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การวัดอิมพิแดนซ์ถูกนำไปใช้ในงานทางวิศวกรรมชีวภาพและการแพทย์ในหลากหลาย

รูปแบบ ตัวอย่างเช่น การตรวจสอบการเจริญเติบโตของเซลล์ การรวมตัวของกลุ่มเซลล์ การเคลื่อน
ตัวของกลุ่มเซลล์ รวมทั้งการตอบสนองต่อการรักษาโรคของกลุ่มเซลล์ต่างๆ  ข้อดีของวิธีการวัด
สัญญาณไฟฟ้าเมื่อเปรียบเทียบกับเทคนิคทางชีววิทยาคือ  วิธีการไม่ซับซ้อน ใช้เวลาน้อย และ
ความสามารถในการวัดการเปลี่ยนแปลงได้อย่างต่อเนื่อง ซึ่งแตกต่างจากวิธีการวัดแบบเดิม เช่น 
การย้อมสีเซลล์ทำให้เกิดความเสียหายหรือทำลายตัวอย่างเซลล์ในการทดลอง  งานวิจัยนี้มี
วัตถุประสงค์เพื่อสร้างระบบการวัด ไมโครอิเล็กโทรด และกระบวนการทำงาน สำหรับวัดค่าอิมพิ
แดนซ์ของเซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด HT-29 ในรูปทรงสองมิติและสามมิติ ระบบที่ใช้
ประกอบด้วยจานเพาะเลี้ยงชนิดก้นหลุมแบนและครึ่งทรงกลม ชุดจับไมโครอิเล็กโทรด และ
เครื่องวัดสัญญาณอิมพิแดนซ์ ในตอนเริ่มต้น เซลล์มะเร็งจำนวน 5000 เซลล์ในของเหลวปริมาตร 
200 ไมโครลิตรถูกบรรจุในหลุมเพาะเลี้ยง และปล่อยให้เซลล์รวมตัวเป็นก้อนสามมิติเป็นเวลา 72 
ชั่วโมง ไมโครอิเล็กโทรดที่ใช้วัดสัญญาณมีขนาด 200 ไมโครเมตร ถูกใส่เข้าไปในท่อซิลิโคนที่มีเส้น
ผ่านศูนย์กลาง 2.5 มิลลิเมตร ยาว 20 มิลลิเมตร โดยอิเล็กโทรดมีระยะห่างกัน 2.5 มิลลิเมตร ใน
การทดลองจะทำการบันทึกค่าอิมแดนซ์และบันทึกภาพการเปลี่ยนแปลงของก้อนเซลล์ทุก  24 
ชั่วโมง เปรียบเทียบกับเซลล์มะเร็งที่ได้รับการกระตุ้นด้วยยาที่มีความเข้มข้น 2.5 ,5 ,10 ไมโครโม
ลาร์ ตามลำดับ ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าเซลล์ทดลองในแต่ละวันมีค่าอิมพิแดนซ์ที่ต่างกัน และ
เซลล์ที่ไม่ได้รับยามีค่าอิมพิแดนซืที่ต่างจากเซลล์ที่ได้รับยา โดยสัญญาณอิมพิแดนซ์ของเซลล์มะเร็ง
แบบสองมิติและสามมิติจะถูกนำมาเปรียบเทียบกันเพื่อบอกความแตกต่างของอิมพิแดนซ์จากการ
เรียงตัวของเซลล์  
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Impedance measurement has been widely used in bioengineering which is 

currently employed in monitoring several cellular processes such as cell growth, 
cell adhesion, cell migration and effect of drugs on cells. Impedance 
measurements are become more popular due to their remarkable advantages, 
including label free, non-invasive, non-destructive and quantitative. However, the 
main advantage of cell impedance measurement is to perform long term 
monitoring that improve from conventional methods such as cell staining that 
often effects cell destruction. In this work, we developed a measurement system 
and microelectrode for characterize an impedance of colon cancer cells type HT-
29 in 2D and 3D forms. Five thousand cells of human HT-29 colon were seeded at 
densities to yield 200 µm for 72 hr. in both Round Bottom and Falt Bottom 96-well 
plate. The electrodes diameter of 200 µm was inserted to 20 mm. long silicone 
tube that have diameter of 2.5 mm. with 2.5 mm length between each other. The 
trial values were saved every 24 hr. for 72 hr. to shown the difference of 
impedance between each day of experiment and difference between non-treated 
cells and treated cells. 
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บทที่1 
บทนำ 

1.1 ที่มาและความสำคัญของวิทยานิพนธ์ 
 มะเร็ง คือ กลุ่มเซลล์ของร่างกายที่มี เพิ่มจำนวนขึ้นอย่างผิดปกติและควบคุมไม่ได้  

นอกจากนั้นยังสามารถที่จะรุกรามไปยังอวัยวะส่วนอื่นของร่างกายได้ โดยนอกจากการเจริญเติบโตที่

ผิดปกติแล้วนั้นเซลล์มะเร็งอาจมีข้อแตกต่างจากเซลล์ปกติได้ เช่น ไม่ตอบสนองต่อสัญญาณที่สั่งให้

เซลล์ทำลายตัวเอง สร้างหลอดเลือดเชื่อมต่อกับกลุ่มเซลล์เพื่อลำเรียงสารอาหารและออกซิเจนสู่กลุ่ม

เซลล์มะเร็ง 

 เซลล์มะเร็งลำไส้ใหญ่ของมนุษย์ชนิด H-29 ถูกค้นพบในปี 1964 ในร่างของหญิงวัย44ปี โดย

มะเร็งลำไส้นั้นจัดเป็น1ใน3ของมะเร็งที่มีอัตราการเสียชีวิตมากที่สุด โดยนับเป็น10%ของผู้เสียชีวิต

ด้วยโรคมะเร็งทั้งหมด มีรายงานพบว่ามีผู้ป่วยใหม่กว่าหนึ่งล้านคนต่อปีทั้งในผู้ชายและผู้หญิง 

(Ferlay, Soerjomataram et al. 2015) ซึ่งพบมากในผู้ที่มีอายุมากกว่า50ปีขึ้นไป โดยปัจจัยเสี่ยงที่

ทำให้เกิดโรคอาจมีดังนี้ พฤติกรรมการบริโภค การออกกําลังกายน้อย พฤติกรรมการสูบบุหรี่ การดื่ม

เครื่องดื่มแอลกอฮอล์ ประวัติการเป็นมะเร็งทั้งในบุคคลและในครอบครัว อาทิเช่น ประวัติการเป็น

มะเร็งรังไข่ มะเร็งปากมดลูก มะเร็งเต้านม และอาจพบในผู้ป่วยที่เคยมีประวัติการเป็นโรคลําไส้

อักเสบ (inflammatory bowel disease) หรือโรคเบาหวานมาก่อน(Deng, Gui et al. 2012, De 

Bruijn, Arends et al. 2013, Arvelo, Sojo et al. 2015) การรักษามะเร็งไส้ใหญ่ยังได้ผลค่อนข้าง

น้อย เนื่องจากผู้ป่วย ที่เข้ารับการรักษาอยู่ในระยะสุดท้ายของโรค โดยการรักษามะเร็งลำไส้ใหญ่มี 3 

วิธีหลักๆ คือ การผ่าตัด การฉายรังสีและ การใช้ยาเคมีบำบัด 

 ในการศึกษาการตอบสนองต่อยาของเซลล์มะเร็งนั้นเดิมทีใช้การทดสอบกับเซลล์ที่เรียงตัวกัน

ในแนวระนาบ ซึ่งมีความแต่งกันกับเซลล์ในร่างกาย เพื่อจำลองลักษณะของเซลล์ในร่างกายหรือ

อวัยวะนั้นจึงได้มีการพัฒนาวิธีในการจำลองเซลล์เป็นทรงกลม (spheroid) ซึ่งมีความใกล้เคียงกับ

ร่างกายของสิ่งมีชีวิตมากกว่า 

 วิธีการวัดความมีชีวิตของเซลล์มะเร็งเมื่อได้รับยานั้นเดิมทีใช้ค่าใช้จ่ายและทรัพยากรบุคคนใน

การดำเนินการแต่สูง(Nam, Smith et al. 2014) ทำให้เกิดวิธีการตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล์โดย

การวัดค่าอิมพีแดนซ์ของเซลล์ ซึ่งมีข้อได้เปรียบในหลายประการเช่น มีค่าใช้จ่ายที่ต่ำกว่า ใช้
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ทรัพยากรบุคคนน้อยกว่า ไม่จำเป็นต้องทำลายเซลล์ตัวอย่างเพื่อวัดค่าและสามารถตรวจสอบการ

ตอบสนองต่อเวลาได้ในทันที ซึ่งทำให้เข้าใจในพฤติกรรมของเซลล์ได้มากกว่า 

 การวัดอิมพิแดนซ์นั้นถูกนำไปใช้ในหลากหลายกระบวนการ ไม่ว่าจะเป็นการเจริญเติบโตของ

เซลล์ การรวมตัวของกลุ่มเซลล์(Cell adhesion) การเคลื่อนตัวของกลุ่มเซลล์ และการตอบสนองต่อ

การรักษาโรคของกลุ่มเซลล์ต่างๆ ซึ่งข้อได้เปรียบหลักของวิธีการวัดความเปลี่ยนแปลงทางไฟฟ้าคือ

สามารถวัดความเปลี่ยนแปลงได้อย่างต่อเนื่อง จึงทำให้สามารถศึกษาความเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้น

ชั่วคราวและความเปลี่ยนแปลงระหว่างการทดลองได้ ซึ่งแตกต่างจากวิธีการวัดผลแบบดั้งเดิมที่วัดผล

เมื่อสิ้นสุดการทดลองและการวัดผลนั้นทำให้เกิดความเสียหายหรือทำลายตัวอย่างการทดลอง 

 วิธีการวัดผลโดยใช้ค่าอิมพิแดนซ์นั้นอาจแบ่งได้เป็นหลายวิธีการ เช่น impedance flow 

cytometry(IFC) electrochemical impedance spectroscopy(EIS) แ ล ะ  electric cell-

substrate impedance sensing(ECIS) โดยวิธีการแบบ IFC ถูกใช้ในการนับจำนวนเซลล์เดี่ยวที่ลอย

อยู่ในสารละลาย(Chen, Xue et al. 2015) ส่วนวิธีการ EIS ใช้ในการวัดค่าอิมพิแดนซ์ในหลาย

ความถี่ของกลุ่มเซลล์ที่ไม่ได้มีการขยายตัวแล้ว(Sheng-Yi, Dai-Chian et al. 2012) และวิธีการ ECIS 

เป็นวิธีการวัดค่าอิมพิแดนซ์ของกลุ่มเซลล์ที่ติดกับขั้วอิเล็คโทรดที่อยู่บริเวณด้านล่างของหลุมทดลอง

(Xu, Xie et al. 2016) โดยค่าอิมพิแดนซ์อาจจะขึ้นอยู่กับ จำนวนของเซลล์ ขนาดของเซลล์หรือการ

รวมตัวของเซลล์(Hamidi, Lilja et al. 2017) 

 

1.2 วัตถุประสงค์การวิจัย 
 1. ออกแบบชุดทดลองในการวัดค่าอิมพีแดนซ(์impedance)ของเซลล์มะเร็งชนิดH-29ได ้

 2. เปรียบเทียบค่าอิมพิแดนซ์ของเซลล์H-29และเซลล์H-29ที่ได้รับยา5-FU 

1.3 ขอบเขตการวิจัย 
 1. สามารถวัดค่าอิมพีแดนซข์องเซลล์มะเร็งชนิดH-29ได ้

 2. เปรียบเทียบความแตกต่างของอิมพีแดนซข์องเซลล์ที่ได้รับยา5-FUกับเซลล์ที่ไม่ได้รับยาได้ 

 
1.4 ขั้นตอนการดำเนินงานของวิทยานิพนธ์ 
 1. ศึกษางานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 
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 2. ออกแบบและสร้างอุปกรณ์วัดค่าอิมพีแดนซข์องเซลล์มะเร็งชนิด H-29 

 3. เพาะเลี้ยงเซลล์ให้มีลักษณะเป็นระนาบชั้นเดียว (monolayer) และทรงกลม (spheroid) 

แล้วทำการวัดอิมพีแดนซ ์

 4. ทำซ้ำในข้อที่ 3. โดยให้ยา 5-FU ในความเข้มข้น 2.5,5และ10 ไมโครโมลาร์ ตามลำดับ 

แล้วทำการวัดค่าอิมพีแดนซ ์ทั้ง 3 ชุดทดลองเปรียบเทียบกับการทดลองในข้อที่ 3. 

 5. วัดค่าอิมพีแดนซ์ของของเหลวเลี้ยงเซลล์และยารักษามะเร็งชนิด 5-FU ในความเข้มข้น

ตามขั้นตอนที่ 4. 

 6. วิเคราะห์และสรุปผลการทดลอง 

1.5 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
 1. ได้รับองค์ความรู้ในเรื่องของค่าอิมพีแดนซ์ของเซลล์มะเร็งชนิดH-29 การเพาะเลี้ยงเซลล์

และความแต่งต่างของอิมพีแดนซใ์นเซลล์ที่ถูกให้ยา 5-FU และเซลล์ที่ไม่ได้รับยา 

 2. สามารถวัดค่าและเปรียบเทียบอิมพีแดนซข์องเซลล์ที่ได้รับยา5-FUและไม่ได้รับยา5-FU 
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บทที่ 2 
ปริทัศน์วรรณกรรม 

 บทนี้จะทบทวนงานวิจัยที่เกี่ยวข้องกับการวัดค่าอิมพีแดนซ์ของเซลล์เพื่อตรวจสอบการมีชีวิต

ของเซลล์ (Electric cell-substate impedance sensing - ECIS) ซึ่งประกอบด้วยหัวข้อหลักๆดังนี้  

2.1 การเรียงตัวของเซลล์ 
โดยทั่วไปแล้วการเพาะเลี้ยงเซลล์ 2D จะอาศัยการยึดเกาะกับพื้นผิวเรียบ เช่นจานเพาะเชื้อ

ที่ทำจากแก้วหรือโพลีสไตรีน เพื่อให้การสนับสนุนทางกลแก่เซลล์ การเติบโตของเซลล์ในชั้นโมโนเล

เยอร์ 2 มิติช่วยให้สามารถเข้าถึงสารอาหารและปัจจัยการเจริญเติบโตในปริมาณที่ใกล้เคียงกันซึ่งมีอยู่

ในอาหารเลี้ยงเชื้อ ซึ่งส่งผลให้เกิดการเติบโตและการเพิ่มจำนวนที่เป็นเนื้อเดียวกัน คุณลักษณะนี้ทำ

ให้แพลตฟอร์ม 2D น่าสนใจสำหรับนักชีววิทยาและผู้ใช้ทางคลินิกเนื่องจากความเรียบง่ายและมี

ประสิทธิภาพ แตว่ิธีการ 2D เหล่านี้ส่วนใหญ่ไม่สามารถควบคุมรูปร่างของเซลล์ ซึ่งกำหนดตัวชี้นำทาง

ชีวฟิสิกส์ที่ส่งผลต่อฤทธิ์ทางชีวภาพของเซลล์ในร่างกาย เพื่อควบคุมรูปร่างของเซลล์ในการเพาะเลี้ยง

เซลล์แบบ 2 มิติ ได้มีการสร้างซับสเตรตที่มีรูปแบบไมโคร เช่น เกาะยึดติดเซลล์ (Dupont, Morsut 

et al. 2011) หลุมขนาดเล็ก(Yang, Yin et al. 2010) และเสาขนาดเล็ก(Fu, Wang et al. 2010) 

เพื่อปรับแต่งรูปร่าง 2 มิติ(Edmondson, Broglie et al. 2014) 

เซลล์ในร่างกายของเราทำงานทางชีวภาพเพื่อตอบสนองต่อการกระตุ้นจากสภาพแวดล้อม 3 

มิติที่มีความซับซ้อนสูง และมีปฏิสัมพันธ์ระหว่างเซลล์ซึ่งเชื่อมโยงกับการทำงานของอวัยวะทั้งหมด 

สำหรับระบบการเพาะเลี้ยง 3 มิติในกลุ่มเซลล์ จะมีความแตกต่างในระดับการเข้าถึงสารอาหารและ

การสะสมของเสีย ตัวอย่างเช่น พื้นผิวของสเฟียรอยด์จะมีระดับการเจริญเติบโตสูงสุด ในขณะที่

ภายในของกลุ่มเซลล์ 3 มิติมีจำนวนเซลล์ที่นิ่งหรือเซลล์ตายสูงกว่า การแนะนำวิธีการเพาะเลี้ยงเซลล์ 

3 มิติที่มุ่งสร้างแบบจำลองปฏิสัมพันธ์ภายในร่างกายของเนื้อเยื่อและอวัยวะได้เปิดโอกาสใหม่ใน

การศึกษาสัญญาณทางชีวเคมีและชีวกลศาสตร์พื้นฐาน สภาพแวดล้อมจุลภาคที่ออกแบบมาอย่างดีใน

ด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อและเซลล์สามารถนำมาใช้เพื่อส่งเสริมการเพิ่มจำนวน การย้ายถิ่น การผลิตเมท

ริกซ์ และการสร้างความแตกต่างของเซลล์ต้นกำเนิด ส่วนย่อยต่อไปนี้จะกล่าวถึงเทคนิคการเพาะเลี้ยง

เซลล์ 3 มิติต่างๆ ที่ได้รับการจัดตั้งขึ้นเพื่อพยายามสร้างสภาวะในร่างกายเพื่อการพัฒนาเซลล์

(Scadden 2006, Underhill and Bhatia 2007, Burdick and Vunjak-Novakovic 2009) 
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เดิมทีการทดลองปฏิกิริยาตอบสนองของเซลล์จะถูกทดลองในแผ่นเลี้ยงเซลล์แบบระนาบ

(Planer cultured cells) ซึ่งมักจะให้ผลที่คลาดเคลื่อนจากปฏิกิริยาตอบสนองจากร่างกายสิ่งมีชีวิต

อยู่มาก จึงได้เกิดวิธีการทดลองกับเซลล์ที่เรียงตัวในลักษณะทรงกลม(Spheroids) ซึ่งให้ผลที่ใกล้เคียง

กว่ามาก(Bierwolf, Lutgehetmann et al. 2011)  

 เนื่องจากเซลล์ที่เรียงตัวเป็นทรงกลมนั้นได้มีปัจจัยอื่นที่มีผลต่อตัวเซลล์มากกว่าการเรียงตัว

แบบแบบแผ่นระนาบ เช่นการได้รับออกซิเจนและสารอาหารที่น้อยกว่าของเซลล์บริเวณตรงกลางของ

ทรงกลม และมีการแลกเปลี่ยนสารระหว่างเซลล์ที่มากกว่า นอกจากนนี้ยังแสดงการแบ่งตัวอย่าง

รวดเร็วของเซลล์มะเร็งได้ดีกว่า(Pampaloni, Reynaud et al. 2007, Myungjin Lee, Mhawech-

Fauceglia et al. 2013, Duval, Grover et al. 2017) 

 โดยในการทดลองทดสอบปฏิกิริยาของเซลล์มะเร็งกับยารักษา ได้แสดงให้เห็นว่าเซลล์มะเร็ง

ที่มีการเรียงตัวเป็นทรงกลมนั้นสามารถต้านทานยารักษาได้มากกว่าเซลล์ที่เรียงตัวเป็นแผ่นระนาบ

มาก 

 

ภาพที่ 1การให้ยาในเซลล์แบบระนาบและทรงกลม 
 

2.2 อิมพีแดนซ์ (impedance) 
อิมพีแดนซ์(impedance) หมายถึง ค่าความต้านทานรวมทั้งหมดในวงจรไฟฟ้ากระแสสลับ 

โดยเขียนแทนด้วยสัญลักษณ์ z และมีหน่วยเป็นโอมส์( ) ค่าอิมพีแดนซ์มีความซับซ้อนกว่าค่าความ

ต้านทานตรงที่ค่าอิมพีแดนซ์เปลี่ยนแปลงตามความถี่ 
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รีแอคแตนซ์(Reactance) หมายถึง ค่าตัวที่ต้านกระแสของความจุและความเหนี่ยวนำ เขียน

แทนด้วยสัญลักษณ์ x ค่ารีแอคแตนซ์เปลี่ยนแปลงตามความถี่ของสัญญาณไฟฟ้า และมีหน่วยการวัด

เป็นโอห์ม( ) 

รีแอคแตนซ์มีสองชนิดคือ: รีแอคแตนซ์ความจุ (Xc) และรีแอคแตนซ์ความเหนี่ยวนำ (XL) 

โดย X = XL – Xc 

 
ภาพที่ 2ความสัมพันธ์ระหว่างimpedance resistanceและreactance 

 
โครงสรางที่ทําใหเซลล์มีค่ารีแอกแทนซคือ เยื่อหุมเซลลซึ่งอยูคั่นกลางระหวางน้ำในเซลลกับ

น้ำนอกเซลล โดยเยื่อหุมเซลลมีคุณสมบัติเป็นฉนวนไฟฟ้าเนื่องจากมีไขมันเปนองคประกอบหลักใน

ขณะที่น้ำในเซลลและน้ำนอกเซลล์มีคุณสมบัติเป็นนําไฟฟ้าเพราะมีสารละลายอิเล็กโทรไลตเปนองค

ประกอบ ทำให้โครงสรางของเซลลกับนำ้ในเซลลและน้ำนอกเซลลจึงมีลักษณะคลายโครงสรางของอุป

กรณไฟฟาที่มีรีแอกแทนซ (Research 1994, BAUMGARTNER 1996, Ellis 2000) 

เยื่อหุ้มเซลล์ประกอบด้วยไขมันซึ่งสามารถขัดขวางการวิ่งของอิเล็คตรอนได้ทำให้มีค่าความ

ต้านทานทางไฟฟ้าที่สูงกว่าของเหลวเลี้ยงเซลล์และของเหลวภายในเซลล์ นอกจากนั้นค่าอิมพีแดนซ์

ของเซลล์นั้นจะขึ้นอยู่กับขนาด จำนวน รูปร่างและการเรียงตัวของเซลล์ นอกจากนั้นตำแหน่งของ

กลุ่มเซลล์ในหลุมทดลองก็ส่งผลต่อค่าอิมพีแดนซ์ที่วัดได้เช่นกัน(Xu, Xie et al. 2016) 
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ภาพที่ 3การไหลของอิเล็กตรอนในหลุมตัวอย่างที่ไม่มีกลุม่เซลล์และมีกลุ่มเซลล ์
(No 2017, Wu, Wei et al. 2018) 

 

ภาพที่ 4 รูปถา่ยกลุ่มเซลล์ตวัอย่างบนขั้วอิเล็คโทรด(Wu, Wei et al. 2018) 
 

 ในการทดลองให้ยาเคมีบำบัดกับเซลล์ตัวอย่างทดลองนั้น ทำโดยเลี้ยงเซลล์ 2 ชนิด ใน

ลักษณะ 2 มิติ และ 3 มิติ แล้วทิ้งให้พักตัวในตู้อบที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึงเริ่มทำ

การให้ยา Cisplatin กับกลุ่มทดลอง เก็บค่าอิมพิแดนซ์เป็นเวลา 10 ชั่วโมง จากภาพที่ 5 จะสังเกตได้

ว่า ในกลุ่มทดลองที่ไม่ได้รับยานั้นมีค่าอิมพิแดนซ์ที่สูงขึ้นเรื่อยๆ แต่กลุ่มที่ได้รับยานั้นมีค่าอิมพิแดนซ์ที่

ต่ำลง 

 

ภาพที่ 5 ค่าอมิพิแดนซ์ของเซลลม์ะเร็งปอดและเซลล์มะเร็งปอดที่ถูกกระตุ้นด้วยยา 
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ในการเพราะเลี้ยงเซลล์เซลล์H-29ที่ยังไม่ได้ถูกกระตุ้นด้วยยานั้นอาจมีความแตกต่างกันใน

การจัดเรียงตัวของกลุ่มเซลล์ในแต่ละช่วงเวลา โดยอาจจะแบ่งออกเป็น4ช่วงหลักๆได้ดังนี้ 1.ช่วง

เริ่มต้น 2.ช่วงการเพิ่มจำนวนอย่างรวดเร็ว 3.ช่วงคงที่ 4.ช่วงแตกตัวและตาย (W. Aruni A 2011, 

Banfalvi 2014) 

 

ภาพที่ 6 ช่วงต่างๆของเซลล์ทั้ง 4ช่วง โดย A.)ช่วงเริ่มต้น B.)ช่วงการเพิ่มจำนวนอย่างรวดเร็ว C.)ช่วง
คงที่ D.)ช่วงแตกตัวและตาย(Fuentes-Vélez, Fagoonee et al. 2021) 

 ในแต่ละช่วงของการเรียงตัวของเซลล์นั้นอาจให้ค่าอิมพิแดนซ์ที่ต่างกันอันเป็นผลมาจาก

ปัจจัยหลายอย่างดังนี้ จำนวนของเซลล์ที่ต่างกัน การเรียงตัวที่ต่างกันและตำแหน่งที่เซลล์เรียงตัวอยู่

ภายในภาชนะ(Wu, Wei et al. 2018) 

 

ภาพที่ 7ค่าอิมพิแดนซ์ที่วัดได้ในช่วงต่างๆของเซลล์ตัวอย่าง ในเวลา140ชั่วโมง 
(Fuentes-Vélez, Fagoonee et al. 2021) 
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Author Year Cell type system Study of 
1.) Wu, Wei et 
al. 

2018 Multiple 
spheroids 

Directly 
contact to 
spheroid with 
flow thorough 
media 

Drug test  

2.) Fuentes-
Vélez, 
Fagoonee et al 

2021 Monolayer 
cells 

Electrode 
under static 
condition wells 

Cell growth 

 
2.3 การย้อมสีเซลล์ (Cell staining) 
 เนื่องจากเซลล์มีขนาดที่เล็กและมีองค์ประกอบที่หลากหลายซึ่งแตกต่างกันไปในแต่ละชนิด

ของเซลล์นอกจากนั้นเซลล์มักจะมีลักษณะอยู่รวมกันเป็นกลุ่ม จึงทำให้การสังเกตุและศึกษานั้นเป็นไป

ได้ยากไม่ว่าจะเป็นการศึกษารูปร่าง ส่วนประกอบของเซลล์หรือการมีชีวิตอยู่ของเซลล์ การย้อมสี

เซลล์ (Cell staining)เป็นเทคนิคที่ทำให้เห็นลายละเอียดและความแต่งต่างของเซลล์ได้มากขึ้น ไม่ว่า

จะย้อมสีเพื่อสังเกตุองค์ประกอบต่างๆของเซลล์หรือย้อมสีเพื่อตรวจสอบว่าเซลล์นั้นมีชีวิตอยู่หรือไม่  

ซึ่งสามารถทำได้หลากหลายวิธี 

 

ภาพที่ 8 การยอ้มสีตรวจสอบการมีชีวิตของเซลล(์Järvinen, Bonabi et al. 2020) 
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 MTT assay เป็นวิธีบอกจำนวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตอยู่ โดยอาศัยหลักการเปลี่ยนสี จากสีเหลือง

เป็นสีม่วง อันเกิดจากผลึก formazan ที่ เกิดจากปฏิกิริยาของเอนไซม์จากไมโทคอนเดรีย 

(mitochondrial reductase) กับ MTT ที่เดิมทีเป็นสีเหลือง แล้วจึงเกิดผลึกสีม่วง 

   

2.4 ยา Fluorouracil (5-FU) 
 ยาที่ใช้ในการรักษาโรคมะเร็งนั้นแบ่งเป็นหลายชนิดขึ้นกับลักษณะการทำงานของตัวยาไม่ว่า

จะเป็นการทำงานโดยหยุดการเจริญเติบโตของมะเร็ง ขัดขวางการแบ่งเซลล์ของเซลล์มะเร็งหรือ

ทำลายตัวเซลล์มะเร็งโดยตรง ซึ่งตัวยาที่ทำงานในลักษณะที่ต่างกันทำให้มีผลต่อเซลล์มะเร็งแต่ละ

ชนิดต่างกัน โดยอาจแบ่งตัวยาได้ดังนี้ 

  Antimetabolites คือตัวยาที่ทำงานโดยเข้าไปรวมตัวกับ DNA(deoxyribonucleic 

acid)  และRNA(ribonucleic acid) เพื่อยับยั้งการสังเคราะห์เอนไซม์ที่ใช้ในการแบ่งเซลล์ ทำให้

เซลล์มะเร็งไม่สามารถเพิ่มจำนวนได้ และถูกทำลายในที่สุด 

  Vinca Alkaloids คือตัวยาที่ทำงานโดยการยับยั้งการสร้างหรือทำลายเส้นใยที่ใช้ใน

กระบวนการแบ่งเซลล์ (mitotic spindle) ทำให้เซลล์มะเร็งไม่สามารถเพิ่มจำนวนได้ 

  Steroid Hormones ในมะเร็งหลายชนิดเกิดขึ้นจากระดับฮอร์โมนที่ผิดปกติหรือใน

เซลล์มะเร็งหลายชนิดการได้รับฮอร์โมนในกลุ่มสเตียรอยด์สามารถยับยั้งการเจริญเติบโดตของมะเร็ง

ได ้

  L-asparaginase คือยาที่ทำงานโดย ยับยั้งการสร้างกรดอะมิโนและสารสื่อประสาท

ของเซลล์มะเร็งเพื่อทำลายเซลล์มะเร็งตาย 

 ตัวยาFluorouracil(5-FU) มีโครงสร้างทางโมเลกุลคือ 𝐂𝟒𝐇𝟑𝐅𝐍𝟐𝐎𝟐 จัดเป็นยากลุ่ม 

Antimetabolites โดยมีกลไกการออกฤทธิ์หลายอย่าง แต่โดยหลักนั้นจะยับยั้งการสังเคราะห์ DNA 

ด้วยการการยับยั้งเอนไซม์ thymidylate synthase ที่ถูกควบคุมโดย cell cycle proteins และยา

ยังมีความจําเพาะต่อเซลล์ในระยะ S phase นอกจากนี้ฤทธิ์ต้านมะเร็งของ 5-fluorouracil ยัง

เกี่ยวข้องกับการเหนี่ยวนํากระบวนการ apoptosis จากการควบคุมยีนต่างๆที่มีความเก่ียวข้องกับ 

การกระตุ้นกระบวนการ apoptosis ของเซลล์มะเร็ง (Manmuan and Manmuan 2019)  
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บทที่3 
แนวคิดการออกแบบ 

 บทนี้จะกล่าวถึงแนวคิดการออกแบบอุปกรณ์ทดสอบการมีชีวิตของเซลล์ตัวอย่างชนิด H-29 

ณ เวลาต่างๆหลังจากให้ยารักษามะเร็งชนิด 5-FU ชุดการทดลองเป็น 3 ชุดทดลองหลักคือ 1.)การ

ทดลองเลี้ยงเซลล์แบบ 3 มิติ(3D) 2.)การทดลองเลี้ยงเซลล์แบบ 2 มิติ ในหลุมทดลองแบบ Flat 

bottom(2D-F) และ3.)การทดลองเลี้ยงเซลล์แบบ 2 มิติ ในหลุมทดลองแบบ Round bottom(2D-

U) โดยในการทดลองทั้ง 3 ชุดทดลองนั้นแบ่งย่อยเป็น 4 กลุ่ม เริ่มจากกลุ่มที่ไม่ได้รับยา 5 -FU เลย 

กับกลุ่มที่ได้รับยา 5-FU ผสมลงไปในอาหารเลี้ยงเซลล์ด้วยวามเข้มข้น 2.5 ,5 ,10 ไมโครโมลาร์ 

ตามลำดับ ใช้วิธีวัดค่าสมบัติทางไฟฟ้าของเซลล์ ผ่านเครื่อง DG8SAQ Vector Network Analyzer 

ในการแสดงผลความแตกต่างเปรียบเทียบ 

 

ภาพที่ 9 เครื่องวัดค่าความต้านทานที่ติดเข้ากับถาดเลี้ยงเซลล ์
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3.1 impedance sensor 
 ขั้วอิเล็คโทรด(electrodes) จำเป็นจะต้องมีขนาดที่เล็กเนื่องจากเซลล์ตัวอย่างมีขนาดที่เล็ก

มาก และต้องสามารถเข้าใกล้เซลล์ตัวอย่างให้ได้มากที่สุดเพื่อสามารถวัดความต้านทานของเซลล์

ตัวอย่างได้ โดยได้เลือกอิเล็คโทรดเป็นสายทองแดงขนาดเล็กเนื่องจากมีความสามารถในการนำไฟฟ้า

ได้ดี 

 

ภาพที่ 10 ขั้วอิเล็คโทรด 
 

ไมโครอิเล็กโทรดที่ใช้วัดสัญญาณมีขนาด 200 ไมโครเมตร โดยอิเล็กโทรดแต่ละเส้นนั้นถูก
สอดเข้าในท่อซิลิโคนความยาว 20 มิลลิเมตร โดยอิเล็กโทรดมีระยะห่างกัน 2.5 มิลลิเมตร  

เนื่องจากขั้วอิเล็กโทรดมีขนาดเล็กและเสียหายได้ง่ายจึงต้องมีอุปกรณ์ยึดติดให้ไม่เคลื่อนไหว 
จึงได้เลือกใช้วิธีพิมพ์ 3 มิติ ในการสร้างอุปกรณ์ยึดเนื่องจากมีน้ำหนักที่เบาและสามารถกำหนดขนาด
ได้อย่างละเอียด โดยอุปกรณ์นี้แบ่งเป็น 3 ส่วน มีส่วนแรกลักษณะเป็นทรงกระบอกเส้นผ่านศูนย์กลาง 
6.92 มิลลิเมตร สูง 7 มิลลิเมตร ต่อกับส่วนที่ 2 ที่เป็นทรงกระบอกเส้นผ่านศูนย์กลาง 7.5 มิลลิเมตร 
สูง 2 มิลลิเมตร และส่วนสุดท้ายที่ เป็นแผ่นบาง สูง 25 มิลลิเมตร  โดยมีการเจาะช่องสำหรับ
อิเล็กโทรดและท่อซิลิโคนที่มีขนาดช่องวงกลม 2.5 มิลลิเมตร จำนวน 2 ช่อง ที่เชื่อมต่อกัน 
3.2 การ calibrate sensor 
 การ calibrate เซนเซอร์นั้นมีความสำคัญในการทดสอบความแม่นยำของเซนเซอร์ ว่า

สามารถวัดค่าความต้านทานของการทดลองได้จริงหรือไม่ และมีค่าความคลาดเคลื่อนมากน้อยแค่ไหน 

โดยทำการทดสอบด้วยการวัดค่าอิมพิแดนซ์ด้วยการใช้อุปกรณ์ในภาพที่ 11 ในการปรับค่าในช่วงที่ 

0.01-10 MHz ผ่านสายเคเบิ้ลที่มีความต้านทาน 50 โอห์ม โดยทำการทดสอบในโปรแกรม VNWA 3

วิธี 1.)0 โอห์ม (Short) 2.)เปิดวงจร (Open) 3.)ความต้านทาน 50 โอห์ม (Load) ดังภาพที่ 12  
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ภาพที่ 11 Calibration Element 

 

ภาพที่ 12 ผล Calibration 
 จากนั้นจึงทำการวัดผลเทียบกับอุปกรณ์ RC circuit ของ VNWA ที่ประกอบด้วย ตัวเก็บ

ประจุขนาด 68 พิโกฟารัด และ ตัวต้านทานขนาด 47 โอห์ม 1 กิโลโอห์ม และ 10 กิโลโอร์ม จะได้ค่า

จากโปรแกรม VNWA ที่แสดงขนาดของอิมพิแดนซ์ ตั้งแต่ความถี่ 0.01-10 MHz ดังที่แสดงในภาพที่ 

14 ที่ได้แสดงให้เห็นว่าค่าที่วัดได้มีความใกล้เคียงกับการคำนวนโดยโปรแกรม 

 

ภาพที่ 13 ค่าอิมพิแดนซ์ที่ได้จากการวัดและการคำนวน 
3.3 การทดสอบชุดควบคุม 

ทดสอบโดยจุ่มอิเล็คโทรดลงไปให้ปลายของอิเล็คโทรดสัมผัสก้นของหลุมทดลองพอดี ในหลุม

ทดลองทั้งแบบ Flat bottom และ Round bottom ที่มีอาหารเลี้ยงเซลล์และอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี
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ยาFluorouracil (5-FU) ในความเข้มข้น 2.5, 5, 10 ไมโครโมลาร์ ตามลำดับ ด้วยอิเล็คโทรดจำนวน 

5 ตัว โดยทำการวัดซ้ำจำนวน 3 ครั้ง จะได้ผลดังภาพที่ 13 

 

ภาพที่ 14 ความต้านทานและความต้านทานจินตภาพของชุดควบคุม 
 

 

ภาพที่ 15 ค่าอิมพิแดนซ์ ความต้านทานและค่าความต้านทางเชิงจินตภาพ ของอาหารเลี้ยงเซลล์ที่มี

ยาในความเข้มข้น 0, 2.5, 5, 10 ไมโครโมลาร์ 

 

เมื่อทำการพิจารณาที่ความถี่ 1.012 MHz จากภาพที่ 14 แสดงให้เห็นว่าเซนเซอร์ทั้ง 5 ตัว 

นั้นสามารถวัดค่า อิมพิแดนซ์ ค่าความต้านทานและค่าความต้านทานเชิงจินตภาพได้ใกล้เคียงกัน และ
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แสดงให้เห็นว่ายา Fluorouracil นั้นไม่ได้ส่งผลต่อความต้านทานทางไฟฟ้าของอาหารเลี้ยงเซลล์มาก

นัก 

3.4 การเลี้ยงเซลล์ 
 การเพาะเลี้ยงเซลล์มะเร็งสามารถทำได้โดย เก็บตัวอย่างเซลล์มะเร็งและนำมาเพาะเลี้ยงใน
ถาดหลุม โดยเพาะเลี้ยงในอาหารเลี้ยงที่มีส่วนประกอบเป็น DMEM (High-glucose Dulbecco’s 
modified Eagle’s medium, Gibco) ที่มีเซรั่มตัวอ่อนลูกวัว (Fetal bovine serum; FBS, Gibco) 
ร้อยละ 10 โดยปริม าตรต่อปริม าตร , ยาปฏิ ชี วนะและ  ยาต้ าน เชื้ อ รา (antibiotics and 
antimycotics, Gibco) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ และกรดอะมิโนแอล-กลูตามีน (L-glutamine, 
Gibco) ความเข้มข้น 1 มิลลิโมลาร์ ในจานเพาะเลี้ยงเซลล์ในตู้อบเพาะที่มีก๊าสคาร์บอนไดออกไซด์
ร้อยละ 5 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยระหว่างการเพาะเลี้ยงได้เปลี่ยนถ่ายอาหาร เพาะเลี้ยงทุก 
2 วัน 
  

 การเพาะเลี้ยงในถาดชนิด 96 หลุม ที่เพาะเลี้ยงแบบสามมิติเพื่อให้ได้สเฟียร์รอยขนาด

ประมาณ 300 ไมครอน นั้นได้ใส่เซลล์ลงไปในแต่ละหลุมจำนวน 5,000 เซลล์ โดยเริ่มจากการทำการ

เคลือบถาดเพาะชนิด 96 หลุม แบบ Round Bottom ที่มีความกว้าง 6.92 มิลลิเมตร และลึก 12 

มิลลิเมตร ด้วย pHEMA ทิ้งไว้ข้ามคืนแล้วล้างด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ จำนวน 36 หลุม โดย

แบ่งเป็นอาหารเลี้ยงเซลล์ที่ผสมยา 5-FU ที่มีความเข้มข้น 0, 2.5, 5, 10 อย่างละ 9 หลุม สำหรับ 

เซลล์ 3 มิติ ดังที่แสดงในภาพที่12 นำเข้าตู้อบที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนเริ่ม

ทดลอง 

สำหรับชุดทดลองแบบ 2 มิติ จะไม่ทำการเคลือบถาดเพาะ  และใช้ถาดทดลองแบบ Flat 

Bottom และถาดเพาะแบบ Round bottom ชนิด 96 หลุม จำนวน 24 หลุม โดยแบ่งเป็นอาหาร

เลี้ยงเซลล์ที่ผสมยา 5-FU ที่มีความเข้มข้น 0, 2.5, 5, 10 อย่างละ 6 หลุม สำหรับ เซลล์ 2 มิติ โดย

ทำการเลี้ยงเซลล์โดยมีจำนวนเซลล์เริ่มต้นในแต่ละหลุม 5,000 เซลล์ ดังที่แสดงในภาพที่12 นำเข้า

ตู้อบที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ก่อนเริ่มทดลอง 

ชุดควบคุม จำนวน 8 หลุม โดยแยกเป็น round bottom และ flat bottom อย่างละ 4 

หลุม ที่มีความเข้มข้นของยา 5-FU 0, 2.5, 5, 10 ตามลำดับ จึงนำทั้งชุดทดลองและชุดควบคุมเข้า

ตู้อบเพาะที่มีคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จึงเริ่ม

นำมาทำการทดลอง 
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ภาพที่ 16 เซลลH์-29 และเซลล ์H-29 ที่ได้รับยา5-FU 
 

3.5 ชุดทดลองวัด viability 
 การวัดจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตด้วยวิธี MTT assay ในการทดลองครั้งนี้  เริ่มจากการทำ 

calibration curve โดย เตรียมเซลล์จำนวน 200,000 เซลล์ โดยทำการแบ่งถาดทดลองชนิด 96 

หลุม โดยแบ่งครึ่งใส่ในแต่ละหลุมเป็นจำนวน 100000 ,50000 ,25000 ,12500 ,6250 ,3125 เซลล์ 

ตามลำดับ แล้วจึงนำไปวัดความเข้มของสีม่วงที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง microplate reader ที่ความยาว

คลื่น 570 นาโนเมตร จึงนำค่าที่วัดได้มาพรอทเป็นกราฟเปรียบเทียบกับจำนวนเซลล์ จะสามารถหา

สมการความสัมพันธ์ของความเข้มสีที่เกิดขึ้นกับจำนวนเซลล์ที่มีชีวิตอยู่ได้ ทำโดยดูดอาหารเดิมออก

แล้วเติมสาร MTT เข้าไปแทนที่  น้ำไปใส่ในตู้อบที่อุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส 5เปอร์เซ็นต์

คาร์บอนไดออกไซด์ เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจึงนำออกมาจากตู้อบ ดูด MTT ออกแล้วเติมสาร 

DMSO เข้าไปแทนที่แล้วจึงนำไปวัดความเข้มของสีม่วงที่เกิดขึ้นด้วยเครื่อง microplate reader ที่

ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 
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ภาพที่ 17 Calibration curve 
 ในการวัด MTT ของการทดลองครั้งนี้ ทำโดยเตรียมเซลล์ทดลองในถาดเพาะเลี้ยงชนิด 96 

หลุม ทั้งแบบ 2 มิติ ในหลุมทดลองแบบ round bottom และ flat bottom รวมถึงในการทดลอง

แบบ 3 มิติ อย่างละ 16 หลุม โดยแบ่งเป็น ความเข้มข้นของยา 5-FU 0 ,2.5 ,5 ,10 อย่างละ 4 หลุม 

ตามลำดับ โดยทำการเตรียมชุดทดลองข้างต้นเป็นจำนวน 3 ชุด เพื่อใช้ในการวัดค่า viability ในเวลา 

3 วัน โดยใช้วันละ 1 ชุด ทำโดยนำเซลล์ตัวอย่างที่ได้เตรียมไว้ข้างต้นมาดูดอาหารเลี้ยงเซลล์ออกจาก

ถาดทดลอง ใส่น้ำยา MTT ลงไปแล้วนำเข้าตู้อบที่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 นาที จากนั้นจึงนำ

ออกมาจากตู้อบ ดูดน้ำยา MTT ออกแล้วใส่น้ำยา DMSO เข้าไปแทนที่ 07’นำค่าความเข้มของสีที่

เกิดขึ้นจากกลุ่มทดลองไปแทนค่าในสมการที่หาได้จาก calibration curve เพื่อหาจำนวนเซลล์ที่ยังมี

ชีวิตอยู่ 

y = 242855x - 3107.9
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ภาพที่ 18 ชุดทดลอง MTT 
3.6 การวัดค่าอิมพิแดนซ ์

 เริ่มการวัดโดยการทำความสะอาดหัวอิเล็กโทรดด้วยการจุ่มลงในแอลกอฮอล์ นำขึ้นมาซับ

และทิ้งได้ให้แห้งและอาบแสงยูวีเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จึงเริ่มทำการวัดค่าโดย อิเล็กโทรดจำนวน 5 ตัว 

ทำการเก็บค่าตัวละ 3 ครั้ง ในทั้ง 4 ความเข้มข้น นับจากวันที่ 1 โดยเก็บค่าทุก 24 ชั่วโมง เป็นเวลา 3 

วัน เก็บค่าตั้งแต่ 0.01-10 MHz โดยเก็บค่าทุก 0.025 MHz รวมทั้งหมด 400 ค่าต่อการวัด 1 ครั้ง  

และเลือกพรอตกราฟแสดงค่าที่ 1.012 MHz เนื่องจากเป็นช่วงที่การกระจายตัวของข้อมูลค่อนข้าง

น้อย และทำการถ่ายรูปในแต่ละวันเพ่ือเปรียบเทียบ 

นำค่าที่ได้ในแต่ละวันมาหาค่าเฉลี่ยและหาค่าเฉลี่ยของอิเล็กโทรดแต่ละตัว เพื่อหาเปอร์เซนต์

ความแตกต่างของอิเล็กโทรด แต่ละตัวจากค่าควบคุม หรือหลุมทดลองที่มีเพียงสารเลี้ยงเซลล์แต่ไม่ได้

ใส่เซลล์ลงไปในหลุมทดลอง 

 

ภาพที่ 19 การทดลองวัดค่าอิมพิแดนซ ์
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บทที4่ 
ผลการทดลอง 

 เนื้อหาบทนี้อธิบายการทดลองวัดค่าอิมพิแดนซ์แบบ 2 มิติ ทั้งในถาดชนิด Flat bottom 
และ Round bottom รวมถึงการทดลองแบบ 3 มิติ โดยในการเลี้ยงเซลล์แต่ละแบบนั้นยังมีการให้
ยา 5-FU ในความเข้มข้นที่ต่างกัน ในช่วง 0-10 ไมโครโมลาร์ ในเวลา 3 วัน โดยนำผลมาเปรียบเทียบ
กับการวัด viability ด้วยวิธี MTT assay และทำซ้ำ 3 ครั้ง จะได้ผลลัพธ์แบ่งตามการทดลองดังนี้ 
 

4.2   เซลล์สองมิติ ในถาดเพาะเลี้ยงแบบ Flat Bottom 

ค่าอิมพิแดนซ์ที่ได้จากการทดลองแบบ 2 มิติ ที่ เพาะเลี้ยงในถาดเพาะเซลล์แบบ Flat 

Bottom ในความ ถี่1.012 MHz แสดงให้เห็นว่าค่าอิมพิแดนซ์เฉลี่ยที่วัดได้มีค่ามากกว่าชุดควบคุมใน

ทุกความเข้มข้นของยา 5-FU แสดงให้เห็นว่าอิเล็คโทรดสามารถวัดความแตกต่างระหว่างชุดทดลอง

และชุดควบคุมได ้ดังที่แสดงใน ภาพที่ 16 และ 17     

 

ภาพที่ 20 ค่าอิมพิแดนซ์ของชุดทดลอง 2 มิติ แบบ Flat bottom 
 

 เมื่อทำการพิจารณา ค่าความต้านทาน และ ค่าความต้านทานทางจินตภาพ ก็แสดงให้เห็นว่า

มีแนวโน้มใกล้เคียงกับค่าอิมพิแดนซ์ที่วัดได ้จะได้ผลดังภาพที่ 19 
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ภาพที่ 21 ความต้านและความต้านทานเชิงจินตภาพของชุดทดลอง 2 มติิ แบบ Flat bottom 
  

 รวมถึงเมื่อทำการเปรียบเทียบค่าที่ได้จากวิธี MTT assay จะแสดงให้เห็นถึงความสอดคล้อง

ของจำนวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตรอดกับสมบัติทางไฟฟ้า โดยเฉพาะค่าความต้านทานเชิงจินตภาพ ดังที่

แสดงภาพที่ 17 และภาพที่ 18 

 

ภาพที่ 22 จำนวนเซลล์ของชุดทดลอง 2 มิติ แบบ Flat bottom 
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 เมื่อพิจารณาจากรูปถ่ายของชุดทดลองทั้ง 3 วัน ที่ได้แสดงในภาพที่ 19-22 

 

ภาพที่ 23 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ Flat bottom ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 

 

ภาพที่ 24 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ Flat bottom ที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความ
เข้มข้น 2.5 ไมโครโมลาร ์ในวนัที่ 1-3 ตามลำดับ 

 

ภาพที่ 25 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ Flat bottom ที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความ
เข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 

 

ภาพที่ 26 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ Flat bottom ที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความ
เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 

แสดงให้เห็นว่าการแยกความแตกต่างด้วยการถ่ายภาพนั้นทำได้ยากเนื่องจากภาพแต่ละภาพนั้นมี

ความใกล้เคียงกันอยู่มาก 
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4.3   เซลล์สองมิติ ในถาดเพาะเลี้ยงแบบ Round Bottom  

 การทดลองแบบ 2 มิติ ที่ เพาะเลี้ยงในถาดเพาะเซลล์แบบ Round Bottom นั้นทำขึ้น

เนื่องจากในการทดลองแบบ 2 มิติ โดยทั่วไปนั้นจะทำในหลุมทดลองชนิด Flat bottom จากการที่มี

หลุมทดลองที่ต่างชนิดกันและรูปทรงที่ต่างจากหลุมทดลองแบบ 3 มิติที่มักจะทำในหลุมทดลองแบบ 

Round bottom เพื่อหาว่ารูปทรงของหลุมทดลองนั้นมีผลต่อค่าอิมพิแดนซ์หรือไม่จึงทำการทดลอง

แบบ 2 มิติ ในหลุมทดลองแบบ Round bottom ทำให้ได้ผลว่าค่าอิมพิแดนซ์ที่ได้ในความถี่ 1.012 

MHz มีความใกล้เคียงกับการทดลองแบบ Flat bottom คืออิมพิแดนซ์เฉลี่ยที่วัดได้มีค่ามากกว่าชุด

ควบคุมในทุกความเข้มข้นของยา 5-FU แสดงให้เห็นว่าอิเล็คโทรดสามารถวัดความแตกต่างระหว่าง

ชุดทดลองและชุดควบคุมได ้ดังภาพที่ 23 

 

ภาพที่ 27 ค่าอิมพิแดนซ์ของชุดทดลอง 2 มิติ แบบ Round bottom 
 

เมื่อทำการพิจารณา ค่าความต้านทาน และ ค่าความต้านทานทางจินตภาพ ก็แสดงให้เห็นว่า

มีแนวโน้มใกล้เคียงกับค่าอิมพิแดนซ์ที่วัดได ้จะได้ผลดังภาพที่ 24 
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ภาพที่ 28 ความต้านและความต้านทานเชิงจินตภาพของชุดทดลอง 2 มิติ แบบ Round bottom 
 

รวมถึงเมื่อทำการเปรียบเทียบค่าที่ได้จากวิธี MTT assay จะแสดงให้เห็นถึงความสอดคล้อง
ของจำจำนวนเซลล์ที่ยังมีชีวิตรอดกับสมบัติทางไฟฟ้า โดยเฉพาะค่าความต้านทานเชิงจินตภาพ แต่
อาจมีค่าในวันที่ 2 ที่สูงกว่าที่คาดไว้ โดยอาจจะเกิดจากการที่อาหารเลี้ยงเซลล์มีการระเหย จนทำให้มี
ค่าอิมพิแดนซ์ของอากาศมากขึ้นจนทำให้ความต้านทานและความต้านทานเชิงจินตภาพมีค่าสูงขึ้น 
ดังที่แสดงภาพที่ 24 และภาพที่ 25 

 

 
ภาพที่ 29 จำนวนเซลล์ของชุดทดลอง 2 มิติ แบบ Round bottom 
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เมื่อพิจารณาจากรูปถ่ายของชุดทดลองทั้ง 3 วัน ที่ได้แสดงในภาพที่ 26-29 

 

ภาพที่ 30 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ Round bottom ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 
 

 

ภาพที่ 31 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ Round bottom ที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความ
เข้มข้น 2.5 ไมโครโมลาร์ ในวนัที่ 1-3 ตามลำดับ 

 

 

ภาพที่ 32 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ Round bottom ที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความ
เข้มข้น 5 ไมโครโมลาร์ ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 

 

 

ภาพที่ 33 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ Round bottom ที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความ
เข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 
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แสดงให้เห็นว่าถึงแม้ว่าจะเห็นความแตกต่างได้ง่ายกว่าการทดลองใน Flat bottom แต่การ

แยกความแตกต่างด้วยการถ่ายภาพนั้นก็ยังทำได้ยากเนื่องจากภาพแต่ละภาพนั้นยังมีความใกล้เคียง

กันอยู ่

 

4.4   เซลล์สามมิต ิ 

 การทดลองแบบ 3 มิติ ที่มีขนาดสเฟียร์รอยอยู่ที่ 200-300 ไมครอน ค่าอิมพิแดนซ์ที่ได้ใน

ความถี่ 1.012 MHz แสดงให้เห็นว่าถึงแม้ว่าอิมพิแดนซ์เฉลี่ยที่วัดได้มีค่ามากกว่าชุดควบคุมในทุก

ความเข้มข้นของยา 5-FU ในวันที่ 2 และ 3 แต่ในวันแรกนั้นจะได้ค่าที่มีความใกล้เคียงกับชุดควบคุม 

แสดงให้เห็นว่าอิเล็คโทรดสามารถวัดความแตกต่างระหว่างชุดทดลองและชุดควบคุมได้ เมื่อมีจำนวน

เซลล์ที่มากพอและนอกจากนี้ในชุดทดลองแบบ 3 มิติ ยังมีค่าความคลาดเคลื่อนที่สูงกว่าอีก 2 ชุด

ทดลอง ดังภาพที่ 30 

 

ภาพที่ 34 ค่าอิมพิแดนซ์ของชุดทดลอง 3 มิต ิ
 

 เมื่อทำการพิจารณา ค่าความต้านทาน และ ค่าความต้านทานทางจินตภาพ ก็แสดงให้เห็นว่า

มีค่าที่ใกล้เคียงกับชุดควบคุมในวันแรกเช่นเดียวกับกับค่าอิมพิแดนซ์ที่วัดได้ จะได้ผลดังภาพที่ 31 
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ภาพที่ 35 ความต้านและความต้านทานเชิงจินตภาพของชุดทดลอง 3 มิติ 
 

เมื่อพิจารณาค่าที่ได้จากวิธี MTT assay จากชุดทดลองแบบ 3 มิติ นั้นจะเห็นว่ามีความ

คลาดเคลื่อนกับสมบัติทางไฟฟ้าที่วัดได้มากที่สุดในทุกชุดทดลอง และค่า MTT ในวันแรกของชุด

ทดลองที่มีความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ นั้นยังมีค่าสูงกว่าชุดทดลองอื่นในวันเดียวกัน ดังที่แสดงภาพ

ที่ 30-32 
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ภาพที่ 36 จำนวนเซลล์ของชุดทดลอง 3 มิต ิ
 

เมื่อพิจารณาจากรูปถ่ายของชุดทดลองทั้ง 3 วัน ที่ได้แสดงในภาพที่ 33-36 

 

ภาพที่ 37 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในรูปทรง 3 มิติ ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 
 

 

ภาพที่ 38 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ 3 มิต ิที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความเข้มข้น 2.5 
ไมโครโมลาร์ ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 
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ภาพที่ 39 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ 3 มิต ิที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความเข้มข้น 5 ไม
โครโมลาร์ ในวนัที่ 1-3 ตามลำดับ 

 

 

ภาพที่ 40 เซลล์มะเร็งชนิด HT-29 ในหลุมทดลองแบบ 3 มิต ิที่ได้รับยา 5-FU ที่มีความเข้มข้น 10 
ไมโครโมลาร์ ในวันที่ 1-3 ตามลำดับ 

 

 ภาพในการทดลองแบบ 3 มิติ นั้นจะมองเห็นความแตกต่างได้ง่ายที่สุดในทุกการทดลอง ไม่

ว่าจะเป็นขนาดของสเฟียร์ลอยที่แตกต่างกัน รูปทรงของสเฟียร์ลอยรวมถึงการแตกตัวออกจากกันของ

กลุ่มเซลล์  
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บทที5่ 
บทสรุปผลการทดลอง 

5.1สรุปผลการวิจัย 

 จากการทดลองสรุปได้ว่า ชุดทดลองนั้นมีค่าเฉลี่ยของอิมพิแดนซ์สูงกว่าชุดควบคุม 

นอกจากนั้นทั้งค่าเฉลี่ยของค่ารีซิสแทนซ์และค่าเฉลี่ยของค่ารีแอกแทนซ์ในชุดทดลองยังมีค่าที่

มากกว่าชุดควบคุม ซึ่งอาจจะสรุปได้ว่าอิเล็คโทรดนั้นสามารถแยกความแตกต่างระหว่างชุดทดลองที่มี

เซลล์และชุดควบคุมที่ไม่มีเซลล์ได้ 

 ค่าที่ได้จากการวัดด้วยวิธี MTT assay ค่าที่วัดได้นั้นแสดงความแตกต่างของจำนวนเซลล์ใน

แต่ละวันได้ โดยค่าที่ได้จากการวัดนั้นแสดงให้เห็นว่าค่าในวันแรกของการทดลองที่เซลล์มะเร็งไมได้รับ

ยา 5-FU นั้นจะมีค่าต่ำกว่าค่าในวันที่ 2 และ3 ของการทดลองทำให้บอกได้ว่าจำนวนเซลล์มีการ

เพิ่มขึ้นจากวันแรกซึ่งตรงตามสมมุติฐานว่าเซลล์ในการทดลองจะมีค่าเพิ่มมากขึ้นในทุกวันของการ

ทดลอง แต่ในกลุ่มการทดลองที่ได้รับยา 5-FU  น้ันก็มีค่าในวันที่ 2 และวันที่ 3 มากกว่าค่าเฉลี่ยในวัน

แรกเช่นกัน แต่โดยเฉลี่ยแล้วมีการเพิ่มจำนวนของเซลล์ที่น้อยกว่าชุดทดลองที่ไม่ได้รับยาในทุกความ

เข้มข้น ซึ่งอาจจะทำให้บอกได้ว่าความเข้มข้นของยาที่เลือกใช้ในการทดลองครั้งนี้นั้นสามารถทำให้

การเพิ่มจำนวนของเซลล์มะเร็งนั้นลดลงได้ แต่ไม่สามารถฆ่าเซลล์มะเร็งทั้งหมดหรือหยุดการเพิ่ม

จำนวนของเซลล์มะเร็งได้ นอกจากนั้นยังมีความสอดคล้องกับรูปถ่ายที่บันทึกภาพเซลล์ในแต่ละวันที่

แสดงให้เห็นว่า ยังมีเซลล์อยู่ในหลุมทดลองทุกหลุมทดลองในทั้ง 3 วันที่ได้ทำการทดลองแปลว่ายา 5-

FU ในความเข้มข้นที่ได้ใส่ลงไปในการทดลองครั้งนี้นั้นไม่สามารถฆ่าเซลล์มะเร็งทั้งหมดได้ แต่ในการ

ทดลองกลุ่มเซลล์ 3 มิติ ที่ความเข้มข้น 10 ไมโครโมลาร์ นั้นรูปถ่ายแสดงให้เห็นว่ารูปทรงสเฟียร์รอย

นั้นมีกลุ่มเซลล์ที่ไม่สามารถรวมตัวเป็นทรงกลมที่สมบูรณ์เท่าชุดทดลองที่ไม่ได้รับยา 5 -FU และค่าที่

ได้นั้นก็มีแนวโน้มสอดคล้องกับสมบัติทางไฟฟ้าที่วัดได้จากการทดลองไม่ว่าจะเป็นค่าอิมพิแดนซ์ รีซิส

แทนซ์ หรือรีแอคแทนซ์ โดยเฉพาะค่ารีแอคแทนซ์ที่มีความสอดคล้องกับจำนวนเซลล์ที่วัดได้จากวิธี 

MTT Assay ทำให้สามารถบอกได้ว่าอิเล็คโทรดนั้นสามารถบอกถึงจำนวนเซลล์ที่แตกต่างกันได ้

 จากการถ่ายรูปเก็บค่าในแต่ละวันนั้น แสดงให้เห็นถึงความแตกต่างของแต่ละชุดทดลอง เช่น 

ในการทดลองแบบ 2 มิติ ในหลุมทดลองแบบ Round bottom นั้นจะมีลักษณะของการเรียงตัวของ

เซลล์ในบริเวณกลางหลุมทดลองหนาแน่นกว่าบริเวณด้านข้าง ต่างกับแบบ 2 มิติ ในหลุมทดลองแบบ 

Flat bottom ที่จะมีการกระจายตัวของเซลล์ที่สม่ำเสมอทั่วหลุมทดลอง 
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แต่ค่าเฉลี่ยในการทดลองยังมีความคลาดเคลื่อนโดยเฉพาะในการทดลองแบบ 3 มิติ ที่มี

ความคลาดเลื่อนมากที่สุดทั้งในการวัดอิมพิแดนซ์และการวัด MTT ซึ่งอาจจะเกิดจากการที่       

ก้อนสเฟียร์ลอยนั้นสามารถขยับได้ระหว่างการทดลองทำให้เกิดความคลาดเคลื่อนในการวัดอิมพิ

แดนซ์จากตำแหน่งที่ต่างกันของกลุ่มเซลล์ได้และนอกจากนี้ในการวัดค่า MTT นั้นลักษณะของกลุ่ม

เซลล์ที่เป็นสเฟียร์ลอยนั้นอาจทำให้กลุ่มเซลล์ไม่ได้สัมผัสกับน้ำยาครบทุกเซลล์และในการทดลองการ

ดูดน้ำยาออกจากหลุมทดลองนั้นสามารถทำได้ยาก จนอาจจะเหลืออาหารเลี้ยงเซลล์ น้ำยา MTT 

ตกค้างอยูจ่นทำให้ค่าที่ได้ไม่ตรงกับจำนวนเซลล์จริง  

นอกจากนั้นยังอาจจะมีสาเหตุอื่นที่มีผลต่อการทดลอง เช่น การที่อาหารเลี้ยงเซลล์ที่ระเหย

แห้งไปทำให้มีอากาศเข้ามาในการวัดทำให้ค่าสมบัติทางไฟฟ้ามีค่าสูงขึ้นกว่ าปกติ และการชำรุจ

เสียหายของอิเล็คโทรดในการทดลองที่ทำให้มีจำนวนอิเล็คโทรดที่น้อยลงในการทำการทดลองอาจทำ

ให้ผลการทดลองนั้นคลาดเคลื่อนไปจากเดิมได้เช่นกัน ซึ่งทำให้ต้องทำการทดลองซ้ำหลายรอบเพื่อหา

ลดความเคลื่อนเหล่านี้ลง  

5.2ข้อเสนอแนะ 

 1.ใช้การพิมพ์อิเล็คโทรดลงในบอร์ดแล้วเชื่อมปลายบอร์ดกับลวดที่ยาวเพียงแค่ส่วนที่ยื่นลง

ไปในของเหลว เพื่อลดการเปลี่ยนช่วงของค่าอิมพิแดนซ์จากอาหารเลี้ยงเซลล์ ท่อซิลิโคน อากาศ ให้

เหลือเพียงบอร์ดที่อิเล็คโทรดยึดติดกับตัวอย่างทดลองเท่านั้น 

 2.ทำการ Calibration จนถึงปลายของขั้วอิเล็คโทรดเพื่อเป็นการลดสัญญาณรบกวนจาก

ภายในของระบบ เช่นความต้านทานของสายไฟ กาว และตะกั่วที่ใช้ในการเช่ือมยึดอิเล็คโทรด 

 3.เพิ่มความเข้มข้นของยา 5-FU จนถึงจุดที่สามารถทำให้เซลล์ตัวอย่างทดลองตายได้ทั้งหมด 

เพื่อแสดงผลว่าเซลล์ที่ตายมีผลต่อค่าอิมพิแดนซ์หรือไม่ โดยเปรียบเทียบ กลุ่มควบคุมที่ไม่มีเซลล์ กลุ่ม

ทดลองที่มีเซลล์ที่มีชีวิตอยู่และกลุ่มที่เซลล์ทดลองตายหมดแล้ว 

 4.ทดลองด้วยจำนวนเซลล์เริ่มต้นที่มากขึ้น เพื่อหาความแตกต่างที่ชัดเจนมากขึ้นจากกลุ่ม

ควบคุม 
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