
(1) 
 

 
 

 
 
 
 

 
 

การพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์เพื่อใช้ในการนับเซลล์ท่ีตาย 
Development of dead cells counting software 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ฝาติม๊ะ  รอหีม 
Fatima  Roheem 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
วิทยานิพนธ์นี้เป็นส่วนหนึ่งของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิศวกรรมชีวการแพทย์ 
มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements for the Degree of 
Master of Science in Biomedical Engineering 

Prince of Songkla University 
2556 

ลิขสิทธิ์ของมหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ 



(2) 
 

   
 

ชื่อวิทยานิพนธ์  การพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์เพื่อใช้ในการนับเซลล์ที่ตาย  
ผู้เขียน  นางฝาติม๊ะ  รอหีม 
สาขาวิชา  วิศวกรรมชีวการแพทย์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
บัณฑิตวิทยาลัย มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร์ อนุมัติให้นับวิทยานิพนธ์ฉบับนี้       เป็นส่วน

หนึ่งของการศกึษา ตามหลักสูตรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบัณฑิต สาขาวิชาวิศวกรรมชีวการแพทย์ 
 
 
 .…….……………………………..…….…………. 
 (รองศาสตราจารย์ ดร.ธีระพล  ศรีชนะ) 
 คณบดีบัณฑิตวิทยาลัย 

อาจารย์ท่ีปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก 
 
……………………………………………….......................  
(ดร.สุรพงษ ์ ชาติพันธุ์) 

คณะกรรมการสอบ 
 
………………………………………...ประธานกรรมการ 
(ผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.ฑีฆพันธุ์  เจริญพงษ์) 
 
…………………………................................กรรมการ 
(รองศาสตราจารย์ ดร.พรชัย  พฤกษ์ภัทรานนต์) 
 
…………………………................................กรรมการ 
(ดร.สุรพงษ ์ ชาติพันธุ์) 
 
…………………………................................กรรมการ 
(ดร.กัญญนัช  กนกวิรุฬห์) 
 
…………………………................................กรรมการ 
(ดร.วฤทธิ์  วิชกูล) 
 
 

อาจารยท์ี่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม 
 
………………………………………………....................... 
(รองศาสตราจารย์ ดร.พรชัย  พฤกษ์ภัทรานนต์) 



 
(3) 

 

ขอรับรองว่า ผลงานวิจัยนี้มาจากการศึกษาวิจัยของนักศึกษาเอง  และได้แสดงความขอบคุณบุคคลที่
มีส่วนช่วยเหลือแล้ว 
 
 
 
 
 ลงชื่อ…………………………………………………………. 
           (ดร.สุรพงษ ์ ชาติพันธุ์) 
          อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ 
 
 
 
 ลงชื่อ………………………………………………………… 
        (นางฝาติม๊ะ  รอหีม) 
                        นักศึกษา 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
(4) 

 

 
ข้าพเจ้าขอรับรองว่า ผลงานวิจัยนี้ไม่เคยเป็นส่วนหนึ่งในการอนุมัติปริญญาในระดับใดมาก่อน และ
ไม่ได้ถูกใช้ในการยื่นขออนุมัติปริญญาในขณะนี้ 
 
 
 
 
 ลงชื่อ…………………………………………………………… 
                     (นางฝาติม๊ะ  รอหีม) 
                          นักศึกษา 
 
 

 
 
 



(5) 

 

ชื่อวิทยานิพนธ์    การพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์เพื่อใช้ในการนับเซลล์ทีต่าย 

ผู้เขียน    ฝาติม๊ะ  รอหีม 

สาขาวิชา   วิศวกรรมชีวการแพทย์ 

ปีการศึกษา   2556 

 

บทคัดย่อ 

การคิดค้นและการพัฒนายารักษาโรคมะเร็งจะมีการศึกษาผลของยาหรือฤทธิ์ของยาด้วยการ
ทดสอบกับเซลล์มะเร็งในหลอดทดลอง  เทคนิคหรือวิธีการที่ยังคงนิยมใช้ในปัจจุบันในการศึกษาการ
ตายของเซลล์จะใช้วิธีการย้อมสีทริปแพนบลู (Trypan blue dye) เพ่ือดูการติดสีของเซลล์มะเร็งโดย
นักวิจัยผู้เชี่ยวชาญด้านนี้ด้วยการดูผลผ่านกล้องจุลทรรศน์และนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย 
ซ่ึงการนับดังกล่าวจะต้องใช้ผู้ที่มีความเชี่ยวชาญหรือมีประสบการณ์ในการนับและใช้เวลา และไม่
สามารถน าผลการนับเซลล์กลับมาดูภายหลังได้  ดังนั้นวัตถุประสงค์ในการศึกษานี้เพ่ือท าการพัฒนา
โปรแกรมคอมพิวเตอร์เพ่ือใช้นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย โดยท าการพัฒนาและวิเคราะห์
ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ เพ่ือท าการวิเคราะห์ภาพถ่ายของเซลล์หลังจากการย้อมสีโดยอาศัยเทคนิค
การประมวลผลภาพ  การพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์เพ่ือใช้นับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย
ประกอบด้วยขั้นตอนหลัก 5 ขั้นตอนได้แก่   1) การเตรียมภาพถ่ายของเซลล์ที่ท าการย้อมสีแล้ว  2) 
การแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลังของภาพ  3) การก าจัดสัญญาณรบกวนออกจากภาพ  4) การนับ
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย  5) การสร้างกราฟฟิกเพ่ือการใช้งาน    ซึ่งขั้นตอนการแยกเซลล์
ออกจากพ้ืนหลังของภาพเพ่ือท าการแยกข้อมูลออกเป็นเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายเป็นขั้นตอนที่
ส าคัญ โดยขั้นตอนนี้จะใช้เทคนิคการจัดกลุ่มแบบ K-mean (K-mean clustering) ผลการนับจ านวน
เซลล์จ านวน 20 รูปภาพ ด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่พัฒนานี้เมื่อเปรียบเทียบกับผลการนับจ านวน
เซลล์จากผู้เชี่ยวชาญพบว่าเซลล์ที่มีชีวิตมีค่าความถูกต้องเฉลี่ย 86.94% และเซลล์ที่ตายมีค่าความ
ถูกต้องเฉลี่ย  70.34%  ซึ่งเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายยังมีความผิดพลาดในการนับ  จึงได้เพ่ิม
ความสามารถของโปรแกรมโดยสามารระบุเซลล์จากผู้ใช้ได้เองหากโปรแกรมแสดงการนับที่ไม่ถูกต้อง 
แม้ผลการนับจ านวนเซลล์มีค่าความถูกต้องที่ไม่สูงมากนักแต่โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่พัฒนานี้จะเพ่ิม
ความสะดวกและความรวดเร็วในการนับเซลล์ให้กับผู้ท าการวินิจฉัย  

ค าส าคัญ:โปรแกรมคอมพิวเตอร์, การนับเซลล์, K-mean 
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ABSTRACT 

 The discovery and the development of cancer treatment drugs normally 
focus on the effects of drugs on the cancer cells in vitro. The process or technique 
to identify the dead cells after using cancer treatment drug is Trypan blue dye 
exclusion. The conventional method used to evaluate the killing effect of drug is to 
count the number of living cells and dead cells by the experts. However, this 
conventional method is tedious and time-consumed. Therefore, this study aimed to 
develop a computer program that counts a number of living cells and dead cells by 
using image processing. There are five steps in this work to achieve the aim: 1) Image 
preprocessing,  2)  Cell extraction from a background,  3) Noise reduction, 4) Cell  
counting  and  5)  Graphic user interface (GUI) implementation.  K-Mean clustering 
was applied to distinguish the group of data of living cells and dead cells which is an 
important step in cell extraction. The results of cell counting from 20 image was then 
compared with the expert. It showed that the accuracies of counting were 86.94% 
and 70.34%  for living cells and dead cells, respectively. This program has increased 
the ability of the program can be used to identify cells from the program count 
incorrect. Although this developed software did not provide a high accuracy for 
counting, it is still convenient and helpful for the researchers in a biomedical field.   
 
Keywords-Computer-assisted program, Cell counting, K-mean 
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บทที่ 1   
บทน า 

1.1  ความส าคัญและที่มาของการวิจัย 
โรคมะเร็งเป็นโรคที่พบได้บ่อย โดยเฉพาะในปัจจุบันทั้งประเทศที่พัฒนาแล้วและประเทศที่

ก าลังพัฒนา ซึ่งประชาชนขาดความเอาใจใส่ต่อสุขภาพตนเอง ขาดการออกก าลังกาย รับประทาน
อาหารไม่เลือก และมีสภาวะแวดล้อมที่มีมลภาวะ เหล่านี้เป็นสาเหตุให้มะเร็งเพ่ิมขึ้น  ซึ่งถ้าผู้ป่วยมี
การตรวจพบและรักษาได้ทันท่วงทีก็มีโอกาสที่จะรักษาหาย  ในทางการแพทย์เมื่อท าการรักษา
โรคมะเร็งจะมีการศึกษาผลของยาที่ยับยั้งเซลล์มะเร็ง รวมถึงการศึกษาผลของยีนก่อมะเร็ง 
(Oncogene) และยีนยับยั้งมะเร็ง (Tumor suppressor gene) ที่มีผลต่อการตายของเซลล์มะเร็ง
ชนิดต่างๆ โดยผ่านกระบวนการตายแบบอะพอพโทซิส (Apoptosis) ซึ่งเป็นโปรแกรมการตายของ
เซลล์อย่างมีแบบแผน (Program cell death)   หากกระบวนการตายแบบ apoptosis เกิดขึ้นน้อย
เกินไป จะท าให้เกิดความผิดปกติที่เป็นสาเหตุท าให้เกิดเป็นเซลลมะเร็งขึ้น [1-3]  ในการศึกษา
ดังกล่าวนี้นิยมใช้เทคนิค Trypan blue dye exclusion stain โดยใช้หลักการย้อมสีเซลล์เพ่ือแยก
ความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่มีชีวิต (Living cells) และเซลล์ที่ตาย (Dead cell) โดยเซลล์ที่มีชีวิตจะ
มีเยื่อหุ้มเซลล์ห่อหุ้มอยู่ท าให้สีไม่สามารถผ่านเข้าไปได้ ส่วนเซลล์ที่ตายจะถูกย้อมติดสีน้ าเงินเนื่องจาก
สีสามารถผ่านเข้าเยื่อหุ้มเซลล์ได้เนื่องจากผนังเซลล์มีการถูกท าลายจากยา แต่ทั้งนี้ในขั้นตอนการนับ
จ านวนเซลล์แยกระหว่างเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายจะต้องอาศัยความช านาญของผู้ทดลองทั้งเรื่อง
การย้อมสีเซลล์และการนับ โดยการนับจะดูด้วยตาเปล่าผ่านกล้องจุลทรรศน์จึงเป็นกระบวนการที่
ขึ้นกับประสบการณ์ ต้องใช้เวลาในการนับและต้องท าทันทีไม่สามารถน ากลับมาดูซ้ าได้อีก  อีกทั้ง
ผู้ เชี่ยวชาญเองอาจเกิดอาการล้าได้    หากจ าเป็นต้องวิเคราะห์ภาพเป็นเวลาติดต่อกันเป็น
เวลานาน  จึงไม่สะดวกในการท างานและอาจเกิดการผิดพลาดเนื่องจากผู้นับได้อีกด้วย 

ในปัจจุบัน เทคนิคทางการประมวลผลภาพ (Image processing) เป็นเทคนิคที่มี
ความก้าวหน้า สามารถประมวลผลได้เร็ว มีความถูกต้องและแม่นย าที่สูงขึ้น  การประมวลผลภาพเป็น
การน าภาพมาประมวลผลหรือคิดค านวณด้วยคอมพิวเตอร์ เพ่ือให้ได้ข้อมูลที่เราต้องการทั้งในเชิง
คุณภาพและปริมาณ โดยมีขั้นตอนต่าง ๆ ที่ส าคัญ คือ การท าให้ภาพมีความคมชัดมากขึ้น การก าจัด
สัญญาณรบกวนออกจากภาพ การแบ่งส่วนของวัตถุที่เราสนใจออกมาจากภาพ เพ่ือน าภาพวัตถุที่ได้
ไปวิเคราะห์หาข้อมูลเชิงปริมาณ เช่น ขนาด รูปร่าง และทิ ศทางการเคลื่อนของวัตถุในภาพ 
นอกจากนั้นข้อมูลเชิงปริมาณเหล่านี้สามารถน าไปวิเคราะห์ และสร้างเป็นระบบ เพ่ือใช้ประโยชน์ใน
งานด้านต่างๆ เช่น   ระบบคัดแยกเกรดหรือคุณภาพของพืชผลทางการเกษตร  ระบบการอ่านป้าย
ทะเบียนรถ  ระบบการจดจ าใบหน้า การตรวจลายนิ้วมือโดยใช้ ระบบสแกนลายนิ้วมือ   เป็นต้น    
จะเห็นได้ว่าระบบเหล่านี้จ าเป็นต้องมีการประมวลผลภาพจ านวนมาก และเป็นกระบวนการที่ต้อง
ท าซ้ า ๆ กันในรูปแบบเดิมเป็นส่วนใหญ่ ซึ่งงานในลักษณะเหล่านี้ หากให้มนุษย์วิเคราะห์เองมักต้องใช้
เวลามากและใช้แรงงานสูง    อีกทั้งหากจ าเป็นต้องวิเคราะห์ภาพเป็นจ านวนมาก ผู้วิเคราะห์ภาพอาจ
เกิดอาการล้า ส่งผลให้เกิดความผิดพลาดขึ้นได้  ดังนั้นคอมพิวเตอร์จึงมีบทบาทส าคัญในการท าหน้าที่
เหล่านี้แทนมนุษย์ อีกทั้งเป็นที่ทราบโดยทั่วกันว่าคอมพิวเตอร์มีความสามารถในการค านวณและ

1 



2 
 

ประมวลผลข้อมูลจ านวนมหาศาลได้ในเวลาอันสั้น จึงมีประโยชน์อย่างมากในการเพ่ิมประสิทธิภาพ
การประมวลผลภาพและวิเคราะห์ข้อมูลที่ได้จากภาพในระบบต่าง ๆ ดังกล่าวข้างต้น 

ดังนั้นในการศึกษาประสิทธิภาพของยาที่มีผลต่อการตายของเซลล์มะเร็งหากสามารถท าการ
ถ่ายภาพของเซลล์หลังจากการย้อมสีแล้ว และน าภาพเหล่านี้มาวิเคราะห์โดย ใช้เทคนิคการ
ประมวลผลภาพร่วมกับการเขียนโปรแกรมทางคอมพิวเตอร์จะท าให้ผู้ทดลองสะดวก สามารถเรียกดู
ภายหลังได้ และอีกทั้งสามารถท างานอ่ืนได้ในขณะที่ให้โปรแกรมประมวลผล  จึงเป็นสิ่งที่น่าสนใจ
และเป็นที่มาของการวิจัยนี้ 

 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 
1.2.1  เพ่ือศึกษาเทคนิคการประมวลผลภาพร่วมกับการเขียนอัลกอริทึมทางคอมพิวเตอร์

เพ่ือใช้ในการจ าแนกเซลล์และนับจ านวนเซลล์ 
1.2.2 เพ่ือพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์ส าหรับใช้ในการนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์

ที่ตาย 
 
1.3 การตรวจสอบเอกสาร 

การพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการนับจ านวนเซลล์มะเร็ง  เพ่ือใช้ในการการศึกษาผล
ของยาที่ยับยั้งเซลล์มะเร็ง [2]จะมีสิ่งที่เกี่ยวข้องหลักคือ รูปภาพที่ใช้ในการประมวลผล เทคนิคที่ใช้ใน
การแบ่งกลุ่มข้อมูลในรูปภาพ   การก าจัดสิ่งรบกวนออกจากภาพ    และการนับจ านวนเซลล์  ในแต่
ละส่วนจะต้องมีความรู้และความเข้าใจในทฤษฏีที่เกี่ยวข้อง  สามารถอธิบายดังต่อไปนี้ 

 
1.3.1 รูปภาพ 
ภาพที่ใช้ในการประมวลผลเป็นภาพที่ผ่านเทคนิค Trypan blue dye exclusion stain  คือ

การย้อมสีเซลล์เพ่ือแยกความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย[2-5]  เป็นภาพสีที่อยู่ใน
โหมด RGB หรือ  additive  color  model [6, 7]  เป็นรูปที่เก็บโดยใช้อาร์เรย์ 3 มิติ ขนาด m x n 
x 3 โดยที่ m คือความยาว และ n คือความกว้างของภาพในหน่วยจุดภาพ(pixel)    ส่วนมิติสุดท้าย
นั้น ในแต่ละมิติจะเก็บค่าสีแยกกัน คือสีแดง (Red) สีเขียว (Green) และสีน ้าเงิน (Blue)   ประเภท
ของไฟล์รูปภาพที่สามารถน ามาประมวลผลได้แก่ TIFF JPG และ PNG   
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รูปที่ 1.1    ภาพตัวอย่างจากการทดสอบ Trypan blue dye exclusion stain 
 
จากรูปที่1.1 แสดงภาพที่ผ่านการทดสอบด้วยวิธี   Trypan blue dye exclusion stain โดย

เซลล์ที่มีชีวิตจะมีเยื่อหุ้มเซลล์ห่อหุ้มอยู่ท าให้สีไม่สามารถผ่านเข้าไปได้ ส่วนเซลล์ที่ตายจะถูกย้อมติดสี
น้ าเงินเนื่องจากสีสามารถผ่านเข้าเยื่อหุ้มเซลล์ ในภาพจะถูกวงกลมด้วยเส้นสีแดงและสีน้ าเงิน
ตามล าดับ 
                                               

รูปแบบไฟล์ของภาพ  (Formats  of  image)   
GIF (Graphics Interchange Format) เป็นไฟล์ที่รองรับสี 256 สี นิยมน าไปใช้กับการ

แสดงผลบนอินเทอร์เน็ต เหมาะกับงานที่มีรายละเอียดของสีน้อยๆ เช่น การ์ตูน หรือโลโก้ และยัง
สามารถสร้างภาพเคลื่อนไหว และภาพท่ีมีสีพื้นหลังโปร่งใสได้  
 JPG (Joint Photographics Experts Group)   เป็นไฟล์ที่นิยมใช้กับการแสดงผลบน
อินเทอร์เน็ต เนื่องจากเป็นไฟล์ที่สามารถบีบอัดให้เล็กลงได้มาก แสดงผลรวดเร็ว คุณภาพของรูปภาพ
ต่ า ความละเอียดของภาพน้อย ไม่เหมาะกับงานสื่อสิ่งพิมพ์ 
 TIFF (Tagged Image File Format) เป็นไฟล์ที่นิยมใช้ในการโอนถ่ายข้อมูลข้ามโปรแกรม 
เป็นไฟล์ที่นิยมใช้ส าหรับส่งงานเข้าโรงพิมพ์ เนื่องจากเป็นไฟล์ที่รองรับโหมดสี CMYK และเป็นไฟล์ที่
สามารถเก็บคุณสมบัติต่างๆ ได้เหมือนต้นฉบับทุกประการ  
 BMP (Bitmap)   เป็นไฟล์ภาพประเภทที่เก็บจุดของภาพแบบจุดต่อจุดตรงๆ  ซึ่งจะมีขนาด
ใหญ่  แต่สามารถเก็บรายละเอียดของภาพได้อย่างสมบูรณ์  
 PNG (Portable Network Graphics) เป็นภาพที่เกิดจากการน าเอาคุณสมบัติของภาพ JPG 
และ GIF มาผสมผสานกันให้ได้ลักษณะเฉพาะสีมากกว่า 256 สีและโปร่งใสได้ 
 

1.3.2 เทคนิคที่ใช้ในการแบ่งส่วนรูปภาพ (Image Segmentation)[8] 
ในกระบวนการนับเซลล์จะต้องมีการแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลังของรูปภาพ  และแยกชนิดของ

เซลล์ระหว่างเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย จึงต้องมีวิธีการในการแยกเซลล์ออกจากกัน 
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การท า Segmentation จะท าให้สามารถแยกข้อมูลภาพของส่วนที่ต้องการออกมาได้ วีธีการ
พ้ืนฐานส าหรับการ Segmentation คือการพิจารณา Image amplitude ได้แก่การพิจารณาความ
สว่างของภาพส าหรับภาพแบบ Gray scale และความแตกต่างของสีส าหรับภาพสี  นอกจากนี้ขอบ
ของภาพและลักษณะของ Texture ก็ เป็นองค์ประกอบหนึ่งที่จะท าให้สามารถท าการ 
Segmentation ได้สะดวกยิ่งขึ้น 

1.3.2.1   การแบ่งส่วนบนพื้นฐานของการตรวจจับขอบ 
การ Segmentation ภาพออกไปเป็นกลุ่มต่าง ๆ (Region) สามารถท าได้โดยการค้นหา

ขอบของวัตถุของแต่ละกลุ่ม การหาขอบสามารถหาได้โดยการใช้ค าสั่งหรืออัลกอริทึ่มที่เกี่ยวกับการ
ตรวจจับขอบ (Edge detection)  โดยการตรวจสอบว่าเส้นขอบลากผ่านหรือใกล้เคียงกับจุดใด โดย
วัดจากการเปลี่ยนแปลงของความเข้มในต าแหน่งที่ใกล้เคียงกับจุดดังกล่าว ซึ่งวิธีการหาขอบนั้นมี
ด้วยกันหลายวิธี แต่อย่างไรก็ตามสามารถแบ่งได้เป็น 2 กลุ่มหลัก คือ Gradient method และ 
Laplacian method  

Gradient method เป็นวิธหีาขอบโดยการหาจุดต่ าสุดและจุดสูงสุดในรูปของอนุพันธ์
อันดับหนึ่งของภาพ โดยจุดที่เป็นขอบจะอยู่ในส่วนที่เหนือค่า threshold  ดังแสดงในรูปที่ 1.2b  จึง
อาจท าให้เส้นขอบที่ได้มีลักษณะหนา ตัวอย่างวิธีการหาขอบของกลุ่มนี้ เช่น Roberts, Prewitt, 
Sobel และ Canny เป็นต้น 

Laplacian method เป็นวิธีหาขอบโดยใช้อนุพันธ์อันดับ 2 โดยใช้จุดที่ค่า y เป็น 0 
(Zerocrossing) ดังแสดงในรูปที่ 1.2c  ซึ่งวิธีนี้จะใช้เวลาในการค านวณมากกว่า Gradient method 
ตัวอย่างวิธีการหาขอบของกลุ่มนี้ เช่น Laplacian of Gaussian และ Marrs-Hildreth เป็นต้น 
 
 
                                                                                        
                                                                                                        
 
 
 
 
 
   
 
 
 

รูปที่ 1.2  a)  ความแตกต่างของระดับความเข้มของสี    
และกราฟแสดงการหาขอบด้วยวิธี     b ) Gradient method    และ    c) Laplacian method  

 
 

a 

b 

c 
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 1.3.2.2   การแบ่งส่วนบนพื้นฐานของการจัดกลุ่มข้อมูล  
 เป็นวิธีการวิเคราะห์ข้อมูลโดยจะแบ่งชุดข้อมูล ออกเป็นกลุ่ม (Cluster) น าข้อมูลที่มี
คุณลักษณะเหมือนกัน หรือคล้ายกันจัดไว้ในกลุ่มเดียวกัน ขั้นตอนวิธีที่ใช้ในการแบ่งกลุ่มจะอาศัย
ความเหมือนที่สามารถแยกเซลล์ออกจากกัน การแบ่งกลุ่มข้อมูลจะแตกต่างจากการแบ่งประเภท
ข้อมูล (Classification) โดยจะแบ่งกลุ่มข้อมูลจากความคล้าย โดยไม่มีการก าหนดประเภทของข้อมูล
ไว้ก่อน จึงกล่าวได้ว่าการแบ่งกลุ่มข้อมูล เป็นการเรียนรู้แบบไม่มีผู้สอน  วิธีการแบ่งกลุ่ม ได้แก่  K-
mean clustering, Hierarchical clustering, Self organizing map (SOM)[9] 
 K-mean clustering [10]เป็นวิธีการจัดกลุ่มของข้อมูลออกเป็นกลุ่มย่อยๆ   โดยการใช้
ค่า pixel ของสีที่ต าแหน่งนั้น    เทคนิค K-mean จะมีการท างานหลายหลายรอบ (Iteration) โดย
ในแต่ละรอบจะมีการรวมข้อมูล ให้ไปอยู่ในกลุ่มใดกลุ่มหนึ่ง โดยเลือกกลุ่มที่ข้อมูลนั้นมีระยะห่างจาก
ค่ากลางของกลุ่มน้อยที่สุด แล้วค านวณค่ากลางของกลุ่มใหม่ จะท าเช่นนี้จนกระทั่งค่ากลางของกลุ่ม
ไม่เปลี่ยนแปลง หรือครบจ านวนรอบที่ก าหนดไว้   สามารถสรุปขั้นตอนของ  K-mean  ได้ดังนี้คือ 

1. ก าหนดค่าจ านวนกลุ่ม (k)  ไว้ล่วงหน้า 
2. สุ่มเลือกจุดก่ึงกลางของแต่ละกลุ่ม 
3. ค านวณระยะห่างระหว่างข้อมูลหรือระยะห่างน้อยที่สุดในการแบ่งกลุ่มข้อมูล 
4. ค านวณหาจุดกึ่งกลางใหม่ของแต่ละกลุ่ม 
5. ค านวณระยะห่างของแต่ละข้อมูลเพื่อเปรียบเทียบกับจุดกึ่งกลางใหม่ เพ่ือก าหนดกลุ่ม

ให้กับข้อมูล โดยจะท าแบบนี้ไปเรื่อย ๆ จนกว่าจะได้จุดกึ่งกลางที่ไม่มีการ
เปลี่ยนแปลงกลุ่ม 

Hierarchical clustering  การจัดกลุ่มข้อมูลประเภทนี้จะอาศัยหลักการแบ่งข้อมูล
ออกเป็นล าดับชั้นคล้ายกับต้นไม้ ซึ่งวิธีการแบ่งกลุ่มข้อมูลแบบนี้สามารถแบ่งออกเป็น 2 แนวทางตาม
ลักษณะการสร้างล าดับชั้นคือ Agglomerative approach กับ Divisive approach   ดังแสดงในรูป
ที่ 1.3 

 
 

รูปที่ 1.3 ตัวอย่างของการแบ่งกลุ่มข้อมูลแบบ  Hierarchical clustering 
 

 Self-organizing map (SOM) เป็น high-dimensional ของการจัดกลุ่มและการ
มองเห็นอัลกอริทึมการเรียนรู้แบบไม่มีผู้สอน สามารถสรุปขั้นตอนของ  SOM ได้ดังนี้คือ 

1. การสุ่มค่าเริ่มต้น  

http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A0%E0%B8%97%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%A5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B9%88%E0%B8%87%E0%B8%9B%E0%B8%A3%E0%B8%B0%E0%B9%80%E0%B8%A0%E0%B8%97%E0%B8%82%E0%B9%89%E0%B8%AD%E0%B8%A1%E0%B8%B9%E0%B8%A5
http://th.wikipedia.org/wiki/%E0%B8%81%E0%B8%B2%E0%B8%A3%E0%B9%80%E0%B8%A3%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%99%E0%B8%A3%E0%B8%B9%E0%B9%89%E0%B9%81%E0%B8%9A%E0%B8%9A%E0%B9%84%E0%B8%A1%E0%B9%88%E0%B8%A1%E0%B8%B5%E0%B8%9C%E0%B8%B9%E0%B9%89%E0%B8%AA%E0%B8%AD%E0%B8%99
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=K-means_clustering&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=K-means_clustering&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Hierarchical_clustering&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Self-organizing_map&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=K-means_clustering&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Hierarchical_clustering&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Hierarchical_clustering&action=edit&redlink=1
http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Self-organizing_map&action=edit&redlink=1
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2. การสุ่มเลือกโหมด Input และการค าานวณระยะห่าง Euclidean ของทุก
หน่วย Input 

3. เลือกรับโหนด (Node) ที่ชนะโหนดอื่น 
4. ปรับโหนดที่ชนะเพ่ือให้โหนดเข้าใกล้ Input มากขึ้น 
5. ปรับโหนดใกล้เคียงเพ่ือให้ Input ถัดไปที่มีค่าใกล้เคียงทีม่ีโหนดชนะใหม่อยู่

ใกล้กัน 
6. ท าซ้ ากระบวนการ 1-5  จนกว่าจะถึงจ านวนรอบหรือเงื่อนไขท่ีก าหนด 

 
1.3.3 การก าจัดสิ่งรบกวนออกจากภาพ 

 เมื่อท าการแยกข้อมูลออกเป็นกลุ่มข้อมูลแล้ว แต่ละกลุ่มข้อมูลจะมีสิ่งที่เราไม่ต้องการ
อยู่ซึ่งเราเรียกว่าสิ่งรบกวน  (Noise)  ก่อนการนับเซลล์จะต้องมีการจ ากัดสิ่งรบกวนออก เพ่ือให้มีการ
นับที่ถูกต้องมากขึ้น  ในการก าจัดสิ่งรบกวน   สามารถใช้ค าสั่ง Morphological [6, 11]สองแบบ คือ 
Opening และ Closing  ร่วมกับวิธีการใช้ตัวกรองสิ่งรบกวน  เช่น Average filter  และ Median 
filter    
  Opening  เป็นการท าให้เส้นรูปร่างหรือเส้นขอบของวัตถุมีความนุ่มนวลมากขึ้นท า
ลายเส้นที่เป็นเส้นคอขวดขนาดเล็ก ปรับโครงร่างของวัตถุ  ท าส่วนที่แคบให้แตกออก และก าจัด
ส่วนเกินที่ยื่นออกมาจากภาพ  การท า Opening ของ Set A ด้วย Structuring element B แทน
ด้วย  

 
  ดังนั้น การท า Opening A ด้วย B คือการท าการลบ (Erosion)  A ด้วย B แล้วจึง
น าผลที่ได้มาท าการขยายเพิ่ม  (Dilation)   ด้วย B อีกครั้ง  ดังแสดงในรูปที่ 1.4 
 

      
                                  a                                                           b 

รูปที่ 1.4   ภาพของการใช้  Opening    a)   ภาพต้นฉบับ   b)  ภาพที่ได้จากวิธีการ  Opening 
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  Closing  เป็นการท าให้เส้นของรูปร่างของภาพมีความนุ่มนวลมากขึ้นเช่นเดียวกัน 
แต่จะตรงกันข้ามกับ   Opening  โดยจะเป็นการรวมกันระหว่างช่องแคบเล็กๆ หรือการเติมเต็ม
ช่องว่าง   เส้นบางที่มีขนาดเล็กให้มีความหนาขึ้น เป็นการท าให้หลุมหรือช่องว่างขนาดเล็กเติมเต็ม
เป็นเนื้อเดียวกับรูป  ดังแสดงในรูปที่  1.5 
 เช่นเดียวกัน การท า Closing  ของ Set A ด้วย Structuring element B แทนด้วย  

 
 

    
a                                                                             b 

รูปที่  1.5   ภาพของการใช้  Closing    a)   ภาพต้นฉบับ   b)  ภาพที่ได้จากวิธีการ Closing 
 
  การกรองสัญญาณรบกวน (Filtering) ซึ่งเป็นการก าจัดสัญญาณที่ไม่ต้องการ หรือ
เป็นการก าจัดวัตถุที่ไม่ต้องการออกจากรูปภาพ โดยทั่วไปตัวกรองสัญญาณรบกวนมีหลายชนิดให้
เลือกใช้ เช่น 
  Average filter เป็นการท าให้ภาพเบลอเพ่ือลบสัญญาณรบกวนออก โดยผลลัพธ์ที่
ได้จากการใช้  Average filter ในแต่ละจุดคือค่าเฉลี่ยของพิกเซลทุกพิกเซลที่อยู่ในหน้าต่างของต้ว 
กรอง (Filter) นั้นๆ เช่น การใช้ Filterขนาด 3x3 ดังรูปที่  1.6  จะได้ค่าที่จุดกึ่งกลางเป็น 
(4+7+2+9+5+3+8+12+46)/9  = 10.67  ดังนั้นหากมีภาพต้นฉบับที่มีสัญญาณรบกวนดังรูปที่ 12a 
เมื่อใช้การกรองด้วย Average filter จะได้ผลลัพธ์ของภาพดังรูปที่ 12b 
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รูปที่ 1.6  การท า Average  filter 
  Median filter   เป็นการก าจัดสัญญาณรบกวนออกจากภาพ ผลลัพธ์ที่ได้จากการ
ท า   median filter  คือ  การแทนที่ค่าในพิกเซล ทั้งหมดท่ีหน้าต่างอยู่ด้วยค่ามัธยฐาน จากรูปที่ 1.6 
หากท าการประมวลผลภาพด้วย  median filter   จะท าได้โดยเรียงค่าจากน้อยไปหามากนั่นคือ 
2,3,4,5,7,8,9,12  และ 46  เพราะฉะนั้นค่ามัธยฐานก็คือ 7   ดังรูปที่ 1.7 เมื่อใช้การกรองด้วย 
median filter จะได้ผลลัพธ์ของภาพ ดังรูปที่ 1.7c 
 

            
                         a                                                            b 

 
                                                          c 

รูปที่  1.7  แสดงภาพของการก าจัดสัญญาณรบกวน  a) ภาพต้นฉบับ 
b)  ด้วยวิธีการ averaging filter    c)  ด้วยวิธีการ median filter 
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1.3.4 การนับเซลล์       
หลังจากที่มีการแยกเซลล์ออกจากกันและท าการก าจัดเศษที่ไม่ต้องการและสัญญาณ

รบกวนในภาพออกแล้ว จะต้องมีการระบุตัวตนและหาบริเวณที่ชัดเจนของเซลล์เพ่ือใช้ในการนับ
จ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย ในการะบุตัวตนและหาบริเวณของเซลล์นั้นจะใช้วิธีการที่เรียกว่า 
Hough transform[12] เพ่ือใช้ในการหารูปร่างของเซลล์ ซึ่งเป็นวิธีการที่ใช้ในการจดจ าวัตถุใน
รูปแบบต่างๆ เช่น เส้นตรง วงกลม วงรี โดยสมการที่ใช้ในการหาเส้นตรง (Straight Line Hough 
Transform) และสมการที่ใช้ในการหาเส้นโค้ง (Circular Hough Transform)    ดังสมการที่ (1.1) 
และ (1.2) ตามล าดับ 

            
                   ryx   sincos                       (1.1) 
                  222 )()( rcycx                       (1.2) 
 

       เมื่อ      r  คือระยะจากจุดศูนย์กลางถึงเส้นตรง  
                   คือมุมระหว่าง r กับแนวแกน x        
        c   คือ จุดศูนย์กลาง           
       เมื่อก าหนดจุดของค่า r   และ   ส าหรับทุกๆ ค่า x แ ละ y ที่เป็นไปได ้
 
1.4 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

H.Deng and D.A.Clausi (2004)[13] ได้น าเสนอการแบ่งแยกภาพโดยใช้ Markov 
Random Field  (MRF)  models   ซึ่งเป็นวิธีใหม่ที่ใช้ส าหรับ  Unsupervised  Image  
Segmention  ซึ่งวิธีการนี้ค่อนข้างยุ่งยากและมีความซับซ้อนในการใช้งาน  เนื่องจากจะต้องมีการ
ก าหนดค่าตัวแปรต่างๆซึ่งไม่สามารถรู้ได้ว่าค่าไหนที่สมควรใช้และเหมาะสม  ผลลัพธ์ของแต่ละส่วน
ของวิธีนี้ได้ผลที่ไม่เหมือนกัน  จึงเป็นการยากที่จะเลือกใช้ให้เหมาะสม และวิธีการนี้ไม่เหมาะส าหรับ
น ามาใช้กับเซลล์มะเร็ง  เนื่องจากวิธีนี้ใช้กับภาพท่ีเป็นสี  HSV  ซึ่งภาพมะเร็งที่น ามาใช้ในงานวิจัยนี้
สามารถใช้ภาพที่อยู่ในโหมด  RGB  ก็สามารถท าการทดลองได้ 

E.Gering and C.T.Atkinson(2004)[14] อธิบายโปรโตคอลส าหรับการสร้างการนับ
จ านวนนิวเคลียสของเม็ดเลือดแดงจาก  digital micrographs  ของ thin blood smears ที่สามารถ
ใช้ในการประเมินความรุนแรงของการติดเชื้อใน hematozoan  วิธีการนี้จะใช้ประโยชน์จากความ
แตกต่างความหนาและขนาดที่ค่อนข้างสม่ าเสมอ และลักษณะทางสัณฐานวิทยาของนิวเคลียสของ
เม็ดเลือดแดง และใช้  imageJ, JAVA เพ่ือท าการวิเคราะห์ภาพ  เทคนิคนี้จะท าให้การนับจ านวนมี
ความรวดเร็วและถูกต้อง 

D.J.Withey  and  Z.J.Koles (2007)[15] อธิบายถึงความแตกต่างของในยุค
สมัยก่อนหน้าเกี่ยวกับขั้นตอนวิธีการและการสร้างซอฟต์แวร์ในการแบ่งแยกวัตถุออกจากกันในแต่ละ
ยุคจะมีความแตกต่างของขั้นตอนวิธีการในการแบ่งแยกวัตถุ และได้มีการพัฒนามาเรื่อยๆเพ่ือให้
เหมาะกับการใช้งาน และได้มีการออกแบบเครื่องมือที่ใช้ในการแบ่งแยกวัตถุออกเป็น 3 รุ่นในแต่ละ
รุ่นจะเพ่ิมความซับซ้อนในการท างานขึ้น  ในรุ่นแรกจะมีลักษณะที่ง่ายที่สุดในการวิเคราะห์ภาพซึ่งจะ
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เป็นการน าเอา  intensity thresholds และ region growing  มาใช้ ในรุ่นที่สองจะประยุกต์ใช้
แบบจ าลองความไม่แน่นอนและเพ่ิมประสิทธิภาพการท างาน รุ่นสุดท้ายจะเป็นกระบวนการแบ่งส่วน
รูปภาพ  

P.Phukpattaranon  and P.Boonyaphiphat (2007)[11] ได้น าเสนอเกี่ยวกับ
วิธีการแบ่งแยกเซลล์มะเร็งเต้านมออกจากพ้ืนหลังของภาพ  โดยใช้โครงข่ายประสาทเทียม โดยวิธีจะ
เป็นแบบเรียนรู้โดยมีผู้สอน  ซึ่งก็คือให้โปรแกรมเรียนรู้การแยกวัตถุออกจากพ้ืนหลังโดยให้โปรแกรม
เรียนรู้พื้นหลังและเซลล์มะเร็งก่อน โดยจะหาเซลล์ที่ผิดปกติ  โดยใช้สีในภาพเป็นตัวพิจารณา  และได้
มีการแยกเซลล์ที่ติดกันออกจากกัน เพ่ือดูผลลัพธ์ของเซลล์ที่ต้องให้ยาในการรักษา อย่างไรก็ตามวิธีนี้
ยังต้องให้ระบบเรียนรู้บริเวณพ้ืน positive   cell  และ  negative  cell ก่อน  เพ่ือให้ระบบสามารถ
เลือกเซลล์ถัดไปได้ ซึ่งจะต้องใช้ผู้ที่มีความเชี่ยวชาญในการในการเลือก  

P.Phukpattaranont S.Limsiroratana  and P.Boonyaphiphat(2009)[16] ได้ท า
การพัฒนาระบบคอมพิวเตอร์ช่วยในการวิเคราะห์ภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ที่เรียกว่า การวิเคราะห์
ภาพของเซลล์ (CIA) และแสดงถึงการประยุกต์ใช้กับการนับเซลล์มะเร็งเต้านม  อัลกอริทึมส าหรับการ
วิเคราะห์ภาพจะประกอบไปด้วย 3  ขั้นตอน 1) เป็นการแยกเซลล์มะเร็งที่ได้จากภาพถ่ายจากกล้อง
จุลทรรศน์โดยใช้พ้ืนฐาน neural network และ mathematical morphology  2) คุณสมบัติของ
แต่ละเซลล์ที่ประกอบด้วยค่าเฉลี่ยของ L*;a*;b*; ในพ้ืนที่ CIELab, circularity ratio และการแยก
พ้ืนที่โดยโปรแกรม  3)  แสดงถึงการประยุกต์ศักย์ภาพของโปรแกรม  การจ าแนกนิวเคลียสของ
เซลล์มะเร็งเต้านมเป็นการด าเนินการโดยใช้คุณสมบัติ Euclidean distance  ค่าเฉลี่ยของ L*;a*;b*;  
ผลลัพธ์ที่ได้จากระบบการวิเคราะห์บนภาพเซลล์มะเร็งด้วยกล้องจุลทรรศน์จะถูกแบ่งได้อย่าง
เหมาะสม  จ าแนกเซลล์ได้ดี การประเมินผลเชิงปริมาณของการวิเคราะห์ด้วยคอมพิวเตอร์ เมื่อเทียบ
กับผู้เชี่ยวชาญมีความคล้ายกัน 

 N.H.Mahmood S.M.Mazalan and M.A.Razak(2013)[17]  การแบ่งส่วนของ
เซลล์เม็ดเลือดและการระบุเม็ดเลือดเป็นสิ่งส าคัญในการศึกษาเกี่ยวกับเลือด  การนับเม็ดเลือดที่
สมบูรณ์แบบถูกน ามาใช้เพื่อตรวจสอบสุขภาพของผู้คน โดยเฉพาะในเซลล์เม็ดเลือดขาวและเซลล์เม็ด
เลือดแดง  ปัญหาหลักที่เกิดคือ เมื่อจ านวนของตัวอย่างเลือดที่มีจ านวนมากที่ถูกประมวลผลโดย
นักวิทยาศาสตร์ด้านโลหิตวิทยาหรือช่างเทคนิคในห้องปฏิบัติการทางการแพทย์ จะต้องใช้ทักษะและ
เวลาในการท างานที่จ ากัดเรื่องความเร็วและความถูกต้อง  งานวิจัยนี้จึงได้พัฒนาซอฟต์แวร์บนพื้นฐาน
ของ MATLAB ในการแยกและระบุเซลล์ม็ดเลือดแดงและเซลล์เม็ดเลือดขาวจากรูปภาพ ในขั้นตอน
การแยกส่วนในงานวิจัยได้ใช้ L*;a*;b*; ในพ้ืนที่ CIELab  ท าให้สามารถจ าแนกเซลล์เม็ดเลือดแดง
และเม็ดเลือดขาวได้รวดเร็ว โดยมีความถูกต้องตั้งแต่  64% ถึง 87% ขึ้นอยู่กับชนิดของการ
ประมวลผลที่ใช้และชนิดของเซลล์ที่ถูกสกัด แต่ยังไม่สูงมากนักในการระบุเซลล์เม็ดเลือดที่มีการชิดกัน 

จากงานวิจัยที่กล่าวมาข้างต้นพบว่าการใช้เทคนิคประมวลผลภาพท าให้การคัดแยก
เซลล์ที่มีความแตกต่างกันท าได้ง่ายขึ้นแต่อย่างไรก็ตามค่าความถูกต้องยังมีค่าที่ไม่สูงมากนักและยังมี
ปัญหาการคัดแยกหากเซลล์มีการติดกันหรือเซลล์มีหลากหลายรูปร่าง 
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1.5  ขอบเขตของการวิจัย       
      การวิจัยนี้ได้ก าหนดขอบเขตการวิจัยไว้ ดังนี้ 

1.5.1 ท าการศึกษาและพัฒนาอัลกอริทึมส าหรับโปรแกรมคอมพิวเตอร์เกี่ยวกับการแยก
เซลล์ที่มีชีวิตเซลล์และเซลล์ที่ตายออกจากพ้ืนหลัง  โดยรูปร่างของเซลล์ที่มีชีวิตมีลักษณะค่อนข้าง
กลม 

1.5.2 นับเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายที่อยู่ในรูปด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่พัฒนาขึ้น
และเปรียบเทียบผลการนับกับผลที่ผู้เชี่ยวชาญนับได้ 

1.5.3 สร้างกราฟฟิกเพ่ือการใช้งาน (Graphic  User  Interface: GUI ) เพ่ือให้ง่ายต่อการ
ใช้งาน 
 
1.6  เครื่องมือที่ใช้ในงานวิจัย 

1.6.1 ด้านฮาร์ดแวร์  (Hardware) เป็นคอมพิวเตอร์ส่วนบุคคลที่ประกอบด้วย     
 -  CPU  Intel  inside  CORETMi5-3210M      
 - RAM  4  GB 
 - การ์ดจอ  nVIDIA   GEFORCERGT   630M 
 - Hard disk  750 GB 

 1.6.2 ด้านซอฟแวร์ (Software) 
 - ระบบปฏิบัติการ Microsoft Window  7 
 - โปรแกรม MATLAB  R2008b 
 - โปรแกรม  Photoscap    
1.6.3 รูปภาพ (Image)            
 ภาพที่ใช้ในงานวิจัยเป็นภาพที่ถูกถ่ายด้วยกล้องถ่ายภาพผ่านกล้องจุลทรรศน์ที่มี

คุณสมบัติดังนี้ 
1) กล้องจุลทรรศน์ OLYMPUS IX51/IX71 

- ความสว่าง IX2-ILL100   
- Condensers IX2-LWUCDA2 

2) กล้องถ่ายภาพ DIGITAL CAMERA DP72 
- Single chip color CCD camera (Pixel shifting) 
- ขนาด  2/3-inch 
- ความละเอียดของภาพ  4140 x 3096 (pixel shifting) 
- ระบบสี RGB  
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1.7  ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 
1.7.1 ได้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการประมวลผลภาพเพ่ือการนับเซลล์ที่มีชีวิตและ

เซลล์ที่ตาย 
1.7.2 ได้โปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่มีราคาถูก  ใช้งานง่าย   
1.7.3 สะดวกในการท างาน  สามารถกลับมาเรียกดูภาพซ้ าเพ่ือการนับได้ และสามารถ

ท างานอย่างอ่ืนพร้อมกันได้ในขณะที่ท าการวิเคราะห์ภาพ 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและหลักการที่เกี่ยวข้อง 

 
2.1  โรคมะเร็งและเซลล์มะเร็ง 

โรคมะเร็ง เป็นโรคซึ่งมีลักษณะของการแบ่งเซลล์ที่ไม่สามารถควบคุมได้ และเซลล์เหล่านี้ มี
ความสามารถที่จะลุกลามเข้าไปในเนื้อเยื่ออ่ืนๆ โดยวิธีการใดวิธีการหนึ่งเช่น เจริญเติบโตโดยตรงเข้า
ไปในเนื้อเยื่อข้างเคียง (Invasion) หรือการอพยพเคลื่อนย้ายเซลล์ไปยังต าแหน่งที่ไกลๆ (Metastasis) 
การเจริญเติบโตแบบไม่เป็นระเบียบของเซลล์นี้ อาจมีสาเหตุที่เกิดขึ้นภายหลัง หรือเป็นกรรมพันธุ์ 
โดยการกลายพันธุ์ของดีเอ็นเอ (DNA) ภายในเซลล์ มีการท าลายข้อมูลของยีน ซึ่งเป็นตัวก าหนด
หน้ า ที่ ข อ ง เ ซ ลล์  ก า ร เ คลื่ อ นย้ า ย  แ ล ะก า ร ค วบ คุ ม คว า มป กติ ข อ ง ก า ร แ บ่ ง ตั ว ข อ ง
เซลล์   นักวิทยาศาสตร์จะใช้ชื่อทางเทคนิคเพ่ือแยกชนิดต่างๆ ของมะเร็งประเภท Carcinomas 
Sarcomas Lymphomas และ Leukemias โดยทั่วไปชื่อต่างๆ เหล่านี้ จะใช้ค าน าหน้าตามชื่อของ
ชนิดของเซลล์ที่เกี่ยวข้อง เช่น น าหน้าด้วยค าว่า "Osteo" หมายถึง กระดูก ดังนั้นมะเร็งที่เกิดขึ้นที่
กระดูกจะเรียกว่า Osteosarcoma ในท านองเดียวกัน น าหน้าค าด้วย "Adeno" หมายถึง ต่อม ดังนั้น
มะเร็งของเซลล์ต่อม จึงเรียกว่า Adeno carcinoma เช่น Breast Adenocarcinoma   มะเร็งมี
มากมายกว่า 200 ชนิด สามารถแบ่งออกเป็นกลุ่มใหญ่ๆ ได้ 5 กลุ่ม[18] ดังนี้ Carcinoma Sarcoma 
Lymphoma Leukemias และ Melanoma  ดังรูปที่ 2.1    

 

รูปที่ 2.1 โรคมะเร็งในร่างกายมนุษย์[19] 
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กลุ่ม  Carcinoma   หมายถึง มะเร็งซึ่งมาจากเซลล์เยื่อบุผิวของอวัยวะทั้งภายในและ
ภายนอกร่างกาย ซึ่งเซลล์เยื่อบุผิวของร่างกายมี 4 ชนิดใหญ่ได้แก่ เซลล์เยื่อบุผิวที่สร้างสารคัด
หลั่ง  เซลล์เยื่อบุผิวที่มีลักษณะแบนบางหลายเหลี่ยม เซลล์เยื่อบุผิวที่เปลี่ยนแปลงรูปร่างได้ตามการ
ขยายและหดตัวของอวัยวะนั้นๆ และเซลล์เยื่อบุผิวที่เรียงตัวหลายชั้นเทียม 

 กลุ่ม Sarcoma   หมายถึง มะเร็งที่เกิดจากเนื้อเยื่ออ่อน (Soft Tissue) ของร่างกาย หรือ
เนื้อเยื่อเสริม (Supportive Tissue) ซึ่งได้แก่ ไขมัน กล้ามเนื้อ เส้นประสาท และเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 
นอกจากนี้ ยังรวมถึงกระดูกและกระดูกอ่อนด้วย 

 กลุ่ม Lymphoma   หมายถึง มะเร็งที่พัฒนามาจากต่อมน้ าเหลือง และเนื้อเยื่อของระบบ
ภูมิต้านทาน 

 กลุ่ม Leukemias  หมายถึง มะเร็งของระบบโลหิต เกิดจากความผิดปกติของเซลล์ต้น
ก าเนิดเม็ดเลือดที่อยู่ในไขกระดูก (Bone Marrow)  

 กลุ่ม Melanoma  หมายถึง มะเร็งที่มาจากเซลล์ผลิตเม็ดสี (Melanocytes) ซึ่งจะพบตาม
ผิวหนัง ไฝ (Mole) คือการเจริญเติบโต ของเซลล์เม็ดสีประเภทไม่เป็นอันตราย 

 มะเร็งสามารถเกิดขึ้นได้จากเซลล์เยื่อบุอวัยวะชนิดต่างๆ เหล่านี้ ตัวอย่างเช่น มะเร็งเต้านม 
(Breast Carcinoma) ส่วนใหญ่เกิดจากเซลล์เยื่อบุของต่อมสร้างน้ านม นักวิทยาศาสตร์พบว่าใน
เนื้อเยื่อมะเร็งมีเซลล์มะเร็งบางกลุ่มที่มีคุณสมบัติคล้ายคลึงกับเซลล์ต้นก าเนิดหรือที่เรียกว่า เซลล์ต้น
ก าเนิดมะเร็ง (Cancer stem cells, CSC) [20] เซลล์กลุ่มนี้แม้จะมีอยู่จ านวนเล็กน้อยในเนื้อเยื่อ
มะเร็ง แต่ก็มีบทบาทส าคัญในการสนับสนุนการเจริญและขยายตัวของมะเร็ง การที่เซลล์ต้นก าเนิด
มะเร็งสามารถแบ่งตัวทดแทนตัวเอง (Self-renewal) และสามารถพัฒนาเป็นเซลล์จ าเพาะได้หลาย
ชนิด (Multilineage differentiation) เหมือนเซลล์ต้นก าเนิดทั่วไปนั้น  ท าให้สันนิษฐานว่าเซลล์ต้น
ก าเนิดมะเร็งอาจเกิดจากการกลายพันธุ์ของเซลล์ต้นก าเนิดปกติหรือ Progenitor cells ที่ยังคง
คุณสมบัติการแบ่งตัวทดแทนตัวเอง แนวคิดเกี่ยวกับเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งสามารถอธิบายพฤติกรรม
และการด าเนินโรคของมะเร็งได้หลายบริบท  ดังตัวอย่างรูปที่ 2.2  ดังนั้นการพัฒนายาเพ่ือท าการ
รักษามะเร็งจึงมีความส าคัญ 
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รูปที่ 2.2   เซลล์มะเร็งและการด าเนินโรคของมะเร็ง    a) การเป็นแหล่งให้ก าเนิดเซลล์มะเร็ง
ทั้งหมด    b) การดื้อยาและไม่ตอบสนองต่อการรักษาของเซลล์ต้นก าเนิดมะเร็งซึ่งน าไปสู่การกลับ

เป็นซ้ า  c) การแพร่กระจายของมะเร็ง[21] 

2.2  การตายแบบอะพอพโทซิส(Apoptosis) 

การตายของเซลล์มะเร็งที่ถูกยาฆ่ามะเร็งนั้นจะเป็นการตายที่เรียกว่า อะพอพโทซิส 
(Apoptosis) [3] ซึ่งเป็นรูปแบบหนึ่งของการตายของเซลล์แบบมีแบบแผน (Programmed cell 
death) ของสิ่งมชีีวิตหลายเซลล์  ซึ่งเก่ียวข้องกับชุดของปฏิกิริยาทางชีวเคมีซึ่งท าให้เซลล์ที่ตายอย่าง
มีลักษณะที่เฉพาะ หรือกล่าวอย่างจ าเพาะคือเป็นชุดของปฏิกิริยาทางชีวเคมีที่ท าให้เซลล์มีรูปร่าง
เปลี่ยนแปลงหลายรูปแบบ เช่น การเปลี่ยนรูปของเซลล์คล้ายนิ้วมือ  การเปลี่ยนแปลงของเยื่อหุ้ม
เซลล์เช่นการเหี่ยวของเซลล์  นิวเคลียสแตกเป็นชิ้นส่วน  โครมาตินหนาตัวขึ้น และดีเอ็นเอแตกเป็น
ท่อน การตายลักษณะนี้จะมีรูปร่างเซลล์ดังรูปที่ 2.3  

a 

b 

c 
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รูปที่ 2.3  รูปร่างของเซลล์ที่มีการตายแบบอะพอพโทซิส[22] 

2.3  การวินิจฉัยและการรักษาโรคมะเร็ง 

การที่จะค้นหามะเร็งได้ในขณะที่ยังไม่มีอาการหรือวินิจฉัยมะเร็งได้ในระยะที่เพ่ิงเริ่มเป็นมี
ความส าคัญมาก และจะต้องอาศัยความร่วมมือจากผู้ป่วยเป็นอย่างมาก นอกเหนือไปจาก
ความสามารถของแพทย์และการพัฒนาความก้าวหน้าในด้านเครื่องมือตรวจทางการแพทย์ [23]  
ขั้นตอนต่างๆ ในการวินิจฉัยโรคนี้ เหมือนกับการวินิจฉัยโรคโดยทั่วไป คือจะต้องอาศัยจาก    

1. ประวัติการเจ็บป่วยทั้งในปัจจุบันและอดีต  รวมทั้งการรักษา ประวัติการเป็นมะเร็งของ
บุคคลในครอบครัว  อาชีพ และประวัติการติดของเสพติดทั้งหลาย เช่น สุรา บุหรี่ เป็น
ต้น      

2. การตรวจร่างกาย  ทั้งเฉพาะตรงบริเวณที่เป็นมะเร็ง รวมทั้งต่อมน้ าเหลืองบริเวณ
ใกล้เคียง และการตรวจร่างกายโดยทั่วๆไป เพ่ือค้นหามะเร็งทุติยภูมิ  โดยวิธีการตรวจ
ธรรมดา  การถ่ายภาพรังสี  การใช้กล้องส่องตรวจ เป็นต้น    

3. การตรวจทางห้องปฏิบัติการ รวมทั้งการตรวจโดยวิธีเซลล์วิทยา เพ่ือสนับสนุนการ
วินิจฉัยมะเร็งปฐมภูมิ และค้นหามะเร็งทุติยภูมิ    

4. การตรวจด้วยวิธีพิเศษ เช่น การฉีดสารทึบแสงและถ่ายภาพรังสี การตรวจด้วยเอกซ์เรย์
คอมพิวเตอร์    

5. การตัดชิ้นเนื้อ รวมทั้งการท าผ่าตัดเพ่ือเอาชิ้นเนื้อมาตรวจทางพยาธิวิทยา การที่แพทย์
จะวินิจฉัยว่าผู้ใดเป็นมะเร็งนั้น  จะต้องอาศัยพยาธิแพทย์เป็นผู้ตรวจและอ่านชิ้นเนื้อทาง
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พยาธิวิทยาว่าเป็นมะเร็งจริงก่อนเสมอ จึงนับว่าเป็นขั้นตอนที่ส าคัญซึ่งจ าเป็นที่สุดในการ
วินิจฉัยโรคมะเร็ง ในบางรายพยาธิแพทย์จะช่วยตัดชิ้นเนื้อไปตรวจโดยคร่าวๆ ก่อน 
(frozen section)  ซึ่งวิธีนี้สามารถให้การวินิจฉัยได้ภายใน 10 – 20  นาที ช่วยให้
ศัลยแพทย์สามารถตัดสินใจผ่าตัดอวัยวะที่ส าคัญออกได้อย่างมาก 

วิธีการรักษาโรคมะเร็งมีหลายวิธีด้วยกัน[23]  เช่น  การผ่าตัด  เป็นวิธีการรักษาที่ได้ทั้งการ
มุ่งหวังให้โรคหายขาดในกรณีที่โรคยังเป็นน้อย  และเพ่ือเป็นการบรรเทาอาการชั่วคราวในกรณีที่โรค
เป็นมากแล้ว   รังสีรักษา  เป็นวิธีการรักษาที่ใช้ได้ทั้งการมุ่งหวังให้โรคหายขาดและเพ่ือการบรรเทา
อาการชั่วคราว   การใช้สารเคมีบ าบัด  เป็นการรักษาในรูปของการใช้ยารักษามะเร็งก าลังเป็นที่สนใจ
และมีบทบาทส าคัญ ในปัจจุบันนี้มีมะเร็งหลายชนิดที่อาจรักษาให้หายขาดด้วยยา   เป็นต้น  ในการ
ใช้สารเคมีบ าบัดรักษา การรักษาด้วยยาเพ่ือควบคุมหรือท าลายเซลล์มะเร็ง โดยการออกฤทธิ์ยับยั้ง
การเจริญเติบโตและแบ่งตัวของเซลล์มะเร็ง  และท าลายเซลล์มะเร็งโดยตรง   จึงต้องมีการศึกษาผล
ของยาที่ยับยั้งเซลล์มะเร็ง   ในการศึกษาผลของยาที่ยับยั้งเซลล์มะเร็ง นิยมทดสอบในหลอดทดลอง 
(in  vitro)  และเทคนิคที่ใช้ในการตรวจสอบผลของยาฆ่าเซลล์มะเร็งนั้นนิยมใช้เทคนิค Trypan blue 
dye exclusion stain โดยใช้หลักการย้อมสีเซลล์เพ่ือแยกความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่มีชีวิตและ
เซลล์ที่ตาย ในการศึกษาประสิทธิภาพของยาในการฆ่าเซลล์มะเร็งกระท าโดยอาศัยวิธีการนับจ านวน
เซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย  โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ในการท าการนับเซลล์ 

2.4 การย้อมสีเซลล์ด้วย  Trypan blue dye exclusion stain   

  การย้อมสีเซลล์ เป็นวิธีการในการคัดเลือกเซลล์ที่ตายแล้วหรือที่ยังมีชีวิตอยู่ออกจากกัน  
เซลล์ที่มีชีวิตจะยังคงเหมือนเดิมไม่มีการติดสี เนื่องจากเซลล์ที่มีชีวิตมี เยื่อหุ้มเซลล์   (cell 
membranes)  ท าให้สีไม่สามารถผ่านเข้าไปได้  เซลล์ที่ตายจะมีลักษณะสีน้ าเงินเนื่องจากสีสามารถ
ผ่านเยื่อหุ้มเซลล์ที่ถูกท าลายโดยยาที่ใช้ในการฆ่าเซลล์มะเร็ง ท าให้มองเห็นเป็นสีน้ าเงิน 

2.5   การได้มาของภาพดิจิตอล   

 ภาพที่น ามาใช้ในการประมวลผลเป็นภาพของเซลล์มะเร็งที่ผ่านกระบวนการย้อมสีเซลล์แล้ว  
และผ่านการถ่ายภาพด้วยกล้องจุลทรรศน์ (microscopy) ภาพที่ได้จะถูกบันทึกให้เป็นภาพสี RGB  
เป็นไฟล์ประเภท JPEG  ขั้นตอนการได้มาของภาพแสดงในรูปที่ 2.4 ภาพที่น ามาใช้จะประกอบด้วย
เซลล์มีชีวิตที่มีลักษณะสีสว่าง  และเซลล์ที่ตายจะมีลักษณะน้ าเงิน   ดังตัวอย่างในรูปที่  2.5   ซึ่งใน
รูปจะแสดงตัวอย่างของภาพดิจิตอล วงกลมสีแดงแสดงเซลล์ที่มีชีวิต   วงกลมสีเหลืองแสดงเซลล์ที่
ตาย 
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รูปที่  2.4   ขั้นตอนการได้มาของภาพดิจิตอล 

 

รูปที่  2.5     ภาพดิจิตอลที่ประกอบด้วยเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย 

2.6 ระบบสี color model 
การใช้สีกับงานกราฟฟิกในคอมพิวเตอร์ มีรายละเอียดหลายประการ ซึ่งเป็นลักษณะเฉพาะ  

ระบบสีของคอมพิวเตอร์ จะเกี่ยวข้องกับการแสดงผลแสงที่แสดงบนจอคอมพิวเตอร์  โดยมีลักษณะ
การแสดงผล คือ ถ้าไม่มีแสดงผลสีใดเลย บนจอภาพจะแสดงเป็น "สีด า" หากสีทุกสีแสดงผลพร้อมกัน 
จะเห็นสีบนจอภาพเป็น "สีขาว" ส่วนสีอ่ืนๆ เกิดจากการแสดงสีหลายๆ สี แต่มีค่าแตกต่างกัน การ
แสดงผลลักษณะนี้ เรียกว่า การแสดงสีระบบ Additive  สีที่ใช้ในงานด้านกราฟฟิกทั่วไป มี 4 ระบบ 
คือ  RGB  CMYK  HSB และ  LAB 

2.61 RGB   
เป็นระบบสีที่ประกอบด้วยแม่สี 3 สี คือ แดง (Red) เขียว (Green) และน้ าเงิน (Blue) เมื่อ

น ามาผสมผสานกันท าให้เกิดสีต่างๆ บนจอคอมพิวเตอร์มากถึง 16.7 ล้านสี     ซึ่งใกล้เคียงกับสีที่ตา

Optical Image 

Microscopy 

Digital  Camera 

http://www.punyisa.com/photoshop/graphic/graphic4.html#h1
http://www.punyisa.com/photoshop/graphic/graphic4.html#h1
http://www.punyisa.com/photoshop/graphic/graphic4.html#h3
http://www.punyisa.com/photoshop/graphic/graphic4.html#h3
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เรามองเห็นปกต ิสีที่ได้จากการผสมสีขึ้นอยู่กับความเข้มของสี ในกรณีที่มีการผสมทุกสีเข้าด้วยกันสีที่
เห็นจะเป็นสีขาว    แต่ถ้าไม่ได้ผสมสีใดๆเลยสีที่เห็นจะเห็นสีด า ดังแสดงในรูปที่   2.6a  ส าหรับ RGB 
ที่เก็บไว้จะมีค่าอยู่ในช่วง 0 ถึง 1   ดังแสดงในรูปที่ 2.6b  และ  2.6c 

  
 

  
 
 

 
 

รูปที่ 2.6   ภาพ model RGB     a)     การผสมสีของ RGB color model     
b) ค่าการผสมสีของ RGB plane   c)    ค่าที่เก็บในพิกเซล ของ RGB แต่ละสี 

 
2.6.2  CMYK 

เป็นระบบสีที่ ใช้กับเครื่องพิมพ์ที่ พิมพ์ออกทางกระดาษหรือวัสดุผิว เรี ยบอ่ืน ๆ ซึ่ ง
ประกอบด้วย สีหลัก 4 สี คือ สีฟ้า (Cyan) สีม่วงแดง (Magenta) สีเหลือง (Yellow) และสีด า 
(Black)  เมื่อน ามาผสมกันจะเกิดสีเป็นสีด า แต่จะไม่ด าสนิท เนื่องจากหมึกพิมพ์มีความไม่บริสุทธิ์ จึง

a b 

c 
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เป็นการผสมสีแบบลบ (Subtractive) หลักการเกิดสีของระบบนี้ คือ หมึกสีหนึ่งจะดูดกลืนแสงจากสี
หนึ่งแล้วสะท้อนกลับออกมาเป็นสีต่าง ๆ เช่น สีฟ้าดูดกลืนแสงของสีม่วงแล้วสะท้อนออกมาเป็นสีน้ า
เงิน ซึ่งจะสังเกตได้ว่าสีที่สะท้อนออกมาจะเป็นสีหลักของระบบ RGB  การเกิดสีในระบบนี้จึงตรงข้าม
กับการเกิดสีในระบบ RGB ดังรูปที่ 2.7 

 

      
                              a) b) 
 

รูปที่ 2.7   แสดงภาพ model CMYK      a)     สีและการผสมสีของ CMYK color model 
b) ค่าการผสมสีของ CMYK plane 

 
2.6.3 HSB  

เป็นระบบสีแบบการมองเห็นของสายตามนุษย์ ซึ่งแบ่งออกเป็น 3 ส่วน คือ  
- Hue คือ สีต่าง ๆ ที่สะท้อนออกมาจากวัตถุแล้วเข้าสู่สายตาของเรา ซึ่งมักจะ

เรียกสีตามชื่อสี เช่น สีเขียว สีเหลือง สีแดง เป็นต้น 
- Saturation คือ ความสดของสี โดยค่าความสดของสีจะเริ่มที่  0 ถึง 100 ถ้า

ก าหนดSaturation ที่ 0 สีจะมีความสดน้อย แต่ถ้าก าหนดที่ 100 สีจะมีความสดมาก 
- Brightness คือ ระดับความสว่ างของสี  โดยค่าความสว่ างของสีจะเริ่ ม

ที่ 0 ถึง 100 ถ้าก าหนดที่ 0 ความสว่างจะน้อยซึ่งจะเป็นสีด า แต่ถ้าก าหนดที่ 100 สีจะมีความสว่าง
มากที่สุด  ดังรูปที่ 2.8 
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รูปที่ 2.8   สีในโหมด  HSB 

 
2.6.4 LAB 

เป็นระบบสีที่ ไม่ขึ้นกับอุปกรณ์ใด ๆ (Device Independent) โดยแบ่ง
ออกเป็น 3 ส่วน คือ  

- L    หรือ Luminance เป็นการก าหนดความสว่าง ซึ่งมีค่าตั้งแต่ 0 ถึง 100 ถ้า
ก าหนดที ่0 จะกลายเป็นสีด า แต่ถ้าก าหนดที ่100 จะเป็นสีขาว  

- A    เป็นค่าของสีที่ไล่จากสีเขียวไปสีแดง  
- B    เป็นค่าของสีที่ไล่จากสีน้ าเงินไปสีเหลือง 

สีในระบบ LAB  ดังแสดงในรูปที่ 2.9 
 

 
รูปที่ 2.9  แสดงสีในโหมด  LAB 
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2.7  การนับเซลลด์้วยกล้องจุลทรรศน์โดยใช้ hemocytometers  [24] 

 หลังจากที่ได้ภาพของเซลล์มะเร็ง  จะมีการน ามาวิเคราะห์สัดส่วนการตายของเซลล์มะเร็ง 
(% Cell Death)  หลังจากเซลล์ได้รับยา โดยการนับด้วยตาเปล่าผ่านกล้องจุลทรรศน์  การนับเซลล์
จะมีความจ าเป็นในการประเมินประสิทธิภาพของยาฆ่าเซลล์มะเร็ง hemocytometers  มักถูก
น ามาใช้ในการนับจ านวนเซลล์ที่ตายเปรียบเทียบกับเซลล์ที่มีชีวิต  ซึ่ง hemocytometer คืออุปกรณ์
ส าหรับนับจ านวนเซลล์ เป็นสไลด์แก้วที่มีช่องนับเซลล์ (Counting chambers)   รูปที่  2.10a   
แสดงลักษณะของ hemocytometer grid ที่ใช้ในการนับเซลล์ hemocytometer มีความ
หนา 0.1 มิลลิเมตร พ้ืนที่สี่เหลี่ยมใหญ่ตรงกลางที่แสดงด้วยเส้นขอบหนา  มีพ้ืนที่ 1.0 ตารางมิลิ
เมตร  ช่องใหญ่นี้จะถูกแบ่งเป็นช่องขอบเส้นคู่ 25  ช่อง      ซึ่งแต่ละช่องขอบเส้นคู่ดังกล่าวแบ่งเป็น
ช่องเล็กๆอีก 16 ช่อง      ดังนั้นพื้นที่สี่เหลี่ยมใหญ่ขอบหนานี้จึงมีช่องเล็กๆ จ านวน 400 ช่อง     โดย
จาก  A  B  C และ D   ที่ได้ก ากับไว้ ดังแสดงในรูปที่ 2.10b 

         

 

รูปที่ 2.10  Hemocytometer grid 

2.8   การประมวลผลภาพ และ ความรู้เบื้องต้นเกี่ยวกับการประมวลผลภาพดิจิทัล 

 การประมวลผลภาพ (Image processing)[6, 25] คือการประยุกต์ใช้งานการประมวลผล
สัญญาณบนสัญญาณ 2 มิติเช่น  ภาพนิ่ง(ภาพถ่าย)  หรือภาพวีดีทัศน์ (วิดีโอ) และยังรวมถึงสัญญาณ 
2 มิติอ่ืนที่ไม่ใช่ภาพ  เป็นการให้คอมพิวเตอร์ประมวลผลภาพ  เพ่ือให้ทราบว่าภาพนั้นคืออะไร  หรือ
มีสิ่งที่สนใจอยู่ในภาพหรือไม่  โดยที่ไม่ต้องใช้สายตาคนมาตัดสิน  การคิดค านวณนั้นมีหลายวิธี  ซึ่งแต่
ละวิธีมีประโยชน์แตกต่างกันไป  ไม่ว่าจะเป็นการน าเอาสีแต่ละจุดพิกเซล (Pixel) มาคิด  การค านวณ
เป็นบริเวณหลายๆจุดรวมกัน เช่น การดูพ้ืนผิว (Texture)  การดูรูปแบบ (Pattern)  การวิเคราะห์
รูปร่าง (Shape)  หรือการวิเคราะห์แบบอื่น  เป็นต้น 

a b 
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การประมวลผลภาพดิจิทัล  เกี่ยวข้องกับการแปลงข้อมูลรูปที่เป็นสัญญาณอนาล็อก 
(Analogue  signal) ให้อยู่ในรูปของสัญญาณดิจิทัล (Digital signal) เพ่ือใช้ในการประมวลผลผ่าน
ทางคอมพิวเตอร์ได้  ดังรูปที่ 2.11  และยังน ามาใช้ในการลดปัญหาของภาพเช่น ลดสัญญาณรบกวน
ภายในภาพ  เป็นต้น 

ในการแปลงภาพให้เป็นสัญญาณดิจิทัลนั้น ระบบจะน ารูปที่รับเข้ามาไปค านวณโดย
กระบวนการ Sampling และ Quantization และส่งข้อมูลออกมาในรูปแบบดิจิทัล จากนั้น
คอมพิวเตอร์จะเก็บข้อมูลภาพลงหน่วยความจ า โดยการจองหน่วยความจ าภายในเครื่องในรูปแบบ
ของอาร์เรย์ (Array)  โดยค่าในแต่ละช่องของอาร์เรย์  แสดงถึงคุณสมบัติต่างๆของรูปที่พิกเซลนั้นๆ 
และต าแหน่งของช่อง อาร์เรย์ก็เป็นตัวก าหนดต าแหน่งของพิกเซลภายในภาพด้วย 

 

 
รูปที่  2.11  การแปลงภาพอนาล็อกให้เป็นภาพดิจิทัล[26] 

 
ภาพดิจิทัลที่ได้จะมีรูปแบบการเก็บเป็นเมทริกซ์ ซึ่งจะมีการจัดเก็บภาพแต่ละชนิดต่างกัน 

ขึ้นอยู่กับ ระบบสีของภาพดังกล่าว โดยแบ่งชนิดของภาพได้ดังนี้ 
- Binary image หรือ ภาพขาว-ด า เป็นรูปที่ใช้เนื้อที่เพียง 1 บิต ต่อพิกเซล โดยค่าสีจะมีแค่

สองค่าคือ 0 หรือสีด า และ 1 หรือสีขาว  ดังแสดงในรูปที่ 2.12 
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รูปที่ 2.12 ภาพแบบ Binary หรือ ภาพขาว-ด า[27] 

 
-  Grayscale Image   หรือภาพระดับสีเทาเป็นรูปที่เก็บโดยใช้รูปแบบของอาร์เรย์ 2 มิติ 

โดยค่าที่เก็บจะมีค่าอยู่ในช่วงๆหนึ่ง ซึ่งระดับของสีขึ้นอยู่กับขนาดของบิตที่ใช้เก็บค่าสี   ระดับความ
เข้มข้นของสีจะอยู่ในช่วง 0 – 255 (8 bit)  ดังรูปที่ 2.13  

 
รูปที่ 2.13 ภาพแบบ  Grayscale หรือ ภาพระดับสีเทา[27] 

 
- RGB Image หรือ Truecolor Image เป็นรูปที่เก็บโดยใช้อาร์เรย์ 3 มิติ ขนาด m x n x 

3 โดยที่ m คือความยาว และ n คือความกว้างของภาพในหน่วยจุดภาพ ส่วนมิติสุดท้ายนั้น ในแต่ละ
มิติจะเก็บค่าสีแยกกัน คือสีแดง(Red) สีเขียว(Green) และสีน ้าเงิน (Blue)  ดังรูปที ่2.14 
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รูปที่  2.14  ภาพแบบ RGB[27] 

 
- Indexed Imageเป็นรูปที่มีรูปแบบการเก็บแบบค่าดัชนี (Indexed) คือ ภาพประเภทนี้จะ

เก็บค่าสีเป็นค่าดัชนีและในแต่ละช่องอาร์เรย์ จะเก็บต าแหน่งของสีค่าดัชนี นั้นๆไว้  ดังรูปที่ 2.15 

 
รูปที่ 2.15 ภาพแบบ Indexed[27] 

 
2.9  การแบ่งส่วนของภาพ (Image Segmentation)  

การแยกส่วนภาพ เป็นการแยกส่วนของข้อมูลภาพโดย แบ่งขอบเขต หรือส่วนของวัตถุใน
ภาพออก เป็นส่วนๆมักท าหลังจากการปรับปรุงคุณภาพของภาพให้ดีขึ้นแล้วลักษณะการแยกจะ
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ขึ้นอยู่กับวัตถุประสงค์ที่จะน าไปใช้งานต่อ เช่น เพ่ือวิเคราะห์รูปลักษณะของวัตถุ  เพ่ือค านวณขนาด
ของวัตถุ เพ่ือนับจ านวนวัตถุภายในภาพ   ประโยชน์ของ  Image Segmentation  ได้แก่ 

- ลดจ านวนข้อมูลในรูปภาพที่ไม่จ าเป็นในการวิเคราะห์ลง 
- จดัระเบียบข้อมูลในรูปภาพให้เป็นกลุ่มได้ดีขึ้น 
- แสดงข้อมูลในรูปที่เข้าใจง่ายข้ึน 

หลักการใหญ่ 2 หลักการในการแยกองค์ประกอบของภาพ 
1. การแยกองค์ประกอบตามความเหมือน (Similarity) ของคุณสมบัติของพิกเซล

ของรูปภาพภายในพ้ืนที่เดียวกันดังแสดงในรูปที ่ 2.16 
2. การแยกองค์ประกอบโดยดูจากความไม่ต่อเนื่อง (Discontinuity) ของ

คุณสมบัติของพิกเซลบริเวณรอยต่อระหว่างวัตถุในภาพกับพ้ืนหลัง 
 
 

 
 

รูปที่ 2.16 ความแตกต่างบริเวณรอยต่อและความเหมือนของพิกเซลของพ้ืนที่ภายใน[25] 
 
 การแยกส่วนภาพมี 2 แนวทางคือ Pixel  Orientation  และ Region  
Orientation    แนวทางของ Pixel  Orientation   เป็นวิธีการแยกองค์ประกอบของรูปภาพโดยดู
จากความเหมือนกันของคุณสมบัติของพิกเซลภายในพ้ืนที่เพียงอย่างเดียว เช่นวิธีการ Intensity  
Thresholding  สามารถใช้ได้ดีกับภาพที่วัตถุกับพ้ืนหลังแยกกันอย่างชัดเจน  แนวทาง  Region 
Orientation    สามารถน าไปใช้กับภาพสีได้โดยการแบ่ง partition ใน Feature space  หรือเป็น
การแยกองค์ประกอบตามสีพิกเซลนั้นเอง เช่น K-mean algorithm   ดังตัวอย่างในรูปที่ 2.17 
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a)                                                       b) 

รูปที่ 2.17  การแยกองค์ประกอบของสีตามพิกเซล  a) ภาพต้นฉบับ  b) Feature space  RGB[28] 
 

 2.9.1  K-mean clustering  
ขั้นตอนวิธี  K-mean   เป็นวิธีส าหรับการจัดกลุ่มของข้อมูล โดยชุดของ

ข้อมูลจะจัดออกเป็น k กลุ่ม ในการจัดกลุ่มจะอาศัยการค านวณระยะห่างเฉลี่ยของข้อมูลกับพิกัดของ
จุดศูนย์กลางของกลุ่ม (Centroids) ข้อมูลจะจัดอยู่ในกลุ่ม k ใดขึ้นอยู่กับระยะห่างที่สั้นที่สุดระหว่าง
พิกัดข้อมูลแต่ละตัวเทียบกับพิกัดของจุดศูนย์กลางของกลุ่มทุกกลุ่ม การจัดกลุ่มจะด าเนินไปเรื่อยๆ
โดยจุดศูนย์กลางของกลุ่มจะมีการเปลี่ยนแปลงขึ้นอยู่กับระยะห่างที่ค านวณได้ในแต่ละรอบ การจัด
กลุ่มจะสิ้นสุดลงเมื่อจุดศูนย์กลางของกลุ่มทุกกลุ่มไม่มีการเปลี่ยนแปลง  โดยใช้สมการทาง
คณิตศาสตร์  2.1  และ 2.2  กระบวนการและตัวอย่างผลลัพธ์การจัดกลุ่มด้วยวิธี K-mean 
clustering ดังแสดงในรูปที่ 2.18   และรูปที่ 2.19  ตามล าดับ 

 
 
                                                                                               2.1 
 
                                                                                               2.2 
 

        โดย         x1,…, xN      หมายถึงจุดของข้อมูล 
        C(i)           หมายถึง จ านวน cluster ส าหรับ  ith observation 
              mk            หมายถึงค่าเฉลี่ยของ  kth cluster 
                 Nk             หมายถึงจ านวน observations   ใน  kth cluster 
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รูปที่ 2.18 กระบวนการของ K-mean clustering 

 
รูปที่ 2.19  กลุ่มข้อมูลโดยใช้ K-mean clustering[29] 
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2.9.2 Hough Transform  
 ซึ่งเป็นวิธีการใช้ในการจดจ าวัตถุในรูปแบบต่างๆ  โดยการตรวจหาเส้นตรง   

ส่วนโค้ง  และวงกลมที่อยู่ในภาพ โดยสมการที่ใช้ในการหาเส้นตรง(Straight  Line Hough 
Transform)และสมการที่ใช้ในการหาเส้นโค้ง(Circular Hough Transform) แสดงดังสมการที่ 2.3  
และ 2.4  ตามล าดับ 

              ryx   sincos                                                   2.3 
 
จากนั้นสร้าง accumulator cell   สองมิติ A(i,j)   ซึ่งมีส่วนประกอบของ  ir  

และ j   กับทุกๆจุดภาพ พิกัด  x,y ของจุดภาพใดๆที่อยู่บนเส้นตรงเส้นเดียวกันจะสะสมอยู่ใน 
accumulator cell ตัวเดียวกัน โดยมีคา ir  และ j  เท่ากัน ดังนั้นถ้าจ านวนที่สะสมใน 
accumulator cell ตัวใดมีค่ามากกกว่าค่า threshold ที่ก าหนดไว้จะถูกแปลงกลับไปเป็นพิกัด x,y 
ซึ่งจะท าให้เราทราบว่าเส้นตรงดังกล่าวมีพิกัดที่จุดใดบ้างบนระนาบ x,y ในท านองเดียวกันการหาส่วน
โค้งและวงกลมด้วย จะใช้สมการ 

 
                222

)( rcyyx                  2.4 
         เมื่อ       r  คือระยะจากจุดศูนย์กลางถึงเส้นตรง  
                     คือมุมระหว่าง r กับแนวแกน x        

    c   คือ จุดศูนย์กลางของวงกลมในแนวแกน x และ y 
 
การสร้าง accumulator cell ในกรณีวงกลมจะเป็น A(i,j) 3 มิติซึ่งพารามิเตอร์จะ

ประกอบด้วย xc และ yc  และ r ส าหรับวิธีการค านวณหาพิกัด x,y ที่อยู่บนวงกลมหรือส่วนโค้งอัน
เดียวกันจะใช้วิธีการเช่นเดียวกันกับกรณีของเส้นตรง   ดังแสดงตัวอย่างผลลัพธ์ที่ได้จากการท า  
Hough Transform  ในรูปที่  2.20 

 

 
 

รูปที่ 2.20  ผลที่ได้จากการท า Hough Transform[30] 
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2.10 การสร้างส่วนที่ติดต่อกับผู้ใช้งาน  (Graphic User  Interface : GUI) 
ส่วนที่ติดต่อกับผู้ใช้ เป็นสื่อกลางในการติดต่อและโต้ตอบระหว่างผู้ใช้ระบบกับคอมพิวเตอร์ 

ไม่ว่าจะเป็นการติดต่อทางด้ายฮาร์ดแวร์  หรือ  ซอฟต์แวร์  หากเป็นสื่อทางด้าน  ฮาร์ดแวร์จะประกอบ
ไปด้วย  อุปกรณ์คอมพิวเตอร์ต่างๆ  เช่น  เมาส์  คีย์บอร์ด  ล าโพง  เป็นต้น  แต่หากเป็นสื่อทางด้าน
ซอฟต์แวร์ จะหมายถึงลักษณะการแสดงผลทางจอภาพ ท าให้เกิดการปฎิสัมพันธ์กัน และท าให้ง่ายต่อ
การใช้งานส าหรับผู้ที่ไม่มีพ้ืนฐานในการเขียนโปรแกรมทางคอมพิวเตอร์   

สื่อทางด้านซอฟต์แวร์จะใช้ภาษาทางคอมพิวเตอร์ในการสร้าง GUI  ตัวอย่างภาษาที่น ามาใช้
งานทางคอมพิวเตอร์เช่น ภาษาซี   ภาษาจาวา  เป็นต้น  ปัจจุบันมีโปรแกรมที่สามารถสร้ าง GUI  
หลายโปรแกรมตัวอย่างเช่น  โปรแกรม  Netbeans โปรแกรม  MATLAB เป็นต้น ตัวอย่างการสร้าง 
GUI ในโปรแกรม MATLAB  ดังรูปที่ 2.21 ในการสร้าง  GUI  จะประกอบด้วย การวางส่วนประกอบ
ต่างลงใน GUI และ การเขียนค าสั่งเพื่อก าหนดการท างานของส่วนต่างๆ    

 

 
 

รูปที่ 2.21  ตัวอย่างของหน้าจอ GUI 
 
 จากรูปที่ 2.21   เป็นตัวอย่างหน้าจอ GUI ที่ใช้ในการค านวณเลข จะมีช่องรับค่า 

และปุ่มที่ท าหน้าที่ในการบวกเลขและน ามาแสดงผล  ใน GUI   ซึ่งสามารถสร้าง dialog box  เพ่ือท า
หน้าที่ในการเตือนความจ า  หรือถามผู้ใช้งานได้ดังแสดงตัวอย่างในรูปที่ 2.22  

 

     
 

รูปที่ 2.22  ตัวอย่าง dialog box ในลักษณะ GUI 
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บทที่ 3 
วิธีการด าเนินการวิจัย 

งานในวิทยานิพนธ์นี้มุ่งเน้นการสร้างและพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการนับเซลล์   
โดยมีวัตถุประสงค์เพ่ือศึกษาเทคนิคการประมวลผลภาพร่วมกับการเขียนอัลกอริทึมทางคอมพิวเตอร์
และประดิษฐ์โปรแกรมคอมพิวเตอร์เพ่ือใช้ในการนับเซลล์ โดยสามารถจ าแนกเป็นเซลล์ที่มีชีวิตและ
เซลล์ที่ตาย  เพ่ือให้สามารถน าไปใช้ประโยชน์ในการนับเซลล์แทนวิธีการนับด้วยตาผ่านกล้อง
จุลทรรศน์  ซึ่งเป็นวิธีที่ใช้กันโดยทั่วไป  ในการวิจัยจะแบ่งออกเป็น 5 ส่วน คือ    

1. การเตรียมความพร้อมของภาพเซลล์ที่ย้อมสีแล้ว (Preprocessing)   
2. การแยกเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายออกจากพ้ืนหลัง (Segmentation) 
3. การก าจัดสัญญาณรบกวนออกจากภาพ  (Noise Reduction) 
4. การนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย (Cell  Counting) 
5. การสร้างกราฟฟิกเพ่ือการใช้งาน (Graphic  User  Interface: GUI )   

ขั้นตอนการด าเนินการวิจัยในวิทยานิพนธ์นี้  แสดงในรูปที่ 3.1    

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 

 

รูปที่ 3.1   ขั้นตอนการด าเนินการวิจัย 
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รูปภาพ 

เตรียมความพร้อมของภาพที่ย้อมสีเซลล์ 

แยกเซลล์ที่ต้องการออกจากพ้ืนหลังของภาพ 

นับจ านวนเซลล์และเปรียบเทียบกับผู้เชี่ยวชาญ 

ก าจัดสัญญาณรบกวน 

สร้างกราฟฟิกเพ่ือการใช้งาน 
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3.1 การเตรียมความพร้อมของภาพที่ย้อมสีเซลล์แล้ว (Preprocessing)   
เป็นขั้นตอนของการเตรียมความพร้อมของภาพหลังจากที่ได้ภาพมาจากผู้เชี่ยวชาญ  โดยจะ

น าไปใช้ในการแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลัง   ภาพที่ใช้อยู่ในโหมด RGB  ในภาพหนึ่งภาพจะ
ประกอบด้วยรูปภาพย่อยๆ อีก  4 รูปภาพ  แต่ละรูปภาพย่อยจะประกอบด้วย 16 เฟรมย่อย ตาม 
hemocytometers ดังที่กล่าวในบทที่ 2  ดังแสดงในรูปที่ 3.2  และมีการปรับขนาดของรูปให้มี
ขนาดเล็กลงเพ่ือให้มีความเหมาะสมกับงานและหน่วยความจ าส ารองของคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการ
ประมวลผล ดังแสดงในรูปที่ 3.2  

  

 
 

รูปที่  3.2   ภาพของเซลล์มะเร็งที่ผ่านการย้อมสีแล้ว 
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รูปที่ 3.3 การปรับขนาดของรูปภาพโดยใช้โปรแกรม  PhotoScape 
 

3.2 การแยกเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายออกจากพ้ืนหลัง (Segmentation) 
เป็นขั้นตอนการแยกส่วนที่เป็นเซลล์ออกจากพ้ืนหลังของภาพ    เพ่ือที่จะน าผลของการแยก

เซลล์ไปท าการนับเซลล์  การแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลังของภาพจะใช้วิธีการจัดกลุ่มข้อมูลโดยวิธี    
K-mean Clustering   ดังแสดงในรูปที่  3.4   โดยขั้นตอนวิธีการของ K-mean  Clustering  
ประกอบด้วย     

1. ก าหนดค่าจ านวนกลุ่ม (k)  ไว้ล่วงหน้า 
2. สุ่มเลือกจุดกึ่งกลางของแต่ละกลุ่ม 
3. วัดระยะห่างระหว่างข้อมูลหรือระยะห่างน้อยที่สุดในการแบ่งกลุ่มข้อมูล 
4. ค านวณหาจุดกึ่งกลางใหม่ของแต่ละกลุ่ม 
5. วัดระยะห่างของแต่ละข้อมูลเพื่อเปรียบเทียบกับจุดกึ่งกลางใหม่ เพื่อก าหนดกลุ่มให้กับ

ข้อมลู 
6. กระท าซ้ าในข้ันตอนที่ 2 - 5 จนกว่าจะได้จุดกึ่งกลางที่ไม่มีการเปลี่ยนแปลงกลุ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

ก่อน หลัง 
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รูปที่ 3.4   ขั้นตอนของกระบวนการ K-mean  Clustering 
 

โดยในงานวิจัยได้ก าหนดกลุ่มข้อมูลเป็น 4 กลุ่มข้อมูล (k = 4) โดยใช้ข้อมูลจาก
คุณสมบัติระบบสี RGB ข้อมูลที่น ามาท าการจัดกลุ่มข้อมูลด้วยวิธีการของ K-mean clustering  คือ
ข้อมูลของค่าที่ที่จุดพิกเซลแต่ละพิกเซล ผลจากการท าการจัดกลุ่มข้อมูลแสดงได้ดังรูปที่  3.5 และรูป
ที่  3.6   โดยข้อมูลกลุ่มที่ 1  เป็นลักษณะขอบของเซลล์    ข้อมูลกลุ่มที่ 2  เป็นข้อมูลเซลล์ที่มีชีวิต     
ข้อมูลกลุ่มที่ 3  เป็นข้อมูลพ้ืนหลัง     ข้อมูลกลุ่มที่ 4  เป็นข้อมูลเซลล์ที่ตาย  โดยรูปที่ 3.7 แสดงผล
การจัดกลุ่มข้อมูลทั้ง 4 กลุ่มข้อมูล  ในการวิเคราะห์ขั้นต่อไปจะใช้ข้อมูลเฉพาะกลุ่มท่ี 2 และกลุ่มที่ 4   
 

เริ่ม 

จ านวนกลุ่มของข้อมูล(k)และสุ่ม
เลือกจุดกึ่งกลางของกลุ่ม 

หาจุด centroid 
ไม

่เป
ลี่ย

นแ
ปล

ง 

เป
ลี่ย

นแ
ปล

ง 

เปรียบเทียบระยะห่าง
ระหว่างข้อมูล 
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a) 

 
b) 

รูปที่ 3.5 ผลการท าการจัดกลุ่มด้วยเทคนิค K-mean  Clustering   a)  กลุ่มข้อมูลที่เป็นลักษณะขอบ
ของเซลล์ที่มีชีวิต  b) กลุ่มข้อมูลของเซลล์ที่มีชีวิต 
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a) 

 
b)   

รูปที่ 3.6   ผลการท าการจัดกลุ่มด้วยเทคนิค K-mean  Clustering   a)  กลุ่มข้อมูลที่เป็นพื้นหลัง  
b) กลุ่มข้อมูลของเซลล์ที่ตาย 
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รูปที่ 3.7  การจัดกลุ่มของข้อมูลทั้ง 4 กลุ่มข้อมูล 
 

3.3 การก าจัดสัญญาณรบกวนออกจากภาพ (Noise Reduction) 
  เป็นขั้นตอนการก าจัดสิ่งที่ไม่จ าเป็นในรูปภาพออกจากรูปภาพ   เนื่องจากรูปภาพที่ผ่าน
กระบวนการจัดกลุ่มข้อมูลจะมีสิ่งที่ไม่จ าเป็นอยู่ในรูปภาพ  หากน าไปใช้จะเกิดความผิดพลาดเกิดขึ้น  
โดยน ารูปภาพเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายมาท าการก าจัดสิ่งที่ไม่จ าเป็นออกจากรูปภาพ    ดังรูปที่  
3.8    โดยแบ่งออกเป็นภาพเซลล์มีชีวิต และภาพเซลล์ที่ตาย  การก าจัดสิ่งรบกวนในภาพเซลล์ได้แก่ 
ปรับความคมชัดของวัตถุ  และเติมเต็มส่วนที่เป็นช่องว่าง   และก าจดัส่วนที่กระจัดกระจายในรูปภาพ
ทีเ่ป็นสิ่งเล็กๆ   ผลลัพธ์ที่ได้เมื่อได้ก าจัดสัญญาณรบกวนออกจากรูปภาพดังแสดงในรูปที่  3.9 
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รูปที่ 3.8   ขั้นตอนการก าจัดสิ่งรบกวน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปภาพที่ผ่านการแยกเซลล์ 

ปรับความคมชัด 

เติมเต็มวัตถุให้เต็ม 
 

ก าจัดวัตถทุี่เล็กๆ 

ผลลัพธ์ 
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 เซลล์ทีม่ีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
การปรับความคมชัด 

  
การเติมเต็มวัตถุ 

ให้เต็ม 
 

  
การก าจัดวัตถุที่เล็กๆ 

 

  
 

รูปที่ 3.9   ตัวอย่างการก าจัดสัญญาณรบกวนในรูปภาพ 
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3.4 การนับจ านวนเซลล์ทีม่ีชีวิตและเซลล์ที่ตาย 
เป็นการนับเซลล์ที่อยู่ในภาพซึ่งมีท้ังเซลล์ทีม่ีชีวิตและเซลล์ที่ตาย  ผลของการนับเซลล์สามารถนับ

ไปใช้ในการวิเคราะห์ฤทธิ์ของการให้ยาแก่เซลล์มะเร็ง  โดยจะแยกความแตกต่างระหว่างเซลล์ที่มีชีวิต
และเซลล์ที่ตายออกจากกันเพ่ือท าการนับจ านวนเซลล์ ซึ่ งสามารถแยกลักษณะของเซลล์ได้เป็น  2   
ลักษณะคือ 

1. เซลล์ที่มีชีวิตจะมีลักษณะสว่าง 
2. เซลล์ที่ตายจะมีลักษณะแบ่งออกเป็น  3 ลักษณะ คือ  

2.1  เริ่มตาย  เซลล์จะมีสีด า  รอบนอกจะเป็นวงสีขาวแต่เซลล์ยังไม่บวมโต 
2.2  เซลล์เริ่มมีการบวมโต  มีขนาดใหญ่ข้ึน 
2.3  เซลล์ที่บวมจะแตกออก  กระจายอยู่บริเวณรอบ 

 ลักษณะของเซลล์แต่ละลักษณะแสดงได้ดังรูปที่  3.10  และกระบวนการแยกลักษณะของ
เซลล์เพ่ือการนับเซลล์ทั้งหมดที่อยู่ในภาพโดยแยกเป็นจ านวนของเซลล์ที่มีชีวิต  และจ านวนของเซลล์
ที่ตาย ได้ดังรูปที่ 3.11    

 

รูปที่ 3.10  ลักษณะของเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตาย 
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กระบวนการคัดแยกเซลล์ออกจากกัน 

 

 
 

รูปที่ 3.11  กระบวนการในการแยกลักษณะเซลล์เพ่ือการนับเซลล์ 
  

3.4.1 การนับเซลล์ทีม่ีชีวิต  
ในการนับเซลล์ที่มีชีวิตจะประกอบไปด้วยขั้นตอนของการใช้เทคนิคของ   Hough 

Transform  ซ่ึงก็คือการระบุตัวตนของวัตถุ  และการล้อมรอบเป็นวงกลม  โดยใช้ภาพที่ผ่านการ
ก าจัดสัญญาณรบกวนแล้ว  เป็นข้อมูลน าเข้า (Input) ดังรูปที่  3.12 ที่แสดงขั้นตอนการนับเซลล์ที่มี
ชีวิต  
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รูปที่  3.12 ขั้นตอนการนับจ านวนเซลล์เซลล์ที่มีชีวิต 
 

3.4.2  การนับเซลล์ที่ตาย 
เซลล์ที่ตายสามารถแบ่งได้เป็น 3 ประเภท คือ เซลล์ที่ตายปกติ    เซลล์ตายที่บวม  และ

เซลล์ตายทีแ่ตกเป็นเศษเซลล์   ดังนั้นการนับเซลล์จะต้องมีการนับจ านวนของเซลล์ที่แตกและเกิดการ
กระจาย  ซึ่งการนับเซลล์ที่ตายจะมีขั้นตอนดังแสดงในรูปที่ 3.13   โดยท าการเปรียบเทียบกับขนาด
พ้ืนที่ของเซลล์ทีม่ีชีวิต ถ้ามีขนาดใหญ่กว่าพ้ืนที่เซลล์มีชีวิต จะจัดกลุ่มอยู่ในประเภทเซลล์บวมและท า
การหารด้วยพื้นที่เซลล์มีชีวิต   ถ้ามีขนาดเล็กกว่าเซลล์ที่มีชีวิต ให้จัดอยู่ในกลุ่มเซลล์แตก  จากนั้นจะ
ท าการรวมพ้ืนที่ของเซลล์แตกทั้งหมดแล้วหารด้วยพื้นที่ของเซลล์ที่มีชีวิต   ถ้าขนาดพ้ืนที่ใกล้เคียงกับ
เซลล์ทีมี่ชีวิตให้จัดกลุ่มอยู่ในเซลล์ตายปกติ  แล้วนับเซลล์ทั้ง  3 ประเภทรวมกัน   

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

รูปภาพที่ผ่านการก าจัดสัญญาณรบกวน 

เทคนิคการแปลง Hough 

นับจ านวนเซลล์ 
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รูปที่  3.13    ขั้นตอนการนับเซลล์ที่ตาย 
 

 เซลล์ที่ได้จากการนับด้วยโปรแกรมจะต้องน ามาเปรียบเทียบความถูกต้องกับผู้เชี่ยวชาญ
ทางด้านการนับเซลล์ ซึ่งประสิทธิภาพของโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่พัฒนาขึ้นเพ่ือการนับเซลล์จะ
พิจารณาจากความถูกต้องของการนับเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับจ านวนเซลล์ที่ผู้เชี่ยวชาญนับได้โดยค่า
ความถูกต้องค านวณได้จากสมการที่ 3.1    
 
                                         
     %  ความถูกต้อง  =                                                      3.1 
 

เมื่อ   A  คือ    จ านวนที่โปรแกรมนับได้ 
       B  คือ     จ านวนที่ผู้เชี่ยวชาญนับได ้  
 
 

เปรียบเทยีบเซลล ์

รูปภาพท่ีผ่านการก าจดัสญัญาณรบกวน 

ใหญ่(บวม) เล็ก(แตก) 

ปก
ติ 

หารด้วยพื้นท่ีของเซลล์ปกต ิ รวมพื้นท่ีของเซลล์ที่แตก 

และหารด้วยพ้ืนท่ีของเซลล์ที่มีชีวติ 

นับจ านวนเซลล ์

นับจ านวนเซลล ์
นับจ านวนเซลล ์

รวมจ านวนเซลล์ที่ตาย 

100100 



B

BA
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3.5 การสร้างกราฟฟิกเพ่ือการใช้งาน (Graphic  User  Interface: GUI )   
ในการสร้าง  GUI เพ่ือให้ง่ายและสะดวกต่อการใช้งาน  โดยเลือกใช้โปรแกรม MATLAB  ในการ

สร้าง GUI ซึ่งมีแนวคิดที่จะให้มีหน้าแรกของ GUI ประกอบไปด้วยปุ่มค าสั่งต่างๆที่ใช้ในการท างาน
และปุ่มที่สามารถเรียกดูคู่มือการใช้งานโปรแกรม  ดังแสดงในรูปที่ 3.14 โดย GUI ที่สร้างขึ้นจะ
ประกอบไปด้วยหน้าต่างหลักจ านวน 3 หน้าต่างคือ 

3.5.1  หน้าต่างแสดงรูปภาพต้นฉบับ  ดังแสดงในรูปที่  3.15 
3.5.2 หน้าต่างแสดงผลการนับจ านวนเซลล์ ดังแสดงในรูปที่ 3.16 
3.5.3  หน้าต่างในการแก้ไขการนับจ านวนเซลล์ ดังแสดงในรูปที ่3.17 

 
กระบวนการท างานของ GUI 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่  3.14  แนวคิดโครงสร้างการท างานของ GUI 

Main Program 

โปรแกรมการนับ ส่งข้อมูลออก ออกจากโปรแกรม คู่มือ 

เพ่ือส่งผลลัพธ์การนับ
จ านวนเซลล์ใน

รูปแบบของ ไฟล์ text  

เพ่ือเรียกดูคู่มือการใช้
งานโปรแกรมซึ่งอยู่ใน

รูป PDF   

เพ่ือออกจากโปรแกรม เพ่ือเข้าสู่โปรแกรม
ในการนับจ านวน

เซลล์ 
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รูปที่  3.15   หน้าต่างแสดงรูปภาพต้นฉบับที่เปิดมาจาก GUI ที่ได้ออกแบบไว้ 
 

ปุ่มค าสั่งในการตดัรูปภาพ 

ปุ่มค าสั่งในการวิเคราะห์รูปภาพ 

ปุ่มค าสั่งในปิดหน้าจอ 

ปุ่มค าสั่งในเรียกหน้าจอนีใ้หม่ 
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รูปที่  3.16 หน้าต่างในการแสดงผลการนับ 

 

รูปที่ 3.17  หน้าต่างแก้ไขจ านวนเซลล์ 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและอภิปรายผล 

 
ผลลัพธ์จากโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ได้พัฒนาขึ้นเพื่อใช้ในการนับเซลล์ จะถูกน าเสนอในบทนี้  

ในการทดสอบจะใช้ภาพที่ผ่านเทคนิค Trypan blue dye exclusion stain    ซึ่งเป็นภาพที่ได้มา
จากผู้เชี่ยวชาญที่ท าการทดลองให้ยาแก่เซลล์มะเร็งและดูผลของยาที่ยับยั้งเซลล์มะเร็งและได้ท าการ
ย้อมสีและถ่ายเป็นภาพเพ่ือน ามาท าการวิเคราะห์จ านวน 20 ภาพ ซึ่งจัดเก็บในรูปแบบของไฟล์  TIFF   
ในภาพจะประกอบไปด้วยเซลล์ที่มีชีวิตซึ่งจะมีลักษณะเป็นวงกลมที่สว่างและเซลล์ที่ตายซึ่งติดสีที่ได้
ย้อมดังแสดงในรูปที่ 4.1  

ภาพที่ใช้ในการทดลองก่อนที่จะท าการแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลัง ก าจัดสิ่งรบกวน และนับ
เซลล์จะต้องผ่านการตัดส่วนที่ไม่ต้องการวิเคราะห์ออกก่อน โดยการน ารูปภาพเข้าสู่โปรแกรมนับเซลล์
ที่อยู่ในรูปแบบ GUI ที่ได้ออกแบบดังแสดงในรูป 4.2  และท าการตัดรูป (Crop Image)  โดยค าสั่งที่
อยู่ในโปรแกรมดังรูปที่ 4.3   
 

 
 

รูปที่ 4.1 รูปภาพที่บันทึกได้หลังจากการท าย้อมสีเซลล์  
โดยเซลล์ที่มีชีวิตจะมีลักษณะเป็นวงกลมและสว่าง 

 

เซลล์ทีม่ีชีวติ 

เซลล์ทีต่าย 

 

47 



48 
 

 
 

รูปที่ 4.2 ภาพแสดงหน้าจอหลักของโปรแกรมท่ีใช้ในการนับเซลล์ 
 

 
 

รูปที่ 4.3 รูปภาพที่น าเข้าสู่โปรแกรมก่อนท าการตัดส่วนที่ไม่ต้องการวิเคราะห์ออก 

ส่วนท่ีโปแกรม
วเิคราะห์ 
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ภาพที่ได้จากการบันทึกจากแผ่นสไลด์ที่ใช้นับเซลล์นั้นมักจะมีเส้นขอบที่แบ่งแยกขอบเขต
หรือพ้ืนที่ที่ใช้นับจ านวนเซลล์ ดังนั้นในการใช้โปรแกรมวิเคราะห์ที่พัฒนาขึ้นจึงมีการตัดรูปเพ่ือ
พิจารณาเฉพาะภายในเส้นขอบดังแสดงในรูปที่ 4.3 โดยเมื่อรูปที่ตัดเอาเฉพาะพ้ืนที่ที่สนใจจะถูกแสดง
บนหน้าจอเพ่ือพร้อมในการท าขั้นตอนต่อไปดังแสดงในรูปที่  4.4 ซึ่งสามารถท าพร้อมกันได้จ านวน 4 
รูปภาพ 

 

 
 

รูปที่ 4.4 รูปภาพที่จะท าการวิเคราะห์หลังท าการตัดส่วนที่ไม่ต้องการออก 
 
4.1 ผลการแยกเซลล์ออกจากพื้นหลัง โดยใช้ K-mean 

เมื่อรูปภาพที่ถูกตัดส่วนที่ไม่ต้องการออกไปได้ถูกน าเข้าสู่โปรแกรมที่พัฒนาขึ้น  จะถูก
ประมวลผลโดยผ่านกระบวนการ K-mean clustering แบ่งกลุ่มข้อมูลออกเป็น 4 กลุ่มข้อมูล คือ 
กลุ่มข้อมูลที่เป็นพื้นหลังของภาพ กลุ่มข้อมูลเซลล์ที่มีชีวิต กลุ่มข้อมูลที่เป็นขอบของเซลล์ที่มีชีวิต และ
กลุ่มข้อมูลเซลล์ที่ตาย ดังนั้นด้วยกระบวนการ K-mean ซึ่งก าหนดให้เป็น 4 กลุ่มท าให้สามารถแยก
เซลล์ที่สนใจ คือ เซลล์ที่มีชีวิต และเซลล์ที่ตายออกจากพ้ืนหลังของภาพได้ดีกว่าการก าหนดให้เป็น 3 
กลุ่ม เนื่องจากในกรณีการก าหนด 3 กลุ่ม  กลุ่มข้อมูลของขอบเซลล์ที่มีชีวิตซึ่งมีลักษณะสีที่ต่างจาก
ตัวเซลล์ซึ่งก็คือนิวเคลียสของเซลล์จะเข้าไปอยู่ในกลุ่มของเซลล์ที่มีชีวิต   ท าให้เซลล์ที่มีชีวิตจ านวน
หลายเซลล์ติดกันเมื่อท าการนับเซลล์ เซลล์ที่ติดกันหลายเซลล์จะนับจ านวนเป็น 1 เซลล์ท าให้เกิด
ความผิดพลาดในการนับขึ้น แต่เมื่อก าหนดกลุ่มข้อมูลเป็น 4 กลุ่มข้อมูลขอบของเซลล์ที่มีชีวิตจะถูก
แยกออกจากเซลล์ที่มีชีวิตอย่างชัดเจน  ท าให้เซลล์ที่มีชีวิตไม่มีส่วนที่ติดกัน  เมื่อท าการนับเซลล์ก็จะ
มีความถูกต้องมากขึ้น  ดังแสดงรูปการแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลังโดยก าหนด k = 4 ในตารางที่ 4.1  
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ตารางที่ 4.1  ตัวอย่างผลการแยกเซลล์ที่มีชีวิต   เซลล์ที่ตาย  ออกจากพ้ืนหลังของภาพ 
 

รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
 
 
 
1 

  

 
 
 
2 

  
 
 
 
3 

  
 
 
4 

  
 
 ผลจากการแยกเซลล์โดยใช้ K-mean จะสังเกตได้ว่าเซลล์ที่มีชีวิตจะเห็นเด่นชัดจาก

พ้ืนหลังมีลักษณะเป็นวงกลม ซึ่งจะเป็นรูปภาพในกลุ่มข้อมูลที่ 2  ส าหรับเซลล์ที่ตายจะเห็นได้ว่าเป็น
รูปวงสีด าที่แตกต่างจากพ้ืนหลัง ซึ่งจะเป็นรูปภาพในกลุ่มข้อมูลที่ 4  ดังแสดงในตารางที่ 4.1 
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4.2  ผลของการก าจัดสิ่งรบกวน โดยใช้  Morphological 
เมื่อรูปภาพที่ถูกตัดส่วนที่ไม่ต้องการออกไปได้ผ่านกระบวนการแบ่งกลุ่มข้อมูลซึ่งได้

ก าหนดให้มีจ านวน 4 กลุ่มข้อมูล ผลที่ต้องการคือข้อมูลกลุ่มของเซลล์ที่มีชีวิตและกลุ่มของเซลล์ที่ตาย
เ พ่ือน ามาท าการก าจัดส่วนที่ ไม่ต้องการออกและเติมช่องว่างให้ เต็ม โดยใช้กระบวนการ 
Morphological  ซึ่งเซลล์ที่มีชีวิตสามารถก าจัดสัญญาณรบกวนได้ง่ายเนื่องจากขนาดของเซลล์มี
ขนาดที่ใกล้เคียงกัน  แต่ในกรณีของเซลล์ที่ตายยังคงก าจัดสัญญาณรบกวนได้ไม่ดีโดยเฉพาะเซลล์
เล็กๆที่เป็นเศษของเซลล์ที่ตายจะหายไปจากรูปภาพ  เนื่องจากเซลล์ที่ตายมีขนาดที่แตกต่างกันเป็น
จ านวนมากคือ เซลล์ที่ตายปกติ  เซลล์ที่บวมแต่ยังไม่แตก และเซลล์ที่เกิดการแตกกระจาย ดังนั้นเมื่อ
น ารูปภาพของเซลล์ที่ตายไปนับจ านวน ยังคงมีความผิดพลาดเกิดขึ้น   ผลการก าจัดสัญญาณรบกวน
โดยใช้ Morphological  ดังแสดงตัวอย่างในตารางที่ 4.2 
 

ตารางที่ 4.2 ตัวอย่างผลการก าจัดสัญญาณรบกวน 
รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 

 
 
1 

  
 
 
2 

  
 
 
3 
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ตารางที่ 4.2 ตัวอย่างผลการก าจัดสัญญาณรบกวน(ต่อ) 
รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 

 
 
4 

  
 
 ผลจากการก าจัดสัญญาณรบกวนโดยใช้ Morphological จะสังเกตได้ว่าภาพของเซลล์ที่มี
ชีวิตและเซลล์ที่ตายมีวัตถุเล็กๆที่อยู่ในภาพหายไป  โดยเฉพาะภาพของเซลล์ที่ตายจะเห็นการก าจัด
สิ่งที่ไม่ต้องการออกจากภาพได้อย่างชัดเจน ในกรอบสี่เหลี่ยมสีแดงจะแสดงตัวอย่างของเซลล์ที่ตายที่
อยู่ในภาพ ดังแสดงในตารางที่ 4.2 
 
4.3  ผลของการนับเซลล์โดยการใช้การระบุตัวตนของเซลล์ หรือ Hough Transform 
 ในการนับเซลล์จะใช้วิธีการระบุตัวตนของเซลล์ด้วย Hough Transform  เนื่องจากเซลล์ที่มี
ชีวิตมีรูปร่างลักษณะเป็นวงกลมและสามารถก าจัดสัญญาณรบกวนได้ดีดังที่ได้กล่าวมาแล้วข้างต้น ท า
ให้เซลล์ออกจากกันได้อย่างชัดเจน และเซลล์ที่มีชีวิตไม่ได้ถูกก าจัดออกในขั้นตอนการก าจัดสัญญาณ
รบกวนท าให้สามารถนับเซลล์ที่มีชีวิตได้ถูกต้อง  และเซลล์ที่ตายบางเซลล์ได้ถูกก าจัดออกในขั้นตอน
การก าจัดสัญญาณรบกวน ท าให้การนับเซลล์มีความถูกต้องน้อยลง  ดังแสดงผลการระบุตัวตนของ
เซลล์ในตารางที่ 4.3 และเวลาในการประมวลผลรูปภาพจะขึ้นอยู่กับ ความละเอียด (Resolution)  
ของภาพ ถ้ารูปภาพยิ่งมีความละเอียดที่สูงจะใช้เวลาในการประมวลผลนานขึ้น 
 

ตารางที่ 4.3 ตัวอย่างผลการระบุตัวตนของเซลล์  
รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
1 
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ตารางที่ 4.3 ตัวอย่างผลการระบุตัวตนของเซลล์ (ต่อ) 

รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
2 

  
3 

  
4 

  
  

ผลจากการระบุตัวตนของเซลล์ จะสังเกตได้ว่าเซลล์ที่มีชีวิตที่มีลักษณะเป็นวงกลมสีเหลืองจะ
ถูกระบุตัวตนด้วยวงกลมสีน้ าเงิน และเซลล์ที่ตายที่มีลักษณะสีด าจะถูกระบุตัวตนด้วยวงกลมสีเหลือง  
ดังแสดงในตารางที่ 4.3 
 
4.4  ผลการเปรียบเทียบการนับเซลล์ระหว่างโปรแกรมกับผู้เชี่ยวชาญ 

การเปรียบเทียบเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายกับผู้เชี่ยวชาญเพ่ือหาค่าความถูกต้องของ
โปรแกรมที่พัฒนาขึ้น  ดังแสดงผลการเปรียบเทียบในตารางที่ 4.4 จะเห็นได้ว่าการนับจ านวนเซลล์ที่
มีชีวิตของโปรแกรมมีค่าใกล้เคียงกับผู้เชี่ยวชาญ แต่การนับจ านวนเซลล์ที่ตายของโปรแกรมจะมีค่าที
ไม่แตกต่างกับผู้เชี่ยวชาญ  
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 ตารางที่  4.4 ผลการเปรียบเทียบจากผู้เชี่ยวชาญ 

รูปภาพ 
  

โปรแกรม ผู้เชี่ยวชาญ 
% เซลล์ที่ตาย
จากโปรแกรม 

% เซลล์ที่ตาย
จากผู้เชี่ยวชาญ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ตาย เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ตาย 

1 468 15 468 25 3.11 5.07 
2 420 12 407 23 2.78 5.35 
3 384 16 385 28 4.00 6.78 
4 432 16 429 25 3.57 5.51 
5 74 5 69 4 6.33 5.48 
6 87 5 81 8 5.43 8.99 
7 65 8 59 7 10.96 10.61 
8 80 7 83 12 8.05 12.63 
9 63 39 55 40 38.24 42.11 
10 67 32 43 46 32.32 51.69 
11 81 38 57 56 31.93 49.56 
12 62 39 61 50 38.61 45.05 
13 54 31 50 35 36.47 41.18 
14 55 40 42 45 42.11 51.72 
15 54 29 54 36 34.94 40.00 
16 43 31 33 42 41.89 56.00 
17 143 19 132 25 11.73 15.92 
18 131 16 130 24 10.88 15.58 
19 166 13 164 23 7.26 12.30 
20 89 12 66 25 11.88 27.47 
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รูปที่  4.5  ผลการเปรียบเทียบเปอร์เซ็นต์ของเซลล์ที่ตายระหว่างผู้เชี่ยวชาญกับโปรแกรม  
 

ผลการเปรียบเทียบจ านวนเซลล์ที่นับได้ด้วยการใช้โปรแกรมและผู้เชี่ยวชาญนั้น  พบว่ามีค่าที่
แตกต่างกัน โดยการนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตของโปรแกรมจะมีค่ามากกว่าที่ผู้เชี่ยวชาญนับได้ และการ
นับจ านวนเซลล์ตายของโปรแกรมจะมีค่าน้อยกว่าที่ผู้เชี่ยวชาญนับได้ เมื่อเปรียบทิศทางของกราฟจะ
เห็นว่ากราฟมีความสอดคล้องและไปในทิศทางเดียวกัน ดังแสดงในรูปที่ 4.5 

 
  ตารางที่ 4.5 ค่าความถูกต้องในการนับเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับผู้เชี่ยวชาญ 

รูปภาพ 
ความถูกต้องของการนับเซลล์ที่มีชีวิต

(%) 
ความถูกต้องของการนับเซลล์ที่ตาย

(%) 

1 100.00 60.00 
2 96.81 52.17 
3 99.74 57.14 
4 99.30 64.00 
5 92.75 75.00 
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ตารางที่ 4.5 ค่าความถูกต้องในการนับเซลล์เมื่อเปรียบเทียบกับผู้เชี่ยวชาญ(ต่อ) 

รูปภาพ 
ความถูกต้องของการนับเซลล์ที่มีชีวิต

(%) 
ความถูกต้องของการนับเซลล์ที่ตาย

(%) 
6 92.59 62.50 
7 89.83 85.71 
8 96.39 58.33 
9 85.45 97.50 
10 44.19 69.57 
11 57.89 67.86 
12 98.36 78.00 
13 92.00 88.57 
14 69.05 88.89 
15 100.00 80.56 
16 69.70 73.81 
17 91.67 76.00 
18 99.23 66.67 
19 98.78 56.52 
20 65.15 48.00 

 
 ตารางที่ 4.5 แสดงค่าความถูกต้องในการนับเซลล์ที่ตายและเซลล์ที่มีชีวิตของโปรแกรมที่
พัฒนาขึ้นเมื่อเทียบกับผู้เชี่ยวชาญ  ซึ่งพบว่าค่าความถูกต้องในการนับเซลล์ที่ตายมีค่า 48.00% - 
97.50% และค่าความถูกต้องในการนับเซลล์ที่มีชีวิต  44.19% - 100%  เมื่อพิจารณาค่าเฉลี่ยของค่า
ความถูกต้องจะได้ว่าค่าเฉลี่ยของค่าความถูกต้องของการนับเซลล์ที่ตายมีค่า 70.34% และ 86.94% 
ส าหรับการนับเซลล์ที่มีชีวิต 
 
4.5   สรุปผลการทดลอง 
 4.5.1 การเตรียมความพร้อมของภาพที่ย้อมสีเซลล์แล้ว 

ในขั้นตอนเตรียมความพร้อมของภาพนี้ ได้จัดกลุ่มของภาพให้อยู่ ในชุดเดียวกันคือ
ภาพจะเป็นข้อมูลชุดเดียวกันต่างกันตรงที่มีการถ่ายภาพในเวลาที่ต่างกัน  ซึ่งท าให้ผู้ใช้งานสามารถ
เลือกรูปภาพที่อยู่ในชุดเดียวกันมาทดสอบและดูความความแตกต่างของข้อมูลที่ได้  เพ่ือน าไป
วิเคราะห์ผลการให้ยาแก่เซลล์มะเร็งต่อไป 
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 4.5.2 การแยกเซลล์ทีม่ีชีวิตและเซลล์ทีต่ายออกจากพ้ืนหลัง 
 ในขั้นตอนนี้เป็นการแยกเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายออกจากพ้ืนหลังของภาพ ด้วย

การใช้เทคนิคของ K-mean  ซึ่งก านดให้มี 4 กลุ่มข้อมูลคือ ข้อมูลของพ้ืนหลัง  ข้อมูลของเซลล์ที่มี
ชีวิต  ข้อมูลของขอบของเซลล์ที่มีชีวิต และข้อมูลของเซลล์ที่ตาย  สามารถแยกเซลล์ที่มีชีวิต  เซลล์ที่
ตาย  และพ้ืนหลังออกจากกันได้อย่างชัดเจน   และสามารถน าผลที่ได้ไปผ่านขั้นตอนการก าจัด
สัญญาณทีร่บกวนออกได้    
 4.5.3 การก าจัดสัญญาณรบกวนออกจากภาพ    

 ในขั้นตอนนี้ได้น าผลจากการแยกเซลล์ทีม่ีชีวิต  เซลล์ที่ตายมาก าจัดส่วนที่ไม่ต้องการ
ออก   โดยการใช้เทคนิค Morphological   Operation   โดยสามารถก าจัดส่วนที่ไม่ต้องการออก
จากภาพได้เป็นอย่างดี  และสามารถเติมในส่วนที่ขาดหายไปให้เต็ม  ท าให้ได้จ านวนเซลล์ที่ มีชีวิต
ถูกต้องมากขึ้น แตเ่ซลล์ที่ตายยังคงมีความผิดพลาดในการนับดังที่ได้กล่าวข้างต้น    
 4.5.4 การนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ทีต่าย 

        ในขั้นตอนนี้ได้น าผลในการก าจัดสัญญาณรบกวนออก  ทั้งภาพของเซลล์ที่มีชีวิตและ
ภาพเซลล์ที่ตาย  โดยการระบุต าแหน่งของเซลล์และนับจ านวนเซลล์  ในส่วนของการนับเซลล์ที่มีชีวิต
สามารถระบุต าแหน่งและนับจ านวนเซลล์ได้เป็นอย่างดี  แต่ในส่วนของเซลล์ที่ตายยังไม่สามารถนับ
เซลล์ได้ดมีากนักเมื่อเปรียบเทียบกับผลของผู้เชี่ยวชาญ  เปอร์เซ็นต์ความถูกต้องของการนับเซลล์ที่มี
ชีวิตและเซลล์ที่ตายเมื่อเปรียบเทียบกับผู้เชี่ยวจะเห็นว่ามีค่าความถูกต้องเฉลี่ย  86.94%  และ 
70.34% ตามล าดับ จะเห็นว่าการนับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตจะมีค่าความถูกต้องที่ดีกว่าการนับจ านวน
เซลล์ที่ตาย   
 4.5.5 การสร้างกราฟฟิกเพ่ือการใช้งาน 

          ในขั้นตอนสุดท้ายเป็นการสร้าง GUI เพ่ือให้ผู้ใช้งานที่ไม่มีพ้ืนฐานในการเขียน
โปรแกรมทางคอมพิวเตอร์  และไม่มีพ้ืนฐานในการนับเซลล์ด้วยกล้องจุลทรรศน์ สามารถท าการนับ
เซลล์ได้ง่าย  และสามารถบันทกึข้อมูลการท างานเพื่อน ากลับมาดูซ้ าภายหลังได้  

 
จากผลลัพธ์ในแต่ละขั้นตอนสามารถสรุปได้ว่า   เทคนิคของ K-mean  สามารถแยกภาพของ

เซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายออกจากพ้ืนหลังของภาพได้ดีเมื่อเทียบกับวิธีอ่ืนเช่น  การแยกโดยใช้ขอบ
ของวัตถุ  ซึ่งการแยกโดยการใช้ขอบจะไม่สามารถแยกเซลล์ที่ติดกันได้  เมื่อเข้าสู่ขั้นตอนการก าจัด
สัญญาณรบกวนสามารถท าได้ง่ายขึ้น  แต่ในส่วนของเซลล์ที่ตาย มีความผิดพลาดเกิดขึ้นในบาง
รูปภาพเพราะในขั้นตอนของการแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลังจะใช้ค่าสีของภาพ RGB มาจัดกลุ่มของ
ข้อมูล  เซลล์ที่มีชีวิตจะมีสีลักษณะที่เด่นชัดเจนท าให้สามารถแยกออกจากกันได้อย่างชัดเจนแต่ใน
ส่วนเซลล์ที่ตายถ้าหากเซลล์มีลักษณะสีใกล้เคียงกับพ้ืนหลังจะท าให้มีการแยกเซลล์ออกมาเกิดความ
ผิดพลาดและประกอบกับเซลล์ที่ตายมีขนาดของเซลล์หลายขนาด   เมื่อเข้าสู่ขั้นตอนก าจัดสัญญาณ
รบกวน เซลล์ที่มีขนาดเล็กจะถูกก าจัดออก  หรือเซลล์ไม่ได้ถูกก าจัดออกอย่างถูกต้อง  ท าให้การ
ก าจัดสัญญาณท าได้ไม่ดี   เป็นผลท าให้มีการนับเซลล์ที่ตายน้อยกว่าหรือมากกว่าที่ผู้เชี่ยวชาญนับได้  
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จากข้อมูลการนับเซลล์เทียบกับผู้เชี่ยวชาญจะเห็นว่าการนับเซลล์ที่มีชีวิตมีความแตกต่างกันไม่มาก 
แต่เซลล์ที่ตายยังมีค่าความแตกต่างที่มากอยู่ อย่างไรก็ตามการนับจ านวนเซลล์ของโปรแกรมและ
ผู้เชี่ยวชาญมีความสอดคล้องกันโดยการพิจารณาความสัมพันธ์เชิงเส้น (Linear Correlation) พบว่า
ค่า R2 ของผลการนับเซลล์ที่มีชีวิตและผลการนับเซลล์ที่ตายมีค่าสูง คือ 0.997 และ 0.8913 
ตามล าดับ  ดังแสดงกราฟการเปรียบในรูปที่  4.6  
 

 
 

รูปที่  4.6  ผลการเปรียบเทียบระหว่างโปรแกรมกับผู้เชี่ยวชาญของเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ทีต่าย 
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บทที่ 5 
บทสรุปและข้อเสนอแนะ 

 
งานในวิทยานิพนธ์นี้ได้พัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการนับเซลล์  เพ่ือช่วยให้นักวิจัย

ด้านยาหรือสารฆ่าเซลล์มะเร็งและนักวิจัยทางชีวเวชศาสตร์สามารถวิเคราะห์เกี่ยวกับประสิทธิภาพใน
การท าลายเซลล์มะเร็ง ด้วยการดูผลการนับจ านวนเซลล์ที่ตายเปรียบเทียบกับจ านวนเซลล์ที่มีชีวิต
โดยไม่จ าเป็นต้องท าการนับด้วยการมองผ่านกล้องจุลทรรศน์ทันที  ท าให้นักวิจัยมีความสะดวกขึ้น  
เพ่ิมความสามารถในการท างานอื่น และสามารถน าผลการนับกลับมาดูย้อนหลังได้ 

แนวคิดท่ีได้น ามาใช้ในการพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่ใช้ในการนับเซลล์นั้นอาศัยหลักการ
ที่นักวิจัยทางชีวเวชศาสตร์ใช้ในการนับเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายน ามาประยุกต์เขียนเป็นโปรแกรม
คอมพิวเตอร์ แต่ต้องมีการจัดการกับรูปภาพที่จะน ามาใช้กับโปรแกรมที่พัฒนาขึ้นเนื่องจากรูปภาพที่
บันทึกนั้นมีสิ่งรบกวนหรือมีความแปรปรวนของการถ่ายภาพในแต่ละครั้งที่ต่างกัน ดังนั้นการน า
เทคนิคทางภาพถ่าย (Image Processing) เช่น การก าจัดสิ่งรบกวน การเพ่ิมความคมชัด จึงมี ความ
จ าเป็นในการใช้พัฒนาโปรแกรมเพ่ือการนับเซลล์นี้ 

เมื่อพิจารณาแนวคิดที่ต้องการนับเซลล์ด้วยการน าเทคนิคทางภาพถ่ายมาใช้นั้นจะพบว่ามี
งานวิจัยหลายงานวิจัยที่คล้ายคลึงกันที่น าเทคนิคทางภาพถ่ายมาช่วยให้การนับหรือแยกแยะความ
แตกต่างของวัตถุที่สนใจเพ่ือท าให้การท างานสะดวก รวดเร็วและตรวจสอบย้อนหลังได้ แต่อย่างไรก็
ตามการใช้โปรแกรมคอมพิวเตอร์มาช่วยในการวิเคราะห์มักจะมีความผิดพลาดในผลลัพธ์เกิดขึ้นเสมอ 
ซึ่งเป็นสิ่งที่นักวิจัยจ าเป็นต้องพัฒนาปรับปรุงให้มีความถูกต้องที่สูงขึ้น 

 
5.1 สรุปผลการพัฒนาและการทดสอบโปรแกรมช่วยนับเซลล์ 
 การออกแบบโปรแกรมช่วยนับเซลล์จะประกอบด้วยขั้นตอนหลัก  5   ขั้นตอนคือ 1) การ
เตรียมความพร้อมของรูปภาพ 2) การแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลังของรูปภาพ 3) การก าจัดสัญญาณ
รบกวนออกจากรูปภาพ 4) การนับเซลล์ และ 5) การออกกแบบกราฟฟิกการใช้งานส าหรับผู้ใช้ (GUI) 
โดยในการนับเซลล์ที่มีชีวิต และเซลล์ที่ตาย จะมีการค านวณร้อยละของจ านวนเซลล์ที่ต้องการต่อ
จ านวนเซลล์ทั้งหมดท่ีนับได้และแสดงผลเก็บไว้ในรูปของไฟล์ตัวอักษร (Text file) 
 การเตรียมความพร้อมของภาพนั้นจะต้องมีการพิจารณาถึงชนิดของไฟล์เนื่องจากความ
ละเอียดของรูปภาพแต่ละชนิดนั้นแตกต่างกัน ซึ่งจะมีผลต่อขนาดของไฟล์และระยะเวลาที่ใช้ในการ
ประมวลผลของคอมพิวเตอร์ เช่น   ขนาดของไฟล์ที่มีขนาด  4000x3000 พิกเซล จะใช้เวลาในการ
ประมวลผลนานกว่าขนาดรูปภาพ 1000x900 พิกเซลเนื่องจากจ านวนพิกเซลที่มากกว่า 
 อัลกอริทึม K-mean clustering ซึ่งมักจะถูกน ามาใช้ในการจ าแนก แยกแยะข้อมูลออกเป็น
กลุ่มๆ นั้นพบว่าสามารถน ามาประยุกต์ใช้กับการคัดแยกรูปภาพเซลล์ที่มี โดยสามารถแยกแยะหรือจัด
กลุ่มของเซลล์ที่ต้องการออกมาได้อย่างชัดเจน แต่ประสิทธิภาพในการแยกแยะกลุ่มนั้นจะขึ้นอยู่กับ
จ านวนกลุ่มและค่าเริ่มต้นศูนย์กลางของกลุ่มที่ต้องป้อนหรือก าหนดให้แก่อัลกอริทึม นอกจากนี้พบว่า
หากกลุ่มข้อมูลมีลักษณะที่ใกล้เคียงกันหรือคล้ายคลึงกันจะท าให้ประสิทธิภาพในการแยกแยะลดลง 
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ตลอดจนการเพ่ิมค่าจ านวนกลุ่มในอัลกอริทึมจะท าให้ประสิทธิภาพของการแยกแยะเพ่ิมขึ้นแต่
ระยะเวลาในการประมวลผลภาพเพ่ิมตามไปด้วย 
 การก าจัดสัญญาณรบกวนด้วยค าสั่ง Morphological  เป็นอีกวิธีที่ได้ถูกน ามาใช้ในการก าจัด
สัญญาณรบกวนเนื่องจากสามารถท าการเติมเต็มส่วนที่ยังขาดอยู่เข้าไปได้  และสามารถเลือกขนาด
วัตถุที่ไม่ต้องการออกจากรูปภาพได้  แต่ยังไม่สามารถที่จะเลือกวัตถุและก าจัดวัตถุได้หลากหลายใน
เวลาเดียวกันได้  
 การนับจ านวนเซลล์โดยใช้วิธีการระบุตัวตนด้วยเทคนิค Hough Transform กระท าโดยการ
หาจุดตัดบนเส้นของวัตถุซึ่งท าให้รู้ต าแหน่งของวัตถุและขนาดของวัตถุ สามารถระบุวัตถุได้
หลากหลายทั้งที่เป็นวงกลม   สี่เหลี่ยม เป็นต้น และสามารถแยกเซลล์ที่ติดกันออกจากกันได้  ท าให้
การนับเซลล์มีประสิทธิภาพมากยิ่งขึ้นและมีความถูกต้องมากขึ้นเมื่อเปรียบเทียบกับผู้เชี่ยวชาญ 
 การสร้าง GUI เพ่ือน ามาใช้งาน เป็นการท าให้การใช้งานของโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่
พัฒนาขึ้นนี้มีความสะดวกและน่าใช้งานมากขึ้น  เนื่องจากในบางครั้งผู้ใช้งานไม่มีความรู้เกี่ยวกับ
โปรแกรมคอมพิวเตอร์ในระดับสูง  จึงมีข้อจ ากัดในการใช้งานโปแกรมที่ต้องเขียนอัลกอริทึมเพ่ือท า
การประมวลผล  ดังนั้นการออกแบบให้โปแกรมอยู่ในรูป  GUI จึงมีประโยชน์และมีความจ าเป็น 

ผลการทดสอบการนับด้วยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ที่พัฒนาเพื่อใช้ในการนับเซลล์แบบอัตโนมัติ
พบว่าจ านวนเซลล์ที่มีชีวิตมีความถูกต้องเฉลี่ย 86.94% เมื่อเทียบกับผู้เชี่ยวชาญ  และเซลล์ที่ตายมี
ความถูกต้องเฉลี่ย  70.34% เมื่อเทียบกับผู้เชี่ยวชาญ   ซึ่งเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายยังมีความ
ผิดพลาดในการนับเนื่องจากค่าพิกเซลของเซลล์มีค่าใกล้เคียงกับพ้ืนหลัง  เมื่อท าการแยกเซลล์ออก
จากพ้ืนหลัง เซลล์แยกได้ไม่ชัดเจนโดยยังมีค่าพิกเซลของพ้ืนหลังร่วมอยู่ด้วย  รวมทั้งเซลล์ที่ตายมี
ขนาดรูปร่างที่หลากหลายลักษณะ จึงมีความยากในการนับเซลล์   ดังนั้นจึงได้มีการเพ่ิมเติม
ความสามารถในการนับเซลล์โดยสามารถระบุจากผู้ใช้งานได้เองหากเซลล์ที่โปรแกรมแสดงผลนั้นไม่
ถูกต้อง โดยโปรแกรมสามารถเพ่ิมและหักลบจ านวนเซลล์ได้เพ่ือท าให้ผลลัพธ์ที่ได้จากโปรแกรมมี
ความถูกต้องมากยิ่งขึ้น 
 ตามที่ตั้งวัตถุประสงค์ในการท างานวิจัยนี้ คือ เพ่ือน าเทคนิคการประมวลผลภาพและการ
เขียนโปรแกรมคอมพิวเตอร์มาช่วยในการนับเซลล์ที่นักชีวเวชศาสตร์ต้องนับให้สามารถท างานได้ง่าย
และสะดวกยิ่งขึ้น พบว่าโปรแกรมการนับเซลล์ที่พัฒนาขึ้นนี้สามารถช่วยให้การนับเซลล์มีความ
สะดวกขึ้น  ไม่ก่อให้เกิดความอ่อนล้าแก่ผู้นับเซลล์  และอีกทั้งสามารถน าผลการนับกลับมาดูได้ใน
ภายหลัง และสามารถส่งออกข้อมูลการนับเซลล์เป็นไฟล์เพ่ือน าไปใช้ต่อได้ 
 นอกจากนี้ในส่วนของผู้พัฒนางานวิจัยนี้ได้เรียนรู้เทคนิคการประมวลผลภาพและพัฒนา
โปรแกรมที่ใช้ในการนับเซลล์ ตลอดจนประสบการณ์ในการท างานร่วมกับนักวิจัยทางด้านการ
ประมวลผลภาพและนักชีวเวชศาสตร์ที่มีความเชี่ยวชาญ   
 
5.2 ปัญหาและข้อจ ากัดของโปรแกรมช่วยนับเซลล์ 
 ในการด าเนินงานเพ่ือพัฒนาโปรแกรมคอมพิวเตอร์เพ่ือใช้ในการนับเซลล์ ผู้พัฒนางานวิจัย
พบว่ามีปัญหาและข้อจ ากัดอยู่หลายประเด็น ดังต่อไปนี้ 
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 5.2.1 ภาพที่ใช้ในงานวิจัยเป็นภาพจริงที่ถ่ายมาจากกล้องจุลทรรศน์โดยผู้เชี่ยวชาญ ท าให้
ไฟล์ภาพจะมีขนาดรูปภาพที่ใหญ่ท าให้เกิดความล่าช้าในการประมวลผลของคอมพิวเตอร์และต้องใช้
คอมพิวเตอร์ที่มีคุณสมบัติที่สูง เช่น มีหน่วยความจ าและพ้ืนที่ในการเก็บข้อมูลรูปภาพในฮาร์ดดิสก์ที่
สูงซึ่งพบว่าขนาดของหน่วยความจ า (RAM) ที่ 2 GB  เหมาะกับรูปภาพที่มีขนาดเล็กกว่า748x1000 
พิกเซล  และอีกท้ังรูปภาพที่ได้มีส่วนที่ไม่ต้องการวิเคราะห์ในภาพท าให้ต้องน าภาพที่ได้มาตัดส่วนที่ไม่
ต้องการออกก่อนท าการวิเคราะห์จ านวนเซลล์ จึงใช้เวลาเพ่ิมเติมในขั้นตอนของการเตรียมความ
พร้อมของรูปภาพ นอกจากนี้คุณภาพของรูปภาพ เช่น เรื่องแสง ความคมชัด ของรูปก็เป็นอีกปัจจัยที่
มีผลต่อการวิเคราะห์ด้วยโปรแกรมนี้ เนื่องจากจะมีผลต่อความสามารถในการแยกแยะเซลล์ออกจาก
พ้ืนหลังของรูปภาพ 

5.2.2 วิธีการที่เหมาะในการแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลัง ซึ่งมีการใช้เวลาในการศึกษาถึงวิธีการ
ที่ใช้ในการแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลังนานพอสมควรเพราะต้องศึกษาและอ้างอิงงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง
กับงานประมวลผลภาพที่ได้มีการตีพิมพ์หรือเผยแพร่ เพ่ือน ามาเป็นแนวคิดและประยุกต์ใช้กับงานนับ
เซลล์ รวมทั้งการพัฒนาอัลกอริทึม และต้องวิเคราะห์ความเป็นไปได้ของขั้นตอนวิธี  ซึ่งบางครั้งผลที่
ไดย้ังไม่ให้ผลตามท่ีคาดหวัง และประกอบกับรูปภาพที่น ามาวิเคราะห์ผลมีลักษณะสีที่แตกต่างกัน เมื่อ
ท าการแยกกลุ่มข้อมูลท าให้กลุ่มข้อมูลมีการเปลี่ยนแปลง  ไม่อยู่ในกลุ่มเดิม  เมื่อน าไปวิเคราะห์ต่อจึง
มีความผิดพลาดขึ้นในการวิเคราะห์เนื่องจากอาจจะไม่ใช่กลุ่มข้อมูลที่ต้องการวิเคราะห์  ดังนั้นจึงต้อง
มีการก าหนดค่าเริ่มต้นของสีแต่ละกลุ่ม  เพ่ือให้สีที่ใกล้เคียงกันเข้ากลุ่มที่ได้ตั้งไว้  เพ่ือที่จะได้กลุ่ม
ข้อมูลอยู่ในกลุ่มเดิม 

5.2.3 ผลที่คลาดเคลื่อนเนื่องจากการนับเซลล์ที่ตายเพราะเซลล์ที่ตายมีความหลากหลาย 
ดังที่ได้กล่าวข้างต้น  โดยเฉพาะเศษเล็กๆ ซึ่งอาจโดนก าจัดเมื่อท าการ preprocessing  จึงต้องมีการ
แยกเซลล์ที่ตายแต่ละชนิดออกจากกัน  โดยอาศัยหลักเกณฑ์ที่นักชีวเวชศาสตร์ใช้ในการนับเซลล์มา
พัฒนาเป็นอัลกอริทึม  ซึ่งอาจจะมีความคลาดเคลื่อนในการตรวจหาและนับเซลล์ที่ตาย 

5.2.4   รูปแบบ GUI ที่ค่อนข้างมีหลายหน้าต่าง อาจจะท าให้การใช้งานไม่ค่อยสะดวกนัก
และการต้องใช้งานผ่าน platform ของโปรแกรม MATLAB ยังไม่สามารถท าเป็นตัวติดตั้งได้ท าให้การ
น าไปใช้งานยังมีข้อจ ากัดเพราะจะต้องมีการลงโปรแกรม MATLAB  ก่อนการใช้งาน GUI ซึ่งถ้าหาก
ผู้ใช้ไม่มีโปรแกรม MATLAB ในเครื่องคอมพิวเตอร์ก็จะไม่สามารถใช้งานโปรแกรมการนับเซลล์นี้ได้ 

 
5.3 ข้อเสนอแนะในการพัฒนาโปรแกรมช่วยนับเซลล์ 

ส าหรับประเด็นในงานวิจัยที่สามารถศึกษาและน าไปพัฒนาต่อได้มีดังนี้ 
5.3.1 ควรมีการทดสอบกับรูปภาพที่มีความหลากหลายของสี เพ่ือเพ่ิมประสิทธิภาพในการ

วิเคราะห์ของโปรแกรม 
5.3.2 ด้านการประมวลผล เช่น การพัฒนาอัลกอริทึมเพ่ือการแยกเซลล์ออกจากพ้ืนหลังภาพ  

การก าจัดสัญญาณหรือสิ่งรบกวนในรูปภาพ และการนับเซลล์  สามารถปรับปรุงให้มีการท างานที่เร็ว
ขึ้นและมีความแม่นย ามากยิ่งข้ึน  โดยการใช้วิธีการแบบขนานที่ช่วยให้การประมวลผลมีความเร็วขึ้น 

5.3.3 โปรแกรมสามารถน าไปพัฒนาต่อเพ่ือหาเซลล์ที่มีลักษณะรูปร่างที่ไม่ใช่วงกลม  หรือมี
ลักษณะอ่ืนๆ ซึ่งจะท าให้การน าไปใช้ในการนับเซลล์มีประสิทธิภาพมากยิ่งข้ึน 
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5.3.4 ส่วนที่ติดต่อกับผู้ใช้งาน (GUI) สามารถพัฒนาโปรแกรมให้มีความสวยงามและง่ายต่อ
การใช้งาน  สามารถเพ่ิมให้คุณสมบัติการท างานที่มากยิ่งขึ้น และสามารถปรับเปลี่ยนค่าต่างๆที่
ผู้ใช้งานต้องการปรับเปลี่ยนได้ 

5.3.5 ควรท าเป็นไฟล์ติดตั้งหรือมีนามสกุลไฟล์เป็น .exe   เพ่ือที่จะสามารถน าไปติดตั้ง
เครื่องอ่ืนได้โดยสามารถใช้งานได้โดยไม่มีโปรแกรม MATLAB   เพ่ือช่วยให้ผู้ใช้งานสะดวกในการ
ติดตั้งและใช้โปรแกรมการนับเซลล์ 
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ภาคผนวก  ก 
คู่มือการใช้งานโปรแกรม 
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คู่มือการใช้งาน 
 

1. เปิดโปรแกรม MATLAB R2008b  ดังรูป 

 
 

2. เปลี่ยน Directory ในหน้าต่างของโปรแกรม MATLAB  ไปยัง E:\MATLAB Program for 
cell counting\Counting ดังรูป 
 

 
 
3. พิมพ์ค าสั่ง main ใน Command Window จะได้โปรแกรมดังรูป 
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4. คลิกท่ี Program 
 
5. โหลดรูปภาพที่ต้องการนับจ านวนเซลล์เข้ามายังโปรแกรม 

 
 

 
 

6. คลิก File -> Crop  และเลือกส่วนที่ต้องการนับจ านวนเซลล์ทัง 4 รูป 
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7. คลิก File -> Analyze  จะปรากฏหน้าจอดังรูป 

 
 

8. คลิก File -> Load Image 
9. คลิก File -> Analyze 
10. รอให้โปรแกรมท าการประมวลผลเสร็จและแสดงผลการนับในตาราง ดังแสดงในรูป 
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11. กรณีที่ต้องการแก้ไขการนับเซลล์  คลิก Edit_image 1  (Edit_image 1  ส าหรับรูปที่ 1  
Edit_image 2  ส าหรับรูปที่ 2  Edit_image 3  ส าหรับรูปที่ 3  Edit_image 4  ส าหรับรูปที่ 
4)  ดังแสดงในรูป 
 

 
 
12. หาต้องการเพ่ิมจ านวนเซลล์ คลิก Add  Viable Cell หรือ Add Death Cell คลิกที่เซลล์ที่
มีชีวิตที่ต้องการเพิม  หากต้องการลบจ านวนเซลล์ คลิก Delete Viable Cell  หรือ Delete 
Death Cell คลิกท่ีเซลล์ที่มีชีวิตที่ต้องการลบ 
13. เมื่อเพ่ิมหรือลบจ านวนเซลล์แล้ว คลิก close เพ่ือปิดหน้าต่าง 
14. คลิก File ->Update 
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ภาคผนวก  ข 
ผลการแยกเซลล์ที่มีชีวิตและเซลล์ที่ตายออกจากพื้นหลัง 
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
1   

 

 

 
 

2    

 
 

 

 

3   

 
 

 

 

4   

 
 

 

 

 



74 
 

รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
5 
 

 

 

 

 
 

6    

 

 

 
 

7    

 
 

 

 

8    
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
9    

 
 

 

 

10   

 
 

 

 

11   
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
12   

 
 

 

 

13   

 
 

 

 

14   
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
15  

    
 

  

16   

 
 

 

 

17   
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
18   

 
 

 

 

19   

 
 

 

 

20  
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ภาคผนวก  ค 
ผลการก าจัดสัญญาณรบกวน 
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
1   

 
 

 

 

2    

 

 

 
3   
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
4   

 

 

 
 

5 
 

 

 
 

 

 

6   

  

7   
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
8   

  
9   

  
10  

  
11  
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
12  

  
13  

  
14  

  
15  
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
16  

  
17  

  
18  

  
 

19  
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
20   
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ภาคผนวก  ง 
ผลการระบุตัวตนของเซลล์ 
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
1  

  
 

2   

 
 

 

3  

 
 

 

4  
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
5 
 

 
 

 

6   

 
 

 

7   

 
 

 

8   
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
9   

 
 

 

10  

 
 

 

11  

 
 

 

12  
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
13  

 
 

 

14  

 
 

 

15  

 
 

 

16  
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รูปภาพ เซลล์ที่มีชีวิต เซลล์ที่ตาย 
17  

 
 

 

18  

 
 

 

19  

 
 

 

20   
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ภาคผนวก  จ 
ค าสั่งที่ใช้ในการประมวลผลรูปภาพ 
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%Analyze Image 
 
load mydata1.mat  
global num_a1 
global num_a2 
global num_a3 
global num_a4 
global num_de1 
global num_de2 
global num_de3 
global num_de4 
global per_s1 
global per_s2 
global per_s3 
global per_s4 
global per_de1 
global per_de2 
global per_de3 
global per_de4 
   
group_image = cell(1,4); 
num_avi = cell(1,4); 
num_death = cell(1,4); 
num_image = 4; 
group_image{1} = crop1; 
group_image{2} = crop2; 
group_image{3} = crop3; 
group_image{4} = crop4; 
  
clear crop1 crop2 crop3 crop4  
for k =1:num_image 
    clear death_cell 
    clear se 
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    he = group_image{k}; 
    [Object2 Object4] = clustering(he); 
    [circen cirrad area] = noise_live(Object2); 
    fh = figure ; 
     % togglefig('Results') 
      imshow(he); 
    hold on; 
   plot(circen(:,1), circen(:,2), 'r+'); 
      for ii = 1 : size(circen, 1) 
             figure( fh );  
             rectangle('Position',[circen(ii,1) - cirrad(ii), circen(ii,2) - cirrad(ii), 2*cirrad(ii), 
2*cirrad(ii)],... 
          'Curvature', [1,1], 'edgecolor', 'b', 'linewidth', 1.5);  
      end    
       clear se 
      [BW] = noise(Object4); 
      [La,num] = bwlabel(BW); 
      [death_cell]=death_count(La,num,he);       
     hold off; 
     saveas(fh,sprintf( 'current_frame_%02d.png',k)); 
   %   area_live_cell  = area; 
    
    if num  > 0 
    [count_b count_s count_n total new_count_b new_total] = 
compare(death_cell,area,num); 
       num_avi{k}  = ii; 
       num_death{k} = new_total; 
        
    else       
        num_death{k} = 0; 
        num_avi{k}  = ii; 
      %live_cell = num_Ava; 
       %death_cell = new_total; 
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    end 
       
end 
 total1 = num_avi{1}+num_death{1}; 
 total2 = num_avi{2}+num_death{2}; 
 total3 = num_avi{3}+num_death{3}; 
 total4 = num_avi{4}+num_death{4}; 
  
 % image 1          
num_a1 = num_avi{1}; 
     set(handles.edit1,'string',num2str(num_a1));   
num_de1 = num_death{1}; 
     set(handles.edit2,'string',num2str(num_de1)); 
per_s1 =(num_a1/total1)*100; 
     set(handles.edit4,'string',num2str(per_s1)); 
per_de1= (num_de1/total1)*100; 
     set(handles.edit3,'string',num2str(per_de1)); 
      
   % image 2   
num_a2 = num_avi{2}; 
    set(handles.edit5,'string',num2str(num_a2));  
num_de2 = num_death{2}; 
    set(handles.edit6,'string',num2str(num_de2)); 
per_de2= (num_de2/total2)*100; 
     set(handles.edit7,'string',num2str(per_de2)); 
per_s2 =(num_a2/total2)*100; 
     set(handles.edit8,'string',num2str(per_s2));     
      
     % image 3   
num_a3 = num_avi{3}; 
    set(handles.edit9,'string',num2str(num_a3));  
num_de3 = num_death{3}; 
    set(handles.edit10,'string',num2str(num_de3)); 
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per_de3= (num_de3/total3)*100; 
     set(handles.edit11,'string',num2str(per_de3)); 
per_s3 =(num_a3/total3)*100; 
     set(handles.edit12,'string',num2str(per_s3));      
     % image 4   
num_a4 = num_avi{4}; 
    set(handles.edit13,'string',num2str(num_a4));  
num_de4 = num_death{4}; 
    set(handles.edit14,'string',num2str(num_de4)); 
per_de4= (num_de4/total4)*100; 
     set(handles.edit15,'string',num2str(per_de4)); 
per_s4 =(num_a4/total4)*100; 
     set(handles.edit16,'string',num2str(per_s4));     
close Figure 1  
close Figure 2  
close Figure 3  
close Figure 4 
      clear num_image  
      img1 = imread('current_frame_01.png'); 
      axes(handles.axes1); 
      image(img1); 
      axis off    
      img2 = imread('current_frame_02.png'); 
      axes(handles.axes2); 
     image(img2); 
      axis off     
      img3 = imread('current_frame_03.png'); 
      axes(handles.axes3); 
      image(img3); 
      axis off     
      img4 = imread('current_frame_04.png'); 
      axes(handles.axes4); 
      image(img4); 
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      axis off 
    clear  Object2 Object4 he circen cirrad area La num BW k 
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% Counting Cell 
 
load update1.mat  
 load update2.mat 
 load update3.mat 
 load update4.mat 
  
global num_a1 
global num_a2 
global num_a3 
global num_a4 
global num_de1 
global num_de2 
global num_de3 
global num_de4 
global per_s1 
global per_s2 
global per_s3 
global per_s4 
global per_de1 
global per_de2 
global per_de3 
global per_de4 
  
%update image  
%updte 1 
num_vup1 = (num_a1 + xrows_v) -  xrows_vd; 
     set(handles.edit1,'string',num2str(num_vup1));   
num_dup1 = (num_de1 + xrows_d) -  xrows_dd; 
     set(handles.edit2,'string',num2str(num_dup1)); 
     total1 = num_vup1 + num_dup1; 
per_s1 =(num_vup1/total1)*100; 
     set(handles.edit4,'string',num2str(per_s1)); 
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per_de1= (num_dup1/total1)*100; 
     set(handles.edit3,'string',num2str(per_de1));  
%updte 2 
num_vup2 = (num_a2 + xrows_v2) -  xrows_vd2; 
     set(handles.edit5,'string',num2str(num_vup2));   
num_dup2 = (num_de2 + xrows_d2) -  xrows_dd2; 
     set(handles.edit6,'string',num2str(num_dup2)); 
total2 = num_vup2+num_dup2; 
per_s2 =(num_vup2/total2)*100; 
     set(handles.edit8,'string',num2str(per_s2)); 
per_de2= (num_dup2/total2)*100; 
     set(handles.edit7,'string',num2str(per_de2)); 
      
     %updte 3 
num_vup3 = (num_a3 + xrows_v3) -  xrows_vd3; 
     set(handles.edit9,'string',num2str(num_vup3));   
num_dup3 = (num_de3 + xrows_d3) -  xrows_dd3; 
     set(handles.edit10,'string',num2str(num_dup3)); 
     total3 = num_vup3+num_dup3; 
per_s3 =(num_vup3/total3)*100; 
     set(handles.edit12,'string',num2str(per_s3)); 
per_de3= (num_dup3/total3)*100; 
     set(handles.edit11,'string',num2str(per_de3));      
%updte 4 
num_vup4 = (num_a4 + xrows_v4) -  xrows_vd4; 
     set(handles.edit13,'string',num2str(num_vup4));   
num_dup4 = (num_de4 + xrows_d4) -  xrows_dd4; 
     set(handles.edit14,'string',num2str(num_dup4)); 
     total4 = num_vup4+num_dup4; 
per_s4 =(num_vup4/total4)*100; 
     set(handles.edit16,'string',num2str(per_s4)); 
per_de4= (num_dup4/total4)*100; 
     set(handles.edit15,'string',num2str(per_de4)); 
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     %save data 
     save data_image.mat num_vup1 num_dup1 per_s1 per_de1  num_vup2 num_dup2 
per_s2 per_de2 num_vup3 num_dup3 per_s3 per_de3 num_vup4 num_dup4 per_s4 
per_de4 
 
%function Image segmentatiom 
function [Object2 Object4] = clustering(he) 
cform = makecform('srgb2lab'); 
lab_he = applycform(he,cform); 
ab = double(lab_he(:,:,2:3)); 
nrows = size(ab,1); 
ncols = size(ab,2); 
ab = reshape(ab,nrows*ncols,2); 
%figure,imshow(ab) 
%number of k 
nColors = 4; 
 matrix = 
[134.762898096934,136.132041874909;143.593329485191,151.987283091021;134.7248460
56207,130.320775156392;135.354485143884,118.731943726460]; 
 [cluster_idx cluster_center] = kmeans(ab,nColors,'distance','sqEuclidean','start',matrix); 
                                                                     
pixel_labels = reshape(cluster_idx,nrows,ncols); 
segmented_images = cell(1,4); 
rgb_label = repmat(pixel_labels,[1 1 3]); 
  
for k = 1:nColors 
    color = he; 
    color(rgb_label ~= k) = 0; 
    segmented_images{k} = color; 
end 
 Object1= segmented_images{1}; 
 %figure,imshow(Object1), title('objects in cluster 1'); 
 Object2= segmented_images{2}; 



101 
 

 %figure,imshow(Object2), title('objects in cluster 2');  
 Object3= segmented_images{3}; 
% figure,imshow(Object3), title('objects in cluster 3');  
 Object4= segmented_images{4}; 
% figure,imshow(Object4), title('objects in cluster 4'); 
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%function noise_live 
function [circen cirrad area] = noise_live(Object2) 
red = Object2(:,:,2); 
  
red = adapthisteq(red); 
 %figure,imshow(red) 
  
 se = strel('disk',4); 
BW = imopen(red,se);  
  
%figure,imshow(BW) 
tic 
[accum, circen, cirrad, area] = ... 
    CircularHough_Grd(BW, [8 26],... 
    17, 22, 1); 
toc 
  
if any(cirrad <= 0) 
    inds = find(cirrad>0); 
    cirrad = cirrad(inds); 
    circen = circen(inds,:); 
end 
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% function noise_dead 
function [BW] = noise(Object4) 
%red1 = Object4(:,:,2); 
  
I=rgb2gray(Object4); 
%figure,imshow(I) 
BW = im2bw(I, graythresh(I)); 
      
    % figure,imshow(bw); 
      
     BW = imfill(BW, 'holes'); 
    % figure,imshow(BW); 
      
    
     se = strel('disk',12); 
     BW = imopen(BW,se); 
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%function type of dead cell 
      
function [death_cell]=death_count(La,num,he) 
cform = makecform('srgb2lab'); 
lab_I1 = applycform(he,cform); 
L=double(lab_I1(:,:,1)); 
a=double(lab_I1(:,:,2)); 
b=double(lab_I1(:,:,3)); 
  
featureMatrix=zeros(6,num); 
LaBW=La>0; 
B = bwboundaries(LaBW,'noholes'); % Find boundary of each cancer cell 
stats = regionprops(La,'Centroid','Area'); 
  
  
death_cell = cat(1,stats.Area); 
  
%xlswrite('death_cell.xls',death_cell); 
  
for k = 1:num 
    featureMatrix(1,k)=mean(L(La==k)); 
    featureMatrix(2,k)=mean(a(La==k)); 
    featureMatrix(3,k)=mean(b(La==k)); 
     
    % obtain (X,Y) boundary coordinates corresponding to label 'k' 
    boundary = B{k}; 
    % compute a simple estimate of the object's perimeter 
    delta_sq = diff(boundary).^2;     
    perimeter = sum(sqrt(sum(delta_sq,2))); 
    % obtain the area calculation corresponding to label 'k' 
    area = stats(k).Area; 
    % compute the roundness metric 
    roundness = 4*pi*area/perimeter^2; 
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    featureMatrix(4,k)=area; 
    featureMatrix(5,k)=roundness; 
   
end  
for k = 1:length(B) 
  boundary = B{k}; 
  plot(boundary(:,2), boundary(:,1), 'y', 'LineWidth', 1); 
 centroid = stats(k).Centroid; 
end 
%hold off; 
set(gca,'XTick',[]); set(gca,'YTick',[]); axis image; 
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%compare of area 
function [count_b count_s count_n total new_count_b new_total] = 
compare(death_cell,area,num) 
% compare 
  
area_death_cell = death_cell; 
av_a = mean(area); 
Max = max(area(:)); 
nozerocurrent = nonzeros(area); 
Min = min(nozerocurrent); 
  
% Parameters (default values) 
  
count_n = 0; 
count_b = 0; 
count_s = 0; 
new_count_b = 0; 
  
  
for N =1:num 
    if area_death_cell(N) <= Min  
         
       count_b=count_b+1; 
          
      broken(N)=   area_death_cell(N); 
      
      SUM =sum(broken); 
       newcount_b = SUM/av_a; 
       %  
       new_count_b = round(newcount_b); 
      %  text(num2str(num),'Color','y',... 
     % 'FontSize',10); 
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    elseif area_death_cell(N) >= Max 
         
        count_s=count_s+1; 
          
    else  
         
        count_n=count_n +1; 
    end 
     
      
       total =  count_b+count_s+count_n; 
       new_total = new_count_b+count_s+count_n; 
      
end 
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Abstract— Death cells and living cells counting after cancer drug 
treatment is a mandatory process for in vitro study to evaluate 
the effectiveness of the treatment in cancer research. The 
conventional process using trypan blue dye staining requires 
expertise and it is time-consumed and tedious work. The aim of 
this study was to develop a computer-assisted program that 
counts a number of cells by using image analysis. There were five 
steps to complete in this study; i) input image acquiring, ii) cell 
extraction from a background, iii) noise reduction, iv) cell 
counting and v) output  with expert comparison. K-mean 
algorithm was selected to use to extract features and cluster 
objects in the images. Hough transform was also performed after 
completion of k-mean algorithm and noise removal. The counting 
results using our code had a greater number of both death cells 
and living cells compared with the counting results from the 
expert.  The accuracy of death cells counting and living cells 
counting were in range of 33% to 97% and 74% to 100%, 
respectively. However, the process time was short, only 2-3 
second per image.  This computer-assisted program needs to 
further develop as a graphic user interface (GUI) to make it 
easier for users as well as making higher accuracy. 
 

Keywords-Computer-assisted program, Cell counting, K-mean, 
Hough transform,  Apoptosis 

 I.    INTRODUCTION   

In cancer researches, the effects of novel treatment on 
cancer cells have been studied in many directions and aspects. 
One perspective using to evaluate the effectiveness of cancer 
treatment is the identification of apoptotic [1]. Apoptosis is a 
program cell death which particularly observed from cell 
morphological changes. In general, apoptotic cell can be 
quantified with various modalities such as flow cytometry, 
morphological staining assessment [2, 3].  Regarding to in 
vitro study, trypan blue dye exclusion stain technique, a 
conventional method, can distinguish the differences between 
living cells and death cells. The accurate result of dye stain 
counting has to be performed by a person who has biological 

expertise. However, counting by this conventional method is 
tedious and time-consumed. 
   Recently, image processing analyses and software have been 
developed to help researchers to deal with cell counting such 
as ImageJ, DeathEasy Caspase [4, 5]. Furthermore, using 
image processing analyses for counting purpose makes the 
task easier and faster. Therefore, this work aimed to develop a 
computer-assisted program that counts the number of cells, 
including living cells and death cells, in a trypan blue dye 
assay by using image analysis.   

II.    METHODS 
   In the process to develop a computer program for cell 
counting, the steps to perform are input, cell extraction from a 
background, noise reduction, cell counting and output with 
expert comparison. Figure.1 shows the framework of our 
study.   
 

 

 

 

 

 

 

Fig 1.  Framework for cell counting in trypan blue dye assay image 
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A. Input 
 A set of digital images captured from a microscope in a 

trypan blue dye assay were used as input of the process. Each 
image contained living cells, death cells and background as 
shown in Figure 2. The living cells were not stained to trypan 
blue dye because their cell membranes were intact. On the 
other hand, cells destroyed by the drug treatment had higher 
membrane permeability for the dye to penetrate into. 
Therefore, death cells were stained and had dark blue color.    
       

 
 

Fig 2.  A sample image from a trypan blue dye assay 
 

   The input images were captured in RGB color model [6, 7]. 
In the RGB model, each color appears as a combination of red, 
green, and blue. Generally, RGB values are normalized and its 
values are between 0 and 1. As shown in Figure 3, RGB 
values are at three corners; cyan, magenta, and yellow are the 
three other corners, black is at their origin, and white is at the 
corner farthest from the origin. 

 
Fig 3.  RGB model  

B. Cell extraction from background 
   In this step, the objects of image were extracted by using k-
mean algorithm [8-10].  K-mean algorithm is an approach to 
cluster and determine the center of each group by defined 
number of k. It is commonly employed and converged fast to a 
local optimum. Briefly, k-mean algorithm performs the 
following sequences 
          1. Assign number of cluster (value of k) 
          2. Assign a centroid of each cluster 
          3. Determine the distance between centroid and objects           
          4. Make a group based on minimum distance 
          5. Calculate the new means to be the centroid of        
each cluster as expressed in equation (1). 
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im  is the new cluster centers, jx is each 

observation which is a d-dimensional real vector and )(t
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number of samples.  
 
 6. Determine the minimum distance between object and 
centroid and do objects clustering again.  
 7. Repeat task 5 and 6 until no object  move from a      
group.  
 
           In this study, we assigned k=4 to group the objects in 
the input images. Figure 4 shows the result after using k-mean 
algorithm. There are four clusters can be extracted: 
background, death cells, edge of living cells and living cells. 
Therefore, we used the cluster 2 and 4 to process for dell 
counting. 
 

 

a) Cluster 1: background 

 

b) Cluster 2: death cells 

 

c) Cluster 3: edge of living cells 

 

d) Cluster 4: living cells 

 
Fig 4.  An example of clusters using k-mean algorithm  

 

C. Noise reduction 
   To do noise reduction, we used an averaging filter and 2D 
median filter (medfilt2) to remove salt and pepper noise. 
Furthermore, we performed morphological opening (imopen) 
to remove small objects from the foreground of an image.   



 D. Cell counting 
   To extract features of images processed with k-mean 
algorithm and noise reduction, we used Hough transform to 
find shapes of cells [11, 12]. As presented in Figure 5, living 
cells are circled by blue color and death cells are drawn by red 
color.  

 
Fig 5.  An example of images after Hough transforms  

   

E. Output compared with expert 
  The output of our code was compared with the expert who 
has an experience in cell counting at least two year in order to 
evaluate the accuracy of the results and the effectiveness of the 
code. The accuracy of cell counting was determined as 
addressed in equation (2). 
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III.    RESULTS AND DISCUSSION 
   The image samples of study were four images cropped from 
one slide assay. After performing with our developed 
computer program, living cells and death cells were detected 
as shown in Figure 6. Living cells almost had a circular shape 
whereas death cells had an irregular shape with different size. 
In fact, apoptotic cell death has many changes in morphology 
such as blebbing, cell shrinkage and cell fragmentation. 
Therefore, the number of death cells should be carefully count 
especially when cells are fragmented. In this study, we 
determined an averaged area of a single living cell to use as a 
reference area. We did area summation of fragmented death 
cells and then divided by a referenced area from a single living 
cell to get the number of death cells. The results of cell 
counting obtained from four images are presented in Table I. 
Our computer-assisted counting results had a greater number 
of both death cells and living cells compared with the counting 
results from the expert. The over counting of living cells 
comes from the death cells which are in the early stage of 
apoptosis and the appearance of noise nearby living cells. For 

the death cells, the over counting comes from the fragmented 
cells which might not be parts of cell but they were debris or 
image background noise.  
 

 
Image A1 (input image) 

 

 
Image A1 (output image) 

 
Image A2 (input image) 

 

 
Image A2 (output image) 

 
Image A3 (input image) 

 

 
Image A3 (output image) 

 
Image A4 (input image) 

 

 
Image A4 (output image) 

 
Fig 6.  Input images and output images performed with 

the developed computer program 

living cell 

death cell 



TABLE I. COMPARISON OF CELL COUNTING WITH EXPERT AND 
DEVELOPED COMPUTER PROGRAM 

Image 
# 

Method 
Death 
Cell 

Living 
Cell 

Accuracy 
of death 

cell 
counting 

Accuracy 
of  living 

cell 
counting 

A1 
Expert 33 36 

33% 100% 
Program 55 36 

A2 
Expert 33 24 

91% 96% 
Program 36 25 

A3 
Expert 34 37 

74% 86% 
Program 43 42 

A4 
Expert 39 42 

97% 74% 
Program 38 53 

 
   The elapsed time for the processes since input step to cell 
counting step was approximately two to three seconds for each 
image. However, the elapsed time might increase when the 
resolution of image increases. There are several concerns 
using our developed computer-assisted  program on the 
accuracy of the results, for example the quality of the input 
image, the k-value and the initial centroid of clusters,   
 

IV. CONCLUSION 

   The outcome of this study was a computer-assisted program 
that can count a number of living cells and death cells. This 
study showed that k-mean and Hough transform were 
effective algorithms to apply for this purpose. However, this 
computer-assisted program needs to further develop as a 
graphic user interface (GUI) to make it easier for users as well 
as making higher accuracy. 
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