
บทที่  2
วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

2.1 วัสดุ

สารเคมี
1. 0.5% toludine blue
2. 1% lithium carbonate
3. 1% osmium tetraoxide
4. 4% paraformaldehyde
5. 70% alcohol
6. 95% alcohol
7. absolute alcohol
8. acetic acid
9. Bouin’s fluid
10. developer
11. eosin
12. epoxy
13. fixer
14. Gilson’s fluid
15. hematoxylin
16. hydrochloric acid
17. jelatin
18. lead acetate
19. Mollary I, II
20. normal saline
21. osmium tetroxide
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22. paraplast
23. permount
24. phosphate buffer
25. propylene oxide
26. 2% และ 5%uranyl acetate
27. xylene

วัสดุวิทยาศาสตร
1. ถุงมือ (gloves)
2. ถาดอลูมิเนียม (aluminium tray)
3. ตัวบลอกชิ้นเนื้อ (mold and ring)
4. เจลลาติน แคปซูล (gelatin capsule)
5. เข็มเขี่ย (loop)
6. ไมบรรทัด (ruler)
7. ตัวชวยนับ (counter)
8. ขวดใสตัวอยาง (bottom)
9. กรวยกรอง (funnel)
10. กระดาษกรอง เบอร 1 (filter papers)
11. สไสดขนาด 25.4 x 76.2 มิลลิเมตร (slide)
12. แผนปดสไลดขนาด 24 x 50 มิลลิเมตร (cover slide)

2.2 อุปกรณ

1. ชุดเครื่องมือผาตัด (surgical set)
2. เครื่องชั่ง (precision measure)
3. เครื่องฝงชิ้นเนื้อ (embedding centre)
4. เครื่องตัดชิ้นเนื้อ (rotary microtome and ultramicrotome)
5. อางปรับอุณหภูมิ (water bath)



14

6. เครื่องอุนสไสด (slide warmer)
7. ตูอบ (oven)
8. กลองสเตอริโอ (stereo microscope)
9. กลองจุลทรรศน (ligth microscope)
10. กลองจุลทรรศนอีเล็กตรอนแบบสองผาน (Transmission Electron Microscope)
11. เครื่องอัดรูป (enlarger)
12. กลองถายสไสดสํ าเร็จรูป (microphotography)

2.3 วิธีดํ าเนินการ

  การเก็บตัวอยาง
เก็บตัวอยางปลาบูทรายเพศเมียท่ีเปนตัวโตเต็มวัย มีความยาวทั้งสิ้นของตัวปลามาก

กวา 15 เซนติเมตร ขึ้นไป จากแหลงธรรมชาติในเขตจังหวัดปตตานี โดยจะเก็บตัวอยางปลา
สัปดาหท่ี 2 ของทุกเดือนๆ ละ 1 ครั้งๆ ละ 6 ตัว เปนเวลาติดตอกัน 12 เดือน และแบงการ
ศึกษาออกเปน 5 สวน

1. การหาคาดัชนีการเจริญพันธุ (Gonadosomatic index, GSI)
 นํ าปลาบูทรายมาแชแข็ง (freeze shock)  วัดความยาวทั้งสิ้น (total length) และชั่งนํ้ า

หนักของปลาทุกตัว จดบันทึกผล ทํ าการเปดชองทองปลา ตัดอวัยวะสวนของรังไขท้ังหมดซึ่ง
มี 2 พู ออกมาชั่งนํ้ าหนักทันที บันทึกผล  เพ่ือนํ ามาคํ านวณคาดัชนีการเจริญพันธุ (Tomasini,
Collart and Guignard, 1996; Fouda, Hanna and Fouda, 1993)

วิเคราะหคา GSI ท่ีไดในแตละเดือน เพ่ือใหทราบฤดูกาลวางไขของปลาบูทราย
วิเคราะหความสัมพันธระหวางคาดัชนีการเจริญพันธุกับนํ้ าหนักรังไข นํ้ าหนักของตัวปลา
และความยาวทั้งสิ้นของตัวปลา ดวย correlation

2.  คาความดกของไข (Fecundity)

GSI     =
        wet weight of ovary
         wet weight of fish

x   100
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แบงรังไขออกมา 1 พู มาตัดแบงออกเปน 3 สวน คือ สวนตน (anterior part) สวน
กลาง (middle part) และสวนปลาย (posterior part)  สุมเอาไขสุกแกจากทั้ง 3 สวนๆ ละ 10 %
ของนํ้ าหนักรังไข  นํ ามาเก็บรักษาสภาพ (fixation) ในนํ้ ายา Gilson’s fluid  นาน 18-24 ชั่ว
โมง แลวนํ าออกมาลางดวยนํ้ ากลั่น 3-5 ครั้ง และนับจํ านวนตัวอยางไข ดวยกลองสเตอริโอ
บันทึกผล (Jons and Miranda, 1997; Ntiba and Jaccarini, 1990) คํ านวณหาคาเฉลี่ยของ
จํ านวนไขจากทั้ง 3 สวน จากนั้นคํ านวณหาคาความดกของไขท้ังรังไข และวิเคราะหผลดวย
regression  เพ่ือหาความสัมพันธของคาความดกของไขกับนํ้ าหนักของรังไข นํ้ าหนักของตัว
ปลา และความยาวทั้งสิ้นของตัวปลา (Yoneda et  al., 1998; Fouda, Hanna and Fouda, 1993)

3.  ศึกษาทางเนื้อเยื่อวิทยา  (Histology)
นํ ารังไขอีก 1 พู มาตัดแบงออกเปน 3 สวน คือ สวนตน  สวนกลาง และสวนปลาย

เก็บรักษาสภาพชิ้นเนื้อเยื่อรังไขในนํ้ ายา Bouin’s fluid  นาน 18-24 ชั่วโมง  นํ าชิ้นเนื้อเยื่อผาน
ขั้นตอนทางเนื้อเยื่อวิทยา (processing tissue) (Elorduy-Garay and Ramirez-Luna, 1994) คือ

1. dehydration  ในแอลกอฮอล ดังนี้
70%  alcohol 2  ชั่วโมง
95%  alcohol  (1) 2  ชั่วโมง
95%  alcohol  (2) 2  ชั่วโมง
100% alcohol  (1) 2 ชั่วโมง
100% alcohol  (2) 12-14 ชั่วโมง

2. clearing    
xylene   (1) 2  ชั่วโมง

       xylene   (2) 2  ชั่วโมง
3. infiltration

xylene : melted paraplast = 1:1 1 ชั่วโมง
paraplast (1) 1 ชั่วโมง
paraplast (2) 1 ชั่วโมง

4. embedding ฝงชิ้นเนื้อรังไขดวย melted  paraplast
5. sectioning  ตัดเนื้อเยื่อดวยเครื่องตัดชิ้นเนื้อ (rotary microtome) ใหมีขนาด
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 ความหนา 5 ไมโครเมตร แลววางชิ้นเนื้อเยื่อบนสไลด
6. staining นํ าสไลดท่ีไดมายอมสี  Hematoxylin and Eosin ซึ่งมีขบวนการดังนี้

1.  deparaffinization section ใน xylene 2 ครั้งๆ ละ 5 นาที
2. ลาง xylene ออกใน absolute alcohol 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
3. hydration ผานสไลดไปยัง 95% alcohol 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
4. ลางดวยนํ้ าประปา  ประมาณ 5 นาที
5. ยอมสี Harris Hematoxylin เปนเวลา 6 นาที  ลางสวนเกินออกดวยนํ้ า

ประปา ประมาณ 1-2 นาที
6. differentiate ใน 1% acid alcohol  ประมาณ 5 วินาที
7. ลางนํ้ าประปา ประมาณ 2 นาที
8. ทํ าใหมีสีนํ้ าเงิน หรือ Neutralize ดวย 1% Li2CO3 ประมาณ 5-10 วินาที
9. ลางดวยนํ้ าประปา ประมาณ 2 นาที
10. ยอมสี Eosin เปนเวลา 1-2 นาที
11. ลางสี Eosin ดวย 95% alcohol  2 ครั้งๆ ละ 5-10 จุม
12. dehydratation ใน absolute alcohol 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
13. clearing ดวย xylene 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
14. mount ดวย permount

วิเคราะหการเปลี่ยนแปลงของเซลลสืบพันธุภายใตกลองจุลทรรศน (light   
microscope) โดยแบงพัฒนาการของรังไขตามการเจริญและพัฒนาของเซลลไขได 5 ระยะ
ตามวิธีการของ Mayer, Shackley and Ryland (1988)

(1) ระยะไขออน (immature stage)
(2) ระยะไขพัฒนาขั้นตน (early developing stage)
(3) ระยะไขพัฒนาขั้นปลาย (late developing stage)
(4) ระยะไขสุก (gravid stage)
(5) ระยะไขหลังวางไข  (spent stage)

แยกความแตกตางของระยะโอโอไซตในตัวเดียวกัน และเปรียบเทียบในแตละเดือน
บันทึกผล วิเคราะหผล และถายภาพสไลด
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4.  การศึกษาปริมาณการสะสมของโยลค (Yolk)
คงสภาพชิ้นเนื้อเยื่อรังไขไวใน  Bouin’s fluid ไวนาน 18-24 ชั่วโมง แบงออกเปน 3

สวน คือ สวนตน สวนกลาง และสวนปลาย นํ าชิ้นเนื้อเยื่อผานขั้นตอนทางเนื้อเยื่อวิทยา (ขั้น
ตอนจะเหมือนกับหัวขอ 3) แลวนํ ามายอม Mallory’s trichrome เพ่ือศึกษาการสะสมของโยลค
ตามวิธีของ Pantin  method (1946) ซึ่งมีขบวนการดังนี้

1. deparaffinization section ใน xylene 2 ครั้งๆ ละ 5 นาที
2. ลาง xylene ออกใน absolute alcohol 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
3. hydration ผานสไลดไปยัง 95% alcohol 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
4. นํ าลงนํ้ ากลั่น 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
5. ยอมสี Mallory I นาน 15 วินาที
6. ลางสีสวนเกินดวยนํ้ ากลั่น 2 ครั้ง ๆ ละ 5 จุม
7. ยอมสี Mallory II นาน 2 นาที
8. ลางดวยนํ้ ากลั่น 2 ครั้งๆ 5 จุม
9. dehydratation ใน 95% alcohol  2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
10. ผาน  absolute alcohol 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
11. clearing  ดวย xylene 2 ครั้งๆ ละ 2 นาที
12. mount ดวย permount

วิเคราะหการเกิดและปริมาณของโยลค ภายใตกลองจุลทรรศน   

5. การศึกษาดวยจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน
คงสภาพชิ้นเนื้อเยื่อรังไขไวใน 4% paraformaldehyde in 0.1 M. phosphate buffer

นาน 24 ชั่วโมง โดยเก็บไวท่ี 4oC  นํ ามาผานขั้นตอนการเตรียมชิ้นเนื้อเยื่อดังนี้
1.  ลางชิ้นเนื้อเยื่อใน 0.1 M. phosphate buffer  pH 7.2    3 ครั้งๆ ละ 5 นาที
2.  post fixation ใน 1% OsO4 เปนเวลา 1 ชั่วโมง
3.  ลางชิ้นเนื้อเยื่อในนํ้ ากลั่น 2 ครั้ง
4.   block-staining ดวย 2% uranyl acetate  เปนเวลา  20 นาที
5.   dehydration   

70% alcohol  (1)   5 นาที
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70% alcohol  (2)   5 นาที
70% alcohol  (3)   5 นาที
80% alcohol  (1)   5 นาที
80% alcohol  (2)   5 นาที
80% alcohol  (3)   5 นาที
90% alcohol  (1)   5 นาที
90% alcohol  (2)   5 นาที
90% alcohol  (3)   5 นาที
100% ethanol (1)   15 นาที
100% ethanol (2)   15 นาที

6.   infiltration
  propylene oxide (1)   15 นาที

 propylene oxide (2)   15 นาที
   propylene oxide : epoxy resin = 1:1    1  ชั่วโมง

 propylene oxide : epoxy resin = 1:2    1  ชั่วโมง
  epoxy  resin   3 ชั่วโมง
7.   embedding โดยนํ าชิ้นเนื้อมาฝงดวย epoxy resin ใน gelatin capsule
8.   polymerization  ท่ีปรับอุณหภูมิ 70-80oC  12-24 ชั่วโมง
9.   sectioning   ตัดเนื้อเยื่อดวยอัลตราไมโครโตม (ultramicrotome)
     -  thick section ตัดเนื้อเยื่อใหมีความหนา 300-400 นาโนเมตร วางบนสไสด

นํ ามายอมสี 0.5% toludine blue เพ่ือหาบริเวณที่ตองการศึกษา
 -  thin section ตัดเนื้อเยื่อใหมีความหนา 60-90 นาโนเมตร วางไวบนกริด

(grid) ยอมสีแบบ floating method  5% uranyl acetate  และ lead acetate
ศึกษาโครงสรางละเอียดของโอวาเรียนฟอลลิเคิล (ovarian follicle) ดวยกลอง

จุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองผาน
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