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The comparative study of the effectiveness of decalcifying 
agents on human jaws

Objective: To compare the effectiveness of five different decalcifying agents on human jaws.
Material and methods: Human jaws were collected from 6 patients. Each case was cut into 5 pieces and  
immersed in 5 different decalcifying agents including 5% nitric acid, 5% nitric acid +formaldehyde,  
10% formic acid, neutral EDTA, and anna morse. At the end of the decalcification, samples were subjected  
to routine histopathological process. Decalcification time, the ease of sectioning, the staining, and structures  
of hard and soft tissues were evaluated and scored. 
Results: In terms of decalcification time and the ease of sectioning, the evaluation scores of 5% nitric acid  
and 5% nitric acid + formaldehyde were higher than other agents (p< .05). 10% formic acid and  
anna morse gave better staining and hard tissue structure than 5% nitric acid and 5% nitric acid + formaldehyde 
(p< .05). All 5 agents did not show differences in the staining and structure of the soft t issue  
associated with the hard tissue.
Conclusion: A good decalcifying agent must have quality that is suitable for the type of work. In cases  
requiring urgency, 5% nitric acid and 5% nitric acid + formaldehyde may be selected. For the quality of  
the tissue, 10% formic acid and anna morse may be the ideal choice.
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การศกึษาเปรียบเทยีบประสิทธิภาพของสารขจดัแคลเซียม

ในกระดกูขากรรไกรมนุษย์

วัตถุประสงค์: เพ่ือเปรียบเทียบประสิทธิภาพของสารขจดัแคลเซียม 5 ชนิด

วัสดุอุปกรณ์และวิธีการศึกษา:  กระดูกขากรรไกรมนุษย์ จ�ำนวน 6 ราย ถูกตัดแบ่งออกรายละ 5 ชิน้ (n=30)  

น�ำไปแช่ในสารขจัดแคลเซียม 5 ชนิด ดังนี  ้ กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5  

ผสมกับฟอร์มาลดีไฮด์ กรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 นิวทรอล อีดีทีเอ แอนนา มอร์ส เม่ือสิน้สุดกระบวนการขจัด

แคลเซียมและขัน้ตอนทางจุลพยาธิวิทยาแล้ว ระยะเวลาในการขจัดแคลเซียม ความยากง่ายในการตัดเนือ้เย่ือกระดูก  

การติดสีและโครงสร้างของเนือ้เย่ือกระดกูและเนือ้เย่ืออ่อนในกระดกูจะถกูประเมินและให้คะแนน

ผลการศึกษา:  สารท่ีใช้ระยะเวลาในการขจัดแคลเซียมน้อยท่ีสุดและสามารถตัดเนื อ้ เ ย่ือกระดูกได้ง่ายท่ีสุด  

คือ กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 และกรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 ผสมกับฟอร์มาลดีไฮด์ ซึ่งแตกต่างกับ 

สารขจัดแคลเซียมชนิดอ่ืน (p< .05) ในขณะท่ีการติดสีและโครงสร้างของเนือ้เย่ือกระดูกท่ีใช้ กรดฟอร์มิกความเข้มข้น 

ร้อยละ 10 และแอนนา มอร์ส มีคุณภาพดีกว่ากรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 และกรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5  

ผสมกับฟอร์มาลดีไฮด์ (p< .05) ส่วนการติดสีและโครงสร้างของเนือ้เย่ืออ่อนในกระดูกพบว่าไม่มีความแตกต่างระหว่าง 

สารขจดัแคลเซียมทัง้ 5 ชนิด 

บทสรุป: สารขจัดแคลเซียมท่ีดีควรเป็นสารท่ีมีคุณสมบัติเหมาะสมกับลักษณะงาน ถ้าเป็นงานท่ีต้องการความรวดเร็ว 

อาจเลือกใช้กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 หรือกรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 ผสมกับ ฟอร์มาลดีไฮด์ ส่วนงานท่ี 

ต้องการคณุภาพของเนือ้เย่ือควรเลือกใช้กรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 หรือ แอนนา มอร์ส 
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บทน�ำ

	 โดยทั่วไปแล้วการวินิจฉัยรอยโรคในช่องปาก

ต้องอาศัยการตรวจลักษณะทางคลินิก ลักษณะทาง

ภาพรังสีและลกัษณะทางจุลพยาธิวิทยา เนือ้เย่ือท่ีจะ

ถกูตรวจลกัษณะทางจลุพยาธิวิทยาได้นัน้จะต้องได้รับ

การผ่านกระบวนการเตรียมชิน้เนือ้และการย้อมสี

เนือ้เย่ือก่อน รอยโรคในช่องปากมีอยู่ 2 ประเภท ได้แก่ 

รอยโรคท่ีเกิดกบัเนือ้เย่ือออ่นและรอยโรคท่ีเกิดในกระดกู 

โดยปกตแิล้วรอยโรคท่ีเกิดในเนือ้เย่ือออ่นจะใช้ระยะเวลา

ในการเตรียมเนือ้เย่ือและรายงานผลการวินิจฉัยโรค

ประมาณ 4-5 วนั สว่นรอยโรคท่ีเกิดในกระดกูจะใช้เวลา

ประมาณ 30-45 วัน ขึน้อยู่กับขนาดของกระดูกและ 

รอยโรคท่ีเกิดในกระดูก [1] จะเห็นได้ว่ารอยโรคท่ี 

เกิดในกระดูกใช้ระยะเวลาค่อนข้างนาน ซึ่งส่งผลต่อ 

การรายงานผลการวินิจฉัยโรค เหตุท่ีรอยโรคท่ีเป็น 

กระดูกใช้ระยะเวลานานเพราะเนือ้เย่ือกระดูกจะต้อง

น�ำมาผา่นกระบวนการขจดัแคลเซียมก่อนเนือ้เย่ือจงึจะ

สามารถผ่านกระบวนการเตรียมชิน้เนือ้เและย้อมสี 

ในขัน้ตอนทางจลุพยาธิวิทยาได้ 

	 การขจดัแคลเซียม (decalcification) คือ การขจดั

อนุมูลหรือสารท่ีมีแคลเซียมในกระดูกออกก่อนท่ีจะ 

น�ำกระดูกไปผ่านกระบวนการทางจุลพยาธิวิทยา [2] 

เน่ืองจากเนือ้เย่ือท่ีเป็นกระดกูจะมีเกลอืแคลเซียมอยู ่[3] 

วิธีการคือ การน�ำกระดูกไปแช่ในสารขจัดแคลเซียม 

ท่ีเรียกวา่ decalcifying solution จนกระทัง่กระดกูแข็ง

เปล่ียนสภาพเป็นลักษณะท่ีอ่อนตัวพอหั่นได้เหมือน

เนือ้เย่ืออ่อน [2] สารท่ีใช้ขจัดแคลเซียมแบ่งออกเป็น  

2 ชนิด ได้แก่ สารประเภทกรด (acid) และสารประเภท 

คีเลต (chelating agents) โดยสารท่ีเป็นกรดแบ่งได้ 

เป็น 2 ประเภท ได้แก่ สารท่ีเป็นกรดแก่ (strong acid) 

เช่น กรดไนตริก (nitric acid) กรดไฮโดรคลอริก 

(hydrochloric acid) ส่วนสารท่ีเป็นกรดอ่อน (weak 

acid) เช่น กรดฟอร์มิก (formic acid) กรดแอซิติก 

(acetic acid) กรดพิคริก (picric acid) [4] ซึง่รูปแบบ

การใช้จะผสมกับสารเคมีชนิดอ่ืนๆ เช่น กรดไนตริก 

ผสมกบัฟอร์มาลีน (formalin) [5] กรดฟอร์มิกผสมกบั

โซเดียมซิเตรท (sodium citrate) [6] ท่ีเรียกกันว่า 

แอนนา มอร์ส (anna morse) [7,8] และกรดฟอร์มิก 

ผสมกับฟอ ร์มาลดี ไฮ ด์  ( f o rma ldehyde)  [6 ]  

เ ป็นต้น ส่วนกรดเอทิลีนไดอามีนเตตราอาเซติก 

(ethylenediaminetetraacetic acid) ท่ีเรียกช่ือย่อว่า 

EDTA เป็นสารคีเลตท่ีนิยมใช้กันในหลายรูปแบบ 

ไมว่า่จะเป็นนิวทรอล อีดีทีเอ (neutral EDTA) [5,9,10] 

อีดีทีเอความเข้มข้นร้อยละ 10 (10% EDTA) [7,11]  

อีดีทีเอความเข้มข้นร้อยละ 10 ผสมกับทิส (10% 

EDTA+TRIS) [11] หรืออีดีทีเอผสมกับกลีเซอรอล 

(EDTA+glycerol) [12] 

	 จากการทบทวนวรรณกรรมท่ีเก่ียวข้องพบว่า 

มีการใช้สารขจัดแคลเซียมหลากหลายชนิดและ 

มีการศึกษาในเนื อ้ เ ย่ือ ท่ีแตกต่างกันดังแสดงใน 

ตารางท่ี 1 (Table 1)

	 ข้อมลูจากตารางท่ี 1 (Table 1) แสดงให้เห็นว่า

ยังไม่มีสารขจัดแคลเซียมท่ีดี ท่ีสุดส�ำหรับเนือ้เ ย่ือ 

ทุกชนิด โดยอาจกล่าวได้ว่าเนือ้เ ย่ือท่ีแตกต่างกัน 

อาจเหมาะสมกับสารขจัดแคลเซียมท่ีแตกต่างกัน 

ส�ำหรับการศึกษาในกระดูกขากรรไกรมนุษย์พบว่ามี

เพียง 1 กลุ่มเท่านัน้ซึ่งท�ำการศึกษาโดย Jimson และ

คณะ[15] ซึ่งรายงานว่าสารขจดัแคลเซียมท่ีดีท่ีสดุคือ 

กรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 อย่างไรก็ตาม 

ในการศึกษาของ Jimson และคณะ [15] ไม่มีการใช้

แอนนา มอร์ส ซึ่งเป็นสารขจัดแคลเซียมท่ีห้องปฏิบตัิ

การจลุพยาธิวิทยาช่องปากและแม็กซิลโลเฟเชียลใช้อยู ่

การศึกษาในครัง้นีจ้ึงมีวัตถุประสงค์เพ่ือเปรียบเทียบ

ประสิทธิภาพของสารขจดัแคลเซียม 5 ชนิดในกระดกู

ขากรรไกรมนษุย์ โดยเปรียบเทียบระยะเวลาในการขจดั

แคลเซียม ความยากง่ายในการตัดเนือ้เย่ือกระดูก 

ขากรรไกร การติดสีและโครงสร้างของเนือ้เย่ือกระดูก 

การติดสีและโครงสร้างของเนือ้เย่ืออ่อนในกระดูก  

ซึ่ งการศึกษาในครั ง้ นี จ้ะท� ำใ ห้ทราบว่าสารขจัด

แคลเซียมชนิดใดเหมาะสมส�ำหรับใช้ในห้องปฏิบตัิการ

จุลพยา ธิวิทยาช่องปากและแม็กซิล โล เฟเ ชียล  

คณะทนัตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัมหิดล
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วัสดุอุปกรณ์และวธีิการศกึษา

เกณฑ์การคัดเลือกตวัอย่าง

	 งานวิจยันีไ้ด้ผา่นการพิจารณาของคณะกรรมการ

จริยธรรมการวิจัยในมนุษย์ (MU-DY/PT-IRB2013/ 

031.2709) กระดกูขากรรไกรมนษุย์ท่ีใช้ในการศกึษาครัง้นี ้

เป็นกระดกูขากรรไกรของผู้ ป่วยท่ีส่งมาตรวจวินิจฉัยท่ี

ภาควิชาพยาธิวิทยาช่องปากและแม็กซิลโลเฟเชียล 

คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดล โดยมี

เกณฑ์คดัเลือกกระดกูขากรรไกรดงันี ้

	 1.	 กระดูกขากรรไกรของผู้ ป่ วย ต้องไ ด้ รับ 

การรายงานผลการวินิจฉยัโรคมาแล้วอยา่งน้อย 1 เดือน 

สามารถใช้ได้ทัง้กระดูกขากรรไกรบนและกระดูก 

ขากรรไกรล่าง โดยเลือกจากกระดกูขากรรไกรท่ีเหลือ

จากการวินิจฉยัโรคหรือรอท�ำลายเทา่นัน้

	 2.	 กระดกูขากรรไกรของผู้ป่วยต้องแชใ่นสารละลาย

ฟอร์มาลีนความเข้มข้นร้อยละ 10 (10 % neutral buffer 

formalin) 

	 3.	 ขนาดของกระดกูขากรรไกรท่ีใช้ต้องมีความยาว

มากกวา่ 3 เซนติเมตร 

	 จากเกณฑ์ดงักล่าวนีท้�ำให้ได้กระดูกขากรรไกร

ทัง้สิน้จ�ำนวน 6 ราย

การเตรียมกระดกูขากรรไกร

	 แบ่งกระดูกขากรรไกรแต่ละรายออกเป็น 5 ชิน้ 

โดยใช้ชุดอุปกรณ์ตดักระดูกให้มีความหนาอย่างน้อย

ชิน้ละ 0.5 เซนติเมตร จากนัน้น�ำมาฝนด้วยกระดาษ

ทรายหยาบเพ่ือให้ได้ขนาด (กว้างXยาว) ของกระดูก 

ขากรรไกรในแต่ละรายมีขนาดใกล้เคียงกันมากท่ีสุด  

ดงันัน้จากผู้ ป่วยจ�ำนวน 6 รายจึงมีกระดูกขากรรไกร

รวมทัง้สิน้ 30 ชิน้ หลังจากนัน้น�ำกระดูกขากรรไกร 

มาบรรจุในตลบั (cassette) เพ่ือตรึงสภาพกระดูกใน

สารละลายฟอร์มาลีนความเข้มข้นร้อยละ 10 เป็นเวลา 

24 ชั่วโมงท่ีอุณหภูมิห้อง เม่ือครบก�ำหนดแล้วแบ่ง

กระดกูขากรรไกรของคนไข้แต่ละรายและแยกทดสอบ

กบัสารขจดัแคลเซียม 5 ชนิด ดงันัน้การศกึษาในครัง้นี ้

จงึประกอบด้วย 5 กลุม่การทดลอง โดยแตล่ะกลุม่จะมี

กระดกูขากรรไกรกลุม่ละ 6 ชิน้ (n= 30) ดงันี ้

	 กลุ่มที่	1	กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5

	 กลุ่มที่	2	กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5  

ผสมกบัสารละลายฟอร์มาลดีไฮด์ 

	 กลุ่มที่	3	กรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10

	 กลุ่มที่	4	นิวทรอล อีดีทีเอ 

	 กลุ่มที่	5	กรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 50 

ผสมกบัสารละลายโซเดียมซเิตรทความเข้มข้นร้อยละ 20 

หรือแอนนา มอร์ส

การขจดัแคลเซียม

	 1.	 น�ำกระดูกขากรรไกรแต่ละชิน้ใส่ในตลับ 

แช่ด้วยสารขจัดแคลเซียมชนิดละ 150 มิลลิลิตร 

ในบีกเกอร์ขนาด 500 มิลลิลิตร แขวนด้วยเชือก 

เพ่ือให้ตลับลอยอยู่เหนือบีกเกอร์ ใช้ท่ีกวน (stirrer)  

กวนสารละลายวนัละประมาณ 7-8 ชัว่โมง

	 2.	 เปลี่ยนสารขจัดแคลเซียมอาทิตย์ละ 1 ครัง้ 

และท�ำการทดสอบประสิทธิภาพการขจัดแคลเซียม 

ทางกายภาพ (physical test) โดยการงอกระดูกว่ามี

ความยืดหยุ่นห รือไม่  ห รืออาจใช้ เข็มแทงเ พ่ือด ู

ความอ่อนตวัของเนือ้เย่ือ[3] กรณีท่ีเข็มยงัไม่สามารถ

แทงทะลุผ่านกระดูกขากรรไกรได้ให้ท�ำการเปลี่ยน 

สารขจัดแคลเซียใหม่เ ม่ือครบก�ำหนด 1 สัปดาห์ 

เพ่ือให้กระดูกขากรรไกรกลับเข้าสู่กระบวนการขจัด

แคลเซียมอีกครัง้ จากนัน้ท�ำการทดสอบซ�ำ้จนกว่า

กระดูกจะสามารถบิดงอหรือเข็มสามารถแทงทะล ุ

ผา่นกระดกูขากรรไกรได้

การเตรียมชิน้เนือ้ทางจุลพยาธิวทิยาและการย้อมสี 

	 เม่ือเข็มสามารถแทงทะลผุ่านกระดกูขากรรไกร

ได้แล้วแสดงว่ากระดูกขากรรไกรพร้อมท่ีจะน�ำไปผ่าน

กระบวนการทางจลุพยาธิวทิยา โดยน�ำกระดกูขากรรไกร

ท่ีได้ไปแช่ในน�ำ้ประปาโดยเปิดน�ำ้ให้ไหลผ่าน เป็นเวลา 

24 ชั่วโมงเพ่ือเจือจางสารขจัดแคลเซียมท่ีติดมากับ

กระดูกขากรรไกร เม่ือครบก�ำหนดแล้วให้น�ำไปแช ่
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ในสารละลายฟอร์มาลีนความเข้มข้นร้อยละ 10 

ประมาณ 2-3 ชั่วโมงก่อนจะน�ำไปผ่านกระบวนการ 

ทางจุลพยา ธิวิทยา  โดยมีขั น้ตอน ท่ีส�ำคัญดัง นี ้ 

แช่ ในเอทิลแอลกอฮอล์ความเ ข้มข้นร้อยละ 70  

(70 % alcohol) เป็นเวลา 1 ชัว่โมง เอทิลแอลกอฮอล์

ความเข้มข้นร้อยละ 80 (80% alcohol) เป็นเวลา  

1 ชั่วโมง เอทิลแอลกอฮอล์ความเข้มข้นร้อยละ 95  

(95 % alcohol) และเอทิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) 

อย่างละ 2 ชั่วโมง ไซลีน (xylene) จ�ำนวน 3 ชั่วโมง  

และพาราฟินเหลว (hot paraffin) อย่างน้อย 4 ชัว่โมง 

จากนัน้น�ำไปผา่นขัน้ตอนการฝังเนือ้เย่ือ (embed) และ

ขัน้ตอนการตดัเนือ้เย่ือ (section) ด้วยเคร่ืองไมโครโตม 

(microtome) ซึ่งตัดให้ได้ความหนาประมาณ 3 

ไมโครเมตร และจัดท�ำเป็นสไลด์แก้วโดยย้อมสี 

ฮีมาทอ็กซลิีนและอีโอซนิ (hematoxylene and eosin)

การบนัทกึข้อมูล

	 การบันทึกข้อมูลแบ่งเป็น 2 ส่วน ดังแสดงใน

ตารางท่ี 2 (Table 2)

Table 2	 The evaluation parameters and criteria for scoring.

Parameters Score Criteria

Part I
1.	 Decalcification time 1

2
3

decalcification time longer than 30 days. 
decalcification time between 15-30 days. 
decalcification time between 1-14 days.

2.	 Ease of sectioning 0
1
2

can-not section.
section complete with gritting sound when sectioning.
section complete without gritting sound when sectioning.

Part II
1.	 Staining of hard tissue  0

1
2

no staining.
< 50 % of tissue are stained.
> 50 % of tissue are stained.

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

0
1
2

no staining.
< 50 % of tissue are stained.
> 50 % of tissue are stained.

3.	 Soft tissue attachment 0
1
2

> 50 % of soft tissue detach from hard tissue. 
< 50 % of soft tissue detach from hard tissue. 
no soft tissue detach from hard tissue.

4.	 Structure of hard tissue 0
1

distorted /damaged structure.
normal structure.

5.	 Structure of soft tissue 
	 associated with the hard 
	 tissue

0
1

distorted /damaged structure.
normal structure.
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	 สว่นท่ี 1 ประเมินระยะเวลาในการขจดัแคลเซียม

และความยากง่ายในการตดัเนือ้เย่ือกระดกูขากรรไกร

โดยเจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบตักิารจ�ำนวน 1 ทา่น 

	 ส่วนท่ี 2 ประเมินการติดสีและโครงสร้างของ

เนือ้เย่ือกระดูกขากรรไกร การติดสีและโครงสร้างของ

เนือ้เย่ือออ่นในกระดกูขากรรไกรโดยพยาธิแพทย์ชอ่งปาก

จ�ำนวน 1 ท่าน โดยการประเมินทัง้สองสว่นนีผู้้ประเมิน

จะไมท่ราบวา่เนือ้เย่ือตวัอยา่งใช้สารขจดัแคลเซียมชนิดใด 

(blind condition) หากคะแนนทุกหัวข้อการประเมิน 

มีคะแนนสูงแสดงว่าผู้ ประเ มินมีความพึงพอใจ 

ต่อการประเมินมาก โดยเกณฑ์ท่ีใช้ได้ดัดแปลงจาก 

การศกึษาของ Sanjai และคณะ [5]

การวเิคราะห์ผลการสถติิ

	 วิเคราะห์ผลการทดลองโดยใช้โปรแกรมส�ำเร็จรูป 

SPSS version 16 ท่ีระดบันยัส�ำคญั p Value< 0.05 

โดยใช้คา่สถิต ิFriedman test และเปรียบเทียบคา่เฉลี่ย

ของสารขจดัแคลเซียมแตล่ะชนิดโดย Wilcoxon test

ผลการศกึษา

	 การประเมินส่วนท่ี 1 ซึ่งท�ำการประเมินโดย 

เจ้าหน้าท่ีห้องปฏิบตักิาร สรุปได้ดงัตารางท่ี 3 (Table 3) 

ท่ีแสดงคา่เฉลี่ยของระยะเวลาในการขจดัแคลเซียมและ

ความยากงา่ยในการตดัเนือ้เย่ือกระดกูขากรรไกรมนษุย์

ของสารขจดัแคลเซียม 5 ชนิด ผลการศกึษาพบวา่สารท่ี

ใช้ระยะเวลาในการขจดัแคลเซียมน้อยท่ีสดุและสามารถ

ตดัเนือ้เย่ือกระดกูได้งา่ยท่ีสดุคือ กรดไนตริกความเข้มข้น

ร้อยละ 5 รองลงมาคือ กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 

ผสมกับฟอร์มาลดีไฮด์ ซึ่งจากผลการทดลองยงัพบว่า

สารขจดัแคลเซียมทัง้ 2 ชนิดนีมี้ระยะเวลาในการขจดั

แคลเซียมและความยากง่ายในการตดัเนือ้เย่ือกระดูก

แตกตา่งกบักรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 นิวทรอล 

อีดีทีเอ และแอนนา มอร์ส อยา่งมีนยัส�ำคญั (p< .05) 

	 ตารางท่ี 4 (Table4) แสดงการประเมินในสว่นท่ี 2 

เป็นการประเมินการติดสีและโครงสร้างของเนือ้เย่ือ

กระดกูขากรรไกรมนษุย์โดยพยาธิแพทย์ช่องปาก จาก

การศึกษาพบว่ากรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 

และแอนนา มอร์ส ให้การติดสีและโครงสร้างของ

เนือ้เย่ือกระดกูดีกว่ากรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 

และกรดไนตริกความเ ข้มข้นร้อยละ 5 ผสมกับ

ฟอร์มาลดีไฮด์ อย่างมีนัยส�ำคัญทางสถิติ (p< .05)  

ในรูปท่ี 1-6 (Figure1-6) แสดงให้เห็นวา่โครงสร้างของ

กระดูกในกรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 และ 

แอนนา มอร์สจะดีกวา่กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5

	 ตารางท่ี 5 (Table 5) แสดงการประเมินการตดิสี

และตรวจดกูารแยกตวัของเนือ้เย่ืออ่อนจากกระดกูและ

โครงสร้างเนือ้เย่ือออ่นในกระดกู โดยพยาธิแพทย์ชอ่งปาก 

พบว่าสารขจัดแคลเซียม 5 ชนิด ไม่มีความแตกต่าง

อย่างมีนัยส�ำคัญ (p> .05) และจากการศึกษาครัง้นี ้

พบวา่มีกระดกูขากรรไกรจ�ำนวน 1 ราย ท่ีไมส่ามารถใช้

ในการประเมินคุณภาพของเนือ้เย่ืออ่อนในกระดูกได้ 

เน่ืองจากกระดูกขากรรไกรรายนัน้มีส่วนของเนือ้เย่ือ

อ่อนน้อย ดงันัน้จึงท�ำให้เหลือจ�ำนวนกระดกูขากรรไกร

เพียง 5 รายเทา่นัน้ อยา่งไรก็ตามจากการตรวจเนือ้เย่ือ

ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ พบว่าการแยกตวัของเนือ้เย่ือ

ออ่นจากกระดกูของกรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 

และแอนนา มอร์ส มีการแยกตวัท่ีน้อยว่าเม่ือเทียบกบั

กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 ดงัแสดงในรูปท่ี 1-6 

(Figure1-6)
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Table 5	 The average score of staining and the structures of soft tissue associated with hard tissue from 5  
decalcifying agents.

Evaluation N Mean (Min,Max) p-Value

0.424

5% Nitric acid 5 1.80(0,3)

5% Nitric acid + Formaldehyde 5 2.20(1,3)

10% Formic acid 5 2.00(0,4)

Neutral EDTA 5 2.20(0,4)

Anna morse 5 3.80(1,5)
No statistically significant by Friedman test

Table 3	 The average score of decalcification time and ease of sectioning from 5 decalcifying agents.  

Evaluation N Mean (Min,Max) p-Value

0.001*

5% Nitric acid 6 5.00(5,5)

5% Nitric acid + Formaldehyde 6 4.67(4,5)

10% Formic acid 6 3.33(2,5)a,b

Neutral EDTA 6 3.50(3,4)a,b

Anna morse 6 3.17(3,4)a,b

a = significant difference compared with 5% nitric acid 
b = significant difference compared with 5% nitric acid + formaldehyde
*Statistically significant by Friedman test

Table 4	 The average score of staining and the structures of hard tissue from 5 decalcifying agents. 

Evaluation N Mean (Min,Max) p-Value

0.044*

5% Nitric acid 6 1.00(0,3)

5 % Nitric acid + Formaldehyde 6 1.33(1,2)

10% Formic acid 6 2.67(2,3)a,b

Neutral EDTA 6 1.50(0,3)

Anna morse 6 2.33(2,3)a,b

a = significant difference compared with 5% nitric acid 
b = significant difference compared with 5% nitric acid + formaldehyde
*Statistically significant by Friedman test
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Figure 1-6	Structures of hard tissue and soft tissue associated with hard tissue from 3 decalcifying  agents including 
5% nitric acid,10% formic acid and anna morse. Compared with 10 % formic acid and anna morse,  
the structure of tissue in 5% nitric acid show poor quality. Noted that in 10% formic acid and anna morse  
the lamellar pattern of bone is well preserved and there is no shrinkage of soft tissue from bone.  
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บทวจิารณ์

	 การศึกษาครัง้นีพ้บว่ากรดไนตริกความเข้มข้น

ร้อยละ 5 ท่ีมีส่วนผสมของฟอร์มาลดีไฮด์และไม่มี 

ส่วนผสมของฟอร์มาลดีไฮด์ใช้ระยะเวลาในการขจัด

แคลเซียมของกระดูกขากรรไกรมนุษย์น้อยท่ีสุดซึ่ง 

ผลการทดลองสอดคล้องกบัการศกึษาในฟันมนษุย์ [5] 

กระดกูขากรรไกรหนู [8] กระดกูนกกระจอกเทศ [14] 

รวมถึงการศึกษาในกระดูกขากรรไกรมนุษย์ [15]  

อาจกล่าวได้ว่าสารขจัดแคลเ ซียมท่ี เ ป็นกรดแก่ 

สามารถขจัดแคลเซียมในเนือ้เ ย่ือแข็งได้เ ร็วท่ีสุด  

แต่เม่ือประเมินการติดสีและโครงสร้างของเนือ้เย่ือ

กระดูกของกรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 และ 

กรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5 ผสมกบัฟอร์มาลดีไฮด์

พบว่าอยู่ ในเกณฑ์ท่ีไม่ ดีซึ่ งผลการทดลองครั ง้ นี ้

สอดคล้องกบัการศกึษาในกระดกูขากรรไกรมนษุย์ [15] 

และการศกึษาในนกกระจอกเทศ [14] 

	 นอกจากประเภทของสารขจดัแคลเซียมจะมีผลตอ่

ระยะเวลาในการขจดัแคลเซียมแล้ว ยงัมีปัจจยัอ่ืนๆ ท่ีมี

ผลตอ่ระยะเวลาในการขจดัแคลเซียม เชน่ ความเข้มข้น

และอุณหภูมิของสารขจัดแคลเซียม รวมทัง้ชนิดและ

ขนาดของเนือ้เย่ือท่ีใช้ศึกษา [4] อย่างไรก็ตามยังมี 

วิธีการบางอย่างจากห้องปฏิบตัิการท่ีสามารถช่วยลด

ระยะเวลาในการขจัดแคลเซียมได้ ซึ่งจากการสงัเกต 

พบว่าระหว่างท่ีท�ำการตรวจสอบจุดสิน้สุดขบวนการ

ขจดัแคลเซียมในห้องปฏิบตัิการหากพบว่าเนือ้เย่ือแข็ง

สามารถบิดโค้งงอไปมา เร่ิมน่ิม หรือใช้เข็มแทงทะล ุ

บางสว่นได้แล้วให้ตดัแบง่เนือ้เย่ือแข็งนัน้ๆ เพ่ือชว่ยเพ่ิม

พืน้ท่ีผิวสมัผสัให้สารขจดัแคลเซียมซมึเข้าสูเ่นือ้เย่ือแข็ง

ได้ดีย่ิงขึน้และการเปลี่ยนสารขจัดแคลเซียมอย่าง

สม�ำ่เสมอก็เป็นการชว่ยลดระยะเวลาในการขจดัแคลเซียม

ได้อีกวิธีหนึง่ 

	 แม้ว่าท่ีผ่านมาขบวนการขจัดแคลเซียมในห้อง

ปฏิบตักิารจลุพยาธิวทิยาชอ่งปากและแมก็ซลิโลเฟเชียล 

คณะทันตแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลัยมหิดลจะใช้ 

ระยะเวลาค่อนข้างนาน ซึ่งส่งผลให้การรายงานผล 

การวินิจฉยัโรคมีความล่าช้า การหาสารขจดัแคลเซียม

ท่ีเหมาะสมส�ำหรับใช้ในห้องปฏิบตัิการจุลพยาธิวิทยา

ช่องปาก ควรเป็นสารขจดัแคลเซียมท่ีให้การติดสีและ

โครงสร้างของเนือ้เย่ืออยู่ในเกณฑ์ท่ีดี ผู้ วินิจฉัยโรค

สามารถตรวจลักษณะจุลพยาธิวิทยาและสามารถ

ให้การวินิจฉัยโรคได้ ตลอดจนสามารถใช้ในการเรียน

การสอน งานวิจยัของนกัศกึษาทนัตแพทย์และบคุลากร

ในภาควิชาได้ ซึ่งจากการศึกษาพบว่ากรดฟอร์มิก 

ความเข้มข้นร้อยละ 10 และแอนนา มอร์ส เป็นสารขจดั

แคลเซียมท่ีให้คณุภาพของเนือ้เย่ือดีท่ีสดุ ซึง่สนบัสนนุ

ผลการศึกษาของ Jimsom และคณะ [15] ท่ีท�ำ 

การศึกษาในกระดกูขากรรไกรมนุษย์โดยเปรียบเทียบ

คณุภาพของสารขจดัแคลเซียม 5 ชนิด ได้แก่ กรดไนตริก

ความเข้มข้นร้อยละ 5 กรดไฮโดรคลอริก กรดฟอร์มิก

ความเข้มข้นร้อยละ 10 นิวทรอล อีดีทีเอ และกรดไนตริก

ความเข้มข้นร้อยละ 5 ผสมกบัอีดีทีเอ ซึง่จากการศกึษา

พบวา่กรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 ใช้ระยะเวลา

ในการขจัดแคลเซียมอยู่ในระดับปานกลาง การตัด

เนือ้เ ย่ือกระดูกไม่ยากเกินไปในขณะเดียวกันก็ให้ 

การตดิของสีนิวเคลียสอยูใ่นเกณฑ์ท่ีดี 

	 จากการศกึษานีย้งัพบว่ามีข้อจ�ำกดัในงานวิจยันี ้

อยูบ้่างกลา่วคือ จ�ำนวนของกระดกูขากรรไกรท่ีใช้ศกึษา

มีน้อยเพราะต้องใช้กระดูกขากรรไกรมนุษย์ท่ีเหลือ 

จากการส่งตรวจทางจลุพยาธิวิทยาของห้องปฏิบตัิการ

จุลพยาธิวิทยาช่องปาก คณะทันตแพทยศาสตร์ 

มหาวิทยาลัยมหิดล อีกทัง้กระดูกขากรรไกรท่ีใช้ท�ำ 

การศึกษามีระยะเวลาในการเก็บรักษาในสารละลาย

ฟอร์มาลีนความเข้มข้นร้อยละ 10 ท่ีแตกต่างกัน 

รวมถึงขนาดของกระดกูขากรรไกรของผู้ ป่วยแต่ละราย

มีขนาดท่ีแตกต่างกนัด้วย จากข้อจ�ำกดัเหลา่นีจ้ึงท�ำให้

ไม่สามารถเลือกกระดูกขากรรไกรให้มีขนาดเท่ากัน 

ทกุๆ ชิน้ทกุกลุม่การทดลองได้ ดงันัน้จงึควรมีการศกึษา

เพ่ิมเติมโดยใช้กระดูกขากรรไกรมนุษย์ในปริมาณ 

ท่ีมากกวา่นี ้
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บทสรุป

	 จากการศึกษาเปรียบเทียบประสิทธิภาพของ 

สารขจัดแคลเซียม 5 ชนิดในกระดูกขากรรไกรมนุษย์ 

โดยศึกษาจากระยะเวลาในการขจัดแคลเ ซียม  

ความยากง่ายในการตัดเนือ้เ ย่ือกระดูก การติดสี 

และโครงสร้างของเนือ้ เ ย่ือกระดูก การติดสีและ

โครงสร้างของเนือ้เย่ืออ่อนในกระดูก พบว่าสารขจัด

แคลเซียมท่ีดีนัน้ควรเป็นสารท่ีมีคณุสมบตัิเหมาะสมกบั

ลักษณะงานท่ีใช้ในศึกษา ถ้าเป็นงานท่ีต้องการ 

ความรวดเร็วอาจเลือกใช้กรดไนตริกความเข้มข้น 

ร้อยละ 5 หรือกรดไนตริกความเข้มข้นร้อยละ 5  

ผสมกบัฟอร์มาลดีไฮด์ เพราะใช้ระยะเวลาในการขจดั

แคลเซียมน้อย ส่วนงานท่ีต้องการความละเอียดและ

ต้องการความถูกต้องในการวิ นิจฉัยควรเลือกใช้ 

กรดฟอร์มิกความเข้มข้นร้อยละ 10 หรือแอนนา มอร์ส 

เพราะให้คณุภาพของเนือ้เย่ือท่ีดีกวา่

กติตกิรรมประกาศ
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