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ABSTRACT

Objective: The cell culture process requires an experienced person to evaluate the cell density so that results can be 
accurate and precise. To reduce human errors, artificial intelligence (AI) technology is implemented for cell density 
estimation. This will create the standardization of the assessment and improve repeatability, and reproductivity without 
human concerns. This study thus aims to apply an AI system (cell density measurement model-1, CM Model-1) for per-
cent confluence evaluation to replace human visual judgement.
Materials and Methods: The CM Model-1 was developed by using 9,642 images consisting of training data (9,042 im-
ages) and test data sets (600 images) at different % confluence (i.e., 10-29%, 30-49%, 50-69%, 70-89%, and 90-100%) of 
adipose-derived stem cells (ADSCs) during the serial passaging. Cell morphology and numbers were observed by using 
an inverted microscope at 4X (5,673 images) and 10X (3,969 images) magnification.
Results: The morphology of ADSCs was fibroblast-liked cells and had a normal growth rate. Results show that the train-
ing data set from the CM Model-1 had average precision, recall, F1-score and accuracy values at 4X magnification of 98% 
for all values and those at 10X magnification were 100% for all values. However, the results from the test data set at 4X 
magnification had lower with 95% for all those and at 10X magnification were 93% for precision, 93% for recall, 92% for 
F1-score, and 92% for accuracy.
Conclusion: The CM Model-1 is reliable with great precision, accuracy and reproducibility. Nevertheless, CM Model-1 
was performed with only fibroblast-like cells in the preliminary study; therefore, it is warranted to further explore in 
different cell types.
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บทคััดย่่อ

วััตถุุประสงค์์: กระบวนการเลี้้�ยงเซลล์์จำเป็็นต้้องอาศััยประสบการณ์์ด้้านการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ เพื่่�อให้้ได้้ผลถููกต้้องแม่่นยำ โดยเฉพาะอย่่าง
ยิ่่�งขั้้�นตอนการประเมินิความหนาแน่่นของเซลล์ ์เพื่่�อพิจิารณาระยะเวลาที่่�เหมาะสมในการเพาะเลี้้�ยงเซลล์ร์ุ่่�นถัดัไป การนำเทคโนโลยีรีะบบ
ปััญญาประดิิษฐ์์มาช่่วยประเมิินความหนาแน่่นของเซลล์จึึงเป็็นอีีกวิิธีีที่่�สามารถช่่วยให้้มีีกระบวนการประเมิินความหนาแน่่นของเซลล์
เป็็นมาตรฐานสามารถทำซ้้ำได้้ และได้้ผลลััพธ์์เหมืือนกัันโดยไม่่ต้้องขึ้้�นกัับบุุคคล การศึึกษาวิิจััยนี้้�ต้้องการประยุุกต์์ใช้้ AI ที่่�เรีียกว่่า Cell 
density measurement model-1 (CM Model-1) สำหรัับการประเมิินร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ เพื่่�อลดความผิิดพลาดในการ
ประเมิินด้้วยสายตามนุุษย์์
วิิธีีการศึึกษา: การพัฒนา CM Model-1 ใช้้ภาพถ่่ายจากตััวอย่่างเซลล์ต้้นกำเนิิดจากเนื้้�อเยื่่�อไขมันเพื่่�อดููความหนาแน่่นของเซลล์ Adi-
pose-derived stem cells (ADSCs) ภายใต้้กล้้องจุุลทรรศน์์ชนิิดหััวกลัับ ที่่�กำลัังขยาย 4X จำนวน 5,673 ภาพ และ 10X จำนวน 3,969 
ภาพ ในแต่่ละช่่วงร้้อยละความหนาแน่่น ได้้แก่่ 10-29, 30-49, 50-69, 70-89 และ 90-100 รวมทั้้�งสิ้้�น 9,642 ภาพ โดยแบ่่งภาพถ่่าย
เป็็น 2 ชุุด คืือ Training Data Set (9,042 ภาพ) และ Test Data Set (600 ภาพ) เพื่่�อวิิเคราะห์์ความถููกต้้องและแม่่นยำของ Model
ผลการศึึกษา: จากการศึึกษานี้้�พบว่่า ADSCs มีีลัักษณะรููปร่่างคล้้าย fibroblast และมีีการเจริิญเติิบโตเพิ่่�มขึ้้�นตามช่่วงร้้อยละความหนา
แน่่น 10-29, 30-49, 50-69, 70-89 และ 90-100 เป็็นปกติิตามลำดัับ ของทั้้�งกำลัังขยาย 4X และ10X จากผลการพััฒนา Model จาก 
Training data set ที่่�กำลัังขยาย 4X มีีค่่าเฉลี่่�ยของ Precision, Recall, F1-score และ Accuracy เท่่ากัับร้้อยละ 98, 98, 98 และ 98 ที่่�
กำลัังขยาย 10X เท่่ากัับร้้อยละ100, 100, 100 และ 100 ตามลำดัับ และจาก Test data set ที่่�กำลัังขยาย 4X มีีค่่าเฉลี่่�ยของ Precision, 
Recall, F1-score และ Accuracy เท่่ากัับร้้อยละ 95, 95, 95 และ 95  ที่่�กำลัังขยาย 10X เท่่ากัับร้้อยละ 93, 93, 92 และ 92 ตามลำดัับ
สรุุป: แสดงให้้เห็็นว่่า CM Model-1 มีีประสิิทธิิภาพในการประเมิินร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ได้้อย่่างถููกต้้องแม่่นยำ อย่่างไรก็็ตาม 
CM Model-1 นี้้�เป็็นการศึึกษาเบื้้�องต้้นที่่�สามารถใช้้กัับเซลล์ที่่�มีีรููปร่่างคล้้าย fibroblast เพีียงชนิดเดีียวอยู่่� ยัังต้้องเรีียนรู้้�เพิ่่�มเติิมเพื่่�อ
สามารถใช้้กัับเซลล์์ได้้หลากหลายต่่อไป 

คำสำคััญ: เซลล์์เพาะเลี้้�ยง; ความหนาแน่่นของเซลล์์; เทคโนโลยีีปััญญาประดิิษฐ์์; ร้้อยละความหนาแน่่น; สเต็็มเซลล์์จากเนื้้�อเยื่่�อไขมััน

บทนำ
	 กระบวนการทำงานวิจิัยั เรื่่�องการศึกษาประสิทิธิภิาพของ
ยา วััคซีีน และเซลล์์บำบััดสำหรัับทางการแพทย์์ เพื่่�อการรัักษาหรืือ
เสริิมความสวยความงาม จำเป็็นต้้องผ่่านกระบวนการศึึกษาวิิจััย
หลายขั้้�นตอนในเซลล์์ เพื่่�อดููผลความปลอดภััย หรืือผลข้้างเคีียง
ก่่อนที่่�จะนำยา วััคซีีน หรืือเซลล์เหล่่านั้้�นไปใช้้ในการศึกษาวิิจััยใน
มนุุษย์์ หรืือสิ่่�งมีีชีีวิิตต่่อไปได้้ (in vivo study) จึึงจำเป็็นต้้องการมีี
การศึกึษาวิจิัยัประสิทิธิภิาพในหลอดทดลอง หรืือจานเพาะเลี้้�ยง (in 
vitro study) ก่่อนเสมอ 

	 การเพาะเลี้้�ยงเซลล์ถืือเป็็นหนึ่่�งในกระบวนการเริ่่�มต้้นที่่�
สำคััญต่่อการศึึกษาวิิจััยแบบ in vitro ที่่�ต้้องอาศััยความชำนาญ 
ความรู้้�ความเข้้าใจ และความรู้้�พื้้�นฐานด้้านการเพาะเลี้้�ยงเซลล์
รวมถึึงเทคนิิคเฉพาะต่่าง ๆ ในกระบวนการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ เช่่น 
กระบวนการเก็็บเซลล์์แบบแช่่แข็็ง (Cell cryopreservation) การ
ละลายเซลล์ที่่�แช่่แข็ง็ (Cell thawing) เพ่ื่�อนำมาเพาะเลี้้�ยงเซลล์ให้้ได้้
คุุณภาพต่่อไป และการประเมิินร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ (% 
confluence) ที่่�ต้อ้งอาศัยัความรู้้�ด้า้นลักัษณะรูปูร่่างของเซลล์ ์(Cell 
morphology) เพ่ื่�อการขยายเซลล์เพาะเลี้้�ยง (Cell subculture) รวม
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ถึงึมีคีวามรู้้� ความเข้า้ใจ และเทคนิคิต่่างๆระหว่่างการปฏิบิัตัิงิานต้อ้ง
ปลอดเชื้้�อ (Aseptic technique) เพ่ื่�อป้้องกัันไม่่ให้้เกิิดการปนเป้ื้�อน
ของเชื้้�อจุุลินิทรีย์ี์ต่่าง ๆ (Biological contamination) ในระหว่่างที่่�
เพาะเลี้้�ยงเซลล์์ออกสู่่�สิ่่�งแวดล้้อมภายนอกห้้องปฏิิบััติิการวิิจััย1

	 การเริ่่�มต้้นเพาะเลี้้�ยงเซลล์โดยปกติิแล้้วในช่่วง 12-48 
ชั่่�วโมง หลัังจากที่่�เริ่่�มลงเซลล์์เพ่ื่�อเพาะเลี้้�ยง (Cell seeding) ใน
ภาชนะสำหรัับเลี้้�ยงเซลล์์ (Flask) จะเรีียกว่่า Lag phase ซึ่่�งเป็็น
ช่่วงที่่�เซลล์์เริ่่�มฟื้้�นฟูู ภายในเซลล์เริ่่�มมีีการสร้้างเส้้นใยใหม่่ (Cyto-
skeleton) เซลล์์เริ่่�มยืืดออก และมีีการสร้้างเมทริิกซ์์ (Matrix) เพื่่�อ
ยึึดเกาะกัับภาชนะเลี้้�ยงเซลล์จากนั้้�นจึึงเริ่่�มกลัับเข้้าสู่่�วััฏจัักรเซลล์์ 
(Cell cycle) 
	ถั ดมาอััตราการเจริิญเติิบโตของเซลล์จะเข้้าสู่่�ช่่วงที่่�เรีียก
ว่่า Log phase ซึ่่�งเป็็นช่่วงที่่�เซลล์์มีีการเพิ่่�มจำนวนมากขึ้้�นเป็็นสอง
เท่่าของจำนวนเซลล์์ตั้้�งต้้น (Population doubling time) โดยใน
ช่่วง Log phase นี้้�จะมีีการเปลี่่�ยนอาหารเลี้้�ยงเซลล์ที่่�มีคีวามเข้ม้ข้้น
ของสารอาหารที่่�เหมาะสม มีคีวามเป็น็สมดุุลของความเป็น็กรด-ด่่าง 
ปราศจากสารพิิษและปลอดเชื้้�อที่่�เรีียกว่่า อาหารสำหรัับเลี้้�ยงเซลล์์
ครบส่่วน (Complete medium) เพื่่�อทำให้เ้ซลล์สามารถเพิ่่�มจำนวน
ได้้อย่่างต่่อเนื่่�อง 
	จ ากนั้้�นเม่ื่�อเซลล์เจริญิเติิบโตถึึงจุุดหนึ่่�งที่่�เรียีกว่่า plateau 
หรืือ Stationary phase คืือ ช่่วงที่่�เซลล์์เริ่่�มแก่่ (Senescence) เริ่่�ม
หยุุดการเจริญิเติบิโต เซลล์จะเริ่่�มเข้า้สู่่�กระบวนการตาย (Apoptosis) 
ตามวััฏจัักรของเซลล์ปกติิ2-3  ดัังนั้้�นความหนาแน่่นของเซลล์ในช่่วง
ท้้ายของ Log phase ก่่อนจะเข้้าสู่่�ช่่วง Plateau phase จะค่่อน
ข้้างมาก โดยมีีจำนวนเซลล์์อยู่่�ประมาณร้้อยละ 80-90 ของพื้้�นที่่�ผิิว
ทั้้�งหมดภายในภาชนะเลี้้�ยงเซลล์ จึงึเป็็นช่่วงที่่�ควรทำการขยายเซลล์
เพาะเลี้้�ยง (Subculture) มากที่่�สุุด ซึ่่�งหากเซลล์์มีีร้้อยละความหนา
แน่่นมากกว่่า 90 จะทำให้เ้ซลล์ต์าย หรืือน้อ้ยกว่่าร้อ้ยละ 80 เซลล์จะ
น้อ้ยเกิินไป อาจส่่งผลให้้เกิดิความผิิดพลาดต่่อจำนวนเซลล์ที่่�ต้อ้งการ
นำไปใช้้ในกระบวนต่่อไป การประเมิินร้้อยละความหนาแน่่นของ
เซลล์์จึึงเป็็นสิ่่�งสำคััญในกระบวนการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์
	ปั ัจจุุบัันได้้มีีการนำเทคโนโลยีีปััญญาประดิิษฐ์์ (Artificial 
Intelligence, AI) มาประยุุกต์์ใช้้ร่่วมกัับการทำงานด้้านต่่างๆเป็็น
อย่่างมาก วงการการแพทย์์ทางการรักษาโรค เช่่น โรคเบาหวาน 
โรคหลอดเลืือดหัวใจ โรคมะเร็็ง เป็็นต้้น หรืือด้้านเทคโนโลยี-
วิทิยาศาสตร์์สุุขภาพ และศึึกษาพัฒันาเพื่่�อให้เ้กิดิประโยชน์สู์ูงสุุดต่่อ
การนำมาใช้้4 ในปีี 2019 Amisha และคณะ5 ได้้ทำการศึึกษาข้้อได้้
เปรีียบและเสีียเปรีียบของการนำเทคโนโลยีีด้้านปััญญาประดิิษฐ์์มา
ใช้้ทางการแพทย์์ โดยพบว่่าเทคโนโลยีีปััญญาประดิิษฐ์์สามารถเพิ่่�ม
ประสิิทธิิภาพ ความแม่่นยำ รวมถึึงสามารถลดภาระงานของมนุุษย์์
ได้้ และจากรายงานการศึึกษาของ Henry Joutsijoki และคณะ6 ได้้
มีีการศึึกษาเซลล์์ต้้นกำเนิิดประเภท Induced pluripotent stem 
cells (iPSCs) ที่่�เพาะเลี้้�ยงมาแล้้ว 5-7 วันั จนกระทั่่�งเซลล์มีกีารเจริญิ
เติิบโตเพิ่่�มจำนวนมากขึ้้�น จากนั้้�นใช้้เทคนิิค 𝑘-nearest neighbor 

(𝑘-NN) classifier ของเทคโนโลยีีปััญญาประดิิษฐ์์ช่่วยจำแนกกลุ่่�ม
รููปภาพออกเป็็น 3 กลุ่่�ม ได้้แก่่ กลุ่่�มที่่�มีีลัักษณะที่่�ดีีเห็็นชััดเจน กลุ่่�ม
ที่่�ค่่อนข้้างดีีพอเห็็นชััดเจน และกลุ่่�มที่่�เห็็นได้้ไม่่ดีีออกจากกััน แทน
การใช้ร้ะบบคัดัเลืือกโดยมนุุษย์ ์พบว่่าระบบปัญัญาประดิษิฐ์ม์ีคีวาม
แม่่นยำในการจำแนกรููปภาพเท่่ากัับร้้อยละ 62.4 
	จ ากหลายรายงานการศึึกษาวิิจััยโดยใช้้เซลล์์ต้้นกำเนิิด
จากเนื้้�อเยื่่�อไขมััน Adipose-derived mesenchymal stem 
cells (ADSCs) มาเพาะเลี้้�ยง เซลล์์ที่่�ได้้จะมีีรููปร่่างลัักษณะ (Mor-
phology) ยืืดแผ่่ขยายออก (Spindle-shaped) ซึ่่�งคล้้ายลัักษณะ
รููปร่่างของเซลล์์ประเภท Fibroblast7-14 ปััจจุุบัันมีีรายงานศึึกษา
วิิจััยการนำ ADSCs ไปประยุุกต์์ใช้้ด้้านการรักษาโรคต่่าง ๆ  ทางการ
แพทย์์อย่่างกว้้างขวาง เช่่น การรักษาโรคข้้อเข่่าเส่ื่�อม การสร้้าง
เซลล์์ไขมัันให้้กัับผู้้�ป่่วยที่่�ได้้รัับการรัักษาโรคมะเร็็งเต้้านม เป็็นต้้น 
รวมไปถึึงด้้านความสวยความงาม15-18 การเพาะเลี้้�ยง ADSCs 
เพื่่�อให้้ได้้ปริิมาณที่่�เพีียงพอ สำหรัับการเปลี่่�ยนลำดัับรุ่่�น (Cell 
passage) เพื่่�อเพิ่่�มปริิมาณเซลล์์เป็็นปััจจััยสำคััญที่่�มีีผลต่่อจำนวน
เซลล์์ที่่�จะได้้ สำหรัับการเก็็บเกี่่�ยวเซลล์์ (Harvest cells) ให้้ได้้ตาม
ปริิมาณที่่�ต้้องการ วิิธีีการสังเกตปริิมาณจำนวนของเซลล์์ที่่�เพิ่่�มขึ้้�น 
ให้้อยู่่�ในช่่วงของ Log phase ที่่�มีีความหนาแน่่นประมาณร้้อย
ละ 70-80 ของพื้้�นที่่�ในภาชนะเพาะเลี้้�ยงเซลล์์เป็็นสิ่่�งสำคััญมาก
ต่่อการพิจารณาให้้ทำการ Subculture หรืือ Harvest ซึ่่�งต้้องใช้้
ความชำนาญ หรืือประสบการณ์์ด้้านการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์สููงมาก 
และเป็็นมาตรฐานเดีียวกัันทุุกครั้้�ง ดัังนั้้�นคณะผู้้�ทำการวิิจััยจึึงได้้
เล็็งเห็็นถึึงประโยชน์์ของการนำเทคโนโลยีี AI มาใช้้ในการประเมิิน
ร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ โดยการสร้้าง CM Model-1 เพื่่�อ
ช่่วยลดความผิิดพลาดจากการประเมิินร้้อยละความหนาแน่่นของ
เซลล์์ด้้วยสายตาของผู้้�ปฏิิบััติิงานแต่่ละบุุคคล และใช้้เป็็นมาตรฐาน
เดีียวกััน (Standardization) สำหรัับกำหนดร้้อยละความหนาแน่่น
ของเซลล์์ เม่ื่�อเซลล์์มีีการเจริิญเติิบโตในภาชนะเพาะเลี้้�ยงเท่่ากัับ
ร้้อยละ 80 และเข้้าสู่่�กระบวนการ Subculture หรืือ Harvest 
ต่่อไป เพ่ื่�อให้้ได้้ปริิมาณเซลล์์ที่่�เพีียงพอต่่อการนำไปใช้้ต่่อไป

วััตถุุประสงค์์
	 การพัฒนา CM Model-1 สำหรัับช่่วยประเมิินร้้อยละ
ความหนาแน่่นของเซลล์์เพาะเลี้้�ยงได้้อย่่างมีีประสิิทธิิภาพ เพื่่�อช่่วย
ลดความผิิดพลาดจากการประเมิินร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์
ด้้วยสายตาของผู้้�ปฏิิบััติิงาน และใช้้เป็็นมาตรฐานเดีียวกััน (Stan-
dardization) สำหรัับกำหนดร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์

วิิธีีการศึึกษา
ตััวอย่่าง (Samples)
	 เซลล์์ต้้นกำเนิิดจากเนื้้�อเย่ื่�อไขมััน (Adipose-derived 
mesenchymal stem cells, ADSCs) จากมนุุษย์์ เพศหญิิง อายุุ 
49 ปีี, Passage 2 ที่่�ได้้รัับมาจาก American Type Culture 
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Collection (ATCC®) Manassas, VA 20110-2209, USA , PCS-
500-011TM, Lot Number : 70040251

การเก็็บรวมรวมข้้อมููลภาพถ่่ายร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์
เพื่่�อพััฒนา CM Model-1
	ร ะหว่่างกระบวนการเพาะเลี้้�ยง ADSCs จะเริ่่�มบัันทึึก
ภาพถ่่ายตั้้�งแต่่ความหนาแน่่นของเซลล์์ร้้อยละ 10 เป็็นต้้นไป ที่่�
กำลัังขยาย 4X และ 10X ด้้วยชุุดกล้้องถ่่ายภาพดิิจิิตอล (ยี่่�ห้้อ 
LANOPTIK, HW1200Z-O) ที่่�ประกอบเข้้ากัับกล้้องจุุลทรรศน์์ชนิิด
หััวกลัับ (ยี่่�ห้้อ Olympus, CKX41) ผ่่านโปรแกรม Pixit Pro.A4 
โดยกำหนดหลัักเกณฑ์์การคัดเลืือกภาพถ่่ายความหนาแน่่นของ
เซลล์์ดัังนี้้�
	 เกณฑ์์การรัับภาพถ่่ายเข้้าศึึกษา (Inclusion criteria) 
คืือ ภาพถ่่ายที่่�เห็็นขอบเขตเซลล์์ชััดเจน ไม่่มืืด และไม่่สว่่างเกิินไป
	 เกณฑ์์การไม่่รับัภาพถ่ายเข้้าศึกึษา (Exclusion criteria) 
คืือ ภาพถ่่ายที่่�ไม่่เห็็นขอบเขตเซลล์์ชััดเจนหรืือมััว มืืด และสว่่าง
เกิินไป
	 การเก็บ็รวบรวมภาพถ่่ายความหนาแน่่นของเซลล์จำนวน
ทั้้�งหมด 9,642 ภาพ โดยแบ่่งชุุดข้้อมููลภาพถ่่ายร้้อยละความหนา
แน่่นของเซลล์ออกเป็็นทั้้�งหมด 5 ช่่วง ได้้แก่่ ช่่วงร้้อยละ 10-29, 
30-49, 50-69, 70-89 และ 90-100 
	 สำหรับัการสร้า้ง CM Model-1 จะแบ่่งชุุดข้อ้มูลูภาพถ่่าย
ออกเป็็นทั้้�งหมด 2 ชุุด ได้้แก่่ 

•	 ภาพถ่่ายชุุดที่่� 1 จะเป็็น Training data set (จำนวน
ทั้้�งหมด 9,042 ภาพ)
	 ใช้้สำหรัับการพััฒนา CM Model-1 จะทำการรวบรวม

ภาพถ่่ายร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ตามแต่่ละช่่วงดัังที่่�
กล่่าวมาข้้างต้้น ที่่�กำลัังขยาย 4X และ 10X โดยแต่่ละภาพ
จะถููกจััดกลุ่่�มให้้ตรงตามช่่วงร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์
ตามการเจริญเติิบโตของเซลล์์ โดยผู้้�ชำนาญงานด้้านการเพาะ
เลี้้�ยงเซลล์์
•	 ภาพถ่่ายชุุดที่่� 2 จะเป็็น Test data set (จำนวน

ทั้้�งหมด 600 ภาพ)
	 ใช้้สำหรัับทดสอบความถููกต้้องและแม่่นยำของ CM 

Model-1 ที่่�กำลัังขยาย 4X และ 10X โดยแต่่ละภาพจะไม่่มี
การจััดกลุ่่�มตามช่่วงร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ ตามการ
เจริิญเติิบโตของเซลล์์ เพ่ื่�อทดสอบความถููกต้้องและแม่่นยำ
ของ CM Model-1 

การพััฒนาและทดสอบความแม่่นยำของ CM Model-1
	 การวิเิคราะห์์ประสิิทธิภิาพการทำงานของ CM Model-1 
ในระหว่่างกระบวนการ Training model และ Validation วััดค่่า 
Accuracy, Precision, Recall และ F1-score โดยส่่วนมากจะ
วััดประสิิทธิิภาพจากค่่า Confusion matrix คืือ ตารางสำหรัับใช้้
วััดความสามารถของ Machine learning ในการแก้้ปััญหาแต่่ละ 
Classification19

	ค ำนิยิามและการคำนวณค่่า Precision, Recall, Accuracy 
และ F1-score มีีดังันี้้�19

	 Precision เป็็นการวัดความแม่่นยำของข้้อมููล โดย
พิิจารณาจากค่่า True Positive และ False Positive จากสมการ 

Precision = (TP) ÷ (TP+FP)
	 Recall เป็น็การวัดัความถูกูต้้องของ Model โดยพิิจารณา
จากค่่า True Positive และ False Negative จากสมการ 

Recall = (TP) ÷ (TP+FN)
	 Accuracy เป็็นการวััดความถููกต้้องของ Model โดย
พิิจารณาจากค่่า True Positive, True Negative, False Positive 
และ False Negative จากสมการ 

Accuracy = [(TP+TN) ÷ ((TP+TN) + (FP+FN))]
	 F1-score เป็็นการนำค่่าระหว่่าง Precision และ Recall มา
เฉลี่่�ยแบบ Harmonic mean สร้้าง F1 ขึ้้�นมาเพื่่�อเป็็น Single metric 
ที่่�ใช้้วัดัความสามารถของ Model โดยค่่า F1-score ที่่�เข้้าใกล้้ร้้อยละ 
100 มากที่่�สุุดแสดงถึึงความสามารถของ Model ได้้ดีีที่่�สุุด จากสมการ
F1-score = 2 × [(precision × recall) ÷ (precision + recall)]

ตารางที่่� 1 แสดงความสามารถของ Machine learning19

Predicted

Negative Positive

Actual Negative TN FP

Positive FN TP
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ผลการศึึกษา
	จ ากผลภาพถ่่ายร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ ที่่�กำลััง
ขยาย 4X และ 10X ลักัษณะของ ADSCs ที่่�เพาะเลี้้�ยงมีีรูปูร่่างขนาด
ประมาณ 40-50 µm และการเจริิญเติิบโตของ ADSCs มีีร้้อยละ
ความหนาแน่่นของเซลล์์เพิ่่�มขึ้้�นตั้้�งแต่่ช่่วงร้้อยละ 10-29, 30-49, 
50-69, 70-89 และ 90-100 ตามลำดัับ (ภาพที่่� 1)
	จ ากการเก็็บรวบรวมภาพถ่่ายร้้อยละความหนาแน่่นของ
เซลล์ทั้้�งหมด 9,642 รููป โดยแบ่่งเป็็นภาพถ่่ายของชุุดข้อมููลที่่� 1 
Training data set ที่่�กำลังัขยาย 4X จำนวนทั้้�งหมด 5,373 รูปู โดย

แต่่ละช่่วงความหนาแน่่นของเซลล์์ที่่�ร้้อยละ 10-29, 30-49, 50-69, 
70-89 และ 90-100 มีีจำนวนเท่่ากัับ 1,003, 1,057, 1,102, 1,106 
และ 1,105 รููปตามลำดัับ (มีีข้้อมููลของค่่า Confusion matrix และ
ค่่า TN, FP, FN, TP แสดงดัังตารางที่่� 1 และ 2 ในเอกสาร Sup-
plementary data) และจากผลการประเมิินประสิิทธิภิาพของ CM 
Model-1 ที่่�ได้ร้ับัการพัฒันาในงานวิจิัยันี้้� ที่่�กำลัังขยาย 4X มีคี่่าเฉลี่่�ย
ของค่่า precision เท่่ากับัร้อ้ยละ 98, ค่่า Recall เท่่ากับัร้อ้ยละ 98, 
ค่่า F1-score เท่่ากับัร้อ้ยละ 98 และค่่า Accuracy เท่่ากับัร้อ้ยละ 98 
(ตารางที่่� 2) และภาพถ่่ายที่่�กำลัังขยาย 10X จำนวนทั้้�งหมด 3,669 
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ภาพที่่� 1 แสดงความหนาแน่่นการเจริญิเติิบโตของ ADSCs ที่่�มีรี้อ้ยละความหนาแน่่นของเซลล์เพิ่่�มขึ้้�น
ตามลำดัับตั้้�งแต่่ช่่วงร้้อยละ 10-29, 30-49, 50-69, 70-89 และ 90-100  (scale bar ขนาด 20 µm)
ที่่�มา: พููนสิิน พวงไพโรจน์์ กลุ่่�มวิิจััยด้้านชีีววิิทยาภููมิิคุ้้�มกัันและวิิทยาศาสตร์์การบำบััด ฝ่่ายวิิจััย 
คณะแพทยศาสตร์์ศิิริิราชพยาบาล มหาวิิทยาลััยมหิิดล
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รููป โดยแต่่ละช่่วงความหนาแน่่นของเซลล์์ที่่�ร้้อยละ 10-29, 30-49, 
50-69, 70-89 และ 90-100 มีีจำนวนเท่่ากัับ 993, 591, 620, 975 
และ 490 รููป ตามลำดัับ และจากผลการประเมิินประสิิทธิิภาพของ 
CM Model-1 ที่่�ได้้รัับการพััฒนาในงานวิิจััยนี้้� ที่่�กำลัังขยาย 10X มีี
ค่่าเฉลี่่�ยของค่่า Precision เท่่ากัับร้้อยละ 100, ค่่า Recall เท่่ากัับ
ร้้อยละ 100, ค่่า F1-score เท่่ากัับร้้อยละ 100 และค่่า Accuracy 
เท่่ากัับร้้อยละ 100 (ตารางที่่� 3) 
	 หลัังจาก CM Model-1 ผ่่านการประเมิินการเรีียนรู้้�จาก
ชุุดข้้อมููลที่่� 1 Training data set แล้้ว CM Model-1 ได้้ถููกนำมา
ประเมิินการเรีียนรู้้�ต่่อไปโดยใช้้ภาพถ่่ายชุุดข้้อมููลที่่� 2 Test data 
set ที่่�กำลัังขยาย 4X จำนวนทั้้�งหมด 300 รููป พบว่่า CM Model-1 
สามารถแยกภาพถ่่ายที่่�ร้อ้ยละความหนาแน่่นของเซลล์ระหว่่างช่่วง

ร้อ้ยละที่่� 10-29, 30-49, 50-69, 70-89 และ 90-100 ได้จ้ำนวน 69, 
49, 57, 64 และ 61 รูปูตามลำดับั (มีีข้อ้มูลูของค่่า Confusion ma-
trix และค่่า TN, FP, FN, TP แสดงดัังตารางที่่� 3 และ 4 ในเอกสาร 
Supplementary data) มีีค่่าเฉลี่่�ยของค่่า Precision เท่่ากัับร้้อย
ละ 95, ค่่า Recall เท่่ากัับร้้อยละ 95, ค่่า F1-score เท่่ากัับร้้อยละ 
95 และค่่า Accuracy เท่่ากัับร้้อยละ 95 (ตารางที่่� 4) และภาพถ่่าย
ที่่�กำลัังขยาย 10X จำนวนทั้้�งหมด 300 รููป ร้้อยละความหนาแน่่น
ของเซลล์์ระหว่่างช่่วงร้้อยละที่่� 10-29, 30-49, 50-69, 70-89 และ 
90-100 ได้จ้ำนวน 62, 60, 57, 62 และ 59 รูปูตามลำดับั มีคี่่าเฉลี่่�ย
ของค่่า Precision เท่่ากัับร้อ้ยละ 93, ค่่า Recall เท่่ากัับร้อ้ยละ 93, 
ค่่า F1-score เท่่ากัับร้้อยละ 92 และค่่า Accuracy เท่่ากัับร้้อยละ 
92 (ตารางที่่� 5)

ตารางที่่� 2 ผลประเมิินค่่า Precision, ค่่า Recall, ค่่า F1-score และค่่า Accuracy ณ ช่่วงร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ต่่าง ๆ 

ของภาพถ่่ายเซลล์์ที่่�กำลัังขยาย 4X สำหรัับพััฒนา CM Model-1 (ชุุดข้้อมููลที่่� 1 Training data set)

ร้้อยละความหนาแน่่น จำนวนภาพถ่่าย Precision (%) Recall (%) F1-score (%)

10-29 1,003 98 99 98

30-49 1,057 97 98 97

50-69 1,102 99 96 98

70-89 1,106 98 97 97

90-100 1,105 97 100 98

รวมทั้้�งหมด 5,373 - - -

Average - 98 98 98

Accuracy - - - 98

ตารางที่่� 3 ผลประเมิินค่่า Precision, ค่่า Recall, ค่่า F1-score และค่่า Accuracy ณ ช่่วงร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ต่่าง ๆ 

ของภาพถ่่ายเซลล์์ที่่�กำลัังขยาย 10X สำหรัับพััฒนา CM Model-1 (ชุุดข้้อมููลที่่� 1 Training data set)

ร้้อยละความหนาแน่่น จำนวนภาพถ่่าย Precision (%) Recall (%) F1-score (%)

10-29 993 100 100 100

30-49 591 100 100 100

50-69 620 100 100 100

70-89 975 100 100 100

90-100 490 100 100 100
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ร้้อยละความหนาแน่่น จำนวนภาพถ่่าย Precision (%) Recall (%) F1-score (%)

รวมทั้้�งหมด 3,669 - - -

Average - 100 100 100

Accuracy - - - 100

ตารางที่่� 4 ผลประเมิินค่่า Precision, ค่่า Recall, ค่่า F1-score และค่่า Accuracy ณ ช่่วงร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ต่่าง ๆ 

ของภาพถ่่ายเซลล์์ที่่�กำลัังขยาย 4X สำหรัับทดสอบความถููกต้้องและแม่่นยำของ CM Model-1 (ชุุดข้้อมููลที่่� 2 Test data set)

ร้้อยละความหนาแน่่น จำนวนภาพถ่่าย Precision (%) Recall (%) F1-score (%)

10-29 69 100 96 98

30-49 49 82 100 90

50-69 57 96 86 91

70-89 64 98 97 98

90-100 61 100 98 99

รวมทั้้�งหมด 300 - - -

Average - 95 95 95

Accuracy - - - 95

ตารางที่่� 5 ผลประเมิินค่่า Precision, ค่่า recall, ค่่า F1-score และค่่า Accuracy ณ ช่่วงร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ต่่าง ๆ 

ของภาพถ่่ายเซลล์์ที่่�กำลัังขยาย 10X สำหรัับทดสอบความถููกต้้องและแม่่นยำของ CM Model-1 (ชุุดข้้อมููลที่่� 2 Test data set)

ร้้อยละความหนาแน่่น จำนวนภาพถ่่าย Precision (%) Recall (%) F1-score (%)

10-29 62 94 95 94

30-49 60 86 90 88

50-69 57 91 86 88

70-89 62 94 95 94

90-100 59 100 97 98

รวมทั้้�งหมด 300 - - -

Average - 93 93 92

Accuracy - - - 92
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สรุุป
	 ผลการศึึกษาลัักษณะของเซลล์์ ADSCs ในแต่่ละช่่วง
ระยะของร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์จากภาพถ่่ายด้้วย
กล้้องจุุลทรรศน์์ชนิดหัวกลัับ (ภาพที่่� 1) พบว่่า ที่่�กำลัังขยาย 4X 
และ 10X เซลล์มีีขนาดปกติิ และรููปร่่างของเซลล์มีีลัักษณะยืืดแผ่่
ขยายออก (Spindle-shaped) หรืือคล้้าย Fibroblast และแต่่ละ
ช่่วงระยะของร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์ ได้แ้ก่่ ร้อ้ยละ 10-29, 
30-49, 50-69, 70-89 และ 90-100 มีคีวามหนาแน่่นของกลุ่่�มเซลล์
เพิ่่�มขึ้้�นตามลำดับั แสดงให้เ้ห็น็ว่่าเซลล์ม์ีกีารเจริญิเติบิโตเพิ่่�มขึ้้�น จาก
ผลการทดสอบความถูกูต้้องและแม่่นยำสำหรัับพััฒนา CM Model-1 
เพื่่�อช่่วยประเมิินความหนาแน่่นของ ADSCs ช่่วงระหว่่างร้้อยละ
ความหนาแน่่นที่่� 10-29, 30-49, 50-69, 70-89 และ 90-100 ที่่�
กำลัังขยาย 4X มีีค่่าเฉลี่่�ยของค่่า Precision เท่่ากัับร้้อยละ 95, ค่่า 
Recall เท่่ากัับร้้อยละ 95, ค่่า F1-score เท่่ากัับร้้อยละ 95 และค่่า 
Accuracy เท่่ากัับร้้อยละ 95 และที่่�กำลัังขยาย 10X มีีค่่าเฉลี่่�ยของ
ค่่า Precision เท่่ากัับร้้อยละ 93, ค่่า Recall เท่่ากัับร้้อยละ 93, ค่่า 
F1-score เท่่ากัับร้้อยละ 92 และค่่า Accuracy เท่่ากัับร้้อยละ 92 
ซึ่่�งเป็็นค่่าร้้อยละที่่�เข้้าใกล้้ 100 ดัังนั้้�น CM Model-1 ในการศึึกษา
นี้้�มีีความถููกต้้องและแม่่นยำค่่อนข้้างมาก สามารถช่่วยลดความผิิด
พลาดของมนุุษย์์และสามารถช่่วยประเมิินความหนาแน่่นของเซลล์์
ออกมาเป็็นในทิิศทางเดีียวกันให้้กัับผู้้�ปฏิิบััติิงานด้้านการเพาะเลี้้�ยง
เซลล์์ได้้ อย่่างไรก็็ตาม CM Model-1 นี้้�เป็็นการศึึกษาเบื้้�องต้้นที่่�
สามารถใช้ก้ับัเซลล์ช์นิดิ ADSCs หรืือเซลล์ท์ี่่�มีรีูปูร่่างคล้า้ยกันัเท่่านั้้�น 
ยัังต้้องมีีการศึึกษาเพิ่่�มเติิมเพื่่�อให้้สามารถนำไปใช้้กัับเซลล์์ได้้หลาย
ชนิิดมากขึ้้�นต่่อไป

อภิิปรายผล
	จ ากการศึกษาลักัษณะของเซลล์ ADSCs ในแต่่ละช่่วงร้้อย
ละความหนาแน่่นของเซลล์์ระยะต่่าง ๆ ขนาดและรููปร่่างของเซลล์์
มีีลัักษณะเป็็นแบบ Spindle-shaped หรืือคล้้าย Fibroblast ซึ่่�ง
สอดคล้้องตรงกัับหลายงานวิิจััยที่่�ได้้มีีการศึึกษาก่่อนหน้้านี้้�7-15

	 การประเมิินความหนาแน่่นของเซลล์ด้้วยสายตาของผู้้�
ปฏิิบััติิงานเป็็นวิิธีีที่่�นิิยมใช้้กัันอย่่างแพร่่หลาย เนื่่�องจากเป็็นวิิธีีที่่�
สะดวกรวดเร็ว็ ไม่่มีคีวามซับัซ้้อน แต่่การประเมินิความหนาแน่่นของ
เซลล์ด์้ว้ยวิธิีนีี้้�อาจมีคีวามผิดิพลาดจากมนุุษย์ ์(Human error) ที่่�เกิดิ
จากความเอนเอีียง (Bias) หรืือความหลากหลายในการประเมินิความ
หนาแน่่นของเซลล์์ในแต่่ละบุุคคลไม่่เท่่ากััน การนำเทคโนโลยีีเข้้า
มาช่่วยในการประเมิินความหนาแน่่นของเซลล์จึึงเป็็นอีีกทางเลืือก
หนึ่่�งที่่�ลดโอกาสการเกิิด Human error ได้้ จากการศึึกษาวิิจััยของ 
Gil Topman และคณะ20 ได้้พััฒนาวิิธีีการประเมิินความหนาแน่่น
ของเซลล์์ด้้วย algorithm โดยศึึกษากัับเซลล์์ทั้้�งหมด 3 ชนิิดที่่�แตก
ต่่างกััน (NIH3T3 fibroblasts, C2C12 myoblasts และ 3T3L1 
pre-adipocytes) และถ่่ายภาพด้ว้ยกล้อ้งจุุลทรรศน์เ์ป็น็เวลา 5 วันั 

(วัันละ 2 ครั้้�ง) โดยความหนาแน่่นของเซลล์คำนวณจากค่่า Pixel 
ของพื้้�นที่่�ว่่างระหว่่างเซลล์ ์พบว่่าเม่ื่�อเทียีบผลการประเมินิความหนา
แน่่นของเซลล์์ระหว่่าง Algorithm กัับผู้้�เชี่่�ยวชาญทางด้้านชีีววิิทยา
ให้้ผลออกมาค่่อนข้้างสอดคล้้องกััน นอกจากนี้้� จากการศึึกษาของ 
Ching-Hsiang Chiu และคณะ21 ที่่�ได้้พััฒนา Algorithm สำหรัับ
การประเมินิความหนาแน่่นของเซลล์ ์โดยใช้ ้Cell line ของ Human 
normal oral fibroblasts (hOFs) ซึ่่�งถููกเก็็บข้้อมููลรููปภาพในขณะ
เพาะเลี้้�ยงเซลล์ท์ี่่�ทุุก 6 ชั่่�วโมง จนครบ 60 ชั่่�วโมง แล้ว้จึงึนำภาพถ่่าย
เหล่่านั้้�นมาประเมิินความหนาแน่่นของเซลล์์ด้้วย Model ที่่�พััฒนา
ขึ้้�นเปรีียบเทีียบกัับร้้อยละความหนาแน่่นของเซลล์์ ที่่�ถููกประเมิิน
โดยนัักวิิจััยที่่�มีีประสบการณ์์และความชำนาญด้้านการเพาะเลี้้�ยง
เซลล์์ พบว่่า Algorithm ที่่�ได้้รัับการพััฒนาสามารถประเมิินความ
หนาแน่่นของเซลล์์ ออกมาได้้ใกล้้เคีียงกัับนัักวิิจััยที่่�มีีความชำนาญ
ด้้านการเพาะเลี้้�ยงเซลล์์ ทำให้้ Model นี้้�เป็็นเครื่่�องมืือช่่วยประเมิิน
ความหนาแน่่นของเซลล์์แทนนัักวิิจััยได้้ เมื่่�อเปรีียบเทีียบจากการ
ศึกึษาเบื้้�องต้น้ (Preliminary study) ในครั้้�งนี้้�ได้ส้ร้า้ง CM Model-1 
จากภาพถ่่ายความหนาแน่่นของ ADSCs ที่่�กำลัังขยาย 4X และ 10X 
จำนวนทั้้�งหมด 9,642 รููป โดยแบ่่งชุุดภาพถ่่ายออกเป็็น 2 ชุุดข้้อมููล 
ได้้แก่่ ชุุดข้อมููลสำหรัับการสร้้าง CM Model-1 (Training data 
set) จำนวน 9,042 รููป และชุุดข้้อมููลทดสอบ CM Model-1 (Test 
data set) จำนวนชุุดข้้อมููลรวม 600 รููป มีีค่่า Precision, Recall, 
F1-score และ Accuracy ของทั้้�ง 2 ชุุดข้้อมููล เข้้าใกล้้ร้้อยละ 100 
(มากกว่่าร้้อยละ 90) แสดงให้้เห็็นว่่า CM Model-1 นี้้�มีคีวามถูกูต้้อง
และแม่่นยำค่่อนข้้างสูงู อย่่างไรก็ต็าม CM Model-1 ยังัคงต้อ้งมีกีาร
ศึกึษาเพิ่่�มเติมิเพื่่�อให้ค้่่าของชุุดข้อ้มูลู Test data set มีคีวามถูกูต้อ้ง
และแม่่นยำมากขึ้้�น รวมถึึงการนำไปใช้้กัับเซลล์ได้้หลากหลายมาก
ขึ้้�น ดัังนั้้�น CM Model-1 ในการศึึกษานี้้�จึึงเป็็นแนวทางสำหรัับการ
ศึึกษาและพััฒนาต่่อ เพื่่�อนำ Model รุ่่�นต่่อไปมาช่่วยประเมิินความ
หนาแน่่นของเซลล์์เพาะเลี้้�ยงได้้อย่่างถููกต้้องแม่่นยำ ให้้กัับผู้้�ปฏิิบััติิ
งานหรืือผู้้�เริ่่�มเพาะเลี้้�ยงเซลล์ (Novice study) เพื่่�อช่่วยประกอบ
การตััดสิินใจเบื้้�องต้้นในการประเมิินความหนาแน่่นของเซลล์ ลด
ความผิดิพลาดจากการประเมินิความหนาแน่่นของเซลล์ด์้ว้ยสายตา
ของผู้้�ปฏิิบััติิงาน และใช้้เป็็นมาตรฐานเดีียวกััน สำหรัับกำหนดร้้อย
ละความหนาแน่่นของเซลล์์ก่่อนกระบวนการ Subculture หรืือ 
Harvest เพื่่�อให้้ได้้ปริิมาณเซลล์์ที่่�เพีียงพอต่่อการนำไปใช้้ต่่อไป

ข้้อเสนอแนะจากการวิิจััย
	 สำหรัับการศึึกษาเบื้้�องต้้นในครั้้�งนี้้� CM Model-1 ที่่�สร้้าง
ขึ้้�นเพื่่�อช่่วยประเมิินความหนาแน่่นของเซลล์์เพาะเลี้้�ยง จำเป็็นต้้อง
มีีการศึกษาในผู้้�เชี่่�ยวชาญ ผู้้�ปฏิิบััติิงาน และผู้้�ที่่�เกี่่�ยวข้องกัับงาน
ด้้านการเพาะเลี้้�ยงเซลล์เพิ่่�มเติิม เพ่ื่�อลดปัจจััยที่่�อาจเกิิดจากความ
เอนเอีียง (Bias) จากผู้้�เชี่่�ยวชาญในการประเมิินความหนาแน่่นของ
เซลล์ รวมถึึงการศึกษาเพิ่่�มเติิมกับัเซลล์ที่่�มีลัีักษณะรููปร่่างอ่ื่�น ๆ  เพ่ื่�อ



สามารถนำ CM Model-1 รุ่่�นถััดไปนำมาช่่วยประเมิินความหนาแน่่น
ของเซลล์ไ์ด้อ้ย่่างถูกูต้อ้งแม่่นยำและสามารถใช้ก้ับัเซลล์ไ์ด้ห้ลายชนิดิ
มากขึ้้�น
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