
2.  วัสดุ อุปกรณและวิธีการ

วัสดุ
ตัวอยางอมีบา
Amoeba proteus  สายพันธุ PDA จากสตอก (stock) ของ รศ.ดร.เริงชัย  ตันสกุล ภาควิชา

ชีววทิยา คณะวิทยาศาสตร  มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร   ซึ่งไดรับจาก Dr. M. J. Ord     
University  of  Southampton ประเทศอังกฤษ เมื่อเดือนเมษายน 2539

สารเคมี
1. สารเคมีใชทดสอบความเปนพิษ

-  แนฟทาลีน
2.   สารเคมีที่ใชในการทดสอบความมีชีวิตของเซลล
       -  Neutral Red (Fluka)
3. สารเคมีที่ใชเตรียมอาหารเลี้ยงอมีบา

-  NaCl
                  -   NaHCO3

                  -   KCl
                  -   Na2HPO4.12H2O

-  CaHPO4

-  MgCl2
4. สารเคมีที่ใชปรับ pH ของอาหาร

 -  NaOH 
       -  HCl 
5. สารเคมีที่ใชลางอุปกรณ

-  นํ ้ายาท ําความสะอาดเอนกประสงคทีโพล (TEEPOL) (เชลลแหงประเทศไทย)



อุปกรณ

        -     กลองพลาสติกใส ขนาด 11 x 11 x 6 เซนติเมตร3

- จานเพาะเชื้อ (Petri dish)
- ขวดวัดปริมาตร ขนาด 10 และ 100 มิลลิลิตร
- ขวดรูปชมพู ขนาด 125 มิลลิลิตร
- บีกเกอรขนาด 50 และ 100 มิลลิลิตร
-     ปเปตขนาด 1 และ 10 มิลลิลิตร
-     กระบอกฉีดยา
-     หลอดหยดปลายยาว
-     สายยาง (rubber tubing) ขนาดเสนผานศูนยกลาง  0.5 เซนติเมตร
-     สไลดและแผนแกวปดสไลด
- กระดาษอลูมิเนียม (Aluminium foil)

        -     กลองจุลทรรศนแบบสเตอริโอ (OLYMPUS Model SZ-ST)
        -     กลองจุลทรรศนแบบประกอบ (OLYMPUS Model CH 30 )

- กลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร (OLYMPUS  Model PV300 )
- เครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร (UV-VIS Spectrophotometer Model hp 8435)
- pH - meter (PRION Model SA 520)
- เตากวนแมเหล็กไฟฟา (Fisher Scientific)
-     เครือ่งชั่งนํ้ าหนัก 4 ตํ าแหนง (Sartorius Model BP 210S)

วิธีการ

1.  เตรียมตัวอยางอมีบา
 อมบีาในหองปฏิบัติการเลี้ยงในกลองพลาสติกใส       กอนน ํากลองพลาสติกมาใชทุกครั้งตอง

ลางดวยนํ้ ายาทโีพลจนสะอาด  จากนั้นปลอยใหนํ้ าไหลผานประมาณครึ่งชั่วโมง  แลวลางดวยนํ้ า
กลัน่อกีครัง้ ทิง้ไวใหแหงกอนนํ ามาใช  การลางกลองใหสะอาดเพื่อใหอมีบาสามารถเกาะผิวกลอง
ได  การเลีย้งอมีบาเริ่มโดยการตมเมล็ดขาวสาลีในนํ้ ากลั่นประมาณ 5-10 นาที  จากนั้นนํ าเมล็ด
ขาวสาลทีีต่มแลวจํ านวน 1-2 เมล็ดมาใสในกลองพลาสติกที่มี  Modified Chalkley,s  medium



สูงประมาณ 1 เซนติเมตร (ปริมาตร 120 มิลลิลิตร) ที่ปรับใหมี pH 5.8 - 6.0  น ําเมล็ดขาวสาลีที่
มอีมบีาเกาะอยูจากกลองสตอกของภาควิชาชีววิทยามาใสในกลองที่เตรียมไวนี้   ต้ังทิ้งไวในหองที่
อุณหภูมิ 23 + 1   องศาเซลเซียส  ประมาณ 2 - 3 สัปดาห  อมีบาจะแบงตัวเปนจํ านวนมาก
(ปยรัตน, 2540)

อมบีาที่ใชในการศึกษาอยูในระยะดิวิชัน สเฟยร (division sphere) เซลลในระยะนี้จะ
สังเกตไดงาย ลักษณะเปนทรงกลมแตกตางจากปกติอยางเห็นไดชัด  (รูปที่ 2 ก และ ข) และไม
เกาะกบัพืน้กลอง เซลลในระยะนี้จะแบงตัวจากหนึ่งเปนสองภายในเวลาประมาณครึ่งชั่วโมง
(รูปที่ 2 ค และ ง)   หลงัจากเซลลแบงตัวแลวประมาณ 3   ชัว่โมงจงึนํ ามาใชในการทดลอง
(ดัดแปลงจาก Ord, 1970)

รูปที่ 2  อมีบา (A. proteus)  (ก)  ในระยะปกติ (ข) ในระยะดิวิชัน สเฟยร (ค) กํ าลังแบงตัว
           (ง)  หลังจากแบงตัวแลว  ไดเซลลใหม 2 เซลล  ( bar = 100 ไมโครเมตร)

(ก) (ข)

(ค) (ง)



2.  การเตรียมสารละลายแนฟทาลีน
เตรยีมสารละลายที่จะใชในการทดลองในรูปที่ละลายนํ้ า (Water Soluble Fraction : WSF)

ตามวิธีที่ดัดแปลงจาก Millemann et al. (1984) ละลายแนฟทาลีนในอาหารที่ใชเลี้ยงอมีบา  โดย
ใสในขวดรปูชมพูแลวคนจนกระทั่งแนฟทาลีนละลายหมดที่อุณหภูมิหอง  ปดปากขวดรูปชมพูดวย
กระดาษอลมูเินยีมเพื่อปองกันการระเหยของแนฟทาลีน   เมื่อตองการเตรียมสารละลายในระดับ
ความเขมขนทีต่องการใชในการทดลองใหเติมอาหารที่ใชเลี้ยงอมีบาลงไปเจือจางตามสัดสวน
     การหาความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีนใชวิธีเสนกราฟมาตรฐาน (ลาวัลย, 2543)     ดังนี้
เตรยีมสารละลายมาตรฐานแนฟทาลีน ดวยการชั่งสารแนฟทาลีน 30 มิลลิกรัม ละลายดวยนํ้ ากลั่น
จ ํานวนหนึง่จนกระทัง่แนฟทาลีนละลายหมด เติมนํ้ ากลั่นปรับปริมาตรใหเปน 1 ลิตร   จะไดสาร
ละลายมาตรฐานแนฟทาลีนตั้งตน 30 มิลลิกรัม/ลิตร  เจือจางสารละลายมาตรฐานแนฟทาลีนใหมี
ความเขมขน  0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, 24, 27 และ  30 มลิลิกรัม/ลิตร   น ําสารละลายมาตรฐาน
แนฟทาลนีไปวัดคาการดูดกลืนแสง (Absorbance) ดวยเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร    โดยเลือกสาร
ละลายมาตรฐานแนฟทาลนีความเขมขน 15 มิลลิกรัม/ลิตร  ไปสแกนหาความความยาวคลื่นใน
ชวงคลืน่อลัตราไวโอเลต   (รูปที่ 3) ไดคาความยาวคลื่นที่มีคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย
แนฟทาลีนสงูสุดเทากับ 276 nm   น ําความยาวคลื่นที่ไดมาใชสํ าหรับเครื่องสเปคโตโฟโตมิเตอร
หลงัจากนัน้ วัดคาการดูดกลืนแสงของสารละลายมาตรฐานแนฟทาลนีความเขมขนตาง ๆ ที่
ความยาวคลื่น 276 nm  ไดคาการดูดกลืนแสงดังนี้   ที่ความเขมขนขน 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21,
24, 27  และ 30 มิลลิกรัม/ลิตร ไดคาแอบซอบแบนซ 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 ําคาการดดูกลืนแสงที่ไดไปเขียนกราฟความสัมพันธระหวางความเขมขนของสาร
ละลายแนฟทาลีนกับคาการดูดกลืนแสงจะไดเสนกราฟมาตรฐาน (Standard curve)    (รูปที่ 4)
สวนการหาความเขมขนของสารตัวอยางทํ าไดโดยวัดคาการดูดกลืนแสงของสารตัวอยางที่สภาวะ
เดยีวกบัสารละลายมาตรฐาน     แลวนํ าคาการดูดกลืนแสงที่ไดมาหาคาความเขมขนของสารตัว
อยางจากเสนกราฟมาตรฐานตอไป



รูปที ่3  การดูดกลืนแสงของสารละลายแนฟทาลีนทีค่วามยาวคลื่นชวงอัลตราไวโอเลต

ตารางที ่1  ขอมูลคาการดูดกลืนแสงอัลตราไวโอเลตของสารละลายมาตรฐานแนฟทาลีน
     ทีค่วามยาวคลื่น 276 nm

ตัวอยางที่ ความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีน (มิลลิกรัม/ลิตร)      คาการดูดกลืนแสง (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  เสนกราฟมาตรฐานของสารละลายมาตรฐานแนฟทาลีน (r2 =0.99989)

3.  วธิกีารทดลอง
     3.1  ความเปนพิษเฉียบพลัน ของแนฟทาลีนตออมีบา
             การทดลองเพือ่หาคาความเปนพิษเฉียบพลันของสาร ประกอบดวย  2 ข้ันตอน คือ การ
ทดลองขั้นตน (Range - finding toxicity test) และการทดลองอยางละเอียด (Short - term
definitive test) (APHA, AWWA and WEF, 1998)  มข้ัีนตอนดังนี้

            3.1.1  การทดลองขั้นตน  
            การทดลองเพือ่หาความเขมขนของแนฟทาลีนที่มีผลตออมีบาในชวงกวาง   โดย

หาความเขมขนตํ่ าสุดที่ทํ าใหอมีบาตาย 100 เปอรเซ็นต        และความเขมขนสูงสุดที่ทํ าใหอมีบามี
ชวีติรอด 100 เปอรเซ็นต ทํ าการทดลองเปน 5 ระดับ คือที่ความเขมขน 0 (การทดลองควบคุม) 5,
15, 25 และ 30 มลิลิกรัม/ลิตร ระดับละ 10 ตัว โดยใสสารละลายแนฟทาลีนความเขมขนที่กํ าหนด
ไวในจานเพาะเชื้อที่มีอมีบา ปดฝาจานเพาะเชื้อเพื่อลดการระเหยของสารละลายแนฟทาลีน
บันทกึผลการตายของอมีบาที่เวลา 24 ชั่วโมง  จากการทดลองมีจํ านวนการตายของอมีบาดังนี้
ความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีน 0, 5, 15, 25 และ 30 มิลลิกรัม/ลิตร จํ านวนอมีบาตาย 0,
1, 5, 6   และ 10 ตัวตามลํ าดับ (ตารางที่ 2) นํ าขอมูลที่ไดมาเขียนกราฟแสดงความสัมพันธระหวาง
ความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีนและจํ านวนการตายของอมีบาที่เวลา 24 ชั่วโมง (รูปที่ 5)
ไดคาความเขมขนตํ่ าสุดที่ทํ าใหอมีบาตาย 100 เปอรเซ็นต  เทากับ 28 มิลลิกรัม/ลิตร และความเขม
ขนสงูสดุทีท่ ําใหอมีบามีชีวิตรอด 100 เปอรเซ็นต เทากับ 3 มิลลิกรัม/ลิตร ดังนั้น ความเขมขน
ของสารละลายแนฟทาลีนทีจ่ะใชในการทดลองขั้นที่ 2 คือ ชวงระหวาง  3  -  28  มิลลิกรัม/ลิตร
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ตารางที ่2  จํ านวนการตายของอมีบาที่ไดรับสารละลายแนฟทาลนีความเขมขน 0 (การทดลอง
                 ควบคมุ), 5, 15, 25 และ 30 มิลลิกรัม/ลิตร  ภายในเวลา 24 ชั่วโมง (n =  10)

ความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีน
(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  กราฟแสดงความสัมพันธระหวางความเขมขนของสารละลายแนฟทาลีนกับการตายของ
           อมบีาทีเ่วลา 24 ชั่วโมง  (n = 10)
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            3.1.2  การทดลองอยางละเอียด   
            การทดลองเพื่อหาคาความเปนพิษของแนฟทาลีนโดยละเอียด โดยแบงความเขม

ขนของสารละลายแนฟทาลีนระหวางความเขมขน 3 - 28 มิลลิกรัม/ลิตรออกเปน 5 ระดับ คือความ
เขมขน 3, 10, 16, 22, และ 28 มิลลิกรัม/ลิตร และการทดลองควบคุม (0 มิลลิกรัม/ลิตร) ระดับละ
3  ซํ้ า    ใชอมบีาซํ ้าละ 10 ตัว ใสสารละลายแนฟทาลีนตามความเขมขนที่กํ าหนดไวลงในจานเพาะ
เชือ้ทีม่อีมบีา  ต้ังทิง้ไวในที่มืด  และบันทึกผลการตายของอมีบาที่เวลา 1.5 , 3 ,6 , 12 และ 24    
ชัว่โมงหลังจากไดรับสาร

การตายของอมีบาสังเกตจากการแตกของเยื่อหุมเซลลและไซโตพลาสซึมไหลออกสูภาย
นอก (Ord and Al-Atia, 1979)  ในระหวางท ําการทดลองไมมีการใหอาหาร  และไมมีการเปลี่ยน
ถายนํ้ าที่ใชในการทดลอง
     ขอมลูทีไ่ดน ํามาคํ านวณหาระดับความเปนพิษเฉียบพลันที่เวลา 24 ชั่วโมง (24 h - LC50)
ใชวิธีวิเคราะหแบบโปรบิท (probit analysis)  ตามวิธีการของ Finney (1971)   ซึ่งคา 24 h - LC50

ทีไ่ดจะเปนความเขมขนที่นํ าไปศึกษาผลของแนฟทาลนีตอไลโซโซมตอไป

     3.2  ผลของแนฟทาลีนตอความเสถียรของเยื่อหุมไลโซโซม
             แบงการทดลองออกเปน 5 กลุม             โดยใชสารละลายแนฟทาลนีความเขมขนเทากับ
8.85  มลิลิกรัม/ลิตร (24 h - LC50) ท ําการทดลองกลุมละ 3 ซํ้ า ใชอมบีาซํ้ าละ 10 ตัว  อยูในสาร
ละลายเปนเวลา 0 (การทดลองควบคุม),  1, 3, 6 และ12  ชัว่โมง (ดัดแปลงจาก Snyman, 2000)
ตรวจสอบความเปนพิษของแนฟทาลีนดวยวิธี neutral red retention (ดัดแปลงจาก Lowe and
Pipe, 1994) ดังนี้

- วางอมบีาลงในจานเพาะเชื้อ  ปลอยทิ้งไวใหอมบีาเกาะพื้น    ดูดเอา medium ออกให
เหลือนอยที่สุด

- เจือจางสารละลาย neutral red ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต  ดวย Modified
Chalkley,s medium (  ในสดัสวนสารละลาย neutral red ความเขมขน 0.02
เปอรเซ็นต    0.01 มิลลิลิตรตอ  Modified Chalkley,s medium 10 มิลลิลิตร)

- ใสสารละลาย neutral red ทีเ่จอืจางแลวลงในจานเพาะเชื้อ 2  มิลลิลิตร ทิ้งไวในที่มืด
2  ชัว่โมง

- หลงัจากนั้นดูดเอาสีสวนเกินออกแลวใส Modified Chalkley,s medium ลงไปแทนที่



- ศึกษาตัวอยางภายใตกลองจุลทรรศนแบบประกอบ   สังเกตเห็นไลโซโซมมีสีแดง  ใน
ขณะที่ไซโตพลาสซมึไมมีสี   ตรวจดูการเปลี่ยนแปลงภายในเซลลอมีบาทุก ๆ  15 นาที
และสิน้สดุการทดสอบเมื่อ 50 เปอรเซ็นตของจํ านวนเซลลทั้งหมดมีไซโตพลาสซึมเปน
สีชมพู (เนื่องจากสี neutral red ไหลออกจากไลโซโซมสูไซโตพลาสซึม)  และเวลาที่ใช
นีถ้อืเปนเวลา   neutral red  retention   

             เปรียบเทียบความแตกตางของเวลา  neutral red retention ในแตละกลุมการทดลอง
ดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (Analysis of Variance : ANOVA)  และเปรียบเทียบความแตก
ตางของคาเฉลี่ยดวยวิธี Scheffe

     3.3 ผลของแนฟทาลีนตอการเรืองแสงฟลอูอเรสเซนซ  ความยาวเสนผานศูนยกลาง     ปริมาตร
และจํ านวนของไลโซโซม
           แบงการทดลองออกเปน 3 กลุม โดยไดรับสารละลายแนฟทาลนีความเขมขนเทากับ 8.85
มิลลิกรัม/ลิตร  (24 h - LC50)        ใชอมบีากลุมละ 10 ตัว อยูในสารละลายเปนเวลา 0 (การทดลอง
ควบคมุ) 3 และ 12 ชั่วโมง  เมื่อส้ินสุดการทดลอง นํ าอมบีามายอมดวยสี neutral red ดังนี้

- วางอมบีาในจานเพาะเชื้อ  ปลอยใหอมบีาเกาะพื้น  ดูดเอา medium ออกใหเหลือนอย
ที่สุด

- เจอืจางสารละลาย neutral red ความเขมขน 0.02 เปอรเซ็นต  ดวย Modified
Chalkley,s medium   ( ในสดัสวนสารละลาย  neutral red ความเขมขน 0.02
เปอรเซ็นต  0.01 มิลลิลิตร ตอ Modified Chalkley,s medium 15 มลิลิลิตร)

- ใสสารละลาย neutral red ทีเ่จอืจางแลวลงในจานเพาะเชื้อ 2 มิลลิลิตร  ทิ้งไวในที่มืด
15 นาที

- หลงัจากนั้นดูดเอาสีสวนเกินออกแลวใส Modified Chalkley,s medium ลงไปแทนที่
ต้ังทิง้ไวในที่มืด 10 นาที (ดัดแปลงจาก Allison and Young, 1964; Zdolsex et al.,
1990)

- ศึกษาตัวอยางภายใตกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร ก   บันทกึภาพตัวอยาง
อมีบาภายใตกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอนเลเซอรตัวอยางละ   20  ภาพ    โดย
บันทกึภาพทกุระดับความลึกของตัวอยาง 25 ไมโครเมตร (รูปที่ 6)     นํ าภาพมาศึกษา

ก  ดูรายละเอียดภาคผนวกที่ 3



การเรืองแสงฟลอูอเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซม โดยวัด
การเรืองแสงฟลูออเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซมดวย
กลองจลุทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร สวนการคํ านวณหาปริมาตรและจํ านวน
ของไลโซโซมใชเทคนิคสเตอริโอโลจี  ดังตอไปนี้

รูปที่ 6  การบนัทกึภาพตัวอยางอมีบาทุกระดับความลึกของตัวอยาง 25 ไมโครเมตร
     ทีม่า: www.plbio.ku/ak/~ais/confocal.html

3.3.1 การเรืองแสงฟลอูอเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซม     ศึกษา
ดวยกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร

           เลือกบริเวณในการศึกษาการเรืองแสงฟลูออเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนย
กลางของไลโซโซมโดยการสุมภาพดวยวิธีจับฉลาก (อภิญญา, 2531) จํ านวน 5 ภาพจากตัวอยาง
อมบีาแตละตวั จากภาพแตละภาพสุมเลือกบริเวณที่จะศึกษา 3 บริเวณ ดังนั้น ตัวอยางอมีบาแต
ละตวัวดัการเรืองแสงฟลูออเรสเซนซและความยาวเสนผานศูนยกลาง  15 บริเวณ

3.3.1.1 การเรืองแสงฟลูออเรสเซนซ
                                     วัดความเขมของการเรืองแสงฟลูอเรสเซนซในไลโซโซมและในไซโต- 
พลาสซึมดวยกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร  และบันทึกผล
                          3.3.1.2  ความยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซม
                          วดัความยาวและความกวางของไลโซโซม หลังจากนั้นคํ านวณหาความ
ยาวเสนผานศูนยกลางของไลโซโซมไดจากนํ าคาความกวางของไลโซโซมบวกความยาวของ        
ไลโซโซมและหารดวยสอง (Domouhtsidou และ Dimitriadis., 2001)

} 25  ไมโครเมตร

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


                3.3.2   ปริมาตรและจํ านวนของไลโซโซม คํ านวณโดยใชเทคนิคสเตอริโอโลจี
(Weibel  et al., 1966 อางโดย Tansakul, 1977)

 บริเวณในการศึกษาปริมาตรและจํ านวนของไลโซโซมไดจากการสุมภาพถายภาย
ใตกลองจลุทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอรดวยวิธีจับฉลาก 5 ภาพจากตัวอยางอมีบา 1 ตัว และนํ า
มาค ํานวณหาปริมาตรและจํ านวนของไลโซโซม ดังนี้

                      3.3.2.1  ปริมาตรของไลโซโซม
                                    คํ านวณหาปริมาตรของไลโซโซมโดยวาง lattice test point system

ลงบนภาพถายภายใตกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร  นับจํ านวนจุดของระบบทดสอบที่
ตกลงบนไลโซโซม (Pi) (รูปที ่ 7) และคํ านวนหาปริมาตรของไลโซโซมไดจากความสัมพันธของ
จ ํานวนจดุทีต่กลงบนไลโซโซมกับจํ านวนจุดทั้งหมดของระบบทดสอบ
จะไดวา Vvi = Pi / Pt

เมื่อ Vvi คือสัดสวนของปริมาตร
Pi คือจ ํานวนจุดที่ตกลงบนไลโซโซม
Pt คือจ ํานวณจุดทั้งหมดของระบบทดสอบ

รูปที ่ 7   ตัวอยางการนับจํ านวนจุดของระบบทดสอบที่ตกลงบนไลโซโซม
 ทีม่า: Weibel  et al., 1966 อางโดย Tansakul, 1977



                            3.3.2.2  จ ํานวนของไลโซโซม
                                         คํ านวณหาจํ านวนไลโซโซม (Nvi) โดยการวาง multipurpose test
system ลงบนภาพภายใตกลองจุลทรรศนแบบคอนโฟคอลเลเซอร    นบัจ ํานวนเสนของระบบ
ทดสอบที่ตัดกับไลโซโซม (Nai)     (รูปที ่8)  และคํ านวณหาปริมาตรของไลโซโซมจากสมการ  ดังนี้

Nvi =      β-1    . Nai(3/2)

      Vvi(1/2)

เมื่อ Nvi คือ จํ านวนไลโซโซมตอปริมาตร
Nai คือ จํ านวนของเสนที่ตัดกับไลโซโซมตอพื้นที่
Vvi คือ  สัดสวนของปริมาตร
β คือ dimensionless coefficient ของไลโซโซม

สํ าหรับโครงสรางที่มีรูปรางกลมคา β เทากับ 1.38 (Au et al., 1999)

รูปที ่8   ตัวอยางการนับจํ านวนเสนของระบบทดสอบที่ตัดกับไลโซโซม
ทีม่า: Weibel et al., 1966 อางโดย Tansakul, 1977

               เปรียบเทยีบความแตกตางของความยาวเสนผานศูนยกลาง   ความเขมของการเรืองแสง
ฟลูออเรสเซนซภายในไลโซโซมและในไซโตพลาสซึม ปริมาตรและจํ านวนของไลโซโซมในแตละ
กลุมการทดลอง   ดวยวิธีวิเคราะหความแปรปรวน (ANOVA) และเปรียบเทียบความแตกตางของ
คาเฉลี่ยดวยวิธี Scheffe




