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Objectives of the present study are to investigate the effects of 50 Hz ac current 
on proliferation of bone cells, MG-63, in DMEM culture medium by constructing the 
apparatus for the study on the effects of ac-current on behavior of the bone cells, and to 
investigate the effects which occur after ac current stimulation on proliferation of the 
MG-63 cells. The parameters such as current amplitude, concentration of serum and    
L-glutamine in DMEM were varied in the experiments.  The current stimulation period is 
fixed at 24 h.  The cell concentration of the stimulated and the non-stimulated (control) 
groups were compared using Haemocytometer and random count methods.  After that, 
the SPSS was used to analyzed the results. 

The results from the ac current stimulation on the MG-63 cells imply that ac 
current stimulation caused significantly negative effects on the cell proliferation, at 0.05-
level of significance (α=0.05). The influence of the serum and L-glutamine 
concentration in DMEM on the MG-63 cells proliferation were observed. Nevertheless, 
the influence of the serum concentration on the MG-63 proliferation under ac-current 
stimulation could not be observed.    On the other hand, it was observed that there was 
influence of the L-glutamine concentration on the MG-63 proliferation under ac-current 
stimulation.  Moreover, after the stimulation, the proliferation of the MG-63 cells in regular 
medium is significantly higher than the control group. 
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
 
 การศึกษาและคนควาเพื่อทําความเขาใจเกี่ยวกับระบบการทํางานของรางกายมนุษย  มี
มานานควบคูกับประวัติศาสตรของมนุษยชาติ  เพราะความรูความเขาใจถึงกระบวนการทํางาน
และกลไกตาง ๆ ของรางกายที่ถูกตอง  จะทําใหการรักษา  บําบัด และปองกันโรคตาง ๆ มีประ
สิทธิภาพ   
 แมการศึกษาคนควาจะมีมาเปนเวลานาน  และมีการสะสมความรูตาง ๆ ไวมากมาย  แต
ปรากฏการณ และกลไกหลายอยางที่เกิดขึ้นภายในรางกายยังไมสามารถอธิบายไดอยางถูกตอง  
ชัดเจน  และบางครั้งเปนเพียงขอสมมติฐาน   ดังนั้นการศึกษาในดานนี้ยังคงมีเร่ืองที่รอการศึกษา
คนควาอีกมาก 
 

1.1 กระดูก : แกนหลักของรางกาย 
กระดูกเปนอวัยวะที่สําคัญที่สุดอวัยวะหนึ่งในรางกาย  โดยเปนโครงสรางแกนหลัก  คอย

ค้ําจุนรางกาย  และรับแรงเชิงกลตาง ๆ  กระดูกเปนอวัยวะหนึ่งที่ถูกศึกษามานาน  ทําใหเราเขาใจ
การทํางานของกระดูกมากขึ้นตามลําดับ 

ปรากฏการณที่เกิดขึ้นขณะที่กระดูกไดรับแรงเชิงกล  เปนปรากฏการณที่นาสนใจ  โดย
สามารถสรุปปรากฏการณที่เกิดขึ้นไดดังรูปที่ 1.1 

 

กระดูก

ความเคน

ศักยไฟฟา

พิโซอิเล็กตริก

แรงเชิงกล

การเปล่ียนแปลงรูปรางของกระดูก กระแสไฟฟา

กระดูก

ความเคน

ศักยไฟฟา

พิโซอิเล็กตริก

แรงเชิงกล

การเปล่ียนแปลงรูปรางของกระดูก กระแสไฟฟา  
 

รูปที่ 1.1  แผนภาพแสดงปรากฏการณที่เกิดขึ้นเมื่อกระดูกไดรับแรงเชิงกล 
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จากแผนภาพ  กระดูกเมื่อไดรับแรงเชิงกลจะเกิดความเคนขึ้นภายในเนื้อกระดูก  ความ
เคนที่เกิดขึ้น  จะทําใหเกิดกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูกขึ้น  ในขณะเดียวกัน จาก
คุณสมบัติพิโซอิเล็กตริก (Piezoelectric property) ความเคนที่เกิดขึ้นในเนื้อกระดูกจะทําใหเกิด
ศักยไฟฟา (Electrical Potential) ขึ้นภายในเนื้อกระดูก[1]  และเมื่อเกิดศักยไฟฟาขึ้น  จะทําให
เกิดกระแสไฟฟาไหลในบริเวณนั้น  ซึ่งกระแสไฟฟานี้จะเกิดขึ้นควบคูกับกระบวนการเปลี่ยนแผลง
รูปรางของกระดูก  จึงมีความเปนไปไดสูงที่กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นจะมีอิทธิพลหรือความสัมพันธกับ
กระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูก   

 

การสรางและการสลายกระดูก

Osteoblast และ Osteoclast cells

กระแสไฟฟาการเปล่ียนแปลงรูปรางของกระดูก

กระแสไฟฟา

การเปล่ียนแปลงรูปรางของกระดูก

การสรางและการสลายกระดูก

Osteoblast และ Osteoclast cells

กระแสไฟฟาการเปล่ียนแปลงรูปรางของกระดูก กระแสไฟฟาการเปล่ียนแปลงรูปรางของกระดูก

กระแสไฟฟา

การเปล่ียนแปลงรูปรางของกระดูก  
 

รูปที่ 1.2 กลไกการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูก 
 
รายละเอียดของกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูก  สามารถสรุปไดดังรูปที่ 1.2  

โดยกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูกเกิดขึ้นจากการทํางานของเซลลชนิดสรางกระดูก 
(Osteoblast cell) และเซลลชนิดสลายกระดูก (Osteoclast cell)  โดยการสรางและสลายกระดูก
ที่เกิดขึ้นจากการทํางานของเซลลทั้ง 2 ชนิดนี้  จะทําใหเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูกขึ้น
ในที่สุด  กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นควบคูกับกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูกอาจเกี่ยวของ
กับการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูกได 2 ลักษณะ คือ 

1. เกี่ยวของหรือมีผลกระทบโดยตรงกับเซลลชนิดสรางกระดูก และเซลลชนิดสลาย
กระดูก 

2. เกี่ยวของกับปฏิกิริยาเคมีที่เกิดขึ้นในกระบวนการสรางและสลายกระดูก 
ซึ่งกระแสที่เกิดขึ้น  อาจเกี่ยวของกับกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปรางของกระดูกลักษณะ

ใดลักษณะหนึ่ง  หรืออาจเกี่ยวของกับทั้ง 2 ลักษณะ 
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อยางไรก็ตาม รายละเอียดหรือกลไกตาง ๆ ที่เกิดขึ้น  เมื่อกระดูกไดรับแรงเชิงกล ยังไมมี
คําอธิบายกลไกและปรากฏการณตาง ๆ ที่เกิดขึ้นไดอยางชัดเจน  ดังนั้น ความสัมพันธระหวาง
ปรากฏการณพิโซอิเล็กตริก  รวมถึงปริมาณทางไฟฟาตาง ๆ กับกระบวนการเปลี่ยนแปลงรูปราง
ของกระดูก  จึงเปนปรากฏการณและความสัมพันธที่นาสนใจ และทําใหเกิดคําถามที่นาสนใจคือ 

- ศักยไฟฟาที่เกิดขึ้น  มีความสัมพันธกับปรากฏการณสรางและสลายตัวของกระดูก
หรือไม 

- ถามี  จะสามารถใชปริมาณทางไฟฟาตาง ๆ กระตุนใหเกิดกระบวนการสรางและ
สลายตัวของกระดูก  เพื่อใหเกิดการเปลี่ยนแปลงรูปรางตามที่เราตองการไดหรือไม 

จากคําถามดังกลาว  จึงนํามาสูงานวิจัยนี้  โดยเลือกกระแสไฟฟาเปนปริมาณไฟฟาที่ใช
กระตุนเซลลกระดูก และเลือกศึกษาผลกระทบตอกระบวนการสรางกระดูก  ซึ่งจะเนนศึกษาถึงผล
กระทบของของกระแสไฟฟาตอกระบวนการแบงเซลลของเซลลชนิดสรางกระดูก 

 
1.2 กระแสไฟฟาสลับความถี่ 50 เฮิรตซ  

จากปรากฏการณที่เกิดขึ้น  เมื่อกระดูกไดรับแรงเชิงกลดังกลาวขางตน  ประกอบกับธรรม
ชาติของเซลล รวมถึงเซลลกระดูกที่ตองเกี่ยวของกับสารละลายอิเล็กโตรไลทตลอดเวลา  และของ
เหลวภายในเซลลก็เปนสารละลายอิเล็กโตรไลทเชนกัน  ในสภาวะปกติ  อนุภาคที่มีประจุ (ion) 
เหลานี้จะมีการเคลื่อนที่อยูตลอดเวลาตามสภาวะการทํางานของเซลล  นั่นคือ จะมีกระแสไฟฟา
ไหลผานและไหลไปมารอบ ๆ เซลลตลอดเวลา 

ดังนั้น กระแสไฟฟาที่เกิดขึ้นเนื่องจากการเกิดศักยไฟฟาที่กระดูกเมื่อกระดูกไดรับแรง
เชิงกล  จึงมีความเปนไปไดมากที่จะเกี่ยวของหรือสงผลกระทบตอเซลลกระดูก  รวมทั้งผลกระทบ
ตอการแบงเซลล  ทําใหการกระตุนเซลลกระดูกดวยกระแสไฟฟาโดยตรง  จะสามารถสงผลกระทบ
ตอการแบงเซลลกระดูกได 

การกระตุนดวยกระแสไฟฟา  โหลดของวงจรคือ เซลลกระดูกและสารอาหารเลี้ยงเซลล  
โดยสารอาหารเลี้ยงเซลลมีองคประกอบเปนเกลือไอออนิก   เพื่อใหสารอาหารเลี้ยงเซลลไมเกิดการ
เปลี่ยนแปลงคุณสมบัติเมื่อถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟา  จึงจําเปนตองใหกระแสไหลผานสาร
อาหารเลี้ยงเซลลโดยไมใหเกิดปฏิกิริยาแยกสลายดวยไฟฟา (Electrolysis)  

จากการทดสอบคุณสมบัติทางไฟฟาของอาหารเลี้ยงเซลลพบวา  ในภาวะที่ไมเกิดปรากฏ
การณแยกสลายดวยไฟฟา  อาหารเลี้ยงเซลลหรือโหลดของวงจรกระตุน  จะมีลักษณะสมบัติเชน
เดียวกับตัวเก็บประจุ  คือ เมื่อจายไฟฟากระแสตรงผานโหลด  จะเกิดการแยกอนุภาคประจุบวก
และอนุภาคประจุลบออกจากกัน  ประจุบวกและลบที่แยกออกจากกันนี้จะทําใหเกิดแรงตานการ
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เคลื่อนที่ของกระแส  ทําใหเมื่อทิ้งไวจนระบบอยูนิ่ง  จะไมพบกระแสไฟฟาไหลผานโหลด  ดังนั้น  
เราจึงไมสามารถจายพลังงานกระตุนเซลลไดคงที่ตลอดระยะเวลากระตุน 

จากขอจํากัดของคุณสมบัติโหลด (อาหารเลี้ยงเซลล) ดังกลาวที่ไมสามารถกระตุนระบบ
ดวยไฟฟากระแสตรงได  ทําใหเลือกใชกระแสไฟฟาสลับเปนตัวกระตุน  เพื่อใหสามารถจายพลัง
งานกระตุนเซลลตามเงื่อนไขตาง ๆ ไดคงที่ตลอดระยะเวลากระตุน 
 

1.3 วิธีการศึกษาวิจัย 
ในการศึกษาผลกระทบของกระแสไฟฟาตอเซลลกระดูกสามารถทําไดหลายวิธี  สําหรับ

งานวิจัยนี้เลือกใชวิธีการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ (tissue culture) ซึ่งในปจจุบันเปนที่นิยมกันแพรหลาย  
เนื่องจากเมื่อเปรียบเทียบกับการศึกษาโดยใชสัตวในการทดลองแลว  การศึกษาดวยวิธีนี้มีขอดี
หลายประการ คือ 

- สามารถควบคุมเงื่อนไขหรือตัวแปรที่สนใจศึกษาไดงายและแมนยํา 
- สามารถควบคุมปจจัยอื่น ๆ หรือส่ิงแวดลอมใหคงที่ไดดี  ทําใหความแปรปรวนของผล

การทดลองลดลง 
- ระยะเวลาในการทดลองสั้น  และสามารถทดลองซ้ําไดงาย 
- ลดความยุงยากในการเลี้ยงสัตวทดลอง  
การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อสามารแบงออกได 2 กลุม คือ  
- การเพาะเลี้ยงเซลลปกติ (Primary cell culture) 
- การเพาะเลี้ยงเซลลไลน (Cell-line culture) 
ในงานวิจัยนี้ใชการเพาะเลี้ยงเซลลไลน  เนื่องจากมีขอดี คือ คุณสมบัติตางๆ ของเซลลจะ

คงที่  ไมวาจะถูกเลี้ยงไวเปนระยะเวลาเทาใด  และการเตรียมเซลล  รวมถึงการดูแลรักษาสามารถ
ทําไดงาย  โดยเซลลไลนที่ใชในงานวิจัย คือ เซลล MG-63 ซึ่งเปนเซลลไลนประเภทเซลลมะเร็ง
กระดูก (Osteosarcoma)  ในกลุมเซลลสรางกระดูก (Osteoblast-like cell) ลักษณะเดนของเซลล
นี้ คือ คุณสมบัติตาง ๆ ของเซลลคงที่ไมข้ึนกับอายุของเซลล  ทําใหเซลลไมถูกจํากัดดวยอายุของ
เซลล  สามารถเลี้ยงตอเนื่องไปไดไมจํากัด  การเจริญเติบโตหรืออัตราการแบงเซลล (Proliferation 
rate) สูง  ทําใหระยะเวลาในการทดลองสั้น  ชวยในลดความเสี่ยงตอการติดเชื้อระหวางการ
กระตุน  นอกจากนี้ กิจกรรมหลักของเซลลชนิดนี้ คือ กิจกรรมการแบงเซลล  ดังนั้น จึงเหมาะสมใน
การใชศึกษาผลกระทบของกระแสไฟฟาตอการแบงเซลล  



บทที่ 2 
วัสดุอุปกรณและการวิเคราะหผลการทดลอง 

  
 
 ในงานวิจัยนี้  ตองใชวัสดุอุปกรณ  เครื่องมือและสารเคมีตาง ๆ หลายชนิด  โดยเครื่องมือ
และสารเคมีสวนใหญเปนเครื่องมือและสารเคมีที่ใชกันโดยทั่วไปในงานวิจัยเกี่ยวกับการเพาะเลี้ยง
เนื้อเยื่อ  ซึ่งรายละเอียดและวิธีการใชงานเครื่องมือและสารเคมีตาง ๆ เหลานี้สามารถหาไดจาก
หนังสือและเอกสารที่เกี่ยวของกับการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อ[10-11]  อยางไรก็ตาม  ในงานวิจัยน้ีจะทํา
การศึกษาผลของกระแสไฟฟาสลับตอการพฤติกรรมการแบงเซลล MG-63 ซึ่งไมใชสภาวะปกติ  
จึงจําเปนตองใชอุปกรณพิเศษที่ประดิษฐข้ึนโดยเฉพาะ  และมีอุปกรณบางชิ้นที่ใชงานตาง ๆ จาก
งานใชงานโดยทั่วไป  ดังนั้น เนื้อหาของบทนี้จึงขอกลาวถึงเพียงอุปกรณพิเศษเหลานี้  รวมถึงสาร
เคมีหลักที่ใชในงานวิจัยนี้เทานั้น  
 

2.1. สารอาหารเลี้ยงเซลล 
สารอาหารเลี้ ยงเซลล  MG-63 ในงานวิจัยนี้ ใช สูตร  Dulbecco’s Modified Eagle’s 

Medium (DMEM) อาหารเลี้ยงเซลลสูตรนี้เปนอาหารเลี้ยงเซลลสูตรหนึ่งที่มีการใชอยางแพรหลาย 
เพราะสามารถใชเลี้ยงเซลลไดหลายชนิด  เซลล MG-63 เปนเซลลชนิดหนึ่งที่สามารถเลี้ยงใน
อาหารสูตรนี้ไดด1ี2   

อาหารเลี้ยงเซลลสูตรนี้ยังแบงออกเปนหลายชนิดซึ่งเหมาะสมกับสภาพการใชงานแตก
ตางกันไป  โดยในงานวิจัยนี้เลือกใชอาหารเลี้ยงเซลลสูตร DMEM ของบริษัท ซิกมา (SIGMA) 
ชนิดผงที่สามารถอบฆาเชื้อดวยความรอนได  เมื่อเตรียมเปนของเหลวจะมีปริมาณน้ําตาลกลูโคส 
1000 mg/L ไมมีโปรตีนกลูตามีน (L-glutamine) และโซเดียมไบคารบอเนต  ดังนั้น กอนนําไปใช
จึงตองเติมกลูตามีน  โซเดียมไบคารบอเนต  และ  ซีรัม (serum) ตามปริมาณที่ตองการ  ราย
ละเอียดและขั้นตอนการเตรียมสารอาหารเลี้ยงเซลลอยูในภาคผนวก ก. 
 

2.2. อุปกรณจายกระแสไฟฟาสลับ 
อุปกรณชิ้นนี้เปนอุปกรณที่ทําขึ้นเพื่อใชจายกระแสไฟฟาสลับความถี่ 50 เฮิรตซ ในการ

กระตุนเซลล MG-63  รูปที่ 2.1 แสดงวงจรจายกระแสไฟฟาสลับที่ประดิษฐข้ึน  จากการทดสอบ
อุปกรณ พบวา สามารถจายกระแสไฟฟาสลับไดในชวง 0.1 ถึง 5000 µA  และสามารถจายกระแส
ไฟฟาสลับไดพรอมกัน 18 ชอง  และจากการทดสอบโหลดดวยตัวตานทาน 1 kΩ ตออนุกรมกับตัว
เก็บประจุ 0.1 µ F  พบวา สามารถจายกระแสไฟฟาสลับรูปคลื่นไซนไดโดยไมมีการเพี้ยนของรูป



 6

คลื่น  ถาคาสูงสุดและต่ําสุดของแรงดันไฟฟาที่ตกคลอมโหลดมีคาอยูในชวง ± 3 V(6VP-P)  หากคา
สูงสุดหรือต่ําสุดมากกวา ± 3 V ยอดคลื่นจะถูกขริบทําใหรูปคลื่นไซนเพี้ยน  ซึ่งองคประกอบหลัก
ของอุปกรณประกอบดวยวงจรหลัก 2 วงจร  คือ 

- วงจรกรองผานต่ํา 
- วงจรแปลงผันแรงดันไฟฟาเปนกระแสไฟฟา 

 

 
รูปที่ 2.1 วงจรจายกระแสไฟฟาสลับ 

 
 

2.2.1 วงจรกรองผานตํ่า  
 เมื่อแปลงแรงดันไฟฟาจาก 220 V ลงมาสูระดับแรงดันไฟฟา 6 V  กอนที่จะใชเปน
สัญญาณเขาของวงจรแปลงผันแรงดันไฟฟาเปนกระแสไฟฟา   ตองตัดสัญญาณรบกวนออกโดย
ใชวงจรกรองผานต่ํา  เพราะสัญญาณรบกวนที่พบเปนสัญญาณรบกวนที่ความถี่สูงกวาความถี่ 50 
เฮิรตซ 
 วงจรกรองผานต่ําที่ใชเปนวงจรกรองผานต่ําอันดับหนึ่ง 2 วงจร  ตอกัน  โดยระหวางวงจร
ทั้งสองตอตัวตานทานปรับคาได (R2) ใชเปนตัวปรับแรงดันไฟฟาที่สงเขาวงจรแปลงผันแรงดันไฟ
ฟาเปนกระแสไฟฟา  ซึ่งจะชวยในสามารถปรับคากระแสไฟฟาขาออกไดละเอียดมากขึ้น  การปรับ
คาตัวตานทาน R2 เพื่อปรับระดับแรงดันไฟฟาขาเขานี้   จะสงผลกระทบตอตําแหนงขั้ว (pole) ขอ
งวงจรผานต่ํา  ซึ่งรายละเอียดอยูในภาคผนวก ค.  
 อยางไรก็ตาม  พบวา เกิดผลกระทบตอการทํางานของวงจรไมมาก  โดยทําใหตําแหนง
ของขั้ววงจรเลื่อนไปเล็กนอยเมื่อปรับตัวตานทาน R2  ดังนั้น ประสิทธิภาพการตัดสัญญาณรบกวน
ที่ความถี่สูงของวงจรกรองผานต่ําจึงไมไดรับผลกระทบจากการปรับตัวตานทาน R2 
 

วงจรแปลงผันแรงดันไฟฟาเปนกระแสไฟฟา 

วงจรกรองผานต่ํา 
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2.2.2 วงจรแปลงผันแรงดันไฟฟาเปนกระแสไฟฟา 
วงจรแปลงผันแรงดันไฟฟาเปนกระแสไฟฟา ประกอบดวยอุปกรณตาง ๆ ดังรูปที่ 2.2  โดย

สามารถหาความสัมพันธระหวาง แรงดันไฟฟาขาเขา (Vin) กับกระแสไฟฟาขาออก (Io) ไดดังนี้ 
ba VV =    … (1) 

bd VV 2=       … (2) 
abdo VVVV 22 ===   … (3) 

0
1010

=
−

+
−

k
VV

k
VV caina  

cina VVV =−2   … (4)  
inainaocR VVVVVVV −=−−=−= 22  

88 R
V

R
V

I inR
o −==   … (5) 

 

 
รูปที่ 2.2 วงจรแปลงผันแรงดันไฟฟาเปนกระแสไฟฟา 

 
ดังนั้น จากสมการ พบวา การปรับคา Vin และ R8 จะทําใหสามารถปรับคากระแสไฟฟาขา

ออกที่จายใหโหลดไดตามตองการ 
อยางไรก็ตาม เนื่องจากการทํางานของวงจรแปลงผันแรงดันไฟฟาเปนกระแสไฟฟาที่จะ

ทําใหรูปคลื่นขาออกของวงจรไมเพี้ยนไดนั้น  ออปแอมปในวงจรจะตองทํางานอยูในชวงกระ
ทํางานเชิงเสน ดังนั้น คาแรงดันไฟฟาขาออกหรือแรงดันไฟฟาที่ตกคลอมโหลดสูงสุดโดยรูปคลื่น
ไมเพื้ยนจึงหาไดจากความสัมพันธ 

rangeoperationlinearVV ino =+  … (6) 

Io 
Vin Va 

Vb 

Vc 

Vd 

+      VR     -    



 8

โดยในกรณีอุดมคติชวงการทํางานเชิงเสนของออปแอมป คือชวงแรงดันไฟเลี้ยงออป
แอมป  ดังนั้น เมื่อใชไฟเลี้ยงออปแอมป ± 5 V(VCC) จะได 

V5±=+ ino VV   … (7) 
แตเนื่องจากความไมอุดมคติของออปแอมป  จึงทําใหชวงการทํางานเชิงเสนของออป

แอมปอยูในชวง ± (Vcc – 2VD)  โดยที่ Vcc : แรงดันไฟเลี้ยง  VD : แรงดันไฟฟาคลอมหัวตอ p-n เมื่อ
ไบแอสไปขางหนา (ประมาณ 0.7 V)   

ดังนั้น จะได ;  ( ) V6.34.15 ±=−±=+ ino VV  … (8) 
เนื่องจาก Vin อยูในชวง ± 0.1 ถึง ± 0.5 V  ดังนั้น 

V1.3±=oV   … (9) 
จากสมการ  คาสูงสุดและคาต่ําสุดของแรงดันไฟฟาตกคลอมโหลดจะตองอยูในชวงแรง

ดัน +3 V 
 

2.3. อุปกรณการกระตุนเซลล 
การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ  จําเปนตองใชหลุมเลี้ยงเซลลที่สามารถ

ใสอิเล็กโทรดเปนขั้วจายกระแสไฟฟาสลับได  ซึ่งหลุมเลี้ยงเซลลมาตรฐานที่ใชในงานเลี้ยงเชื้อโดย
ทั่วไปไมสามารถใสอิเล็กโทรดดังกลาวได   ดังนั้น จึงประดิษฐอุปกรณหรือหลุมที่ใชสําหรับการ
กระตุนเซลลโดยมีลักษณะดังรูปที่ 2.3 

 
ฝาปด ( แผน  Acrylic 

ลวด Stainless ITO 

Silicone rubber 

ฝาปด ( แผน  Acrylic ) ทอแกว  
รูปที่ 2.3  อุปกรณเล้ียงเซลลสําหรับกระตุนดวยกระแสไฟสลับ 

 
 จากรูป  หลุมเลี้ยงเซลลที่ประดิษฐข้ึนมีองคประกอบหลักดังนี้ 

- ทอแกว  ขนาดเสนผานศูนยกลางวงรอบนอก 25 มม.  เสนผานศูนยกลางวงรอบใน 
23 มม. ความสูง 17 มม. 

- กระจกเคลือบช้ันนําไฟฟา  ใชเปนพื้นของหลุมเลี้ยงเซลล  โดยใชกระจกที่เคลือบดวย
ชั้น ITO(Indium Tin Oxide) หรือ SnO2 เปนชั้นนําไฟฟา  ทําหนาที่เปนอิเล็กโทรด
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ดานลาง  บริเวณมุมทั้ง 4 ดานของกระจกตอสายไฟดวยการบัดกรีดวยอัลตราโซนิก  
แลวหุมจุดที่บัดกรีดวยซิลิโคน 

- ฝาปดดานบน  ทําจากแผนอะคริลิกใส (Acrylic) ความหนา 5 มม. โดยเจาะรูใสที่ตอ
สายไฟชนิด banana jack 3 mm. สําหรับใสอิเล็กโทรดดานบน 

- ลวดสเตนเลส  เสนผานศูนยกลาง 2 มม. ความยาว 20 มม. ใชเปนอิเล็กโทรดดานบน   
- แผนฐานรอง  ทําจากแผนอะคริลิกใส (Acrylic) ความหนา 5 มม 
- วัสดุพิมพปากชนิดฉีด  เปนซิลิโคนเหลวชนิดหนึ่ง  ในงานทันตกรรมเนื่องจากไมมีสาร

ที่เปนอันตรายตอเนื้อเยื่อมนุษย  ใชฉีดประกอบหลุมเลี้ยงเซลล  โดยยึดใหหลุมติด
แนนกับแผนอิเล็กโทรดดานลางและกันไมใหของเหลวภายในหลุมร่ัวออกมาภายนอก  
ซึ่งซิลิโคนชนิดนี้จะไมเปนอันตรายตอเซลล MG-63 

ขั้นตอนการลาง  ประกอบ  และทําใหปราศจากเชื้อ (sterilization) ดูจากภาคผนวก ข 
 

2.4. การนับจํานวนเซลล 
งานวิจัยนี้เนนศึกษาถึงผลกระทบของกระแสไฟฟาสลับตอพฤติกรรมการแบงเซลลกระดูก

ชนิด MG-63  ดังนั้น จึงใชการนับเซลลเปนวิธีเก็บผลการทดลอง  การนับจํานวนเซลลมีหลายวิธี  
แตในงานวิจัยนี้เลือกใชวิธีนับเซลล 2 วิธี คือ 

2.4.1 การนับเซลลดวย Haemocytometer 
วิธีการนับเซลลแบบนี้เปนวิธีการนับเซลลหลักในงานวิจัยนี้  เนื่องจากผลการนับเซลลดวย

วิธีการนับเซลลดวยวิธีนี้มีความคลาดเคลื่อนเชิงปริมาณนอยเมื่อเทียบกับการนับเซลลดวยวิธีสุม
นับ  ทําใหเห็นแนวโนมจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับที่ชัดเจนและถูกตอง 

Haemocytometer เปนอุปกรณที่ใชในการนับจํานวนเซลล  มีลักษณะเปนแผน  ตรงกลาง
แผนจะเปนแองที่มีแทนที่ใชในการนับเซลล 2 อันอยูตรงกลาง (แทนนี้จะสูงนอยกวาขอบของแอง 
0.1 mm)  ดังรูป  ซึ่งบนแทนทั้ง 2 อันนี้ จะมีเสนที่ถูกตีไวเปนตารางสี่เหลี่ยมจัตุรัสใหญ 9 ชอง  โดย
ชองใหญตรงมุมทั้ง 4 ชองจะถูกแบงออกเปน 16 ชองยอย  สวนชองใหญตรงกลางจะถูกแบงออก
เปน 25 ชองยอย  และชองที่เหลือ 4 ชองใหญจะถูกแบงออกเปน 20 ชองยอย ดังรูปที่ 2.5 
บริเวณสี่เหลี่ยมจัตุรัสใหญแตละชองจะมีพื้นที่ 1 × 1 mm2  ดังนั้น ปริมาตรเหนือชองสี่เหลี่ยม
จัตุรัสใหญแตละชอง(เมื่อปดสไลดไวดานบน)จะเทากับ 1 × 1 × 0.1 mm3 ฉะนั้น ปริมาตรนี้จึง
เปน 1 ใน 104 เทาของปริมาตร 1 cm3 ขั้นตอนการนับเซลลดวย Haemocytometer มีดังนี้ 
1. วางแผนสไลดดานบนบริเวณที่มีการตีตารางของแผน Haemocytometer ดังรูป  พรอมกับกด

แผนสไลดเบา ๆ จนกระทั่งเห็น Newton’s Rings  ซึ่งจะทําใหปริมาตรเหนือบริเวณที่ตีตารางมี
ความถูกตอง โดยแผนสไลดจะอยูหางจากบริเวณดังกลาว 0.1 mm 
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2. หยดสารละลายที่มีเซลลลอยอยูลงบน Haemocytometer บริเวณรองทั้ง 2 ขางของแทนที่จะ
ใชนับเซลล  เพื่อใหสารละลายไหลเขาไปบนแทนตรงกลางดวยปรากฏการณ capillary 

3. จากนั้นดูดวยกลองจุลทรรศนกําลังขยายต่ํา   
4. นับเซลลในชองสี่เหลี่ยมจัตุรัสใหญตรงมุมทั้ง 4 ชอง  พรอมทั้งหาคาเฉลี่ย  แลวคูณคาท่ีไดดวย 

104 จะไดเปนจํานวนเซลลตอลูกบาศกเซนติเมตร 

 
รูป 2.4 สวนประกอบของ Haemocytometer  

 
โดยปกติ  การนับเซลลดวย Haemocytometer  จะทําการนับเซลลที่อยูในแตละชองใน 9 

ชอง ดังรูป  ซึ่งจะทําการนับทั้งหมดประมาณ 3 – 5 ชอง จากนั้นนําคาที่ไดมาหาคาเฉล่ียและคูณ
คาที่ไดดวย 104 จะไดปริมาณเซลลใน 1 cm3  

เนื่องจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ  จะทําใหเหลือเซลลหลังกระตุนนอยมาก  ใน
งานวิจัยนี้จึงนับเซลลดวย Haemocytometer ตางจากที่ใชงานตามปกติ  โดยในการนับเซลลแต
ละครั้งจะทําการนับเซลลทั้งหมดที่อยูภายในทั้ง 9 ชอง  และทําการนับอยางนอย 4 คร้ัง   จากนั้น
นําคาที่ไดไปหาคาเฉลี่ยและทําการประมาณจํานวนเซลลดวยการหารคาเฉลี่ยที่ไดดวย 9  และคูณ
ดวย 104 จะไดจํานวนเซลลใน 1 cm3  
 
 

1 mm 

1 mm 

Haemocytometer Coverslide 

0.1 mm 

Coverslide
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2.4.2 การนับเซลลดวยวิธีสุมนับ (Random count)   
วิธีการนับเซลลนี้รวมกับการนับเซลลดวย Haemocytometer เพื่อยืนยันวาเซลลที่ถูก

กระตุนตายทั้ งหมดหรือไม   โดยเมื่อดูดวยกลองจุลทรรศนชนิดอินเวิรท  (inverted mode 
microscope) เซลลที่มีชีวิตจะมีลักษณะเรืองแสง  ในขณะที่เซลลที่ตายจะทึบแสง[11]   เนื่องจาก
บางครั้งเมื่อกระตุนเซลลดวยกระแสไฟฟาสลับ  เซลลจะตายทั้งหมดโดยเกาะอยูที่กนหลุม  ซึ่งไม
สามารถดึงเอาเซลลเหลานี้ออกมาได  จึงใชการนับเซลลดวยวิธีสุมนับเพื่อยืนยันผลการกระตุน 

อยางไรก็ตาม  การนับเซลลดวยวิธีนี้จะมีความแปรปรวนและความคลาดเคลื่อนของขอ
มูลสูง  เนื่องจากการกระจายตัวของเซลลโดยมากจะไมสม่ําเสมอ   

 

 
รูปที่  2.5  จุดที่สุมนับทั้ง 5 จุด 

 
การนับเซลลดวยวิธีนี้  จะทําการสุมนับ 5 จุดตอหลุม  โดย จุดแรกอยูที่จุดศูนยกลางของ

หลุม  และที่เหลือ 4 จุดอยูในแนวเสนตรง 2 เสนดังรูปที่ 2.4    จากนั้นทําการนับเซลลในแตละจุด  
แลวนํามาหาคาเฉลี่ย 
 

2.5 การวิเคราะหผลการทดลอง 
งานวิจัยนี้เนนศึกษาผลกระทบของกระแสไฟฟาสลับตอพฤติกรรมการแบงเซลล MG-63  

โดยเก็บผลการทดลองดวยวิธีนับจํานวนเซลล  ขอมูลที่ไดจะมีความแปรปรวนสูงซึ่งเปนธรรมชาติ
ของขอมูลจากการทดลองทางชีววิทยา  โดยจุดประสงคของการวิเคราะหขอมูล คือ การเปรียบ
เทียบคาเฉลี่ย(ตัวแทน)ของกลุมควบคุมกับคาเฉลี่ย(ตัวแทน)ของกลุมที่ถูกกระตุนดวยสิ่งเรา(ใน
งานวิจัยนี้สิ่งเราคือกระแสไฟฟาสลับ) วาแตกตางกันหรือไม  ดังนั้น จึงจําเปนตองใชเครื่องมือทาง
สถิติมาชวยในการวิเคราะหขอมูลดังกลาว  เพื่อใหผลการวิเคราะหมีความถูกตอง 

2.5.1 เครื่องมือทางสถิติที่ใชในการวิเคราะหผลการทดลอง 
เนื่องจากตองการเปรียบเทียบคาเฉลี่ย 2 คาระหวางคาเฉลี่ยของกลุมควบคุมกับคาเฉลี่ย

ของกลุมที่ถูกกระตุนวาแตกตางกันหรือไม อยางไร  ประกอบกับขอมูลที่ไดจากการทดลองในงาน
วิจัยนี้  มีการกระจายตัวแบบปกติและจํานวนขอมูลนอย  จึงเลือกใชการทดสอบนัยสําคัญของ
ความแตกตางระหวางคาเฉลี่ยของสองกลุมโดยใช t-test  อยางไรก็ตาม การทดสอบนัยสําคัญโดย
ใช t-test จะตองทราบคาความแปรปรวนของประชากรของทั้งสองกลุมที่ตองการวิเคราะห  เนื่อง
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จากไมทราบคาความแปรปรวนดังกลาว  ซึ่งในกรณีที่ไมทราบคาความแปรปรวนนี้จะตองตั้งสมมติ
ฐานในการทดสอบ t-test วาคาความแปรปรวนของประชากรดังกลาวเทากันหรือไม  เพื่อให
สามารถตั้งสมมติฐานที่ถูกตองและเหมาะสมจึงตองทดสอบนัยสําคัญของความแตกตางระหวาง
ความแปรปรวนของของสองกลุมดังกลาวโดยใชวิธี F-test   

ในงานวิจัยนี้  การทดสอบนัยสําคัญของความแตกตางของความแปรปรวนโดยใช F-test 
และการทดสอบนัยสําคัญของความแตกตางของความแปรปรวนโดยใช t-test จะวิเคราะหโดยใช
โปรแกรม SPSS รุน 7.5   

 
2.5.2 การวิเคราะหผลการทดลอง 
ปจจัยที่สงผลกระทบตอจํานวนเซลลที่นับได คือ อัตราการเพิ่มจํานวนเซลลหรืออัตราการ

แบงเซลล และอัตราการตายของเซลล  ในสภาวะปกติที่สิ่งแวดลอมเหมาะสม  อัตราการแบงเซลล 
MG-63 จะสูง  สวนอัตราการตายของเซลล MG-63 จะต่ําเพราะเซลลชนิดนี้  เปนเซลลลาย (cell-
line) ชนิดหนึ่ง  ซึ่งมีคุณสมบัติคงที่ไมข้ึนกับอายุของเซลล  จึงทําใหเซลล MG-63 สามารถเจริญ
เติบโตและเพิ่มจํานวนเซลลไดไมจํากัด 
 ในการทดลองทุกครั้ง  จะมีเซลลสวนหนึ่งซึ่งไมถูกกระตุนดวยสิ่งเรา(กระแสไฟฟาสลับ)
เปนกลุมควบคุม  โดยเซลลในกลุมควบคุมนี้เปนเซลลที่อยูในสภาวะแวดลอมปกติและอาหารเลี้ยง
เซลลที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเซลล MG-63   ซึ่งโดยทั่วไป  เซลล MG-63 ที่ไมถูกกระตุน
ดวยสิ่งเรา อัตราการแบงเซลลจะสูงกวาอัตราการตาย  ทําใหจํานวนเซลลหลังการเพาะเลี้ยงมี
จํานวนเพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนเซลลตั้งตน  อยางไรก็ตาม ถาเซลลอยูสภาวะแวดลอมที่
ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต  อาจทําใหภายหลังการกระตุนจํานวนเซลลที่ไมถูกกระตุนดวยสิ่ง
เรา  มีจํานวนเซลลเทากับหรือนอยกวาจํานวนเซลลตั้งตนได  ดังนั้น ในสภาวะปกติ อัตราการเพิ่ม
จํานวนเซลลหรืออัตราการแบงเซลล และอัตราการตายของเซลลในกลุมควบคุมจึงอยูในระดับปกติ  
เมื่อวิเคราะหขอมูลที่ไดจากการทดลอง  โดยพิจารณาจากจํานวนเซลลของกลุมที่ถูกกระตุนดวยสิ่ง
เรา  รวมกับจํานวนเซลลของกลุมควบคุมและจํานวนเซลลตั้งตน  ผลการทดลองที่สามารถเกิดขึ้น
ไดมีดังนี้ 
1) จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน > จํานวนเซลลในกลุมควบคุม > จํานวนเซลลตั้งตน 

กรณีนี้  เซลลในกลุมควบคุมมีอัตราการเจริญเติบโตปกติ  ดังนั้น การที่จํานวนเซลลที่ถูก
กระตุนมีจํานวนมากกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุม  แสดงวา ส่ิงเรากระตุนใหเซลล MG-63 ที่ถูก
กระตุนมีอัตราการแบงเซลลเพิ่มข้ึน 
2) จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน > จํานวนเซลลในกลุมควบคุม ≅ จํานวนเซลลตั้งตน 
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กรณีนี้  เซลลที่ถูกกระตุนมีการแบงเซลล  ทําใหภายหลังการกระตุนมีจํานวนเซลลมาก
กวาจํานวนเซลลตั้งตน  แตไมสามารถบอกไดวา  อัตราการแบงเซลลของเซลลที่ถูกกระตุนดวยสิ่ง
เรานี้ มากหรือนอยกวาอัตราการแบงเซลลปกติอยางไร  เนื่องจากเซลลในกลุมควบคุมอยูใน
สภาวะที่ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต  ทําใหไมการเพิ่มจํานวนเซลลภายหลังการกระตุน  ดัง
นั้น จึงไมสามารถเปรียบเทียบจํานวนเซลลในกลุมที่ถูกกระตุนดวยสิ่งเรากับเซลลในกลุมควบคุม
ได  เพราะกลุมควบคุมอยูในสภาวะการเจริญเติบโตที่ไมปกติ 
3) จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน > จํานวนเซลลตั้งตน > จํานวนเซลลในกลุมควบคุม  

กรณีนี้  เซลลที่ถูกกระตุนมีการแบงเซลล  ทําใหภายหลังการกระตุนมีจํานวนเซลลมาก
กวาจํานวนเซลลตั้งตน  แตไมสามารถบอกไดวา  อัตราการแบงเซลลของเซลลที่ถูกกระตุนดวยสิ่ง
เรานี้ มากหรือนอยกวาอัตราการแบงเซลลปกติอยางไร  เนื่องจากเซลลในกลุมควบคุมอยูใน
สภาวะที่ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต  ทําใหมีการลดลงสุทธิภายหลังการกระตุน  ดั้งนั้น  จึงไม
สามารถเปรียบเทียบจํานวนเซลลในกลุมที่ถูกกระตุนดวยสิ่งเรากับเซลลในกลุมควบคุมได  เพราะ
อัตราการเจริญเติบโตหรือการแบงเซลลในกลุมควบคุมตํ่ากวาระดับปกติ 
4) จํานวนเซลลตั้งตน > จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน > จํานวนเซลลในกลุมควบคุม 

กรณีนี้  เซลลที่ถูกกระตุนและเซลลในกลุมควบคุม  จํานวนเซลลภายหลังการกระตุนตางมี
จํานวนลดลงเมื่อเทียบกับจํานวนเซลลตั้งตน  โดยที่อัตราการแบงเซลลและอัตราการตายของเซลล
ในกลุมควบคุมไมอยูในระดับปกติ  แสดงวา สภาพแวดลอมในการทดลองไมเหมาะสมตอการ
ดํารงชีวิตของเซลล  ทําใหไมสามารถสรุปผลที่เกิดขึ้นกับเซลลที่ถูกกระตุนไดวา  อัตราการแบง
เซลลที่ต่ํากวาปกติ  เนื่องมาจากการกระตุนดวยสิ่งเรา  หรือเนื่องจากสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะ
สมตอการเพาะเลี้ยงเซลล  หรือเกิดจากทั้งการกระตุนดวยสิ่งเรา  และสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะ
สม 
5) จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน ≅ จํานวนเซลลในกลุมควบคุม > จํานวนเซลลตั้งตน  

กรณีนี้  อัตราการแบงเซลลและอัตราการตายของเซลลที่ถูกกระตุนใกลเคียงกับของเซลล
ในกลุมควบคุม  และการจํานวนเซลลหลังการกระตุนมากกวาจํานวนเซลลตั้งตน  แสดงวา อัตรา
การแบงเซลลและอัตราการตายของเซลลที่ถูกกระตุนอยูในระดับปกติ  ดังนั้น การกระตุนไมสงผล
กระทบตอพฤติกรรมการแบงเซลล MG-63  
6) จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน ≅ จํานวนเซลลในกลุมควบคุม ≅ จํานวนเซลลตั้งตน 
 กรณีนี้  ภายหลังการกระตุนเซลลในกลุมควบคุมมีการเพิ่มจํานวนเซลลเมื่อเทียบกับ
จํานวนเซลลตั้งตน  แสดงวา เซลลอยูในสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต  ทําใหไม
มีการเพิ่มจํานวนเซลลภายหลังการกระตุน  อัตราการแบงเซลลและอัตราการตายของเซลลในกลุม
ควบคุมจึงอยูในระดับที่ไมปกติ  ดังนั้น  จึงไมสามารถสรุปไดวา  การที่จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน
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ใกลเคียงกับจํานวนเซลลตั้งตน  เกิดจากสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต  หรือ
เกิดจากการกระตุน  หรือเกิดจากทั้งสภาพแวดลอมที่ไมเหมาะสมและการกระตุนดวยสิ่งเรา 
7) จํานวนเซลลตั้งตน > จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน ≅ จํานวนเซลลในกลุมควบคุม  

กรณีนี้  เซลลที่ถูกกระตุนและเซลลในกลุมควบคุม  จํานวนเซลลภายหลังการกระตุนตางมี
จํานวนใกลเคียงกัน  และมีจํานวนนอยกวาจํานวนเซลลตั้งตน  โดยที่อัตราการแบงเซลลและอัตรา
การตายของเซลลในกลุมควบคุมไมอยูในระดับปกติ  แสดงวา สภาพแวดลอมในการทดลองไม
เหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลล  ทําใหไมสามารถสรุปผลที่เกิดขึ้นกับเซลลที่ถูกกระตุนไดวา  
อัตราการแบงเซลลที่ต่ํากวาปกติ  เนื่องมาจากการกระตุนดวยสิ่งเรา  หรือเนื่องจากสภาพแวดลอม
ที่ไมเหมาะสมตอการเพาะเลี้ยงเซลล  หรือเกิดจากทั้งการกระตุนดวยสิ่งเรา  และสภาพแวดลอมที่
ไมเหมาะสม 
8) จํานวนเซลลในกลุมควบคุม > จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน > จํานวนเซลลตั้งตน 

กรณีนี้  เซลลที่ถูกกระตุนมีการเพิ่มจํานวนเซลลหลังกระตุน  ทําใหจํานวนเซลลหลัง
กระตุนมากกวาจํานวนเซลลตั้งตน  อยางไรก็ดี ภายหลังการกระตุน  จํานวนเซลลที่ถูกกระตุนนอย
กวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุม  แสดงวา การกระตุนดวยสิ่งเรา  ทําใหอัตราการแบงเซลล MG-63 
ต่ํากวาระดับปกติของเซลลที่ไมถูกกระตุน 
9) จํานวนเซลลในกลุมควบคุม > จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน ≅ จํานวนเซลลตั้งตน 

กรณี  การกระตุนดวยสิ่งเรานี้  ทําใหเซลลที่ถูกกระตุนมีอัตราการแบงเซลลใกลเคียงกับ
อัตราการตายของเซลล MG-63 เซลลที่ถูกกระตุนไมมีการเพิ่มเซลลสุทธิภายหลังการกระตุน   ทํา
ใหจํานวนเซลลหลังการกระตุนใกลเคียงกับจํานวนเซลลตั้งตน   แตอยางไรก็ตาม  การกระตุนดวย
สิ่งเราอาจสงผลกระทบตอเซลล MG-63 ได คือ การกระตุนอาจทําใหอัตราการแบงเซลลลดลง 
และอัตราการตายของเซลลเพิ่มข้ึนในสัดสวนที่ทําใหอัตราการแบงเซลลใกลเคียงกับอัตราการตาย  
หรือ การกระตุนอาจยับยั้งการแบงเซลลอยูในระดับตํ่า  โดยที่อัตราการตายยังอยูในระดับปกติ  
ทําใหอัตราการแบงเซลลและอัตราการตายใกลเคียงกัน 

 
10) จํานวนเซลลในกลุมควบคุม > จํานวนเซลลตั้งตน > จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน 

กรณีนี้  การกระตุนทําใหเกิดการลดลงสุทธิภายหลังการกระตุนดวยสิ่งเรา  ทําใหจํานวน
เซลลภายหลังการกระตุนนอยกวาจํานวนเซลลตั้งตน  แสดงวา การกระตุนทําใหเกิดสภาพที่ไม
เหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลล MG-63  จึงทําใหอัตราการตายของเซลลสูงกวาอัตราการแบง
เซลล   
11) จํานวนเซลลในกลุมควบคุม ≅ จํานวนเซลลตั้งตน > จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน 
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กรณีนี้  จํานวนเซลลภายหลังการกระตุนในกลุมควบคุมไมมีการเพิ่มจํานวนสุทธิ  ทําให
จํานวนเซลลใกลเคียงกับจํานวนเซลลตั้งตน  แสดงวา เซลลในกลุมควบคุมอยูในสภาพแวดลอมที่
ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต  ดังนั้น การที่เซลลที่ถูกกระตุนมีจํานวนเซลลนอยกวาจํานวนเซลล
ตั้งตน  จึงไมสามารถสรุปไดแนชัดวา เกิดจากการกระตุนดวยสิ่งเรา หรือเกิดจากสภาพแวดลอมที่
ไมเหมาะสมตอการเจริญเติบโต 
12) จํานวนเซลลตั้งตน > จํานวนเซลลในกลุมควบคุม > จํานวนเซลลที่ถูกกระตุน 

กรณีนี้  ภายหลังการกระตุน  จํานวนเซลลในกลุมควบคุมนอยกวาจํานวนเซลลตั้งตน  
แสดงวาอัตราการตายของเซลลสูงกวาอัตราการแบงเซลล  แสดงวา เซลลอยูในสภาพแวดลอมที่
ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลล MG-63  ดังนั้น การที่จํานวนเซลลที่ถูกกระตุนนอยกวา
จํานวนเซลลตั้งตน  จึงไมสามารถสรุปไดวา เปนผลจากการกระตุนดวยสิ่งเรา  หรือเกิดจากสภาพ
แวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต  หรือเปนผลรวมกันของการกระตุนดวยกระแสและสภาพ
แวดลอมที่ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิต 



บทที่ 3 
ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 

 
 

บทนี้จะกลาวถึง ผลกระทบหรืออิทธิพลของกระแสไฟฟาสลับที่มีตอพฤติกรรมการแบง
เซลล MG-63  เมื่อเซลลอยูในสภาวะแวดลอมที่มีกระแสไฟฟาสลับไหลผาน 

เซลล MG-63 ที่ใชในการศึกษานั้น  ปกติเลี้ยงดวยสารอาหารเลี้ยงเซลลสูตรมาตรฐาน 
(DMEM+10%FBS+4mM L-glutamine)  ซึ่งกลูตามีนและซีรัม เปนสารอาหารที่จําเปนตอการ
เจริญเติบโต และการแบงเซลล MG-63  การเปลี่ยนแปลงปริมาณสารทั้ง 2 ชนิดนั้นจึงอาจสงผล
ตอพฤติกรรมการแบงเซลล MG-63 ได  ดังนั้น จึงเกิดประเด็นที่นาสนใจ คือ เซลลที่ถูกเลี้ยงในสาร
อาหารที่มีปริมาณซีรัม และกลูตามีน แตกตางกัน  เมื่อถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับในเหมือน
กัน  ผลกระทบของกระแสไฟฟาสลับตอพฤติกรรมการแบงเซลล MG-63 จะเหมือนหรือแตกตาง
กันอยางไร 

ตัวแปรสําคัญที่สนใจในการศึกษาผลของกระแสไฟฟาสลับตอพฤติกรรมการแบงเซลล 
MG-63 มีดังนี้ 

- ขนาดของกระแสไฟฟาสลับ 
- ปริมาณของซีรัมในอาหารเลี้ยงเซลล 
- ปริมาณของกลูตามีน ในอาหารเลี้ยงเซลล 

 
3.1 การทดลองศึกษาผลกระทบของขนาดกระแสไฟฟาสลับ 
จุดประสงค เพื่อศึกษากระแสไฟฟาสลับขนาดตั้งแต 0.1 ถึง 5000 µA วามีผลกระทบตอพฤติ

กรรมการแบงเซลล MG-63 ที่ถูกกระตุนอยางไร 
วิธีการศึกษา ทดลองกระตุนเซลล MG-63 ที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลสูตรมาตรฐาน 

DMEM+10%FBS+4mM L-glutamine ดวยกระแสไฟฟาสลับขนาดตั้งแต 0.1 
ถึง 5000 µA  ตามขั้นตอนดังตอไปนี้ 

- เตรียมหลุมเลี้ยงเซลลสําหรับกระตุน  พรอมกับทําใหปราศจากเชื้อตามขั้นตอนใน
ภาคผนวก ข. 

- เตรียมเซลลสําหรับเลี้ยงในแตละหลุม 10,000 เซลล  โดยใสอาหารเลี้ยงเซลลในแต
ละหลุมใหมีปริมาตรรวม 2 มล. 

- เลี้ยงในตูอบเล้ียงเชื้อกอนทําการกระตุน 24 ชม.ภายใตบรรยากาศ 5%ของจํานวน
เซลลกลุมควบคุมCO2 อุณหภูมิ 37 °C 
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- กระตุนเซลลดวยกระแสไฟฟาสลับขนาดตาง ๆ ในชวง 0.1 – 5000 µA โดยการ
ทดลองทุกครั้งจะมีเซลลสวนหนึ่งที่ไมถูกกระตุน (0 µA) อยางนอย 2 หลุม  เพื่อใชเปน
กลุมควบคุม (control group)  เพื่อประโยชนในการเปรียบเทียบผลกระทบที่เกิดขึ้น  
โดยทําการกระตุนในตูอบเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชม.  ภายใตบรรยากาศ 5%ของ
จํานวนเซลลกลุมควบคุมCO2 อุณหภูมิ 37 °C 

- เก็บผลการทดลองดวยวิธีนับจํานวนเซลล 
 

ผลการทดลอง 
 

  
    รูป ก.  กลุมควบคุม (กระตุนดวยกระแส 0 µA)           รูป ข.  กลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 5 µA 
 

  
         รูป ค.  กลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 50 µA               รูป ง.  กลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 500 µA  

รูปที่ 3.1  เซลล MG-63 ที่ผานการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 0  5  50 และ 500 µA  
 
 เมื่อกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 0(กลุมควบคุม)  5  50 และ 500 µA  
เซลลที่ผานการกระตุนจะมีลักษณะดังรูปที่ 3.1 

จากนั้น  ทําการนับจํานวนเซลลดวย Haemocytometer  และวิธีสุมนับ แตเนื่องจากการ
เก็บผลการทดลองดวยวิธีสุมนับมีความคลาดเคลื่อนเชิงปริมาณสูง  ดังนั้น ในการวิเคราะหและ
เปรียบเทียบผลกระทบเชิงปริมาณจึงใชผลที่ไดจากการนับจํานวนเซลล Haemocytometer 
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 ในการทดลอง  มีปจจัยตาง ๆ  ที่มีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตของเซลลหลายปจจัย  
ปจจัยบางอยางสามารถควบคุมใหคงที่ได  แตปจจัยหลายอยางไมสามารถควบคุมใหคงที่เหมือน
กันทุกการทดลองได  ทําใหจํานวนเซลลในกลุมควบคุมของการทดลองแตละครั้งแตกตางกัน  จึง
ตองปรับเทียบกับคาเฉลี่ยของกลุมควบคุมในแตละการทดลอง (normalization) เพื่อปรับใหขอมูล
ในแตละการทดลองสามารถนํามาเปรียบเทียบกันได  สมการในการปรับเทียบ คือ 

 

C
XX =*      โดยที่  

mean  control:C
data raw:X

data normalized:X *

 

 
 

( )
( )1

2

−

−
= ∑

NN
XX

SD  โดยที่    

data of number  total

data
mean

Deviation  Standard

:
:

:
:

N
X

X
SD

 

 
 เมื่อทําการปรับเทียบขอมูลแตละการทดลองแลว  สามารถสรุปขอมูลทั้งหมดที่ไดจากทุก
การทดลองดังตาราง 3.1 
 
ตาราง 3.1  สรุปผลการทดลองขนาดของกระแสไฟฟาสลับ 

 

  

กระแสกระตุน 
(µA) 

จํานวนการทดลอง จํานวนครั้งที่นับ 
(ครั้ง) 

คาเฉลี่ย 
(%) 

SD 

0 (control) 5 68 100 41.47 
0.1 1 8 104.42 31.65 
0.5 4 24 120.44 56.92 
5 5 32 17.96 34.28 

50 5 36 72.55 67.95 
250 2 18 46.27 57.56 
500 1 8 41.37 10.71 

2500 1 8 12.59 14.26 
5000 1 8 1.80 3.33 
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จากขอมูลในตารางสามารถเขียนกราฟไดดังรูป 
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2 5

7 5

1 2 5
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รูปที่ 3.2  ผลการทดลองกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ ขนาด 0.1 – 5000 µA 

 
วิเคราะหผลการทดลอง 
 จากรูปที่ 3.1  แสดงใหเห็นวา  การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ  มีผล
กระทบตอเซลล MG-63 อยางชัดเจน  โดยเซลลที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 500 µA จะมีรูป
รางลักษณะกลม  ซึ่งลักษณะดังกลาว แสดงวาเซลลยึดเกาะกับพื้นผิวของหลุมเลี้ยงเซลลไดนอย  
แมวาลักษณะรูปรางของเซลลที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 500 µA จะมีลักษณะเหมือนกับ
เซลลที่อยูในระยะการแบงเซลล (Mitosis)  อยางไรก็ตาม ยังไมสามารถสรุปไดแนนอน  เพราะ
เซลล MG-63 ที่ไมยึดเกาะกับผิวหลุมเลี้ยงเซลลก็มีลักษณะกลมเชนเดียวกัน  ซึ่งพฤติกรรมของ
เซลล MG-63 ที่ไมยึดเกาะกับผิวหลุมเลี้ยงเซลลนั้น  จะไมมีการแบงเซลล (ไมอยูในระยะการแบง
เซลล (Mitosis phase)) 

สําหรับเซลลที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 และ 50 µA สังเกตไมพบลักษณะรูปราง
ของเซลลที่แตกตางจากเซลลในกลุมควบคุมอยางชัดเจน  แสดงวา เซลลที่ถูกกระตุนดวยกระแส
ไฟฟาสลับขนาดนอยกวา 500 µA ยังสามารถยึดเกาะกับผิวหลุมเลี้ยงเซลลไดดี  แสดงวา เซลลจะ
สามารถแบงเซลลได 

ขอมูลที่ไดจากการนับจํานวนเซลล เมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบขอมูลของเซลลที่ถูกกระตุน
ดวยกระแสไฟฟาสลับคาตาง ๆ กับขอมูลของเซลลในกลุมควบคุมดวยโปรแกรม SPSS  ผลการ
วิเคราะหสรุปไดดังตาราง 3.2 
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ตาราง 3.2  สรุปผลการวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม SPSS ( *  แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ความเชื่อม่ัน 95%) 
Levene's test for 

Equality of Variances 
t-test for Equality of Means เปรียบเทียบ

ระหวาง 
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Mean Diff.

0-0.1 0.817 0.369 -0.360 10.072 0.726 -4.42 
0-0.5 3.643 0.059 -1.614 32.039 0.116 -20.44 
0-5* 2.931 0.090 10.418 72.5 0.000 82.04 

0-50* 29.113 0.000 2.556 102 0.012 27.45 
0-250* 2.252 0.137 3.714 21.889 0.001 53.73 
0-500* 8.715 0.004 3.961 74 0.000 58.63 

0-2500* 6.940 0.010 5.89 74 0.000 87.41 
0-5000* 12.494 0.001 6.656 74 0.000 98.2 

 
 จากกราฟที่ไดจากผลการทดลอง  และจากตารางผลการวิเคราะหความแตกตางดวย
โปรแกรม SPSS   สามารถแบงผลการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับตอพฤติกรรมการแบงเซลลได 
5 กลุม ดังนี้ 

- ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.1 และ 0.5 µA  
จากการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.1 µA พบวา จํานวนเซลลหลัง

กระตุนมากกวาเซลลในกลุมควบคุม  อยางไรก็ตาม  เมื่อทําการวิเคราะหเชิงสถิติโดยใชโปรแกรม 
SPSS พบวา จํานวนที่เพิ่มข้ึนนั้นไมแตกตางจากกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95%  โดยมากกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุมประมาณ 4.4%ของจํานวนเซลลกลุม
ควบคุมของจํานวนเซลลกลุมควบคุม ประกอบกับความคลาดเคลื่อนจากการนับจํานวนเซลลดวย 
Haemocytometer มีคาประมาณ 10%[10]  จึงอาจกลาวไดวา การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 
0.1 µA ไมสงผลกระทบอยางมีนัยสําคัญตออัตราการแบงเซลลและอัตราการตายของเซลล MG-
63  ทําใหอัตราการเพิ่มสุทธิของเซลลที่ถูกกระตุนใกลเคียงกับเซลลที่ไมถูกกระตุน  จํานวนเซลล
หลังกระตุนจึงใกลเคียงกับจํานวนเซลลในกลุมควบคุม  

สวนผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5 µA พบวา จํานวนเซลลหลัง
กระตุนมากกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุมประมาณ 20.4%ของจํานวนเซลลกลุมควบคุม  อยาง
ไรก็ตาม เมื่อทําการวิเคราะหโดย SPSS แลว  พบวา ความแตกตางนี้ไมมีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับ
ความเชื่อมั่น 95%  แมวาความแตกตางที่เกิดขึ้นเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมจะไมมีนัยสําคัญเชิง
สถิติ  แตความแตกตางที่เกิดขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบคุมมีคามากกวาความคลาดเคลื่อน
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จากการนับจํานวนเซลลดวย Haemocytometer  แสดงวา มีความเปนไปไดที่การกระตุนดวย
กระแสไฟฟาสลับ 0.5 µA จะกระตุนใหเซลล MG-63 แบงเซลลเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับเซลลในกลุม
ควบคุมที่ไมถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ   

 
- ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 µA 
จากการทดลอง  พบวา ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 µA ผล

กระทบที่เกิดขึ้นมีความแปรปรวนมาก โดยบางการทดลอง  ผลการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 
µA มีแนวโนมแตกตางจากแนวโนมโดยรวมของการกระตุนดวยกระแสไฟฟา  แตการทดลองบาง
คร้ัง ผลการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 µA ก็เปนไปตามแนวโนมโดยรวม  คือ จํานวนเซลล
หลังกระตุนมากกวากรณีที่กระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 50 µA  โดยความแปรปรวนที่เกิดขึ้นเปน
ธรรมชาติของการทดลองดานชีววิทยา  จึงทําใหผลการทดลองมีความแปรปรวนของขอมูลสูง  ซึ่ง
สามารถลดความแปรปรวนที่เกิดขึ้น  โดยการทดลองซ้ําหลาย ๆ คร้ัง  โดยการศึกษานี้  ไดทําการ
ทดลองกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 µA 4 การทดลอง  จํานวนหลุมตัวอยาง 8 
หลุม  จึงมีจํานวนขอมูลทั้งหมด 32 ขอมูล   

เมื่อนําขอมูลทั้งหมดทุกการทดลองมาทําการวิเคราะหจะไดวา  การกระตุนเซลล MG-63 
ดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 µA  จํานวนเซลลหลังกระตุนนอยกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุประมาณ 
82%  และมีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  นอกจากนี้จํานวนเซลลหลังกระตุนนอย
กวาจํานวนเซลลตั้งตน  แสดงวา มีการลดลงสุทธิของเซลลที่ถูกกระตุน  ซึ่งเกิดจากการกระตุน
เซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 5µA   ทําใหเกิดสภาพที่ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของ
เซลล MG-63  อัตราการแบงเซลลจึงนอยกวาอัตราการตาย  ดังนั้นจึงเกิดการลดลงสุทธิของเซลล 

เมื่อพิจารณากราฟรูป 3.1  ผลการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5µA ไมเปนไปตามแนว
โนมโดยรวมของผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับคาอ่ืน ๆ  เนื่องจากแนวโนมดัง
กลาว คือ การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับที่สูงขึ้น  จะทําใหจํานวนเซลลหลังการกระตุนลดลง  
ซึ่งการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 50 µA จํานวนเซลลหลังกระตุนควรนอยกวากรณีที่กระตุน
ดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 µA  แตจากผลการทดลอง  จํานวนเซลลหลังกระตุน  กรณีกระตุนดวย
กระแส 50 µA มีจํานวนมากกวา กรณีที่กระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 µA ประมาณ 54.6%ของ
จํานวนเซลลกลุมควบคุม  และมีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  นอกจากนี้ จํานวน
เซลลหลังกระตุนกรณี 5 µA จะมีจํานวนใกลเคียงกับกรณีที่กระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 2500 µA  
แสดงใหเห็นวา การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 µA ทําใหเกิดสภาพที่ไมเหมาะสมตอการดํารง
ชีวิตของเซลล MG-63 ในระดับเดียวกับที่เกิดขึ้นจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 2500 µA  
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- ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 50 µA  
ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 50 µA พบวา จํานวนเซลลหลังกระตุน

นอยกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุมประมาณ 27.4%ของจํานวนเซลลกลุมควบคุม   และมีนัย
สําคัญเชิงสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95% ซึ่งความแตกตางที่เกิดขึ้นมากกวาความคลาดเคลื่อน
จากการนับจํานวนเซลลดวย Haemocytometer  ประกอบกับ จํานวนเซลลหลังกระตุนมากกวา
จํานวนเซลลตั้งตน  แสดงวา การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 50 µA  ทําใหอัตรา
การเพิ่มสุทธิของเซลลที่ถูกกระตุนนอยกวากรณีที่เซลลไมถูกกระตุน   โดยอัตราการแบงเซลลลด
ลง  อัตราการเพิ่มสุทธิของเซลลที่ถูกกระตุนจึงนอยกวาเมื่อเทียบกับกลุมควบคุม  จํานวนเซลล
หลังกระตุนจึงนอยกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุม แตมีจํานวนมากกวาจํานวนเซลลตั้งตน 

 
- ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 250 µA และ 500 µA  
ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 250 µA และ 500 µA   จํานวนเซลล

หลังกระตุนนอยกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุมประมาณ 53.7% และ 58.6%ของจํานวนเซลล
กลุมควบคุม ตามลําดับ  โดยความแตกตางที่เกิดขึ้นมีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  
เมื่อพิจารณาจํานวนเซลลหลังกระตุนทั้งกรณี 250 µA และกรณี 500 µA มีจํานวนใกลเคียงกับ
จํานวนเซลลตั้งตน  แสดงวา การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับในชวง 250 – 500 µA ทําใหอัตรา
การแบงเซลล ใกลเคียงกับอัตราการตายของเซลล MG-63 จึงไมมีการเพิ่มข้ึนสุทธิของเซลลที่ถูก
กระตุน  

เมื่อเปรียบเทียบผลการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 250 µA และ 500 µA พบวา จํานวน
เซลลหลังกระตุนกรณี 250 µA มากกวากรณี 500 µA ประมาณ 4.9%ของจํานวนเซลลกลุมควบ
คุม โดยไมมีนัยสําคัญเชิงสถิติ   อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณารวมกับผลการกระตุนดวยกระแสไฟ
ฟาสลับ 50 µA และ 2500 µA  ผลการกระตุนเซลล MG-63 ในชวงกระแสไฟฟาสลับ 250 – 500 
µA ทําใหเกิดการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล MG-63 โดยการกระตุนดวยกระแสสูงขึ้น  จึงทํา
ใหจํานวนเซลลหลังกระตุนจะลดลง 

 
- ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 2500 µA และ 5000 µA  
ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 2500 µA และ 5000 µA  จํานวนเซลล

หลังการกระตุนนอยกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุมประมาณ 87.4% และ 97.2% ตามลําดับ  
และมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  เมื่อพิจารณาจํานวนเซลลหลังกระตุน  พบวา มีจํานวน
นอยกวาจํานวนเซลลตั้งตน  แสดงวา การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับในชวง
กระแส 2500 – 5000 µA ทําใหเกิดการลดลงสุทธิของเซลลที่ถูกกระตุน  โดยอัตราการตายของ
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เซลลที่ถูกกระตุนมากกวาอัตราการแบงเซลล  เนื่องจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับในชวงนี้
ทําใหเกิดสภาพที่ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลล MG-63 อยางมาก  จึงทําใหอัตราการ
ตายของเซลล MG-63 เพิ่มข้ึนจากระดับปกติ  ประกอบกับอัตราการแบงเซลลลดลง  ทําใหอัตรา
การแบงเซลลนอยกวาอัตราการตาย  จํานวนเซลลหลังกระตุนจึงนอยกวาจํานวนเซลลตั้งตน   

 
 

3.2 ผลกระทบของปริมาณซีรัมในอาหารเลี้ยงเซลล ตอผลการกระตุนเซลล MG-63  ดวย
กระแสไฟฟาสลับ 

 
จุดประสงค เพื่อศึกษาวาผลของการเปลี่ยนแปลงปริมาณซีรัมในอาหารเลี้ยงเซลลจะสงผล

กระทบตอผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับขนาดตั้งแต 0.1 ถึง 
50 µA หรือไม อยางไร 

วิธีการศึกษา ในการทดลองนี้ แบงอาหารเลี้ยงเซลลออกเปน 2 สูตร คือ 
1) อาหารเลี้ยงเซลลสูตร ก. : DMEM+10%FBS+4mM L-glutamine  
2) อาหารเลี้ยงเซลลสูตร ข. : DMEM+  2%FBS+4mM L-glutamine 

ทดลองกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับขนาดตั้งแต 0.1 ถึง 50 µA   เพราะกระแสไฟฟาสลับ
ในชวงนี้ไมทําใหอัตราการตายของเซลล MG-63 เพิ่มข้ึนอยางมีนัยสําคัญดังที่กลาวมาแลวในหัว
ขอ 3.1   โดยทดลองตามขั้นตอนดังตอไปนี้ 
 
3.2.1 ทดลองกระตุนเซลลที่เลี้ยงดวยอาหารสูตร ก. 

- เตรียมหลุมเลี้ยงเซลลสําหรับกระตุน  พรอมกับทําใหปราศจากเชื้อตามขั้นตอนใน
ภาคผนวก ข. 

- เตรียมเซลลสําหรับเลี้ยงในแตละหลุม 10,000 เซลล  โดยใสอาหารเลี้ยงเซลลในแต
ละหลุมใหมีปริมาตรรวม 2 มล. 

- เลี้ยงในตูอบเล้ียงเชื้อกอนทําการกระตุน 24 ชม. ภายใตบรรยากาศ 5%ของจํานวน
เซลลกลุมควบคุมCO2 อุณหภูมิ 37 °C 

- กระตุนเซลลดวยกระแสไฟฟาสลับขนาดตาง ๆ ในชวง 0.1 – 50 µA โดยการทดลอง
ทุกครั้งจะมีเซลลสวนหนึ่งที่ไมถูกกระตุน (0 µA) อยางนอย 2 หลุม  ใชเปนกลุมควบ
คุม (control group)  เพื่อประโยชนในการเปรียบเทียบผลกระทบที่เกิดขึ้น  โดยทํา
การกระตุนในตูอบเล้ียงเชื้อเปนเวลา 24 ชม.  ภายใตบรรยากาศ 5%ของจํานวนเซลล
กลุมควบคุมCO2 อุณหภูมิ 37 °C 
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- เก็บผลการทดลองดวยวิธีนับจํานวนเซลล 
 

3.2.2 ทดลองกระตุนเซลลที่เลี้ยงดวยอาหารสูตร ข.  
ทดลองตามขั้นตอนในการทดลอง 3.2.1  โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลสูตร ก. เปนอาหาร

เลี้ยงเซลลสูตร ข. 
 
ผลการทดลอง 
 ผลการทดลองสรุปไดดังตาราง 3.3 โดยที่ 

คาเฉลี่ย คือ คาเฉลี่ยของขอมูลดิบทั้งหมด ที่ไดจากการนับจํานวนเซลลดวย 
Haemocytometer ตามวิธีการนับในบทที่ 2 

   SD     คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉลี่ย 
      คาประมาณ คือ คาประมาณจํานวนเซลลทั้งหมด  โดยใชสูตร 
     คาประมาณ  =  (คาเฉลี่ย ×10000)/9   เซลล/ซม3  
 
 
ตาราง 3.3  ขอมูลเปรียบเทียบผลการกระตุนเซลลที่เล้ียงในอาหารสูตร ก. และ สูตร ข. 

อาหารสูตร ก. 
DMEM+10%FBS+4mM L-glutamine 

อาหารสูตร ข. 
DMEM+2%FBS+4mM L-glutamine กระแสกระตุน 

(µA) 
คาเฉลี่ย SD คาประมาณ คาเฉลี่ย SD คาประมาณ 

0 (control) 23.58333 4.541893 26203.7 1.208333 0.931533 1342.593 
0.1 24.625 7.463004 27361.11 1.875 0.64087 2083.333 
0.5 9.25 3.40343 10277.78 0.25 0.46291 277.7778 
1 1.5 0.57735 1666.667 0.75 0.46291 833.3333 
5 9.5 3.41565 10555.56 0.75 0.707107 833.3333 

10 1.5 0.57735 1666.667 0.375 0.517549 416.6667 
50 0.5 0.57735 555.5556 0.25 0.46291 277.7778 

 
 จากขอมูลที่ได  สามารถเขียนกราฟไดดังรูป 
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รูป 3.3 กราฟเปรียบเทียบผลการกระตุนเซลลที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลลสูตร ก. และ สูตร ข. 

 
วิเคราะหผลการทดลอง 
 จากกราฟ ผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับในชวง 0 – 50 µA กรณีที่
เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลสูตร ก. (มีซีรัม 10% โดยปริมาตร) เสนกราฟอยูเหนือกรณีที่เลี้ยงดวย
อาหารเลี้ยงเซลลสูตร ข. (มีซีรัม 2% โดยปริมาตร)  ซึ่งจํานวนเซลลในกลุมควบคุมกรณีที่เลี้ยงดวย
อาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 10% โดยปริมาตร มากกวา กรณีที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 
2% โดยปริมาตร ประมาณ 10 เทา  และ กรณีที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 10% โดย
ปริมาตร จํานวนเซลลหลังกระตุนในกลุมควบคุมมากกวาจํานวนเซลลต้ังตน  ในขณะที่กรณีที่เลี้ยง
ดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร จํานวนเซลลหลังกระตุนจะนอยกวาจํานวนเซลล
ต้ังตน  แสดงวา ปริมาณซีรัมที่แตกตางกันทําใหการเจริญเติบโตของเซลลแตกตางกัน  โดยเซลลที่
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัมมากกวาจะสามารถเจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลลไดมากกวา  
สําหรับเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีปริมาณซีรัมนอย (อาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 2% โดย
ปริมาตร) จะมีอัตราการแบงเซลลนอย  เนื่องจาก กรณีที่เลี้ยงดวยอาหารที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร 
จํานวนเซลลหลังกระตุนนอยกวาจํานวนเซลลต้ังตน  แสดงวา เกิดการลดลงสุทธิของเซลลข้ึน  โดย
อัตราการตายของเซลลมากกวาอัตราการแบงเซลล  ซึ่งอาจเกิดขึ้นเนื่องจากปริมาณซีรัมไมเพียง
พอตอการดํารงชีวิตของเซลลตลอดระยะเวลาที่ทําการทดลอง (48 ชม.)  จึงทําใหเซลลตายจาก
การขาดสารอาหารที่จําเปนในการดํารงชีวิต  ดังนั้น ปริมาณซีรัมจึงมีผลกระทบโดยตรงตอการ
เจริญเติบโตและการแบงเซลล MG-63 อยางมีนัยสําคัญ  ซึ่งทําใหระดับการเจริญเติบโตและ
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จํานวนเซลลหลังการกระตุนโดยรวมของเซลลที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 10% โดย
ปริมาตร สูงกวากรณีที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร 
 สําหรับผลกระทบของปริมาณซีรัมตอผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ  
พบวา การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ  ทั้งกรณีที่ถูกเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มี
ซีรัม 10% โดยปริมาตร และที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร การกระตุนดวยกระแสสูงขึ้น  จํานวนเซลล
หลังกระตุนจะลดลง ซึ่งแสดงใหเห็นวา การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ  สงผลยังยั้งการเจริญ
เติบโตและการแบงเซลล MG-63  โดยที่กรณีที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 10% โดย
ปริมาตร การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับที่มากกวา 0.5 µA จะทําใหจํานวนเซลลหลังกระตุน
นอยกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  สวนกรณี
ที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับที่มากกวา 
0.5 µA จะทําใหจํานวนเซลลหลังกระตุนนอยกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุมอยางไมมีนัยสําคัญ
เชิงสถิติ  และความชันของกราฟในชวงที่กระแสกระตุนมากกวา 0.5 µA จะมีความชันมากกวา
กราฟผลการกระตุนเซลลที่ถูกเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร  แสดงใหเห็นวา 
การกระตุนเซลลที่ถูกเลี้ยงในอาหารที่มีปริมาณซีรัมสูง (ที่มีซีรัม 10% โดยปริมาตร)  ผลกระทบ
ของกระแสไฟฟาตอการแบงเซลล MG-63 จะชัดเจนมากกวาผลกระทบที่เกิดจากการกระตุนเซลล
ที่เลี้ยงในอาหารที่มีปริมาณซีรัมตํ่า (ที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร)  เนื่องจากอัตราการแบงเซลลโดย
รวมของเซลลที่ถูกเลี้ยงในอาหารที่มีปริมาณซีรัมมากกวา  ทําใหจํานวนเซลลหลังกระตุนแตกตาง
จากจํานวนเซลลในกลุมควบคุมมากกวา เมื่อเปรียบเทียบกับกรณีเซลลที่เลี้ยงในอาหารที่มี
ปริมาณซีรัมตํ่า 

อยางไรก็ตาม  แนวโนมที่เกิดขึ้นเหมือนกันทั้งกรณีที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 
10% โดยปริมาตร และกรณีที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 2%  เนื่องจากเสนกราฟ ในกรณี
ที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีซีรัม 10% โดยปริมาตร และเสนกราฟในกรณีที่เลี้ยงในอาหารเลี้ยง
เซลลที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร มีลักษณะเสนกราฟเหมือนกัน  โดยเมื่อเปรียบเทียบกับกลุมควบ
คุม  การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับจะสงผลยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล MG-63   และการ
กระตุนดวยกระแสสูงขึ้นจะทําใหจํานวนเซลลหลังกระตุนลดลง   เพราะฉะนั้น ปริมาณซีรัมใน
อาหารเลี้ยงเซลลจึงไมมีอิทธิพลหรือไมมีผลกระทบอยางมีนัยสําคัญตอผลการกระตุนเซลล MG-
63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ   
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3.3 ผลของปริมาณกลูตามีน ในอาหารเลี้ยงเซลล 
 
จุดประสงค เพื่อศึกษาวาการเปลี่ยนแปลงปริมาณกลูตามีน ในสารอาหารเลี้ยงเซลลจะมีผล

กระทบตอการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับขนาดตั้งแต 0.1 ถึง 50 
µA หรือไม อยางไร 

วิธีการศึกษา ในการทดลองนี้ แบงอาหารเลี้ยงเซลลออกเปน 2 สูตร คือ 
• อาหารเลี้ยงเซลลสูตร ค. : DMEM+10%FBS+4mM L-glutamine  
• อาหารเลี้ยงเซลลสูตร ง. : DMEM+ 10%FBS 
ทดลองกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับขนาดตั้งแต 0.1 ถึง 50 µA 

เพราะกระแสไฟฟาสลับในชวงนี้ไมทําใหอัตราการตายของเซลล MG-63 เพิ่มข้ึนอยางมี
นัยสําคัญ  โดยทดลองตามขั้นตอนดังตอไปนี้ 

 
3.3.1 ทดลองกระตุนเซลลที่เลี้ยงดวยอาหารสูตร ค. 

- เตรียมหลุมเลี้ยงเซลลสําหรับกระตุน  พรอมกับทําใหปราศจากเชื้อตามขั้นตอนใน
ภาคผนวก ข. 

- เตรียมเซลลสําหรับเลี้ยงในแตละหลุม 10,000 เซลล  โดยใสอาหารเลี้ยงเซลลในแต
ละหลุมใหมีปริมาตรรวม 2 มล. 

- เลี้ยงในตูอบเล้ียงเชื้อกอนทําการกระตุน 24 ชม. ภายใตบรรยากาศ 5%ของจํานวน
เซลลกลุมควบคุมCO2 อุณหภูมิ 37 °C 

- กระตุนเซลลดวยกระแสไฟฟาสลับขนาดตาง ๆ ในชวง 0.1 – 50 µA โดยการทดลอง
ทุกครั้งจะมีเซลลสวนหนึ่งที่ไมถูกกระตุน (0 µA) อยางนอย 2 หลุม  ใชเปนกลุมควบ
คุม (control group)  เพื่อประโยชนในการเปรียบเทียบผลกระทบที่เกิดขึ้น  โดยทํา
การกระตุนในตูอบเล้ียงเชื้อเปนเวลา 24 ชม.  ภายใตบรรยากาศ 5%ของจํานวนเซลล
กลุมควบคุมCO2 อุณหภูมิ 37 °C 

- เก็บผลการทดลองดวยวิธีนับจํานวนเซลล 
 

3.3.2 ทดลองกระตุนเซลลที่เลี้ยงดวยอาหารสูตร ง.  
ทดลอง ตามขั้นตอนในการทดลอง 3.3.1  โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลลสูตร ค. เปนอาหาร

เลี้ยงเซลลสูตร ง. 
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ผลการทดลอง 
 ผลการทดลองดังตาราง 3.4 โดยที่ 

คาเฉลี่ย คือ คาเฉลี่ยของขอมูลดิบทั้งหมด ที่ไดจากการนับจํานวนเซลลดวย 
Haemocytometer ตามวิธีการนับในบทที่ 2 

   SD     คือ คาเบี่ยงเบนมาตรฐานของคาเฉลี่ย 
      คาประมาณ คือ คาประมาณจํานวนเซลลทั้งหมด  โดยใชสูตร 
     คาประมาณ  =  (คาเฉลี่ย ×10000)/9   เซลล/ซม3  
 
ตาราง 3.4  ขอมูลเปรียบเทียบผลการกระตุนเซลลที่เล้ียงในอาหารสูตร ค. และ สูตร ง. 

อาหารสูตร ค. 
DMEM+10%FBS+4mM L-glutamine 

อาหารสูตร ง. 
DMEM+10%FBS กระแสกระตุน 

(µA) 
คาเฉลี่ย SD คาประมาณ คาเฉลี่ย SD คาประมาณ 

0 (control) 36.25 5.737305 40277.78 12.875 4.580627 14305.56 
0.5 32.25 1.258306 35833.33 17.5 1.290994 19444.44 
5 - - - 16 2.309401 17777.78 
50 6.5 1.290994 7222.222 16.25 1.669046 18055.56 

 
 จากขอมูลในตาราง  สามารถเขียนกราฟไดดังรูป 
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รูป 3.4 กราฟเปรียบเทียบผลการกระตุนเซลลที่เล้ียงในอาหารเลี้ยงเซลลสูตร ค. และ สูตร ง. 
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วิเคราะหผลการทดลอง 
จากผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับในชวง 0.1 – 50 µA จํานวนเซลล

หลังกระตุนในกลุมควบคุมที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลสูตร ค. (4mM L-glutamine) มากกวาใน
กรณีที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลสูตร ง. (ไมมีกลูตามีน) ประมาณ 3 เทา  ซึ่งแสดงใหเห็นวา 
ปริมาณกลูตามีน ในอาหารเลี้ยงเซลลมีอิทธิพลตอการเจริญเติบโตของเซลล MG-63  โดยการ
เติมกลูตามีน 4mM จะทําใหเซลล MG-63 สามารถเจริญเติบโตและแบงเซลลไดดีกวาเซลลที่ถูก
เลี้ยงในอาหารที่ไมมีกลูตามีน  และเมื่อเปรียบเทียบผลกระทบกรณีเซลลขาดกลูตามีน และกรณี
เซลลขาดซีรัม  กรณีที่เลี้ยงดวยอาหารที่มีซีรัม 2% โดยปริมาตร จํานวนเซลลหลังการกระตุนใน
กลุมควบคุมจะมีจํานวนเซลลนอยกวาจํานวนเซลลตั้งตนประมาณ 7 เทา  ในขณะที่ การเลี้ยง
เซลล MG-63 ดวยอาหารที่มีกลูตามีน จํานวนเซลลหลังการกระตุนในกลุมควบคุมจะมีจํานวน
เซลลมากกวาจํานวนเซลลตั้งตนประมาณ 1.4 เทา  แสดงวากลูตามีน จําเปนตอการเจริญเติบโต
และการดํารงชีวิตของเซลล MG-63 นอยกวาซีรัม 
 สําหรับผลกระทบของปริมาณกลูตามีน ตอผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟา
สลับในชองกระแส 0 – 50 µA  พบวา กรณีกระตุนเซลล MG-63 ที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่มีก
ลูตามีน  เมื่อกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับมากกวา 0.5 µA จะสงผลยับยั้งการเจริญ
เติบโตของเซลล MG-63 อยางมีนัยสําคัญเชิงสถิติ  โดยการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับที่สูงขึ้น  
จะทําใหจํานวนเซลลหลังกระตุนลดลง และไมสามารถสังเกตพบผลกระทบตอการแบงเซลลจาก
การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับนอยกวา 0.5 µA  
 สวนกรณีกระตุนเซลล MG-63 ที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีกลูตามีน ดวยกระแสไฟ
ฟาสลับในชวง 0 - 50 µA พบวา ไมสามารถสังเกตเห็นผลกระทบของการกระตุนดวยกระแสไฟฟา
สลับตอการเจริญเติบโตและการแบงเซลลไดชัดเจน  โดยผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแส
ไฟฟาสลับ 0.5 , 5 และ 50 µA จํานวนเซลลหลังการกระตุนทั้ง 3 กรณี ใกลเคียงกับจํานวนเซลลใน
กลุมควบคุม  โดยความแตกตางที่เกิดขึ้นไมมีนัยสําคัญเชิงสถิติ  อยางไรก็ตาม เมื่อพิจารณาผล
กระทบที่เกิดขึ้นในกรณีการกระตุนเซลลที่เลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ไมมีกลูตามีน  กรณีที่
กระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5 , 5 และ 50 µA จํานวนเซลลหลังกระตุนมากกวาจํานวนเซลลใน
กลุมควบคุมอยางไมนัยสําคัญเชิงสถิติ ประมาณ 36%ของจํานวนเซลลกลุมควบคุม  24%ของ
จํานวนเซลลกลุมควบคุม และ 26%ของจํานวนเซลลกลุมควบคุม ตามลําดับ  ซึ่งมากกวา
ความคลาดเคลื่อนที่เกิดขึ้นจากการนับเซลลดวย Haemocytometer  ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่
การกระตุนเซลลในภาวะที่ขาดกลูตามีน จะกระตุนใหเซลลมีการเจริญเติบโตและการแบงเซลล
เพิ่มข้ึนเมื่อเปรียบเทียบกับเซลลที่ไมถูกกระตุน 
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จากผลการทดลอง  การกระตุนเซลลที่ถูกเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงที่มีกลูตามีน อาจทําให 
กลูตามีน เกิดการแปรสภาพเปนสารที่เปนพิษตอการเจริญเติบโตของเซลล MG-63 ทําใหเกิด
สภาพที่ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลล MG-63  ดังนั้น จึงเกิดภาวะการยับยั้งการเจริญ
เติบโตของเซลลจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ  ในขณะที่การกระตุนเซลลที่ถูกเลี้ยงใน
อาหารที่ไมมีกลูตามีน จะไมสามารถสังเกตเห็นผลกระทบจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับตอ
พฤติกรรมการแบงเซลล MG-63 ไดชัดเจนและมีนัยสําคัญเชิงสถิติ  เพราะฉะนั้น ปริมาณกลูตามีน 
ในอาหารเลี้ยงเซลลจึงมีอิทธิพลตอผลกระทบที่เกิดขึ้นจากการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟ
ฟาสลับ 
 



บทที่ 4 
ผลสืบเนื่องจากการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 

 
 
 บทนี้จะกลาวถึง  ผลกระทบสืบเนื่องจากการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ  
ซึ่งทําการศึกษาตอเนื่องจากการศึกษาในบทที่ 3  โดยเนนศึกษาพฤติกรรมการแบงเซลล MG-63 
ภายหลังจากถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ  โดยเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลและสภาพแวดลอม
ที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตและแบงเซลล    เปรียบเทียบกับเซลลในกลุมควบคุม 
 เนื่องจากภายหลังการกระตุน  ตองนําเซลลที่ถูกกระตุนไปเลี้ยงเพื่อศึกษาพฤติกรรมการ
แบงเซลล  จํานวนเซลลสุทธิหลังการกระตุนตองมีจํานวนเพียงพอสําหรับการนับเซลลดวย 
Haemocytometer และสําหรับใชเปนเซลลตั้งตนสําหรับศึกษาผลกระทบสืบเนื่องหลังการกระตุน
ดวยกระแสไฟฟาสลับ  ดังนั้น กระแสไฟฟาสลับที่ใชกระตุนจึงอยูในชวง 0.5 – 250 µA เพราะ
กระแสชวงนี้สงผลกระทบตอพฤติกรรมการแบงเซลล MG-63 โดยที่จํานวนเซลลหลังการกระตุนมี
จํานวนเพียงพอที่จะใชในการศึกษาตอไป 
 
จุดประสงค  เพื่อศึกษาผลกระทบสืบเนื่องจากการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระไฟฟาสลับตอ

พฤติกรรมการแบงเซลล 
วิธีการศึกษา  ทําการทดลองซ้ําทั้งหมด 3 การทดลอง  โดยแบงเปนขั้นตอนหลัก 2 ขั้นตอน ดังนี้ 
4.1 การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5 – 250 µA   
 ขั้นตอนนี้เปนการเตรียมเซลลสําหรับศึกษาผลกระทบที่สืบเนื่องจากการกระตุนดวย
กระแสไฟฟาสลับ  สําหรับการทดลองนี้  ใชเซลลตั้งตนสําหรับกระตุนจํานวน 30000 เซลล/หลุม 
เพื่อใหจํานวนเซลลหลังกระตุนมีจํานวนเพียงพอสําหรับใชในการศึกษาตอไป  โดยทําการทดลอง
ตามขั้นตอนตอไปนี้ 

- เตรียมหลุมเลี้ยงเซลลสําหรับกระตุน  พรอมกับทําใหปราศจากเชื้อตามขั้นตอนใน
ภาคผนวก ข. 

- เตรียมเซลลสําหรับเลี้ยงในแตละหลุม 30,000 เซลล  โดยใสอาหารเลี้ยงเซลลในแต
ละหลุมใหมีปริมาตรรวม 2 มล. 

- เลี้ยงในตูอบเลี้ยงเชื้อกอนทําการกระตุน 24 ชม.ภายใตบรรยากาศ 5%CO2 อุณหภูมิ 
37 °C 

- กระตุนเซลลดวยกระแสไฟฟาสลับขนาด 0.5  5  50 และ 250 µA โดยการทดลองทุก
คร้ังจะมีเซลลสวนหนึ่งที่ไมถูกกระตุน (0 µA) อยางนอย 2 หลุม  ใชเปนกลุมควบคุม 
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(control group)  เพื่อประโยชนในการเปรียบเทียบผลกระทบที่เกิดขึ้น  และทําการ
กระตุนในตูอบเลี้ยงเชื้อเปนเวลา 24 ชม.ภายใตบรรยากาศ 5%CO2 อุณหภูมิ 37 °C 

- เก็บผลการทดลองดวยวิธีนับจํานวนเซลล 
 
4.2 การศึกษาผลกระทบหลังการกระตุน 
 ขั้นตอนนี้เปนการนําเซลลที่ผานการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ รวมทั้งเซลลในกลุมควบ
คุมที่ไมถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ  ไปเลี้ยงตอในสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบ
โตและแบงเซลล  โดยใชอาหารเลี้ยงเซลลสูตร DMEM+10%FBS+4mM L-glutamine 
 เนื่องจากตองเลี้ยงเซลลจํานวนมาก  จึงใชหลุมเลี้ยงเซลลชนิด 24 หลุม (24-well plate)  
การเลี้ยงเซลลในขั้นตอนนี้ใชเซลลตั้งตน 3000 เซลลตอหลุม  โดยทําการแบงเลี้ยงในรุนตอไป 
(subculture) ทุก ๆ 3 วัน  โดยมีข้ันตอนดังตอไปนี้ 

- ดูดอาหารเลี้ยงเซลลเดิมออกทั้งหมดทุกหลุม 
- ใสสารละลาย 0.25%trypsin-EDTA หลุมละ 50 µl  ทิ้งไวประมาณ 3 นาที 
- ใสอาหารเลี้ยงหลุมละ 450 µl  
- ลางเซลลที่เกาะที่ผิวหลุมเลี้ยงเซลลใหหลุดลอยในอาหารเลี้ยงเซลล 
- ดูดเซลลที่ลอยในอาหารเลี้ยงเซลลเก็บไวในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. เพื่อปองกัน

ไมใหเซลลกลับไปเกาะที่ผิวหลุมเลี้ยงเซลล 
- นับจํานวนเซลลดวย Haemocytometer  และบันทึกผล 
- แบงเซลลใสในหลุมเลี้ยงเซลลหลุมละ 3000 เซลล สําหรับเปนเซลลตั้งตนของเซลลรุน 

(passage) ตอไป 
- เติมอาหารเลี้ยงเซลลใหมีปริมาตรรวม 2 มล. 

 
ผลการทดลอง 
 การทดลองนี้  กําหนดใหรุน (passage) ของเซลล คือ ลําดับที่ของเซลลที่ถูกแบงเลี้ยง 
(subculture)  โดยที่ 
เซลลรุน 0 (passage 0)  คือ เซลลที่ถูกแบงเลี้ยง  สําหรับกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับคาตาง ๆ 

ในการทดลองตอนที่ 1 
เซลลรุน 1 (passage 1)  คือ เซลลที่ไดจากการแบงเลี้ยงจากเซลลรุนที่ 0 โดยเลี้ยงในอาหารและ

สภาพแวดลอมปกติ  ภายหลังที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ   
เซลลรุน 2 (passage 2)  คือ เซลลที่ไดจากการแบงเลี้ยงจากเซลลรุนที่ 1 
 ฯลฯ



 

ตารางที่ 4.1  สรุปขอมูลจํานวนเซลลเฉลี่ยภายหลังการกระตุนแยกตามรุนเซลลที่เลี้ยง (Normalized Data) 
กระแสกระตุน 

(µA) 
เซลลรุนที่ 1 เซลลรุนที่ 2 เซลลรุนที่ 3 เซลลรุนที่ 4 เซลลรุนที่ 5 เซลลรุนที่ 6 เซลลรุนที่ 7 เซลลรุนที่ 8 เซลลรุนที่ 9 เซลลรุนที่ 10 เซลลรุนที่ 11 เซลลรุนที่ 12 

0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
0.5 132.83 112.27 127.98 89.79 106.62 157.58 169.69 75.14 132.38 141.59 125.87 102.28 
5 - 190.55 110.67 61.64 109.36 97.06 170.46 66.60 123.10 124.91 51.93 47.96 
50 129.81 237.65 130.41 87.70 109.49 85.14 132.52 82.75 127.62 120.23 91.65 68.84 

250 81.96 164.36 131.35 91.90 103.27 88.49 120.24 97.96 99.88 105.82 89.41 66.48 
 
ตารางที่ 4.2  สรุปขอมูลจํานวนเซลลเฉลี่ยรวมภายหลังการกระตุน (เฉลี่ยสะสมจากเซลลรุนที่ 1ถึงเซลลรุนตาง ๆ ) (Normalized Data) 
กระแสกระตุน 

(µA) 
คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 1 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 2 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 3 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 4 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 5 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 6 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 7 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 8 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 9 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 10 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 11 

คาเฉลี่ยรวม
ถึงรุนที่ 12 

0 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 100.00 
0.5 132.83 122.55 125.35 113.74 112.74 115.68 119.00 116.46 117.33 118.59 118.95 118.17 
5 - 190.55 129.47 101.40 103.12 101.99 107.52 104.46 105.76 107.01 103.64 100.44 
50 129.81 183.73 151.73 127.72 124.84 119.43 120.00 118.45 118.81 118.87 117.86 116.11 

250 81.96 123.16 127.57 115.38 113.13 109.64 110.34 109.57 109.01 108.83 107.82 105.76 
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รูปที่ 4.1  กราฟคาเฉลี่ยจํานวนเซลลในแตละรุน  โดยแยกแสดงตามกระแสกระตุนเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
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ตารางที่ 4.1  ไดจากการปรับเทียบ (normalize) ขอมูลทั้งหมดจากผลการนับจํานวนเซลล
ในแตละรุน (passage) ดวยคาเฉลี่ยจํานวนเซลลของกลุมควบคุม (กลุมที่ไมถูกกระตุนดวยกระแส
ไฟฟาสลับ)  จากนั้นนําคาที่ไดมาหาคาเฉลี่ยแยกตามขนาดของกระแสกระตุน 
 ตารางที่ 4.2  ไดจากการปรับเทียบ (normalize) ขอมูลทั้งหมดจากผลการนับจํานวนเซลล
ในแตละรุน (passage) ดวยคาเฉลี่ยจํานวนเซลลของกลุมควบคุม (กลุมที่ไมถูกกระตุนดวยกระแส
ไฟฟาสลับ)  จากนั้นหาคาเฉลี่ยรวมของขอมูลจํานวนเซลลจากเซลลรุนที่ 1 ถึงเซลลรุนตาง ๆ  โดย
แยกตามขนาดของกระแสกระตุน   
 จากนั้นนําขอมูลที่ไดจากตารางที่ 4.1 และ 4.2 มาเขียนกราฟเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม  
โดยแยกตามขนาดกระแสกระตุน  จะไดดังรูปที่ 4.1 และ 4.2 ตามลําดับ 
 
 
วิเคราะหผลการทดลอง 

จากขอมูลที่ไดจากการทดลอง เมื่อวิเคราะหเปรียบเทียบขอมูลของเซลลที่ถูกกระตุนดวย
กระแสไฟฟาสลับคาตาง ๆ กับขอมูลของเซลลในกลุมควบคุมดวยโปรแกรม SPSS  ผลการ
วิเคราะหสรุปไดดังตาราง 4.3 
 
ตาราง 4.3  สรุปผลการวิเคราะหขอมูลดวยโปรแกรม SPSS (ผลสืบเนื่องจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟา) 

Levene's test for 
Equality of Variances t-test for Equality of Means เปรียบเทียบ

ระหวาง 
F Sig. t df Sig. (2-tailed) Mean Diff. 

ควบคุม-0.5µA* 74.277 0.000 -6.142 385 0.000 -18.17 
ควบคุม-5µA 104.720 0.000 -0.123 354 0.902 -0.44 
ควบคุม-50µA * 55.241 0.000 -3.447 439 0.001 -16.11 
ควบคุม-250µA 47.802 0.000 -1.664 536 0.097 -5.82 

*   แตกตางอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อม่ัน 95% 
 จากผลการเจริญเติบโตของเซลล MG-63 ที่ผานการกระตุน   และผลการวิเคราะหขอมูลที่
ไดโดยใชโปรแกรม SPSS สามารถแยกผลกระทบของกระแสไฟฟาตอพฤติกรรมการแบงเซลล 
MG-63 ไดดังนี้ 

1. ลักษณะการเจริญเติบโตและการแบงเซลล MG-63 ที่ผานการกระตุนดวยกระแสไฟ
ฟาสลับ 

จากรูปที่ 4.1  พบวา เมื่อนําเซลล MG-63 ที่กระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ ไปเลี้ยงดวย
อาหารและสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโต   จํานวนเซลลจากรุนที่ 1 ถึงรุนที่ 12 
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เมื่อเปรียบเทียบกับจํานวนเซลลในกลุมควบคุมมีลักษณะแกวงขึ้นลงไมคงที่    โดยเซลลบางรุนมี
จํานวนเซลลที่ถูกกระตุนมากกวาเซลลในกลุมควบคุม  และบางรุนมีจํานวนเซลลที่ถูกกระตุนนอย
กวาเซลลในกลุมควบคุม  ซึ่งเซลลที่ผานการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5 µA มีการแกวงขึ้น
ลงของจํานวนเซลลรุนตาง ๆ เทียบกับกลุมควบคุมมากที่สุด  และกรณีเซลลที่ผานการกระตุนดวย
กระแสไฟฟาสลับ 5  50 และ 250 µA มีการแกวงขึ้นลงของจํานวนเซลลในรุนตาง ๆ เรียงจากมาก
ไปนอย  แสดงใหเห็นวา เซลลที่ผานการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับสูงขึ้น  จํานวนเซลลหลังการ
กระตุนเปรียบเทียบกับจํานวนเซลลในกลุมควบคุมมีการแกวงลดลง  หรือกลาวไดวา เซลลที่ผาน
การกระตุนดวยกระแสมากขึ้น  เสถียรภาพของการเจริญเติบโตและการแบงเซลล MG-63 จะมาก
ข้ึน  ปรากฏการณที่เกิดขึ้นจาก  การกระตุนดวยกระแสต่ํา  จะสงผลกระทบตอเซลลอยางไมมี
เสถียรภาพ  และจํานวนเซลลหลังการกระตุนแกวงลดลง  เมื่อระยะเวลาที่เลี้ยงเซลลที่ถูกกระตุน
ในอาหารเลี้ยงเซลลและสภาพแวดลอมปกติมากขึ้น  แสดงวา เซลลหลังกระตุนพยายามปรับตัว
เขาสูสภาวะที่การเจริญเติบโตและการแบงเซลลมีเสถียรภาพ  จํานวนเซลลหลังกระตุนเทียบกับ
กลุมควบคุมกรณีเซลลชวงหลังจึงแกวงนอยกวากรณีเซลลชวงแรก 

 
2. จํานวนเซลลหลังการกระตุน 
จากรูปที่ 4.2  พบวา ภายหลังการกระตุนเซลล MG-63 จํานวนเซลลเฉลี่ยรวมจากขอมูล

ของเซลลรุนที่ 1 ถึงเซลลรุนตาง ๆ ภายหลังจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5  5  50 และ 
250 µA มีจํานวนมากกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุม  โดย กรณีที่เซลลผานการกระตุนดวย
กระแสไฟฟาสลับ 0.5 µA มีจํานวนเซลลเฉลี่ยรวมมากที่สุดเทียบกับจํานวนเซลลในกลุมควบคุม  
และกรณีที่เซลลผานการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 50  250 และ 5 µA จะมีจํานวนเซลลเฉลี่ย
รวมเรียงจากมากไปนอย ตามลําดับ  ซึ่งมีลักษณะในทํานองเดียวกับผลการทดลองหัวขอ 3.1  ที่
การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5 µA จํานวนเซลลหลังกระตุนมีจํานวนมากที่สุด  
และกรณีที่กระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 50 250 และ 5 µA จะมีจํานวนหลังกระตุนเรียงจากมาก
ไปนอยตามลําดับ  ดังนั้น การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ สงผลกระทบตอพฤติ
กรรมการแบงเซลล MG-63 ตอเนื่องหลังจากหยุดกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ และนําเซลลเหลา
นั้นไปเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลและสภาพแวดลอมปกติ  ดังนั้นจึงมีความเปนไปไดที่การกระตุน
ดวยกระแสไฟฟาสลับ  จะสงผลใหเกิดการเปลี่ยนแปลงลักษณะภายในเซลลที่เกี่ยวของกับ
กระบวนการแบงเซลลอยางถาวร 

อยางไรก็ตาม  ผลการทดลองในหัวขอ 3.1  เมื่อเปรียบเทียบกับเซลลในกลุมควบคุม  
กรณีที่กระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5 µA จะมีจํานวนเซลลมากกวาจํานวนเซลลในกลุมควบคุม
อยางไมมีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  แตเมื่อพิจารณารวมกับผลการเจริญเติบโต
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ภายหลังการกระตุน  พบวา มีความเปนไปไดที่การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5 µA กระตุนให
อัตราการแบงเซลล MG-63 ที่ถูกกระตุนเพิ่มข้ึนเมื่อเทียบกับเซลลในกลุมควบคุม  สําหรับเซลลที่
ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5 50 และ 250 µA  จํานวนเซลลจากการกระตุนนอยกวาจํานวน
เซลลในกลุมควบคุมอยางมีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 95%  เมื่อนําเซลลเหลานี้มา
เลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลและสภาพแวดลอมที่เหมาะสม  จํานวนเซลลเฉลี่ยรวมมีจํานวนมากกวา
เซลลในกลุมควบคุม  โดยอาจเกิดจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5  50 และ 250 µA เปน
การกระตุนที่สูงเกินไป  ทําใหเกิดสภาพที่ไมเหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลล MG-63  จึงมี
อัตราการตายสูงกวาอัตราการแบงเซลล  ดังนั้น ในสภาวะที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ 5  50 
และ 250  µA จึงไมสามารถสังเกตพบผลการเพิ่มอัตราการแบงเซลลจากการกระตุนดวยกระแสไฟ
ฟาสลับ 



บทที่ 5 
สรุปผลการทดลอง 

 
 
 การทดลองกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับความถี่ 50 เฮิรตซ  สามารถสรุป
ผลกระทบตอพฤติกรรมการแบงเซลล MG-63 ไดดังนี้ 

1. ผลกระทบจากการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 
1.1  การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับขนาด 500 µA จะสงผลกระทบตอ

ลักษณะทางกายภาพของเซลล MG-63 อยางชัดเจน   โดยเซลลจะมีลักษณะกลม  สําหรับการ
กระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับที่นอยกวา 500 µA จะสังเกตไมพบผลกระทบของการ
กระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับตอลักษณะทางกายภาพ 

1.2  การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ  สงผลเชิงยับยั้งการแบงเซลล MG-
63  เมื่อกระตุนดวยกระแสไฟฟามากกวา 0.5 µA  โดยผลกระทบมีแนวโนมมากขึ้นเมื่อกระตุนดวย
กระแสไฟฟาสลับที่สูงขึ้น  และการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับสูงกวา 500 µA ทําใหเซลล MG-
63 มีอัตราการตายมากกวาอัตราการเพิ่มจํานวนเซลล  สําหรับการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ
ในชวง 0.1 ถึง 0.5 µA นั้น  แมวาจะไมพบผลกระทบที่มีนัยสําคัญเชิงสถิติที่ระดับความเชื่อมั่น 
95%  อยางไรก็ตาม  การกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 0.5 µA มีแนวโนมกระตุนให
เซลล MG-63 มีอัตราการแบงเซลลสูงขึ้นเมื่อเทียบกับเซลลในกลุมควบคุมที่ไมถูกกระตุน 

1.3  ผลการทดลองชี้วา  ความแตกตางของปริมาณซีรัมในอาหารเลี้ยงเซลล MG-63 ไมสง
ผลกระทบตอผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ  โดยผลการกระตุนจะมีแนวโนม
เหมือนกัน  แมวาเซลลที่ถูกกระตุนจะถูกเลี้ยงในอาหารเลี้ยงเซลลที่มีปริมาณซีรัมแตกตางกัน 

1.4  สําหรับปริมาณ L-glutamine ในอาหารเลี้ยงเซลล  สงผลกระทบอตอผลการกระตุน
เซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ  เนื่องจาก ไมสามารถสับเกตพบผลกระทบเชิงยับยั้งการแบง
เซลลจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ  ถาเซลลที่ถูกกระตุนถูกเลี้ยงดวยอาหารเลี้ยงเซลลที่ไม
มี L-glutamine   
 

2. ผลกระทบภายหลังการกระตุนเซลล MG-63 ดวยกระแสไฟฟาสลับ 
เซลล MG-63 ที่ถูกกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ  เมื่อถูกนําไปเลี้ยงตอดวยอาหารเลี้ยง

เซลลและสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการเจริญเติบโตของเซลล MG-63  มีแนวโนมที่อัตราการ
แบงเซลลจะสูงกวาเซลลที่ไมถูกกระตุนกระแสไฟฟาสลับ 
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จากการศึกษา พบวา มีความเปนไปไดที่การกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับจะทําใหเซลล 
MG-63 ที่ถูกกระตุนไมมีเสถียรภาพในการเจริญเติบโตและการแบงเซลล  เนื่องจากจํานวนเซลล
ภายหลังการกระตุนแตละรุนเมื่อเทียบกับกลุมควบคุมจะแกวงขึ้นลง  อยางไรก็ตาม การแกวงขึ้น
ลงของจํานวนเซลลที่เกิดขึ้นลดลงเมื่อระยะเวลาในการเลี้ยงเซลลในสภาวะปกติมากขึ้น  แสดงให
เห็นวาเซลลที่ถูกกระตุนมีการปรับตัวใหการแบงเซลลมีเสถียรภาพมากขึ้น 
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รูปที่ 4.2  กราฟจํานวนเซลลเฉลี่ยสะสมจากรุนที่ 1 ถึงรุนตาง ๆ  โดยแยกแสดงตามกระแสกระตุนเปรียบเทียบกับกลุมควบคุม 
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ภาคผนวก 



ภาคผนวก ก 
 

1. ข้ันตอนการเตรียมสารอาหารเลี้ยงเซลล 
อาหารเลี้ยงเซลลที่ใชในการวิจัยนี้  เปนอาหารสูตร DMEM ( Dulbecco's Modified 

Eagle's Medium) ชนิดผง (Product No. D5280)  โดยมีขั้นตอนการเตรียมสามารถแบงไดเปน 2 
ข้ันตอนใหญ คือ 

- การเตรียมสารอาหารเลี้ยงเซลลเพื่อเก็บไวใชงาน (stock media) 
- การเตรียมสารอาหารเลี้ยงเซลลเพื่อใชงาน 

1.1. การเตรียม stock media 
การเตรียมอาหารเลี้ยงเซลลตามคูมือการเตรียมของบริษัท Sigma Chemical จะเติมสาร

ละลายโซเดียมไบคารบอเนตใน stock media ดวย  แตในทางปฏิบัติ  ถาจําเปนตองเก็บเอาไวใช
เปนเวลานาน  ไมควรเติมสารละลายโซเดียมไบคารบอเนตเพราะเมื่อเก็บเอาไวเปนเวลานาน  อาจ
จะทําใหเกิดตะกอนขึ้นได  สวน L-glutamine และ ซีรัม จะเติมเมื่อตองการจะใชงาน 

• ตวงน้ํา DI ประมาณ 1.5 ลิตรใสในบิกเกอร (น้ําที่ใชควรมีอุณหภูมิประมาณ  15–20 
องศาเซลเซียส) 

• กวนน้ําดวยเครื่อง stirrer พรอมกับเทผงของ medium ลงไปจนกระทั่งหมดขวด  จะ
ไดสารละลายสีเหลือง  อันเนื่องมาจาก Phenol Red  ซึ่งแสดงใหเห็นวาสารละลายมี
สภาพเปนกรด 

• ใชน้ํา DI ใสลงไปในขวดเพื่อละลายสารที่เหลือคางอยูในขวดออก  แลวเทใสรวมกับ 
medium ในบิกเกอร 

• จากนั้นใชกระบอกตวง ทําการตวง medium ที่เตรียมไวใสลงในขวดชมพูขนาด 5 ลิตร 
พรอมกับเติมน้ํา DI จนกระทั่งไดปริมาตรรวม 4650 ml 

• ทําการกรองสารละสารที่ไดดวย หัวกรอง ขนาด 0.22 µm 
• ทําการตวงสารละลายใสในขวด  ขวดละ 465 ml  พรอมทั้งปดฝาไมใหแนนมากนัก

(โดยการคลายเกลียวออกประมาณ 1-2 เกลียว) 
• ทําการอบฆาเชื้อดวยวิธีการ autoclave ที่ 121 องศาเซลเซียส 15 ปอนดตอตารางนิ้ว 

เปนเวลา 15 นาที 
• ทิ้ง medium ไวในเครื่อง autoclave กระทั่งอุณหภูมิเทากับอุณหภูมิหอง  จากนั้นปด

ฝาใหแนน แลวนําไปเก็บไวในตูเย็นอุณหภูมิประมาณ 2 - 8 องศาเซลเซียส 
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1.2. การเตรียมสารอาหารเลี้ยงเซลลเพื่อใชงาน 
เมื่อตองการใชอาหารเลี้ยงเซลล  ตองนําเอา stock media มาเติมสารละลายโซเดียมไบ

คารบอเนต  L-glutamine และ ซีรัม ดังขั้นตอนตอไปนี้ 
• เมื่อตองการใช  เติมสารละลายโซเดียมไบคารบอเนตความเขมขน 7.5 g/100 ml ปริมาตร 25 

ml  ลงในแตละขวด แลวปดฝาใหแนน  เพื่อไมใหเกิดตะกอนขึ้นในสารละลาย  สารละลายที่ได
จะมีสีแดง  คา pH ควรอยูในชวง 7.3 ± 0.3  ซึ่งถาคา pH ไมอยูในชวงนี้  จะสามารถปรับคา 
pH ไดโดยการเติมสารละลาย HCl 1 N หรือ NaOH 1 N ( N : Normality )  

• จากนั้นเติมสารละลาย L-glutamine ความเขมขน 200 mM จํานวน 10 ml และเติมซีรัม
วัว(Fetal bovine serum) ตามปริมาณที่ตองการ  โดยปกติจะเติมซีรัมประมาณ 10%โดย
ปริมาตร คือจะเติมซีรัมประมาณ 50 ml /ขวด (เมื่อเติม สารละลายโซเดียมไบคารบอเนตและ 
L-glutamine ลงในอาหารเลี้ยงเซลลที่เตรียมไว 1 ขวด จะมีปริมาตรประมาณ 500 ml) 

• แลวทําการกรองสารละสารที่ไดดวย หัวกรอง ขนาด 0.22 µm อีกครั้ง  เนื่องจากการเก็บ
อาหารเลี้ยงเซลลเปนเวลานานอาจทําใหเกิดการปนเปอนของจุลินทรียได  นอกจากนี้สาร
ละลายโซเดียมไบคารบอเนต L-glutamine และซีรัมอาจจะมีตะกอนหรือมีการปนเปอนของจุ
ลินทรียได  จึงควรกรองอีกครั้งกอนการใชงาน 



ภาคผนวก ข 
 

1. ขั้นตอนการลางอุปกรณที่ใชในการเลี้ยงเซลล 
• แชอุปกรณไวในน้ําผสมสารทําความสะอาด (detergent) อยางออนประมาณ 1 คืน (เพื่อ

ใหเหลือสารตกคางในอุปกรณเปนพิษนอยที่สุด  ในงานวิจัยนี้ใชน้ํายาลางขวดนมเด็ก) 
• ลางอุปกรณดวยฟองน้ํา  แลวลางดวยน้ําสะอาด 
• จากนั้น  ลางดวยการผานน้ําสะอาด (rinse)  ในที่นี้ใชน้ําประปาเปนเวลาประมาณ 30 

นาที 
• ลางดวยน้ํา RO (Reverse Osmosis water) 1 คร้ัง 
• ลางดวยน้ํา DI (Deionized water) 2 คร้ัง 
• นําไปอบแหงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส  ประมาณ 1 คืน 

 
2. ขั้นตอนการทําใหปราศจากเชื้อ 

การทําใหอุปกรณปราศจากเชื้อที่ใชในงานวิจัยนี้แบงออกได 3 วิธี คือ 
2.1 การทําใหปราศจากเชื้อโดยไมใชความรอน 

การทําใหปราศจากเชื้อดวยวิธีนี้  จะใชกับอุปกรณเลี้ยงเซลลสําหรับกระตุนดวยกระแส
สลับ เนื่องจากสวนประกอบบางสวนของอุปกรณดังกลาวทําจากแผนอะคริลิก (Acrylic) ซึ่งไม
สามารถทําความรอนสูงที่ใชในกระบวนการทําใหปราศจากเชื้อดวยวิธีอบไอน้ํา (Autoclave) ได  
มีขั้นตอนการทําใหปราศจากเชื้อ ดังนี้ 

• นําอุปกรณที่จะทําใหปราศจากเชื้อมาแชในแอลกอฮอล 70% เปนเวลาประมาณ 30 นาที 
• ดูดแอลกอฮอลออก  แลวลางดวยน้ํา DI ที่ปราศจากเชื้อ (sterilized DI water) 2 คร้ัง 
• ฉายรังสีอัลตราไวโอเลตเปนเวลา 1 คืน 
 
2.2 การทําใหปราศจากเชื้อดวยการกรอง 

การทําใหปราศจากเชื้อดวยวิธีกรองใชเมื่อตองการทําสารบางอยางที่ไมสามารถทนความ
รอนสูงใหปราศจากเชื้อ เชน เอนไซมทริปซิน (trypsin)  โปรตีน L-glutamine  ซีรัม เปนตน  

การกรองทําบรรยากาศที่ปราศจากเชื้อในตูปลอดเชื้อ (hood)  ใชหัวกรองที่มีขนาดรู 0.22 
µm  กรณีที่กรองสารเปนจํานวนมาก  ใชปมปตอกับหัวกรองใหญเพื่อชวยดูดสารใหผานหัวกรอง  
กรณีที่กรองสารจํานวนนอย  ใชหลอดฉีดยาดูดสารแลวตอกับหัวกรองเล็ก แลวดันหลอดฉีดยาให
สารผานหัวกรอง 
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2.3 การทําใหปราศจากเชื้อโดยใชความรอนดวยวิธีอบไอน้ํา (Autoclave) 
การทําใหปราศจากเชื้อดวยวีธีอบไอน้ํา  ใชกับอุปกรณและสารตาง ๆ ที่ใชในการเลี้ยง

เซลล เชน ขวดใสอาหารเลี้ยงเซลล  หลอดใสสารตาง ๆ  อาหารเลี้ยงเซลล เปนตน  มีขั้นตอนดังนี้ 
• ใสหรือเปลี่ยนน้ํากลั่นลงในเครื่องอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา 
• ติดเทปที่ชี้สภาพการอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา (Autoclave tape) ลงบนอุปกรณทุกชิ้นที่จะทํา

การอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา  ซึ่งเทปนี้จะแสดงวาการอบฆาเชื้อดวยไอน้ํามีประสิทธิภาพหรือ
ไม  โดยการอบฆาเชื้อดวยไอน้ําที่ดี เทปจะเปลี่ยนสีใหเห็นเปนแถบสีน้ําตาล  ถาเทปไม
เปลี่ยนสี  การอบฆาเชื้อดวยไอน้ําไมมีประสิทธิภาพ 

• นําอุปกรณที่ติดเทป  ไปใสในเครื่องอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา  ปดฝาใหแนน 
• ทําการอบฆาเชื้อดวยไอน้ําที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส ความดัน 15 ปอนดตอตาราง

นิ้ว ( PSI : Pound Square inch) เปนเวลา 15 นาที 
• นําอุปกรณที่ผานการอบฆาเชื้อดวยไอน้ํา  ไปอบแหงที่อุณหภูมิ 65 องศาเซลเซียส

ประมาณ 1 คืน 
 
3. การประกอบอุปกรณการเลี้ยงเซลลสําหรับกระตุนดวยกระแสไฟสลับ  

• ผสมวัสดุพิมพปากระหวางซิลิโคนกับตัวเรงปริกิริยา (catalyst)   ดวยอัตราสวนประมาณ 
1 : 8 แลวใสในหลอดฉีดซิลิโคน 

• ยึดแผนกระจกที่เคลือบชั้นตัวนํากับแผนฐานดวยวัสดุพิมพปาก 
• ยึดและผนึก (seal) ทอแกวกับแผนกระจกที่เคลือบชั้นตัวนํา  
• นําไปทําใหปราศจากเชื้อ 
• ยึดลวกสเตนเลสกับแผนอะคริลิกดานบน  โดยยึดใหเมื่อปดฝาดานบนแลวปลายลวดอยู

เหนือพื้นกระจกดานลางหลุมประมาณ 3 มม.  
 
 



ภาคผนวก ค 
 

1. วิเคราะหวงจรกรองผานตํ่า 

 
รูป ค.1 วงจรกรองผานต่ํา 

 
 ในการวิเคราะหวงจรจะแทนวงจรสมมูลของตัวตานทานปรับคาได ( R2 ) ดวยตัวตานทาน 
2 ตัวดังรูป ค.2 

 
รูป ค.2 วงจรสมมูลวงจรกรองผานต่ํา 

 

KVL ที่วงรอบ 3-4-0-3 ;    ( ) 
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จากสมการ (1) และ (3) จะได ; 
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สมการ (5)  เปนฟงกชันโอนยาย (transfer function) ของวงจรกรองผานต่ําในพจนคา m 
โดยแสดงผลของตัวตานทานปรับคาไดวามีผลกระทบตอรากสมการโอนยาย (pole) อยางไร 

การปรับตัวตานทานปรับคาได ( R2 ) เปนการปรับคา m ในสมการ (5)  รากสมการที่ m 
คาตาง ๆ เปนดังตาราง ค.1 
ตาราง ค.1  รากของสมการโอนยาย ที่ m คาตาง ๆ 

b

a

R
R

 
b

a

R
R1m +=  f 1 (Hz) f 2 (Hz) 

0.0000001 1.0000001 -82.3517 -218.57 
0.000001 1.000001 -82.3517 -218.57 
0.00001 1.00001 -82.3517 -218.569 
0.0001 1.0001 -82.3509 -218.564 
0.001 1.001 -82.3432 -218.51 
0.01 1.01 -82.2677 -217.99 
0.02 1.02 -82.1871 -217.442 
0.03 1.03 -82.1095 -216.924 
0.04 1.04 -82.0349 -216.434 
0.05 1.05 -81.9632 -215.97 
0.06 1.06 -81.8941 -215.53 
0.07 1.07 -81.8275 -215.112 
0.08 1.08 -81.7633 -214.715 
0.09 1.09 -81.7014 -214.338 
0.1 1.1 -81.6417 -213.98 
0.2 1.2 -81.1425 -211.195 
0.3 1.3 -80.7751 -209.409 
0.4 1.4 -80.4951 -208.226 
0.5 1.5 -80.2757 -207.428 
0.6 1.6 -80.1001 -206.888 
0.7 1.7 -79.957 -206.528 
0.8 1.8 -79.8384 -206.295 
0.9 1.9 -79.7391 -206.153 
1 2 -79.6548 -206.08 

1.2 2.2 -79.5204 -206.071 

b

a

R
R

 
b

a

R
R1m +=  f 1 (Hz) f 2 (Hz) 

1.4 2.4 -79.4187 -206.179 
1.6 2.6 -79.3397 -206.353 
1.8 2.8 -79.277 -206.564 
2 3 -79.2264 -206.794 
3 4 -79.0758 -207.967 
4 5 -79.005 -208.972 
5 6 -78.966 -209.783 
6 7 -78.9423 -210.437 
7 8 -78.9267 -210.973 
8 9 -78.9159 -211.417 
9 10 -78.9082 -211.79 
10 11 -78.9024 -212.108 
12 13 -78.8945 -212.621 
14 15 -78.8896 -213.015 
16 17 -78.8862 -213.327 
18 19 -78.8839 -213.58 
20 21 -78.8822 -213.789 
30 31 -78.878 -214.457 
40 41 -78.8764 -214.815 
50 51 -78.8757 -215.038 
60 61 -78.8753 -215.19 
70 71 -78.875 -215.3 
80 81 -78.8749 -215.384 
90 91 -78.8748 -215.45 

100 101 -78.8747 -215.503 
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เมื่อนํารากของสมการมาเขียนกราฟไดดังรูป 
 

รากสมการที่คา m ตาง ๆ 
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รูป ค.3  กราฟรากสมการที่คา m ตาง ๆ  

 
 วงจรกรองผานต่ําตามรูป ค.1 เปนวงจรกรองผานต่ําแบบเฉื่อยงาน (passive)  มีรากหลัก 
(dominant pole) ที่ความถี่ 82.34 Hz และรากตัวที่ 2 ความถี่ 218.51 Hz  เมื่อ m = 1.001  และ
เมื่อปรับคาตัวตานทานปรับคาได รากหลักและรากตัวที่ 2 ของฟงกชันโอนยายจะเลื่อนไปตามคา 

m (
b

a

R
R1m += ) หรือ อัตราสวนระหวาง ba R:R  โดย 

- กรณีรากหลัก (dominant pole)  ความแตกตางมากที่สุดที่เกิดขึ้นเมื่อคา m เปลี่ยน
แปลง คือ 3.48 Hz  คิดเปน 4.2 % โดยเกิดขึ้นเมื่อเปลี่ยนคา m จาก m = 1 (รากหลัก 
82.35 Hz) เปน m = ∞ (โดยประมาณ คือ ตั้งแต m = 100 จะทําใหรากหลักมีคา 
78.87 Hz) 

- กรณีรากตัวที่ 2  ความแตกตางมากที่สุดที่เกิดเมื่อคา m เปลี่ยนแปลง คือ 12.51 Hz  
คิดเปน 5.7 %โดยเกิดขึ้นเมื่อเปลี่ยนคา m จาก m = 1 (รากตัวที่ 2 คือ 218.57 Hz) 
เปน m = 2.1 (รากตัวที่ 2 มีคา 206.06 Hz)  

จากการคํานวณตําแหนงรากฟงกชันโอนยาย  เมื่อเปลี่ยนคา m  ตําแหนงรากฟงกชันโอน
ยายจะเลื่อนไมไปมาก  อยูในชวงที่สามารถกรองสัญญาณรบกวนที่ไมตองการออกได  ดังนั้น  การ
จึงสามารถใชตัวตานทานปรับคาได (R2) ปรับขนาดของสัญญาณได  เนื่องจากขนาดของ
สัญญาณออกจากวงจรกรองจะเปนฟงกชันของคา m 



ภาคผนวก ง. 
การวิเคราะหผลการกระตุนเซลล MG-63 ดวย SPSS 

 
ง.1  การวิเคราะหขอมูลผลของขนาดกระแสไฟฟาสลับ(หัวขอ 3.1) 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 0.1 µA ดวยสถิติ T-Test 

.817 .369 -.291 74 .772 -4.4170 15.1915 -34.6867 25.8528

-.360 10.072 .726 -4.4170 12.2666 -31.7224 22.8885

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

SUM
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 0.5 µA ดวยสถิติ T-Test 

3.643 .059 -1.875 90 .064 -20.4403 10.9020 -42.0991 1.2185

-1.614 32.039 .116 -20.4403 12.6608 -46.2283 5.3476

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

SUM
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 
 
 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 5 µA ดวยสถิติ T-Test 

2.931 .090 9.728 98 .000 82.0359 8.4331 65.3007 98.7711

10.418 72.500 .000 82.0359 7.8746 66.3400 97.7318

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

SUM
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test
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การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 50 µA ดวยสถิติ T-Test 

29.113 .000 2.556 102 .012 27.4468 10.7379 6.1482 48.7454

2.215 49.167 .031 27.4468 12.3914 2.5474 52.3462

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

SUM
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 
 
 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 250 µA ดวยสถิติ T-Test 

2.252 .137 4.486 84 .000 53.7344 11.9787 29.9134 77.5554

3.714 21.889 .001 53.7344 14.4682 23.7203 83.7485

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

SUM
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 
 
 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 500 µA ดวยสถิติ T-Test 

8.715 .004 3.961 74 .000 58.6331 14.8008 29.1419 88.1243

9.315 40.385 .000 58.6331 6.2943 45.9157 71.3505

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

SUM
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test
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การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 2500 µA ดวยสถิติ T-Test 

6.940 .010 5.890 74 .000 87.4101 14.8403 57.8401 116.9801

12.275 25.251 .000 87.4101 7.1210 72.7515 102.0687

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

SUM
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 
 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 5000 µA ดวยสถิติ T-Test 

12.494 .001 6.656 74 .000 98.2014 14.7545 68.8025 127.6004

19.012 72.462 .000 98.2014 5.1651 87.9060 108.4968

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

SUM
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 
 
 
ง.2  การวิเคราะหขอมูลผลกระทบสืบเนื่องจากการกระตุนดวยกระแสไฟฟาสลับ(บทที่ 4) 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 0.5 µA ดวยสถิติ T-Test  

74.277 .000 -6.142 385 .000 -18.1670 2.9578 -23.9824 -12.3516

-5.790 258.451 .000 -18.1670 3.1378 -24.3460 -11.9880

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

ALL_DATA
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test
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การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส  5 µA ดวยสถิติ T-Test  

104.720 .000 -.123 354 .902 -.4372 3.5545 -7.4277 6.5533

-.107 178.260 .915 -.4372 4.0886 -8.5055 7.6310

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

ALL_DATA
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 
 
 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 50 µA ดวยสถิติ T-Test  

55.241 .000 -3.447 439 .001 -16.1092 4.6740 -25.2954 -6.9229

-3.491 271.241 .001 -16.1092 4.6143 -25.1936 -7.0247

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

ALL_DATA
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 
 
 
การวิเคราะหเปรียบเทียบกลุมควบคุมและกลุมที่ถูกกระตุนดวยกระแส 250 µA ดวยสถิติ T-Test  

47.802 .000 -1.664 536 .097 -5.8231 3.4995 -12.6974 1.0513

-1.897 472.701 .058 -5.8231 3.0689 -11.8534 .2073

Equal
variances
assumed
Equal
variances
not
assumed

ALL_DATA
F Sig.

Levene's Test for
Equality of Variances

t df
Sig.

(2-tailed)
Mean

Difference
Std. Error
Difference Lower Upper

95% Confidence
Interval of the Mean

t-test for Equality of Means

Independent Samples Test

 
 
 



ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 
 
  นาย ศุภชัย  ฤทธิ์เจริญวัตถุ  เกิดเมื่อวันที่ 11 มีนาคม พ.ศ. 2520   ที่จังหวัด 
มหาสารคาม  สําเร็จการศึกษาปริญญาวิศวกรรมศาสตรบัณฑิต  สาขา วิศวกรรมไฟฟาสื่อสาร  
ภาควิชา วิศวกรรมไฟฟา  คณะวิศวกรรมศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2540  
และเขาศึกษาตอในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต  ภาควิชา วิศวกรรมไฟฟา  คณะ
วิศวกรรมศาสตร  จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย  ในปการศึกษา 2541 
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