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บทที ่3 

 อุปกรณ์และวธีิการวจัิย 

การวิจยัน้ีเป็นการศึกษาวฏัจกัรเซลล์ของเซลล์เช้ือสาย 3 ชนิด ไดแ้ก่ เซลล์เช้ือสายมะเร็ง
ปากมดลูกคือ HeLa เซลล์เช้ือสายมะเร็งปอดมี 2 เช้ือสายคือ A-549 และ NCI-H1299 โดยประเมิน
จากขนาดของนิวเคลียสของเซลลท่ี์เกาะอยูบ่นพื้นขวดเล้ียง (adherent) และท่ีท าให้หลุดออกมาเป็น
เซลล์ลอยอยูใ่นอาหารเล้ียงเซลล์ (suspension) การวิจยัประกอบดว้ยขั้นตอนทั้งหมด 4 ขั้นตอน คือ 
(3.1) การศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลล์ (3.2) การศึกษาวฏัจกัรเซลลใ์นสภาวะปกติ (ไม่ไดรั้บสารพิษ
ใดๆ) (3.3) การศึกษาวฏัจักรเซลล์หลังจากได้รับ  cisplatin  และ (3.4) การวิเคราะห์การ
เปล่ียนแปลงวฏัจกัรเซลล์หลังได้รับ cisplatin ทั้ งน้ียงัมีการรวบรวมกระบวนการท่ีเป็นวิธีการ
โดยทั่วไปซ่ึงเก่ียวข้องกับงานวิจัยน้ีไว้ในหัวข้อ (3.5) วิธีการทางห้องปฎิบัติการทั่วไป และ
นอกจากน้ียงัไดจ้ดัท าส่ือการสอน (3.6) เพื่อน าผลจากการวิจยับางส่วนไปใชป้ระโยชน์ในดา้นการ
เรียนการสอนในระดบัมธัยมศึกษาตอนปลายต่อไป 

อุปกรณ์และสารเคมีพร้อมทั้งรายละเอียดไดร้วบรวมไวใ้นภาคผนวก ก 

3.1        การศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์ 

ขั้นตอนการทดลองน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลลท์ั้ง 3 เช้ือสาย
ซ่ึงอยู่ในสภาวะมาตรฐานของการเล้ียง (ดู 3.5.1) ทั้งในสถานะท่ีเซลล์มีการยึดเกาะกับ
พื้นผวิและสถานะท่ีเซลล์ลอยหลงัจากการท า trypsinization (ในการทดลองน้ีหากกล่าวถึง
สถานะเซลลล์อยจะหมายถึง สถานะท่ีเซลลเ์ป็นอิสระจากการเกาะและหลุดออกมาจากพื้น
ภาชนะหลงัจากการ trypsinization ในลกัษณะ suspension) นอกจากน้ียงัมีการยอ้มเซลล์ทั้ง
สองสถานะดว้ยสี aceto-orcein เพื่อใหส้ามารถเห็นสัณฐานของเซลลไ์ดช้ดัเจนมากข้ึน  
3.1.1 ท าการเพาะเล้ียงเซลลแ์ต่ละเช้ือสายในอาหารเล้ียงเซลลท่ี์เหมาะสม ตามวธีิในขอ้ 

3.5.1 เป็นการเพาะเล้ียงก่อนการใชง้าน ซ่ึงจะไดเ้ซลล์จ  านวนมากในภาชนะเล้ียง
เซลล ์(culture flask) ขนาด 25 cm2 

3.1.2 เม่ือท าการเพาะเล้ียงเซลล์จนถึงระยะ subconfluent  จึงท าการ trypsinization ตาม
วธีิในขอ้ 3.5.2 ซ่ึงขั้นตอนน้ีเป็นการท าใหเ้ซลลห์ลุดออกจากพื้นขวดเล้ียง  
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3.1.3 นบัเซลล์โดยใช้ hemocytometer โดยน าเซลล์ท่ีไดจ้ากการ trypsinization มานบั 
แลว้ค านวณจ านวนเซลล์ (ภาคผนวก ค ขอ้ 2) จะท าใหท้ราบจ านวนเซลลใ์น 1 ml 

3.1.4 ท าการเจือจางเซลลโ์ดยใชอ้าหารเล้ียงเซลล ์ให้ได้จ  านวนตามท่ีตอ้งการ ซ่ึงในแต่
ละเซลล์เช้ือสายอาจแตกต่างกนัไป ซ่ึงในการทดลองน้ีใชจ้  านวนเซลล์ท่ีไดมี้การ
รายงานมาแลว้ดงัน้ี HeLa 70,000 cell/ml  (เบญจวรรณ, 2554), A-549 70,000 
cell/ml (ไพบูลย,์ 2554) และ NCI- H1299 50,000 cell/ml (วลยัลกัษณ์,2554)  ซ่ึง
จ านวนเซลลด์งักล่าวไดมี้ การทดลองมาแลว้วา่ เป็น จ านวนท่ีเม่ือเพาะเล้ียงครบ
เวลา 72 ชัว่โมง เซลล์สามารถแบ่งตวัเพิ่มจ านวนได ้โดยไม่ไดรั้บผลของการแตะ
หยุด (contact inhibition) และในขณะเดียวกนั  ก็ไม่ไดรั้บผลจากการหยุดชะงกั
การเจริญเน่ืองจากเซลลอ์ยูห่่างกนัมากเกินไป (paracrine effect) 

3.1.5 ใส่เซลล์แต่ละชนิดลงในจานเล้ียงขนาดเส้นผา่นศูนยก์ลาง 3.5 mm จานละ 1 ml.
ซ่ึงภายในจานมีแผน่ cover slips ชนิดกลมจ านวน 3 แผน่ 

3.1.6 ค่อยๆ เขยา่เบาๆ ในแนวระนาบหรืออาจใช ้pasture pipette ดูดเป่าเบาๆ เพื่อให้
เซลลก์ระจายทัว่ทั้งจานเล้ียง และตรวจสอบดูวา่แผน่ cover slips ติดอยูก่บัพื้นจาน
จนสนิท ไม่ลอยข้ึนมา 

3.1.7 บ่มเซลล์ไวเ้ป็นเวลา 24 ชัว่โมงในสภาวะมาตรฐาน (ดูขอ้ 3.5.1) เพื่อให้เซลล์ลง
เกาะบนแผน่ cover slips 

3.1.8 น าเซลลท่ี์เกาะบน cover slips มาถ่ายภาพเซลลส์ดมีชีวติตามวธีิขอ้ 3.5.4 โดยท า
cover slips ละ 1 ภาพ ดงันั้น เซลลแ์ต่ละเช้ือสายมีจ านวน 3 ภาพ น ามาเปรียบเทียบ
กนัเพื่อศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลลใ์นสถานะเกาะ  

3.1.9 น า cover slips ออกจากจานเล้ียงและท าการยอ้มเซลล์ท่ีเกาะบน cover slips ดว้ยสี 
aceto-orcein  ซ่ึงได้อธิบายในขอ้ 3.5.3 และน าไปถ่ายภาพตามวิธีในข้อ 3.5.4 
เช่นเดียวกบัขอ้ 3.1.8 เพื่อน าภาพไปศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์สถานะเกาะท่ี
ยอ้มสีใหเ้ห็นนิวเคลียสภายใน  

3.1.10 ในจานเล้ียงจากขอ้ 3.1.9 หลงัจากน าเอา cover slips ออกไปแลว้ มีเซลล์ท่ีเหลือ
เกาะอยู่บนพื้นจานเล้ียงจ านวนมาก ไดท้  าการ trypsinization ตามวิธีในขอ้ 3.5.2 
และน าเซลลท่ี์หลุดออกจากการเกาะทั้งหมดลงใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 
ml. เพื่อใหเ้ซลลมี์ความเขม้ขน้มากข้ึน ท าใหง่้ายต่อการถ่ายภาพ 
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3.1.11 ดูดเซลล์ท่ีมีความเขม้ขน้ในสถานะลอย suspension ปริมาณ 50 µl. หยดลงบน
กระจกสไลด์และปิดดว้ย cover slips จากนั้นน าไปถ่ายภาพตามวิธีการเดียวกบัขอ้ 
3.1.8 เพื่อศึกษาสัณฐานวทิยาของเซลลมี์ชีวติในสถานะเซลลล์อยเป็น suspension 

3.1.12 เซลลท่ี์เหลือใน microcentrifuge tube น าไปยอ้มสี aceto-orcein  ตามวธีิการในขอ้
3.5.3.2 

3.1.13 น าเซลล์ท่ียอ้มสีแลว้มาหยดลงบนแผ่นสไลด์ ปิดดว้ย cover slips แลว้จึงน าไป
ถ่ายภาพตามวิธีในขอ้ 3.5.4 เพื่อน าภาพไปศึกษาสัณฐานวิทยาของเซลล์และ
นิวเคลียสในสถานะเซลลล์อยและยอ้มสี aceto-orcein 

 
3.2  การศึกษาวฏัจักรเซลล์ในสภาวะปกติ 

การทดลองในขั้นตอนน้ี มีวตัถุประสงคเ์พื่อตรวจสอบวฏัจกัรของเซลล์ในสภาวะ
ปกติซ่ึงท าการเพาะเล้ียงนาน 72 ชั่วโมง และเก็บขอ้มูลส าหรับใช้เป็นกลุ่มควบคุมใน
งานวิจยัน้ี โดยการทดลองในหวัขอ้น้ี ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน คือ (3.2.1) การเตรียมเซลล์
เพื่อวดัขนาดนิวเคลียส และ (3.2.2) การจดัจ าแนกเซลลใ์นวฏัจกัรเซลล ์

 
 3.2.1 การเตรียมเซลลเ์พื่อวดัขนาดนิวเคลียส ประกอบดว้ยขั้นตอนต่างๆ ดงัน้ี 
                        ก.  เตรียมเซลล์แต่ละเช้ือสายท าเหมือนขั้นตอนท่ี 3.1.1-3.1.4 จะได้เซลล์ใน 

สถานะลอย 
ข.  เตรียมจานเล้ียงเซลลข์นาด 3.5 มม. ท่ีใส่ cover slips ไวจ้านละ 3 แผน่ โดยให้

มีจ  านวน 3 จาน ส าหรับเซลล์แต่ละเช้ือสาย แต่ละจานจึงเป็นเสมือนหน่วย
การทดลองแต่ละซ ้ า รวม 3 ซ ้ า (replicate) 

ค.  ใส่เซลล์แต่ละชนิดลงในจานทั้ง 3 จาน จานละ 1 ml. จากนั้นท าเหมือน
ขั้นตอน 3.1.6 – 3.1.7 

ง.  เม่ือครบการบ่มเพาะเล้ียงเป็นเวลา 24 ชัว่โมงแลว้ท าตามวิธีการขอ้ 3.1.9 เพื่อ
น าภาพของเซลล์เกาะท่ีย ้อมด้วยสี aceto-orcein ไปท าการวดัขนาดของ
นิวเคลียสและค านวณพื้นท่ีนิวเคลียส ตามวธีิการขอ้ 3.5.5 โดยแต่ละชนิดของ
เซลลใ์ชจ้  านวนเซลลท่ี์นบัไดจ้ากภาพถ่ายจ านวนประมาณ 400 เซลล ์

จ. เรียงขอ้มูลพื้นท่ีนิวเคลียสจากนอ้ยไปหามาก แลว้ท าการแจกแจงวา่ในแต่ละ
ความถ่ีของพื้นท่ีนิวเคลียสมีจ านวนก่ีเซลล์ จากนั้นน าไปสร้างกราฟการ
กระจายของจ านวนเซลลต์ามพื้นท่ีนิวเคลียส 
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ฉ. เม่ือน า cover slips ออกจากจานเล้ียงเซลล์ในขอ้ ค ไปใช้งาน หมดแลว้ บน
พื้นจานเล้ียงจะมีเซลล์เหลือเกาะอยู่จ  านวนมาก ได้ท ากระบวนการเตรียม
เซลล์ลอยเหมือนกบัวิธีการขอ้ 3.1.10 และน าเซลล์ลอยท่ีไดไ้ปยอ้มสี aceto-
orcein ตามวธีิการขอ้ 3.5.3.2 

ช. ท าเหมือนกบัขอ้ 3.1.13 โดยจะได้ภาพถ่ายเซลล์ลอยท่ียอ้มสี aceto-orcein 
โดยเซลลแ์ต่ละชนิดใชจ้  านวนประมาณ 400 เซลล ์

ซ. จดัเรียงขอ้มูลพื้นท่ีนิวเคลียสของเซลล์ลอยท่ีไดเ้ช่นเดียวกบัท่ีไดท้  ากบัเซลล์
เกาะในขอ้ จ. 

 
3.2.2 การจดัจ าแนกเซลลใ์นวฏัจกัรเซลล ์      

  ในการจดัจ าแนกเซลล์นั้นจะท าเหมือนกนัทั้งเซลล์ในสถานะเกาะและ
ลอย โดยเปรียบเทียบขอ้มูลกบัวิธี flow cytometry  ซ่ึงอา้งอิงมาจากงานวิจยัอ่ืนท่ี
ใชเ้ซลล์เช้ือสายเดียวกนั ซ่ึงขอ้มูลนั้นจะเป็นร้อยละของจ านวนเซลล์ท่ีอยูใ่นระยะ 
G1, S และ G2  ของวฏัจกัรเซลล์จากนั้นจึงน าค่าร้อยละนั้น มาคิดให้เป็นจ านวน
เซลลใ์นระยะต่างๆ และน ามาเทียบกบัค่าท่ีไดจ้ากการนบั เพื่อท าการจดัวฏัจกัรของ
เซลล ์ซ่ึงวธีิการโดยละเอียดมีดงัต่อไปน้ี 

 ก.  ท าการเรียงขอ้มูลขนาดนิวเคลียสจากเล็กไปหาใหญ่ ต่อจากนั้นสร้างกราฟ
การกระจายของเซลลต์ามพื้นท่ีนิวเคลียส    

ข. จดัเซลล์ให้อยู่ในระยะ G1, S และ G2 โดยอา้งอิงจากขอ้มูลท่ีไดจ้ากวิธี 
flow cytometry ซ่ึงขอ้มูลท่ีไดจ้ะมีค่าระยะต่างๆ เป็นร้อยละ จากนั้นท า
ตามวธีิ ดงัน้ี 
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  (ข.1) ค านวณจ านวนเซลล์ทั้งหมดท่ีท าการนบั โดยน าจ านวนเซลล์ท่ี
  กระจายแต่ละแท่งมาบวกกนั

    

 
 

   
 

 
 
 
 
 
 
 
ตัวเลขบนยอดกราฟน ามารวมกันเป็นจ านวนเซลล์ทั้ งหมด  
= 421 เซลล ์

  (ข.2)  น าขอ้มูลจากวิธี flow cytometry ซ่ึงเป็นร้อยละมาค านวณให้เป็น
  จ านวนเซลล ์ทีละระยะโดยใชสู้ตร ดงัน้ี 

 
                     = 
 
     
   ตวัอยา่ง เช่น 

- เซลลท่ี์อยูใ่นระยะ G1จากงานวจิยัอ่ืนมีร้อยละ 
68.35  

- มีเซลลท่ี์ท าการนบัทั้งหมด 421 เซลล ์

    ค  านวณได ้ดงัน้ี  
จ านวนเซลลใ์นระยะต่างๆ  = (68.35×421)/100 

                 = 287.75 เซลล ์
 

จ ำนวนเซลล ์

จ ำนวนเซลล ์         
ในระยะต่ำงๆ 

 

ร้อยละของเซลลจ์ำก 
flow cytometry 

 

จ ำนวนเซลลท่ี์นบั 

 

× 

100 
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(ข.3)  เม่ือแปลงขอ้มูลจากร้อยละมาเป็นจ านวนเซลล์แล้ว น าจ านวน
เซลล์ท่ีไดจ้ากวิธี flow cytometry มาเปรียบเทียบกบัขอ้มูลท่ีได้
จากการนบัของการทดลองน้ี แลว้จึงท าการจดัวฏัจกัรเซลล์ โดย
พยายามจดัใหมี้ค่าใกลเ้คียงกบัขอ้มูลจาก flow cytometry ให้มาก
ท่ีสุด ดงัตวัอยา่ง  

  

     เม่ือท าการจดัเซลล์ให้อยู่ในระยะต่างๆแล้วจะท าให้ทราบช่วง
ขนาดพื้นท่ีของเซลล์ เช่น จากตวัอย่าง พบวา่เซลล์ในระยะ G1 ท่ีไดจ้ากการ
นบัจะมีช่วงขนาดตั้งแต่ 24.18-90.62 μm2 

ค. ท าขอ้ ก และ ข กบัขอ้มูลทั้งสามซ ้ า แลว้จึงน าขนาดนิวเคลียสมาหาค่าเฉล่ีย 
(mean) และส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน (standard deviation) จะไดข้นาดเฉล่ีย
ของนิวเคลียสในระยะ G1, S และ G2 และทราบวา่ในระยะต่างๆ มีจ านวน
เซลลเ์ท่าใด  

ง. ค  านวณจ านวนเซลลใ์นระยะต่างๆ ออกเป็นอตัราส่วนร้อยละ แลว้น าไปสร้าง
กราฟการกระจายแบบวงกลม เพื่อแสดงการกระจายของเซลล์ในระยะต่างๆ
ของวฏัจกัรเซลล ์
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3.3  การศึกษาวฏัจักรเซลล์หลงัจากได้รับ cisplatin 

ขั้นตอนน้ีมีวตัถุประสงคเ์พื่อศึกษาวฏัจกัรเซลล์และการยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของ
เซลล ์หลงัจากไดรั้บ cisplatin ท่ีความเขม้ขน้ท่ีท าใหเ้ซลลต์ายร้อยละ 20 หรือ IC20 เป็นเวลา 
72 ชัว่โมง โดยการยบัย ั้งการเพิ่มจ านวนของเซลล์ หมายถึง ความสามารถยบัย ั้งไม่ให้เซลล ์
มีการแบ่งตวัภายใน 72 ชั่วโมง ซ่ึงโดยปกติเซลล์จะแบ่งตวัได้ประมาณ 2-3 รอบ 
ประกอบดว้ย 2 ขั้นตอน เช่นเดียวกบัขอ้ท่ี 3.2  คือ การเตรียมเซลล์เพื่อวดัขนาดนิวเคลียส
และ การจดัจ าแนกเซลลใ์นวฏัจกัรเซลล ์

3.3.1  การเตรียมเซลลเ์พื่อวดัขนาดนิวเคลียส  
ก.  ท าเช่นเดียวกบัขั้นตอนท่ี 3.2.1 ก-ค 
ข. หลงัจากนั้นบ่มเพาะเล้ียงเซลล์เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เม่ือครบใช้ pipette ดูด

อาหารเล้ียงเก่าออก และเติมอาหารท่ีมีสาร cisplatin ลงไป โดยใช ้cisplatin ท่ี 
IC20 แก่เซลล์แต่ละเช้ือสาย ซ่ึงจะมีค่าแตกต่างกนัไป โดยอา้งอิงความเขม้ขน้ 
ค่า IC20 จากของการทดลองอ่ืน ในเซลล์ทั้งสามเช้ือสาย ซ่ึงมีค่าดงัน้ี เซลล ์
HeLa ใช้ 0.83 µg/ml (เบญจวรรณ, 2554), เซลล์ A-549 ใช้ 0.32 µg/ml 
(ไพบูลย,์ 2554) และ เซลล ์NCI-H1299 ใช ้3.0 µg/ml (วลยัลกัษณ์, 2554)  

ค.  ท าการเพาะเล้ียงต่อจนครบเวลา 72 ชัว่โมง ต่อมาน า cover slips ออกจากจาน
เล้ียงและมายอ้มดว้ยสี aceto-orcein  ดงัขอ้ 3.5.3 และถ่ายภาพตามขอ้ 3.5.4 
ตามล าดบั 

ง. น าภาพถ่ายท่ีได้มาวดัขนาดของนิวเคลียสและค านวณพื้นท่ีนิวเคลียส ตาม
วธีิการขอ้ 3.5.5 

จ. เม่ือไดข้อ้มูลพื้นท่ีนิวเคลียสแลว้ ท าเหมือนขั้นตอนท่ี 3.2.1 จ-ซ 
 

3.3.2 การจดัจ าแนกเซลลใ์นวฏัจกัรเซลล ์
เม่ือท าการก าหนดช่วงของขนาดนิวเคลียสของเซลลใ์นสภาวะปกติ โดย

ใชข้อ้มูลร้อยละของจ านวนเซลลท่ี์ไดจ้ากการท า flow cytometry  จากการอา้งอิง
งานวจิยัท่ีเลือกมาแลว้ จะท าใหท้ราบวา่เซลลแ์ต่ละเช้ือสายท่ีอยูใ่นวฏัจกัรเซลลท์ั้ง 
3 ระยะ คือ G1, S และ G2 ควรจะมีขนาดนิวเคลียสเท่าใด ช่วงขนาดของนิวเคลียส
ของเซลลท์ั้ง 3 ช่วงน้ีจะถูกน ามาก าหนดเป็นช่วงขนาดนิวเคลียสมาตรฐานของ
เซลลแ์ต่ละเช้ือสาย เพื่อน าไปเทียบกบัชุดขอ้มูลของขนาดนิวเคลียสของเซลลเ์ช้ือ
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สายนั้นๆ หลงัจากไดรั้บสาร cisplatin ไปแลว้ ซ่ึงจะท าใหท้ราบวา่ ช่วงขนาดของ
นิวเคลียสของแต่ละขั้นในวฏัจกัรเซลลมี์ร้อยละของจ านวนเซลลเ์ปล่ียนแปลง
อยา่งไร ดงัตวัอยา่งท่ีแสดงเก่ียวเน่ืองกบัวธีิการขอ้ 3.2.2 (ข.3) 

ก. จากขอ้ 3.2.2 (ข.3) จะไดว้า่เซลลใ์นขั้น G1 มีช่วงขนาดนิวเคลียส
อยูร่ะหวา่ง 24.18-90.62 µm2  ซ่ึงในขณะน้ีจะถือวา่เป็นช่วงขนาด
นิวเคลียสมาตรฐานของเซลลเ์ช้ือสายน้ีในสภาวะปกติ ในระยะ 
G1 
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ข. สมมุติวา่เซลลเ์ช้ือสายเดียวกนัน้ีเม่ือไดรั้บ cisplatin แลว้มีการ
กระจายของขนาดนิวเคลียสตามจ านวนเซลลด์งักราฟขา้งล่างน้ี 
(ซ่ึงจะต่างจากกราฟในขอ้ 3.2.2 (ข.3))  

 

ค. น าค่าช่วงขนาดนิวเคลียสมาตรฐานของเซลล์น้ีจากขอ้ ก. คือ 
24.18-90.62 µm2 มาก าหนดลงในกราฟของเซลล์ท่ีได้รับ 
cisplatin ขา้งบนน้ี จะได้ช่วงของ G1 ของเซลล์หลงัจากไดรั้บ 
cisplatin  ดงัแสดงในกราฟขา้งล่างน้ี 
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ง. จะได้ว่าในช่วงขนาดของนิวเคลียสของเซลล์หลังจากได้รับ 
cisplatin ท่ีอยู่ในระยะ G1ซ่ึงคิดเป็นร้อยละ 45.64  ของเซลล์
ทั้งหมด 

จ. ดงันั้นจะเห็นวา่เซลล์ท่ีไดรั้บ cisplatin ซ่ึงมีขั้น G1 ร้อยละ45.64    
เปล่ียนแปลงไปจากเซลล์เช้ือสายเดียวกนัน้ี ก่อนไดรั้บ cisplatin 
ซ่ึงมีร้อยละ 69.37 (จากอา้งอิง flow cytometry และจาก 3.2.2 
(ข)) 

3.4  การวเิคราะห์การเปลี่ยนแปลงวฏัจักรเซลล์ 
เม่ือท าตามขั้นตอนท่ี 3.2 การศึกษาวัฏจักรเซลล์ในสภาวะปกติและ 3.3 

การศึกษาวฏัจกัรเซลล์หลงัจากได้รับ cisplatin จะได้กราฟการกระจายตวัของเซลล์ตาม
ขนาดนิวเคลียสและเม่ือน าไปจดัให้อยู่ในวฏัจกัรเซลล์ ท าให้ทราบจ านวนเซลล์ในระยะ 
G1, S และ G2 จากนั้นน าขอ้มูลมาท าการวเิคราะห์ตามขั้นตอน ดงัน้ี 

3.4.1 น าขอ้มูลจ านวนเซลล์ในระยะ G1, S และ G2 ทั้งท่ีเป็นเซลล์ในสภาวะปกติและ
เซลล์ท่ีไดรั้บ cisplatin (วิเคราะห์แลว้ในขอ้ 3.2.2 และ 3.3.2) มาสร้างแผนภาพ
วงกลม เพื่อให้สามารถเห็นร้อยละของจ านวนเซลล์ในแต่ละระยะไดช้ัดเจนข้ึน 
โดยการท าแผนภาพวงกลมน้ี จะรวมร้อยละของการแบ่งตวัแบบไมโตซิสและการ
ตายแบบอะโพโทซิสดว้ย เพื่อให้ครบร้อยละของวฏัจกัรจ านวนเซลล์ทั้งหมด ดงั
ตวัอยา่งท่ียกมาตั้งแต่หวัขอ้ 3.2.2 (ข) 

เซลล์เกาะในสภาวะปกติเม่ือนับจ านวนจากกราฟ จะได้จ  านวนเซลล์
ทั้งหมด 421 เซลล์  คิดเป็นร้อยละ 100 ดงันั้นเม่ือคิดจ านวนเซลล์และร้อยละของ
แต่ละขั้นในวฏัจกัรเซลล ์จะไดผ้ลดงัตารางท่ีแสดง 

 
 
 
 

 
 
 
 

ระยะในวฏัจกัรเซลล์ จ านวน คิดเป็นร้อยละ 
G1 282 66.98 
S 58 13.78 
G2 70 16.63 
M (ไมโตซิส) 11 2.61 
A (apoptosis) - - 
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ตวัอยา่งขา้งตน้เป็นค่าของการทดลอง 1 ซ ้ าทั้งหมดท า 3 ซ ้ า (ดูภาคผนวก 
ง  ) แลว้จึงน ามาหาค่าเฉล่ียเพื่อน าไปสร้างกราฟวงกลมต่อไป ดงันั้นจะเห็นว่าค่า
ร้อยละของจ านวนเซลล์ในแต่ละขั้นจะแตกต่างจากค่า flow cytometry (โดยเซลล ์
HeLa และเซลล์ NCI-H1299 อา้งอิงค่า flow cytometry จาก จริยา (2553) เซลล ์
A549 อา้งอิงจาก สุพตัรา (2552)) เช่น G1 68.35 แต่จากการค านวณในการทดลอง
ได ้66.98  

3.4.2 น าขอ้มูลร้อยละของเซลล์ในระยะต่างๆ มาเปรียบเปรียบเทียบกบัวิธี Paired t-test 
จากนั้นท าตารางแสดงความต่างทางสถิติ ระหวา่งทั้งสองวธีิ 

3.4.3  น าขอ้มูลเซลล์ท่ีมีการตายแบบอะโพโทซิสและการแบ่งตวัแบบไมโตซิสมาค า 
นวณเป็นร้อยละ จากนั้ นท าตารางแสดงร้อยละการตายแบบอะโพโทซิส 
(apoptotic index)(ดูขอ้ 3.5.6) และร้อยละการแบ่งตวัแบบไมโตซิส(mitotic index) 
(ดูขอ้ 3.5.7) 

 

3.5  วธีิการทางห้องปฎบิัติการทัว่ไป 

 3.5.1. การเพาะเล้ียงเซลลเ์ช้ือสาย 
เร่ิมตน้จากการน าเซลล์ท่ีแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -196 ºC ออกมาละลายเพื่อ

เล้ียงให้เพิ่มจ านวนในภาชนะเล้ียงเซลล์ขนาด   25 cm2 โดยแต่ละเซลล์เช้ือสายใช้
อาหารส าเร็จรูป ดงัน้ี HeLa ใชอ้าหารชนิด DMEM,  A-549 ใชอ้าหารชนิด   Ham-
12 และ NCI-H1299ใชอ้าหารชนิด RPMI ซ่ึงแต่ละชนิดผสมกบั 10% fetal bovine 
serum (FBS)จากนั้นน าไปเล้ียงในตูอ้บคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) ท่ี
อุณหภูมิ 37 º C มีความเขม้ขน้ของ CO2   5%   และความช้ืนสัมพทัธ์ 95% ซ่ึงเป็น
สภาวะมาตรฐานท่ีใช้เล้ียงเซลล์ตลอดการทดลองน้ี  ตรวจดูการเจริญของเซลล์
ภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์แบบเลนส์วตัถุอยูด่า้นล่าง  เม่ือเซลล์เจริญเติบโตประมาณ 
80% ของพื้นภาชนะ หรือท่ีเรียกว่าสภาพ subconfluent จึงท าการเพาะเล้ียงแยก 
(subculture) 

 3.5.2 การท า trypsinization 
3.5.2.1 ดูดอาหารเล้ียงเซลล์เดิมท่ีอยูใ่นภาชนะออกให้หมด จากนั้นลา้งดว้ย 1X 

 phosphate buffer saline (PBS) 1 ml เพื่อลา้งอาหารเล้ียงเซลล์ออกให้หมด 
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 เน่ืองจากในอาหารเล้ียงเซลล์ประกอบด้วยสารท่ีไปขดัขวางการท างาน
 ของ 0.1% trypsin-EDTA 

3.5.2.2 วางภาชนะท่ีมี PBS อยูภ่ายในไวป้ระมาณ30 วนิาที แลว้ดูดทิ้งจนหมด 
3.5.2.3  เติม 0.5 ml 0.1% trypsin-EDTA ปิดฝา แลว้เอียงให้ 0.1% trypsin-

 EDTA คลุมทัว่ผิวดา้นท่ีเซลล์เกาะอยูข่อง culture flask แลว้น าไปบ่มใน
 ตูอ้บ 37 ºC เป็นเวลา 2-5 นาที  

3.5.2.4 ระหวา่งช่วงเวลารอการบ่มตามขอ้ (3.5.2.3) ให้น ามาส่องดูการหลุดของ
 เซลล์จากพื้นภาชนะเล้ียง ดว้ยกลอ้งจุลทรรศน์เลนส์วตัถุอยู่ดา้นล่าง เป็น
ระยะโดยเซลลจ์ะค่อยๆ ยกตวัและกลมข้ึนและหลุดจากพื้น เม่ือเซลล์หลุด
 ออกเป็นส่วนใหญ่แลว้ ใหเ้คาะภาชนะเล้ียงกบัฝ่ามือเบาๆ (โดยไม่ให้ของ
 เหลวภายในกระเด็นหรือล้นไปท่ีฝาของภาชนะเล้ียง) เพื่อให้มัน่ใจว่า
เซลลส่์วนใหญ่หลุดจากพื้นผวิแลว้ 

3.5.2.5 หยุดการท างานของ 0.1% trypsin/EDTA solution โดยการเติมอาหาร
 DMEMท่ีเสริมดว้ย 0.1% trypsin-EDTA แลว้ใช ้ pasteur pipette ดูดเป่า
เพื่อใหเ้ซลลก์ระจายออกจากกนัเป็นเซลลเ์ด่ียวและสามารถน าไปใชต่้อได ้

3.5.3 การยอ้มสี aceto – orcein 
3.5.3.1 การยอ้มสีในขณะท่ีเซลลเ์กาะ 

(ก) ลา้งแผน่ cover slips ท่ีมีเซลลเ์กาะอยู ่ดว้ย 1X PBS  
(ข) หยดสี aceto –orcein ลงไป พอท่วม cover slips พกัไว ้1 นาที 
(ค) คว  ่าแผน่ cover slip ลงบน slide ซบัสีส่วนเกินออก 

3.5.3.2  การยอ้มสีหลงัจากการท า trypsinization    
(ก) ท าการ trypsinization (ขอ้ 3.5.2 ) ใส่ลงใน centrifuge tube ขนาด       

 15 ml      
(ข) น าไปป่ันเหวีย่งท่ี 1,200 g เป็นเวลา 10 นาที    
(ค) ดูดอาหารเล้ียงเซลล์ออกให้เหลือน้อยท่ีสุด จากนั้นใช้ micropipette     
ดูดเซลลป์ริมาณ 20 µl ใส่ใน microcentrifuge tube ขนาด 1.5 ml  
(ง) เติมสี aceto –orcein ลงไป 1 หยด ดูดเป่าให้เขา้กนั   
(จ) เซลลท่ี์ผสมสีแลว้ มาหยดบนแผน่สไลด ์ปิดดว้ย cover slips 
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3.5.4 การถ่ายภาพเซลล ์
น าเซลล์ท่ีตอ้งการถ่ายภาพยอ้ม มาท าการถ่ายภาพภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์

เลนส์ประกอบ ท่ีก าลงัขยาย 28.6 เท่า จ  านวนหลายภาพ การถ่ายภาพนั้นควรปรับ
ใหภ้าพมีความคมชดัและตอ้งถ่ายดว้ยความรวดเร็ว เน่ืองจากหากเป็นสียอ้ม aceto-
orcein จะแห้งได้เร็ว เม่ือแผ่นสไลด์ท่ีมีเซลล์อยู่เกิดการแห้ง ท าให้ภาพท่ีได้ไม่
สวยงามและไม่คมชดั 

 3.5.5 การวดัขนาดนิวเคลียสและค านวณพื้นท่ีนิวเคลียส 
จากการทดลองท่ี 3.2 และ 3.3 เม่ือท าการถ่ายภาพเซลล์เสร็จแลว้ น าเซลล์

ไปติดเลขตั้ งแต่ 1-400 ด้วยโปรแกรมตกแต่งภาพ จากนั้นท าการวดัขนาด
นิวเคลียสโดยมีวธีิการ ดงัน้ี       

3.5.5.1    วดัขนาดนิวเคลียสของเซลล์จากภาพถ่าย โดยใชไ้มบ้รรทดัวดัในบริเวณ
    กวา้งท่ีสุดและยาวท่ีสุด เน่ืองจากนิวเคลียสของเซลล์อาจมีหลายรูปร่าง
    เช่น ทรงกลม ทรงรี หรือรูปเม็ดถัว่ซ่ึงไม่สมมาตรกนั จากขั้นตอนน้ีจะ
    ไดค้วามกวา้งและความยาวนิวเคลียส ในหน่วยเซนติเมตร (cm) 

3.5.5.2  วดัขนาดนิวเคลียสจากเซลล ์ท่ี 1-400 ตามล าดบั จากนั้นกรอกขอ้มูล        
ความกวา้งและความยาว ลงในตาราง  

3.5.5.3  ค านวณพื้นท่ีของนิวเคลียส โดยใชสู้ตร   

   พื้นท่ีของนิวเคลียส (cm) = 
   

 
   

 โดย a คือ ความกวา้งและ b คือความยาว 

3.5.5.4   น าพื้นท่ีในหน่วย cm มาเปล่ียนใหอ้ยูใ่นหน่วย μm โดยน ามาคูณกบั  385 
ซ่ึงเป็นค่าท่ีไดจ้ากการเทียบภายใตก้ลอ้งจุลทรรศน์ 1 cm =  385 μm 
จากขั้นตอนน้ีจะไดพ้ื้นท่ีนิวเคลียสของทุกเซลลใ์นหน่วย μm2 

3.5.5.5   กรอกขอ้มูลท่ีไดล้งในโปรแกรม Microsoft Excel  
3.5.5.6   เซลล์ท่ีมีการตายแบบอะโพโทซิสและเซลล์ท่ีมีการแบ่งตวัแบบไมโตซิส 

ให้แยกแล้วเก็บขอ้มูลจ านวนเซลล์ไว ้เพื่อน าไปค านวณร้อยละการตาย 
แบบอะโพโทซิสตามและร้อยละการแบ่งตวัแบบไมโตซิสตามขอ้ 3.5.8 
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3.5.6 ร้อยละการตายแบบอะโพโทซิส (apoptotic index) 
ก.   นบัจ านวนเซลลท่ี์มีการตายแบบอะโพโทซิส  

  ข.   น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขา้สูตร ดงัน้ี 
 

 
 
3.5.7 การวดัการแบ่งตัวแบบไมโตซิส (mitotic index) 

ก.  นบัจ านวนเซลล์ท่ีมีการแบ่งตวั ในระยะ M phaseไดแ้ก่ prophase metaphase 
anaphase และ telophase  

                        ข.  น าขอ้มูลท่ีไดม้าเขา้สูตร ดงัน้ี 
 
     

       
 
ค. สร้างแผนภูมิเปรียบเทียบดรรชนีการแบ่งตวัแบบไมโตซิสของเซลลท์ั้ง 

สามเช้ือสายเม่ืออยูใ่นสภาวะปกติและสภาวะท่ีไดรั้บสารนาน 72 ชัว่โมง 
 
3.6 การจัดท าส่ือการสอน 

จดัท าเอกสารประกอบการสอนและโปสเตอร์เพื่อเผยแพร่ความรู้และสามารถ
น าไปใชป้ระกอบในการเรียนการสอนในระดบัชั้นมธัยมศึกษาตอนปลาย 
3.6.1 น าภาพถ่ายเซลลใ์นระยะ G1, S  และ G2 รวมทั้งระยะ M phase มาใชป้ระกอบใน

เอกสารประกอบการสอนระดับมัธยมศึกษาปีท่ี 4 หน่วยท่ี 2 เร่ือง หน่วยของ
ส่ิงมีชีวิต มาตรฐานการเรียนรู้ ว 1.1 :  เข้าใจหน่วยพื้นฐานของส่ิงมีชีวิต 
ความสัมพนัธ์ของโครงสร้างและหน้าท่ีของระบบต่าง ๆ ของส่ิงมีชีวิตท่ีท างาน
สัมพนัธ์กนั มีกระบวนการสืบเสาะหาความรู้ ส่ือสารส่ิงท่ีเรียนรู้และน าความรู้ไป
ใชใ้นการด ารงชีวติของตนเองและดูแลส่ิงมีชีวติ 

3.6.2 จดัท าโปสเตอร์เพื่อเผยแพร่ความรู้ โดยจัดแสดงเซลล์มะเร็งในสถานะเกาะ , 
สถานะเกาะยอ้มสี aceto-orcein, เซลลส์ถานะลอย และเซลลส์ถานะลอยท่ียอ้มสี  

เซลลท่ี์มีกำรแบ่งตวัแบบไมโตซิส 

เซลลท์ั้งหมด 

เซลลท่ี์มีกำรตำยแบบอะโพโทซิส 

เซลลท์ั้งหมด 

ดรรชนีกำรแบ่งตวัแบบไมโตซิส       

(ร้อยละ) 
= × 100 

ร้อยละกำรตำยแบบอะโพโทซิส        = × 100 
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aceto-orcein และแสดงเป็นวฏัจกัรของเซลล์ในระยะต่างๆ ไดแ้ก่ G1, S, G2 และ
ระยะ M phase ซ่ึงเป็นการน าภาพถ่ายเซลลส์ถานะต่างๆ รวมถึงระยะต่างๆ ของวฏั
จกัรเซลลจ์ากการทดลองมาประกอบ  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


