
ว ิธ ึด ำ เน ิน ก า ร ว ิจ ัย

ร ะ เบ ีย บ ว ิธ ึก า ร ว ิจ ัย  (R esearch M ethodo logy)

การวิจัยคร้ังน้ีเป็นการวิจัยเชิงพรรณนา

บทที่ 3

ก ล ุ่ม ต ัว อ ย ่า ง

ประชากรและตัวอย่างประชากร (Target Population and Sample Population)
ประชากร (Target Population) เล้นประสาทซูรัลของคนไทย
ตัวอย่างประชากร ( Sample Population) เล้นประสาทซูรัลจากผู้อุทิศร่างกายเพ่ือการศึกษา 
แพทย์และจากนิติเวช

เก ณ ฑ ์ก า ร ต ัด เล ือ ก ต ัว อ ย ่า ง ป ร ะ ช า ก ร เข ้า ส ิก ษ า คือ
1. มาจากผู้ท่ีเลียชีวิตแล้วภายใน 24 ช่ัวโมง
2. มีอายุอยู่ระหว่าง 15-60ปี
3. ไม่มีประวิติเป็นโรคท่ีเกิดความผิดปกติชองเล้นประสาท เช่น โรคเบาหวาน โรคพิษสุรา 

เร้ือรัง
4. ไม่มีประวิติได้รับยาท่ีทำให้เกิดความผิดปกติของเล้นประสาท เช่น ยาต้านมะเร็ง
5. ช้ินเน้ือเล้นประสาทท่ีผ่านขบวนการตัดเน้ือเย่ือแล้ว ต้องได้รับการตรวจสอบเบ้ืองต้นแล้ว 

ว่าไม่มีความผิดปกติ ภายใต้กล้องจุลทรรศน์ก่อนท่ีจะทำการวัดเชิงโครงสร้าง

ก า ร ก ำ ห น ด ก ล ุ่ม ป ร ะ ช า ก ร ต ัว อ ย ่า ง

คำนวณประชากรตัวอย่างจากสูตร ท = z 2a/2 ร2/ / ^ 2 
กำหนดให้ความเช่ือม่ันในการสรุปข้อมูลท่ี 95 % 

z a/2 = 1.96 ( a  =0.05)
y \ 2 = acceptable error ท่ี 10 เปอร์เซ็นต์ของค่าเฉล่ีย 

Ô2 = ความแปรปรวน (variance)
(ค่า จาก pilot study )

แทนค่าในสูตร ท = (1.96)2(2.845) 2เ (0.6315)2 
ท = 78 เล้น
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ว ิธ ีก า ร เล ือ ก ก ล ุ่ม ป ร ะ ช า ก ร ต ัว อ ย ่า ง

เลือกโดยความจงใจ (Purposive Sampling) โดยใช้เล้นประลาทซูรัลทุกเล้นเช้า 
มาดึกษาวิจัยตามเกณฑ์การคัดเลือกท่ีกล่าวมาช้างต้น

ข ั้น ต อ น ก า ร ว ิธ ีด ำ เน ิน ก า ร ว ิจ ัย

ประกอบด้วย 4 เนตอนหลักคือ

1. ก า ร เก ็บ ต ัว อ ย ่า ง เส ้น ป ร ะ ส า ท ช ูร ัล  (nerve necropsy)

1.1 เลันประสาทชูรัล วางตัวอยู่ระหว่าง บริเวณข้อตาตุ่มเท้าด้านนอกและเอ็นร้อยหวาย 
ดังน้ันเราจะเก็บจากบริเวณข้อเท้าใกล้ตาตุ่ม ยาวประมาณ 2 เซนติเมตร โดยเปิดผ่าบริเวณใกล้ 
กับ1จุดท่ีกำหนด'จะมีล่วนของเล้นเลือด ใฃมันปะปนอยู่อย่างหนาแน่นรวมท้ังเล้นเอ็นด้วย ให้ใช้ 
อุปกรณ์ดังรูปท่ี 6 เปิดตามยาวขนานกับข้อตาตุ่มและ ควาญหาล่วนของเล้นเลือดให้พบก่อนจะ 
พบว่ามีลืดำของเลือดท่ีเสียแล้วค่ังอยู่ภายในเล้น อย่าทำเล้นเลือดแตกให้ให้ปากคืบและคีมหนีบ 
เล้นเลือดค่อย  ๆ แยกไขมันออกจะเห็นเส้นประลาทมีลืขาวขุ่นอยู่ใกล้กับบริเวณดังกล่าว อย่าออก 
แรงดึงเน่ืองจาก ล่วนของ myelin ในเล้นใยประสาทมีลักษณะเป็นสารก่ึงของเหลวท่ีผสมระหว่าง 
ใขมันและโปรตีน ซ่ึงจะไม่ทนต่อการยืดดึง จะก่อให้เกิดความเลียหายได้ ดังน้ันต้องใช้ความ 
ระมัดระวังอย่างมาก ในการเอาเส้นประสาทออก ซ่ึงสามารถทำได้คือผูกตัวเล้นประสาทท่ีมีล่วน 
ของ epineurium คลุมอยู่ในด้านท่ีใกล้ต้นขาและเลาะจนได้ขนาดประมาณ 2 เซนติเมตรจึงใช้ 
กรรไกรตัดออก

รูปท่ี 6 แสดงอุปกรณ์ท่ีใช้ในการเก็บเส้นประสาทเพ่ือนำมาใช้ในงานวิจัย
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1.2 เม่ือได้เล้นประสาทซูรัลมาแล้วจะต้องถ่วงตุ้มนำหนักท่ีมีนำหนักเหมาะสม เทือให้ 
เล้นประสาทยืดตรง แล้วถึงจะ ใส่ในหลอดทดลองพลาสติกขนาดยาว 6 น้ิว เพ่ือให้นำยาท่วม 
เล้นประสาทท้ังเล้น'ท่ีตัดมา แช่ใน 2.5 % Glutaraldehyde ท่ีเย็น 12 นาที ตามขันตอนการเตรียม 
เน้ือเย่ือดังแสดงในรูปท่ี 7 ซ่ึงพบว่าเล้นประสาทจะมีสีครีมเพ่ิมข้ึนมากกว่าเดิม

รูปท่ี 7 แสดงการตรึงเล้นประสาทชูรัลทันทีด้วยน้ิายา 2.5 % Glutaraldehyde

1.3 เม่ือครบเวลาแล้วก็จะเอาตุ้มน้ําหนักออกแล้วนำมาตัดออกเป็นท่อน  ๆ ท่อนละ 2-3
มิลลิเมตร แช่ใน 2.5 % Glutaraldehyde ต่อไป นาน 12-24 ช่ัวโมง ต่อจากน้ันให้นำเล้นประสาท 
ไปแช่ใน 0.1 M Phosphate Buffer 7.4 แล้วใส่ตู้เย็นจะสามารถคงสภาพได้ดีหลายสัปดาห์ และทำ 
การเก็บตัวอย่างให้ครบหรือมากกว่าจำนวนท่ีเรากำหนดกลุ่มประชากรตัวอย่าง

2. ก า ร เต ร ึย ม ส ัน เน ื้อ เย ื่อ เส ้น ป ร ะ ส า ท

2.1 นำเล้นประสาทตัวอย่างซูรัล ท่ีเก็บสะสมอยู่ใน 2.5% Glutaraldehyde 4°c ใน 
ตู้เย็นออกมาทำตามข้ันตอนของโปโตคอลคือล้างด้วย 0.1 M Cacodylate Buffer pH 7.4 (3 คร้ัง
คร้ังละ 10 mins) โดยการใช้เคร่ืองหมุนเหว่ียงสารให้เข้ากันช่วยในการทำงานให้น้ํายาเข้าได้มาก 
ข้ึน ดังแสดงในรูปท่ี 8 ด้านล่างน้ี

ร ป ท ี่ 8 แสดงเคร่ืองมือเหว่ียงสารซ่ึอ rotrator«นิ
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2.2 ต่อจากนันเปล่ียนนำยาเป็น 1% Osmium tetraoxide (0ร04) แช่ต่อไปจนครบ 2 
ช่ัวโมงโดยการใช้เคร่ืองหมุนเหว่ียงสารให้เข้ากันช่วยในการทำงานให้นำยาเข้าได้มากฃึน จะพบว่า 
ตอนน้ืช้ินเน้ือเล้นประสาทจะเปล่ียนเป็นสีดำสนิทแล้ว ดังแสดงในรูปท่ี 9 ด้านล่างน้ี

2.3 ต่อจากน้ันนำช้ินเน้ือเล้นประสาทมาล้างด้วย 0.1 M Cacodylate Buffer pH 7.4 (3 
คร้ังคร้ังละ 10 นาที โดยการใช้เคร่ืองหมุนเหว่ียงสารให้เข้ากันช่วยในการทำงานให้น้ํายาเข้า 
ได้มากข้ึนเช่นเดิม ต่อจากน้ันนำไป ดึงน้ําออกด้วยการใช้ความเข้มฃ้นฃอง แอลกอฮอล์ ตามลำดับ 
ซ่ึงใช้ความเข้มข้นแรกท่ี 70 % alcohol 2 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที และแช่ ท้ิงไว้ค้างคืนที'อุณหภูมิห้อง 
วันต่อมาก็มาดึงน้ําออกด้วย ความเข้นข้นของ 80 % alcohol 2 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที ,95 % 
alcohol2 คร้ัง คร้ังละ 10 นาที และ 100 % alcohol 3 คร้ัง คร้ังละ 15 นาทีตามลำดับ จากน้ัน 
ทำการแทรกด้วยน้ํายา Propylene oxide 2 คร้ัง คร้ังละ 15 นาที ต่อจากน้ันแทรกด้วยน้ํายา 2 ตัว 
ผสมกันในอัตราล่วนท่ีพอเหมาะดังน้ีคือ Propylene oxide : Epoxy resin คร้ังท่ี 1(อัตราล่วน 1:1) 
เป็นเวลา 1 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิห้อง คร้ังท่ี 2 (อัตราล่วน 1:2) 12-18 ช่ัวโมงท่ีอุณหภูมิห้อง
จากน้ันใล่ลงใน 100% Epoxy resin 1-2 ช่ัวโมงเพ่ือจะทำการฝังในแคปซูลท่ีพอเหมาะดังรูปท่ี
10,11 และอบต่อไปท่ีอุณหภูมิ 60°c 2-3 วัน ซ่ึงในช่วงแรกก่อนท่ีล่วนของเรซ่ินจะแข็งตัวต้อง 
จัดให้ช้ินเน้ืออยู่ต้ังตรงและอยู่ในแนวท่ีดีเพ่ือเอ้ือต่อการตัดช้ินเน้ือต่อไป
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3. ก า ร ต ัด เน ื้อ เย ื่อ เส ้น ป ร ะ ส า ท ต า ม ข ว า ง

นำบล็อกเส้นประสาทท่ีแสดงในรูปท่ี 11 ด้านบนน้ี ไปตัดด้วยเคร่ือง Ultramicrotome 
ความหนา 1 ไมโครเมตร แล้วย้อมด้วย 1 % Para-phenylenediamine

3.1 เตรียมมีดสำหรับการตัดเน้ือเย่ือซ่ึงจะต้องใช้กระจกตัดให้เป็นมีดโดยใช้เคร่ืองมือตัด 
แสดงในรูปท่ี 12 โดยทำตามข้ันตอนของเคร่ืองซ่ึงต้องระมัดระวังในการทำแต่ละข้ันตอนและรอจน 
กระจกร้าวในมุมท่ีต้องการต่อจากน้ันนำใบมีดไปใสํพลาสติกเพ่ือ ทำเป็นโบ๊ทไว้ใสํน้ําลอยเน้ือเย่ือ 
ท่ีตัดได้
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3.2 เตรียมสารย้อม 1 % Para-phenylenediamine โดยการชังสาร 0.3 mg ผสมนำกลัน 
30 ml ใส่แท่งแม่เหล็กช่วยกวนสารและต้ังบน hot plate เพ่ือทำให้การละลายดีฃ้ึนต่อจากน้ัน 
นำมากรองจนได้สารย้อมท่ีมีประสิทธิภาพสามารถใช้ได้ติดต่อกัน 2-3 วันและต้องเปล่ียนใหม่ทุก 
คร้ังมิเช่นน้ันเน้ือเย่ือจะมีตะกอนจับทำให้เกิดสารปนเป้อนในเน้ือเย่ือ นำบล๊อกท่ีได้จากการทำ
ข้ันตอนการเตรียมเน้ือเย่ือมาคัดเลือกเอาอันท่ีวางตัวในแนวตรงท่ีสุดเพ่ือง่ายต่อการทำงาน โดย 
เปิดเคร่ืองตัด ultramicrotome พร้อมกับอุปกรณ์ท่ีต้องใช้ร่วมกัน ดังแสดงในรูปท่ี 13 ต้ังค่าการตัด 
ไปท่ีขนาด 1 ไมครอน และเร่ิมจากการ นำบล็อกมา Trim จนถึงเน้ือเย่ือก็ใช้มีดกระจกตัดจนเห็น 
ส่วนท่ีเป็นเน้ือเย่ือ ก็เปล่ียนตัวมีดเป็น ตัวมีดท่ีมีโบ๊ทเพ่ือจะให้เน้ือเย่ือเล็นประสาทท่ีตัดลอยตัวลง 
ในโบ๊ทท่ีมีน้ํา จากน้ันใช้ท่ีดักตักเน้ือเย่ือท่ีได้วางบนสไลด์ท่ีใส่หยดน้ํารอไว้เพ่ือให้เน้ือเย่ือขึงตรีง
ต้องแน่ใจ»เกข้ันตอนว่าต้องสะอาดไม่มีฝ่นตะกอนปะปนเพ่ือท่ีเน้ือเย่ือจะได้ออกมาดี

รูปท่ี 13 แสดง เคร่ืองตัดเนือเย่ือ ultramicrotome และอุปกรณ์ท่ีต้องใช้ร่วมกัน
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3.3 ต่อจากน้ันต้องเลฒลช่ือตัวอย่างทุกอันบนสไลด์ และนำไปวางไว้บน hot plate ดังรูป 
ท่ี 15 ต้ังอุณหภูมิท่ี 60 องศาเซลเซียส (หรือจะใช้ 80 องศาเซลเซียสก็ได้) วางจนเน้ือเย่ือแห้ง 
แนบสไลด์ดีแล้ว ต่อจากน้ันวางไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง รอจนสไลด์เย็น ย้อมด้วย1 % Para-
phenylenediamine จับเวลาประมาณ 1 นาทีแล้วล้างออก ผ่ึงบน hot plate อีกคร้ังหน่ึงจนสไสด์ 
แห้งดีแล้ว (ประมาณ 45 วินาที ) นำสไลด์ท่ีได้ ตังรูปท่ี 16 มาเม้าส์!ด้วยน้ํายา per-mount เพ่ือ 
เก็บสไลด์ เม่ือแห้งดีแล้วใส่กล่องสไลด์
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4. ก า ร ว ัด เส ิง โ ค ร ง ส ร ้า ง ข อ ง เส ้น ป ร ะ ส า ท ช ูร ัล

นำสไลด์สำเร็จท่ีได้ไปตรวจดูลักษณะเน้ือเย่ือว่าเป็นเน้ือเย่ือปกติหรอไม่ ซ่ึงจะคัดเฉพาะท่ี 
เป็นสํวนปกติ เม่ือดูด้วยกล้องจุลทรรศน์ธรรมดา (light microscropic) แล้วพบว่าใยประสาทมี 
การกระจายตัวท่ีสม่ําเสมอ ไม่พบว่ามีความผิดปกติของ การลดลงหรือการงอกใหม่ของ axon 
ต่อจากน้ันนำสไลด์ท่ีคัดเลือกอย่างดีแล้วทำการ CCD capture ภาพจากกล้อง import เข้าส่ 
คอมพิวเตอร์เพ่ือใช้โปรแกรม Image-Pro Plus* ทำการวัดข้อมูลเชิงโครงสร้างของเล้นประสาท 
(ฯทาage P r o p lu s  เป็นโปรแกรมท่ีใช่วิเคราะห์ภาพ โดยอาศัยเทคนิคทางคอมพิวเตอร์มาช่วยใน 
การนับให้รวดเร็วและมีประสิทธิภาพมากข้ึน)

การนับเชิงโครงสร้างของเล้นประสาท (Nerve morphometry by Image Proplus 
Analysis) แบ่งออกเป็น 2 วิธิ

1. น ับ ด ้ว ย ว ิธ ีน ับ ท ั้ง ห ม ด  (Tota l count) ใหท้ำหมดทุกหน้าตัดของเล้นประสาทซูรัลท ี่ตัด 
ตามขวางทั้งหมดซ่ึงต้องครอบด้วยลี่เหลี่ยมขนาด 0.012 mm2 จนครบหมดทุก fascicle

2. น ับ แ บ บ  Three -w in d o w  m ethod จะใช้เฉพาะ fascicle ทีมีขนาดท่ีจะสามารถ 
ครอบได้ 3 บานหน้าต่างเรืยงลัน และต้องผ่านจุดศูนย์กลางทุกครั้งในการครอบกรอบที่ 2 ซ่ึงพบว่า 
จะเป็น fascicle ท่ีมีฃนาดใหญ่พื้นที่มากในเล้นประสาทซูรัลน้ันๆ เมื่อเทียบกลับมาจะได้ลักษณะที ่
เป็นพ้ืนท่ี ต่อสามหน้าต่างตังนี้คือ 1

1 Three-win มีพ้ืนท่ี 0.036 2 Three-win มีพ้ืนท่ี 0.072 3 Three-win มีพ้ืนท่ี 0.108
4 Three-win มีพืนที 0.144 5 Three-win มีพืนที 0.180 6 Three-win มีพืนที 0.216
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ซ่ึงพบ1ว่า'ในเล้นประสาทซูรัล 1 เล้นจะลามารถครอบได้อย่างน้อย า fascicle (ซ่ึงจะมี 
พ้ืนท่ี 1 Three-win มีพ้ืนท่ี 0.036 ) และอย่างมากสุดคือ 6 fascicles ( ซ่ึงจะมีพ้ืนท่ี 6 Three-win 
มีพ้ืนท่ี 0.216) แสดงตัวอย่างในรูปท่ี 17 ท่ีการครอบ 1 fascicle และการครอบ 2 fascicle ในรูป 
ท่ี 18

ร ป ท ี่ 17 แสดงการครอบ 1 fascicle

รูปที่ 18 แสดงการครอบ 2 fascicle

ข้ันตอนการ Import ภาพจากกล้องจุลทรรศน์เข้าโปรแกรม Image proplus
1. เปิดโปรแกรม image proplus โดยมีกล้องจุลทรรศน์ คอมพิวเตอร์ และโปรแกรม ดังรูปท่ี 19
2. ท่ี toolbar เลือกปมรูปกล้อง วีดีโอ จะได้หน้าต่าง Express-series capture ในรูปท่ี 20
3. กดปม start preveiw แล้วปรับกล้องจนได้ภาพที่ต้องการแล้ว snap หรือจับภาพน่ิง
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รูปที่ 20 แสดงหน้าต่างที่ส่งภาพมาจากกล้องจุลทรรศน์ ( กำลังขยาย 4x)

ข น ต อ น ก า ร ห า พ า ร า ม ิเต อ ร ์

1. ข น ต อ น ก า ร ห า ค ่า พ า ร า ม ิเต อ ร ์ก ล ุ่ม ท ี่ 1 ในสองตัวแรกก่อน ( FA.NF) โดยเริ่มจาก 
จำนวน fascicle ต่อ 1 เล้นประสาท (NF) ซึ่งใช้กำลังขยายที่ 4x จะสามารถทำการนับได้ บันทึก 
ค่าต่างๆ ลงในสมุดข้อมูลจนครบ 78 ตัวอย่าง ต่อจากนั้นหา FA ใช้กำลังขยายที่ 4x ข้ันตอนการ 
หาจะเป็นการเช้าส่โปรแกรม
•  เลือก fascicle ที่ต้องการ (calibration เป็นกำลังขยาย 4x ทีปม measure)
•  เลือก measurements ปมรูปวงเวียนและไม้บรรทัดบน toolbar
•  เลือก polygon AOI (ปมรูปหลายเหลี่ยมบน toolbar)

พอส!,เดกลาง สำนักงามจุม{เม^ 
ชุพาลงกรณ์มาทวิVlfnjia
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•  ลาก mouse รอบแต่ละ fascicle ท่ีต้องการวัดพ้ืนท่ีทีละอัน (คลิกซ้ายลาก หยุดคลิกขวา) 
เคร่ืองจะแสดงผลของแต่ละ fascicle แยกกัน ค่าท่ีได้เป็นพ้ืนท่ีมีหน่วยเป็น ตารางไมโครเมตร 
(Jim2) ส่งข้อมูลไป Excel

2. ข ั้น ต อ น ก า ร ห า ค ่า พ า ร า ม ิเต อ ร ์ก ล ุ่ม ท ี่ 1 และก ล ุ่ม ท่ี 2 (M F.DM F,อร,Da)

ประกอบไปด้วยจำนวน m yelina ted  fib e r 1 ความหนาแน่นของจำนวน m yelinated fib e r 1 ขนาด 
เต้นผ่าศูนย์กลางของ m yelina ted  fib e r และขนาดเต้นผ่าศูนย์กลางของ axon โดยใช้ Im age 

prop lus ทำตามข้ันตอนโดยต้องขยายรูปไปท่ีกำลังขยาย 40x จะ'โต้ภาพดังร ูป ท่ี 21 ด้านล่างน้ี 
ต่อจากน้ันจะใช้รูปขาวดำ (ca lib ra tion  ‘40x) ดังแสดงในรูปท่ี 22 ต้านล่างน้ีเน่ึองจากตัวโปรแกรม 
ออกแบบให้วัดขนาดท่ีแน่นอนไต้จากภาพขาวดำ

ร » P )

เรูปที่ 21 แสดงตัวอย่างภาพเต้นประสาทตัดตามขวาง ท่ี (กำลังขยาย 40x) ท่ี snap แต้ว!

การทำภาพขาวดำ
เริมจากขันตอนดังต่อไปนีคือ snap รูปทีกำลังขยาย 40x 1 process color channel 

-^extract 1 process"^filter“^enhancement เลือก median apply “é c lo se  ทำให้ภาพ 
ดีขึ้นแต่อาจไม่ต้องทำก็ได้ถ้าดัดสไลด์ออกมาได้ดีแต้ว 1 process •■ ห้ Threshold จะมี 
segmentation window ขึนมาให้กดปมรูปกราฟทางขวามือ -^apply mask "éclose ภาพ 
ออกมาเป็นขวาดำ ชัดเจน check ว่า range ต้องเป็น 128-255 แต้วปิด
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2.1 การหาค่าข้อมูลที่วัดจากเครองทำได้โดย 
•  ไปที menu bar คลิก count/size ต้องมีการเลือก 2 แบบคือ
1. เลือก automatic bright object ดังแสดงในรูปที 23

- เลือก select measurements โดยจะต้องมีการเลือกส่วนต่างๆ ดังน๋ี area .center X .center y, 
diameter mean .hole area .hole (เรมที 1)
- ไปที options เลือก with hole .object 1 green 1 8 connect 1 none
- count และตรวจภาพอีกครัง ถ้าต้องการเอาออกให้เลือกที่ toggle on/off หรือ spit object (ลาก 
ซ้าย คลิกขวา)
- เปิดโปรแกรมช่วยการทำงานดับคู่คือ Area match ไปกดที get myelin & axon area จะได้ค่าที 
โปรแกรม เก็บสำรองไว้ก่อน

ร ูป ท ี่ 2 3  แ ส ด ง  ภ า พ ท ี่ไ ด ้จ า ก ก า ร  เล ือ ก  a u t o m a t i c  b r i g h t  o b j e c t
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2. เลือก automatic dark object

- เลือก select measurements โดยจะต้องมีการเลือกส่วนต่างๆ ดังน้ี area .center X .center y, 
diameter mean ดังแสดงในรูปที 24
- ไปที options เลือก out line .object 1 green 1 8 connect, all border 
-count และตรวจภาพอีกครั้ง ถ้าต้องการเอาออกให้เลือกที่ toggle on/off
- โปรแกรม Area match ทีใช้กับ bright ไปกดที get axon area จะได้ค่าทีโปรแกรม เก็บไว้ก่อน

รูปที่ 24 แสดง ภาพที่ได้จากการ เลือก automatic dark object

2 . 2  ต ่อ จ า ก น ั้น ค ล ิก ไ ป ท ี่ก า ร ค ำ น ว ณ ข ้อ ม ูล จ ะ ไ ด ้ข ้อ ม ูล ท ี่จ ับ ค ู่ก ัน แ ล ้ว  โ ด ย แ บ ่ง เป ็น ส ่ว น ข อ ง  

ข ้อ ม ูล เป ็น  3 ก ล ุ่ม ค ือ ก ล ุ่ม ท ี่ 1 เป ็น ข ้อ ม ูล ด ิบ จ า ก ว ิธ ีก า ร ใ ช ้ bright .dark ด ัง แ ส ด ง ใ น ร ูป ท ี่ 2 5  ก ล ุ่ม ท ี่ 

2  เป ็น ข ้อ ม ูล ท ี่จับคู่กันได้ต ร ง ก ัน ห ม ด แ ล ้ว  แ ล ะ ก ล ุ่ม ส ุด ท ้า ย เป ็น ข ้อ ม ูล ท ี่ย ัง ไม่ล า ม า ร ถ จับค ู่ก ัน ได้ 
( ก า ร จ ับ ค ู่ก ัน ข อ ง ข ้อ ม ูล ใ ช ้ส ่ว น ข อ ง  hole area ใ น ว ิธ ีก า ร ข อ ง  bright แ ล ะ  area ใ น ว ิธ ีก า ร ข อ ง  dark 
ม า จับค ู่ก ัน โ ด ย ใ ช ้โ ป ร แ ก ร ม ช ่ว ย ซ ึ่ง จ ะ ต ้อ ง ต ั้ง ค ่า ข อ ง  center Tolerance ท ี่ 2  เส ม อ )

รูปที่ 25 แสดง ข้อมูลที่ได้จากภาพในการจับคู่ของโปรแกรม area match
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2.3 การรวบรวมข้อมูลของท้ัง 2 วิธีคือวิธีลุ่มตัวอย่าง Three-window sampling และนับ 

ท้ังหมด จะได้ค่าจำนวน myelinated fiber (MF), ขนาดเล้นผ่าศ ูน ย ์กลางของ myelinated fiber 
(Ds), ขนาดเล้นผ่าศูนย์กลางของ axon (Da) นำมาวิเคราะห์ผลและสถิติ โดยใช้คอมพิวเตอร์

•  คำนวณหาค่าความหนาแน่นของ myelinated fibers ต่อพ้ืนท่ี 1 ตารางมิลลิเมตร (DMF)
•  คำนวณหาค่าเฉลี่ยขนาดเล้นผ่าศูนย์กลางของ myelinated fibers และ axon
•  คำนวณหาค่าเฉลี่ย g-ratio
•  Histogram แสดงการกระจายของขนาดต่างๆ ของเล้นผ่าศูนย์กลางของ myelinated 

fibers
•  หาค่าความสอดคล้อง (agreement) ทางสถิติระหว่างค่าเฉลี่ยจากกลุ่มข้อมูลทั้ง 2 แบบ 

โดยใช้ Intraclass correlation (ICC)
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