวััดค่่า 

pH พบว่่า  กลุ่่�มที่่�ไม่่เปลี่่�ยนน้ำำ��ยาฟอร์์มาลิิน พบค่่า pH ลดลงอย่่างรวดเร็็วภายหลััง 24 ชั่่�วโมงแรกและค่่อยๆ 

คงที่่�ที่่� pH = 6 ส่่วนกลุ่่�มที่่� 2 ที่่�เปลี่่�ยนน้ำำ��ยา formalin ทุุกวััน มีีค่่า pH 8 ค่่อนข้้างคงที่่�และใกล้้เคีียงกัับค่่าตั้้�งต้้น

คืือ pH ประมาณ 6.8 และทำำ�ให้้สภาพ DNA ในกลุ่่�มแรกมีีลัักษณะสลายมากกว่่ากลุ่่�มหลัังอย่่างชััดเจน

สรุุป: ความเป็็นกรดที่่�เพิ่่�มขึ้้�นของน้ำำ��ยา formalin มีีผลต่่อการทำำ�ลาย DNA อย่่างมีีนััยสำำ�คััญ ดัังนั้้�น การเปลี่่�ยน

น้ำำ��ยาฟอร์์มาลิินทุุกวัันจะช่่วยลดผลดัังกล่่าวได้้ นอกจากนี้้� ควรวิิเคราะห์์สภาพ DNA ด้้วยวิิธีี electrophoresis ที่่�

ไว เพื่่อใช้้ประเมิินสภาพและวางแผนการตรวจวิิเคราะห์์ในขั้้�นตอนต่่อไปได้้ดีียิ่่�งขึ้้�นคำำ�

สำำ�คััญ: เนื้้�อเยื่่อดองน้ำำ��ยาฟอร์์มาลิิน, การทำำ�ลายสารพัันธุุกรรม, กระบวนการรัักษาเนื้้�อเยื่่อเพื่่อตรวจสารพัันธุุกรรม

 

บทนำำ�

	 การระบุุเอกลัักษณ์์บุุคคลจากสารคััดหลั่่�งหรืือเนื้้�อเยื่่อศพ ในปััจจุุบัันจะใช้้วิิธีีตรวจวิิเคราะห์์สารพัันธุุกรรม 

DNA ที่่�เป็็น short-tandem repeat (STR) ทั้้�งจาก autosome (autosomal STRs) หรืือ sex chromosome (X 

or Y STRs) หรืือในบางกรณีี อาจตรวจจาก mitochondrial DNA (mtDNA) ในตำำ�แหน่่ง hypervariable region 

1 และ 2 (HV 1 & 2) อย่่างไรก็็ตาม ทั้้�ง STRs และ mtDNA ต่่างก็็มีีความยาวประมาณ 100 - 400 bp(1) ใน

กรณีีที่่�สภาพ DNA มีีลัักษณะขาดออกเป็็นท่่อนๆ ที่่�สั้้�นกว่่าความยาวดัังกล่่าวภายใน ตำำ�แหน่่ง locus ของ STRs 

หรืือ HV 1 หรืือ 2 เอง ก็็จะยิ่่�งทำำ�ให้้การตรวจพิิสููจน์์เป็็นไปไม่่ได้้

	 การฉีีกขาดของสาย DNA เกิิดได้้จากหลายสาเหตุุ เช่่น สารเคมีี อุุณหภููมิิ ความชื้้�น แสงแดดหรืือรัังสีี 

จุุลชีีพ หรืือแม้้แต่่จาก enzyme จากร่่างกายของศพนั้้�นเองที่่�กำำ�ลัังเน่่า(1) ดัังนั้้�น การตรวจวิิเคราะห์์ DNA ที่่�เสีีย

หายจะมีีโอกาสทำำ�ให้้การตรวจวิิเคราะห์์ทางพัันธุุกรรมทางนิิติิเวชศาสตร์์เกิิดข้้อจำำ�กััด เช่่น เกิิดความไม่่สมบููรณ์์

ของจำำ�นวนตำำ�แหน่่งที่่�ตรวจ (incomplete หรืือ partial profile) ด้้วยเหตุุฉะนี้้� การเก็็บสิ่่�งส่่งตรวจที่่�มีีสภาพที่่�ดีีที่่�สุุด

และการรัักษาสภาพของสิ่่�งส่่งตรวจให้้อยู่่�ในสภาพที่่�ดีีที่่�สุุด จึึงเป็็นปััจจััยที่่�สำำ�คััญมากก่่อนการตรวจวิิเคราะห์์

	 อย่่างไรก็็ตามในหลายๆสถานการณ์์ ก็็อาจจะมีีความจำำ�เป็็นที่่�ต้้องตรวจวิิเคราะห์์ DNA จากเนื้้�อเยื่่อที่่�ถููก

เก็็บรัักษาในสภาที่่�ไม่่ได้้มีีความมุ่่�งหมายจะเอาไว้้ใช้้ DNA แต่่แรก เช่่น กรณีีที่่�ต้้องการตรวจยืืนยัันเอกลัักษณ์์บุุคคล

ในภายหลััง จากเนื้้�อเยื่่อที่่�ถููกดอง formalin เท่่าที่่�เหลืืออยู่่� หรืือการตรวจวิิเคราะห์์ตัังอย่่างหายากในพิิพิิธภััณฑ์์(2) 

เป็็นต้้น



	ปั ัจจุุบัันการตรวจทางพยาธิิวิิทยา ยัังคงใช้้วิิธีีการดองอวััยวะหรืือชิ้้�นเนื้้�อในน้ำำ��ยา formalin (10% normal 

buffered formalin) โดยมีีจุุดประสงค์์ทั้้�งเพื่่อรัักษาสภาพและปรัับสภาพชิ้้�นเนื้้�อให้้แข็็งเพีียงพอสำำ�หรัับการตััดเพื่่อ

ทำำ�สไลด์์ การที่่�นิิยมใช้้น้ำำ��ยา formalin ก็็เพราะมีีประสิิทธิิภาพในการรัักษาสภาพชิ้้�นเนื้้�อมากที่่�สุุด อีีกทั้้�งง่่ายใน

การเตรีียมและยัังมีีต้้นทุุนต่ำำ�� อย่่างไรก็็ดีี วิิธีีนี้้�ส่่งผลกระทบอย่่างมากต่่อการตรวจวิิเคราะห์์สารพัันธุุกรรม เนื่่องจาก 

formaldehyde และ formic acid ที่่�เกิิดจากการสลายของ formaldehyde ในน้ำำ��ยา formalin(3) เชื่่อกัันว่่าทำำ�ให้้

สาย DNA ฉีีกขาดมากจนเหลืือความยาวเฉลี่่�ย < 200 bp(4) 

	 การศึึกษาที่่�ผ่่านมาพบว่่าชิ้้�นเนื้้�อที่่�แช่่ในน้ำำ��ยา formalin ยัังคงตรวจ STRs ได้้อยู่่�จนถึึง 12 สััปดาห์์ แต่่ผล

การตรวจจะเป็็น partial STR profile(5) อย่่างไรก็็ตาม การตรวจศพทางนิิติิเวชศาสตร์์ในบางกรณีีอาจจำำ�เป็็นต้้อง

เก็็บอวััยวะทั้้�งชิ้้�นดองน้ำำ��ยา formalin สำำ�หรัับใช้้ตรวจทางกายวิิภาคในภายหลััง เพื่่อให้้ทราบลัักษณะพยาธิิสภาพ

อย่่างละเอีียด ซึ่่�งใช้้ระยะเวลาโดยเฉลี่่�ยสำำ�หรัับการแช่่ชิ้้�นเนื้้�อทั้้�งอวััยวะประมาณ  1 – 2 สััปดาห์์ และในบางครั้้�ง

อาจจำำ�เป็็นต้้องเก็็บรัักษาชิ้้�นเนื้้�อไว้้เป็็นวััตถุุพยานนานมากกว่่า 1 เดืือน กรณีีดัังกล่่าวทำำ�ให้้เกิิดปััญหาในการพิิสููจน์์

เอกลัักษณ์์บุุคคลเป็็นอย่่างมาก นอกจากนี้้� ยัังเป็็นประเด็็นที่่�พบในศพถููกฉีีดน้ำำ��ยา formalin อีีกด้้วย

	มี ีหลัักฐานและความเชื่่อที่่�ว่่าน้ำำ��ยา formalin ทำำ�ลาย DNA โดยตรง(6-13) แต่่การศึึกษาต่่างๆ ยัังมีีความ

ไม่่สอดคล้้องกัันทั้้�งในเรื่่องระยะเวลาการดองและสภาพชิ้้�นส่่วน DNA ที่่�ฉีีกขาด  ดัังนั้้�น มีีความเป็็นไปได้้ว่่าอาจจะ

มีีปััจจััยอื่่นที่่�มีีส่่วนร่่วมทำำ�ให้้เกิิดข้้อแตกต่่างกัันเช่่นนี้้� สมมติิฐานอย่่างหนึ่่�งที่่�มีีความเป็็นไปได้้คืือ ระยะเวลาที่่�นาน

ขึ้้�น จะทำำ�ให้้ความเข้้มข้้นของน้ำำ��ยา formalin ลดลง จากการที่่�น้ำำ��ในเนื้้�อเยื่่อแพร่่ซึึมออกมา ดัังนั้้�น อาจส่่งผลให้้

ประสิิทธิิภาพการดองลดลงและ ทำำ�ให้้มีีโอกาสเกิิดการเน่่าสลายจาก enzyme ภายในเซลล์์เองที่่�เรีียกว่่า autolysis 

ซึ่่�งทำำ�ลาย DNA ได้้ อีีกประการหนึ่่�ง เชื่่อกัันว่่า การสลายกลายเป็็นกรดของ formaldehyde เองก็็มีีส่่วนสำำ�คััญที่่�

ทำำ�ให้้ DNA สลายด้้วย ฉะนั้้�น หากเปลี่่�ยนน้ำำ��ยา formalin อย่่างสม่ำำ��เสมอ น่่าจะมีีส่่วนช่่วยชะลอการสลายของ 

DNA ได้้

	น อกจากนี้้� การศึึกษาวิิจััยนี้้�ยัังต้้องการวิิเคราะห์์สภาพ DNA ที่่�ฉีีกขาดจากการดองน้ำำ��ยา formalin ตาม

ระยะเวลา (duration) และชนิิดของชิ้้�นเนื้้�อ (type of tissues) ที่่�แตกต่่างกัันด้้วย

วััสดุุและวิิธีีการศึึกษา

กลุ่่�มตััวอย่่าง

	 เก็็บตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่อจากศพที่่�ถููกส่่งมาตรวจชัันสููตรที่่�ภาควิิชานิิติิเวชศาสตร์์ คณะแพทยศาสตร์์ศิิริิราช

พยาบาล ด้้วยเกณฑ์์ดัังต่่อไปนี้้�

1. ได้้รัับความยิินยอมจากทายาทศพ

2. ระยะเวลาภายหลัังตายไม่่เกิินกว่่า 8 ชั่่�วโมง

3. ไม่่ได้้รัับการบาดเจ็็บ

4. ต้้องได้้รัับการตััดชำำ�แหละและตััดเก็็บชิ้้�นเน้ื้�อจากสมอง กล้้ามเน้ื้�อ ตัับ และม้้าม เพ่ื่อใช้้ในการตรวจทางจุุลพยาธิิวิิทยา 

ตามขั้้�นตอนปรกติิ  และมีีลัักษณะคุุณภาพและปริิมาณชิ้้�นเนื้้�อที่่�เพีียงพอสำำ�หรัับการเก็็บตััวอย่่าง

วิิธีีการเก็็บตััวอย่่าง

	 เก็็บเนื้้�อเยื่่อจำำ�นวน 56 ชิ้้�นจากอวััยวะ 4 ชนิิด คืือ สมอง กล้้ามเนื้้�อ iliopsoas muscle ตัับ และม้้ามของ

ศพเพีียงศพเดีียวเพื่่อควบคุุมให้้มีีปััจจััยสภาพ DNA ใกล้้เคีียงกัันมากที่่�สุุดที่่�โดยชิ้้�นเนื้้�อแต่่ละชิ้้�น จะถููกตััดออกให้้มีี 

ขนาดกว้้าง 2 ซม. ยาว 2 ซม. หนา 1 ซม. จำำ�นวนอวััยวะละ 14 ชิ้้�น 
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	นำ ำ�ชิ้้�นเนื้้�ออวััยวะ อวััยวะละ 1 ชิ้้�น เก็็บรัักษาโดยการแช่่เย็็นที่่�อุุณหภููมิิ -20˚C โดยไม่่ดองน้ำำ��ยา formalin 

เพื่่อใช้้เป็็นตััวอย่่างอ้้างอิิง (Day0) ซึ่่�งชิ้้�นเนื้้�อจะถููกตััดออกด้้วยวิิธีี frozen section และนำำ�ไปวิิเคราะห์์ด้้วยวิิธีี

เดีียวกัันกัับชิ้้�นเนื้้�ออื่่นๆ

	นำ ำ�ชิ้้�นเนื้้�ออวััยวะที่่�เหลืือดองน้ำำ��ยา formalin แล้้วนำำ�มาตรวจวิิเคราะห์์เมื่่อครบตามระยะเวลาที่่� 24 ชั่่�วโมง, 

3 วััน, 5 วััน, 10 วััน, 14 วััน, 21 วััน และ 28 วััน ตามขั้้�นตอนการสกััดของชุุดสกััด วััดปริิมาณสารพัันธุุกรรม และ

ทำำ� electrophoresis ทั้้�งนี้้� ชิ้้�นเนื้้�อที่่�ต้้องการดองในระยะเวลาที่่�เกิินกว่่า 1 วััน จะแบ่่งเป็็น 2 กลุ่่�ม คืือ กลุ่่�มหนึ่่�ง

ดองด้้วยน้ำำ��ยา formalin โดยไม่่เปลี่่�ยนน้ำำ��ยาตั้้�งแต่่แรก แต่่อีีกกลุ่่�มหนึ่่�งกำำ�หนดให้้เปลี่่�ยนน้ำำ��ยาทุุกๆ 24 ชม. โดย

ทั้้�งสองกลุ่่�มจะถููกวััดค่่า pH ของน้ำำ��ยาทุุกๆ 24 ชม.

การตรวจวิิเคราะห์์ผลทางห้้องปฏิิบััติิการ

	 เมื่่อครบกำำ�หนดระยะเวลาตามที่่�ต้้องการศึึกษาจะนำำ�ชิ้้�นเนื้้�อออกจากน้ำำ��ยาดอง แล้้วนำำ�ชิ้้�นเนื้้�อมาผ่่านกระบวน

การทำำ� paraffin block แล้้วตััดเป็็นแผ่่นบางๆ ประมาณ 2 µm หลัังจากนั้้�นนำำ�มาสกััด DNA ด้้วยชุุดน้ำำ��ยา Gentra® 

Puregene® (Qiagen) และวััดความเข้้มข้้นของปริิมาณสารพัันธุกรรมด้้วยเครื่อง NanoDropTM spectrophotometer 

(Thermo Fisher)

	นำ ำ�สารพัันธุุกรรมที่่�สกััดได้้มาวิิเคราะห์์ขนาดด้้วยวิิธีี microchip electrophoresis ด้้วยเครื่่อง Bioanalyzer 

2100 (Agilent)

การวิิเคราะห์์ผลทางสถิิติิ

	ข้ ้อมููลทั้้�งหมดจะถููกบัันทึึกลงในรููปแบบตารางการเก็็บข้้อมููลด้้วยโปรแกรม Microsoft Excel และนำำ�ข้้อมููล

ของกลุ่่�มตััวอย่่างวิิเคราะห์์ในโปรแกรม SPSS for Window Version 24 เพื่่อวิิเคราะห์์ข้้อมููล ปริิมาณสาร

พัันธุุกรรมในชิ้้�นเนื้้�อแต่่ละชนิิด ในแต่่ละช่่วงเวลา และเปรีียบเทีียบความสััมพัันธ์์ระหว่่างกลุ่่�มที่่�ดองที่่�เปลี่่�ยนและ

ไม่่เปลี่่�ยนน้ำำ��ยาฟอร์์มาลิิน

ผลการศึึกษา

ผลข้้อมููลทั่่�วไป

	 จากการเก็็บตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่อได้้จากศพเพศชายวััยกลางคนที่่�ไม่่มีีประวััติิโรคประจำำ�ตััวหรืือการเจ็็บป่่วยใด

ใดมาก่่อน ได้้รัับการตรวจศพด้้วยเหตุุไม่่ปรากฎสาเหตุุการตาย โดยมีีระยะเวลาภายหลัังตายประมาณ 4 ชั่่�วโมง

และไม่่พบบาดแผลหรืือการบาดเจ็็บใดใดตามร่่างกาย ได้้ทำำ�การเก็็บตััวอย่่างเนื้้�อเยื่่อจากอวััยวะ 4 ชนิิด ได้้แก่่ สมอง 

กล้้ามเนื้้�อแผ่่นหลััง ตัับและม้้าม ตามจำำ�นวนที่่�ต้้องการ

	 เมื่่อนำำ�เนื้้�อเยื่่อทั้้�ง 4 ชนิิด สกััดสารพัันธุุกรรมและตรวจวิิเคราะห์์ (Day0) พบว่่าสารพัันธุุกรรมมีีลัักษณะ

สมบููรณ์์จากเนื้้�อเยื่่อทุุกชนิิดที่่�

การเปลี่่�ยนแปลงค่่าความเป็็นกรด-ด่่างของน้ำำ��ยา formalin

	 เมื่่อวััดค่่าความเป็็นกรด-ด่่างของน้ำำ��ยาที่่�ใช้้ในการดองเนื้้�อเยื่่อ พบว่่าเฉพาะวัันแรกค่่าความเป็็นกรด-ด่่าง

ของน้ำำ��ยา formalin ลดลงอย่่างรวดเร็็วจาก 6.8 เป็็น 6.1 ทั้้�งกลุ่่�มที่่�ไม่่ได้้เปลี่่�ยนน้ำำ��ยาฟอร์์มาลิินและกลุ่่�มที่่�ได้้รัับ

การเปลี่่�ยนน้ำำ��ยา แต่่ในวัันต่อๆมากลุ่่�มท่ี่�ได้้รัับการเปลี่่�ยนน้ำำ��ยาทุุกๆวััน กลัับสามารถคงระดัับ pH ไว้้ได้้ใกล้้เคีียงกัับระดัับตั้้�ง

ต้้น (ประมาณ pH 6.8) คืือ ประมาณ 6.6 – 6.8 ในขณะที่่�กลุ่่�มที่่�ไม่่ได้้เปลี่่�ยนน้ำำ��ยาเลย จะมีีค่่า pH ลดลงอย่่างรวดเร็็ว

ในวัันแรกและคงที่่�ที่่�ประมาณ 6 จนถึึงวัันสุุดท้้ายที่่�ทำำ�การวิิจััย คืือ วัันที่่� 28 (Day28) ดัังที่่�แสดงในภาพที่่� 1                    



ภาพที่่� 1 กราฟแสดงค่่าความเป็็นกรด-ด่่าง ของน้ำำ��ยาฟอร์์มาลิินดองเนื้้�อเยื่่อตามวัันที่่�ดอง โดยกลุ่่�ม A คืือกลุ่่�มที่่�เปลี่่�ยนน้ำำ��ยาทุุกวััน  

         ส่่วนกลุ่่�ม B ไม่่ได้้เปลี่่�ยนน้ำำ��ยา เส้้นสีีเขีียวแสดงค่่า pH ตั้้�งต้้นของน้ำำ��ยาที่่�เตรีียมใหม่่ที่่�ใช้้เปลี่่�ยนในแต่่ละวััน

ผลการเปรีียบเทีียบปััจจััยที่่�อาจส่่งผลต่่อการเปลี่่�ยนสภาพของสารพัันธุุกรรมในเนื้้�อเยื่่อที่่�ดองน้ำำ��ยาฟอร์์มาลิิน

	 เมื่่อนำำ�เนื้้�อเยื่่อทั้้�ง 4 ชนิิดที่่�ดองเป็็นระยะเวลา 1, 3, 5, 10, 14, 21 และ 28 วััน (Day1, 3, 5, 10, 14, 

21, 28)  มาสกััดสารพัันธุุกรรม พบว่่าไม่่มีีความแตกต่่างของระดัับการฉีีกขาดของสารพัันธุุกรรมจากเนื้้�อเยื่่อแต่่ละ

ชนิิดที่่�ดองในระยะเวลาเดีียวกัันซึ่่�งใช้้การเปลี่่�ยนถ่่ายน้ำำ��ยา formalin แบบเดีียวกัันเมื่่อแบ่่งกลุ่่�มของการฉีีกขาด

ของสายพัันธุุกรรมออกเป็็น 3 กลุ่่�ม คืือ พวกที่่� 1 พบการฉีีกขาดรุุนแรง (มีีขนาด <1000 bp) พวกที่่� 2 พบการฉีีก

ขาดปานกลาง (มีีขนาด 1001 ถึึง <10000 bp) และพวกที่่� 3 อาจการฉีีกขาดเล็็กน้้อยของสายสารพัันธุุกรรมเป็็น

ท่่อนยาว (มีีขนาด >10001 bp) พบว่่า กลุ่่�มที่่�ได้้รัับการเปลี่่�ยนน้ำำ��ยา formalin ทุุกวัันมีีการฉีีกขาดของสารพัันธุุกรรม

อย่่างรุุนแรงน้้อยกว่่ากลุ่่�มที่่�ไม่่ได้้รัับการเปลี่่�ยนน้ำำ��ยา โดยพบระดัับการฉีีกขาดรุุนแรงอย่่างชััดเจนที่่�ตั้้�งแต่่วัันที่่� 10 

(Day10)ขึ้้�นไป และมีีจำำ�นวนสารพัันธุุกรรมที่่�ฉีีกขาดรุุนแรงเพิ่่�มขึ้้�นตามระยะเวลาที่่�ดอง ดัังที่่�แสดงในภาพที่่� 2 และ 3

ภาพที่่� 2 กราฟแท่่งแสดงช่่วงปริิมาณ DNA ตามขนาดที่่�มีีการฉีีกขาดจากเนื้้�อเยื่่อตัับในกลุ่่�มที่่�ไม่่ได้้รัับการเปลี่่�ยนน้ำำ��ยาฟอร์์มาลิิน 

         โดยแบ่่งระยะเวลาที่่�ดองด้้วยสีีที่่�แตกต่่างกััน เรีียงลำำ�ดัับจาก Day1 ถึึง 28 จากซ้้ายมาขวาในแต่่ละกลุ่่�ม
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ภาพที่่� 3	 กราฟแท่่งแสดงช่่วงปริิมาณ DNA ตามขนาดที่่�มีีการฉีีกขาดของสายสารพัันธุุกรรมของจากเนื้้�อเยื่่อตัับในกลุ่่�มที่่�ได้้รัับการ  

            เปลี่่�ยนน้ำำ��ยาฟอร์์มาลิิน โดยแบ่่งระยะเวลาที่่�ดองด้้วยสีีที่่�แตกต่่างกััน เรีียงลำำ�ดัับจาก Day1 ถึึง 28 จากซ้้ายมาขวาในแต่่ละกลุ่่�ม

อภิิปรายผลการศึึกษา

	ปั ัจจุุบัันยัังไม่่มีีการศึึกษาปััจจััยที่่�อาจส่่งผลต่่อการฉีีกขาดของDNAและยัังไม่่พบข้้อมููลรููปแบบการฉีีกขาด

ของDNA อีีกด้้วย ว่่ามีีสััดส่่วนการฉีีกขาดอย่่างไรบ้้างงานวิิจััยนี้้�จึึงได้้วิิเคราะห์์ข้้อมููลดัังกล่่าวจากเนื้้�อเยื่่อที่่�นำำ�มาส

กััดสารพัันธุุกรรมในรููปแบบการเตรีียมเนื้้�อเยื่่อเพื่่อทำำ�สไลด์์เพื่่อล้้างพาราฟิินในเนื้้�อเยื่่อ โดยคำำ�นวณปริิมาณสาร

พัันธุุกรรมตามช่่วงความยาวของคู่่�เบสมาเปรีียบเทีียบกัันในแต่่ละปริิมาณสารพัันธุุกรรมที่่�ตรวจวััดได้้ทั้้�งหมด จาก

สมมติิฐานที่่�ว่่า การสลายของ formaldehyde ในน้ำำ��ยา formalin เป็็นกรด(3) น่่าจะส่่งผลต่่อการสลายของ DNA 

นอกเหนืือจากผลของ formalin เพีียงอย่่างเดีียว จากการศึึกษาก็็พบว่่าเป็็นเช่่นนั้้�น แต่่อย่่างไรก็็ตามระยะเวลาของ

การดองที่่�ยาวขึ้้�นก็็ยัังมีีผลทำำ�ให้้เกิิดการสลายเพิ่่�มมากขึ้้�นแม้้ว่่าจะเปลี่่�ยนน้ำำ��ยาให้้สดใหม่่ทุุกวัันก็็ตาม ก็็เป็็นการแสดง

อย่่าชััดเจนว่่าตััว formalin เอง ยัังมีีผลต่่อการสลายของ DNA อยู่่�ดีี แต่่เมื่่อได้้พิิจารณาถึึงระดัับของการสลาย

แล้้ว พบว่่า formalin ไม่่ได้้ทำำ�ลาย DNA อย่่างรุุนแรงจนหมด หากยัังคงปริิมาณ high-molecular-weight DNA 

ไว้้ไม่่น้้อย โดยเฉพาะในกลุ่่�มที่่�ได้้รัับการเปลี่่�ยนน้ำำ��ยาทุุกวััน ซึ่่�งเชื่่อว่่ายัังสามารถนำำ�ไปวิิเคราะห์์ทางนิิติิเวชศาสตร์์

ได้้อยู่่�

	 งานวิิจััยนี้้�นอกจากจะช่่วยแสดงภาพของการสลาย DNA จากการดองน้ำำ��ยา formalin มากขึ้้�นแล้้ว ยัังช่่วย

กำำ�หนดแนวทางการดองน้ำำ��ยา formalin หากต้้องการจะตรวจวิิเคราะห์์ DNA โดยสมควรเปลี่่�ยนน้ำำ��ยาทุุกๆวัันเพื่่อ

คงระดัับ pH ให้้เป็็นกลาง

สรุุป

	 ระดัับความเป็็นกรด-ด่่างของน้ำำ��ยา formalinและระยะเวลาที่่�ดองเนื้้�อเยื่่อในน้ำำ��ยามีีผลต่่อการฉีีกขาดของ 

DNA การเปลี่่�ยนน้ำำ��ยาเรื่่อยๆ ช่่วยลดผลดัังกล่่าวได้้



จริิยธรรมการวิิจััยและแหล่่งสนัับสนุุนทุุนวิิจััย

	 งานวิิจััยนี้้�ได้้ผ่่านการรัับรองจากคณะกรรมการจริิยธรรมการวิิจััยในคนของคณะแพทยศาสตร์์ศิิริิราช

พยาบาล เลขที่่�การรัับรอง 918/2561(EC) ผ่่านการรัับรองความปลอดภััยทางชีีวภาพของโครงการวิิจััยจากคณะ

กรรมการความปลอดภััยทางการวิิจััย คณะแพทยศาสตร์์ศิิริิราชพยาบาล เลขที่่�รัับรอง SI 2019-003 และได้้รัับทุุน

อุุดหนุุนการวิิจััยจากทุุนพััฒนาการวิิจััย คณะแพทยศาสตร์์ศิิริิราชพยาบาล มหาวิิทยาลััยมหิิดล รหััสโครงการ (IO) 

R016231027
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