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บทที่ 3 

อุปกรณ์และวธีิการวจิัย 

3.1 อุปกรณ์ 

3.1.1 เซลล์ที่ใช้ในการทดสอบ (Cell culture) 

- เซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนมนุษย ์SW1353 (Human chondrosarcoma) 
- เซลลก์ระดูกอ่อนปกติปฐมภูมิของสุนขั (Primary canine chondrocyte) 

3.1.2 สารเคมี 

- Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) (Gibco, USA) 
- Fetal Bovine Serum (FBS) (Gibco, USA) 
- Penicillin - Streptomycin (Gibco, USA) 
- Amphotericin B (Gibco, USA) 
- Phosphate buffer saline (PBS) (Vivantis Technologies, Malaysia) 
- Ethylenediaminetetra-acetic acid (EDTA) (Lab-scan, Ireland) 
- Dichloromethane (Analytical Reagent grade; AR grade) (RCI Labscan, Thailand) 
- Methanol (Analytical Reagent grade; AR grade) (J.T. Baker, Center Valley PA) 
- Dimethyl sulfoxide (DMSO) (Merck, Germany) 
- Tetrazolium dye MTT 3- (4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide 

(Bio Basic, Canada) 
- Dimethyl sulfoxide (DMSO) (RCI Labscan, Thailand) 
- NaCl (Merck, Germany) 
- KCl (Merck, Germany) 
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- Na2HPO4 (Lab-scan, Ireland) 
- KH2PO4 (Merck, Germany) 
- Trypan blue (Gibco, USA) 
- น ้ ำกลัน่ 

3.1.3 เอนไซม์ 

- Trypsin (Gibco, USA) 

3.1.4 ชุดทดสอบ 

- Muse® Caspase-3/7 Assay apoptosis detection kit (Merck Millipore, Thailand) 

3.1.5 อุปกรณ์ในชุดทดสอบ 

- Buffer 
- Caspase-3/7 working reagent 
- 7-AAD working reagent 
- 7-AAD หรือ 7-aminoactinomycinD เป็นสำรสัญลกัษณ์ที่บ่งบอกกำรสูญเสียสภำพของ

ผนงัเซลล ์(cell debris) ที่นิยมน ำมำใชใ้นกำรทดสอบหำกำรตำยของเซลล ์

3.1.6 อุปกรณ์ที่ปลอดเช้ือ (sterile) 

- ขวดเล้ียงเซลล์ (culture flask) ขนำดพื้นที่เพำะเล้ียง 25 และ 75 ตำรำงเซนติเมตร (Nunc, 
Denmark) 

- จำนเพำะเล้ียงแบบ 96 หลุม (96-well plate) (Nunc, Denmark) 
- Centrifuge tube ขนำด 10 และ 50 มิลลิลิตร 
- Micro centrifuge tube ขนำด 1.5 มิลลิลิตร 
- อุปกรณ์ช่วยไปเปต (pipette aid) 
- Autopipette ขนำด 2, 20, 100 และ 1,000 ไมโครลิตร 
- Multichannel pipette แบบ 8 channels ขนำด 200 ไมโครลิตร  
- Tips ขนำด 10, 200 และ 1,000 ไมโครลิตร 
- ขวด Duran ขนำด 100, 500 และ 1,000 มิลลิลิตร 
- Syringe filter ขนำด 0.2 ไมโครเมตร (Sartorius, Germany) 
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3.1.7 อุปกรณ์ที่ไม่ปลอดเช้ือ (nonsterile) 

- ถุงมือยำง 
- ตะเกียงแอลกอฮอล ์
- ไฟแช็ก 
- ภำชนะทิ้งสำร (waste bottle) 
- พำรำฟิลม์ 
- กระดำษช ำระ 
- Haemocytometer และ cover slip ส ำหรับนบัเซลล ์

3.1.8 เคร่ืองมือที่ใช้ในการทดลอง 

- ตูเ้พำะเล้ียงภำยใตบ้รรยำกำศคำร์บอนไดออกไซด ์(CO2 incubator) (SLshellab, Canada) 
- ตูเ้ยน็ 4 องศำเซลเซียส 
- ตูท้  ำงำนปลอดเช้ือ (Dwyer, USA) 
- เคร่ือง vortex (Shelton, USA รุ่น VSM-3) 
- Shaker ควบคุมอุณหภูมิ (Shellab, Canada) 
- เคร่ืองป่ันเหวีย่ง (Hettich, UK รุ่น Mikro 200) 
- เคร่ืองอ่ำนวัดค่ำกำรดูดกลืนแสงแบบไมโครเพลท (spectrophotometer micro-plate 

reader) 
- อ่ำงน ้ ำควบคุมอุณหภูมิ (water bath) (Memmert, Germany) 
- เคร่ืองชัง่สำรเคมี 
- เคร่ืองวดั pH (Toledo, Switzerland) 
- กลอ้งจุลทรรศน์เลนส์วตัถุอยูด่ำ้นล่ำง (inversed microscope) (Nikon, Japan รุ่น ECLIPSE 

TE 300) 
- หมอ้น่ึงอดัไอน ้ ำ (autoclave) (Hirayama, Japan รุ่น HiclaveHV-110) 
- เคร่ืองกรองน ้ ำบริสุทธ์ิ (Elga purelab option, UK รุ่น 03007BPM1) 

3.2 สถานที่ด าเนินการ 

หอ้งปฏิบติักำรวจิยัเพำะเล้ียงเน้ือเยือ่ คณะสตัวแพทยศำสตร์ มหำวทิยำลยัเชียงใหม่ 
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3.3 ขอบเขตการวิจัย 

 ศึกษำผลกำรใชส้ำรสกดัหยำบสมุนไพรจ ำนวน 31 ชนิด ทดสอบกบัเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน
และเซลลก์ระดูกอ่อนเพำะเล้ียงในหอ้งปฏิบติักำร (in vitro) เพือ่หำค่ำควำมเขม้ขน้ของสำรสกดัหยำบ
ที่ท  ำให้เกิดกำรยบัย ั้งกำรเพิ่มจ ำนวนเซลล์ร้อยละ 50 ของจ ำนวนเซลล์ของสำรสกัดแต่ละชนิดและ
คัดเลือกสมุนไพรที่มีคุณสมบัติที่ดีในกำรยบัย ั้งกำรเจริญของเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน เพื่อน ำมำ
ทดสอบกำรตำยของเซลลแ์บบอะพอพโทซิส 

3.4 วิธีวิจัย 

 3.4.1 การเลีย้งเซลล์เพื่อใช้ในการทดลอง 

ในงำนวจิยัน้ีใชเ้ซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน (human chondrosarcoma) SW1353 ซ่ึงเป็นเซลลท์ี่เคย
มีรำยงำนกำรใช้ทดสอบประสิทธิภำพในกำรรักษำของ anti- tumor agent (Makoto et al. 2008) 
เซลล์มะเร็งกระดูกอ่อน SW1353 ได้รับควำมอนุเครำะห์จำกภำควิชำชีวเคมี คณะแพทยศำสตร์ 
มหำวิทยำลัยเชียงใหม่ ร่วมกับเซลล์กระดูกอ่อนปกติซ่ึงเป็นเซลล์กระดูกอ่อนปฐมภูมิของสุนัข 
(primary canine chondrocyte) ท  ำกำรเก็บตัวอย่ำงจำกขอ้เข่ำปกติของสุนัขภำยในเวลำ 24 ชั่วโมง
หลงัจำกกำรผำ่ตดัจำกสุนขัที่เขำ้รับกำรตดัขำตำมวิธีมำตรฐำนทำงศลัยศำสตร์ทำงสัตวแพทย ์กำรเก็บ
ตวัอยำ่งเซลลก์ระดูกอ่อนปฐมภูมิของสุนขัท ำไดโ้ดยเอำชั้นผวิหนงั กลำ้มเน้ือ เสน้เอ็นและหลอดเลือด
บริเวณขำออกโดยไม่เปิดถุงหุ้มขอ้ น ำส่วนที่เหลือไปแช่ในน ้ ำยำเดทตอลเจือจำง 5 % เป็นเวลำ 15 
นำทีและน ำไปแช่ต่อในเอทิลแอลกอฮอล ์95 % เป็นเวลำ 15 นำที เก็บกระดูกอ่อนผวิขอ้ดว้ยวธีิปลอด
เช้ือ (aseptic technique) ใชมี้ดตดักระดูกอ่อนผิวขอ้เป็นช้ินเล็กขนำดประมำณ 1 - 2 ตำรำงมิลลิเมตร 
น ำไปจุ่มในเอทิลแอลกอฮอล ์95 % นำน 2 - 5 วนิำที แลว้น ำมำแช่ใน PBS 20 มิลลิลิตรที่มียำปฏิชีวนะ
เจนต้ำมัยซินเข้มข้น 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตรแล้วจึงยำ้ยลงในจำนเล้ียงเซลล์ที่มี PBS และยำ
ปฏิชีวนะ 1 % ใชก้รรไกรผำ่ตดัตดัช้ินกระดูกใหมี้ขนำดเล็กที่สุดเท่ำที่จะตดัได ้แลว้ยำ้ยลงในจำนเล้ียง
เซลล์ที่ มี  Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) ที่ มี เอนไซม์คอลลำจีเนสเข้มข้น 100 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 5 % CO2 อุณหภูมิ 37 oC เป็นเวลำ 21 ชัว่โมง เม่ือครบเวลำแลว้จึงดูด
เอนไซม์คอลลำจีเนสทิ้ง เติม DMEM ที่มี Fetal calf serum (FCS) 10 % และยำปฏิชีวนะเจนต้ำมัยซิ
นเขม้ขน้ 50 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร บ่มที่ 5 % CO2 อุณหภูมิ 37 oC เปล่ียนอำหำรเล้ียงเซลล์ทุก ๆ  48 
ชั่วโมง เซลล์กระดูกอ่อนปฐมภูมิจะถูกน ำมำเพำะเล้ียงต่อทำงห้องปฏิบัติกำรตำมวิธีของ 
Nganvongpanit และคณะ (2009)  
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เซลล์ทั้ งสองชนิดถูกน ำมำเพำะเล้ียงในอำหำรเล้ียงเซลล์ Dulbecco’s modified Eagle’s 
medium (DMEM) ที่ผสม 10 % (ปริมำตรต่อปริมำตร) fetal bovine serum และ 1% (ปริมำตรต่อ
ปริมำตร) antibiotic-antimycotic (มีส่วนผสมของเพนนิซิลิน 10,000 ยนิูทต่อไมโครลิตร สเตรปโตมยั
ซิน 10,000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร และแอมโฟเทริซิน บี 25 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร) 

3.4.2 การเตรียมสารสกัดหยาบสมุนไพร  

สำรสกดัหยำบ (crude extract) สมุนไพรที่น ำมำใชใ้นกำรทดลองน้ีไดรั้บควำมอนุเครำะห์มำ
จำกห้องปฏิบติักำรกลำงคณะเกษตรศำสตร์มหำวิทยำลยัเชียงใหม่ โดยมีสมุนไพรที่น ำมำทดสอบ
ทั้งหมด 16 ชนิด ไดแ้ก่ กอ้งแกบเครือกอ้งแกบเครือ (Ventilago denticulate Willd.), ดีหมี (Cleidion 
javanicum Blume), โด่ไม่รู้ล้ม (Elephantopus scaber L), ต้ิวเหลือง (Cratoxylum formosum (Jack) 
Dyer), ตีนฮุง้ดอย (Paris polyphylla var. chinensis), เปลำ้เลือด (Stephania venosa (Blume) Spreng.), 
ฝำง (Caesalpinia sappan L), เพกำ (Oroxylum indicum (L.) Kurz), มะเด่ือปลอ้ง (Ficus thailandica 
C.C. Berg & S. Gardner), ไม้แดง (Xylia xylocarpa Taub.), รำงจืด (Thunbergia laurifolia Lindl.), 
รำงจืดแดง (Thunbergia coccinea Wall.), ละหุ่งแดง (Ricinus communis L.), สีฟันคนทำ (Harrisonia 
perforata (Blanco) Merr.), เห็ดถั่งเช่ำ (Cordyceps militaris) และอ้อยขม (Saccharum officinarum 
Linn) โดยสมุนไพรทั้ง 16 ชนิดถูกสกัดด้วยวิธีกำรสกัดทั้ ง 2 แบบ คือ สกัดโดยไดคลอโรมีเทน 
(dichloromethane) และเมทำนอล (methanol) ยกเวน้สำรสกัดหยำบเมทำนอลของเห็ดถัง่เช่ำที่ไม่มี
ตวัอยำ่งสำรสกดัหยำบจึงไม่สำมำรถน ำมำทดสอบได ้ท ำให้สำรสกดัหยำบทั้งหมดมี 31 ชนิด น ำสำร
สกดัหยำบที่ไดม้ำละลำยในตวัท ำละลำย DMSO (20 มิลลิกรัมของสำรสกดัหยำบต่อ 1 มิลลิลิตรของ 
DMSO) เพือ่เป็น stock solution (Salvat et al. 2001)  

กำรเตรียมสำรสกดัหยำบสมุนไพร (กนกวรรณ 2554) มีขั้นตอนดงัน้ีคือ บดตวัอยำ่งพืชแห้ง
ให้ละเอียดด้วยเคร่ืองบดหยำบ (Blender) น ำมำชั่ง 50 กรัม สกัดด้วยเมทำนอล (AR grade) 2 ลิตร 
ประมำณ 72 ชัว่โมงที่อุณหภูมิห้องในที่มืด เม่ือครบเวลำดงักล่ำวแลว้จึงกรองตวัอยำ่งดว้ยกระดำษ
กรองเบอร์ 42 แล้วน ำสำรสกัดเมทำนอลที่ได้ไประเหยให้แห้งด้วย rotary evaporator ได้สำรสกัด
หยำบเมทำนอล (methanol crude extract) ชั่งปริมำณสำรสกัดที่ได้ จดบนัทึก หลังจำกนั้นน ำกำกที่
เหลือมำสกดัดว้ยเมทำนอลอีกสองคร้ังแลว้น ำสำรสกดัมำรวมกนั น ำกำกที่ผำ่นกำรสกดัดว้ยเมทำนอล
แลว้มำสกดัดว้ยไดคลอโรมีเทน ปริมำตร 2 ลิตร ตั้งทิ้งไวท้ี่อุณหภูมิห้องในที่มืดเป็นเวลำ 72 ชัว่โมง 
กรอง และระเหยแห้งด้วย Rotary Evaporator ได้สำรสกัดหยำบไดคลอโรมีเทน (dichloromethane 
crude extract) ชัง่ปริมำณสำรสกดัที่ไดแ้ละจดบนัทึก หลงัจำกนั้นน ำกำกที่เหลือมำสกดัดว้ยไดคลอโร
มีเทนอีกสองคร้ังแลว้น ำสำรสกดัมำรวมกนั  
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3.4.3 การคดัเลือกสารสกัดหยาบด้วยวิธี MTT assay 

ในงำนวจิยัน้ีไดศึ้กษำผลของสำรสกดัหยำบสมุนไพรทั้งหมด 31 ชนิด เพือ่หำค่ำควำมเป็นพิษ
ของสำรทดสอบต่อเซลลก์ระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อนดว้ยวิธี MTT assay โดยอ่ำนผล
หลังกำรทดสอบที่  24 ชั่วโมง ซ่ึงกำรทดสอบในเซลล์กระดูกอ่อนแบบชั้ นเดียว (monolayer 
chondrocyte) จะท ำภำยในระยะเวลำ 19 ถึง 36 ชั่วโมง (Favaretto et al. 1989; Castell and Gomez-
Lechon 1996; Alegre-Aguaron et al. 2014) คดัเลือกสำรสกดัหยำบสมุนไพรด้วยวิธี MTT assay คือ
กำรวดัปริมำณเซลล์มีชีวิตด้วยกำรดู metabolic activity ของเซลล์ โดยหลักกำร เซลล์ที่มีชีวิตจะ
สำมำรถเปล่ียน tetrazolium dye MTT 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide 
ใหเ้ป็น formazan ซ่ึงมีสีม่วงฟ้ำไดโ้ดยเอนไซม ์mitocholdrial reductase ในไมโตคอนเดรียของเซลล์ที่
ยงัมีชีวติ หลงัจำกนั้นสีจะถูกวดัค่ำควำมดูดกลืนแสง (absorption) ที่ 570 นำโนเมตรโดยที่ปริมำณของ
สีม่วงที่เพิ่มขึ้นหมำยถึงปริมำณของเซลล์มีชีวิตเพิ่มขึ้น หลังจำกกำรทดสอบเซลล์ด้วย MTT assay 
สำมำรถทรำบปริมำณเซลลท์ี่มีชีวติหรือค่ำควำมเป็นพษิของสำรทดสอบต่อเซลล ์(cytotoxicity) ได ้

กำรทดลองจะแบ่งควำมเข้มขน้ของสำรสกัดหยำบสมุนไพรทั้ง 15 ชนิด ทั้ งที่สกัดแบบ 
methanol และ dichloromethane ออกเป็น 10 ควำมเขม้ขน้ คือ 900, 800, 700, 600, 500, 400, 300, 200, 
100, 50 และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร ทดลองทั้งในเซลล์มะเร็งกระดูกอ่อนและเซลลก์ระดูกอ่อน
ปฐมภูมิที่เล้ียงใน 96 well plate ใช ้5% DMSO เป็น positive control ที่แสดงกำรตำยของเซลล ์(Toru et 
al. 2002) ใชอ้ำหำรเล้ียงเซลลป์กติเป็น negative control และใช ้0.25% DMSO ซ่ึงเป็นควำมเขม้ขน้สูง
ที่สุดที่ใชใ้นกำรท ำละลำยสำรสกดัหยำบเพื่อลดปัจจยัเร่ืองกำรตำยจำกฤทธ์ิของตวัท ำละลำย DMSO 
(น ำผลไปใชใ้นกำรค ำนวณทำงสถิติ) โดยจะท ำกำรทดลองให้เซลลไ์ดรั้บกำรสกดัและเพำะเล้ียงเป็น
เวลำ 24 ชัว่โมง แลว้จึงน ำไปวดัปริมำณเซลลมี์ชีวติ (Cell viability) ดว้ยวธีิ MTT assay เพือ่หำค่ำควำม
เขม้ขน้ของสำรสกดัหยำบที่ยบัย ั้งกำรเพิม่จ  ำนวนเซลลร้์อยละ 50 ของจ ำนวนเซลลท์ั้งหมดตำมขั้นตอน
คือ ชัง่สำร MTT 5 มิลลิกรัม ผสมกบั DMEM 10 มิลลิลิตรใหล้ะลำยจนไม่เหลือตะกอนของสำร MTT 
โดยค ำนวณปริมำณให้ไดส้ำรที่ผสมแลว้ 100 ไมโครลิตรต่อ 1หลุมของ 96-well plate จำกนั้นใชไ้ม
โครปิเปตดูดอำหำรเล้ียงเซลล์เก่ำใน 96-well plate ทิ้ง แลว้จึงเติม PBS หลุมละ 100 ไมโครลิตรเพื่อ
ล้ำงเซลล์ให้สะอำด ใช้ไมโครปิเปตดูด PBS ที่ใช้ล้ำงเซลล์ทิ้ง เติมสำรผสม MTT + DMEM 100 
ไมโครลิตรต่อ 1 หลุมของ 96-well plate แล้วจึงน ำไปบ่มในตู ้CO2 incubator ในสภำวะ 37 oC เป็น
เวลำ 4 ชัว่โมง เม่ือครบเวลำแลว้จึงใชไ้มโครปิเปตดูดสำรใน 96-well plate ทิ้ง ใชไ้มโครปิเปตดูดสำร 
DMSO เติมลงใน 96-well plate หลุมละ 100 ไมโครลิตร น ำ 96-well plate เขำ้เคร่ือง shaker เขยำ่ดว้ย
ควำมเร็ว 60 คร้ังต่อนำทีเป็นเวลำ 5 นำที แลว้จึงน ำไปวดัค่ำดูดกลืนแสง (OD) ที่ 570 nm ดว้ย ELISA 
microplate reader น ำค่ำดูดกลืนแสงมำค ำนวณค่ำ IC50 และน ำค่ำ IC50 ที่ได้จำกกำรทดสอบมำ
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ค ำนวณหำค่ำควำมจ ำเพำะของสำร Selectivity index (SI) โดยจะพจิำรณำเลือกสำรสกดัหยำบที่มีค่ำ SI 
สูงกวำ่ เพือ่คดัเลือกสำรสกดัสมุนไพรที่จะน ำไปใชใ้นกำรทดลองขั้นต่อไป 

กำรค ำนวณ Selectivity index (SI) หรือดชันีกำรคดัเลือก 

 SI =
IC50 ของเซลลก์ระดูกอ่อนปกติ 

IC50 ของเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน
 

กำรค ำนวณในที่น้ี ค่ำ SI คือ IC50 ของเซลล์กระดูกอ่อนปกติหำรดว้ย IC50 ของเซลล์มะเร็ง
กระดูกอ่อนที่ทดสอบดว้ยสำรสกดัสมุนไพรชนิดนั้น ๆ 

3.4.4 ทดสอบการตายของเซลล์แบบอะพอพโทซิสโดยใช้หลักการของ flow cytometry 

ในกำรทดสอบคร้ังน้ี ชุดทดสอบ Muse® Caspase-3/7 kit (Millipore, USA) ถูกน ำมำใช้
ตรวจสอบกำรเกิดกำรตำยแบบอะพอพโทซิสโดยผลกำรทดสอบสำมำรถวดัปริมำณเซลลมี์ชีวิต (cell 
viability) อตัรำกำรตำยของเซลล์โดยรวม (rate of death cells) อตัรำกำรตำยของเซลล์แบบอะพอพโท
ซิส (rate of apoptosis cells) และอตัรำกำรตำยของเซลลแ์บบเนโครซิส (rate of necrosis cells) โดยจะ
รำยงำนผลกำรทดสอบเป็นค่ำร้อยละ (percentage) และกรำฟแสดงอตัรำส่วนเทียบกบัปริมำณเซลลท์ี่
ตรวจนบัไดท้ั้งหมด (Grazia et al. 2014)  

สำรสกัดหยำบที่ผ่ำนกำรคดัเลือกขั้นตน้แลว้จะถูกน ำมำทดสอบกำรตำยของเซลล์แบบอะ
พอพโทซิส โดยควำมเขม้ขน้ของสำรสกดัหยำบที่ใชใ้นกำรทดสอบกำรตำยแบบอะพอพโทซิส คือ 
ควำมเขม้ขน้ที่ IC50 ของสำรสกดัหยำบแต่ละชนิดตำมผลกำรทดสอบดว้ยวธีิ MTT assay   

ขั้นตอนกำรวดักำรตำยของเซลล์แบบอะพอพโทซิส (apoptosis) ด้วยชุดทดสอบ Muse® 
Caspase-3/7 เร่ิมจำกกำรเตรียมเซลลท์ี่ใชใ้นกำรทดสอบใชเ้ซลลใ์นปริมำณ 200,000-500,000 เซลลต่์อ
มิลลิลิตร น ำไปป่ันดว้ย centrifuge ที่ควำมเร็ว 2,500 รอบต่อนำที นำน 5 นำที ใชไ้มโครปิเปตดูดส่วน
ที่เป็นอำหำรเล้ียงเซลลท์ิ้ง จำกนั้นเติม 1X Assay Buffer BA ปริมำณ 200 ไมโครลิตรต่อ 1 ตวัอยำ่งลง
ไปในหลอดที่มีเซลล์ แล้วดูดเป่ำเซลล์เบำๆ ให้เซลล์แยกเป็นเซลล์เด่ียวๆ ในกำรเตรียม working 
reagent ของ Caspase-3/7 และ 7AAD (ปริมำณที่ใชต่้อ 1 ตวัอยำ่ง) ท ำไดโ้ดยผสม Caspase-3/7 stock 
solution ปริมำณ 5 ไมโครลิตร เจือจำงดว้ย PBS ในอตัรำส่วน Caspase-3/7 working reagent 1 ส่วนต่อ 
PBS 7 ส่วน ในส่วนของ 7AAD reagent ใชป้ริมำณ 2 ไมโครลิตร เจือจำงดว้ย 1X Assay Buffer BA 
ในอัตรำส่วน 2 ต่อ 148 (ให้ปริมำณรวมเป็น 150 ไมโครลิตร) จำกนั้นน ำเซลล์ที่อยู่ใน 1X Assay 
Buffer BA ปริมำณ50 ไมโครลิตร เติมดว้ย Caspase-3/7 working solution ปริมำณ 5 ไมโครลิตร น ำไป
บ่มใน CO2 incubator ที่อุณหภูมิ 37oC เป็นเวลำ 30 นำที ในระหว่ำงที่รอบ่มสำร เปิดชุดทดสอบ 
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Muse® Caspase-3/7 เพื่ออุ่นเคร่ือง เม่ือครบ 30 นำทีแลว้จึงเติม 150 ไมโครลิตรของ 7AAD working 
solution ลงไป แลว้จึงน ำไปทดสอบดว้ยเคร่ือง Muse® Caspase-3/7 

3.4.5 การทดสอบทางสถิติ 

ค ำนวณค่ำทำงสถิติดว้ยโปรแกรม SPSS 14.0 (SPSS, Chicago IL) โดยแต่ละกลุ่มกำรทดลอง
เปรียบเทียบกับกลุ่ม negative และ positive control ด้วยกำรวิเครำะห์ควำมแปรปรวน (Analysis of 
Variance, ANOVA) แบบ Three-way ANOVA (หรือเรียกได้อีกแบบว่ำ factorial ANOVA) ร่วมกบั 
Tukey’s post hoc test เพื่อเปรียบเทียบผลระหว่ำง 3 ปัจจัย คือ เซลล์ที่ต่ำงชนิดกัน สำรละลำยที่
แตกต่ำง และสำรสกดัหยำบสมุนไพรแต่ละชนิด และใชว้ธีิ independent t test ในกำรเปรียบเทียบร้อย
ละของเซลล์มีชีวิต ร้อยละของเซลล์ที่มีกำรตำยแบบอะพอพโทซิส และร้อยละของเซลลท์ี่มีกำรตำย
แบบเนโครซิสระหวำ่งเซลลก์ระดูกอ่อนปกติและเซลลม์ะเร็งกระดูกอ่อน ค  ำนวณที่ระดบัควำมเช่ือมัน่
ร้อยละ 95 (p value <0.05) จึงถือวำ่มีควำมสมัพนัธก์นัแบบมีนยัส ำคญั 


