
 

 

บทที่ 3  การด าเนินงานวจิัย 
 
 

3.1  เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ในการทดลอง 
เคร่ืองมือ และอุปกรณ์ในงานวจิยั แบ่งเป็นขั้นตอนต่างๆ ดงัน้ี 
 

3.1.1  การบดผสม 
1.  เคร่ืองบดแนวตั้ง (Planetary Ball Mill) บริษทั FRITSCH รุ่น 8.6580 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที่ 3.1  เคร่ืองบดแนวตั้ง บริษทั FRITSCH รุ่น 8.6580 

 
2.  หมอ้บดเซรามิก 
3.  ลูกบดเซอร์โคเนีย ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 5 มิลลิเมตร 
4.  แม่พิมพช้ิ์นงานทรงกระบอก ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 10 มิลลิเมตร 
5.  แม่พิมพช้ิ์นงานทรงส่ีเหล่ียมผนืผา้ ขนาดกวา้ง 6 มิลลิเมตร ยาว 30 มิลลิเมตร 
 

3.1.2  การขึน้รูป 
1.  เคร่ืองอดัข้ึนรูปแบบทิศทางเดียว (Uniaxial Pressing Machine) บริษทั ENERPAC รุ่น PUJ1200E 
2.  เคร่ืองอดัข้ึนรูปแบบความดนัทุกทิศทาง (Cold Isostatic Pressing) บริษทั KOBE STEEL, LTD. 
รุ่น Dr.CIP  
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                                     (ก)                                                                  (ข) 
 

รูปที่ 3.2  เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการข้ึนรูป  
                                                                   (ก) เคร่ืองอดัข้ึนรูปแบบทิศทางเดียว  
                                                                   (ข) เคร่ืองอดัข้ึนรูปแบบความดนัทุกทิศทาง  
 

3.1.3  การอบประสาน 
1.  เตาอบประสานอุณหภูมิสูง บริษทั Linn High Therm รุ่น HT 1800Vac  
2.  เตาอบประสานสุญญากาศ บริษทั SCHMETZ รุ่น I45/1H-1R 
 
 
 
 
 
 
 
                                                
                                              (ก)                                                                  (ข) 

 
รูปที่ 3.3  เคร่ืองมือท่ีใชใ้นการอบประสาน  

                                                               (ก) เตาอบประสานอุณหภูมิสูง  
                                                               (ข) เตาอบประสานสุญญากาศ 
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3.1.4  เคร่ืองมือและอปุกรณ์การทดสอบ 
1.  เคร่ืองวเิคราะห์ขนาดอนุภาค (Laser Diffraction Technique) บริษทั Malvern Instruments Limited 
รุ่น Mastersizer 2000 
2.  เคร่ืองวิเคราะห์ขนาดรูพรุน และการกระจายตวัของรูพรุน (Pore Sizer Distribution) บริษทั 
Quantachrome รุ่น MasterPore 33 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3.4  เคร่ืองวิเคราะห์ขนาดรูพรุน และการกระจายตวัของรูพรุน 
 

3.  อุปกรณ์วดัขนาดช้ินงาน ประกอบดว้ย เวอร์เนียร์คาริบเปอร์ (Vernier Calipper) บริษทั Mitutoyo 
รุ่น CD-8” CD 
4.  เคร่ืองชัง่ (Digital balance) บริษทั BECTHAI รุ่น 0037-32 
5.  เคร่ืองทดสอบแรงกด (Universal Tensile Testing Machine) บริษทั LLOYD Instruments  
6.  เคร่ืองทดสอบแรงดดั (Universal Testing Machine) บริษทั Instron รุ่น 55R4502, S/N H3342  
7.  กลอ้งจุลทรรศน์ (Light Optical Microscope) บริษทั Nikon รุ่น Eclipse E-200 
8.  กลอ้งจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope; SEM) บริษทั Jeol รุ่น 
JSM-5800 และรุ่น JSM-6610 LV พร้อมชุดวิเคราะห์ธาตุ (Energy Dispersive X-ray Spectroscopy; 
EDS) ยีห่อ้ Oxford รุ่น Inca 350  
9.  เคร่ืองวเิคราะห์การเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ บริษทั Bruker รุ่น D8-advance 
10.  ตูค้วบคุมบรรยากาศ ของบริษทั PLAS LABS รุ่น 855-AC/EXP 
11.  เคร่ืองวเิคราะห์การเปล่ียนแปลงน ้าหนกัของสารโดยอาศยัคุณสมบติัทางความร้อน 
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รูปที่ 3.5  เคร่ืองทดสอบแรงกด 
 

3.1.5  วสัดุ และสารเคม ี
1.  อะซิโตน (C3H6O) 
2.  ผงแอมโมเนียมไบคาร์บอเนต (NH4HCO3)  
3.  ผงโลหะไทเทเนียมไฮไดรด์ 99.7 เปอร์เซ็นต์ (TiH) ขนาดอนุภาคน้อยกว่าหรือเท่ากับ 45 
 ไมโครเมตร 
4.  ผงไฮดรอกซีแอปาไทต ์(Ca5(PO4)3(OH)) ขนาดอนุภาค 5 และ 50-150 ไมโครเมตร 
5.  ผงแกว้ชีวภาพ (Bioglass) 
6.  ซิงคส์เตียเรต (Zn (C18H35O2)2) 
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3.2  ขั้นตอนการด าเนินงานวจิยั 
 

3.2.1  แผนผงักระบวนการศึกษาวจิัย 
จากขอบเขตของการวิจยัท่ีได้กล่าวมาแลว้ขา้งตน้ สามารถแบ่งแผนผงัการศึกษาวิจยัออกได้เป็น 2 
ส่วนดว้ยกนัดงัน้ี ส่วนท่ีหน่ึงเป็นการศึกษากระบวนการผลิต และสมบติัทางกลของโครงร่างทดแทน
กระดูกท่ีท าจากวสัดุไทเทเนียมท่ีมีความพรุนท่ีมีอตัราส่วนสารท่ีท าให้เกิดความพรุน วิธีข้ึนรูป และ
แรงดนัอดัข้ึนรูปช้ินงานท่ีแตกต่างกนั เพื่อเป็นแนวทางในการศึกษาในส่วนต่อไป โดยในส่วนท่ีสอง 
เป็นการผลิตโครงร่างทดแทนกระดูกท่ีท าจากวสัดุไทเทเนียมผสมไฮดรอกซีแอปาไทต ์ เพื่อเป็นการ
ปรับปรุงสมบติัทางกล และสมบติัความเขา้กนัทางชีวภาพ พร้อมทั้งเปรียบเทียบผลการทดลองท่ีไดก้บั
ส่วนท่ีหน่ึง แต่จากผลการทดลองเม่ือท าการผลิตช้ินงานตามแผนการทดลองในส่วนท่ี 2 พบวา่ช้ินงาน
ท่ีไดมี้ลกัษณะกายภาพไม่ตรงตามตอ้งการ ดงัผลการทดลองท่ีกล่าวในภาคผนวก ก. จึงไดมี้การเพิ่ม
การทดลองส่วนท่ี 3 เพื่อแกไ้ขปัญหาท่ีพบ โดยการน าผงแกว้ชีวภาพผสมลงในส่วนผสมเร่ิมตน้การ
ผลิตวสัดุทดแทนกระดูกส่วนท่ีสอง จากท่ีกล่าวมาขา้งตน้สามารถอธิบายเป็นแผนผงัได ้ดงัรูปท่ี 3.6-
3.8  
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ส่วนที่ 1 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่3.6  ขั้นตอนการด าเนินการวจิยัส่วนท่ี 1 

ส่วนผสมท่ี 
ไทเทเนียม  

(ร้อยละโดยปริมาตร) 
แอมโมเนียมไบคาร์บอเนต  
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

1 100 - 
2 20 80 
3 30 70 
4 40 60 

กดอดัข้ึนรูปชนิดกดอดัทิศทางเดียวใชแ้รงดนัอดั 20, 30, 40 และ 50 เมกะปาสคาล 

อบประสานช้ินงานในเตาสุญญากาศ ควบคุมบรรยากาศแก๊สอาร์กอน 

วเิคราะห์ และสรุปผล 

ศึกษาขอ้มูลกระบวนการข้ึนรูป และกระบวนการตรวจสอบโลหะโฟม 

เตรียมผงอตัราส่วนผสม  

ท าการผสมดว้ยเคร่ืองบดแนวตั้ง อตัราส่วนลูกบอลต่อปริมาณผง 2 ต่อ 1 
ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที และ 12 ชัว่โมง 

 

ทดสอบสมบติัเชิงกล  
-ความตา้นทานแรงกด 

 

ศึกษาลกัษณะกายภาพ  
- ลกัษณะโครงสร้าง  
ความหนาแน่น ขนาดอนุภาค  
ปริมาตร และขนาดรูพรุน 

ผา่นกระบวนการอดัดว้ยความดนัเท่ากนัทุกทิศทาง 

ทดสอบความเขา้กนัทางชีวภาพ  
-ทดสอบช้ินงานโดยตรง 
กบัเซลลก์ระดูก 
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ส่วนที ่2 
 
 
 

 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่3.7  ขั้นตอนการด าเนินการวจิยัส่วนท่ี 2 
 

 

ส่วนผสมท่ี 
ไทเทเนียม  

(ร้อยละโดยปริมาตร) 
ไฮดรอกซีแอปาไทต ์
(ร้อยละโดยปริมาตร) 

1 100 - 
2 - 100 
3 40 60 
4 60 40 
5 80 20 

ท าการผสมดว้ยเคร่ืองบดแนวตั้ง อตัราส่วนลูกบอลต่อปริมาณผง 2 ต่อ 1 
ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที และ 12 ชัว่โมง 

 

กดอดัข้ึนรูปชนิดกดอดัทิศทางเดียว  
ใชแ้รงดนัอดั 20, 30, 40 และ 50 เมกะปาสคาล 

 

อบประสานช้ินงานในเตาสุญญากาศ ควบคุมบรรยากาศแก๊สอาร์กอน 

วเิคราะห์ และสรุปผล 

ทดสอบสมบติัเชิงกล  
-ความตา้นทานแรงกด 

 

ศึกษาลกัษณะกายภาพ  
- ลกัษณะโครงสร้าง ขนาดอนุภาค  

เตรียมผงอตัราส่วนผสม  
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ส่วนที ่3 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที ่3.8  ขั้นตอนการด าเนินการวจิยัส่วนท่ี 3 

ส่วนผสมท่ี 
ไทเทเนียมต่อไฮดรอกซีแอปาไทต ์ 

(คิดเป็นร้อยละ 90 โดยปริมาตรของทั้งหมด) 
ผงแกว้ชีวภาพ  

(คิดเป็นร้อยละ 10 โดยปริมาตรของ
ทั้งหมด) ไทเทเนียม ไฮดรอกซีแอปาไทต ์

1 100 - - 
2 - 100 - 
3 40 60 10 
4 60 40 10 
5 80 20 10 

ท าการผสมดว้ยเคร่ืองบดแนวตั้ง อตัราส่วนลูกบอลต่อปริมาณผง 2 ต่อ 1 
ความเร็ว 100 รอบต่อนาที เป็นเวลา 15 นาที 

 

กดอดัข้ึนรูปชนิดกดอดัทิศทางเดียว ใชแ้รงดนัอดั 20 เมกะปาสคาล 
 

อบประสานช้ินงานในเตาสุญญากาศ ควบคุมบรรยากาศแก๊สอาร์กอน 

วเิคราะห์ และสรุปผล 

ทดสอบสมบติัเชิงกล  
- ความตา้นทานแรงกด ความตา้นทานแรงดดั 

 

ศึกษาลกัษณะกายภาพ  
- ลกัษณะโครงสร้าง ขนาดอนุภาค 
ปริมาตร และขนาดรูพรุน 
 

เตรียมผงอตัราส่วนผสม  

ทดสอบความเขา้กนัทางชีวภาพ  
-ทดสอบช้ินงานโดยตรงกบัเซลลก์ระดูก 
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3.2.2  การบดผสม 
การเตรียมผงอตัราส่วนต่างๆ ท าโดยการบดผสมผงดว้ยเคร่ืองบดแนวตั้ง หมุนดว้ยความเร็วรอบ 100 
รอบต่อนาที อตัราส่วนน ้ าหนกัลูกบดต่อน ้ าหนกัผง 2 ต่อ 1 เป็นระยะเวลา 15 นาที และ 12 ชัว่โมง 
เพื่อศึกษาอิทธิพลของเวลาท่ีใช้ในการบดผสมผสม และท าการศึกษาอิธิพลของอตัราส่วนผสม โดย
จากการทดลองส่วนท่ี 1 ท าการผสมผงแอมโมเนียมไบคาร์บอเนตอตัราส่วนร้อยละ 0, 60, 70 และ 80 
โดยปริมาตร ในการทดลองส่วนท่ี 2  และ 3 ท าการผสมผงไฮดรอกซีแอปาไทตข์นาด 5 และ 50-150 
ไมโครเมตร อตัราส่วนร้อยละ 0, 20, 40, 60 และ 100 โดยปริมาตร โดยในการทดลองส่วนท่ี 3 มีการ
เพิ่มอตัราส่วนผงแกว้ชีวภาพอตัราส่วนร้อยละ 10 โดยปริมาตร ลงในส่วนผสมขา้งตน้ เพื่อศึกษา
อิทธิพลของขนาดอนุภาคผงไฮดรอกซีแอปาไทต์ และอตัราส่วนผสม พร้อมทั้งศึกษาลกัษณะทาง
กายภาพของผงหลังบดผสม ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด และวิเคราะห์
องค์ประกอบของช้ินงานด้วยเคร่ืองวิเคราะห์การเล้ียวเบนรังสีเอกซ์ ตรวจสอบขนาดของผงด้วย
เคร่ืองวดัขนาดอนุภาค ตรวจสอบการสลายตวัของอนุภาคผงแอมโมเนียมไบคาร์บอเนตดว้ยเคร่ือง
วเิคราะห์การเปล่ียนแปลงน ้าหนกัของสารโดยอาศยัคุณสมบติัทางความร้อน 
 

3.2.3  การอดัขึน้รูปช้ินงาน 
ท าการอดัข้ึนรูปช้ินงานลกัษณะทรงกระบอก ขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 10 มิลลิเมตร สูง 10 มิลลิเมตร 
ดว้ยเคร่ืองอดัข้ึนรูปแบบทิศทางเดียว โดยการทดลองส่วนท่ี 1 ใชแ้รงอดัข้ึนรูปแบบทิศทางเดียวขนาด
ต่างกนั ไดแ้ก่ 20, 30, 40 และ 50 เมกะปาสคาล และน าไปผา่นกระบวนการอดัดว้ยความดนัเท่ากนัทุก
ทิศทาง เพื่อศึกษาอิทธิพลของวิธีข้ึนรูป และแรงดดัอนัข้ึนรูปท่ีส่งผลต่อสมบติัทางกลความตา้นทาน
แรงกด น าผลการทดลองท่ีได้จากส่วนท่ี 1 มาพิจารณาเลือกวิธี และแรงดดัอดัท่ีเหมาะสมท่ีสุด 
น ามาใชใ้นการทดส่วนท่ี 2 และ 3 พร้อมทั้งท าการอดัข้ึนรูปช้ินงานลกัษณะทรงส่ีเหล่ียมผืนผา้ ขนาด
กวา้ง 6 มิลลิเมตร ยาว 30 มิลลิเมตร สูง 6 มิลลิเมตร เพื่อใชส้ าหรับทดสอบความตา้นทานแรงดดั  
 

3.2.4  การอบประสาน 
การอบประสานช้ินงาน ในการทดลองส่วนท่ี 1 ท าการอบเพื่อก าจดัสารท่ีท าให้เกิดความพรุน 
(แอมโมเนียมไบคาร์บอเนต) ท่ีอุณหภูมิ 200 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5 ชัว่โมง จากนั้นอบประสานท่ี
อุณหภูมิ 1300 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 ชัว่โมง ในเตาสภาวะสุญญากาศควบคุมบรรยากาศแก๊ส
อาร์กอน ในส่วนการทดลองส่วนท่ี 2 และ 3 ท าการอบประสานท่ีอุณหภูมิ 1100 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 2 ชัว่โมง ในเตาสภาวะสุญญากาศควบคุมบรรยากาศแก๊สอาร์กอน โดยปล่อยให้ช้ินงานเยน็ตวัใน
เตา  
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3.2.5  การตรวจสอบสมบัติของผง 
3.2.5.1  การวดัขนาดอนุภาค 
การวดัขนาดอนุภาค ใชเ้คร่ือง Mastersizer 2000 การท างานของเคร่ืองน้ีจะอาศยัหลกัการกระเจิงของ
แสงท่ีไปกระทบอนุภาค แลว้สะทอ้นเป็นมุมต่างๆ มาเขา้ตวัตรวจจบั (Laser diffraction technique) ซ่ึง
ประมวลผลปริมาณความเขม้ของแสงท่ีมุมต่างๆ ออกมาเป็นค่าของขนาดอนุภาค โดยสภาวะท่ี
วิเคราะห์ในการตรวจสอบน้ีใชว้ิธีการแบบแห้ง ขนาดล าแสง 10 มิลลิเมตร ค่าก าลงัของเลเซอร์ 70.6 
ค่าอตัราการป้อนผง (Feed rate) ประมาณร้อยละ 50 ขนาดของอนุภาคท่ีวิเคราะห์อยูใ่นช่วง 0.02-
2,000 ไมโครเมตร ค่าดชันีหกัเหของตวัอยา่ง 1.450 จ านวนคร้ังในการทดลอง 3 คร้ัง  
3.2.5.2  การวเิคราะห์เฟส 
การวิเคราะห์เฟส หรือการวิเคราะห์โครงสร้างผลึกของวสัดุ ดว้ยเคร่ืองวิเคราะห์การเล้ียวเบนรังสี
เอกซ์ใชเ้ทคนิคแบบ Locked coupled วดัมุม 2θ ตั้งแต่ 20 – 100 องศา ท าการวดัทุกๆ 0.02 องศา โดย
ใชค้วามเร็ว 0.4 วนิาทีต่อคร้ัง มีขนาดของสลิท 1 มิลลิเมตร ใชค้วามต่างศกัยไ์ฟฟ้า 40 กิโลโวลต ์และ
กระแสไฟฟ้า 40 มิลลิแอมป์ 
3.2.5.3  การตรวจสอบรูปทรงของผง 
การตรวจสอบลักษณะรูปทรงของผงโลหะก่อนบด และหลงับดรวมทั้งรอยแตกหักจะใช้กล้อง
จุลทรรศน์อิเลคตรอนแบบส่องกราด โดยใชค้วามต่างศกัด์ิไฟฟ้าเร่ิมตน้ (Initial potential, E0) 10 กิโล
โวลต์ และกระแสไฟฟ้าเร่ิมตน้ (Initial current, I0) 24 มิลลิแอมป์ ในการตรวจสอบถา้เป็นผง         
ไฮดรอกซีแอปาไทตต์อ้งน าไปเคลือบทอง เน่ืองจากเป็นสารในกลุ่มเซรามิกไม่สามารถน าไฟฟ้าได ้ 
 

3.2.6  การตรวจสอบสมบัติทางกายภาพ และทางกล 
3.2.6.1  การหาความหนาแน่นของช้ินงาน 
เน่ืองจากช้ินงานท่ีผลิตมีความพรุนจึงเลือกใช้วิธีหาความหนาแน่นของช้ินงาน โดยชัง่น ้ าหนกั และ
ค านวณปริมาตรของช้ินงานตามลกัษณะท่ีข้ึนรูป ไดแ้ก่ ทรงกระบอก และทรงส่ีเหล่ียมผืนผา้ จากนั้น
ค านวณหาความหนาแน่นตามสมการท่ี 3.1 
 

                           ความหนาแน่น  =         น ้าหนกัของช้ินงาน                                                    (3.1) 
    ปริมาตรของช้ินงาน 
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3.2.6.2  การทดสอบความต้านทานแรงกด 
การเตรียมช้ินงานทดสอบ ใช้ช้ินงานทรงกระบอก ขนาดเส้นผ่านศูนยก์ลาง 10 มิลลิเมตร สูง 10 
มิลลิเมตร ทดสอบความตา้นทานแรงกดดว้ยเคร่ือง Universal tensile testing machine บริษทั LLOYD 
Instruments ขนาด 10 ตนั ความเร็วหัวทดสอบ 5 มิลลิเมตรต่อนาที ระยะห่างระหวา่งจุดรองรับ 20 
มิลลิเมตร แรงกดเร่ิมตน้ 100 นิวตนั 
3.2.6.3  การทดสอบความต้านทานแรงดัด 
การทดสอบแรงดดัของช้ินงานเลือกใช้ระบบ 3-point การเตรียมช้ินงานทดสอบใช้ช้ินงานทรง
ส่ีเหล่ียมผืนผา้ ขนาดกวา้ง 6 มิลลิเมตร ยาว 30 มิลลิเมตร สูง 6 มิลลิเมตร ทดสอบความตา้นทานแรง
ดดัดว้ยเคร่ือง Universal testing machine บริษทั Instron รุ่น 55R4502, S/N H3342 ความเร็วหัว
ทดสอบ 1 มิลลิเมตรต่อนาที ระยะห่างระหวา่งจุดรองรับ 20 มิลลิเมตร เส้นผา่นศูนยก์ลางของเพลากด 
2.5 มิลลิเมตร ดงัรูปท่ี 3.9 
 
 
 
 
 
 
 

 
รูปที ่3.9  ตวัอยา่ง และลกัษณะการทดสอบ 3-point bending 

 

3.2.7  การศึกษาการตอบสนองของเซลล์กระดูกต่อวัสดุโครงร่างทดแทนกระดูก 
(Biocompatibility testing) [29] 
ทดสอบโดยใช้วิธีทดสอบโดยตรงกบัเซลล์กระดูก ซ่ึงอยู่ในขอบข่ายท่ีไดรั้บการรับรองมาตรฐาน
ห้องปฏิบติัการทดสอบ ISO/IEC 17025:2005 โดยท าการทดสอบการตอบสนองของเซลล์กระดูกบน
ผวิช้ินงานโดยตรงภายใตส้ภาวะ และระยะเวลาท่ีก าหนด หลงัจากนั้นท าการวิเคราะห์เชิงคุณภาพดว้ย
กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด เพื่อประเมินผลจากการพิจารณาการยึดเกาะ และความ
สมบูรณ์ของเซลลก์ระดูกท่ีน ามาทดสอบ 
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3.2.7.1  การทดสอบการตอบสนองของเซลล์กระดูก 
1. การเตรียมช้ินงานทดสอบ  
ท าการเตรียมตวัอย่างท่ีตอ้งการทดสอบ (ท่ีผ่านการฆ่าเช้ือแล้วโดยวิธีน่ึงฆ่าเช้ือดว้ยเคร่ืองน่ึงระบบ
อตัโนมติั (Autoclave) ท่ีอุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส เวลา 15 นาที) โดยวางช้ินงานทรงกระบอกขนาด
เส้นผา่นศูนยก์ลาง 10 มิลลิเมตร สูง 5 มิลลิเมตร ลงในจานเพาะเล้ียง จานละ 1 ช้ิน  
2. การเล้ียงเซลลก์ระดูก 
น าสารละลายเซลล์ Human Osteoblast (h-OBs) ท่ีมีความเขม้ขน้ 2x105 เซลล์ต่อลูกบาศก์เซนติเมตร 
ในอาหารเล้ียง DMEM completed medium เติมลงบนตวัอย่างท่ีตอ้งการทดสอบ และชุดควบคุม 
ตวัอยา่งละ 200 ไมโครลิตร ซ่ึงชุดควบคุม ไดแ้ก่ 
ชุดควบคุม Reagent control ไดแ้ก่ ภาชนะเพาะเล้ียง  
ชุดควบคุม Negative control material ไดแ้ก่ วสัดุ Thermanox (Nunc) cover slips  
ชุดควบคุม Positive control material ไดแ้ก่ วสัดุ Polyurethane film containing 0.1 เปอร์เซ็นต์ Zinc 
diethyldithiocarbamate (ZDEC): RM-A 
  
ตั้งตวัอยา่งทดสอบท่ีมีเซลล์ไวป้ระมาณ 10 นาที หลงัจากนั้นท าการเติมอาหารเล้ียงเซลล์ 2 มิลลิลิตร
จากนั้น น าไปบ่มเพาะในตูบ้รรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ ท่ีอุณหภูมิ 37.01.0 องศาเซลเซียส, 
คาร์บอนไดออกไซดร้์อยละ 5.0 ความช้ืนสัมพทัธ์ร้อยละ 955 เป็นระยะเวลา 7 วนั โดยท าการเปล่ียน
อาหารเล้ียงทุก 3 วนั 
3. การท า Fixation 
สารเคมีท่ีใช ้  1.  0.2 โมลาร์ Cacodylic acid sodium salt trihydrate (C2H6AsNaO2.3H2O) 
                   2.  ร้อยละ 25 Glutaraldehyde 
  3.  น ้ากลัน่ 
ผสมสารทั้งหมดเขา้ดว้ยกนัแลว้เติมลงให้ท่วมช้ินงานท่ีตอ้งการ Fixation แลว้น าไปแช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 
2-8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน 
4. การท า Washing  
สารเคมีท่ีใช ้ 1.  0.2 โมลาร์ Cacodylic acid sodium salt trihydrate (C2H6AsNaO2.3H2O) 
                  2.  0.5 โมลาร์ Sucrose solution 
ผสมสารทั้งหมดเขา้ดว้ยกนัดูด Fixative ออกแลว้เติม Washing solution ลงให้ท่วมช้ินงานแลว้น าไป
แช่เยน็ท่ีอุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืน 
5. การท า Dehydration 
สารเคมีท่ีใช ้  1. Absolute ethanol 
- เตรียมเอทานอลความเขม้ขน้ตั้งแต่ร้อยละ 20, 30, 40, 50, 60, 70 และเอทานอลบริสุทธ์ิ 
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- ท าการดูดถ่าย Washing solution ออกแลว้เติมเอทานอลร้อย 20 ลงไปแทนทิ้งไว ้15 นาที 
- ท าการดูดถ่ายเอทานอลร้อยละ 20 ออกแลว้เติมเอทานอลร้อยละ 30 ลงแทนทิ้งไว ้15 นาที ท าเช่นน้ี
จนถึงเอทานอลร้อยละ 70 ทิ้งไว ้ 1.5 ชัว่โมง แลว้เปล่ียนเป็นเอทานอลบริสุทธ์ิ แลว้น าแช่เยน็ท่ี
อุณหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 คืนจากนั้นน าไปท าตวัอยา่งใหแ้หง้ต่อไป 
6. การวเิคราะห์ผล 
น าตวัอยา่งท่ีท าให้แห้งดว้ยเคร่ือง CPD (Critical Point Dryer) ไปท าการเคลือบทองแลว้จึงน าไป
วเิคราะห์การยดึเกาะ และความสมบูรณ์ของเซลลก์ระดูกดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์แบบส่องกราด 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


