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บทคัดยjอ 

คางคกบ&าน Duttaphrynus melanostictus มีการกระจายพันธุ 3ทั ่วไปเป:นวงกว&าง มีความ

ทนทานต<อสภาพแวดล&อมที่หลากหลาย และมีขนาดประชากรใหญ< จึงทำให&สามารถแพร<กระจาย และเพ่ิม

จำนวนได&อย<างรวดเร็ว แต<การศึกษาเก่ียวกับจุลกายวิภาคและการเจริญของอวัยวะสร&างเซลล3สืบพันธุ3ในสัตว3

สะเทินน้ำสะเทินบกกลุ<มคางคกยังมีอยู<จำกัด ในการศึกษาครั้งนี้จึงมีจุดประสงค3เพื่อศึกษาจุลกายวิภาคของ

อวัยวะสร&างเซลล3สืบพันธุ3และรูปแบบการเจริญเพื่อแยกเพศของคางคกบ&านในระยะสิ้นสุดเมทามอร3โฟซิส 

โดยการเก็บตัวอย<างลูกอUอดคางคก จำนวน 30 ตัว จากแหล<งน้ำภายในจุฬาลงกรณ3มหาวิทยาลัย ในเดือน

ตุลาคม ถึง เดือนพฤศจิกายน ป[ พ.ศ. 2562 เม่ือถึงระยะสิ้นสุดเมทามอร3โฟซิสหลัง การุณฆาตและนำมา

ตรวจสอบระยะการเจริญทางสัณฐานภายใต&กล&องจุลทรรศน3ใช&แสงแบบสเตอริโอตามระบบของ Gosner 

(1960) และบันทึกข&อมูลเบื้องต&น ได&แก< ความยาวตั้งแต<ปลายจมูกจนถึงรูทวาร และบันทึกภาพลักษณะ

ภายนอกด&วยกล&องถ<ายภาพ รักษาสภาพทั้งตัว นำเนื้อเยื่อมาทำสไลด3ถาวรด&วยวิธี Paraffin Method และ

ย&อมด&วยสี Hematoxylin และ Eosin แล&วนำไปศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคภายใต&กล&องจุลทรรศน3แบบ

ใช&แสง ผลการศึกษาพบว<า อวัยวะสร&างเซลล3สืบพันธุ3ของ D. melanostictus ทั้งหมดในระยะสิ้นสุดเมทา

มอร3โฟซิสเป:น indifferent gonad ที่อยู <ในช<วงของการสร&าง genital ridge ลักษณะสำคัญที่พบ ได&แก< 

เนื้อเยื่ออวัยวะสร&างเซลล3สืบพันธุ3มีการแยกออกเป:น 2 ชั้น ได&แก< เนื้อเยื่อชั้นใน และเนื้อเย่ือชั้นนอก อีกท้ัง

ยังสามารถสังเกตเห็น primordial germ cell ปรากฏอยู<บริเวณเนื้อเยื่อชั้นนอก ซึ่งโครงสร&างของอวัยวะ

สร&างเซลล3สืบพันธุ3ในระยะดังกล<าว ยังไม<เกิดการเปลี่ยนแปลงเพื่อแยกเพศ จึงไม<สามารถระบุได&ว<ารูปแบบ

การเจริญเพื่อแยกเพศของคางคกชนิดนี้เป:นรูปแบบใด ซึ่งการศึกษาในครั้งนี้ไม<ได&มีการติดตามการเจริญ

ภายหลังระยะดังกล<าว ดังนั้นเพื่อเป:นการยืนยันถึงรูปแบบของการเจริญเพื่อแยกเพศที่แน<ชัดในคางคกบ&าน 

จึงควรมีการศึกษาอวัยวะสร&างเซลล3สืบพันธุ3ในระยะหลังส้ินสุดเมทามอร3โฟซิสในงานวิจัยต<อไป 
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Abstract 

Asian common toad Duttaphrynus melanostictus is widely distributed and has 

tolerance to several kinds of habitats. It has a large population and spreads rapidly. However, 

there’s a lack of information about microanatomy and development of gonad in bufonids. 

This study aims to examine the microanatomy of gonad and pattern of sex differentiation in 

Asian common toad at complete metamorphosis stage. In October and November 2019, 

tadpoles were collected from a pond in Chulalongkorn University when they reached 

complete metamorphosis, 30 froglets were euthanized.  After euthanasia, samples were 

identified the stage of development by morphology according to Gosner ( 1960)  under a 

stereomicroscope and measured for snout- to- vent length ( SVL) .  Then, the sample was 

photographed, fixed, preserved, and processed by Paraffin Method and stained with 

Hematoxylin and Eosin.  After that, the tissue was observed under a light microscope. The 

result showed that all gonads of D. melanostictus at complete metamorphosis stage were 

indifferent gonads in the period of genital ridge formation. In this stage, tissue of the 

indifferent gonads composed of 2 layers including medulla and cortex. Primordial germ cells 

located in the cortex layer.  From the result of gonad structure, there were still in 

undifferentiated phase.  Therefore, the pattern of sex differentiation in this species cannot 

be identified at complete metamorphosis stage.  However, in this study, the samples after 

complete metamorphosis have not been observed.  To confirm the pattern of sex 

differentiation in this species, studying of the gonad after complete metamorphosis is 

needed in further study. 
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กิตติกรรมประกาศ 

 

ขอกราบขอบพระคุณผู3ชqวยศาสตราจารย6 ดร.จิรารัช กิตนะ อาจารย6ที่ปรึกษาโครงการท่ีให3

ความกรุณาในการให3คำปรึกษาและความชqวยเหลือตqาง ๆ ตั้งแตqเริ่มหาข3อมูลสำหรับหัวข3องานวิจัย 

แนวทางการวางแผนการทดลองและวิเคราะห6ข3อมูล ตรวจสอบความถูกต3องของข3อมูล ตลอดจนให3

ความชqวยเหลือระหวqางการวิจัยในสภาวะวิกฤตโควิด-19 ทำให3การศึกษาดังกลqาวสำเร็จลุลqวงและมี

ความสมบูรณ6มากย่ิงข้ึน  

ขอขอบพระคุณภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร6 จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย ที่ให3ทุน

สนับสนุนโครงการการเรียนการสอนเพื่อเสริมประสบการณ6 ที่ให3ทุนสนับสนุนทำให3งานวิจัยครั้งน้ี

สำเร็จลุลqวงได3ดี 

ขอขอบคุณอาจารย6 ดร. ภาณุพงศ6 ธรรมโชติ ที่ชqวยให3คำแนะนำเกี่ยวกับคางคกบ3านทั้งใน

ภาคสนามและการเลี้ยงลูกอ�อดคางคก รวมไปถึงให3ความชqวยเหลือในการศึกษาลักษณะทางสัณฐาน

ทำให3งานวิจัยมีสามารถสำเร็จลุลqวงได3ด3วยดี 

ขอขอบคุณนางสาวธฤษวรรณ ไตรจิตต6 ที่ชqวยให3คำปรึกษาและการชqวยเหลือตลอดการทำ

วิจัยดังกลqาว ทั้งคำแนะนำจากประสบการณ6ในการทำงานวิจัยเกี่ยวกับเรื่องการเปลี่ยนแปลงเพื่อแยก

เพศ การเก็บตัวอยqาง รวมไปถึงเทคนิคตqาง ๆ ในการปฏิบัติงานทางเน้ือเย่ือ ตลอดจนให3กำลังใจในการ

ทำงานวิจัยคร้ังน้ี 

ขอขอบคุณนายธงชัย ธิติภูรี ที ่ชqวยสอนเกี่ยวกับการปฏิบัติงานทางด3านเนื้อเยื ่อในทุก

ข้ันตอน รวมไปถึงคำแนะนำต้ังแตqชqวงเร่ิมการวางแผนในการดำเนินงานจนทำให3งานวิจัยน้ีได3ผลสำเร็จ 

ขอขอบคุณนางสาวอรยา อรรถจินดา, นายณัฐดนัย แตqงแดน, นาวสาวณัฐณิชา พลายงาม

และนางสาวธัญลักษณ6 บุญสร3าง รวมทั้งสมาชิก Biosentinel Laboratory ทุกคน ที่คอยชqวยเหลือ

กันในหลาย ๆ ด3าน อีกท้ังยังให3กำลังใจท่ีดีตqอกันเสมอมาตลอดระยะเวลาการทำงานวิจัยในคร้ังน้ี 

ขอขอบคุณห3องปฏิบัติการเนื้อเยื่อและไมโครเทคนิค ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร6 

จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย ท่ีเอ้ือเฟ��อสถานท่ี เคร่ืองมือ รวมไปถึงอุปกรณ6และสารเคมี 

ขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย6 ดร.จันทร6เพ็ญ จันทร6เจ3า, อาจารย6 พงษ6ชัย ดำรงโรจนวัฒนา 

และอาจารย6 ดร.เกรียง กาญจนวตี อาจารย6ผู3ประสานงานรายวิชา โครงการการเรียนการสอนเพ่ือ

เสริมประสบการณ6 ภาคการศึกษาปลาย ป�การศึกษา 2562 ที่ให3คำแนะนำในองค6ประกอบของ

เอกสารท่ีเก่ียวข3องกับโครงการ 

สุดท3ายน้ีขอขอบคุณเพ่ือน ๆ ภาควิชาชีววิทยา คณะวิทยาศาสตร6 จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย 

และครอบครัวท่ีคอยหqวงใย และเป�นกำลังใจท่ีดีให3กันเสมอมาจนกระท่ังงานวิจัยคร้ังสำเร็จไปได3ด3วยดี 
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บทท่ี 1 

บทนำ 

 

1.1. ความเปnนมาและมูลเหตุจูงใจในการเสนอโครงการ 

การเปลี ่ยนแปลงเพื ่อแยกเพศ (sex differentiation) เป�นกระบวนการท่ีอวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6มีการพัฒนาไปเป�นรังไขqหรืออัณฑะ ซึ่งเกิดหลังจากการกำหนดเพศด3วยพันธุกรรม (Flament 

et. al., 2011) โดยทั่วไปสัตว6มีกระดูกสันหลัง เพศจะถูกกำหนดไว3ตั้งแตqหลังการปฏิสนธิ ในกลุqมของ

สัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกสัตว6ที่มีความนิยมนำมาใช3เป�นต3นแบบของการศึกษาในแตqละชqวงชีวิตอยqาง

กว3างขวาง ทั้งทางด3านชีววิทยาการเจริญ การกำหนดเพศ และรวมไปถึงรูปแบบของกระบวนการ

เปลี่ยนแปลงของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 (Eggert, 2004) พบวqาสัตว6กลุqมน้ีมีรูปแบบของการเจริญ

เพื่อแยกเพศที่แตกตqางกันถึง 3 รูปแบบจากการศึกษาของ Witschi (1929) และมีความแตกตqางกัน

ระหวqางสป�ชีส6อีกด3วย นอกจากน้ีการกำหนดเพศในสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบก อาจขึ้นอยูqกับอิทธิพล

จากป£จจัยทางสิ่งแวดล3อม อยqางเชqน อุณหภูมิ (Tang Y et. al., 2020) หรือแม3กระทั่งการใช3สารเคมี

ในพื้นที่ทำการเกษตรที่เป�นสารรบกวนการทำงานของตqอมไร3ทqอ สqงผลตqอการเจริญเพื่อกำหนดเพศ

รวมไปถึงโครงสร3างประชากรท่ีเปล่ียนแปลงไปของสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกชนิดน้ัน ๆ (Mann, 2009) 

แม3วqาจะมีการนำสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกมาเป�นต3นแบบในการศึกษารูปแบบของการ

เปลี่ยนแปลงเพื่อแยกเพศอยูqเป�นจำนวนมาก แตqการศึกษาเกี่ยวกับจุลกายวิภาคและการเจริญของ

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ในสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกกลุqมคางคกยังมีอยูqจำกัด จากการทบทวน

วรรณกรรม งานวิจัยของ Falconi และคณะ (2004) และ Piprek และคณะ (2014) ได3ทำการศึกษา

จุลกายวิภาคการเจริญของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 รวมไปถึงโครงสร3างที่เกี่ยวข3องอยqาง Bidder’s 

organ ในคางคก Bufo bufo (Linnaeus, 1758) และ Bufo viridis (Laurenti, 1768) ตามลำดับ 

พบวqา การเจริญของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6เริ่มต3นขึ้นในระยะที่ 29 อ3างอิงตามระยะของ Gosner 

ในป� 1960 และเริ่มมีการแยกของเพศเกิดขึ้นในระยะท่ี 40-41 แตqไมqได3มีการเปรียบเทียบอัตราสqวน

ของเพศที่พบในเชิงประชากรเมื่อกระบวนการเมทามอร6โฟซิสสมบูรณ6เพื่อดูแนวโน3มของรูปแบบใน

การกำหนดเพศ 

ในโครงการวิจัยนี้ผู 3ศึกษาจึงมีความสนใจที่จะศึกษาจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6ในระยะสิ้นสุดเมทามอร6โฟซิสของคางคกบ3าน D. melanostictus เนื่องจากยังไมqมีข3อมูล

พ้ืนฐานเก่ียวกับการศึกษาทางจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ในคางคกชนิดน้ี จากรายงาน

ของ IUCN Red list คางคกชนิดนี้เป�นสายพันธุ6ที่พบได3ทั่วไป มีการกระจายตัวกว3างและสามารถเพ่ิม

จำนวนได3อยqางรวดเร็วจนนำไปสูqแนวโน3มการเพ่ิมขึ้นประชากรในป£จจุบัน จึงมีการนำคางคกบ3านไปใช3

ศึกษาในด3านตqาง ๆ เชqน การทดสอบทางพิษวิทยาในสิ่งแวดล3อมตqอระยะตัวอqอนหรือตัวเต็มวัย 
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(Fernando et al., 2016; Goswami et al., 2016) และมีการนำคางคกบ3านไปใช3ประโยชน6อีก

มากมาย (Gomes, 2011; Neerati et al., 2014; Sharma et al., 2013) การศึกษาในเรื่องนี้จะเป�น

ประโยชน6และเป�นข3อมูลพื้นฐานที่สำคัญของการศึกษารูปแบบการเจริญเพื่อแยกเพศในคางคกบ3าน  

D. melanostictus ตqอไปในอนาคต 

 

1.2. วัตถุประสงค5ของโครงการ 

- เพื่อศึกษาจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ในระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

- เพื ่อศึกษารูปแบบการเจริญเพื ่อแยกเพศของคางคกบ3าน D. melanostictus ในระยะ

ส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

 



 

บทท่ี 2 

ทบทวนวรรณกรรม 

 

2.1. คางคกบ2าน Duttaphrynus melanostictus (Schneider, 1799) 

การจำแนกคางคกบ3านทางอนุกรมวิธาน สามารถจำแนกได3ดังน้ี 

 Kingdom Animalia 

  Phylum Chordata 

   Class Amphibia 

    Order Anura 

     Family Bufonidae 

Genus Duttaphrynus  

   Species Duttaphrynus melanostictus (Schneider, 1799) 

 

 

ภาพท่ี 2-1 Duttaphrynus melanostictus (Schneider, 1799) (O’Shea, 2011) 

(https://zookeys.pensoft.net/articles.php?id=2567) 

 

คางคกบ3าน มีชื ่อสามัญคือ Asian common toad หรือ Black-spined toad และมีช่ือ

วิทยาศาสตร6 คือ Duttaphrynus melanostictus (Schneider, 1799) อยูqในวงศ6 Bufonidae มีการ

กระจายพันธุ6ทั่วไปเป�นวงกว3างในทวีปเอเชีย ตั้งแตqตอนเหนือของปากีสถานถึงเนปาล อินเดีย จีนตอน

ใต3 และประเทศในเอเชียตะวันออกเฉียงใต3 มีถิ่นที่อยูqอาศัยตามพื้นที่ราบลุqม ทั้งในธรรมชาติ พื้นท่ี

การเกษตร รวมไปถึงชุมชนเมือง มีความทนทานตqอการเปลี่ยนแปลงสภาพแวดล3อมที่อาศัย และมี

ขนาดประชากรใหญq จึงทำให3สามารถแพรqกระจาย และเพ่ิมจำนวนได3อยqางรวดเร็ว (van Dijk et al., 2004)   



4 
 

 
ภาพท่ี 2-2 แผนท่ีแสดงการกระจายของคางคกบ3าน D. melanostictus 

(https://www.gbif.org/species/2422538) 

 

ลูกอ�อดคางคกบ3านจะมีลำตัวสีดำ ลักษณะสัณฐานเหมือนกันในสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกกลุqม

คางคกทั่วไป ได3แกq มีรqางรูปกลมกับหางที่มีความอqอน ครีบหลังกว3างในขณะที่หน3าท3องแคบ oral 

disc มีลักษณะเหมือนคางคกโดยทั่วไป มีสูตรแถวฟ£น คือ 2(2)/3 oral papillae อยูqด3านข3าง จงอย

ปากเป�นหยักละเอียดและคมชัด (Khan, 1991) เมื ่อเข3าสู qชqวงเมทามอร6โฟซิส ลูกอ�อดคางคกจะ

กลายเป�นลูกคางคก และเกิดการลดลงของมวลรqางกายมากถึง 46% พร3อมกับหางที่หดสั้นลงจน

หายไป อีกทั้งยังลดการพึ่งพาสภาพแวดล3อมในน้ำลง สำหรับการเปลี่ยนแปลงเข3าสูqระยะเมทามอร6โฟ

ซิสนั้นอาจจะต3องใช3ระยะเวลา 25-30 วัน ซึ่งกรณีการเกิดเมทามอร6โฟซิสที่ลqาช3าในสป�ชีส6ดังกลqาว 

เป�นพฤติกรรมการปรับตัวเมื ่อต3องเผชิญตqอผู 3ลqา และยังสqงผลตqอโอกาสของความสำเร็จในการ

เจริญเติบโตเพ่ือให3จำนวนประชากรมีขนาดใหญq (Mogali et al., 2011). 

 

 
ภาพท่ี 2-3 คางคกบ3าน D. melanostictus ในระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

(https://bangkokherps.wordpress.com/2012/04/15/common-indian-toad/)  
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ตารางท่ี 2-1 การเปล่ียนแปลงในแตqละชqวงชีวิตของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ชqวงชีวิต ระยะเวลา 

ฤดูผสมพันธุ6 - ผสมพันธุ6ในฤดูฝน (กรณีท่ีพ้ืนท่ีทางภูมิศาสตร6ท่ีมีความ

แตกตqางกันของฤดูฝนและฤดูแล3ง) 

- ผสมพันธุ6ตลอดท้ังป� (ประเทศสิงค6โปร6) 

การสqงเสียงร3อง ได3ยินเสียงร3องได3ตลอดท้ังป� (ประเทศสิงคโปร6) 

ความถ่ีในการวางไขq ผสมพันธุ6ได3ประมาณ 2 คร้ัง/ป� 

คqาเฉล่ียของจำนวนลูก 40,000 ฟอง ตqอการวางไขqจำนวนหน่ึงคร้ัง 

การฟ£กตัวออกจากไขq 24-48 ช่ัวโมง 

ระยะตัวอqอน 34-90 วัน 

ระยะเมทามอร6โฟซิส 25-30 วัน 

อายุขัย 4-10 ป� 

 

2.2. รูปแบบการเจริญเพ่ือแยกเพศ (sex differentiation) 

จากการศึกษาของ Witschi (1929) รูปแบบการเจริญเพื่อแยกเพศ (sex differentiation) ของ

สัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกสามารถแบqงออกได3เป�น 3 รูปแบบ (ภาพท่ี 2-4) ได3แกq  

1) Differentiated type เมื่อเกิดกระบวนการเมทามอร6โฟซิสสมบูรณ6จะพบอวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6ท่ีสามารถแยกเป�นเพศผู3หรือเพศเมีย โดยท่ีอัตราสqวนของเพศผู3และเพศเมียจะใกล3เคียงกัน  

2) Semi-differentiated type เมื่อครบกระบวนการเมทามอร6โฟซิสแล3วพบอวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6 2 รูปแบบ คือ เป�นเพศเมีย หรือเป�นภาวะ intersex (ovotestis) ซึ่งสัดสqวนของประชากร

เพศเมียและ intersex นั้นไมqคงที่ และเมื่อเกิดเมทามอร6โฟซิสจนสมบูรณ6แล3วทั้งกลุqมเพศเมียและ 

intersex จะสามารถเปล่ียนเป�นเพศผู3ได3ในภายหลัง (Eggert, 2004) 

3) Undifferentiated type เมื่อสิ้นสุดระยะเมทามอร6โฟซิส ลูกอ�อดทั้งหมดจะมีอวัยวะสร3าง

เซลล6สืบพันธุ6เป�นเพศเมีย หลังจากนั้นประชากรบางสqวนจะกลายเป�นเพศผู3 ผqานกระบวนการเปลี่ยน

ผqานจากรังไขqเป�นอัณฑะ (Flament, 2016)  
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ภาพท่ี 2-4 รูปแบบการกำหนดเพศของสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบก (ดัดแปลงจาก Eggert, 2004) 

 

2.3. การเจริญของอวัยวะสร2างเซลล5สืบพันธุ5และ Bidder’s organ ในสัตว5สะเทินน้ำสะเทินบก  

2.3.1. การเจริญของอวัยวะสร2างเซลล5สืบพันธุ5 

จากการทบทวนวรรณกรรมเกี่ยวกับผลการศึกษาการเจริญของเนื้อเยื่ออวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6ของสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกโดย Altig และ McDiarmid (1999) ในภาพที่ 2-5 พบวqาใน

ระยะเริ่มต3นจะมีการเจริญของเนื้อเยื่อท่ีมีชื่อวqา genital ridge บริเวณตรงกลางของไตท้ังสองข3าง 

(gut mesentery) ตqอมา primordial germ cell จะเคลื่อนที่เข3ามาอยูqภายใน genital ridge 

(ภาพ A) และมีการแบqงเซลล6เกิดการขยายขนาดเป�น indifferent gonad (ภาพ B)  จากนั้นจะ

พบเนื้อเยื่อแบqงออกเป�น 2 ชั้น (ภาพ C) ได3แกq เนื้อเยื่อชั้นนอก (cortex) และเนื้อเยื่อชั้นใน 

(medulla) จึงเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงเพื่อแยกเพศ (sex differentiation) ในลำดับตqอมา 

สำหรับเพศเมีย (ภาพ C-F) เก ิดการแยกตัวของเนื ้อเย ื ่อช ั ้น cortex และ medulla โดย 

mesenchymal cell และพบ primordial germ cell เจริญเป�น oogonium ที่มีขนาดแตกตqาง

กันในเนื้อเยื่อชั้น cortex แตqจะมีการเจริญน3อยลงและเกิดการฝ¬อสลายไปในชั้น medulla สqวน

เพศผู3 (ภาพ G-I) ชั้น cortex จะแบqงออกเป�นเนื้อเยื่อบุผิวชั้นในและชั้นนอก ตqอมา primodial 

germ cell เจริญเป�น spermatogonium ที ่ม ีขนาดใกล3เค ียงกันในเนื ้อเยื ่อชั ้น medulla 

นอกจากน้ียังสามารถพบกลุqมเซลล6ตqาง ๆ ท่ีพัฒนาไปเป�น seminiferous tubules 
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2.3.2. การเจริญของ Bidder’s organ 

Bidder’s organ สามารถพบการเจริญได3ท้ังเพศผู3และเพศเมียในสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบก

กลุqม Bufonids โดยสามารถพบได3ตลอดชีวิตในเพศผู3 และสqวนใหญqมีแนวโน3มที่จะไมqพบลักษณะ

ดังกลqาวหลังจากการเจริญพันธุ6ในเพศเมีย (Alexander, 1933) จากภาพที่ 2-5 (J-L) จุดเริ่มต3น

ของการเปล่ียนแปลงเกิดข้ึนหลังจากการฟ£กตัวของตัวอqอนด3วยการเพ่ิมจำนวนของเซลล6สืบพันธุ6ท่ี

กระจัดกระจายอยูqทqามกลาง medulla-like cells ตั้งแตqบริเวณด3าน anterior ของ mesogonia 

ไปจนถึงสqวนของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 อีกทั ้งยังไมqพบลักษณะของโครงสร3าง cortico-

medullary ท่ีชัดเจน 

การเปล่ียนแปลงและการขยายของเซลล6สืบพันธุ6ภายใน Bidder’s organ ไปเป�นเซลล6 gonia 

และเซลล6คล3าย auxocyte นั้น เกิดจากหqอหุ3มของชั้นเซลล6 follicular ขณะที่อยูqในชqวงการเจริญ

ของระยะตัวอqอน แตqจะยังไมqเกิดการแยกเพศของเซลล6สืบพันธุ6 จนกระทั่งระยะหลังเมทามอร6โฟ

ซิส จึงจะพบจำนวนของ oocytes และ secondary gonia ในเพศเมียที่มีปริมาณมากกวqาได3

อยqางเห็นได3ชัด นอกจากนี ้ ยังพบก3อนไขมัน (fat body) ที ่ประกอบไปด3วยเซลล6รqางกาย 

(somatic cell) ที่มาจากสqวนของเซลล6สืบพันธุ6อิสระของ germinal ridge ที่เรียกวqา progonia 

และเซลล6ไขมัน (adipose cell) (Altig and McDiarmid, 1999) 

 

2.4. ระยะการเจริญตามสัณฐานของสัตว5สะเทินน้ำสะเทินบก 

การเปรียบเทียบระยะการเจริญจากสัณฐานภายนอกตามวิธีจัดจำแนกของ Gosner (1960) จะ

แสดงลักษณะของสัณฐานที่อยู qในรูปแบบของตารางแบqงออกเป�นระยะทั้งหมด 46 ระยะ พร3อม

คำอธิบายสั้น ๆ ที่ใช3อธิบายการเปลี่ยนแปลงรูปรqางในการเจริญซึ่งเกิดจากการเปรียบเทียบข3อมูลจาก

หลายสป�ชีส6ที่แตกตqางกันด3วยกระบวนการวัดความยาวในแตqละระยะ จนได3ขนาดและลักษณะสำคัญ

สำหรับใช3ในการะบุระยะการเจริญอันเป�นท่ียอมรับได3 

ในการศึกษาครั้งนี้ มีการใช3ลักษณะสำคัญของสัณฐานภายนอกตามเกณฑ6ของ Gosner (1960) 

เพื่อตรวจสอบระยะการเจริญของลูกอ�อดคางคก โดยอาศัยลักษณะท่ีปรากฏในระยะที่ 46 ซึ่งเป�น

ระยะสิ้นสุดกระบวนการเมทามอร6โฟซิสตามรูปภาพที่ 2-6 ลักษณะสัณฐานท่ีสามารถสังเกตได3 คือ

บริเวณสqวนหัวเกิดการเมทามอร6โฟซิส โครงสร3างของปากมีการเปลี่ยนแปลงไปโดยมุมปากจะลากยาว

ไปบริเวณสqวนหลังของตา สqวนของรยางค6ค6คูqหน3าที่สามารถสังเกตได3เมื่อเข3าสูqระยะที่ 42 และหางท่ี

หดส้ันจนหายไป ท้ังน้ีเม่ือเกิดกระบวนเมทามอร6โฟซิสสมบูรณ6ท่ีระยะ 46 รูปรqางใหมqท่ีเกิดขึ้นอาจจะมี

สqวนท่ีคล3ายคลึงกับตัวเต็มวัย หรือไมqมีลักษณะท่ีใช3ในระบุในเชิงบวกเลยยqอมได3 
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ภาพที่ 2-5 การเจริญของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 และ Bidder’s organ ในสัตว6สะเทินน้ำ

สะเทินบก (ดัดแปลงจาก Altig and McDiarmid, 1999) 
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ภาพท่ี 2-6 ระยะการเจริญทางสัณฐานของลูกอ�อด จำแนกตามระบบของ Gosner (1960) 
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ภาพท่ี 2-6 ระยะการเจริญทางสัณฐานของลูกอ�อด จำแนกตามระบบของ Gosner (1960) 

 

 



 

บทท่ี 3 

วิธีการดำเนินงาน 

 

3.1. การเก็บตัวอยjางสัตว5ทดลอง 

คางคกบ3าน D. melanostictus ที่ใช3ในการศึกษา เก็บตัวอยqางลูกอ�อดจากแหลqงน้ำทั่วไปท่ี

สภาพแวดล3อมเดียวกัน บริเวณพื้นที่ของจุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย นำมาเลี้ยงในห3องปฏิบัติการจนถึง

ระยะ 46 ซึ่งเป�นระยะท่ีเมทามอร6โฟซิสสมบูรณ6 (Gosner, 1960) โดยทำการเก็บตัวอยqางทั้งหมดชqวง

ปลายฤดูผสมพันธุ6ในเดือนตุลาคม ถึง พฤศจิกายน ป� พ.ศ. 2562 จำนวนทั้งหมด 30 ตัว จากนั้นนำ

ตัวอยqางมาสลบและทำการการุณฆาตด3วยการแชqในสารละลาย MS-222 ความเข3มข3น 0.5 % W/V 

(Torreilles et al., 2009) 

 

 
ภาพท่ี 3-1 พ้ืนท่ีแหลqงน้ำในการเก็บตัวอยqาง บริเวณคณะครุศาสตร6 จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย 
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ภาพท่ี 3-2 ตัวอยqางลูกอ�อดคางคกในแหลqงน้ำ บริเวณคณะครุศาสตร6 จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย 

 

3.2. การตรวจสอบระยะการเจริญทางสัญฐาน 

นำตัวอยqางคางคกบ3าน D. melanostictus มาจำแนกระยะการเจริญ โดยพิจารณาจากลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาตามเกณฑ6ของ Gosner (1960) จากนั้นบันทึกข3อมูลสัณฐานเบื้องต3น ได3แกq ความ

ยาวตั้งแตqปลายจมูกจนถึงรูทวาร (Snout Vent Length, SVL) และบันทึกภาพลักษณะภายนอกด3วย

กล3องถqายภาพ 
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3.3. การทำสไลด5ถาวรด2วยวิธี Paraffin Method 

นำตัวอยqางคางคกบ3าน D. melanostictus มาจำแนกระยะการเจริญ โดยพิจารณาจากลักษณะ

ทางสัณฐานวิทยาตามเกณฑ6ของ Gosner (1960) จากนั ้นบันทึกข3อมูลสัณฐานเบื ้องต3น ได3แกq  

ความยาวตั ้งแตqปลายจมูกจนถึงรูทวาร (Snout Vent Length, SVL) และบันทึกภาพลักษณะ

ภายนอกด3วยกล3องถqายภาพ 

 

3.3.1. การเตรียมตัวอยjางเน้ือเย่ือ (tissue processing) 

นำตัวอยqางที่ทำการผqาตัดเป®ดผิวหนังหน3าท3องมารักษาสภาพ (fixation) ทั้งตัวไว3ใน 10% 

neutral buffered formalin ทันทีหลังการุณฆาต เป�นระเวลา 3-4 วัน จึงนำมาเก็บรักษาใน 70% 

ethanol จากน้ันนำเน้ือเย่ือมาผqานกระบวนการ Paraffin Method ตามวิธีมาตรฐาน (Presnell and 

Schreibman, 1997) เร ิ ่มจากการดึงน้ำภายในเนื ้อเย ื ่อที ่ เหลือออก (dehydration) โดยผqาน

แอลกอฮอล6ที่มีความเข3มข3น 70% ไปยังความเข3นข3นที่สูงกวqา ได3แกq 90% ethanol, 95% ethanol 

และ n-butanol ตามลำดับ ตqอมานำตัวอยqางมาทำให3เนื้อเยื่อใสด3วย xylene (clearing) จึงนำไป

แทรกซึมด3วยพาราฟ®น (infiltration) เข3าไปแทนที่ xylene โดยตรงด3วยการแชqในพาราฟ®น (Paramat 

extra; Gurr®) ที่อุณหภูมิประมาณ 58 องศาเซลเซียส เพื่อให3เนื้อเยื่อมีความแข็งอยqางสม่ำเสมอจน

สามารถนำเน้ือเย่ือไปตัดให3เป�นแผqนบาง ๆ ได3 (ภาพท่ี 3-3)  

 
ภาพท่ี 3-3 ข้ันตอนการเตรียมตัวอยqางเน้ือเย่ือด3วย Paraffin Method ตามวิธีมาตรฐาน  

(Presnell and Schreibman, 1997)  
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ตามด3วยขั้นตอนการฝ£งชิ้นเนื้อเยื่อในพาราฟ®น (embedding) โดยการนำเนื้อเยื่อที่ผqานการ

แทรกซึมของแว็กซ6เข3าไปเต็มที ่แล3ว ฝ£งเข3าไปในวัสดุแข็ง (paraffin wax) เพื ่อขึ ้นรูปสำหรับ

กระบวนการตัดชิ้นสqวนเนื้อเยื่อในขั้นตqอไป เริ่มจากการเท paramat extra เหลวที่อุณหภูมิประมาณ 

50-60 องศาเซลเซียส ลงในแมqพิมพ6ที่มี embedding ring วางประกบไว3 แล3วนำเนื้อเยื่อตัวอยqางฝ£ง

ลงไปใน paramat extra เหลว (สำหรับการศึกษาครั้งนี้ ได3ทำการศึกษาแบบตัดขวาง จึงวางเนื้อเย่ือ

ในลักษณะแนวตั้ง เพื่อตัดเนื้อเยื่อตามแนว transverse) จากนั้นปลqอยให3 paramat extra แข็งตัว 

โดยนำไปวางในตู3เย็นที่อุณหภูมิประมาณ 4 องศาเซลเซียส เมื่อบล็อกเนื้อเยื่อแข็งตัวจึงสามารถแกะ

ออกจากแมqพิมพ6โลหะ เพื่อนำไปตัดแตqงหน3าบล็อก (trimming) จนทุกด3านเสมอกันเป�นรูปสี่เหลี่ยม 

โดยเว3นระยะหqางจากเน้ือเย่ือพอประมาณ 

 

3.3.2. การตัดช้ินเน้ือเย่ือ (sectioning) 

หลังจากได3บล็อกของเนื้อเยื่อที่ผqานการตัดแตqง (triming) จึงนำมาตัดให3เป�นแผqนด3วยเครื่อง

ตัดชิ้นเนื้อ (Rotary microtome; Leica® RM2125 RTS) โดยกำหนดให3ชิ้นเนื้อเยื่อตัวอยqางมีความ

หนาอยูqที่ 6 ไมโครเมตร ตัดอยqางตqอเนื่องจนได3เป�นแผqนชิ้นเนื้อเยื่อที่ตqอกัน (ribbon) ตัดจนสิ้นสุด

บริเวณที่ต3องการ จากนั้นเลือกเนื้อเยื่อ จำนวน 3 แผqน สำหรับการทำ index slide และเว3นเนื้อเย่ือ

จำนวน 14 แผqน สำหรับการทำ serial slide ทำซ้ำจนหมดชิ้นเนื้อเยื่อ (ภาพท่ี 3-4) แล3วนำไปติดบน

สไลด6ท่ีมีสารละลาย albumin solution ซ่ึงเป�น adhesive agent 

 
ภาพท่ี 3-4 ข้ันตอนการติดช้ินเน้ือเย่ือ สำหรับการทำ index slide และ serial slide 
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3.3.3. การย2อมสีช้ินเน้ือเย่ือ (staining) 

นำสไลด6ท่ีมีช้ินเน้ือเย่ือ มาย3อมด3วยสี hematoxylin และ eosin ตามวิธีมาตรฐาน (Presnell 

and Schreibman, 1997) เริ่มจากการละลาย paramat extra (dewaxing) ด3วย xylene แล3ว

ดึงน้ำกลับเข3าไปในเน้ือเย่ือ (rehydration) โดยการนำสไลด6ผqานแอลกอฮอล6ท่ีมีความเข3มข3นสูงไป

ยังต่ำ ได3แกq butanol, 95% ethanol, 90% ethanol และ 70% ethanol ตามลำดับ จากน้ัน

นำไปแชqในน้ำกลั่นกqอน จึงนำไปย3อมด3วยสี hematoxylin เป�นเวลา 3 นาที ล3างสีสqวนเกินออก

ด3วยน้ำกลั่น ตามด3วยจุqมลงในสาร differentiator จนกระทั่งบริเวณพื้นหลังและสqวนรอบเนื้อเย่ือ

มีความใส จึงนำไปแชqในน้ำประปาพร3อมให3น้ำไหลผqาน เป�นเวลา 3 นาที จากน้ันนำไปแชqใน 70% 

ethanol และ 90% ethanol ตามลำดับ กqอนนำไปย3อมด3วย 0.5% eosin Y แล3วทำการดึงน้ำ

ออกเนื ้อเยื ่อโดยผqานแอลกอฮอล6ที ่มีความเข3มข3นต่ำไปยังสูง ได3แกq 70% ethanol, 90% 

ethanol, 95% ethanol และ butanol ตามลำดับ ตqอไปนำมาทำให3เนื้อเยื่อมีความใสอีกคร้ัง

ด3วย xylene (ภาพท่ี 3-5) 

จากน้ันนำ index slide ไปตรวจสอบลักษณะจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ด3วย

กล3องจุลทรรศน6แบบใช3แสง แล3วทำการบันทึกผล กรณีท่ีไมqพบโครงสร3างดังกลqาวหรือเน้ือเย่ือมี

ความเสียหาย จะนำ serial slide ท่ีเหลือมาทำตามข3อท่ี 3.4.4 ซ้ำ 

 

ภาพท่ี 3-5 ข้ันตอนการย3อมสี hematoxylin และ eosin สำหรับศึกษาจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3าง

เซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน D. melanostictus  
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3.4. การวิเคราะห5ข2อมูล 

นำสไลด6เนื้อเยื่อมาศึกษาภายใต3กล3องจุลทรรศน6แบบใช3แสง วิเคราะห6ลักษณะทางจุลกาย

วิภาคตรวจสอบการเจริญของโครงสร3างอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของตัวอยqางลูกคางคกที่ระยะ 46 

ซึ่งเป�นระยะที่เมทามอร6โฟซิสจนสมบูรณ6 จำแนกเพศพร3อมหาอัตราสqวนเพศ แล3วนำมาวิเคราะห6

แนวโน3มของรูปแบบการเจริญเพื่อแยกเพศในคางคกสป�ชีส6น้ี พร3อมทำการถqายภาพของเนื้อเยื่อจาก

กล3องจุลทรรศน6เพ่ือรายงานผลการทดลอง 

 

 



 

บทท่ี 4 

ผลการศึกษา 

 

ผลการศึกษาแบqงออกเป�น 3 หัวข3อหลัก ดังน้ี  

สqวนท่ี 4.1 การตรวจสอบระยะการเจริญทางสัณฐาน โดยอ3างอิงเกณฑ6ของ Gosner (1960) 

สqวนท่ี 4.2 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเนื้อเยื่ออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6และ Bidder’s 

organ โดยศึกษาภายใต3กล3องจุลทรรศน6แบบใช3แสง วิเคราะห6ลักษณะทางจุลกายวิภาค พร3อม

บันทึกภาพเน้ือเย่ือจากกล3องจุลทรรศน6สำหรับรายงานผลการทดลอง 

สqวนที่ 4.3 การเปรียบเทียบความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s 

organ โดยศึกษาภายใต3กล3องจุลทรรศน6แบบใช3แสง วิเคราะห6ขนาดและลักษณะทางจุลกายวิภาค 

พร3อมบันทึกภาพเน้ือเย่ือจากกล3องจุลทรรศน6สำหรับรายงานผลการทดลอง 

 

4.1. การตรวจสอบระยะการเจริญทางสัณฐาน 

4.1.1. ลักษณะทางสัณฐานวิทยาตามเกณฑ5ของ Gosner (1960) 

จากการศึกษาลักษณะสัณฐานของคางคกบ3าน D. melanostictus ในระยะที่ 46 ตามเกณฑ6

ของ Gosner (1960) ซึ่งเป�นระยะสิ้นสุดเมทามอร6โฟซิส พบวqาคางคกบ3าน D. melanostictus 

ที่นำมาศึกษามีลักษณะตรงตามเกณฑ6 ได3แกq บริเวณสqวนหัวท่ีเกิดการเมทามอร6โฟซิส โดยพบ

ปากที่มีการเปลี่ยนแปลงโครงสร3างไปโดยมุมปากจะลากยาวเลยบริเวณสqวนหลังของตา (ภาพท่ี 

4-1 ค) สqวนของรยางค6ค6คูqหน3าและหลังสมบูรณ6 (ภาพที่ 4-1 ก, ภาพที่ 4-1 ง) หางที่หดสั้นจน

หายไปเม่ือเกิดกระบวนเมทามอร6โฟซิสสมบูรณ6ท่ีระยะ 46 (ภาพท่ี 4-1 ข) 
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ภาพท่ี 4-1 ลักษณะทางสัณฐานภายใต3กล3องจุลทรรศน6แบบสเตอริโอของคางคกบ3าน  

D. melanostictus ระยะท่ี 46 ท่ีเก็บตัวอยqางจากแหลqงน้ำภายในจุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย 

ก) - ลักษณะของรยางค6คูqหลังท่ีสมบูรณ6, ข) – ลักษณะของหางท่ีหดส้ันจนหายไปเม่ือส้ินสุด

กระบวนการเมทามอร6โฟซิส, ค) - ลักษณะมุมปากท่ีลากยาวเลยบริเวณหลังตา,  

ง) - ลักษณะของสqวนหัวท่ีเกิดการเมทามอร6โฟซิส 

 

4.1.2. ความยาวต้ังแตjปลายจมูกจนถึงรูทวาร (Snout Vent Length, SVL) 

จากการศึกษาพบวqา ความยาวตั้งแตqปลายจมูกจนถึงรูทวาร (Snout Vent Length,SVL) 

ของคางคกบ3าน D. melanostictus จำนวนทั ้งหมด 30 ตัว มีค qาเฉล่ียเทqากับ 7.2 ± 0.4 

มิลลิเมตร และมีคqาพิสัยเทqากับ 6 - 8 มิลลิเมตร (ตารางท่ี 4-1)  

ก ข 

ค ง 
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ตารางท่ี 4-1 ข3อมูลความยาวต้ังแตqปลายจมูกจนถึงรูทวาร (Snout Vent Length, SVL) ของคางคก

บ3าน D. melanostictus ระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

รหัสตัวอยqาง SVL (mm.) รหัสตัวอยqาง SVL (mm.) 

DM 11-2019-01 6.9 DM 11-2019-16 7.5 

DM 11-2019-02 6.5 DM 11-2019-17 7.3 

DM 11-2019-03 7.0 DM 11-2019-18 7.4 

DM 11-2019-04 7.1 DM 11-2019-19 7.4 

DM 11-2019-05 7.4 DM 11-2019-20 7.2 

DM 11-2019-06 6.7 DM 11-2019-21 6.9 

DM 11-2019-07 7.2 DM 11-2019-22 7.6 

DM 11-2019-08 7.1 DM 11-2019-23 7.6 

DM 11-2019-09 7.2 DM 11-2019-24 8.0 

DM 11-2019-10 7.2 DM 11-2019-25 7.8 

DM 11-2019-11 6.8 DM 11-2019-26 7.5 

DM 11-2019-12 7.3 DM 11-2019-27 6.9 

DM 11-2019-13 6.8 DM 11-2019-28 7.7 

DM 11-2019-14 7.0 DM 11-2019-29 7.0 

DM 11-2019-15 7.1 DM 11-2019-30 6.0 

 

4.2. ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร2างเซลล5สืบพันธุ5และ Bidder’s organ 

4.2.1. ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร2างเซลล5สืบพันธุ5 

จากการศึกษาลักษณะทางจุลภายวิภาคของเนื้อเยื่ออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน 

D. melanostictus จำนวน 30 ตัว พบวqาอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6เป�น indifferent gonad ที่อยูq

ในชqวงของการสร3าง genital ridge เป�นเซลล6รqางกาย ซึ่งเป�นเซลล6ต3นกำเนิดของอวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ 6ของทั ้ง 2 เพศ เกิดจากการเคลื ่อนที ่ของ peritoneal cell ไปยังบริเวณของ germinal 

epithelium ทำให3เกิดการสร3างคู qของ genital ridge ตามแนวยาวขึ ้น (Altig and McDiarmid, 

1999) แม3วqาอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6จะอยูqในชqวงของการสร3าง genital ridge เหมือนกัน แตqรูปรqาง 

ขนาด และการเจริญของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6นั้นมีความแตกตqางกันออกไปในแตqละตัว ตามภาพ

ที่ 4-2 กลqาวคือ พบมีรูปรqางรีถึงกลมยื่นออกมาจากสqวนของ mesentary ขนาดเล็กมากท่ีพบมีความ

ยาวเส3นผqานศูนย6กลางประมาณ 20 μm (ภาพที่ 4-2-24) ไปจนถึงมีรูปรqางกลม ขนาดใหญqที่พบมี
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ขนาดเส3นผqานศูนย6กลางประมาณ 60 μm (ภาพท่ี 4-2-20) ซึ ่งประกอบไปด3วยเซลล6ร qางกาย 

(somatic cell) และ primordial germ cell นอกจากน้ี ยังพบลักษณะของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6มีการแยกออกเป�น 2 ช้ัน คือ เน้ือเย่ือช้ันใน (medulla) และเน้ือเย่ือช้ันนอก (cortex) 

 

   
 

   
 

   
ภาพท่ี 4-2 เปรียบเทียบลักษณะทางจุลกายวิภาคท่ีพบของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของ

คางคกบ3าน D. melanostictus ในชqวงการเกิด genital ridge (ลูกศรสีดำ); ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง 

individual number; PGC = Primordial germ cell; CX = Cortex; M = Medulla 
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ตารางท่ี 4-2 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 ของคางคกบ3าน  

D. melanostictus ท่ีระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

รหัสตัวอยqาง ลักษณะทางจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

DM 11-2019-01 พบ germinal epithelial cell มีการเพิ ่มจำนวนเกิดเป�น primodial 

gonad และ primary germ cell ในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อมี

การแบqงออกเป�น 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก (cortex) และช้ันใน (medulla) สqวน

ของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 4-3-1) 

DM 11-2019-02 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-3-2) 

DM 11-2019-03 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-3-3) 

DM 11-2019-04 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-3-4) 

DM 11-2019-05 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-3-5) 

DM 11-2019-06 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-3-6) 

DM 11-2019-07 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-4-7) 

DM 11-2019-08 พบเน้ือเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-4-8) 

DM 11-2019-09 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-4-9) 
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ตารางท่ี 4-2 (ตjอ) ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน D. 

melanostictus ท่ีระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

รหัสตัวอยqาง ลักษณะทางจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

DM 11-2019-10 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-4-10) 

DM 11-2019-11 พบ germinal epithelial cell มีการเพิ ่มจำนวนเกิดเป�น primordial 

gonad และ primary germ cell ในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อมี

การแบqงออกเป�น 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก (cortex) และช้ันใน (medulla) สqวน

ของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 4-4-11) 

DM 11-2019-12 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-4-12) 

DM 11-2019-13 พบ germinal epithelial cell มีการเพิ ่มจำนวนเกิดเป�น primordial 

gonad และ primary germ cell ในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อมี

การแบqงออกเป�น 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก (cortex) และช้ันใน (medulla) สqวน

ของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 4-5-13) 

DM 11-2019-14 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-5-14) 

DM 11-2019-15 พบ germinal epithelial cell มีการเพิ ่มจำนวนเกิดเป�น primordial 

gonad และ primary germ cell ในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อมี

การแบqงออกเป�น 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก (cortex) และช้ันใน (medulla) สqวน

ของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 4-5-15) 

DM 11-2019-16 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-5-16) 

DM 11-2019-17 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-5-17) 
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ตารางท่ี 4-2 (ตjอ) ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน D. 

melanostictus ท่ีระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

รหัสตัวอยqาง ลักษณะทางจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

DM 11-2019-18 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-5-18) 

DM 11-2019-19 พบ germinal epithelial cell มีการเพิ ่มจำนวนเกิดเป�น primordial 

gonad และ primary germ cell ในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อมี

การแบqงออกเป�น 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก (cortex) และช้ันใน (medulla) สqวน

ของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 4-6-19) 

DM 11-2019-20 พบ germinal epithelial cell มีการเพิ ่มจำนวนเกิดเป�น primordial 

gonad และ primary germ cell ในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อมี

การแบqงออกเป�น 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก (cortex) และช้ันใน (medulla) สqวน

ของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง  (ภาพท่ี 4-6-20) 

DM 11-2019-21 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-6-21) 

DM 11-2019-22 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-6-22) 

DM 11-2019-23 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-6-23) 

DM 11-2019-24 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง  (ภาพท่ี 

4-6-24) 

DM 11-2019-25 พบ germinal epithelial cell มีการเพิ ่มจำนวนเกิดเป�น primordial 

gonad และ primary germ cell ในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อมี

การแบqงออกเป�น 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก (cortex) และช้ันใน (medulla) สqวน

ของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 4-7-25) 
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ตารางท่ี 4-2 (ตjอ) ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน D. 

melanostictus ท่ีระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

รหัสตัวอยqาง ลักษณะทางจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

DM 11-2019-26 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-7-26) 

DM 11-2019-27 พบการรวมตัวกันของ germinal epithelium cell เพ่ือสร3างเป�น genital 

ridge (ภาพท่ี 4-7-27) 

DM 11-2019-28 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-7-28) 

DM 11-2019-29 พบเนื้อเยื่อมีการแบqงออกเป�น 2 ชั้น คือ คือ ชั้นนอก (cortex) และชั้นใน 

(medulla) สqวนของ cytoplasm มี inclusion ที่ย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 

4-7-29) 

DM 11-2019-30 พบ germinal epithelial cell มีการเพิ ่มจำนวนเกิดเป�น primordial 

gonad และ primary germ cell ในเนื้อเยื่อ นอกจากนี้ยังพบเนื้อเยื่อมี

การแบqงออกเป�น 2 ช้ัน คือ ช้ันนอก (cortex) และช้ันใน (medulla) สqวน

ของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง (ภาพท่ี 4-7-30) 
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ภาพท่ี 4-3 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน 

D. melanostictus ในชqวงการเกิด genital ridge (ลูกศรสีดำ); ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual 

number; PGC = Primordial germ cell; CX = Cortex; M = Medulla 
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ภาพท่ี 4-4 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน 

D. melanostictus ในชqวงการเกิด genital ridge (ลูกศรสีดำ); ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual 

number; PGC = Primordial germ cell; CX = Cortex; M = Medulla  
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ภาพท่ี 4-5 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน 

D. melanostictus ในชqวงการเกิด genital ridge (ลูกศรสีดำ); ตัวเลขมุมลqางซ3ายบนแสดง 

individual number; PGC = Primordial germ cell; CX = Cortex; M = Medulla 
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ภาพท่ี 4-6 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน 

D. melanostictus ในชqวงการเกิด genital ridge (ลูกศรสีดำ); ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual 

number; PGC = Primordial germ cell; CX = Cortex; M = Medulla 
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ภาพท่ี 4-7 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของเน้ือเย่ืออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน 

D. melanostictus ในชqวงการเกิด genital ridge (ลูกศรสีดำ); ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual 

number; PGC = Primordial germ cell; CX = Cortex; M = Medulla  
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4.2.2. ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ 

จากการศ ึกษาล ักษณะทางจ ุ ลภายว ิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ 3 าน 

D. melanostictus จำนวน 28 ตัว พบวqา Bidder’s organ เป�นโครงสร3างท่ีมีขนาดใหญq จำนวน 

2 พู อยูqทางด3าน anterior ของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 ไมqพบโครงสร3างของเนื้อเยื่อที่แบqงเป�น 

2 ชั้น (cortico-medullary) และไมqพบ primary gonadal cavity เหมือนในอวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6 มีเซลล6เซลล6สืบพันธุ6 (germ cell) กระจายอยูqทqามกลางเซลล6รqางกาย (somatic cell) 

ซึ่งจะมีการขยายขนาดและเปลี่ยนแปลงไปเป�นเซลล6ไขq ขณะที่เซลล6รqางกายเกิดการเสื่อมสลาย

ไปพร3อม ๆ กัน (Altig and McDiarmid, 1999) ซึ่งรูปรqาง ขนาด และการเจริญของ Bidder’s 

organ นั้นมีความแตกตqางกันออกไปในแตqละตัว ตามภาพที่ 4-5 กลqาวคือ พบมีรูปรqางรียาวถึง

กลมย่ืนออกมาจากสqวนของ mesentary ขนาดเล็กที่พบมีความยาวเส3นผqานศูนย6กลางประมาณ 

60 μm (ภาพที่ 4-9-27) ประกอบไปด3วยเซลล6รqางกายขนาดเล็กอยูqบริเวณรอบเซลล6สืบพันธุ6ท่ี

สามารถสังเกตได3ชัดเจน นอกจากนี้ยังพบไปจนถึงรูปรqางกลม ขนาดใหญq ท่ีมีขนาดเส3นผqาน

ศูนย6กลางประมาณ 230 μm (ภาพที่ 4-9-24) ซึ่งประกอบไปด3วยเซลล6ไขqในระยะ diplotene 

และเซลล6ไขqที ่ม ี 2 นิวเคลียส (binuclear oocyte ในบางตัวอยqางจะสามารถสังเกตเห็น 

follicular cell ท่ีล3อมรอบเซลล6ไขqได3 และสqวนของ cytoplasm มี inclusion ท่ีย3อมติดสีแดง 

 

 
ภาพท่ี 4-8 เปรียบเทียบลักษณะทางสัณฐาน (ซ3าย) กับลักษณะทางจุลกายวิภาค (ขวา) 

ของ Bidder’s organ ในคางคกบ3าน D. melanostictus ในระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส;  

ลูกศรสีดำ = Bidder’s organ 
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5.  

   
6.  

   
ภาพที่ 4-9 เปรียบเทียบขนาดและลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ที่พบในคางคก

บ3าน D. melanostictus ระยะสิ้นสุดเมทามอร6โฟซิส; ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual number; 

GC = Germ cell; Oc = Oocyte; F = Follicular cell; ดอกจัน = Binuclear oocyte 
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ตารางท่ี 4-3 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ3าน  

D. melanostictus ท่ีระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

รหัสตัวอยqาง ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ 

DM 11-2019-01 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

นอกจากน้ี ยังพบเซลล6ไขqท่ีมีนิวเคลียส 2 นิวเคลียส  (ภาพท่ี 4-10-1) 

DM 11-2019-02 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน 

และ follicular cell ล3อมรอบเซลล6ไขq (ภาพท่ี 4-10-2) 

DM 11-2019-03 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน (ภาพท่ี 4-10-3) 

DM 11-2019-05 พบเซลล6ไขq และเซลล6ที่มีลักษณะเหี่ยว ซึ่งนqาจะเกิดจากขั้นตอนการเตรียม

ตัวอยqาง (ภาพท่ี 4-10-5) 

DM 11-2019-06 พบ germ cell มีการกระจายตัวทqามกลาง somatic cell (ภาพท่ี 4-10-6) 

DM 11-2019-07 พบ germ cell มีการกระจายตัวทqามกลาง somatic cell (ภาพท่ี 4-10-8) 

DM 11-2019-09 พบเซลล6ไขqท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน (ภาพท่ี 4-11-9) 

DM 11-2019-10 พบเซลล6ไขqท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน (ภาพท่ี 4-11-10) 

DM 11-2019-11 พบเซลล6ไขqท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน (ภาพท่ี 4-11-11) 

DM 11-2019-12 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

และ follicular cell ล3อมรอบเซลล6ไขq (ภาพท่ี 4-11-12) 

DM 11-2019-13 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

และ follicular cell ล3อมรอบเซลล6ไขq (ภาพท่ี 4-11-13) 

DM 11-2019-14 พบเซลล6ไขqท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน (ภาพท่ี 4-11-14) 

DM 11-2019-15 พบเซลล6ไขqท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน (ภาพท่ี 4-12-15) 

DM 11-2019-16 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

และ follicular cell ล3อมรอบเซลล6ไขq (ภาพท่ี 4-12-16) 

DM 11-2019-17 พบ germ cell มีการกระจายตัวทqามกลาง somatic cell 

(ภาพท่ี 4-12-17) 

DM 11-2019-18 พบ germ cell มีการกระจายตัวทqามกลาง somatic cell  

(ภาพท่ี 4-12-18) 
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ตารางท่ี 4-3 (ตjอ) ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ3าน  

D. melanostictus ท่ีระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

รหัสตัวอยqาง ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ 

DM 11-2019-19 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

นอกจากน้ี ยังพบเซลล6ไขqท่ีมีนิวเคลียส 2 นิวเคลียส (ภาพท่ี 4-12-19) 

DM 11-2019-20 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

นอกจากน้ี ยังพบเซลล6ไขqท่ีมีนิวเคลียส 2 นิวเคลียส (ภาพท่ี 4-13-20) 

DM 11-2019-21 พบเซลล6ไขqท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน (ภาพท่ี 4-13-21) 

DM 11-2019-22 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

นอกจากน้ี ยังพบเซลล6ไขqท่ีมีนิวเคลียส 2 นิวเคลียส (ภาพท่ี 4-13-22) 

DM 11-2019-23 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

(ภาพท่ี 4-13-23) 

DM 11-2019-24 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน 

นอกจากน้ี ยังพบเซลล6ไขqท่ีมีนิวเคลียส 2 นิวเคลียส (ภาพท่ี 4-13-24) 

DM 11-2019-25 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน 

นอกจากน้ี ยังพบเซลล6ไขqท่ีมีนิวเคลียส 2 นิวเคลียส (ภาพท่ี 4-13-25) 

DM 11-2019-26 พบเซลล6ไขqท่ีสามารถสังเกตได3 (ภาพท่ี 4-13-26) 

DM 11-2019-27 พบ germ cell มีการกระจายตัวทqามกลาง somatic cell  

(ภาพท่ี 4-14-27) 

DM 11-2019-28 พบเซลล6ไขqท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน (ภาพท่ี 4-14-28) 

DM 11-2019-29 พบ somatic cell (ภาพท่ี 4-14-29) 

DM 11-2019-30 พบเซลล6ไขqในระยะ diplotene ท่ีสามารถสังเกตได3ชัดเจน  

และfollicular cell ล3อมรอบเซลล6ไขq (ภาพท่ี 4-14-30) 
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ภาพท่ี 4-10 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus

ระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส; ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual number; GC = Germ cell;  

Oc = Oocyte; F = Follicular cell 
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ภาพท่ี 4-11 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส; ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual number; GC = Germ cell;  

Oc = Oocyte; F = Follicular cell  
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ภาพท่ี 4-12 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส; ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual number; GC = Germ cell;  

Oc = Oocyte; F = Follicular cell; ดอกจัน = Binuclear oocyte 

  



37 
 

   
 

   
 

   
ภาพท่ี 4-13 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส; ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual number; GC = Germ cell;  

Oc = Oocyte; F = Follicular cell; ดอกจัน = Binuclear oocyte  
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ภาพท่ี 4-14 ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ระยะส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส; ตัวเลขมุมลqางซ3ายแสดง individual number; GC = Germ cell;  

Oc = Oocyte; F = Follicular cell; เคร่ืองหมายดอกจัน = Binuclear oocyte  
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4.3 การเปรียบเทียบความสัมพันธ5ระหวjางอวัยวะสร2างเซลล5สืบพันธุ5กับ Bidder’s organ 

จากการเปรียบเทียบเพื่อหาความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s organ 

โดยใช3ภาพถqายลักษณะทางจุลกายวิภาค (ตารางที่ 4-4) สามารถแบqงกลุqมของอวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6ได3ออกเป�น 4 กลุqม ตามขนาดเส3นผqานศูนย6กลาง ดังน้ี  

- กลุ qมที ่ 1 ขนาดของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ 6ที ่มีเส3นผqานศูนย6กลางประมาณ 20 μm  

จำนวน 10 ตัว พบวqา ชqวงของขนาดเส3นผqานศูนย6กลางของ Bidder’s organ เทqากับ  

70 - 230 μm 

- กลุ qมที ่ 2 ขนาดของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ 6ที ่มีเส3นผqานศูนย6กลางประมาณ 30 μm  

จำนวน 4 ตัว พบวqา ช qวงของขนาดเส3นผqานศูนย6กลางของ Bidder’s organ เทqากับ  

60 - 200 μm 

- กลุ qมที ่ 3 ขนาดของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ 6ที ่มีเส3นผqานศูนย6กลางประมาณ 40 μm  

จำนวน 11 ตัว พบวqา ชqวงของขนาดเส3นผqานศูนย6กลางของ Bidder’s organ เทqากับ  

80 - 200 μm 

- กลุ qมที ่ 4 ขนาดของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ 6ที ่มีเส3นผqานศูนย6กลางประมาณ 60 μm  

จำนวน 3 ตัว พบวqา ช qวงของขนาดเส3นผqานศูนย6กลางของ Bidder’s organ เทqากับ  

100 - 180 μm 
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ตารางท่ี 4-4 การเปรียบเทียบความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s organ 

ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

Bidder’s organ 
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ตารางท่ี 4-4 (ตjอ) การเปรียบเทียบความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s 

organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

Bidder’s organ 
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ตารางท่ี 4-4 (ตjอ) การเปรียบเทียบความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s 

organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

Bidder’s organ 
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ตารางท่ี 4-4 (ตjอ) การเปรียบเทียบความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s 

organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

Bidder’s organ 
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ตารางท่ี 4-4 (ตjอ) การเปรียบเทียบความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s 

organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

Bidder’s organ 
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ตารางท่ี 4-4 (ตjอ) การเปรียบเทียบความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s 

organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

Bidder’s organ 
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ตารางท่ี 4-4 (ตjอ) การเปรียบเทียบความสัมพันธ6ระหวqางอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6กับ Bidder’s 

organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 

ลักษณะทางจุลกายวิภาคของ 

Bidder’s organ 

  

  
 

 



 

บทท่ี 5 

อภิปรายผลการศึกษา 

 

จากผลการศ ึกษาจ ุลกายว ิภาคของอว ัยวะสร 3างเซลล 6ส ืบพ ันธ ุ 6 ของคางคกบ 3าน  

D. melanostictus ในระยะท่ี 46 ซึ่งเป�นระยะสิ้นสุดเมทามอร6โฟซิส พบวqาประชากรคางคกบ3าน

ทั้งหมด 30 ตัว ยังไมqสามารถระบุเพศในแตqละตัวได3 คิดเป�น 100% เนื่องจากอวัยวะสร3างเซลล6

สืบพันธุ6อยูqในระยะ indifferent gonad ลักษณะสำคัญที่สังเกตได3 คือ เนื้อเยื่อของอวัยวะสร3าง

เซลล6สืบพันธุ 6มีการแยกออกเป�น 2 ชั ้น คือ เนื ้อเยื ่อชั ้นนอก (cortex) และเนื ้อเยื ่อชั ้นใน 

(medulla) และพบ primordial germ cell ซึ่งลักษณะที่ปรากฏในแตqละตัวจะมีความแตกตqาง

กันออกไป แตqทั้งหมดยังไมqแยกเป�น ovary หรือ testis จากการศึกษาการเจริญเพื่อแยกเพศใน

คางคก Bufo bufo ของ Falconi และคณะ (2004) พบวqาการเจริญของ genital bodies เร่ิมต3น

ขึ้นในระยะที่ 29 ซึ่งมีการสร3างชqองวqางที่หนาเกิดขึ้นจากเซลล6รqางกายและเซลล6สืบพันธุ6บริเวณ 

mesogonium แตqยังไมqมีการเปลี่ยนแปลงของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6จนถึงระยะที่ 39 และ

เร ิ ่มม ีการแยกเพศในระยะท ี ่  40 เป �นต 3นไป ซ ึ ่ งแตกต qางจากผลท ี ่ ได 3 ในคางคกบ 3าน  

D. melanostictus เชqนเดียวกับการศึกษาการเจริญของรังไขqในระยะตัวอqอนของ Bufo viridis 

ของ Beccari (1925) ที่พบการเจริญของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6เริ่มต3นขึ้นในระยะที่ 29 และ

เริ่มมีการแยกเพศในระยะที่ 40 เป�นต3นไป จึงเป�นไปได3วqาการเจริญเพื่อแยกเพศของอวัยวะสร3าง

เซลล6สืบพันธุ6ในคางคกบ3านน้ัน มีการเจริญท่ีช3ากวqาสป�ชีส6อ่ืน ๆ ในกลุqมท่ีมีความสัมพันธ6ใกล3ชิดกัน 

สำหรับผลการศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน 

D. melanostictus เพื่อให3ทราบถึงรูปแบบการเจริญเพื่อแยกเพศตามการศึกษาของ Witschi 

(1929) พบวqาประชากรทั้งหมด เมื่อสิ ้นสุดเมทามอร6โฟซิส มีอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6เป�น 

indifferent gonad ทำให3ไมqสามารถระบุรูปแบบการเจริญเพื่อแยกเพศของคางคกบ3านได3ท่ี

ระยะดังกลqาว เนื่องจากไมqสามารถระบุเพศเพื่อนำไปสูqการหาสัดสqวนของเพศเมียตqอเพศผู3ใน

ประชากรได3 จากรายงานการศึกษาของ Katti  และ Ghodageri (2012) ที่ทำการศึกษาการ

เปลี่ยนรูปของ Bidder’s organ สูqรังไขqในคางคกบ3าน Bufo melanostictus จากการได3รับสาร

รบกวนการทำงานของตqอมไร3ทqอเป�นเวลานาน พบวqามีการยุติการทดลองเมื่อระยะเวลาผqานไป  

1 เดือนหลังจากสิ้นสุดกระบวนการเมทามอร6โฟซิสของลูกอ�อดคางคกบ3าน ซึ่งสัดสqวนเพศเมียตqอ

เพศผู3ในประชากรชุดควบคุมที่ไมqได3รับสารรบกวนการทำงานของตqอมไร3ทqอ คิดเป�น 60:40  

แตqไมqได3มีการระบุจำนวนประชากรในการทดลอง อาจสันนิษฐานในเบื้องต3นได3วqา รูปแบบการ

กำหนดเพศในคางคกบ3าน D. melanostictus เป�นแบบ differentiated type ตามการศึกษา

ของ Witschi (1929) น่ันคือเม่ือเกิดกระบวนการเมทามอร6โฟซิสสมบูรณ6จะพบอวัยวะสร3างเซลล6
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สืบพันธุ6ที่สามารถแยกเป�นเพศผู3หรือเพศเมีย โดยที่อัตราสqวนของเพศผู3และเพศเมียจะใกล3เคียง

กัน แตqสำหรับการศึกษาในครั้งนี้ได3มีการยุติการทดลองเมื่อลูกอ�อดคางคกบ3านเจริญจนถึงระยะ

สิ้นสุดเมทามอร6โฟซิสแล3วเทqานั้น ซึ่งเป�นชqวงสิ้นสุดของระยะท่ี 45 เข3าสูqระยะที่ 46 ตามเกณฑ6

ของ Gosner (1960) ไมqได3มีการติดตามการเจริญภายหลังระยะดังกลqาว จึงควรมีการศึกษา

อวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ในระยะหลังส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส เพื่อให3ทราบถึงรูปแบบของการ

เจริญเพ่ือแยกเพศท่ีแนqชัด 

จากผลการศึกษาจุลกายวิภาคของ Bidder’s organ ของคางคกบ3าน D. melanostictus ใน

ระยะที่ 46 ซึ่งเป�นระยะสิ้นสุดเมทามอร6โฟซิส พบวqา Bidder’s organ เป�นโครงสร3างที่มีขนาด

ใหญq จำนวน 2 พู อยูqทางด3าน anterior ของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6 ไมqพบโครงสร3างของ

เนื้อเยื่อ cortico-medullary และการสร3าง primary gonadal cavity เหมือนในอวัยวะสร3าง

เซลล6สืบพันธุ6 สqวนของเซลล6สืบพันธุ6 (germ cell) ที่มีการกระจายอยูqทqามกลางเซลล6รqางกาย 

(somatic cell) จะมีการขยายขนาดและเปลี่ยนแปลงไปเป�นเซลล6ไขq ขณะที่เซลล6รqางกายเกิดการ

เสื่อมสลายไปพร3อม ๆ กัน สqวนของรูปรqาง ขนาด และการเจริญของ Bidder’s organ น้ันมีความ

แตกตqางกันออกไปในแตqละตัว ซึ่งมีความคล3ายคลึงกับการบรรยายลักษณะของ Bidder’s organ 

ที ่ม ีการศึกษาใน Bufo japonicus formosus โดย Tanimura และ Iwasawa (1986, 1987) 

นอกจากนี้ยังได3มีการอธิบายเพิ่มเติมถึงการเจริญที่สามารถพบการเปลี่ยนแปลงของโครงสร3างใน

ระยะที่ 24-25 ของตัวอqอนตามเกณฑ6ของ Gosner (1960) เมื่อเกิดชqองวqางเล็ก ๆ บริเวณตรง

กลางของ Bidder’s organ จะเกิดเหตุการณ6การสร3าง secondary ovarian cavity ข้ึนภายในรัง

ไขqไปพร3อม ๆ กัน เมื่อถึงระยะกqอนเมทามอร6โฟซิส เซลล6สืบพันธุ6จะมีการเพิ่มขนาดอยqางรวดเร็ว 

จนมีลักษณะคล3ายกับเซลล6ไขqในระยะ diplotene และเพิ่มจำนวนจนกระทั่งเข3าสูqระยะเมทามอร6

โฟซิส จากนั้นจะไมqเกิดการเปลี่ยนแปลงใด ๆ ซึ่งระยะเวลาในการเจริญภายในเพศเมียและเพศผู3

มีความใกล3เคียงกัน 

Ogielska (2009) กลqาววqา Bidder’s organ สามารถสังเกตเห็นได3ง qายในคางคกเพศผู3

มากกวqาเพศเมีย เนื่องจากโครงสร3างดังกลqาวมีความคล3ายคลึงกับรังไขqมากกวqาอัณฑะ ด3วยเหตุน้ี

เอง Bidder’s organ จึงมักนำมาใช3ในการอธิบายลักษณะของคางคกเพศผู3ในเบื้องต3น แม3วqา 

Bidder’s organ ในสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกกลุqมคางคกจะเป�นที่รู 3จักมาอยqางยาวนาน ตั้งแตq

ศตวรรษที่ 19 แตqข3อมูลเกี่ยวกับอวัยวะดังกลqาวยังคงขาดแคลนอยูqและยังไมqทราบเป�นที่แนqชัดถึง

หน3าท่ี การเจริญ รวมไปถึงโครงสร3างของอวัยวะดังกลqาว อาจเป�นเพราะเม่ือ diplotene oocyte 

ในรังไขqปรากฏขึ้น เซลล6ไขqใน Bidder’s organ จะคqอย ๆ เสื่อมสภาพลง จึงทำให3บทบาทและ

หน3าที่ของเซลล6เหลqานั้นยังไมqเป�นที่ทราบได3 อยqางไรก็ตามได3มีการศึกษาความสัมพันธ6ระหวqาง

อัณฑะกับ Bidder’s organ โดยการเอานำอัณฑะของเพศผู 3ออกทั ้งสองข3าง และมีการให3 
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gonadotropin เพื่อกระตุ3นการสร3างฮอร6โมนและเซลล6สืบพันธุ6ใน bidder’s organ ปรากฏวqา 

เซลล6ไขqสามารถเข3าสูqระยะ pre-vitellogenic ได3 แตqไมqได3มีการเจริญตqอในระยะถัดไป นำไปสูqข3อ

สันนิษฐานที่วqา Bidder’s organ นqาจะมีตัวรับ gonadotropin และมีการตอบสนองที่คล3ายคลึง

กับรังไขq แตqหน3าท่ีดังกลqาวน้ันถูกยับย้ังด3วยอัณฑะ (Pancak-Roessler and Norris, 1991) 

สำหรับ Bidder’s organ ในคางคกบ3าน D. melanostictus พบประวัติการศึกษาลักษณะ

สัณฐาน และขนาดในระยะตัวเต็ววัย โดย Alexander (1932) ได3มีการเปรียบเทียบขนาดของ 

Bidder’s organ ในตัวอยqางคางคกบ3าน จำนวน 68 ตัว โดยศึกษาในเพศเมียจำนวน 47 ตัวและ

เพศผู3 21 ตัว ซึ่งสามารถพบอวัยวะดังกลqาวได3ทุกตัวในตัวอยqางเพศผู3 แตqจะพบได3เฉพาะบางตัว

เทqานั้นในเพศเมีย อาจจะเป�นไปได3ถึงแนวโน3มของ Bidder’s organ ในคางคกบ3านท่ีอาจจะเจริญ

ไปเป�นเพศเมียจะพบการเจริญน3อยกวqาในเพศผู3 



 

บทท่ี 6 

สรุปผลการศึกษาและข2อเสนอแนะ 

 

6.1. สรุปผลการศึกษา 

จากการศึกษาจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6ของคางคกบ3าน D. melanostictus 

ในระยะที่ 46 ซ่ึงเป�นระยะสิ้นสุดเมทามอร6โฟซิส จำนวนทั้งหมด 30 ตัว จากแหลqงน้ำบริเวณ

คณะครุศาสตร6 จุฬาลงกรณ6มหาวิทยาลัย โดยเก็บตัวอยqางคางคกบ3านในชqวงปลายฤดูผสมพันธุ6 

ระหวqางเดือนตุลาคม ถึง เดือนพฤศจิกายน ป� พ.ศ. 2562 พบวqาอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6เป�น

indifferent gonad ที ่อย ู q ในช qวงของการสร 3าง genital ridge เท qาก ับ 30/30 ต ัว (100%) 

ลักษณะสำคัญที่พบ ได3แกq เนื ้อเยื ่ออวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ 6มีการแยกออกเป�น 2 ชั ้น คือ 

เนื ้อเย ื ่อช ั ้นใน (medulla) และเนื ้อเย ื ่อช ั ้นนอก (cortex) อีกทั ้งย ังสามารถสังเกตเห็น 

primordial germ cell ปรากฏอยูqบริเวณเนื้อเยื่อชั้นนอก (cortex) ซึ่งโครงสร3างของอวัยวะ

สร3างเซลล6สืบพันธุ6ในระยะดังกลqาว ยังไมqเกิดการเปลี่ยนแปลงเพื่อแยกเพศ จึงไมqสามารถระบุได3

วqารูปแบบการเจริญเพื่อแยกเพศของคางคกบ3าน D. melanostictus เป�นรูปแบบใดที่ระยะ

ส้ินสุดเมทามอร6โฟซิส 

 

6.2. ข2อเสนอแนะ 

6.2.1. ข2อเสนอแนะสำหรับการนำไปใช2ประโยชน5 

ข3อมูลที่ได3จากการศึกษาในครั้งนี้ สามารถนำไปเป�นข3อมูลพื้นฐานของลักษณะทางจุลกาย

วิภาคในคางคกบ3าน D. melanostictus สำหรับการศึกษาที่ใช3คางคกบ3านในระยะที่มีความ

ใกล3เคียงกันกับการทดลองน้ี  

 

6.2.2. ข2อเสนอแนะสำหรับการศึกษาในอนาคต 

จากการศึกษาในครั้งนี้ ยังไมqสามารถทราบได3วqารูปแบบการเจริญเพื่อกำหนดเพศของคางคก

บ3าน D. melanostictus ท่ีระยะสิ้นสุดเมทามอร6โฟซิสเป�นรูปแบบใดตามการศึกษาของ Witschi 

(1929) อาจจะต3องมีการศึกษาลักษณะทางจุลกายวิภาคของอวัยวะสร3างเซลล6สืบพันธุ6เพิ่มเติมท่ี

ระยะถัดจากเมทามอร6โฟซิสสมบูรณ6 ซึ่งอาจจะใช3เวลา 25-30 วัน หลังจากเข3าสูqระยะที่ 46 ของ

คางคกบ3าน D. melanostictus เพื่อให3เห็นการเปลี่ยนแปลงเพื่อแยกเพศของโครงสร3างอวัยวะ

สร3างเซลล6สืบพันธุ6ที่ชัดเจน นอกจากนี้ยังมีคำถามที่นqาสนใจเกี่ยวกับการเจริญ รวมไปถึงหน3าท่ี

ของ Bidder’s organ ในสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกกลุqมคางคกอีกเป�นจำนวนมากที่ยังไมqมีข3อมูล

พื้นฐานหรือคำอธิบายที่ชัดเจนถึงหน3าที่ของอวัยวะดังกลqาว ดังนั้นจึงควรมีการศึกษาเพิ่มเติมจาก
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ที่กลqาวไว3ข3างต3น เพื่อเป�นประโยชน6ตqอการพัฒนาสัตว6สะเทินน้ำสะเทินบกกลุqมคางคกไปเป�น

สัตว6ทดลองท่ีดีตqอไปได3ในอนาคต 
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ภาคผนวกท่ี 1  สูตรการเตรียมสารเคมีและสีย3อม 

 

การเตรียม 10% neutral buffered formalin 

1) 10% formalin   1,000  มิลลิลิตร 

(จากการผสม Formalin หรือ 40% formaldehyde ปริมาตร 100 มิลลิลิตร เข3ากับน้ำ

กล่ัน 900 มิลลิลิตร) 

2) NaH2PO4 · H2O   4 กรัม 

3) Na2HPO4    6.5  กรัม 

 

การเตรียม Delafield’s hematoxylin  

1) hematoxylin    4.0  กรัม 

2) absolute ethanol   25  มิลลิลิตร 

3) ammonium aluminium sulfate 

NH4Al(SO4)2 · H2O    ประมาณ 1 สqวน alum ตqอ 11 สqวนของน้ำกล่ัน 

หรือประมาณ 6 กรัม/น้ำกล่ัน 400 มิลลิลิตร 

จากนั้นนำสารที่เตรียมได3เก็บใสq flask นำไปตั้งทิ้งไว3ในที่ที่มีแสงเป�นเวลา 3 - 5 วัน นำมา

กรอง แล3วเติม glycerine 100 มิลลิลิตร และ methanol 100 มิลลิตร ตั้งทิ้งไว3เป�นเวลา 6 สัปดาห6 

เพ่ือให3สีย3อมคงตัวและเก็บสีย3อมไว3ในขวดเก็บสารเคมีท่ีป®ดสนิท 

(Humason, 1967) 

 

การเตรียม 1% eosin 

1) eosin Y (C.I.45380, BDH®)  1.0  กรัม 

2) 70% ethanol    1000  มิลลิลิตร 

3) lacial acetic acid   5  มิลลิลิตร 

 

 สีย3อมท่ีนำมาใช3คือ 0.5% eosin เตรียมได3จาก 

 1% eosin มาเจือจางด3วย 70% ethanol แล3วเติม acetic acid 2-3 หยด 

(Humason, 1967) 
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สารเคมีสำหรับการทำสไลด6ถาวรด3วยวิธี paraffin method 

- 10% neutral buffered formalin 

- 70% ethanol 

- 90% ethanol 

- 95% ethanol 

- n-butanol 

- xylene 

- paramat extra (Paraffin wax blended with synthetic polymer and DMSO, 

Gurr®) 

- egg albumin solution (เตรียมจาก egg albumin ปริมาณ 1 หยด ตqอ  

 น้ำกล่ัน 10 มิลลิลิตร เก็บไว3ในท่ีท่ีอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส) 

 

สารเคมีสำหรับการย3อมสี hematoxylin และ eosin 

- xylene 

- n-butanol 

- 95% ethanol 

- 90% ethanol 

- 70% ethanol 

- hematoxylin 

- eossin 

- differentiation (เตรียมจาก conc. HCl ปริมาณ 4 หยด ลงใน 70% ethanol ปริมาณ 

100 มิลลิตร) 

- Permount® 
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