
 

 

บทที ่3 
วธิดี ำเนินกำรวจิัย 

  
3.1 วสัดุ และอุปกรณ์ในกำรทดลอง 

1. เล่ือยไฟฟ้า  (Black & Decker ประเทศสหรัฐอเมริกา)      
2. ใบเล่ือยเบอร์ 25 (Black & Decker ประเทศสหรัฐอเมริกา) 
3. ตวัยดึกระดูก       
4. ถุงมือ 
5. กลอ้งจุลทรรศน์ (AxioCam Camera Carl Zeiss ประเทศเยอรมนันี)   
6. โปรแกรม Axio Vision 4.8.2  
7. กระดูกสุนขั       
8. กระดูกมนุษย ์

 
3.2 สำรเคมีในกำรทดลอง 
 1. 10% Formalin     

2. 10% nitric acid 
 3. 95% Alcohol     

4. Isopropyl alcohol 
5. Xylene      
6. Paraplast  
7. Harris’s hematoxylin    
8. 1% Acid alcohol 
9. Lithium Carbonate solution   
10. 1% Eosin Y  
11. Absolute alcohols     
12. น ้ากลัน่  
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3.3 กำรเกบ็ตัวอย่ำงกระดูกของสัตว์เลีย้งสุนัขและมนุษย์ 
กระดูกสุนขัท่ีใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ีไดรั้บความอนุเคราะห์จาก หน่วยบริการซากสัตวเ์พื่อ

การศึกษา การวิจยั และการฝึกทกัษะผ่าตดั ทางสัตวแพทย ์ภาควิชาชีวศาสตร์ทางสัตวแพทย ์และ
สัตวแพทยส์าธารณสุข  คณะสัตวแพทยศาสตร์ มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ โดยเป็นกระดูกสุนขัสาย
พนัธ์ุโกลเดน้รีทรีฟเวอร์จ านวนทั้งส้ิน 7 ตวั แบ่ง สุนขัโตเต็มวยัเพศผู ้2 ตวั เพศเมีย 1 ตวั และไม่
ทราบเพศอีก 2 ตวั ลูกสุนัข เพศผู ้1 ตวั และเพศเมีย 1ตวั (การท่ีระบุจ านวนตวัอย่างเป็นเช่นน้ี
เน่ืองจากขอ้จ ากดัของตวัอยา่งกระดูกท่ีสามารถน ามาใชใ้นการศึกษาคร้ังน้ี โดยผูว้ิจยัไม่ตอ้งการให้
มีปัจจยัเร่ืองของสายพนัธ์เขา้มารบกวนการแปลผล จึงเลือกพนัธ์ุโกลเด้นรีทรีฟเวอร์ เน่ืองจากมี
จ านวนตวัอย่างค่อนขา้งครบถว้นกว่าสายพนัธ์ุอ่ืนๆ) และไดรั้บความอนุเคราะห์จาก ภาควิชากาย
วภิาคศาสตร์ คณะแพทยศาสตร์ มหาวทิยาลยัเชียงใหม่ เป็นกระดูกมนุษยจ์  านวน 2 คน เพื่อน ามาใช้
ในการเปรียบเทียบ โดยกระดูกท่ีใช้ในการศึกษาจะเลือกกระดูกท่ีเป็นกระดูกขนาดใหญ่ เน่ืองจาก
กระดูกเหล่าน้ีจะมีการเส่ือมสลายไปในธรรมชาติชา้กวา่กระดูกขนาดเล็ก จึงท าใหม้กัพบเศษกระดูก
เหล่าน้ีคงเหลือในท่ีเกิดเหตุ โดยกระดูกท่ีเลือกศึกษาประกอบดว้ยกระดูกยาว (long bone) และ
กระดูกแบน (flat bone) โดยใช้กระดูกจาก 8 ต าแหน่ง ไดแ้ก่ scapula, humerus, radius, ulna, 
phalanx, pelvic, femur และ tibia  
 
3.4 กำรตัดช้ินส่วนกระดูกเพื่อน ำมำท ำสไลด์ 

น ากระดูกแต่ละช้ินมาท าการยดึดว้ยแท่นยดึ จากนั้นใชเ้ล่ือยไฟฟ้า ตดัลงไปท่ีต าแหน่งตรง
กลางของกระดูก โดยก าหนดจุดตดัตรงกลางกระดูกทุกช้ิน ตดักระดูกใหมี้ลกัษณะคลา้ยลูกเต๋า 
ขนาด 5 x 5 มิลลิเมตร จากนั้นน าไปผา่นขั้นตอนการท าสไลด ์decalcified 
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humerus scapula 

radius ulna 

phalanx pelvic 

femur tibia 

รูปท่ี 3.1 ภาพถ่ายแสดงต าแหน่งของการตดัช้ินส่วนกระดูกสุนขั (ท่ีปลายลูกศรช้ี) 
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รูปท่ี 3.2 ภาพถ่ายแสดงต าแหน่งของการตดัช้ินส่วนกระดูกมนุษย ์(ท่ีปลายลูกศรช้ี) 

scapula humerus 

radius ulna 

phalanx pelvic 

femur tibia 
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3.5 กำรท ำสไลด์กระดูกแบบเอำแคลเซียมออก  
ในการท า สไลด์ อ้ า ง อิ ง วิ ธี ก า รโดย  ภ าควิ ช าพย า ธิ วิทย า  คณะแพทยศาสต ร์ 

มหาวิทยาลยัเชียงใหม่ อธิบายโดยยอ่ เร่ิมจากน าช้ินกระดูกท่ีตดัแลว้มาแช่ใน 10% formalin เป็น
เวลา 24 ชัว่โมง จากนั้นท าการสลายเอาแคลเซียมออก (decalcified) ดว้ยการแช่ใน 10% nitric acid 
เป็นเวลา 8 ชัว่โมงจากนั้นจึงน ามาแช่ใน10% formalin 1 ชัว่โมง แลว้ท าการเปล่ียนสารเคมีจ านวน 2 
คร้ัง และน าไปแช่ต่อใน 95% alcohol 1 ชัว่โมง และท าการเปล่ียนน ้ายา 3 คร้ัง ตามดว้ยการน าไปแช่
ต่อใน isopropyl alcohol เป็นเวลา 1 ชัว่โมง ท าการเปล่ียนน ้ ายา 2 คร้ัง และน าไปแช่ใน  xylene 1 
ชัว่โมง ท าการเปล่ียนน ้ ายา 2 คร้ัง จากนั้นจึงน าไปแช่ใน paraplast1 ชัว่โมง ท าการเปล่ียนน ้ ายา 3 
คร้ัง เม่ือช้ินกระดูกเร่ิมฝังตวัอยูก่บั paraffin จึงท าการตดัให้มีขนาด 5 ไมครอน แลว้จึงท าการเอา 
paraffin ท่ียดึอยูก่บัช้ินตวัอยา่งออกโดย น าไปแช่ใน xylene และท าการดึงเอาน ้ าออกโดยใช ้alcohol
หลงัจากนั้น น าช้ินตวัอยา่งท่ีผา่นการตดัแลว้ ไปท าการยอ้มดว้ยสี Harris’s hematoxylin เป็นเวลา 5 
นาที และน าไปเปิดน ้าใหไ้หลผา่นอีก 5 นาที จากนั้นน าช้ินตวัอยา่งไปผา่น 1% acid alcohol 5 วินาที 
และลา้งผา่นน ้า 5 นาที ตามดว้ยการน าไปจุ่มใน lithium carbonate solution 5 วินาที และลา้งผา่นน ้ า 
5 นาที จากนั้นจึงน าไปยอ้มสีดว้ย 1% eosin Y นาน 3 นาที และน าไปเปิดน ้ าให้ไหลผา่นอีก 5 นาที 
สุดทา้ยน าตวัอย่างไปท าการดึงน ้ าออกอีกคร้ังด้วยการน าไปผ่าน 95% alcohol และ absolute 
alcohols แลว้ท าใหส้ไลดมี์ความใสดว้ยการใช ้xylene และท าการปิดดว้ยแผน่ปิดสไลด ์ 
  
3.6 ท ำกำรวดัขนำดโครงสร้ำงในเนือ้กระดูก 

ในการศึกษาคร้ังน้ีท าการวดัขนาดของ haversian canal, haversian system และ นบัจ านวน
ของ canaliculi เพื่อน ามาใชเ้ปรียบเทียบ โดยใชก้ลอ้งจุลทรรศน์ของ AxioCam Camera Carl Zeis 
และโปรแกรม Axio Vision 4.8.2 ช่วยในการวดั ต าแหน่งท่ีน ามาใชใ้นการเปรียบเทียบไประกอบ
ดว้ย (รูปท่ี 1)ความยาวรัศมีของ haversian canal  ความยาวรัศมีของ harversian system โดยวดัจาก 
harversian canal ถึงวงนอกสุดของ lacunae  ความยาวเส้นรอบวงของ haversian canal ความยาวเส้น
รอบวงของ harversian  และ จ านวน osteocytes ในแต่ละ harversian system  
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รูปที ่3 - 3 ภาพวาดจ าลองลกัษณะของ ระบบท่อภายในเน้ือกระดูก และต าแหน่งบางจุดท่ีใชว้ดั   
a=ความยาวรัศมีของ haversian canal b=ความยาวรัศมีของ harversian system โดยวดัจาก 
harversian canal ถึงวงนอกสุดของ lacunae c=ความยาวเส้นรอบวงของ haversian canal d=ความ
ยาวเส้นรอบวงของ harversian system  e=จ านวน osteocytes ในแต่ละ harversian system   
 
3.7 วธีิกำรวเิครำะห์ข้อมูล 

น าขอ้มูลท่ีได้จากการวดัทั้งหมดน าเสนอเป็นค่าเฉล่ียและส่วนเบ่ียงเบนมาตรฐาน แลว้น ามา
เปรียบเทียบความแตกต่างทางสถิติ Independent sample t-test   และ One – Way ANOVA (Games 
– Howell) โดยใชโ้ปรแกรม SPSS (15) เพื่อหาความแตกต่างทางสถิติในหวัขอ้ดงัต่อไปน้ี 
- ความแตกต่างระหว่างกระดูกแต่ละช้ิน ในสุนขัช่วงอายุเดียวกนั ใชก้ารเปรียบเทียบทางสถิติ

ดว้ยวธีิ One – Way ANOVA (Games – Howell) 
- ความแตกต่างในกระดูกต าแหน่งเดียวกนั ในสุนขัต่างช่วงอายุ ใชก้ารเปรียบเทียบทางสถิติดว้ย

วธีิ Independent sample t-test 
- ความแตกต่างในกระดูกต าแหน่งเดียวกัน ระหว่าง สุนัขโตเต็มวยั และมนุษย์ ใช้การ

เปรียบเทียบทางสถิติดว้ยวธีิ Independent sample t-test 
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