
ระเบียบวิธีการวิจัย

บทที่ 3

ประชากร (population)
ประกอบด้วย ช้ินรากฟันท่ีได้จากฟันซ่ึงเป็นโรคปริทันต์อักเสบ โดยมีหลักเกณฑ์ในการ 

เลือกดังนี
า . มีการสูญเสียอวัยวะยึดเกาะมากกว่าหรือเท่ากับ5 มิลลิเมตร
2. มีความลึกของร่องลึกปริทันต์มากกว่าหรือเท่ากับ 6 มิลลิเมตร
3. ไม่มีฟันผุบริเวณคอฟันหรือในบริเวณใกล้เคียงกับตำแหน่งที่จะนำมาใช้ศึกษา

ตํเวิอย่าง (samples)
กลุ่มท่ี 1 ชิ้นรากฟันซึ่งได้จากการเตรียมให้มีฃนาด 4x4x1.5 ลูกบาศก์มิลลิเมตร 

(กว้างXยาวXหนา) จำนวน 16 ช้ิน
กลุ่มท่ี 2 ชิ้นรากฟันซึ่งได้จากการเตรียมไห้มีขนาดเดียวกับกลุ่มที่ 1 และอุดด้วยวัสดุ 

ไดแรกต์เอพี ขนาด 1.5x1.5x1 ลูกบาศก์มิลลิเมตร จำนวน 16 ชิน
กลุ่มท่ี 3 ชิ้นรากฟันซึ่งได้จากการเตรียมให้มีขนาดเดียวกับกลุ่มที่ 1 และอุดด้วยวัสดุ 

เยริสโทร์ ขนาด 1.5x1.5x1 ลูกบาศก์มิลลิเมตรจำนวน1 6 ช้ิน

วิธ ีดำเน ินการว ิจ ัย
การวิจัยนี้เป็นการศึกษาเปรียบเทียบจำนวนและลักษณะของเซลลิไฟโบรบลาลต์ที่ยึด 

เกาะบนพื้นผิวรากฟันพ้ืนผิววัสดุไดแรกต์เอพีและพีนผิววัสดุเยริลโทร์

1. การเก็บฟัน
ถอนฟันที่มีลักษณะตรงตามหลักเกณฑ์ที่กำหนดไว้ โดยฉีดยาชาเฉพาะที่ที่เหงือกโดยรอบ 

ของฟัน ใช้เครื่องมือถอนฟันออกด้วยความระมัดระวัง ทั้งนี้เพื่อไม่ให้ครองมือทำลายพื้นผิวรากฟัน 
ในบริเวณที่ต้องการศึกษา นำฟันท่ีได้แช่ในนอร์มัลเซลายน์ทันที

ทำความละอาดฟันโดยกำจัดหินนํ้าลายด้วยเครื่องอัลทราโซนิกลัขูดหินนํ้าลาย (Bobcat; 
Dentsply, USA) ด้วยหัวขูด P-10 (Dentsply, USA) และเกลารากฟันด้วยเครื่องมือเกลารากฟัน 
Gracey 7/8 (Hu -Friedy.USA) จนรู้สึกเรียบเมื่อตรวจด้วยเครื่องมือตรวจ (explorer No.5; Hu -  
Fried'/, U S A) แช่ฟันที่ทำความละอาดแล้วในนอร์มัลเซลายน์ ท่ี 4 องศาเซลเซียส จนกว่าจะนำ 
ไปตัดเตรียมชิ้นรากฟัน โดยเปลี่ยนนอร์มัลเซลายน์ ท ุก2 วัน
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2. ภารเตรียมชิ้นรากฟัน
กำหนดขอบเขตบริเวณที่จะนำมาศึกษาในฟันที่ทำความสะอาดเรียบร้อยแล้ว โดยใช้

ดินสอดำขดกำหนดรอยต่อเคลอบรากฟันกับเคลอบฟัน (cemento - enamel junction, CEJ) 
จากนั้นจึงกำหนดขอบเขตบริเวณที่จะใช้ศึกษา โดยขอบเขตแรกอยู่ตํ่ากว่า CEJ 1.0 มิลลิเมตร 
ขอบเขตที่สองอยู่ตํ่ากว่า CEJ 5.0 มิลลิเมตร จากนั้นใช้แผ่นกรอกากเพชร (diamond disc # 
273 D ; Intensiv Corp., Switzerland) ตัดตามขวางที่ขอบเขตแรกและขอบเขตที่ลอง (ภาพท่ี 2A)

กำหนดขอบเขตในแนวดิ่งทั้งลองข้าง โดยด้านที่นำมาศึกษาส่วนใหญ่เป็นด้านใกล้กลาง 
(mesial) และไกลกลาง (distal) ของรากฟัน เนื่องจากจะใด้ลักษณะผิวรากฟันที่แบน ใช้แผ่นกรอ 
กากเพชรตัดตามแนวที่กำหนดไว้ (ภาพท่ี 2B) และแต่งให้มีขนาดใกล้เคียง 4X4X1.5 ลูกบาศก์ 
มิลลิเมตร (ภาพที่ 2C)

นำชินรากฟันทีเตรียมได้เก็บไว้ใน phosphate buffer saline (PBS) ที 4 องศาเซลเซียส 
จนกว่าจะนำชิ้นรากฟันมาศึกษา เปล่ียน PBS ทุกสัปดาห์

3. การอุดฟันในกลุ่มทดลอง
แบ่งชิ้นรากฟันท่ีเตรียมใด้ตามข้อ 2 โดยวิธีลุ่มตัวอย่างแบบอิสระ (simple random 

sampling) ออกเป็น 3 กลุ่ม  ๆ ละ 16 ช้ิน โดยเป็นกลุ่มทดลอง 2 กลุ่ม และกลุ่มควบคุม 1 กลุ่ม 
ในกลุ่มทดลองทำการเตรียมโพรงสำหรับการบูรณะด้วยวัสดุคอมโพลิตเรชินชนิดตัดแปลงด้วยสาร 
ประกอบของกรด โดยใช้หัวกรอกากเพชรรูปทรงกระบอก (diamond cylinder bur; Intensiv 
Corp..Switzerland) กรอโพรงรูปล่ีเหล่ียมจัตุรัส ที่มีฃนาดความกว้างด้านละ 1.5 มิลลิเมตร และ 
มีความลึกประมาณ 1 มิลลิเมตร ที่บริเวณกึ่งกลางชิ้นรากฟัน จากนั้นทำการอุดโพรงที่เตรียมไว้ 
ด้วยวัสดุอุดไดแรกต์เอพี (DyractAP; Dentsply, USA) และเยริลโทร์ (Geristore; Den-mat 
Corp., USA) ตามขั้นตอนและคำแนะนำของผู้ผลิต (ภาพท่ี 3) แล้วทำการ'ขัดแต่ง1วัลดุอุดด้วย
หัวกรอกากเพชรชนิดละเอียด (Composhape #4255 และ 5255; Intensiv Corp..Switzerland) 
ตามลำดับที่ผู้ผลิตกำหนดจนพื้นผิวเรียบ ในขณะที่กลุ่มควบคุมใช้ชิ้นรากฟันที่ใม่ต้องทำการเตรียม 
โพรงฟันใด  ๆ4

4. การเตรียมเซลล์ไฟโบรบลาลต์
เซลล์ที่ใช้ในการศึกษานั้ค ือเชลล์ที่เพาะเลี้ยงจากเนื้อเยื่อเหงือกของผู้ป ่วยที่มารับการ 

รักษาด้วยศัลยกรรมปริทันต์ที่ภาควิชาปริทันตวิทยา คณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์-
มหาวิทยาลัย โดยเนื้อเยื่อเหงือกที่นำมาใช้ในการศึกษานี้เป็นเนื้อเยื่อปกติ และเป็นส่วนท่ีเกิน หรอ
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ภาพที่ 2 ภาพวาดแสดงวิธีการเตรียมชิ้นรากฟัน
A: กำหนดขอบเขตและตัดฟันตามขวางด้วยแผ่นกรอกากเพชร โดยขอบเขตแรกอยู่ตา 

กว่ารอยต่อระหว่างเคลือบรากฟันและเคลือบฟัน (CEJ) 1 มิลลิเมตร ขอบเขตท่ี 2 
อยู่ตํ่ากว่า CEJ 5 มิลลิเมตร

B: กำหนดและตัดฟันตามขอบเขตตามแนวดิ่ง ทั้งลองข้างของชินฟันด้วยแผ่นกรอกาก 
เพชร

C: แสดงชิ้นตัวอย่างของรากฟัน ที่แต่งให้มีขนาดใกล้เคียงกับ 4x4x1.5 ลูกบาศก์
มิลลิเมตร
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A

B

n  4x4x1.5 ลูกบาศก์มิลลิเมตร

c



ภาพที่ 3 ภาพถ่ายแสดงผลิตภัณฑ์ที่ใชในการศึกษา
A. วัสดุไดแรกต์เอพี
B. วัสดุเยริสโทร์
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ไม่มีหน้าที่เกี่ยวข้องกับการทำงานของช่องปาก ตัวอย่างเนือเยื่อนีได้จาก. ผ ู้ป่วยไม่จำกัดเพศและ
อายุ จำนวน 4 ราย

นำเนื้อเยื่อที่ได้มาเพาะเลี้ยงเซลล์ไฟโบรบลาสติโดยมีขั้นตอนการเตริยมที่ต้องทำในตู้ 
ปลอดเชื้อสำหรับการเตริยมเซลล์ในการเพาะเลียงเนือเยื่อ (lamina flow; MDH, USA) คือ 
ล้างเนื้อเยื่อให้สะอาดปราศจากเลือดและนํ้าลายด้วยนอร์มัลเซลายน์ นำมาแช่ใน Dulbecco 'ร 
Modified Eagle Medium (DMEM) ทีมี 5 % antibiotic-antimycotic solution เป็นเวลา 1 ชัวโมง 
แล้วจึงตัดเนื้อเยื่อเหงือกเป็นชิ้นเล็กๆ ขนาด 1X1x1 ลูกบาศก์มิลลิเมตร วางในจานเพาะเลียงเซลล์ 
(culture dish; Falcon, USA) ขนาด 35 มิลลิเมตร แล้วเติมนํ้ายาเลี้ยงเชลล์ให้ท่วมชิ้นเนื้อเล็ก  ๆ
เหล่าน้ัน โดยที่นํ้ายาเลี้ยงเซลล์ประกอบด้วย

DMEM 1X 88%
Antibiotic-antimycotic solution 1%
L-glutamine 1%
Fetal bovine serum 10%

สารที่ใข้ในการเตริยมนํ้ายาเพาะเลี้ยงเชลล์นี้ เป็นผลิตภัณฑ์ของบริษัท GIBCO BRL 
ประเทศสหรัฐอเมริกา

เก็บ1จานเพาะเลี้ยงเซลล์ที่มีเนื้อเยื่อ1ไว้ในตู้'อบเพาะเลี้ยงเซลล์ (C 02 incubator; SHEL 
LAB, USA) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระตับคาร์บอนไดออกไซด์ 5 % ความชื้นล้มพัทธ์ 
สูงสุด ทำการเปลี่ยนนั้ายาเลี้ยงเซลล์ทุกวัน ร่วมกับการศึกษาลักษณะและพฤติกรรมของเนื้อเยื่อ 
ด้วยกล้องจุลทรรศน์เฟสคอนทราลต์ชนิดหัวกลับ (inverted phase contrast microscope ; 
Olympus, Japan)

ประมาณวันที่ 3-7 ของการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ พบว่ามีเซลล์เริมคืบคลานออกจากชื้น 
เนื้อเยื่อ (ภาพที่ 4A) เซลล์เหล่านื้ประกอบด้วยเซลล์หลายชนิดปะปนกันอยู่ เมื่อเซลล์ออกมาอยู่ 
นอกช้ินเน้ือจนหนาแน่นแล้ว ทำซับคัลเจอร์ (subculture) ซึ่งเป็นการย้ายเซลล์ที่หนาแน่นเหล่านื้ 
ไปยังจานเพาะเลี้ยงใหม่ในจำนวนน้อยลง การย้ายเซลล์เช่นนี้ นอกจากเป็นการลดความหนาแน่น 
ของเซลล์ เพ่ือให้ได้รับอาหารเพียงพอแล้ว ยังเป็นการกำตัดเซลล์ซนิดอื่นท่ีมิใช่เซลล์ไฟโบรบลาลต์ 
ออกด้วย โดยอาศัยหลักการว่าไฟโบรบลาลต์สามารถยึดเกาะกับพื้นผิวของจานเพาะเลี้ยงได้ดีและ 
เร็วกว่าเซลล์ชนิดอื่น การทำซับคัลเจอร์ ทำได้โดยการย่อยโปรทีนที่ช่วยในการยึดเกาะของเซลล์ 
ด้วยเอนไซม์ trypsin - EDTA (GIBCO BRL, USA) ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 5-10 
นาที เซลล์จะลอยตัวฃึนจากพีนของจานเพาะเลียง หยุดปฏิกิริยาของเอนไซม์ด้วย trypsin
inhibitor (Sigma, USA) จากนั้นกรองเซลล์ที่ได้ด้วยกระดาษเช็ดเลนส์ (lens paper) แล้วเหว่ียง 
ให้เซลล์ตกตะกอนด้วยเครื่องเหวี่ยงแบบตังโต๊ะ (bench-top centrifuge; Hermle Z 320,
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ภาพที่ 4 ภาพถ่ายจากกล้องจุลทรรศน์เฟสคอนทราลต์ชนิดหัวกลับของการเพาะเลี้ยงเซลล์ไฟโบร- 
บลาลต์จากชิ้นเนื้อเยื่อที่ได้จากผู้ป่วย

A. แสดงตัวอย่างชิ้นเนื้อเยื่อที่มีเซลล์คืบคลานออกมา หลังจากทำการเพาะเลี้ยง 
ได้ 7 วัน (G หมายถึง ชิ้นเน้ือเย่ือ)

B. แสดงเซลล์ไฟโบรบลาลตัล้วนท่ีได้จากการทำ subculture คร้ังท่ี 4 สังเกตได้ 
จากเซลล์ที่ได้นื้เป็นเซลล์รูปกระสวยลักษณะเดียวกันทั้งหมด
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Germany) ท่ี 2000 g เป็นเวลา 5 นาที ดูดนํ้ายาเพ เะ.ลี้ยงเทาที่มีเอนไซม์ผ.ลมอยู่ทิ้งและเติมนั้ายา 
เพาะเลี้ยงเซลลใหม่ นับจำนวนเซลล์ที่ได้ จากนั้นใส่ลงในจานเพาะเลี้ยงใหม่ ด้วยความเข้มข้นของ 
เซลล์ประมาณ 10,000 เชลล์ ใน 1.0 มิลลิลิตรของนํ้ายาเลี้ยงเชลล์ เก็บเซลล์เหล่านี้ในตู้อบและ 
เปลี่ยนนั้ายาเลี้ยงเซลล์ทุกวัน การทำซับคัลเจอร์หลายครังพบว่า ลามารถทำให้ใด้เป็นเชลล์
ไฟโบรบลาลต์ล้วนในรอบท่ี 3 หรอ 4 ของการทำซับคัลเจอร์ (ภาพท่ี 4B) เซลล์ที่นำมาศึกษาเป็น 
เซลล์ที่ได้จากการทำซับคัลเจอร์ คร้ังที 5-8

5. การเพาะเลี้ยงเซลล็ไฟโบรบลาลต์บนผิวรากฟันที่ได้รับการอุด และกลุ่มควบคุม
นำชิ้นรากฟันที่ได้รับการเตรียมตามข้อ 3 แซ่ในนำยาไซเดกซ์ (Cidex; Johnson & 

Johnson, USA) บนเครืองเขย่า (orbital shaker; Stuart Scientific S03, UK) เป็นเวลา 2 ซัวโมง 
จากนั้นจึงนำชิ้นรากฟันแซ่ใน PBS บนเครองเขย่า โดยเปลี่ยน PBS ทุก 30 นาที จนครบ 4 ช่ัวโมง 
นำชินฟันไปแซ่ใน DMEM ทีมี antibiotic-antimycotic solution 10% เป็นเวลา 1 ซัวโมง เพือฆ่า 
จุลินทรีย์ที่อาจติดมากับรากฟัน ล้างด้วย DMEM ท่ีไม่มี antibiotic-antimycotic solution อีกคร้ัง 
ก่อนนำชิ้นรากฟัน ไปวางบน จานเพาะเลี้ยงเชลล์จานละ 4 ชิน โดยแยกตามกลุ่มทดลองในข้อ 3 
จากนั้นย้ายเซลล์ที่ได้จากการทำซับคัลเจอร์ คร้ังท่ี 5 ลงไปในจานเพาะเลียงที่มีชินรากฟันอยู่ ด้วย 
ความเข้มข้น 100,000 เซลล้ใน 1.0 มิลลิลิตร'ของนํ้ายาเลี้ยงเชลล์ (ภาพที่ 5) เก็บเซลลีไว้ในตู้'อบ 
เพาะเลี้ยงเซลล์ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ระคับคาร์บอนไดออกไซด์ 5% ความช้ินสัมพัทธ์สูง 
สุด เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง

6. การเตรียมชิ้นรากฟันสำหรับการศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด
เมื่อครบกำหนด 24 ชั่วโมงของการเล้ียงเซลล์บนชิ้นรากฟัน ทำการดูดนํ้ายาเพาะเลี้ยง

เชลล์ออก แล้วล้างชิ้นรากฟันในจานเพาะเลี้ยงเชลล์ด้วย PBS 3 คร้ัง จากนั้นจึงแซ่ช้ินรากฟันใน 
2.5% กลูตาร์อัลดีไฮด์ใน 0.1 M phosphate buffer (PB) pH 7.2 ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเชียลเป็น 
เวลา 2 ช่ัวโมง ล้างชิ้นรากฟันด้วย 0.1 M PB pH 7.2 ก่อนท่ีจะแซ่ต่อใน 2% ออสเมียมเตตรอกไซด์ 
ใน 0.1 M PB pH 7.2 เป็นเวลา 1 'ช่ัวโมง และล้างด้วย PB อีกครั้งก่อนทำการกำจัดนํ้าออก 
(dehydration) ด้วยการแซ่ตัวอย่างในเอธิลแอลกอฮอล์ (ethyl alcohol) ที่มีความเข้มข้น 35, 50, 
70, 95, 100 และ100% ตามลำคับ โดยใช้เวลาแซ่นาน 15 นาทีในแต่ละความเข้มข้นของ 
แอลกอฮอล์ นำชิ้นตัวอย่างไปทำให้แห้งทีจุดวิกฤติ (critical point drying) ก่อนท่ีจะนำชิ้นรากฟัน 
ไปยึดติดบนแท่นทองเหลือง (stub) และเคลือบผิวตัวอย่างด้วยอนุภาคทอง (gold particle) จาก 
นันศึกษาด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดล่องกราด (scanning electron microscope; JEOL
JSM-5410 LV, Japan)
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ภาพที่ 5 ภาพถ่ายแสดงจานเพาะเลี้ยงเซลล์ขนาด 35 มิลลิเมตร ที่มีชิ้นรากฟันจำแนกตามกลุ่มที่ 
ทดลอง (C หมายถึง กลุ่มควบคุม ; D หมายถึง กลุ่มท่ีอุดด้วย1วัสดุ'โดแรกต์เอพี I G หมาย
ถึงกลุ่มที่อุดด้วยวัสดุเยริลโทร์)
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7. การศึกษาลักษณะและนับจำนวนเซลล์ไฟโบรบลาลต์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ 
อิเล็กตรอนชนิดล่องกราด

ศึกษาผิวรากฟันในกลุ่มควบคุมและที่ผิวของวัสดุอุดไดแรกต์เอพีและเยริลโทร์ที่เตรียมไว้ 
ตามข้อท่ี 6 ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดล่องกราด แล้วถ่ายภาพเซลล์บนผิวรากฟันโดย 
กำหนดบรีเวณที่จะถ่ายภาพของพีนผิวที่จะทำการศึกษาออกเป็น 4 ส่วน ทำการถ่ายภาพแต่ละ 
ส่วน  ๆ ละ 1 ภาพ ที่กำลังขยาย 200 เท่า ฉะนั้นในแต่ละพื้นผิวที่ศึกษาจะถ่ายภาพทังหมด 4 ภาพ 
(ภาพท่ี 6A) นับจำนวนเซลล์ไฟโบรบลาสต์ โดยมีหลักเกณฑ์ในการนับจำนวนเซลล์ดังนี้คือ ให้ 
นับจำนวนเซลล์ทั้งหมดภายในขอบเขตของรูปภาพ ส่วนเซลล์ที่อยู่บริเวณขอบเขตของรูปภาพ ให้ 
นับเฉพาะขอบบน และขอบด้านซ้ายของภาพ (ภาพท่ี 6B) ค่าที่ได้ในแต่ละส่วนคือจำนวนเซลล์
ไฟโบรบลาสต์ต่อหน่ึงหน่วยพ้ืนท่ี ชิ้นรากฟัน 1 ช้ินจะได้ท้ังหมด 4 ค่า ดังนันในแต่ละจานเพาะ
เลี้ยง จะได้ค่าจากการนับทั้งหมด 16 ค่าต่อเซลล์ไฟโบรบลาลต์จากผู้ป่วย 1 คน

ทำการศึกษาชํ้าตั้งแต่ขั้นตอนที่ 4 ถึง 7 อีก 3 คร้ัง โดยในแต่คร้ังใช้เซลล์ไฟโบรบลาลต์ท่ีได้ 
จากการเพาะเลี้ยงของเนื้อเยื่อผู้ป่วยไม่ซํ้ารายกัน

บันทึกข้อมูลและรวบรวมจำนวนของเซลล์ไฟโบรบลาลต์ที่ยึดเกาะบนชิ้นรากฟันและบน 
พื้นผิววัสดุอุดแต่ละกลุ่ม โดยแบ่งเป็นเซลล์ที่ยึดเกาะดี ที่ยึดเกาะไม่ดี และที่ยึดเกาะทังหมด

8. สถิติที่ใข้ในการวิเคราะห์ข้อมูล
วิเคราะห์ผลจากความแตกต่างของผู้ป่วยและความแตกต่างของกลุ่มทดลอง ว่ามีผลต่อ 

จำนวนเซลล์ที่ยึดเกาะโดยใช้สถิติวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบแจกแจงลองทาง (Two Way
Analysis of Variance) และวิเคราะห์ความแตกต่างของจำนวนเซลล์ทั้งหมดในแต่ละกลุ่มทดลอง 
โดยใช้ลถิติวิเคราะห์ความแปรปรวนแบบแจกแจงทางเดียว (One Way Analysis of Variance) 
และหาความแตกต่างแต่ละกลุ่มย่อย โดยใช้เกณฑ์ที่พิจารณาเลือกใช้ตามความเหมาะสมทางสถิติ 
ดังน้ี

หากผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของแต่ละกลุ่มทดลองไม่มีความแตกต่างกันอย่างมี 
นัยสำคัญทางสถิติ ที่ระดับความเชื่อมัน 95 % จะเลือกใช้ Scheffe test เนื่องจากเป็นการทดสอบ 
ที่ให้ความแม่นยำสูง แต่หากผลการวิเคราะห์ความแปรปรวนของแต่ละกลุ่มทดลองมีความแตก
ต่างกันอย่างมีนัยสำคัญทางลถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95 % จะเลือกใช้ Tamhane test เน่ืองจาก 
เป็นวิธีทดสอบที่ใช้ใด้ดีในกรณีที่ความแปรปรวนของกลุ่มตัวอย่างมีความแตกต่างกัน56 เพื่อเปรียบ 
เทียบความแตกต่างของจำนวนเซลล์ในแต่ละกลุ่มทดลองดังกล่าว



ภาพที่ 6 ภาพวาดแสดง
A: การกำหนดบริเวณที่ถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่อง 

กราดบนพื้นผิวที่ต้องการศึกษา 4 บริเวณบนแต่ละชิ้นรากฟัน 
B: หลักเกณฑ์การนับจำนวนเซลล์โดยจะนับจำนวนเซลล์ทั้งหมดภายใน 

ขอบเขตของภาพ เซลล์ที่อยู่บริเวณขอบของภาพ ให้นับเฉพาะขอบบน 
และขอบด้านซ้ายของภาพ จากตัวอย่างนี้ลามารถนับได้ทั้งหมด 15 เซลล์
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