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Abstract
	 Pathological examination has an essential role in disease diagnosis and prognosis. However, pathological 
interpretation may be difficult or even impossible if cellular morphology or microstructures are distorted due to an artifact, 
an artificial structure, or tissue alteration caused by the preparation process for a microscopic slide. Ophthalmologists who 
submit specimens for pathological examination should have knowledge of specimen collection for surgical pathology, 
cytology, and frozen sections about proper surgical techniques for each organ collection and type/amount of fixative 
with appropriate container. Importantly, precise communication between a surgeon and a pathologist should be made 
via an ophthalmic pathology consultation request form. Data should be completely provided for clear-cut understanding 
of the submitted specimen. This leads to an accurate interpretation of pathological results, which helps guide further 
patient management. 
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	 การส่งตรวจทางจักษุพยาธิวิทยา
สำ�หรับจักษุแพทย์

	 การส่งตรวจทางพยาธิวิทยามีบทบาทส�ำคัญส�ำหรับ

การวินิจฉัยแยกโรค การวินิจฉัยโรคขั้นสุดท้าย การบอก

การพยากรณ์โรค และอื่น ๆ อย่างไรก็ดีการแปลผลทาง

พยาธิวิทยาอาจท�ำได้ยาก สูญเสียความแม่นย�ำ หรือ

กระทั่งไม่สามารถท�ำได้หากชิ้นเนื้อมีลักษณะรูปร่างหรือ

การจัดวางของเซลล์ที่เปลี่ยนแปลงไปเนื่องจากมี artifact 

ซ่ึงค�ำว่า artifact นี้ ในทางพยาธิวิทยาหมายถึง สิ่งที่เกิด

ข้ึนจากกระบวนการพยาธิวิทยาระหว่างการเตรียมชิ้นเนื้อ 

(specimen handling) ตั้งแต่เก็บชิ้นเนื้อจนถึงการลง 

สไลด์โดยไม่ได้เป็นพยาธิสภาพจริงที่เกิดในผู้ป่วย ได้แก่                  

	 1.	 prefixation artifacts (Figure 1)

	 	 •	 crush artifact เวลาชิ้นเนื้อถูกหนีบด้วย 

forceps เมื่อเกิดข้ึนท�ำให้รายละเอียดเซลล์เห็นได้ไม่ดี 

nucleus จะติดสีเข็มขึ้นและมีรูปร่างเปลี่ยนไป ท�ำให้ยาก

ต่อการวินิจฉัย หรือในบางครั้งไม่สามารถให้การวินิจฉัย 

ได้เลย 

	 	 •	 hemorrhagic artifact การผ่าตดัทีม่เีลอืดออก

เข้าไปในชิ้นเนื้ออาจท�ำให้แยกยากจากการท่ีมีเลือดออก

จากพยาธิสภาพจริง 

	 	 •	 autolysis artifact การที่เนื้อเยื่อไม่ได้ถูกตรึง

ด้วยน�้ำยา fixative ในทันที ท�ำให้เกิด autolysis เกิดการ

ท�ำลายโปรตีน RNA และ mitochondria จาก enzyme 

ที่ถูกปลดปล่อย ลักษณะเซลล์จะติดสีแดง (eosinophilia) 

มากขึน้จากการที ่RNA ใน cytoplasm ลดลง รวมถงึมกีาร

เปล่ียนแปลงของ nucleus ได้แก่ pyknosis (nucleus จบั

เป็นก้อนตดิสนี�ำ้เงนิเข้ม), karyolysis (nucleus ตดิสนี�ำ้เงนิ

จางลงและไม่คมชัด) และ karyorrhexis (nucleus แตก

เป็นชิ้นย่อย)  

	 2.	 fixation artifacts 

	 	 •	 ice-crystal artifact จากการแช่ชิ้นเนื้อในช่อง

แช่แขง็ตูเ้ยน็ทัว่ไป ท�ำให้อณุหภมูติดิลบอย่างช้าๆ ท�ำให้เกดิ

ผลึกน�ำ้แขง็เบยีดให้โครงสร้างเนือ้เยือ่ผิดรูปไประหว่างการ

ตรึงชิ้นเนื้อ 

	 3.	 tissue-processing artifacts 

	 	 •	 loss of soluble substances จากการใช้ 

xylene ซึ่งจะละลายไขมันออกไปหมดท�ำให้ไม่เหลือไขมัน

ในเนือ้เยือ่จงึเห็นเป็นช่องว่างแทน ซึง่ท�ำให้ไม่สามารถย้อม

เพื่อแสดงไขมันในเนื้อเยื่อได้หลังผ่านขั้นตอนนี้ 

	 4.	 artifacts related to microtomy 

	 	 •	 displacement of tissue components โดย

เฉพาะเนื้อเยื่อแข็งเช่นกระดูกซึ่งเกิดจากการใช้มีดตัดที่ไม่

คม 

	 5.	 artifacts related to floatation and 

mounting 

	 	 •	 folds and wrinkles in section จากการแผ่

กางของเนื้อเยื่ออย่างไม่สม�่ำเสมอของ paraffin section 

ที่ถูกตัดออกมาแล้วลอยในอ่างน�้ำร้อน 

	 6.	 staining artifacts 

	 	 •	 stain deposit จากการมีผงของสีเช่น hema-

toxylin ตกในสไลด์ เกิดจากการเตรียม solution ของสี

ย้อมที่ไม่เหมาะสม 

	 7.	mounting artifacts 

	 	 •	 air bubbles artifact เกิดฟองอากาศใต้ 

cover-slip

	 	 จะเหน็ได้ว่า artifact สามารถเกดิได้ตัง้แต่การเกบ็

ชิน้เนือ้ออกจากคนไข้ก่อนใส่ในน�ำ้ยา fixative (prefixation 

artifacts) การ fixation ทีไ่ม่เหมาะสม (fixation artifacts) 

จนถึงตลอดช่วงของการเตรียมสไลด์ในห้องปฏิบัติการทาง

พยาธวิทิยา ซ่ึง artifacts ส่วนใหญ่สามารถป้องกนัได้ จกัษุ

แพทย์ผู้ท�ำการส่งชิน้เนือ้จึงควรมคีวามรู้ในการจัดส่งชิน้เนือ้

ทางจักษุพยาธิ เพ่ือป้องกัน ไม่ให้เกิด artifact เหล่านี้ขึ้น

ก่อนส่งชิ้นเนื้อให้ห้องปฏิบัติการเตรียมชิ้นเนื้อ เพื่อลดการ

เกิด artifact อันจะน�ำไปสู่ความยุ่งยากในการดูแลรักษา 

ผู้ป่วยต่อไป 
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Figure 1	 ตัวอย่าง prefixation artifacts

	 a	 ลักษณะภาวะ crush artifact ซึ่งลักษณะ nucleus ติดสีเข้มขึ้นและมีรูปร่างบิดเบี้ยวไปจากปกติ

	 b	 ลักษณะภาวะ autolysis ของ photo receptor ของจอตาซึ่งตัวอย่างนี้ได้จาก autopsy

a b

การเก็บชิ้นเนื้อเพื่อส่งตรวจทางจักษุพยาธิวิทยา 

	 การส่งตรวจชิน้เนือ้ศลัยกรรม (surgical pathology) 
	 เป็นการตรวจชิน้เนือ้ทีไ่ด้จากการผ่าตดั การน�ำชิน้เนือ้
ออกมาตรวจควรใช้มีดตัดแทนการใช้การจี้ตัด (cautery) 
เพื่อป้องกัน cautery artifact โดยเฉพาะกรณี ต้องการดู 
surgical margin ของเนือ้เยือ่ ถ้าท�ำได้ควรตัดให้คลอบคลุม
เน้ือเยื่อปกติที่อยู่รอบพยาธิสภาพเพื่อใช้บอกขอบเขตของ
พยาธิสภาพได้แม่นย�ำขึ้น ทั้งน้ีควรให้ความส�ำคัญแก่การ
ระบตุ�ำแหน่งของชิน้เนือ้โดยเฉพาะเคสเนือ้งอกเพือ่ให้พยาธิ
แพทย์สามารถ orientation ชิ้นเน้ือและบอกการลุกลาม
ถึง surgical margin ได้ถูกต้อง การเขียนระบุต�ำแหน่ง
ในกระดาษกรองควรใช้ดินสอเนื่องจากหมึกในปากกาอาจ
ละลายลงสู่น�้ำยาตรึงสภาพได้ 
	 ค�ำแนะน�ำการเก็บชิ้นเนื้อเฉพาะแต่ละอวัยวะ2,3 
	 1.		 เยื่อตา (conjunctiva)  
	 	 	 •	 วางชิน้เนือ้บนกระดาษกรองทีแ่ห้ง เพือ่ป้องการ
การม้วนเข้าหากันเพราะเป็นเนื้อเยื่อที่บาง 
	 	 	 •	 วางด้าน epithelium ขึ้นบน ให้ส่วน stroma 
ติดกับกระดาษ 
	 	 	 •	 ระบุฝั่งต�ำแหน่งขอบของเยื่อตาลงในกระดาษ
ท่ีวาง หรือใช้วิธีตัดขอบกระดาษให้มีรูปร่างต่างกัน พร้อม
เขียน orientation นั้นลงในใบขอส่งตรวจ 

	 	 	 •	 รอสักครู่จนเน้ือแนบติดกับกระดาษค่อยใส่ 
ในน�้ำยา formalin เพื่อป้องกันการม้วนของเยื่อตาขณะ
ที่ถูกตรึง 
	 	 	 •	 ไม่ควรใช้ suture หรือเข็มกลัดปักลงเยื่อตา
เพราะท�ำให้เกิด crush artifact บริเวณนั้น ซ่ึงจะท�ำให้
พยาธิสภาพของชิ้นเนื้อผิดเพี้ยนไปได้ 
	 •	 conjunctival map biopsy: เป็นการท�ำ incisional 
biopsy ขนาดเล็กจากหลาย ๆ ต�ำแหน่งของเยื่อตา เพื่อดู
ขอบเขตของมะเร็ง เช่น sebaceous carcinoma โดยควร
แยกส่งชิ้นเนื้อที่ได้แต่ละต�ำแหน่งลงคนละภาชนะ พร้อม
วาดแผนผังระบุต�ำแหน่งที่มีการเก็บตัวอย่างมา โดยพยาธิ
แพทย์จะอ่านชิ้นเนื้อที่ได้จากแต่ละว่ามีหรือไม่มีความผิด
ปกตินั้น ไม่ควรใส่รวมมาในภาชนะเดียวกัน เพราะอาจ
ท�ำให้สับสนเรื่องต�ำแหน่งของพยาธิสภาพได้ 
	 •	 กรณท่ีีสงสัยภาวะ ocular cicatricial pemphigoid 
ควรเก็บชิ้นเน้ือจากบริเวณที่เป็น active lesion เลี่ยง
บริเวณที่เป็นแผลเป็น โดยแยกเก็บลงในทั้งขวด formalin 
และ Michel or Zeus medium เพ่ือส่งตรวจ direct 
immunofluorescence ต่อไป 
	 2.		กระจกตา (cornea) 
	 	 	 •	 กรณีท�ำผ่าตัดเปล่ียนกระจกตาแบบทุกช้ัน 
(penetrating keratoplasty) สามารถใส่ลงใน formalin 
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ได้เลยทั้งชิ้น 
	 	 	 •	 กรณที�ำผ่าตดักระจกตาเพยีงบางชัน้ (lamellar 
keratoplasty) หากจักษุแพทย์ประเมินแล้วว่าเป็นชิ้น
เน้ือที่บางมากและอาจม้วนเข้าหากันได้ง่าย ควรวางบน
กระดาษกรองที่แห้งก่อนตรึงกับน�้ำยา 
	 	 	 •	 corneal biopsy สามารถใส่ลงใน formalin ได้
เลยทัง้ชิน้ หรือ อาจวางบนกระดาษกรองท่ีแห้งก่อนตรงึกบั
น�ำ้ยา แล้วใช้ดินสอวงรอบชิน้เนือ้ทีว่างบนกระดาษกรองนัน้ 
	 	 	 •	 ในกรณีต้องการแบ่งกระจกตาส่งตรวจทางจุล
ชีววิทยาร่วมด้วย ควรตัดแบ่งเป็นครึ่งวงกลมสองชิ้นแล้ว
ส่งตรวจทางพยาธิวิทยาครึ่งหน่ึง โดยขณะแบ่งชิ้นเนื้อ
ไม่ควรวางด้านหลังของกระจกตาลงเพราะอาจครูดเอา 
Descemet’s membrane หลุดออกจากชั้นอื่นได้ง่าย 
	 	 	 •	 กรณี Descemet’s membrane แยกชิ้นหลุด
ออกมา ควรส่งมาตรวจร่วมด้วยโดยสามารถใส่ในภาชนะ
เดียวกับเนื้อกระจกตาชิ้นแรกได้ 
	 	 	 •	 เขียนระบุวิธีการผ่าตัดกระจกตาเพื่อให้พยาธิ
แพทย์เข้าใจลักษณะชิ้นเนื้อท่ีส่งมามากข้ึน เช่น หากตอน
แรกจะท�ำ deep anterior lamellar keratoplasty 
(DALK) แต่ไม่ส�ำเร็จก็ควรระบุว่าเปลี่ยนเป็น penetrating 
keratoplasty เพื่อจะได้ตรวจสอบชิ้นเนื้อส่งตรวจว่ามี 
Descemet’s membrane ส่งมาด้วยหรือไม่  
	 3.		 เปลือกตา (eyelid) 
	 	 	 •	 ระบุว่าเป็นเปลือกตาข้างซ้ายหรือขวา บนหรือ
ล่าง และ อาจผูกไหมท่ีด้าน nasal หรือ temporal โดย
ระวงัไม่ปักเขม็ในบรเิวณทีต้่องการทราบ surgical margin 
พร้อมทั้งวาดระบุรายละเอียดลงในใบขอส่งตรวจ 
	 	 	 •	 กรณี full thickness resection ควรเก็บเส้น
ขนตาไว้กบัชิน้เนือ้ไม่ควรถอนออกเพ่ือใช้ช่วยบอกต�ำแหน่ง
ได้ 
	 	 	 •	 การบอกต�ำแหน่งชิ้นเนื้อมีความส�ำคัญโดย
เฉพาะกรณีเนื้องอกเพื่อให้พยาธิแพทย์บอกถึงการลุกลาม
ถึง surgical margin ได้แม่นย�ำ 
	 	 	 •	 หากเป็นเคสที่ได้ส่ง frozen section เพ่ือด ู
margin ควรระบุในใบขอส่งตรวจเพื่อให้พยาธิแพทย์ได้

ทราบและรายงานผล margin ได้ถูกต้อง (รายละเอียดการ
ตรวจ frozen section จะกล่าวไว้ในหัวข้อแยกเฉพาะต่อ
ไป) 
	 	 	 •	 ควรแจ้งพยาธิแพทย์กรณีที่สงสัย sebaceous 
carcinoma เนื่องจากชิ้นเนื้อปกติที่ผ่านขั้นตอน tissue 
processing แล้วจะไม่สามารถย้อมสี Oil red O ได้ 
เพราะไขมนัในเซลล์ถกูชะล้างออกไป ซ่ึงการย้อมสีดงักล่าว
ต้องเตรียมจาก frozen section อย่างไรก็ดีในกรณีที่ช้ิน
เนื้อที่ผ่าน tissue processing มาแล้ว การตรวจด้วยวิธ ี
immunohistochemistry โดยใช้ adipophilin สามารถ
ช่วยวินิจฉัยโรค sebaceous carcinoma ได้4

	 4.		ม่านตา (iris) 
	 	 	 •	 ระบุว่าข้างซ้ายหรือขวา กรณีเนื้องอกควรบอก
ต�ำแหน่งของก้อนตาม clock hour โดยเนื้อที่ได้ควรมีเนื้อ
ม่านตาปกติและด้านที่เป็น pupillary margin มาด้วย 
พร้อมทั้งวาดระบุรายละเอียดต�ำแหน่งลงในใบขอส่งตรวจ 
	 	 	 •	 วางชิ้นเนื้อบนกระดาษกรองที่แห้ง ก่อนใส่ใน
น�้ำยาตรึงสภาพ 
	 5.		ชิ้นเนื้อจากจอตา (retina) และ choroid 
	 	 	 •	 สามารถท�ำได้ทัง้ transvitreal approach และ 
transcleral approach โดยนยิมวิธแีรกมากกว่าเนือ่งจาก
สามารถเห็นพยาธิสภาพได้ดีขณะผ่าตัด ซึ่งต้องใช้อุปกรณ์
ส�ำหรับ vitrectomy เพ่ือป้องกันการบาดเจ็บต่อเนื้อเยื่อ
ข้างเคียงและลดโอกาสเกิดเลือดออก 
	 	 	 •	 เนื้อเยื่อที่ได้มักบางและมีขนาดเล็กจึงควรวาง
บนกระดาษกรอง 
	 	 	 •	 ในกรณีสงสัย intraocular lymphoma ควร
ส่งในน�้ำยา Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 
medium  
	 6.		ลูกตา (globe or eyeball) 
	 	 	 •	 การตัดกล้ามเนื้อตาออกจากตาขาว ควรเหลือ
โคนของกล้ามเนื้อตาบริเวณ insertion ไว้เล็กน้อยเพ่ือให้
พยาธิแพทย์สามารถ orientation ต�ำแหน่งของลูกตาได้
แม่นย�ำ
	 	 	 •	 ควรตัดเส้นประสาทตาให้ยาวที่สุดเท่าที่ท�ำได้ 
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โดยเฉพาะกรณีเนื้องอกในลูกตา ควรมีความยาวเส้น
ประสาทตาอย่างน้อย 1 เซนติเมตร 
	 	 	 •	 ระวงัในการใช้ clamp หนบีเส้นประสาทตาก่อน
ตัด เพื่อลด crush artifact 
	 	 	 •	 ระวังไม่ให้ผนังตาฉีกขาด หรือผ่าตาออกดูก่อน
ที่จะแช่ใน formalin เพ่ือลดการเกิด artifacts ในขณะที่
เนื้อเยื่อยังไม่ได้ถูกตรึง 
	 	 	 •	 ในกรณท่ีีมกีารทะลขุองลกูตาระหว่างการผ่าตดั 
ควรเขียนแจ้งไว้ในใบขอส่งตรวจด้วย 
	 	 	 •	 ถ้ามชีิน้เนือ้อืน่ส่งพร้อมกนักับลกูตาควรแยกเป็น
อีกภาชนะ ไม่ควรใส่รวมกับลูกตา 
	 7.		ชิ้นเนื้อจาก exenteration 
	 	 	 •	 จะได้ส่วนท่ีเป็นลูกตา, orbital soft tissue 
และ/หรอื กระดกูเบ้าตาข้างเคียง โดยส่วนมากจะได้เปลอืก
ตามาด้วย ยกเว้นการท�ำ lid sparing procedure 
	 	 	 •	 หากมีเปลือกตาบนและล่างติดมาด้วยการบอก
ต�ำแหน่ง (orientation) ด้วยการเย็บไหมมักไม่ค่อยจ�ำเป็น 
เน่ืองจากพยาธแิพทย์สามารถบอกต�ำแหน่งและทศิทางของ
ชิ้นเนื้อได้ง่ายอยู่แล้ว ยกเว้นในกรณีที่ชิ้นเนื้อบิดเบี้ยวไป
มาก 
	 	 	 •	 หากมีช้ินเนื้ออ่ืนควรส่งแยกภาชนะ เพราะชิ้น
เนื้อ exenteration อาจหลุดปะปนไปกับชิ้นเนื้ออื่นๆ เช่น
ชิ้นเนื้อที่ตัดเพื่อดู surgical margin ท�ำให้สับสนได้ 
 	 การตรึงชิ้นเนื้อ (fixation) 
	 1.		 เมื่อได้ชิ้นเนื้อออกมาแล้วควรใส่ลง fixative ให้
เร็ว ไม่ควรปล่อยท้ิงไว้ซ่ึงจะเกิด dryness artifact ท�ำให้
การย้อมสีติดได้ไม่ดี 
	 2.		ควรใช้น�้ำยาที่เหมาะสมกับวิธีการส่งตรวจทาง
พยาธิวิทยาดังแสดงในตารางสรุปชนิดของน�้ำยาตรึงชิ้น
เนื้อ โดยทั่วไปมักใช้ 10% neutral buffered formalin 
ส�ำหรับชิ้นเนื้อที่ได้จากการผ่าตัด 
	 3.		ปริมาตรของน�้ำยาตรึงควรเป็น 10-20 เท่าของ
ปริมาตรช้ินเน้ือที่ส่งตรวจ โดยช้ินเนื้อกระจกตาหรือชิ้น
เนื้อขนาดเล็กควรใช้ปริมาณ 5-10 มิลลิเมตร (ml), ลูกตา 
(eyeball) ควรใช้ปริมาณ 50–100 ml และชิ้นเนื้อจาก 

exenteration ควรใช้ปริมาณ 300-600 ml โดยทุกส่วน
ของชิ้นเนื้อต้องจมอยู่ในน�้ำยาเพื่อให้เกิดการตรึงชิ้นเนื้อท่ี
สมบูรณ์  
	 4.		ควรใส่ในภาชนะพลาสติกที่สามารถปิดฝาแน่น
เพื่อป้องกันการตกแตกและมีปากกว้างพอเพราะหลังการ
ตรงึเนือ้จะแข็งขึน้ หากเป็นภาชนะปากแคบจะน�ำชิน้เนือ้ท่ี
ถกูตรงึแล้วออกมาได้ยาก ทัง้นีต้วัภาชนะกบัปรมิาตรน�ำ้ยา
ตรงึต้องเหมาะสมกบัขนาดและปริมาตรของชิน้เนือ้ดังกล่าว
แล้วข้างต้น 
	 5.		 ระบุป้ายชื่อ-นามสกุล และเลขท่ีโรงพยาบาล 
(hospital number, HN) ผู้ป่วย วันท่ีเก็บ และต�ำแหน่ง
อวัยวะของสิง่ส่งตรวจแยกกนัให้ชดัเจนระหว่างภาชนะเพือ่
ไม่ให้เกิดการสลับหรือสับสน 
	 6.		 ระยะเวลาในการตรึงชิ้นเนื้อขึ้นกับขนาดและ
ปรมิาตรของช้ินเนือ้โดย formalin จะแทรกซมึชิน้เนือ้ด้วย
การ osmosis ด้วยความเร็วประมาณ 1 มิลลิเมตร/ชั่วโมง 
ตัวอย่างในกรณีลูกตาจะใช้เวลาประมาณ 24-48 ช่ัวโมง 
ส่วนชิ้นเนื้อจาก exenteration ใช้เวลาประมาณ 3-5 วัน2  

การส่งตรวจทางเซลล์วิทยา (cytology)  
	 เป็นการตรวจเซลล์เดีย่วหรอืกลุม่เซลล์เพือ่ช่วยในการ
วนิจิฉยัโรคซึง่มทีีใ่ช้ทางจกัษพุยาธวิทิยาไม่แพร่หลายเท่ากับ
การส่งชิ้นเนื้อทาง surgical pathology โดยการส่งตรวจ 
cytology นัน้ ผูส่้งสามารถป้ายลงบนสไลด์ (smear) แช่มา
ในน�้ำยา 95% ethanol หรือส่งเป็นของเหลวให้ทางห้อง
ปฏิบัติการท�ำการ smear หรือแปลงเป็นก้อนเซลล์ที่ฝังใน
แท่งพาราฟิน (cell block) โดยสามารถแบ่งการส่งตรวจ
ออกได้เป็นดังนี้ 
	 1.		สิ่งส่งตรวจจากเซลล์หลุดลอก (exfoliative 
cytology)  
			  1.1	 conjunctival/corneal impression 
cytology 
	 	 	 •	 เตรยีมกระดาษกรอง cellulose acetate ก่อน
เก็บตัวอย่างโดยตัดขอบกระดาษด้าน temporal หรือ 
nasal เพื่อการ orientation และท�ำเครื่องหมายระบุด้าน
หลังไว้เพื่อสามารถแยกด้านที่มี cell ของเยื่อบุตาออกจาก
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ด้านกระดาษเปล่าได้ 
	 	 	 •	 เช็ดน�้ำตาหรือยาชาส่วนเกินออก และระวังไม่
ได้เปลือกตาสัมผัสกับกระดาษกรองระหว่างการตรวจเพ่ือ
ลดการระคายเคอืงและโอกาสน�ำ้ตาไหลซึง่จะท�ำให้ตัวอย่าง
เซลล์ที่ได้ถูกชะล้างออกไปปริมาณจึงน้อยลง 
	 	 	 •	 ใช้หัว Goldman tonometer เป็นตัวช่วยกด
กระดาษกรองให้แนบราบไปกบัผวิเยือ่บุตานาน 5-10 วนิาที
ก่อนลอกออกด้วย forceps  
	 	 	 •	 ใส่กระดาษกรองที่มี cell ลงภาชนะที่มีน�้ำยา
ตรึงสภาพ 95% ethanol หรือน�้ำยาท่ีมีส่วนผสมของ 
glacial acetic acid:37% formaldehyde:70% ethyl 
alcohol ในอัตราส่วนปริมาตร 1:1:205 โดยแยกแต่ละ
ต�ำแหน่งลงแต่ละกระป๋องพร้อมระบชุือ่ผู้ป่วย HN ต�ำแหน่ง
ที่เก็บที่ให้ชัดเจน  
		  1.2	aqueous/vitreous fluid 
	 	 	 	 	 • ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจท่ีได้ปริมาณมากพอควร
ใส่ในภาชนะปราศจากเชือ้และแช่ภาชนะนัน้ลงน�ำ้แขง็แล้ว
ส่งมาที่ห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาโดยเร็ว เพื่อจะได้ด�ำเนิน
การเตรยีมเป็น smear กรณทีีน่�ำส่งไม่ทนัในวนัเดยีวกัน ให้
เก็บตัวอย่างไว้ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 
	 	 	 	 •	 ตัวอย่างสิ่งส่งตรวจที่ได้ปริมาณน้อยกว่า 0.5 
ml (เช่น aqueous humor มักได้ปริมาณไม่เกิน 0.2-0.3 
ml) หรือปริมาณน้อยมากแทบมองไม่เห็นได้ด้วยตาเปล่า 
ผูส่้งควรเตรยีมเป็น smear จ�ำนวน 2 สไลด์และแช่ใน 95% 
ethanol ทันทีก่อนที่ที่จะแห้ง 
	 	 	 	 •	 พึงระวังว่า 95% ethanol ที่เทออกมานานๆ 
หรือใช้ซ�้ำนั้น ความเข้มข้นของ 95% ethanol จะลดลง
เนือ่งจากมกีารระเหยไป โดยปรมิาตรท่ีเหมาะสมของ 95% 
ethanol จะต้องท่วมอย่างน้อย 3 ใน 4 ของสไลด์ขณะตั้ง
อยู่ในภาชนะที่ส่งตรวจ6 
		  1.3 orbital touch and scrape 
	 	 •	 มีที่ใช้ในชิ้นเนื้อ incisional biopsy จากเบ้าตา
ท่ีปริมาณชิ้นเนื้อมีไม่มาก ที่สงสัยภาวะ lymphoma, 
rhabdomyosarcoma หรือ metastasis
	 	 •	 กรณี excisional biopsy หลังการแต้มหมึก

เพื่อระบุ margin แล้ว ตัดแบ่งชิ้นเนื้อออกเป็นสองฝั่งและ
ใช้ forceps คีบเนื้อจากหน้าตัด (cut surface) ป้ายลง
สไลด์ กรณีมีหน้าตัดแข็งหรือมีลักษณะเป็นผังผืดสามารถ
ใช้มีดขูดและป้ายลงบนสไลด์ได้ 
	 	 •	 จากนั้นใช้สไลด์อีกแผ่นวางบนสไลด์ที่ smear 
แล้ว กดและลากสไลด์ทั้งสองออกจากกัน ซึ่งเรียกว่า 
squash technique2 
	 2. สิ่งส่งตรวจจากการเจาะดูดด้วยเข็มเล็ก (fine 
needle aspiration (FNA)) 
		  2.1 FNA for intraocular tumor 
	 	 	 	 •	มีบทบาทมากขึ้นใน uveal melanoma 
เพ่ือใช้ยืนยันการวินิจฉัยแยกโรคกับ retinal/choroidal 
mass อื่น ๆ รวมถึงส่งตรวจทาง molecular study หรือ 
cytogenetics เพื่อบอกพยากรณ์โรค ก่อนเริ่มการรักษา
ด้วย radiotherapy โดยไม่แนะน�ำให้ท�ำในเนื้องอกที่มี
โอกาสเกิด vitreous seeding เช่นใน retinoblastoma7  

	 	 	 	 •	ท�ำได้ทั้ง transcleral approach ซึ่งใช้ 
transillumination technique มาช่วยระบุต�ำแหน่ง
เนื้องอก และ transvitreal approach ซึ่งใช้อุปกรณ ์
vitrectomy ช่วย  
	 	 	 	 •	ในกรณีที่ได้ตัวอย่างเป็นของเหลว ให้ใส่
ภาชนะปลอดเชื้อ เพื่อความปลอดภัยควรเลี่ยงการส่งมา
ทั้งกระบอกฉีดยาและเข็มเจาะ และควรส่งมาที่ห้องปฏิบัติ
การพยาธิวิทยาโดยเร็ว เพื่อจะได้ด�ำเนินการเตรียมเป็น 
smear โดยอาจต้องน�ำไปป่ันเพือ่ให้ได้ตะกอนก่อนทีจ่ะป้าย
ลงสไลด์ กรณทีีน่�ำส่งไม่ทนัในวันเดยีวกนั ให้เกบ็ตวัอย่างไว้
ในตู้เย็นที่อุณหภูมิ 4-8 องศาเซลเซียส 
	 	 	 	 •	ในกรณีที่ specimen มีความหนืดพอ ผู้ส่ง
สามารถท�ำ direct smear แบบ wet-fixed ได้เอง โดย
หยดสิง่ส่งตรวจบนสไลด์กระจกแล้วใช้สไลด์กระจกอกีแผ่น
วางประกบ แล้วดงึให้แยกในทศิทางตรงข้ามกนัจนสดุสไลด์ 
แล้วแช่ใน 95% ethanol ทันทีก่อนที่จะแห้ง 
	 	 	 	 •	หากพบว่ามีเศษชิ้นเนื้อขนาด 1 มิลลิเมตร 
(mm) ขึ้นไปขณะ smear บนสไลด์ ให้น�ำเศษเนื้อนั้นใส่ใน
ขวดทีม่ ี10% formalin เพือ่ท�ำการเตรยีมเป็น cell block 
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ต่อไป6 
		  2.2 orbital FNA 
	 	 	 	 •	ไม่เป็นที่นิยมเน่ืองจากมีโอกาสเกิดภาวะ
แทรกซ้อนเช่น retrobulbar hemorrhage และ globe 
perforation โดยการท�ำ orbital FNA มีที่ใช้ใน orbital 
mass  ที่ก้อนมีขนาดใหญ่สามารถคล�ำก้อนได้ที่ต�ำแหน่ง
บริเวณด้านหน้าของเบ้าตาเช่น lacrimal gland tumor 
โดยสามารถแยกระหว่าง epithelial tumor ออก
จาก lymphoma และมีการศึกษาท่ีให้การวินิจฉัย 
pleomorphic adenoma ได้โดยไม่พบการกลับเป็นซ�้ำ
ของเนื้องอก8 
	 	 	 	 •	ไม่ควรใช้วิธีน้ีในกรณีท่ีสงสัย  cavernous 
hemangioma, lymphatic หรือ venous-lymphatic 
malformations เนื่องจากเสี่ยงต่อภาวะ retrobulbar 
hemorrhage รวมถึงยังมีข้อจ�ำกัดในการวินิจฉัยในภาวะ 
inflammation และ lymphoproliferative disorder 
เ น่ืองจากมักต ้องใช ้ เนื้อเยื่อปริมาณที่มากพอเพ่ือดู 
morphology และการส่งย้อม immunohistochemistry 
ต่อไป  
	 	 	 	 •	รายละเอยีดวธิกีารจดัการกับเนือ้เยือ่ทีไ่ด้เช่น
เดียวกับในหัวข้อ FNA for intraocular tumor 

การสง่ตรวจชิน้เนือ้ระหวา่งผา่ตดั (frozen section) 

	 การส่ง frozen section เป็นการส่งชิ้นเนื้อให้พยาธิ
แพทย์วินิจฉัยช้ินเนื้อและแจ้งผลกลับมายังแพทย์ผู้ผ่าตัด 
เพื่อประกอบการตัดสินใจระหว่างการผ่าตัด กระบวนการ
เตรียมชิ้นเนื้อนั้นจะท�ำให้ชิ้นเนื้อแข็งตัวอย่างรวดเร็ว
เพื่อสามารถตัดเป็นแผ่นบางได้ โดยไม่ต้องผ่าน tissue 
processing และ paraffin embedding ซึง่ลกัษณะรปูร่าง
ของเซลล์จะแตกต่างไปจากการเตรียมชิ้นเนื้อตามปกติ จึง
ต้องอาศัยความช�ำนาญของพยาธแิพทย์ในการอ่านผล การ
ส่ง frozen section ปกติจะใช้เวลาอย่างน้อย 20 นาทีต่อ
ชิ้นจึงจะรายงานผลกลับมาได้ จักษุแพทย์จึงควรวางแผน
การผ่าตัดให้เหมาะสม 
	 วิธีการส่งตรวจ  

	 1.	 ติดต่อห้องปฏิบัติการพยาธิวิทยาล่วงหน้าเสมอ 
เพ่ือตรวจสอบความพร้อมของห้องปฏิบัติการเพื่อรับชิ้น
เนื้อในช่วงเวลาที่เหมาะสมกับการผ่าตัด 
	 2.	 ห่อชิ้นเนื้อท่ีจะส่งตรวจ ด้วยผ้าก๊อซชุบ normal 
saline หมาด ๆ (โดยไม่ต้องใส่น�้ำยารักษาสภาพ) บรรจุใน
ภาชนะท่ีมีฝาปิดมิดชิด หรือ ถุงพลาสติกท่ีรัดปากถุงแน่น 
โดยสามารถส่งชิ้นเนื้อในอุณหภูมิห้องได้ 
	 3.	 ชิน้เนือ้ควรไปถงึห้องปฏิบตักิารพยาธวิิทยาโดยเรว็
หลังตัดออกมาจากผู้ป่วย (ไม่ควรเกิน 30 นาที) 

ชิ้นเนื้อที่สามารถส่งด้วย frozen section ได้แก่ 

	 1. เปลือกตา (eyelid)  
	 	 •	 มทีีใ่ช้ในการดูขอบเขตของเนือ้ร้าย ว่าตัดได้เพยีง
พอหรือไม่โดยไม่ต้องตัดเนื้อออกมาเกินความจ�ำเป็น เช่น 
basal cell carcinoma, squamous cell carcinoma  
	 	 •	 กรณี full thickness wedge resection ขณะ
การตรวจชิ้นเนื้อมหภาค (grossing) ในห้องปฏิบัติการ
พยาธิวิทยา จะระบุส่วนที่เป็น surgical margin ด้วยการ
แต้มสหีมกึทีต่่างกนัในแต่ละด้านและตดั margin ทัง้ 3 ด้าน
ออกมาเพ่ือท�ำ frozen section โดยเนือ้ใหญ่ตรงกลางส่วน
ที่เหลือจะท�ำการ fixation ปกติเพื่อตรวจตาม routine 
histopathology ต่อไป 
	 2. ต่อมน�้ำตา (Lacrimal gland) 
	 	 •	 มท่ีีใช้ในการดูขอบเขตของเน้ือร้ายเช่น adenoid 
cystic carcinoma หรือเนื้องอก benign mixed tumor 
เพื่อป้องกันการตัดชิ้นเนื้อออกไม่หมดซึ่งอาจเกิดการกลับ
เป็นซ�้ำหรือกลายเป็นมะเร็งได้   
	 3. Exenteration specimen  
	 	 •	 สามารถส่งชิ้นเนื้อบริเวณ surgical margin ที่
สงสัยว่าอาจจะมีเนื้องอกหลงเหลืออยู่ โดยส่งแยกภาชนะ
กับชิ้นเนื้อ exenteration หลัก 

การสง่ตรวจชิ้นเนื้อกรณีสงสัยภาวะ lymphoma 

	 1.	 ชิ้นเน้ือ eyelid, conjunctiva หรือ orbit: วิธี 
routine formalin fixation สามารถตรวจ morphology 
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ภายใต้ light microscope ร่วมกับส่งย้อมพิเศษทาง 
immunohistochemistry เพื่อการวินิจฉัย lymphoma 
ได้ นอกจากนีห้ากมคีวามจ�ำเป็นอาจส่ง immunoglobulin 
gene rearrangement เพิ่มเติมซ่ึงสามารถตรวจจากชิ้น
เนื้อที่ถูกเก็บใน paraffin block ได้  
	 	 •	 ในกรณีท่ีมีเนื้อเยื่อเพียงพอและสงสัยภาวะ 
lymphoma จากลักษณะทางคลินิก ควรส่งชิ้นเนื้อ
ส�ำหรับ flow cytometry ร ่วมด ้วยเพ่ือได ้ข ้อมูล 
immunophenotype ของเซลล์เม็ดเลือด  
	 	 •	 กรณีที่ห้องปฏิบัติการสามารถให้บริการ flow 
cytometry แนะน�ำให้ติดต่อกับทางห้องปฏิบัติการล่วง
หน้าและส่ง fresh specimen ปริมาณอย่างน้อย 3 mm3 

ใส่ภาชนะปราศจากเชื้อแช่ภาชนะนั้นลงน�้ำแข็ง ส่งไปห้อง
ปฏิบัติการทันที9 
	 	 •	 กรณีที่ไม่สามารถส่งห้องปฏิบัติการได้ทันที 
สามารถแช่ใสลง RPMI medium เพื่อรักษาสภาพเซลล์ไว้
ก่อนถึงห้องปฏิบัติการ 
	 2.	 ชิ้นเนื้อจาก vitreous biopsy สามารถส่งส่ิงส่ง
ตรวจได้ 3 รูปแบบ10 
	 	 •	 undiluted vitreous ปกติได้ปริมาณ 1 ml 
เหมาะกับการส่งตรวจ cytology และ genetic test เช่น 
B หรือ T cell PCR, myeloid differentiation primary 

response 88 (MYD88) และ Epstein-Barr virus (EBV) 
PCR เนื่องจากมีความหนาแน่นของเซลล์มากที่สุดในขณะ
ที่มีโอกาสถูกปนเปื้อนได้น้อย
	 	 •	 diluted vitreous ปริมาณ 1-2 ml สามารถส่ง 
flow cytometry โดย fresh specimen หรือแช่ใน RPMI 
medium โดยเติมน�้ำยารักษาสภาพจนมีปริมาตรรวม 2-5 
ml11 
	 	 •	 vitreous washing ได้จาก balanced salt 
solution ผสมกบั diluted vitreous ปริมาณ 20-100 ml 
โดยควรเกบ็เป็น fresh specimen และทางห้องปฏบิตักิาร
จะน�ำไปปั่น centrifuge ก่อนส่งตรวจวิธีอ่ืนๆ เช่น flow 
cytometry ต่อไป 

การเขียนใบขอส่งตรวจชิ้นเนื้อ 

	 เป็นวิธกีารสือ่สารระหว่างจกัษแุพทย์ผูร้กัษากบัพยาธิ
แพทย์ซึ่งควรระบุข้อมูลต่อไปนี้เป็นอย่างน้อย3 
	 1.	 ชื่อ สกุล HN ของผู้ป่วย 
	 2.	 อายุผู้ป่วย เนื่องจากมีความส�ำคัญในการวินิจฉัย
แยกโรค 
	 3.	 ประวัติอดีตและปัจจุบันที่ส�ำคัญ 
	 4.	 ข้อมูลต�ำแหน่งของรอยโรค  
	 	 •	 วาดเป็นแผนผังหรือท�ำเครือ่งหมายบอกต�ำแหน่ง 

	 ตารางสรุปชนิดของน�้ำยาตรึงชิ้นเนื้อ (fixatives)12

ชนิดน�้ำยาตรึง 	 สี	 การใช้งาน 

10% Natural-buffered formalin 	 ใส	 Routine fixation 

Cytology fixative (95% ethanol, CytoLyt®) 	 ใส	 Cytology examination (aqueous, vitreous, fine-needle aspiration, 
	 	 conjunctival impression) 

3% Glutaraldehyde 	 ใส	 Electron microscopy 

Michel or Zeus transport medium  	 ใส	 Immunofluorescence (conjunctival biopsy for mucous 
	 	 membrane pemphigoid)

Roswell Park Memorial Institute (RPMI) 	 ชมพู	 Tissue culture (orbital tumor/lymphoma for cytogenetics
medium	 	 or flow cytometry) or transport medium for molecular studies
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เช่นผูกไหม เพื่อให้เข้าใจตรงกัน 
	 	 •	 กรณีเป็นชิน้เนือ้ใหญ่เช่นลกูตาหรอื exentera-
tion ควรระบตุ�ำแหน่งทีม่พียาธสิภาพ เพือ่ความสะดวกใน
การตัดแบ่งชิ้นเนื้อให้ตรงจุดและสวยงาม 
	 5.	 ข้อมูลการตรวจวินิจฉัยทางพยาธิวิทยาในอดีต 
และเลขที่ทางพยาธิวิทยาเพื่อใช้ในการอ่านเทียบ 
	 6.	 วธีิการผ่าตดัหรอืเกบ็ชิน้เนือ้ เพือ่จะได้ทราบว่าสิง่
ส่งตรวจได้มาครบถ้วนสอดคล้องกับการผ่าตัดหรือไม่ 
	 7.	 การวนิิจฉยัและวนิจิฉยัแยกโรคเบือ้งต้น เพือ่ใช้ใน
การตรวจย้อมพิเศษเพิ่มเติม 
	 8.	 จ�ำนวนภาชนะที่ส่งชิ้นเนื้อ 
	 9.	 ระบุต�ำแหน่งของชิ้นเนื้อท่ีได้มาในแต่ละภาชนะ 
ควรแยกภาชนะถ้ามาจากคนละต�ำแหน่ง  
	 10.	 จ�ำนวนและขนาดของชิ้นเนื้อที่ส่งต่อภาชนะ 
	 11.	 ช่ือและหมายเลขโทรศัพท์ติดต่อของแพทย์ผู้ส่ง 
ในกรณทีีพ่ยาธแิพทย์จ�ำเป็นต้องตดิต่อกลบัไปโดยตรงและ
เร่งด่วน 

สรุป 
	 การส่งตรวจชิน้เนือ้ทางจกัษพุยาธท่ีิถูกต้องและเหมาะ
สมมีความส�ำคญัต่อคณุภาพของชิน้เนือ้ จกัษแุพทย์ผูท้�ำการ
ส่งชิน้เนือ้จึงควรมคีวามรูเ้บ้ืองต้นเกีย่วกบัข้อควรระวงัขณะ
เก็บชิ้นเนื้อ การตรึงชิ้นเนื้อ เวลาที่เหมาะสมในการส่ง รวม
ถึงการสื่อสารกับพยาธิแพทย์ผ่านใบขอตรวจชิ้นเนื้อ เพื่อ
ให้ได้สิง่ส่งตรวจทีม่คีณุภาพและการแปลผลทางพยาธทิีถ่กู
ต้องแม่นย�ำ
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บทคัดย่อ:
	 การส่งตรวจทางพยาธิวิทยามีบทบาทสำ�คัญสำ�หรับการวินิจฉัยและบอกพยากรณ์โรค อย่างไรก็ดีการแปลผลทางพยาธิวิทยา
อาจทำ�ได้ยาก สูญเสียความแม่นยำ� หรือกระทั่งไม่สามารถทำ�ได้ หากชิ้นเนื้อมีลักษณะรูปร่างหรือการจัดวางของเซลล์ที่เปลี่ยนแปลง
ไปเนื่องจากมี artifact ซึ่งหมายถึงสิ่งที่เกิดข้ึนจากกระบวนการพยาธิวิทยาระหว่างการเตรียมช้ินเน้ือ จักษุแพทย์ผู้ทำ�การส่งชิ้นเนื้อ
จึงควรมีความรู้ในการจัดส่งชิ้นเนื้อทางจักษุพยาธิ ซึ่งประกอบด้วยการส่งตรวจชนิดช้ินเน้ือศัลยกรรม (surgical pathology) การ 
ส่งตรวจทางเซลล์วิทยา (cytology) และการส่งตรวจชิ้นเนื้อระหว่างผ่าตัด (frozen section) ตั้งแต่วิธีการผ่าตัดและเก็บชิ้นเนื้อ
ให้เหมาะสมในแต่ละอวัยวะ การตรึงช้ินโดยคำ�นึงถึงชนิด ปริมาตรของน้ำ�ยาตรึงสภาพและภาชนะบรรจุ ที่สำ�คัญการเขียนใบขอส่ง
ตรวจชิ้นเนื้อซึ่งเป็นวิธีการสื่อสารระหว่างจักษุแพทย์ผู้รักษากับพยาธิแพทย์ควรระบุข้อมูลให้ครบถ้วนเพื่อความเข้าใจตรงกันของท้ัง
สองฝ่าย เพื่อให้ได้ชิ้นเน้ือหรือสิ่งส่งตรวจทางจักษุพยาธิที่มีคุณภาพ ทำ�ให้ได้การแปลผลทางพยาธิที่ถูกต้องแม่นยำ�ซึ่งจะช่วยในการ
ดูแลรักษาผู้ป่วยต่อไป 
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