
2.  วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ
ตัวอยางอมีบา
Amoeba proteus  สายพันธุ PDA จากสตอก (stock) ของ รศ.ดร.เริงชัย  ตันสกุล ภาควิชา

ชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร   ซึ่งไดรับจาก Dr. M. J. Ord     
University  of  Southampton ประเทศอังกฤษ เมื่อเดือนเมษายน 2539

สารเคมี
1. สารเคมีใชทดสอบความเปนพิษ

-  แนฟทาลีน
2.   สารเคมีที่ใชในการทดสอบความมีชีวิตของเซลล
       -  Neutral Red (Fluka)
3. สารเคมีที่ใชเตรียมอาหารเลี้ยงอมีบา

-  NaCl
                  -   NaHCO3

                  -   KCl
                  -   Na2HPO4.12H2O

-  CaHPO4

-  MgCl2
4. สารเคมีที่ใชปรับ pH ของอาหาร

 -  NaOH 
       -  HCl 
5. สารเคมีที่ใชลางอุปกรณ

-  นํ ้ายาท ําความสะอาดเอนกประสงคทีโพล (TEEPOL) (เชลลแหงประเทศไทย)



อุปกรณ

        -     กลองพลาสติกใส ขนาด 11 x 11 x 6 เซนติเมตร3

- จานเพาะเชื้อ (Petri dish)
- ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 และ 100 มิลลิลิตร
- ขวดรูปชมพู ขนาด 125 มิลลิลิตร
- บีกเกอรขนาด 50 และ 100 มิลลิลิตร
-     ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร
-     กระบอกฉีดยา
-     หลอดหยดปลายยาว
-     สายยาง (rubber tubing) ขนาดเสนผานศูนยกลาง  0.5 เซนติเมตร
-     สไลดและแผนแกวปดสไลด
- กระดาษอลูมิเนียม (Aluminium foil)

        -     กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ (OLYMPUS Model SZ-ST)
        -     กลองจุลทรรศนแบบประกอบ (OLYMPUS Model CH 30 )

- กลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร (OLYMPUS  Model PV300 )
- เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (UV-VIS Spectrophotometer Model hp 8435)
- pH - meter (PRION Model SA 520)
- เตากวนแมเหล็กไฟฟา (Fisher Scientific)
-     เครือ่งชั่งนํ้ าหนัก 4 ตํ าแหนง (Sartorius Model BP 210S)

วิธีการ

1.  เตรียมตัวอยางอมีบา
 อมบีาในหองปฏิบัติการเลี้ยงในกลองพลาสติกใส       กอนน ํากลองพลาสติกมาใชทุกครั้งตอง

ลางดวยนํ้ ายาทโีพลจนสะอาด  จากนั้นปลอยใหนํ้ าไหลผานประมาณครึ่งชั่วโมง  แลวลางดวยนํ้ า
กลัน่อกีครัง้ ทิง้ไวใหแหงกอนนํ ามาใช  การลางกลองใหสะอาดเพื่อใหอมีบาสามารถเกาะผิวกลอง
ได  การเลีย้งอมีบาเริ่มโดยการตมเมล็ดขาวสาลีในนํ้ ากลั่นประมาณ 5-10 นาที  จากนั้นนํ าเมล็ด
ขาวสาลทีีต่มแลวจํ านวน 1-2 เมล็ดมาใสในกลองพลาสติกที่มี  Modified Chalkley,s  medium



สูงประมาณ 1 เซนติเมตร (ปริมาตร 120 มิลลิลิตร) ที่ปรับใหมี pH 5.8 - 6.0  น ําเมล็ดขาวสาลีที่
มอีมบีาเกาะอยูจากกลองสตอกของภาควิชาชีววิทยามาใสในกลองที่เตรียมไวนี้   ต้ังทิ้งไวในหองที่
อุณหภูมิ 23 + 1   องศาเซลเซียส  ประมาณ 2 - 3 สัปดาห  อมีบาจะแบงตัวเปนจํ านวนมาก
(ปยรัตน, 2540)

อมบีาที่ใชในการศึกษาอยูในระยะดิวิชัน สเฟยร (division sphere) เซลลในระยะนี้จะ
สังเกตไดงาย ลักษณะเปนทรงกลมแตกตางจากปกติอยางเห็นไดชัด  (รูปที่ 2 ก และ ข) และไม
เกาะกบัพืน้กลอง เซลลในระยะนี้จะแบงตัวจากหนึ่งเปนสองภายในเวลาประมาณครึ่งชั่วโมง
(รูปที่ 2 ค และ ง)   หลงัจากเซลลแบงตัวแลวประมาณ 3   ชัว่โมงจงึนํ ามาใชในการทดลอง
(ดัดแปลงจาก Ord, 1970)

รูปที่ 2  อมีบา (A. proteus)  (ก)  ในระยะปกติ (ข) ในระยะดิวิชัน สเฟยร (ค) กํ าลังแบงตัว
           (ง)  หลังจากแบงตัวแลว  ไดเซลลใหม 2 เซลล  ( bar = 100 ไมโครเมตร)

(ก) (ข)

(ค) (ง)



2.  การเตรียมสารละลายแนฟทาลีน
เตรยีมสารละลายที่จะใชในการทดลองในรูปที่ละลายนํ้ า (Water Soluble Fraction : WSF)

ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Millemann et al. (1984) ละลายแนฟทาลีนในอาหารที่ใชเลี้ยงอมีบา  โดย
ใสในขวดรปูชมพูแลวคนจนกระทั่งแนฟทาลีนละลายหมดที่อุณหภูมิหอง  ปดปากขวดรูปชมพูดวย
กระดาษอลมูเินยีมเพื่อปองกันการระเหยของแนฟทาลีน   เมื่อตองการเตรียมสารละลายในระดับ
ความเขมขนทีต่องการใชในการทดลองใหเติมอาหารที่ใชเลี้ยงอมีบาลงไปเจือจางตามสัดสวน
     การหาความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีนใชวิธีเสนกราฟมาตรฐาน (ลาวัลย, 2543)     ดังนี้
เตรยีมสารละลายมาตรฐานแนฟทาลีน ดวยการชั่งสารแนฟทาลีน 30 มิลลิกรัม ละลายดวยนํ้ ากลั่น
จ ํานวนหนึง่จนกระทัง่แนฟทาลีนละลายหมด เติมนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร   จะไดสาร
ละลายมาตรฐานแนฟทาลีนตั้งตน 30 มิลลิกรัม/ลิตร  เจือจางสารละลายมาตรฐานแนฟทาลีนใหมี
ความเขมขน  0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 และ  30 มลิลิกรัม/ลิตร   น ําสารละลายมาตรฐาน
แนฟทาลนีไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) ดวยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร    โดยเลือกสาร
ละลายมาตรฐานแนฟทาลนีความเขมขน 15 มิลลิกรัม/ลิตร  ไปสแกนหาความความยาวคลื่นใน
ชวงคลืน่อลัตราไวโอเลต   (รูปที่ 3) ไดคาความยาวคลื่นที่มีคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย
แนฟทาลีนสงูสุดเทากับ 276 nm   น ําความยาวคลื่นที่ไดมาใชสํ าหรับเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร
หลงัจากนัน้ วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานแนฟทาลนีความเขมขนตาง ๆ ที่
ความยาวคลื่น 276 nm  ไดคาการดูดกลืนแสงดังนี้   ที่ความเขมขนขน 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,
24, 27  และ 30 มิลลิกรัม/ลิตร ไดคาแอบซอบแบนซ 0.00000, 0.12045, 0.22186, 0.32747,
0.44284, 0.55529, 0.66758, 0.77523, 0.87538, 0.98633   และ 1.08360 AU ตามลํ าดับ
(ตารางที่ 1) น ําคาการดดูกลืนแสงที่ไดไปเขียนกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของสาร
ละลายแนฟทาลีนกับคาการดูดกลืนแสงจะไดเสนกราฟมาตรฐาน (Standard curve)    (รูปที่ 4)
สวนการหาความเขมขนของสารตัวอยางทํ าไดโดยวัดคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางที่สภาวะ
เดยีวกบัสารละลายมาตรฐาน     แลวนํ าคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาหาคาความเขมขนของสารตัว
อยางจากเสนกราฟมาตรฐานตอไป



รูปที ่3  การดูดกลืนแสงของสารละลายแนฟทาลีนทีค่วามยาวคลื่นชวงอัลตราไวโอเลต

ตารางที ่1  ขอมูลคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตของสารละลายมาตรฐานแนฟทาลีน
     ทีค่วามยาวคลื่น 276 nm

ตัวอยางที่ ความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีน (มิลลิกรัม/ลิตร)      คาการดูดกลืนแสง (AU)
     1  0 0.00000
     2  3 0.12045
     3  6 0.22186
     4  9 0.32747
     5 12 0.44284
     6 15 0.55529
     7 18 0.66758
     8 21 0.77523
     9 24 0.87538
   10 27 0.98633
   11 30 1.08360



รูปที ่4  เสนกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานแนฟทาลีน (r2 =0.99989)

3.  วธิกีารทดลอง
     3.1  ความเปนพิษเฉียบพลัน ของแนฟทาลีนตออมีบา
             การทดลองเพือ่หาคาความเปนพิษเฉียบพลันของสาร ประกอบดวย  2 ข้ันตอน คือ การ
ทดลองขั้นตน (Range - finding toxicity test) และการทดลองอยางละเอียด (Short - term
definitive test) (APHA, AWWA and WEF, 1998)  มข้ัีนตอนดังนี้

            3.1.1  การทดลองขั้นตน  
            การทดลองเพือ่หาความเขมขนของแนฟทาลีนที่มีผลตออมีบาในชวงกวาง   โดย

หาความเขมขนตํ่ าสุดที่ทํ าใหอมีบาตาย 100 เปอรเซ็นต        และความเขมขนสูงสุดที่ทํ าใหอมีบามี
ชวีติรอด 100 เปอรเซ็นต ทํ าการทดลองเปน 5 ระดับ คือที่ความเขมขน 0 (การทดลองควบคุม) 5,
15, 25 และ 30 มลิลิกรัม/ลิตร ระดับละ 10 ตัว โดยใสสารละลายแนฟทาลีนความเขมขนที่กํ าหนด
ไวในจานเพาะเชื้อที่มีอมีบา ปดฝาจานเพาะเชื้อเพื่อลดการระเหยของสารละลายแนฟทาลีน
บันทกึผลการตายของอมีบาที่เวลา 24 ชั่วโมง  จากการทดลองมีจํ านวนการตายของอมีบาดังนี้
ความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีน 0, 5, 15, 25 และ 30 มิลลิกรัม/ลิตร จํ านวนอมีบาตาย 0,
1, 5, 6   และ 10 ตัวตามลํ าดับ (ตารางที่ 2) นํ าขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง
ความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีนและจํ านวนการตายของอมีบาที่เวลา 24 ชั่วโมง (รูปที่ 5)
ไดคาความเขมขนตํ่ าสุดที่ทํ าใหอมีบาตาย 100 เปอรเซ็นต  เทากับ 28 มิลลิกรัม/ลิตร และความเขม
ขนสงูสดุทีท่ ําใหอมีบามีชีวิตรอด 100 เปอรเซ็นต เทากับ 3 มิลลิกรัม/ลิตร ดังนั้น ความเขมขน
ของสารละลายแนฟทาลีนทีจ่ะใชในการทดลองขั้นที่ 2 คือ ชวงระหวาง  3  -  28  มิลลิกรัม/ลิตร
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ตารางที ่2  จํ านวนการตายของอมีบาที่ไดรับสารละลายแนฟทาลนีความเขมขน 0 (การทดลอง
                 ควบคมุ), 5, 15, 25 และ 30 มิลลิกรัม/ลิตร  ภายในเวลา 24 ชั่วโมง (n =  10)

ความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีน
(มิลลิกรัม/ลิตร)

จ ํานวนอมบีาทั้งหมด
(ตัว)

จ ํานวนอมบีาตาย
(ตัว)

0 10 0
5 10 1

15 10 6
25 10 9
30 10 10

รูปที ่5  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีนกับการตายของ
           อมบีาทีเ่วลา 24 ชั่วโมง  (n = 10)
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            3.1.2  การทดลองอยางละเอียด   
            การทดลองเพื่อหาคาความเปนพิษของแนฟทาลีนโดยละเอียด โดยแบงความเขม

ขนของสารละลายแนฟทาลีนระหวางความเขมขน 3 - 28 มิลลิกรัม/ลิตรออกเปน 5 ระดับ คือความ
เขมขน 3, 10, 16, 22, และ 28 มิลลิกรัม/ลิตร และการทดลองควบคุม (0 มิลลิกรัม/ลิตร) ระดับละ
3  ซํ้ า    ใชอมบีาซํ ้าละ 10 ตัว ใสสารละลายแนฟทาลีนตามความเขมขนที่กํ าหนดไวลงในจานเพาะ
เชือ้ทีม่อีมบีา  ต้ังทิง้ไวในที่มืด  และบันทึกผลการตายของอมีบาที่เวลา 1.5 , 3 ,6 , 12 และ 24    
ชัว่โมงหลังจากไดรับสาร

การตายของอมีบาสังเกตจากการแตกของเยื่อหุมเซลลและไซโตพลาสซึมไหลออกสูภาย
นอก (Ord and Al-Atia, 1979)  ในระหวางท ําการทดลองไมมีการใหอาหาร  และไมมีการเปลี่ยน
ถายนํ้ าที่ใชในการทดลอง
     ขอมลูทีไ่ดน ํามาคํ านวณหาระดับความเปนพิษเฉียบพลันที่เวลา 24 ชั่วโมง (24 h - LC50)
ใชวิธีวิเคราะหแบบโปรบิท (probit analysis)  ตามวิธีการของ Finney (1971)   ซึ่งคา 24 h - LC50

ทีไ่ดจะเปนความเขมขนที่นํ าไปศึกษาผลของแนฟทาลนีตอไลโซโซมตอไป

     3.2  ผลของแนฟทาลีนตอความเสถียรของเยื่อหุมไลโซโซม
             แบงการทดลองออกเปน 5 กลุม             โดยใชสารละลายแนฟทาลนีความเขมขนเทากับ
8.85  มลิลิกรัม/ลิตร (24 h - LC50) ท ําการทดลองกลุมละ 3 ซํ้ า ใชอมบีาซํ้ าละ 10 ตัว  อยูในสาร
ละลายเปนเวลา 0 (การทดลองควบคุม),  1, 3, 6 และ12  ชัว่โมง (ดัดแปลงจาก Snyman, 2000)
ตรวจสอบความเปนพิษของแนฟทาลีนดวยวิธี neutral red retention (ดัดแปลงจาก Lowe and
Pipe, 1994) ดังนี้

- วางอมบีาลงในจานเพาะเชื้อ  ปลอยทิ้งไวใหอมบีาเกาะพื้น    ดูดเอา medium ออกให
เหลือนอยที่สุด

- เจือจางสารละลาย neutral red ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต  ดวย Modified
Chalkley,s medium (  ในสดัสวนสารละลาย neutral red ความเขมขน 0.02
เปอรเซ็นต    0.01 มิลลิลิตรตอ  Modified Chalkley,s medium 10 มิลลิลิตร)

- ใสสารละลาย neutral red ทีเ่จอืจางแลวลงในจานเพาะเชื้อ 2  มิลลิลิตร ทิ้งไวในที่มืด
2  ชัว่โมง

- หลงัจากนั้นดูดเอาสีสวนเกินออกแลวใส Modified Chalkley,s medium ลงไปแทนที่



- ศึกษาตัวอยางภายใตกลองจุลทรรศนแบบประกอบ   สังเกตเห็นไลโซโซมมีสีแดง  ใน
ขณะที่ไซโตพลาสซมึไมมีสี   ตรวจดูการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลอมีบาทุก ๆ  15 นาที
และสิน้สดุการทดสอบเมื่อ 50 เปอรเซ็นตของจํ านวนเซลลทั้งหมดมีไซโตพลาสซึมเปน
สีชมพู (เนื่องจากสี neutral red ไหลออกจากไลโซโซมสูไซโตพลาสซึม)  และเวลาที่ใช
นีถ้อืเปนเวลา   neutral red  retention   

             เปรียบเทียบความแตกตางของเวลา  neutral red retention ในแตละกลุมการทดลอง
ดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance : ANOVA)  และเปรียบเทียบความแตก
ตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Scheffe

     3.3 ผลของแนฟทาลีนตอการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนซ  ความยาวเสนผานศูนยกลาง     ปริมาตร
และจํ านวนของไลโซโซม
           แบงการทดลองออกเปน 3 กลุม โดยไดรับสารละลายแนฟทาลนีความเขมขนเทากับ 8.85
มิลลิกรัม/ลิตร  (24 h - LC50)        ใชอมบีากลุมละ 10 ตัว อยูในสารละลายเปนเวลา 0 (การทดลอง
ควบคมุ) 3 และ 12 ชั่วโมง  เมื่อส้ินสุดการทดลอง นํ าอมบีามายอมดวยสี neutral red ดังนี้

- วางอมบีาในจานเพาะเชื้อ  ปลอยใหอมบีาเกาะพื้น  ดูดเอา medium ออกใหเหลือนอย
ที่สุด

- เจอืจางสารละลาย neutral red ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต  ดวย Modified
Chalkley,s medium   ( ในสดัสวนสารละลาย  neutral red ความเขมขน 0.02
เปอรเซ็นต  0.01 มิลลิลิตร ตอ Modified Chalkley,s medium 15 มลิลิลิตร)

- ใสสารละลาย neutral red ทีเ่จอืจางแลวลงในจานเพาะเชื้อ 2 มิลลิลิตร  ทิ้งไวในที่มืด
15 นาที

- หลงัจากนั้นดูดเอาสีสวนเกินออกแลวใส Modified Chalkley,s medium ลงไปแทนที่
ต้ังทิง้ไวในที่มืด 10 นาที (ดัดแปลงจาก Allison and Young, 1964; Zdolsex et al.,
1990)

- ศึกษาตัวอยางภายใตกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร ก   บันทกึภาพตัวอยาง
อมีบาภายใตกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอนเลเซอรตัวอยางละ   20  ภาพ    โดย
บันทกึภาพทกุระดับความลึกของตัวอยาง 25 ไมโครเมตร (รูปที่ 6)     นํ าภาพมาศึกษา

ก  ดูรายละเอียดภาคผนวกที่ 3



การเรืองแสงฟลอูอเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซม โดยวัด
การเรืองแสงฟลูออเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซมดวย
กลองจลุทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร สวนการคํ านวณหาปริมาตรและจํ านวน
ของไลโซโซมใชเทคนิคสเตอริโอโลจี  ดังตอไปนี้

รูปที่ 6  การบนัทกึภาพตัวอยางอมีบาทุกระดับความลึกของตัวอยาง 25 ไมโครเมตร
     ทีม่า: www.plbio.ku/ak/~ais/confocal.html

3.3.1 การเรืองแสงฟลอูอเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซม     ศึกษา
ดวยกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร

           เลือกบริเวณในการศึกษาการเรืองแสงฟลูออเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนย
กลางของไลโซโซมโดยการสุมภาพดวยวิธีจับฉลาก (อภิญญา, 2531) จํ านวน 5 ภาพจากตัวอยาง
อมบีาแตละตวั จากภาพแตละภาพสุมเลือกบริเวณที่จะศึกษา 3 บริเวณ ดังนั้น ตัวอยางอมีบาแต
ละตวัวดัการเรืองแสงฟลูออเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนยกลาง  15 บริเวณ

3.3.1.1 การเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ
                                     วัดความเขมของการเรืองแสงฟลูอเรสเซนซในไลโซโซมและในไซโต- 
พลาสซึมดวยกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร  และบันทึกผล
                          3.3.1.2  ความยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซม
                          วดัความยาวและความกวางของไลโซโซม หลังจากนั้นคํ านวณหาความ
ยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซมไดจากนํ าคาความกวางของไลโซโซมบวกความยาวของ        
ไลโซโซมและหารดวยสอง (Domouhtsidou และ Dimitriadis., 2001)

} 25  ไมโครเมตร

http://www.plbio.ku/ak/~ais/confocal.html


                3.3.2   ปริมาตรและจํ านวนของไลโซโซม คํ านวณโดยใชเทคนิคสเตอริโอโลจี
(Weibel  et al., 1966 อางโดย Tansakul, 1977)

 บริเวณในการศึกษาปริมาตรและจํ านวนของไลโซโซมไดจากการสุมภาพถายภาย
ใตกลองจลุทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอรดวยวิธีจับฉลาก 5 ภาพจากตัวอยางอมีบา 1 ตัว และนํ า
มาค ํานวณหาปริมาตรและจํ านวนของไลโซโซม ดังนี้

                      3.3.2.1  ปริมาตรของไลโซโซม
                                    คํ านวณหาปริมาตรของไลโซโซมโดยวาง lattice test point system

ลงบนภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร  นับจํ านวนจุดของระบบทดสอบที่
ตกลงบนไลโซโซม (Pi) (รูปที ่ 7) และคํ านวนหาปริมาตรของไลโซโซมไดจากความสัมพันธของ
จ ํานวนจดุทีต่กลงบนไลโซโซมกับจํ านวนจุดทั้งหมดของระบบทดสอบ
จะไดวา Vvi = Pi / Pt

เมื่อ Vvi คือสัดสวนของปริมาตร
Pi คือจ ํานวนจุดที่ตกลงบนไลโซโซม
Pt คือจ ํานวณจุดทั้งหมดของระบบทดสอบ

รูปที ่ 7   ตัวอยางการนับจํ านวนจุดของระบบทดสอบที่ตกลงบนไลโซโซม
 ทีม่า: Weibel  et al., 1966 อางโดย Tansakul, 1977



                            3.3.2.2  จ ํานวนของไลโซโซม
                                         คํ านวณหาจํ านวนไลโซโซม (Nvi) โดยการวาง multipurpose test
system ลงบนภาพภายใตกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร    นบัจ ํานวนเสนของระบบ
ทดสอบที่ตัดกับไลโซโซม (Nai)     (รูปที ่8)  และคํ านวณหาปริมาตรของไลโซโซมจากสมการ  ดังนี้

Nvi =      β-1    . Nai(3/2)

      Vvi(1/2)

เมื่อ Nvi คือ จํ านวนไลโซโซมตอปริมาตร
Nai คือ จํ านวนของเสนที่ตัดกับไลโซโซมตอพื้นที่
Vvi คือ  สัดสวนของปริมาตร
β คือ dimensionless coefficient ของไลโซโซม

สํ าหรับโครงสรางที่มีรูปรางกลมคา β เทากับ 1.38 (Au et al., 1999)

รูปที ่8   ตัวอยางการนับจํ านวนเสนของระบบทดสอบที่ตัดกับไลโซโซม
ทีม่า: Weibel et al., 1966 อางโดย Tansakul, 1977

               เปรียบเทยีบความแตกตางของความยาวเสนผานศูนยกลาง   ความเขมของการเรืองแสง
ฟลูออเรสเซนซภายในไลโซโซมและในไซโตพลาสซึม ปริมาตรและจํ านวนของไลโซโซมในแตละ
กลุมการทดลอง   ดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉลี่ยดวยวิธี Scheffe




