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             This research aimed to investigate the effects of gelatin and 
chitooligosaccharide conjugation into Thai silk fibroin scaffolds on the physical and 
biological properties of the scaffolds. Thai silk fibroin scaffolds were prepared via 
salt-leaching method resulting in smooth surface and interconnected porous 
network. The scaffolds were conjugated with blended gelatin and 
chitooligosaccharide solution. The weight blend ratios of gelatin and 
chitooligosaccharide were 100/0, 90/10, 80/20 and 70/30. Glutaraldehyde (GA) was 
used as the crosslinking agent at the concentration of 0.05, 0.1, 0.15 and 0.2% v/v. 
At 0.1% GA, the amount of gelatin and chitooligosaccharide conjugated into Thai silk 
fibroin scaffold was 28-29% leading to an increase in density and compressive 
modulus and a reduction in the porosity of scaffolds. The results of in vitro cell 
culture using rat bone-marrow derived mesenchymal stem cells showed that the 
conjugated gelatin and chitoologosaccharide into the scaffolds effectively enhanced 
osteogenic differentiation as evaluated from alkaline phosphatase activity, calcium 
content and cell morphology. From these results, it could be concluded that Thai silk 
fibroin scaffolds modified by gelatin and chitooligosaccharide conjugation could 
promote osteogenic differentiation of bone marrow-derived stem cells, especially at 
the weight blending ratio of gelatin/chitooligosaccharide 70/30. 
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บทที่ 1 
บทน า 

 
1.1 ที่มาของงานวิจัย  
 ปัจจุบนันีปั้ญหากระดกูบาดเจ็บจ าเป็นต้องใช้ระยะเวลาในการรักษา หรืออาจต้องรอรับ
บริจาคกระดกูจากผู้ อ่ืน จงึมีการใช้วสัดทุดแทนกระดกูเพ่ือทดแทนและซ่อมแซมเสริมสร้างเนือ้เย่ือ
กระดกูให้กลบัคืนสู่สภาพปกติ การปลกูถ่ายกระดกูท่ีใช้โดยทัว่ไปมี 3 วิธี คือ การปลกูถ่ายด้วย
กระดกูจากตวัผู้ ป่วยเอง (autograft) การปลูกถ่ายด้วยกระดกูจากผู้ อ่ืน (allograft) และการปลูก
ถ่ายด้วยวสัดเุลียนแบบชีวภาพ (biomimetic materials) [Zhang, Z.Y. และคณะ 2009] การรับ
บริจาคกระดกูจากผู้ อ่ืนมีผลเสียคือ บางครัง้กระดกูนัน้ถกูตอ่ต้านโดยระบบภูมิคุ้มกนัของผู้ ท่ีได้รับ
บริจาค จากเหตผุลนีจ้ึงมีการพฒันาเลือกใช้วสัดสุงัเคราะห์และวสัดธุรรมชาติมาผลิตเป็นกระดกู
ทดแทน  
 โครงเลีย้งเซลล์ (scaffolds) เป็นองค์ประกอบหลักท่ีส าคัญอย่างหนึ่งในงานวิศวกรรม
เนือ้เย่ือ โครงเลีย้งเซลล์ผลิตจากชีววสัด ุอาทิเช่น คอลลาเจน ไหม เจลาติน ไคตินและไคโตซาน 
อีกทัง้ยงัสามารถผลิตได้จากวสัดสุงัเคราะห์ อาทิเช่น พอลิแลคติกแอซิด (PLA) ไฮดรอกซีอะพา
ไทต์ (HA) และเบตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต (β-TCP) ซึง่มีลกัษณะและสมบตัิท่ีเหมาะสมตอ่การชกั

น าให้เซลล์ยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ ไดแก่ มีความพรุนท่ีต่อเน่ือง มีขนาดของรูพรุนท่ี
เหมาะสม มีความสามารถในการเข้ากันได้ทางชีวภาพกับร่างกาย มีความแข็งแรง และมี
ความสามารถในการย่อยสลายภายในร่างกายท่ีเหมาะสมกับลักษณะการเกิดของเนือ้เย่ือใหม ่
และต้องมีสมบตัเิชิงกลท่ีดี เชน่ ความแข็งแรงของโครงเลีย้งเซลล์ [Takahashi, Y. และคณะ 2005] 
เซลล์ท่ีน ามาเพาะเลีย้งอาจเป็นเซลล์ของเนือ้เย่ือจ าเพาะ เช่น เซลล์ผิวหนงัแท้ เซลล์กระดกู เซลล์
ประสาท เป็นต้น หรือ เป็นเซลล์ต้นก าเนิดท่ีมีความสามารถในการเจริญเติบโตเปล่ียนแปลงไปเป็น

เซลล์เนือ้เย่ือจ าเพาะตา่งๆได้ ซึง่จากรายงานในตา่งประเทศในช่วงท่ีผ่านมาพบว่า มีความสนใจใน
การพฒันาเซลล์ต้นก าเนิดเพ่ือใช้งานในวิศวกรรมเนือ้เย่ือเพิ่มขึน้อย่างตอ่เน่ือง [Meinel, L. และ
คณะ 2005] 
 วสัดธุรรมชาตท่ีิยอ่ยสลายได้ทางชีวภาพซึง่มีรายงานการน ามาพฒันาผลิตโครงเลีย้งเซลล์ 
มีหลายประเภท อาทิ เส้นใยไฟโบรอินไหมไทย คอลลาเจน เจลาติน และ ไคโตซาน ไหมเป็นเส้นใย
โปรตีนธรรมชาติท่ีถูกน ามาวิจัยเพ่ือประยุกต์ใช้งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือ โดยน าส่วนของ 
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ไฟโบรอินมาท าการศึกษา เพราะมีสมบตัิเชิงกลท่ีดี มีความสามารถในการเข้ากันได้ทางชีวภาพ  
มีความสามารถในการซึมผ่านของน า้และออกซิเจนได้ดี รวมทัง้เซลล์สามารถยึดเกาะได้ดี ไม่เป็น
พิษต่อเซลล์ ไฟโบรอินจึงเป็นวัสดุท่ีนิยมน ามาผลิตเป็นโครงเลีย้งเซลล์ [Wang, Y. และคณะ 
2006] อยา่งไรก็ตาม โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินมีความแข็งเปราะ ดงันัน้จงึมีการผสมสารสงัเคราะห์
หรือ พอลิเมอร์ตวัอ่ืนร่วมด้วย เพ่ือท าให้สมบตัิดีขึน้ วสัดท่ีุน ามาใช้ร่วมได้แก่ ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
(HA) และมีวสัดชีุวภาพท่ีชว่ยให้สมบตัทิางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินดีขึน้ได้แก่ เจลาติน 
[She, Z. และคณะ 2008] 
 จากผลงานวิจยัของคณะผู้วิจยัเก่ียวกับการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วย
วิธีการก าจดัเกลือออก โดยใช้รังไหมไทยพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 แล้วท าการศกึษาผลกระทบจาก
การคอนจเูกตเจลาตนิท่ีมีตอ่สมบตัิทางกายภาพและทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทย โดยพบวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีการปรับปรุงพืน้ผิวด้วยการคอนจเูกตเจลาติน 
ชว่ยให้โครงสร้างมีความแข็งแรงมากขึน้ โดยมีคา่มอดลูสัของการกดสงูขึน้ 93% และมีประสิทธิผล
ช่วยส่งเสริมการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ mouse osteoblast-like cells (MC3T3-

E1) บนโครงเลีย้งเซลล์ไดดี [Chamchongkaset, J. และคณะ 2008] 
 ไคโตซานเป็นอนพุนัธุ์ท่ีได้มาจากไคติน ซึ่งพบมากในสตัว์ทะเล เช่น กุ้ ง ป ูปลาหมึก โดยมี
โครงสร้างเป็นพอลิแซคคาไรด์ ไคโตซานมีสมบตัิท่ีดีในด้านความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ แตมี่ข้อเสีย
ในเร่ืองการควบคมุการย่อยสลายซึ่งท าได้ยาก และมีบางรายงานอ้างว่าไคโตซานมีความเป็นพิษ
ตอ่เซลล์ [She, Z. และคณะ 2008] จากผลงานวิจยัของคณะผู้วิจยัเก่ียวกบัผลกระทบของการผสม
ไคโตซานท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุตา่งๆ ตอ่โครงเลีย้งเซลล์ท่ีท าจากโปรตีนกลุ่มคอลลาเจนและเจลาติน 
พบว่า น า้หนักโมเลกุลของไคโตซานส่งผลโดยตรงกับสมบัติทางกายภาพและชีวภาพของ        
โครงเลีย้งเซลล์ท่ีผลิตจากคอลลาเจนผสมไคโตซานด้วยกระบวนการท าแห้งด้วยความเย็น โดย
พบว่า โครงเลีย้งเซลล์ท่ีผลิตจากคอลลาเจนและไคโตซานน า้หนกัโมเลกุลต ่า  (13 กิโลดาลตลั) 
สามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนงัของหน ู (L929) ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่า
โครงเลีย้งเซลล์ท่ีผลิตจากคอลลาเจนและไคโตซานน า้หนกัโมเลกุลสงู  (264 กิโลดาลตลั) โดย
เฉพาะท่ีสดัส่วนการผสมของไคโตซาน 30 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั [Tangsadthakun, C และคณะ 
2007]  
 ในท านองเดียวกนั มีการศกึษาถึงการเปล่ียนแปลงของน า้หนกัโมเลกลุของไคโตซาน และ
สดัส่วนการผสมระหว่างเจลาตินกบัไคโตซาน โดยจฑุามาศ รัตนวราภรณ์ พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ี
ผลิตจากเจลาตินและไคโตซานท่ีมีน า้หนกัโมเลกุลสงู (1,000 กิโลดาลตลั) มีสมบตัิทางกายภาพ



  3 

และทางกลท่ีดีเย่ียม แตไ่ม่ส่งเสริมกิจกรรมของเซลล์ต้นก าเนิดไขมนัและเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู 
ทัง้ทางด้านการยึดเกาะและการแบ่งตวัเพิ่มจ านวน ในทางตรงข้าม โครงเลีย้งเซลล์ท่ีผลิตจาก      
เจลาตนิและไคโตซานท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุต ่า หรือไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (1.4 กิโลดาลตลั) มีความ
เหมาะสมส าหรับการยึดเกาะ และการแบ่งตัวเพิ่มจ านวนของ เซลล์ต้นก าเนิดทัง้สองชนิด 
นอกจากนีย้ังพบว่า โครงเลีย้งเซลล์ท่ีผลิตจากเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ดังกล่าว 
โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีสัดส่วนการผสมโดยน า้หนักของเจลาตินต่อไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 70/30 
สง่เสริมการเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูไปเป็นเซลล์กระดกูได้ดี เม่ือเปรียบเทียบกบั
โครงเลีย้งเซลล์เจลาตนิ [Ratanavaraporn, J. และคณะ 2009] 
 ดงันัน้เห็นได้ว่า ไคโตซานท่ีมีมวลโมเลกุลต ่าหรือไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ มีความสามารถ
ในการช่วยสนับสนุนการยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ รวมถึงชักน าให้เซลล์ต้นก าเนิด
เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูได้ดี ผู้ วิจยัจึงมีแนวคิดในการปรับปรุงพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยโดยการคอนจเูกตด้วยเจลาตนิและไคโตซานท่ีมีมวลโมเลกลุต ่าหรือไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
เปรียบเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีการคอนจูเกตด้วยเจลาติน เพ่ือการ
ประยกุต์ใช้ในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือตอ่ไป   
  
1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 
 เพ่ือศึกษาผลการเช่ือมขวางด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใน        
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีต่อสมบตัิทางกายภาพและชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ใน
ระดบัห้องปฏิบตักิาร 
 
1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 1.3.1 เตรียมโครงเลีย้งเซลล์ ไฟโบรอินไหมไทยจากรังไหมพนัธุ์ “นางน้อยศรีสะเกษ 1” 
 ด้วยวิธีการก าจดัเกลือออก (Salt-leaching) 
 1.3.2 ดดัแปรพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วยการเช่ือมขวางด้วยสารละลาย
 ผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยมีตวัแปรท่ีจะศกึษาได้แก่ 

 ความเข้มข้นของกลตูารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการเช่ือมขวาง ได้แก่ 0.05, 0.1, 0.15 และ 
0.2 %โดยปริมาตร 

 อตัราสว่นผสมโดยน า้หนกัของเจลาตนิกบัไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ได้แก่ 100/0, 
90/10, 80/20 และ 70/30 
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 1.3.3 วิเคราะห์คณุลกัษณะและสมบตัิทางกายภาพของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย
 ก่อนและหลงัการดดัแปร ได้แก่ 

 โครงสร้างสณัฐานและขนาดรูพรุนเฉล่ียของโครงเลีย้งเซลล์  

 ความพรุน (Porosity) 

 ความสามารถในการทนแรงกด (Compression modulus) 
 1.3.4 ทดสอบสมบตัิความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์โดยใช้เซลล์ต้นก าเนิด
 ไขกระดกูจากหน ู(rat bone marrow-derived stem cell) โดย 

 ทดสอบการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ ด้วยวิธี DNA assay ซึ่งเป็น
การหาจ านวนเซลล์โดยวิธีวดัปริมาณ DNA 

 ทดสอบความสามารถของเซลล์ต้นก าเนิดในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 
โดยตรวจสอบสารท่ีใช้บง่ชีก้ารเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ได้แก่คา่ Alkaline 
phosphatase activity (ALP) และแคลเซียม  

 
1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ  
 โครงเลี ย้งเซลล์ไหมไทยท่ีได้ รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยสารละลายเจลาตินและ                               
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ สามารถชักน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกไปเป็น
เนือ้เย่ือกระดกูได้ 
 
 
 



                                                                                                                                                                                                                         

                                                    

บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 
2.1 วิศวกรรมเนือ้เยื่อ (Tissue engineering)  

งานด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue engineering) เป็นศาสตร์ท่ีน าหลกัการของวิศวกรรม 
และชีววิทยามาประยุกต์ใช้ในการฟืน้ฟูรักษา และพฒันาหน้าท่ีการท างานของเนือ้เย่ือ (Tissue 
Function) [Bronzino, J.D. และคณะ 2006, Langer, R. และคณะ 2000] ซึ่งในปัจจบุนันีปั้ญหา
กระดกูบาดเจ็บเกิดจากหลายสาเหตุ เช่น โรคทางกระดกู การผ่าตดั และอุบตัิเหตุ โดยมีวิธีการ
รักษาได้หลายรูปแบบ ด้วยการปลูกถ่ายกระดกูซึ่งโดยทัว่ไปมี 3 วิธีคือการปลกูถ่ายด้วยวสัดจุาก
ตวัผู้ ป่วยเอง (autograft) การปลูกถ่ายด้วยวัสดุจากผู้ อ่ืน (allograft) และการปลูกถ่ายด้วยวัสดุ
เลียนแบบชีวภาพ (biomimetic materials) [Zhang, F. และคณะ 2009] แต่ทัง้  3 วิ ธีก็ยังมี
ข้อจ ากัดอยู่หลายด้าน เช่น ด้านวสัด ุพืน้ท่ีผิวท่ีรับการปลกูถ่ายกระดกู ปัญหากายวิภาค และการ
ตดิเชือ้ จงึมีการพฒันาวสัดสุงัเคราะห์และวสัดชีุวภาพเพ่ือมาแก้ปัญหาดงักล่าว วสัดทุดแทนหรือท่ี
เรียกว่าโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold) นีท้ างานโดยการกระตุ้นให้เกิดการสร้างเนือ้เย่ือกระดกูใหม่ มี

ความสามารถในการเหน่ียวน าให้เซลล์มายึดเกาะได้ดีรวมถึงสามารถกระตุ้ นให้เกิดการ

เจริญเตบิโตของเนือ้เย่ือกระดกูได้ นอกจากนีจ้ะต้องมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพและไมเป็นพิษตอ่
ร่างกายอีกด้วย โดยจะต้องศึกษาพัฒนาองค์ความรู้ท่ีส าคัญ 3 ส่วน ได้แก่ โครงเลีย้งเซลล์ 
(scaffolds) สารโปรตีนกระตุ้นการเจริญ (growth factors) และเซลล์ (cells) ทัง้ 3 ส่วนมีความ
เก่ียวข้องซึ่งกันและกนั มีส่วนในการส่งเสริมกนั เพ่ือพฒันาองค์ความรู้ในด้านวิศวกรรมเนือ้เยือ้สู่
อนาคตได้ 
 

2.2 โครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold)  
โครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold) หรือ Artificial extracellular matrices คือ โครงสร้างทรงสาม

มิตท่ีิสร้างขึน้ชัว่คราวเพ่ือให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตภายในโครงเลีย้งเซลล์และเปล่ียนแปลงเป็น
เนือ้เย่ือท่ีต้องการ โดยอาจท าการเพาะเซลล์เข้าไปในโครงเลีย้งเซลล์และเซลล์จะเจริญเติบโตอยู่
ภายในซึ่งต้องมีสารอาหารและการควบคุมโมเลกุลท่ีต้องแพร่ผ่านโครงเลีย้งเซลล์ (โปรตีนและ 
growth factor เป็นต้น) สิ่งกระตุ้นทางกายภาพและเชิงกล อณุหภูมิ ความดนัและการขนส่งมวล
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สารต้องเหมาะสมกบัการแบง่เซลล์และการเกิดเนือ้เย่ือหรืออวยัวะใหม่ โดยหลกัท่ีต้องค านึงถึงใน
การสร้างโครงเลีย้งเซลล์ทัว่ๆ ไป คือ [Peter, X.M. และคณะ 2004] 
 1. โครงสร้างเป็นสามมิต ิเพ่ือเป็นโครงสร้างค า้จนุให้เซลล์สามารถเจริญเตบิโต   
 2. มีความพรุนสูง โดยมีความพรุนมากกว่า 90 เปอร์เซนต์ และรูพรุนต้องมีขนาดท่ี
เหมาะสม โดยทั่วไปขนาดรูพรุนประมาณ 100-200 ไมโครเมตร และรูพรุนควรเช่ือมต่อกัน 

(Interconnected pore) เพ่ือให้เซลล์และเนือ้เย่ือสามารถเจริญเติบโตได้ สารอาหารและของเสีย

ตา่งๆ สามารถสง่ผา่นภายในโครงเลีย้งเซลล์ได้อยา่งสะดวก   
3. มีโครงสร้างทางกายภาพหรือสมบัติทางเคมีส าหรับให้เซลล์สามารถยึดเกาะ 

(Attachment) เจริญเตบิโต (Proliferation) และเปล่ียนแปลงไปเป็นเนือ้เย่ือท่ีต้องการได้ 

 4. สามารถย่อยสลายได้ในร่างกาย โดยไม่ทิง้สารท่ีเป็นพิษไว้ ร่างกายสามารถก าจัดได้
ตลอดเวลา และมีอตัราการยอ่ยสลายท่ีเหมาะสมกบัอตัราการเกิดขึน้ของเนือ้เย่ือใหม่ 
 5. ไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล์และมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ (biocompatible) 

นอกจากนีจ้ากงานวิจยัของ Palsson B. ได้รายงานว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีรูปร่างโค้งช่วยให้
ปฏิกิริยาตอบสนองกบัเซลล์และเนือ้เย่ือได้ดี รวมทัง้โครงสร้างของรูพรุนควรมีความเช่ือมโยงกัน 
เพ่ือให้เส้นเลือดสามารถเข้าไปหลอ่เลีย้งเซลล์ภายในโครงเลีย้งเซลล์ได้ ท าให้เกิดการสร้างเนือ้เย่ือ
ใหม่ ไ ด้ ดี  [Palsson, B. และคณะ 2003] และงานวิจัยของ  Chang B.S. ไ ด้รายงานว่ า               
โครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีรูพรุนเช่ือมโยงกนัสามารถช่วยให้เกิดการสร้างกระดกูได้ดีกว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ี
มีรูพรุนแบบไมเ่ช่ือมโยง [Chang, B.S. และคณะ 2002] 

 
2.3 กระดูก (Bone) 
 กระดกู (Bone) เป็นอวยัวะท่ีประกอบขึน้เป็นโครงร่างแข็งภายใน (endoskeleton) ของ
สตัว์มีกระดูกสันหลัง หน้าท่ีหลกัของกระดกูคือการค า้จุนโครงสร้างของร่างกาย การเคล่ือนไหว 
การสะสมแร่ธาตุและการสร้างเซลล์เม็ดเลือด กระดูกประกอบด้วยส่วนท่ีเป็นสารอินทรีย์ สาร     
อนินทรีย์ และน า้ โดยสดัสว่นทัง้สามนีจ้ะแปรเปล่ียนไปตามอายขุองกระดกู ส าหรับกระดกูท่ีเจริญ
เต็มท่ีแล้วในผู้ ใหญ่จะมีส่วนประกอบของสารอินทรีย์ประมาณร้อยละ 25 สารอนินทรีย์ร้อยละ 65 
และน า้ร้อยละ 10 ซึ่งส่วนท่ีเป็นสารอินทรีย์ (organic matrix) จะประกอบไปด้วยคอลลาเจนเป็น
สว่นใหญ่ถึงประมาณร้อยละ 93 ท่ีเหลือจะเป็น proteoglycan และโปรตีนอ่ืนๆ ซึ่งไม่ใช่คอลลาเจน 
(non-collagen proteins) ส าหรับส่วนท่ีเป็นสารอนินทรีย์คือ เกลือแร่ต่างๆ ท่ีจับอยู่กับเนือ้เย่ือ      
ท่ีส าคญัคือแคลเซียมและฟอสเฟต เนือ้เย่ือส่วนนีจ้ะท าให้กระดกูมีความแข็งแรง (rigidity) และ
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สามารถทนตอ่แรงอดั ในขณะท่ีส่วนท่ีเป็นสารอินทรีย์จะช่วยให้กระดกูสามารถต้านทานตอ่แรงดงึ
และแรงบิด (tractional and torsional forces) นอกจากนัน้การจดัเรียงตวัท่ีเหมาะสมเป็นระเบียบ
ของคอลลาเจน การผสมผสานกันอย่างพอเหมาะของคอลลาเจนและแร่ธาตตุ่างๆ ในเนือ้เย่ือมี
ความสมัพนัธ์โดยตรงต่อการท่ีกระดกูมีอตัราส่วนของความแข็งแรงต่อน า้หนกัสูง (strength to 
weight ratio) เม่ือเปรียบเทียบกับโครงสร้างอ่ืนๆ ในร่างกาย [Duthie, R.B. และคณะ 1983]      
การพฒันาของเนือ้เย่ือกระดกูในรูปแบบท่ีแตกต่างกัน ท าให้กระดกูเป็นอวัยวะท่ีมีหลายรูปร่าง
ลกัษณะ เพ่ือให้สอดคล้องกนักบัการท างานของกระดกูในแตล่ะส่วน เช่น กะโหลกศีรษะ (skull) ท่ี
มีลักษณะแบนแต่แข็งแรงมากเพ่ือป้องกันการกระทบกระเทือนของสมอง หรือกระดูกต้นขา 
(femur) ท่ีมีลักษณะยาวเพ่ือเป็นจุดเกาะของกล้ามเนือ้ต่างๆท่ีเก่ียวข้องกับการเคล่ือนไหวของ
รยางค์ลา่ง เป็นต้น 
 กระดูกไม่ได้เป็นโครงสร้างท่ีแข็งทึบเพียงอย่างเดียว หากแต่มีช่องว่างท่ีอยู่ระหว่าง
โครงสร้างแข็งในกระดกูแบบยาว จะพบวา่ด้านนอกของกระดกูจะมีเนือ้กระดกูท่ีแข็งมากๆ ซึ่งเรียก
ส่วนนีว้่า กระดูกเนือ้แน่น (compact bone) ซึ่งมีช่องว่างของเนือ้กระดูกน้อยมาก และคิดเป็น
ประมาณ 80% ของเนือ้กระดูกในผู้ ใหญ่ ส่วนชัน้ในของกระดกูจะมีลกัษณะท่ีโปร่งคล้ายเส้นใย
สานกัน เรียกว่า กระดกูเนือ้โปร่ง (spongy/cancellous bone) ซึ่งท าให้กระดูกมีความเบา และ
เป็นท่ีอยู่ของหลอดเลือดและไขกระดกู (marrow) ดงัรูปท่ี 2.1 ด้านนอกสดุของกระดกูจะมีเย่ือหุ้ม
กระดูก (periosteum) หุ้ มอยู่โดยรอบ และมีหลอดเลือดและเส้นประสาทมาเลีย้งเนือ้กระดูก 
ยกเว้นท่ีบริเวณข้อตอ่จะไมมี่เย่ือหุ้มกระดกูอยู่ [Elaine, N. และคณะ 2006] 

 
รูปท่ี 2.1 สว่นหวัของกระดกูต้นขาของมนษุย์ตดัตามยาว (http://en.wikipedia.org/wiki/Bone) 

กระดกูเนือ้โปร่ง              
Spongy / Cancellous 

กระดกูเนือ้แนน่      
Compact bone 
 

http://en.wikipedia.org/wiki/Bone
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เนือ้เย่ือพืน้ฐานของกระดูกคือเนือ้เย่ือเก่ียวพันชนิดพิเศษ เรียกว่า เนือ้เย่ือกระดูก 
(osseous tissue) ประกอบขึน้จากวสัดคุอมโพสิทท่ีมีความแข็งแรงแตมี่น า้หนกัน้อย ซึ่งส่วนใหญ่
จะประกอบด้วยแคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate) ในรูปของแคลเซียมไฮดรอกซีอะพา
ไทต์ (calcium hydroxyapatite) ซึ่งเป็นสารประกอบท่ีมีความแข็งเกร็ง (rigidity) โดยมีค่า 
Compressive Strength 130-180 MPa [Paul, K.C. และคณะ 2008] และตอ่ต้านแรงกดได้มาก 
นอกจากนีย้งัมีคอลลาเจน (collagen) เป็นโปรตีนเส้นใยท่ีช่วยเพิ่มความยืดหยุ่นของกระดกู เม่ือดู
โครงสร้างของกระดกูเนือ้แนน่ใต้กล้องจลุทรรศน์ จากรูปท่ี 2.2 จะพบว่าเนือ้เย่ือกระดกูมีลกัษณะท่ี
เป็นวงซ้อนๆกัน โดยท่ีมีศูนย์กลางเป็นช่องขนาดใหญ่ท่ีเรียกว่า ช่องฮาเวอร์เชียน (Haversian 
canal) ซึ่งเป็นท่ีอยู่ของหลอดเลือดท่ีมาเลีย้งเนือ้เย่ือกระดกู และวงรอบๆจะเป็นท่ีอยู่ของเซลล์
กระดกูท่ีโตเต็มท่ีแล้ว ในเนือ้เย่ือกระดกูจะประกอบด้วยเซลล์กระดกู (bone cells) ท่ีมีส่วนส าคญั
ในการสร้างและการก่อรูปของกระดกูอีกด้วย  
 เซลล์กระดูกมีสามชนิด ได้แก่ 
 ออสติโอบลาสต์ (Osteoblast) เป็นเซลล์สร้างเนือ้กระดูกท่ีเจริญพัฒนามาจากเซลล์ต้น
ก าเนิดเซลล์กระดูก (osteoprogenitor cells) เซลล์นีจ้ะอยู่ตามขอบของเนือ้กระดูก และสร้าง
โปรตีนท่ีเรียกว่า ออสติออยด์ (osteoid) ซึ่งโปรตีนดังกล่าวนีจ้ะมีสารอนินทรีย์มาสะสมและ
กลายเป็นเนือ้กระดกู นอกจากนีอ้อสติโอบลาสต์ยงัสร้างเอนไซม์อลัคาไลน์ ฟอสฟาเทส (alkaline 
phosphatase) ซึง่เก่ียวข้องกบัการสร้างเนือ้กระดกู รวมทัง้สารนอกเซลล์อ่ืนๆอีกด้วย  
 ออสติโอไซต์ (Osteocyte) เป็นเซลล์ท่ีเจริญต่อมาจากออสติโอบลาสต์ท่ีได้สร้างเนือ้
กระดกูจนล้อมรอบตวัเซลล์ และเป็นเซลล์กระดกูท่ีเจริญเตม็ท่ีแล้ว รอบๆเซลล์จะเป็นช่องท่ีเรียกว่า 
ลากูนา (lacuna) และแต่ละลากูนาจะติดต่อกันด้วยช่องทางผ่านเล็กๆท่ีเรียกว่า คานาลิคูไล 
(canaliculi) ซึ่งท าให้แตล่ะออสติโอไซต์มีการติดตอ่ส่ือสารกนัได้ ออกซิเจนและสารอาหารก็จะถกู
สง่จากหลอดเลือดภายในชอ่งฮาเวอร์เชียนเข้ามายงัแตล่ะเซลล์ผา่นทางชอ่งดงักล่าวนี ้แม้ออสติโอ
ไซต์จะเป็นเซลล์กระดกูท่ีโตเต็มท่ี แต่มันยังมีหน้าท่ีในการควบคุมระดบัแคลเซียมและสารนอก
เซลล์อ่ืนๆด้วย  
 ออสติโอคลาสต์ (Osteoclast) เป็นเซลล์ขนาดใหญ่ท่ีมีหลายนิวเคลียส และเจริญมาจาก
เซลล์ต้นก าเนิดโมโนไซต์ (monocyte stem cells) เซลล์นีมี้หน้าท่ีส าคัญในกระบวนการก่อรูป
กระดกู (bone remodeling) โดยอาศยัการผลิตเอนไซม์แอซิด ฟอสฟาเทส (acid phosphatase) 
ในการกร่อนเนือ้กระดกู และท าให้กระดกู มีลกัษณะท่ีเหมาะสม นอกจากนีก้ระบวนการดงักล่าว
ยงัท าให้มีการน าแคลเซียมออกสูก่ระแสเลือดอีกด้วย [Netter F.H. และคณะ 1987] 
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รูปท่ี 2.2  ภาพแสดงภาคตดัขวางของกระดกูแบบยาว แสดงโครงสร้างภายในของกระดกู 
(http://en.wikipedia.org/wiki/Bone) 

 
  การสร้างกระดูก (Bone formation) 
 การเจริญพัฒนาของกระดูกจะเร่ิมโดยกระบวนการสร้างเนือ้กระดูก (ossification) 
สามารถแบง่ออกได้เป็น 2 รูปแบบ ได้แก่ 
 Intramembranous ossification เป็นการสร้างเนือ้กระดูกจากการรวมตวัของกลุ่มเซลล์
ชนิดมีเซนไคม์ (mesenchymal cells) ซึ่งเป็นเซลล์ท่ีเก่ียวข้องกับการสร้างเนือ้เย่ือเก่ียวพันชนิด
ตา่งๆ การรวมตวัของเซลล์ดงักล่าวจะท าให้เกิดจดุการสร้างกระดกูปฐมภูมิ (primary ossification 
center) และตามด้วยการสะสมแคลเซียมในบริเวณดงักล่าว การสร้างเนือ้กระดกูในลกัษณะนีม้กั
พบในกระดกูแบบแบน (flat bone)  
 Endochondral ossification เ ป็นการสร้างเนื อ้กระดูกท่ี มีแบบมาจากกระดูกอ่อน 
(cartilage) ท่ีมีการเจริญมาก่อนแล้ว โดยท่ีกลุ่มเซลล์มีเซนไคม์จะเข้าไปแทนท่ีเซลล์กระดกูอ่อน
ผ่านทางหลอดเลือดเร่ิมจากส่วนกลางของกระดกูซึ่งเป็นจุดการสร้างกระดกูปฐมภูมิ เม่ือเซลล์มี 
เซนไคม์มีการพัฒนาไปเป็นเซลล์ต้นก าเนิดเซลล์กระดูกจึงมีการสะสมของเ นือ้กระดูกมากขึน้ 
นอกจากนีพ้บว่าจะมีจุดการสร้างกระดกูทุติยภูมิ (secondary ossification center) การสร้าง
กระดูกในทัง้สองจุดจะด าเนินต่อไปจนกระทั่งมาบรรจบกันท่ีแนวแผ่นอิพิไฟเซียล (epiphysial 
plate) ซึ่งเป็นแนวของกระดูกอ่อนท่ียงัสามารถท าให้เกิดการยืดของกระดูกได้จนกระทัง่เข้าสู่วัย
ผู้ใหญ่ ซึง่จะถกูแทนท่ีด้วยกระดกูทัง้หมด ดงัรูปท่ี 2.3 
 แม้กระบวนการเจริญพฒันาของกระดกูจะหยุดไปแล้ว แต่ยงัคงมีกระบวนการก่อรูปของ
กระดกูอย่างตอ่เน่ือง เพ่ือซ่อมแซมความเสียหายเล็กๆน้อยๆของกระดกูและเป็นการรักษาระดบั
แคลเซียมในกระแสเลือดอีกด้วย [Bryan, H. และคณะ 2005] การศกึษาการเกิดแร่ธาตจุากเซลล์ 
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osteoblastic ท่ีได้จากการแยกจากเนือ้เย่ือกระดกูของมนษุย์และหนนู ามาเพาะเลีย้งเซลล์ ซึ่งเซลล์
ท่ีแยกออกมาได้จะสงัเคราะห์โปรตีนและเอนไซม์ท่ีเกิดขึน้ในกระดกู เช่น alkaline phosphatase 
(ALP), osteocalcin และคอลลาเจน type I ในการเพาะเลีย้งเซลล์ primary จากกระดกูของมนษุย์
สามารถเลีย้งไว้ได้นาน 30 วัน และมีปุ่ มเล็กท่ีสร้างขึน้เซลล์ ซึ่งปุ่ มนีบ้รรจุไปด้วย matrix ท่ี
หนาแน่น ประกอบไปด้วยผลึกของ calcium phosphate ฝังอยู่ใน matrix กระบวนการปลดปล่อย
ถุงบรรจุ matrix นีอ้อกมาจากเซลล์เพ่ือเป็นตัวเร่ิมต้นในการเกิดแร่ธาตุของกระดูก ในการ
เพาะเลีย้งเซลล์จะต้องมีการชักน าเพ่ือให้เกิดการเปล่ียนแปลงของเซลล์ไปเป็นเซลล์กระดูกท่ี
ป ร ะ ก อ บ ไ ป ด้ ว ย แ ร่ ธ า ตุ โ ด ย ใ ช้  -glycerophosphate, glucocorticoids, sodium -
glycerophosphate, calcium hexose monophosphate และ dexamethasone [Kim, U.J. และ
คณะ 2005] 
 

 
รูปท่ี 2.3 ขัน้ตอนการเจริญพฒันาของกระดกู แบบ Endochondral ossification 

(http://en.wikipedia.org/wiki/Bone) 
 
2.4 ชีววัสดุ (Biomaterial) 
2.4.1 ไหม [Lv, Q. และคณะ 2005] 
 ไหม มีช่ือทางวิทยาศาสต์ว่า Bombyx mori อยู่ในวงศ์ Bombycidae ตวัอ่อนเรียกว่า ตวั
ไหม หรือ หนอนไหม ไหมมีการเจริญเติบโต 4 ระยะ ได้แก่ ระยะไข่, ระยะตวัหนอน, ระยะดกัแด้ 
และ ระยะตวัเตม็วยัหรือผีเสือ้  
 วงจรชีวิตของไหม เร่ิมต้นตัง้แตผี่เสือ้วางไข่ หลงัจากวางไข่แล้วประมาณ 10-12 วนั ไข่จะ
ฟักเป็นตวัหนอนในไข่ไหมชนิดฟักออกธรรมชาติ ส าหรับไข่ไหมชนิดฟักออกปีละครัง้จะต้องน ามา

http://th.wikipedia.org/w/index.php?title=Bombycidae&action=edit&redlink=1
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ฟักเทียม เม่ือไข่ฟักออกเป็นตวัหนอน ตวัหนอนจะเร่ิมต้นกินใบหม่อน ซึ่งตวัหนอนจะมี 5 วยั ใช้
เวลาประมาณ 20-25 วนั จากนัน้หนอนไหมจะเร่ิมสกุ และท ารังห่อหุ้มตวัเอง หนอนไหมจะท ารัง
เสร็จภายใน 2-4 วัน เม่ือท ารังเสร็จจะกลายเป็นดกัแด้อยู่ภายในรังไหมประมาณ 10-12 วัน ก็
กลายเป็นผีเสือ้เจาะทะลุรังออกมา หลังจากนัน้ผีเสือ้ผสมพันธุ์  ตัวเต็มวัยจะเร่ิมวางไข่ทันที 
หลงัจากวางไขเ่สร็จแล้ว 2-3 วนั จะตาย ดงัแสดงในรูปท่ี 2.4 
 

 
 

รูปท่ี 2.4 วงจรชีวิตของไหม http://b.1asphost.com/4592010175/HTML/mai3.html 
 
โดยทัว่ไปสามารถจ าแนกไหมออกเป็น 2 ประเภท ดงันี ้ 
 1.ไหมป่า (Wild Silk หรือ Non mulberry silk) เป็นไหมท่ีมนษุย์ไม่ได้เพาะเลีย้ง มีหลาย
ชนิด เชน่ ไหมป่าทาร์ซา ไหมป่าอีรี  
 2.ไหมเลีย้ง (Silkworm Silk หรือ Bombyx mori) เป็นหนอนไหมท่ีมนษุย์เพาะเลีย้งโดย
จดัหาอาหาร คือ ใบหมอ่นสด ซึง่ไหมชนิดนีจ้ะมีสีคอ่นข้างขาวและหลงัการลอกกาวแล้วจะมีความ
มนัเงาเพิ่มขึน้  
 ไหมเป็นเส้นใยโปรตีนท่ีได้จากหนอนไหม (Silkworm silk) เส้นใยไหมประกอบด้วย 2 ส่วน
คือ เส้นใยไฟโบรอิน (fibroin) ประมาณร้อยละ 70-75 โดยน า้หนัก และกาวไหมหรือเซริซิน 
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(sericin) ประมาณร้อยละ 25-30 โดยน า้หนัก [Vepari, C. และคณะ 2007] ไฟโบรอินท่ีเป็น
องค์ประกอบในเส้นใยไหมสองเส้นจะถูกเคลือบติดกันด้วยเซเรซิน (sericin) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.5 
นอกจากนีเ้ส้นไหมยงัมีไขมนัและน า้มนัประมาณร้อยละ 0.5-1 โดยน า้หนกั และสารสีธรรมชาติอีก 
ร้อยละ 1-1.4 โดยน า้หนกั  

 
 

รูปท่ี 2.5 โครงสร้างของเส้นใยไหม  
(http://www.en.rmut.ac.th/prd/Journal/Silk_with_figuresnew.pdf) 

 
เซริซิน (sericin) 
 เซริซินหรือท่ีรู้จกักนัดีในช่ือของกาวเคลือบเส้นใยไหม ท าหน้าท่ียึดเส้นใยไฟโบรอิน 2 เส้น
เข้าไว้ด้วยกนั เซเรซินประกอบด้วยกรดอะมิโนทรีโอนีน (threonine) เซริซิน (sericin) กรดกลตูามิก 
(glutamic acid) กรดแอสพาติก (aspartic acid) กรดอาร์จินีน (arginine) และไลซีน (lysine)     
เซริซินจะท าให้เส้นใยไหมมีความแข็ง ขาดความเงางาม มีลักษณะเป็นยางเหนียวคล้ายกาว 
เน่ืองจากสายโซ่โมเลกุลของพอลิเพปไทด์มีน า้หนักโมเลกุลต ่ากว่าไฟโบรอิน (น า้หนักโมเลกุล
ประมาณ 10-300 kDa) จึงท าให้เซเรซินง่ายตอ่การถกูไฮโดรไลซ์หรือท าลายพนัธะเพปไทด์ให้เป็น
โมเลกลุเล็กๆท่ีละลายน า้ได้  
 
เส้นใยไฟโบรอิน (Silk fibroin)   
 ไฟโบรอินเป็นโปรตีนเส้นใยท่ีไม่ละลายน า้ ไฟโบรอินมีโครงสร้างเป็นแผ่นจีบหรือโครง
รูปการเรียงตวัเบตาพลีทเตดซีทแบบไม่ขนาน (β-sheet) และมีทิศทางตรงข้ามกนั ดงัแสดงในรูปท่ี 
2.6 เส้นใยไฟโบรอินมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 10-25 ไมโครเมตร เน่ืองจากสายโซ่ของ

http://www.en.rmut.ac.th/prd/Journal/Silk_with_figuresnew.pdf
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พอลิเพปไทด์ท่ียดึกนัด้วยพนัธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่คาร์บอกซิลกบัหมู่อะมิโนระหว่างกรดอะมิโน
สองตวัและมีน า้ 1 โมเลกลุเกิดขึน้ ท าให้เส้นใยไฟโบรอินมีความแข็งแรงสูงมากและไม่ละลายน า้ 
โดยท่ีแตล่ะสายโซข่องเพปไทด์มีความไมช่อบน า้ (hydrophobic) สงู  

 
รูปท่ี 2.6 โครงสร้างของเส้นใยไฟโบรอิน 

(http://www.cem.msu.edu) 
 
กรดอะมิโนที่เป็นองค์ประกอบภายในเส้นใยไฟโบรอิน 
 กรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบอยู่ภายในเส้นใยไฟโบรอิน มีอยู่ 18 ชนิด ซึ่งแต่ละตัว
ประกอบไปด้วยหมูฟั่งก์ชัน่ ไฮดรอกซิล คาร์บอนิล และอะมิโน ดงัแสดงในตารางท่ี 2.1 
 
ไฟโบรอินไหมไทย (Thai Silk Fibroin)  [She, Z และคณะ 2008] 
 ไหมไทยจัดอยู่ในไหมเลีย้งสายพันธุ์  Bombyx mori แต่ไหมไทยแตกต่างจากไหม 
Bombyx mori อ่ืนๆ คือ รังไหมไทยจะมีสีเหลือง และมีกาวไหม (sericin) มากกว่าไหมเลีย้งชนิด
อ่ืน ตวัอย่างรังไหมพนัธุ์ไหมไทย พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 มีน า้หนกัเฉล่ีย 0.96 กรัม/รัง ยาว
ประมาณ 3 เซนตเิมตร และกว้างประมาณ 1.5 เซนติเมตร พนัธุ์นางลายมีน า้หนกัเฉล่ีย 0.68-1.64 
กรัม/รัง นอกจากนีย้งัมีพนัธุ์ไหมไทยลูกผสม เช่น พนัธุ์ผสมอบุลราชธานี 60-35 (ดอกบวั) ซึ่งมา
จากการผสมพนัธุ์ระหว่างไหมไทยพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 กับไหมไทยพนัธุ์อบุลราชธานี 60 รัง
ไหมมีสีเหลือง หนกัประมาณ 1.4 กรัม/รัง 
 

http://www.cem.msu.edu/


  14 

ตารางท่ี 2.1 กรดอะมิโนท่ีเป็นองค์ประกอบอยูภ่ายในเส้นใยไฟโบรอิน 
(http://dspace.library.drexel.edu/retrieve/4251/CHAPTER2.pdf) 

 

Amino Acid  Symbol  Charge 
Hydrophobic/  
Hydrophilic  

Amount  
(g/100 g silk fibroin) 

Alanine Ala neutral  hydrophobic  32.4 
Glycine Gly  neutral  hydrophilic  42.8 
Tyrosine Tyr neutral  hydrophilic  11.8 
Serine  Ser neutral  hydrophilic  14.7 

Aspartate  Asp negative hydrophilic  1.73 
Arginine  Arg positive hydrophilic  0.9 
Histidine  His positive hydrophilic  0.32 

Glutamate Glu negative hydrophilic  1.74 
Lysine  Lys positive hydrophilic  0.45 
Valine  Val neutral hydrophobic  3.03 

Leucine  Leu neutral hydrophobic  0.68 
Isoleucine Ile neutral hydrophobic  0.87 

Phenylalanine  Phe  neutral hydrophobic  1.15 
Proline  Pro neutral hydrophobic  0.63 

Threonine Thr neutral hydrophilic  1.51 
Methionine  Met  neutral hydrophobic  0.1 
Cysteine Cys neutral hydrophobic  0.03 

Trytophan  Trp  neutral hydrophilic  0.36 
 

 
 
 
 
 

http://dspace.library.drexel.edu/retrieve/4251/CHAPTER2.pdf
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การลอกกาวไหม (Silk degumming) [Kaeyanon, C. และคณะ 2005] 
 การลอกกาวไหมเป็นกระบวนการแรกท่ีมีความจ าเป็นอยา่งยิ่งเพ่ือก าจดักาวไหม หลกัการ
ลอกกาวไหมคือ การไฮโดรไลซ์กาวไหมหรือท าลายพนัธะเพปไทด์ของกาวไหมให้เป็นโมเลกลุเล็กๆ 
ท่ีละลายน า้ได้ เช่น กรดอะมิโนและโอลิโกเมอร์ของกรดอะมิโน การไฮโดรไลซ์กาวไหมท าได้หลาย
วิธีเช่น การใช้กรด ด่าง เอนไซม์ หรือแม้กระทัง่การใช้น า้ท่ีอุณหภูมิสูงภายใต้ความดนั สบู่ก็เป็น
สารท่ีน ามาใช้ในการลอกกาวไหมได้ วิธีลอกกาวไหมได้แก่ 
 1. การลอกกาวไหมด้วยกรด (Acid degumming) 
 ในการลอกกาวไหมด้วยสารละลายกรดท่ี pH น้อยกว่า 2.5 หรือระหว่าง 1.5-2 กาวไหม
จะถูกก าจัดออกได้อย่างมีประสิทธิภาพ กรดแร่ (mineral acids) ได้แก่ กรดซัลฟิวริกและกรด
ไฮโดรคลอริกจะมีประสิทธิภาพในการลอกกาวไหมมากกว่ากรดอินทรีย์ (organic acids) pH ของ
สารละลายกรดจะมีผลต่อระดบัการเกิดปฏิกิริยาไฮโดรไลซ์ของเส้นใยไฟโบรอินด้วย [Gulrajani 
M.L. และคณะ 1992] อย่างไรก็ตาม การทดลองลอกกาวไหมเลีย้งพนัธุ์ Bombyx mori ด้วยกรด
อินทรีย์ตา่งๆ เช่น tartaric acid, succinic acid เป็นต้น พบว่ากรดอินทรีย์ตา่งๆ จะให้ผลใกล้เคียง
กนั เม่ือพิจารณาความสามารถในการก าจดักาวไหมโดยดูจากร้อยละของน า้หนกัไหมท่ีหายไป แต่
หากพิจารณาร้อยละของน า้หนกัไหมสญูหายไปและความเหนียวของเส้นใย (tenacity) ภายหลงั
ลอกกาว พบว่า succinic acid จะให้ผลดีท่ีสุด รองลงมาได้แก่ tartaric acid จากผลการวิจัย
พบวา่หากลอกกาวไหมด้วย tartaric acid สตูรท่ีได้ผลสงูสดุคือ tartaric acid 8 กรัม/ลิตร 
 2. การลอกกาวไหมด้วยดา่ง (Alkaline degumming) 
 ในการลอกกาวไหมด้วยสารละลายดา่งนัน้ ต้องค านึงถึง pH และอณุหภูมิ โดยหากลอก
กาวไหมด้วยสารละลายท่ี pH มากกว่า 9 กาวไหมจะถูกก าจัดออกได้อย่างรวดเร็วและสมบูรณ์
หลงัจากท าการลอกกาวได้เพียง 30 นาทีเท่านัน้ อุณหภูมิท่ีใช้ไม่ควรเกิน 90 องศาเซลเซียส เพ่ือ
หลีกเล่ียงไม่ให้เส้นไหมเป่ือย และ pH ของสารละลายดา่งจะมีผลตอ่ระดบัการเกิดปฏิกิริยาไฮโดร
ไลซ์ของเส้นใยไฟโบรอิน อย่างไรก็ตามสารละลายด่างท่ีใช้ในการลอกกาวไหมไม่ควรใช้โซเดียม 
ไฮดรอกไซด์ (caustic soda, NaOH) และโพแทสเซียมไฮดรอกไซด์ (caustic pltash, KOH) 
เพราะจะท าลายเส้นไหมได้ ดา่งท่ีใช้ในการลอกกาวไหมจึงมกัเป็นโซเดียมคาร์บอเนต (โซดาแอช)
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คุณสมบัตขิองไหม [Zhang, F. และคณะ 2009] 
 เส้นใยไหมโดยธรรมชาตินัน้มีคณุสมบตัิในการต้านแรงดงึได้สงู (High tensile strength) 
มีความเหนียวและยืดหยุ่นสูง (อาจสูงได้ถึง 35%) และสามารถคงรูปได้ในอุณหภูมิสูงถึง 250 
องศาเซลเซียส ไหมเป็นสารพอลิเมอร์ท่ีสามารถเข้ากันได้ทางชีวภาพและสามารถย่อยสลายได้
ตามธรรมชาตแิละไมน่ าไฟฟ้า   
การประยุกต์ใช้ประโยชน์จากไหม [Biman, B. และคณะ 2009] 
 จากสมบตัิของไหมดงักล่าวในข้างต้น ท าให้มีการน าไหมมาใช้ประโยชน์ได้หลากหลาย
เชน่ สิ่งทอ เคร่ืองส าอาง รวมทัง้มีการน าไหมมาประยกุต์ใช้ในงานทางการแพทย์และทางวิศวกรรม
เนือ้เย่ือ อาทิเชน่ ไหมละลาย ผ้าปิดแผล โครงเลีย้งเซลล์ ตวัน าสง่ยา เป็นต้น ดงัรูปท่ี 2.7 

 
รูปท่ี 2.7 การประยกุต์ใช้งานของไหม 

(http://www.sumitomo.gr.jp/english/discoveries/special/images/silk_p16.jpg)     
 
2.4.2 ไคโตซาน [Crini, G. และคณะ 2008] 
 ไคตนิและไคโตซานเป็นพอลิแซคคาไรด์ มีองค์ประกอบส าคญัในรูปของ 2-acetamido-2-
deoxy-β-D-glucose (or N-acetyl-glucosamine) ส าหรับไคติน และ 2-amino-2-deoxy-β-D-
glucose (or N-glucosamine) ส าหรับไคโตซาน ไคตนิได้มาจากเปลือกของสตัว์จ าพวก กุ้ ง ป ูและ
แกนปลาหมึก การแบ่งแยกระหว่างไคตินกับไคโตซาน พิจารณาจากค่า  “degree of 
deacetylation (DD)” โดยท่ี degree of deacetylation คือ เปอร์เซนต์การเกิด deacetylation เป็น
การเปล่ียนน า้ตาล N-acetyl-D-glucosamine เป็น glucosamine คือถ้า %DD มีคา่มากกว่า 50% 
จะจดัอยูใ่นประเภทไคโตซาน แตถ้่า %DD มีคา่ต ่ากวา่ 50% จะจดัอยูใ่นประเภทไคติน ดงัแสดงใน
รูปท่ี 2.8 
 

การประยุกต์ใช้งานของไหม%20(http:/www.sumitomo.gr.jp/english/discoveries/special/images/silk_p16.jpg)
การประยุกต์ใช้งานของไหม%20(http:/www.sumitomo.gr.jp/english/discoveries/special/images/silk_p16.jpg)
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รูปท่ี 2.8 โครงสร้างของไคตินและไคโตซาน โดยจ าแนกจากจ านวนหมูฟั่งก์ชัน่  

[Suh, J. K. F. และคณะ 2000] 
 
 ไคโตซาน เป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติท่ีได้จากการน าไคตินไปผ่านกระบวนการก าจัดหมู ่     
อะซิทิล (deacetylation) ท าให้ acetamide group ของไคติน ถูกเปล่ียนเป็น amino group  
(-NH2) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.9 ไคโตซานมีประจุบวก สามารถละลายในกรดท่ีมีค่า pH ต ่ากว่า 6 มี
ลกัษณะโดดเดน่เฉพาะตวั คือ เป็นวสัดชีุวภาพท่ีย่อยสลายตามธรรมชาติ ไม่ไวไฟ ไม่เป็นพิษต่อ
พืช (non–phytotoxic) และปลอดภัยต่อสิ่งแวดล้อม นอกจากนีย้ังส่งเสริมการเพิ่มปริมาณของ
เซลล์ โดยมีรายงานว่า Deacetylation degree จะส่งผลต่อการชอบน า้ของไคโตซานและ
ความสามารถในการเข้ากนัได้ทางชีวภาพ [Suh, J. K. F. และคณะ 2000] ส่วนน า้หนกัโมเลกลุ  
จะสง่ผลตอ่อตัราการยอ่ยสลายของไคโตซาน สมบตัิเชิงกลและสมบตัิทางชีวภาพของไคโตซานอีก
ด้วย โดยไคโตซานน า้หนักโมเลกุลต ่าสามารถกระตุ้นการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังของหน ู
(L929) ได้อย่างมีประสิทธิภาพเม่ือเทียบกับไคโตซานน า้หนักโมเลกุลสูง [Tangsadthakun, C. 
และคณะ 2007] ไคโตซานมีข้อจ ากดัในการน าไปใช้งานโดยเฉพาะกบัการน าไปใช้งานในร่างกาย
มนุษย์ เน่ืองจากไคโตซานท่ีมีน า้หนักโมเลกุลท่ีสูงจะไม่ละลายน า้ ท่ี pH เป็นกลาง (7.4) 
[Bhatnagar, A. และคณะ 2009] 
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รูปท่ี 2.9 กระบวนการเตรียมไคโตซานจากไคตนิ  

[Pillai, C.K.S. และคณะ 2009] 
 
 ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ได้มาจากการไฮโดรไลซิส ไคโตซาน ด้วยเอนไซม์หรือกรด ไคโตโอ
ลิโกแซคคาไรด์ เป็นแซคคาไรด์ท่ีมีโครงสร้างเช่นเดียวกับไคโตซานแต่ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ มี
น า้หนักโมเลกุลต ่าและละลายน า้ท่ี pH เป็นกลาง (7.4) จากการน าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มา
ท าการศกึษา มีการรายงานพบว่า ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ช่วยส่งเสริมให้เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู
สามารถเจริญเตบิโตได้ดี [Ratanavaraporn, J. และคณะ 2010] และเป็นสารท่ีไม่เป็นพิษ ตอ่ต้าน
เชือ้แบคทีเรีย [Chen, Y.J. และคณะ 2009] 
 
2.4.3 เจลาตนิ (Gelatin) [Tabata, Y. และคณะ 1998] 
 เจลาตนิเป็นสารอินทรีย์เคมีประเภทโปรตีนสายเด่ียว โครงสร้างของเจลาตินประกอบด้วย      
กรดอะมิโนชนิดตา่งๆประมาณ 18 ชนิด ท่ีเช่ือมกนัด้วยพนัธะเพปไทด์ ดงัแสดงในรูปท่ี 2.10 

Deacetylation in hot concentrated NaOH solution (40-50%) 
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รูปท่ี 2.10 โครงสร้างของเจลาตนิ (www.Isbu.ac.uk/water/hygel.html) 

  
 เจลาตินมีโครงสร้างเป็นแบบ random coil ละลายน า้ เน่ืองจากเจลาตินสกัดมาจาก
คอลลาเจนท่ีเป็นองค์ประกอบหลกัของเนือ้เย่ือ ผิวหนงั และกระดกูของมนษุย์และสตัว์ ท าให้สาย
โซโ่มเลกลุของคอลลาเจนแตกออกกลายเป็นสายโซท่ี่สัน้ลง จงึท าให้โครงสร้างพืน้ฐานของเจลาติน
เหมือนกบัคอลลาเจน การแตกของสายโซ่ท าให้เจลาตินมีช่วงน า้หนกัโมเลกลุท่ีกว้างมากคือตัง้แต ่
2,000 จนถึงหลายแสนอะตอม ในแตล่ะสายโซ่ของพอลิเพปไทด์ประกอบด้วยหน่วยท่ีซ า้กันของ 
Gly-Pro-Pro และ Gly-Pro-hydroxypro เป็นส่วนใหญ่ [Segtnan, V. และคณะ 2004] ปริมาณ
กรดอะมิโนชนิดตา่งๆ ในเจลาตนิสามารถสรุปได้ดงัตารางท่ี 2.2 
 
 ขัน้ตอนในการผลิตเจลาตินเร่ิมจาก การสกัดเจลาตินจากคอลลาเจนด้วยกระบวนการ 
acidic หรือ alkaline process แล้วจึงผ่านขัน้ตอนการท าให้บริสุทธ์ิ (Purification) เพิ่มความ
เข้มข้นและการท าให้แห้ง เจลาตนิแบง่ออกเป็น 2 ชนิดคือ Basic gelatin หรือ เจลาตินชนิด A และ 
Acidic gelatin หรือเจลาตนิชนิด B ดงัแสดงได้ในรูปท่ี 2.11 
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ตารางท่ี 2.2 องค์ประกอบในเจลาตนิ [Tabata, Y. และคณะ 1998] 
 

กรดอะมิโน % กรดอะมิโนในเจลาตนิ 

Alanine  8.9 
Arginine 7.8 

Asperic acid   6.0 
Glutamic acid  10.0 

Glycine 21.4 
Histidine 0.8 

Hydroxylysine 1.0 
Hydroxyproline  11.9 

Isoleucine 1.5 
Leucine 3.3 
Lycine  3.5 

Methionine  0.7 
Phenylanine 2.4 

Proline 12.4 
Serine 3.6 

Theronine  2.1 
Tyrosine 0.5 
Valine 2.2 
Total  100 
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รูปท่ี  2.11 แสดงขัน้ตอนการสกดั acidic gelatin และ basic gelatin  

[Tabata, Y. และคณะ 1998] 
 
Acidic gelatin  
 Acidic gelatin (ชนิด B) ได้มาจาก alkaline process ซึ่งเป็นกระบวนการไฮโดรไลซิส 
กลุ่มเอไมด์ในคอลลาเจนโดยใช้เบส ซึ่งจะได้เจลาตินท่ีมีกลุ่มคาร์บอกซิลปริมาณมากท าให้  
เจลาตินมีประจลุบ และมีค่า Isoelectric point (pI) ประมาณ 5.0 เหมาะกบัการใช้งานร่วมกับ
โปรตีนท่ีมีสมบตัเิป็นเบส  
 
Basic gelatin 
 Basic gelatin (ชนิด A) ได้มาจาก acid process โดยใช้กรดในการไฮโดรไลด์ สกดัได้
ยากกว่าแบบ alkaline process เน่ืองจากปฏิกิริยาท่ีเกิดกบักลุ่มเอไมด์ในคอลลาเจนมีน้อยจึงท า
ให้ เจลาตินมีคา่ Isoelectric point (pI) ประมาณ 9.0 ซึ่งใกล้เคียงกบัคอลลาเจนและเหมาะกบั
การใช้งานร่วมกบัโปรตีนท่ีมีสมบตัเิป็นกรด สมบตัขิองเจลาตนิ ชนิด A และ B สรุปดงัตารางท่ี 2.3 
 
 โดยทั่วไปเจลาติน ถูกน าไปใช้งานทางด้านเภสัชกรรม และทางการแพทย์ เน่ืองจาก 
เจลาตินมีสมบตัิในการช่วยสนบัสนุนให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี พร้อมทัง้ช่วย
ในการย่อยสลายทางชีวภาพ และมีสมบตัิการเข้ากันได้ดีกับร่างกาย ด้วยสมบตัิเหล่านีท้ าให้ 
เจลาตินได้รับการยอมรับว่าเป็นสารท่ีปลอดภัยเม่ือน ามาใช้เป็นส่วนประกอบของยาและ
สว่นประกอบภายในอวยัวะเทียมเม่ือน ามาใช้ร่วมกบัร่างกายมนษุย์ [Young, S. และคณะ 2005]   
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ตารางท่ี 2.3 ตารางแสดงสมบตัขิองเจลาตนิ ชนิด A และ B [Tabata, Y. และคณะ 1998] 
 

Property  Type A  Type B 
pH  3.8 – 5.5  5.0 -7.5 

Isoelectric point (pI) 7.0 – 9.0  4.7 – 5.4  
Gel strength (bloom) 50 – 300  50 – 300 

Viscosity (cp)   15 -75  20 – 75 
Ash (%)  0.3 – 2.0 0.5 – 2.0 

 
2.5 Porogen leaching [Sang, B.L. และคณะ 2005] 
 Porogen leaching เป็นเทคนิควิธีการอย่างหนึ่งในการขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์เพ่ือน ามาใช้
ประโยชน์ในด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือ (Tissue Engineering) โดยการท าให้เกิดรูพรุนขึน้ภายในโครง
เลีย้งเซลล์ โดยใช้วสัดท่ีุท าให้เกิดรูพรุน เช่น เกลือ, น า้ตาล, รวมทัง้พอลิเมอร์ก็สามารถน ามาใช้ได้
เช่น poly(L-lactide-co-glycolide) (PLGA) และ poly carbolactone (PCL) [Guang, C. และ
คณะ 2005] จากนัน้ท าการก าจัดอนุภาคของสารท่ีท าให้เกิดรูพรุนออกด้วยน า้ หรือสารละลาย
ตา่งๆ ท่ีไม่ส่งผลกระทบตอ่โครงเลีย้งเซลล์ ข้อดีส าหรับวิธี porogen leaching คือสามารถควบคมุ
ขนาดของรูพรุนภายในโครงเลีย้งเซลล์ได้ เน่ืองมากสามารถก าหนดขนาดอนุภาคของวัสดุท่ี
น ามาใช้ในการเตรียมให้เกิดรูพรุนได้  
 การเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินด้วยวิธี porogen leaching นิยมใช้เกลือเป็นวสัดท่ีุท า
ให้เกิดรูพรุนขึน้ในโครงเลีย้งเซลล์ จึงเรียกวิธีการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์นีว้่า Salt-leaching [Kim, 
U.J. และคณะ 2005, Lee, S.B. และคณะ 2005] โดยมีขัน้ตอนในการขึน้รูปดงัแสดงในรูปท่ี 2.12 

 
รูปท่ี 2.12 กระบวนการ Salt-leaching [Kim, U.J. และคณะ 2005] 
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 การขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์ไหม (Silk fibroin scaffold) ท าได้โดยการเติมผลึกเกลือท่ีมีการ
คดัขนาดอนุภาคลงไปในสารละลายไหมไฟโบรอิน (Silk fibroin solution) หลงัจากท่ีท าการเติม
เกลือลงไปแล้ว เกลือจะเกิดการแตกตวั Na+ และ Cl- โดยท่ี Na+ จะเข้าไปรวมตวักับน า้ และไป
สอดแทรกอยู่ภายในพืน้ผิวของโปรตีน ซึ่งโมเลกลุของน า้จะถกูก าจดัออกมาได้ง่ายจากโปรตีนเม่ือ
ความเข้มข้นของเกลือเพิ่มมากขึน้ เม่ือความเข้มข้นของเกลือสูงมากขึน้ จะเกิดการเช่ือมพนัธะ
ระหวา่งสว่นท่ีไมช่อบน า้เพิ่มมากขึน้ ท าให้ไหมเกิดการเจลตวัเกิดเป็นโครงสร้าง beta-sheet แสดง
ได้ในรูปท่ี 2.13 

 
รูปท่ี 2.13 กลไกกระบวนการSalt-leaching [Kim, U.J. และคณะ 2005] 

 
2.6 การเช่ือมขวาง (crosslinking) [Yunoki, S. และคณะ 2003] 
 การเช่ือมขวางเป็นวิธีหนึ่งท่ีมีความส าคญัมากในการปรับปรุงสมบตัิของโครงเลีย้งเซลล์ท่ี
นิยมใช้กนัในปัจจบุนั ประเด็นหลกัคือการเช่ือมขวางพอลิเมอร์ท่ีละลายน า้ท าให้ไม่ละลายน า้หรือ
ละลายได้ช้าลง เน่ืองจากการเช่ือมขวางนัน้เป็นการท าให้สมบตัิเชิงกล (mechanical properties) 
อตัราการย่อยสลาย (degradation rate) และความสามารถในการบวมน า้ (swelling capacity) 
ของโครงเลีย้งเซลล์มีความเหมาะสมท่ีจะน ามาใช้ในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือมากขึน้ ซึ่งกระบวนการ
เช่ือมขวางนัน้มีหลายวิธี โดยจะแบง่เป็น 2 กลุม่ใหญ่ คือการเช่ือมขวางทางกายภาพและการเช่ือม
ขวางทางเคมี  
 
 2.6.1 การเช่ือมขวางทางเคมี เป็นกระบวนการเช่ือมขวางท่ีใช้สารเคมีในการเช่ือมขวาง 
ซึ่ ง ส า ร เค มี ท่ี นิ ยมน าม า ใ ช้ ไ ด้ แก่  ส า ร ท่ี มี หมู่ แ อล ดี ไ ฮ ด์  ( เ ช่ น  Glutataldehyde (GA), 
formaldehyde,), N-hydroxysuccinimide (NHS แ ล ะ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide (EDC) เป็นต้น [Zhang, Y. และคณะ 2006] 



  24 

 2.6.1.1. การเช่ือมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ (Glutataldehyde)[Ma, L และคณะ 2003] 
 Glutataldehyde (GA) เป็นคาร์บอนห้าอะตอมสายโซ่ตรงซึ่งมีจุดเด่นท่ีปลายโซ่ทัง้สอง
ข้าง กล่าวคือ จะมีหมู่แอลดีไฮด์อยู่ท่ีปลายสายโซ่ และการท่ีมีหมู่แอลดีไฮด์อยู่จะช่วยท าหน้าท่ีใน
การเช่ือมขวางหมูอ่ะมิโนของโปรตีน ดงัแสดงในรูปท่ี 2.14  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 2.14 การเช่ือมขวางของโปรตีนด้วยกลตูารัลดีไฮด์ (http://publish.uwo.ca) 
  
 ตวัอย่างการเช่ือมขวางโปรตีนคอลลาเจนจะเกิดขึน้ระหว่างหมู่แอลดีไฮด์ (-CHO) ของ 
GA และหมูเ่อมีน (-NH2) ของคอลลาเจน เม่ือความเข้มข้นของ GA เพิ่มขึน้ส่งผลให้ความสามารถ
ในการบวมน า้ของโครงเลีย้งเซลล์ลดลงเน่ืองจากการเช่ือมขวางเป็นการท าให้สมบตัิเชิงกลของ
โครงเลีย้งเซลล์มีความแข็งแรงมากขึน้ จึงท าให้ความชอบน า้ (hydrophilic) ของโครงเลีย้งเซลล์
ลดลง และโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีองค์ประกอบท่ีแตกตา่งกนัจะมีระดบัของการย่อยสลายทางชีวภาพท่ี
ไม่เท่ากัน พบว่าเม่ือท าการเช่ือมขวางด้วย GA จะช่วยลดระดบัของการย่อยสลายทางชีวภาพให้
ช้าลง โดยพบว่าถ้าใช้คอลลาเจนเป็นโครงเลีย้งเซลล์เพียงอย่างเดียว จะเกิดการย่อยสลายท่ี
รวดเร็ว จึงมีการท าการศกึษาเพ่ือปรับปรุงสมบตัิของโครงเลีย้งเซลล์ โดยน าวสัดชีุวภาพตวัอ่ืนมา
ผสมรวมเข้ากับคอลลาเจน ซึ่งไคโตซานเป็นวสัดชีุวภาพตวัหนึ่งท่ีนิยมน ามาใช้ ช่วยต้านทานการ
ย่อยสลายทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ โดยไคโตซานสามารถใช้หมู่เอมีน (-NH2) ในการเช่ือม
ขวางกบัหมู่แอลดีไฮด์ (-CHO) ของ GA ในโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีคอลลาเจนเป็นองค์ประกอบหลกั  
ดงัแสดงในรูปท่ี 2.15 [Ma, L. และคณะ 2003] 
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รูปท่ี 2.15 โครงสร้างของไคโตซานถกูเช่ือมโยงพนัธะด้วยกลตูารัลดีไฮด์ [Ma, L. และคณะ 2003] 
  
 การใช้กลูตารัลดีไฮด์ในการเช่ือมขวางพันธะมีข้อดีคือ การเช่ือมขวางจะเกิดขึน้อย่าง
รวดเร็วและมีประสิทธิภาพสงู แตก็่มีข้อเสียท่ีส าคญัก็คือ กลตูารัลดีไฮด์ เป็นสารท่ีมีพิษตอ่ร่างกาย
และเซลล์ ดังนัน้เม่ือท าการเช่ือมขวางเสร็จสิน้แล้วต้องท าการก าจัดกลูตารัลดีไฮด์ท่ีเหลือออก 
มิฉะนัน้แล้วจะเกิดอนัตรายได้ เม่ือน าไปใช้งาน  
  
 2.6.1.2. การเช่ือมขวางด้วยฟอร์มัลดีไฮด์ (Formaldehyde)  
 เป็นการเช่ือมขวางอีกวิธีท่ีใช้หลกัการเดียวกนักบัการเช่ือมขวางด้วยกลตูารัลดีไฮด์ คือ หมู่
แอลดีไฮด์ จะท าหน้าท่ีในการเช่ือมขวางพนัธะหมู่อะมิโนของโปรตีน ดงัแสดงในรูปท่ี 2.16 โดยมี
ข้อแตกต่างคือการเช่ือมขวางด้วยฟอร์มลัดีไฮด์ จะมีความเป็นพิษต ่ากว่าเม่ือเทียบกับการเช่ือม
ขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ และมีประสิทธิภาพในการเช่ือมขวางท่ีน้อยกว่าเม่ือเทียบกับการเช่ือม
ขวางด้วยกลตูารัลดีไฮด์  
 
 
 
 
 
 

กลตูารัลดีไฮด์ (GA) กลตูารัลดีไฮด์ (GA) 
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รูปท่ี 2.16 การเช่ือมขวางของโปรตีนด้วยฟอร์มลัดีไฮด์ (http://publish.uwo.ca) 

 
 2.6.1.3. การเช่ือมขวางด้วย 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide (EDC) 
[Pieper, J. และคณะ 2000] 
 การเช่ือมขวางด้วย EDC เป็นวิธีการท่ีนา่สนใจ และได้รับความนิยมเป็นอนัมาก เน่ืองจาก
จดุเดน่ของการเช่ือมขวางด้วย EDC คือ ภายหลงัสิน้สดุกระบวนการเช่ือมขวางจะได้อนพุนัธ์ของ
ยเูรียหรือ 1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) urea ซึ่งไม่เป็นพิษตอ่ร่างกาย และสามารถก าจดั
ออกได้ง่ายด้วยน า้ ซึ่งการเช่ือมขวางด้วย EDC เป็นการเช่ือมขวางระหว่างหมู่คาร์บอกซิลิกของ
กรดอะมิโน ดงัแสดงในรูปท่ี 2.17 
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รูปท่ี 2.17 การเช่ือมขวางด้วย EDC  
(http://www.piercenet.com/media/edc_coupling) 

 
ความแตกต่างระหว่างการใช้สารเคมี EDC และ GA 
 ความแตกตา่งระหว่างการใช้สารเคมี EDC และ GA ในการเช่ือมขวางคือ โมเลกลุของ 
EDC จะไม่ตกค้างอยู่ในโมเลกุลท่ีถูกเช่ือมขวาง เน่ืองจากผลิตภัณฑ์หลังการเช่ือมขวาง คือ        
อนพุนัธุ์ของยเูรีย หรือ1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) urea ท่ีสามารถก าจดัออกได้โดยการ
ละลายน า้ ท าให้ไม่มีสารตกค้างในโมเลกลุของโปรตีน ด้วยเหตนีุโ้ครงเลีย้งเซลล์ท่ีเช่ือมขวางด้วย 
EDC จึงมีความเป็นพิษต ่ากว่า อย่างไรก็ตาม EDC ก าลงัอยู่ในระหว่างกระบวนการรับรองความ
ปลอดภยัจากองค์การอาหารและยา [Lee, J.M. และคณะ 1996] ส่วนการเช่ือมขวางโดยใช้ GA 
จะมี GA อยู่ท่ีหมู่ท่ีถกูเช่ือมขวาง ซึ่งมกัจะมีกระบวนการก าจดัหมู่  aldehyde ท่ีตกค้างอยู่ได้โดย
การล้างโครงเลีย้งเซลล์ด้วย glycine เพ่ือให้ท าปฏิกิริยากับ GA ท่ีเหลืออยู่และล้างออกด้วยน า้ 
[Carmen, A.C. และคณะ 2003] นอกจากนี ้GA ยงัได้รับรองความปลอดภยัจากองค์การอาหาร
และยาจากประเทศสหรัฐอเมริกาแล้วในปัจจบุนั [U.S. Food and Drug Administration. March 
3, 2006]  
  
\ 
 

http://www.piercenet.com/media/edc_coupling
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 2.6.2 การเช่ือมขวางทางกายภาพ ได้แก่ การใช้ความร้อน (dehydrothermal 
treatment; DHT) การใช้รังสี เชน่ Ultraviolet Irradiation เป็นต้น 
 2.6.2.1. การเช่ือมขวางด้วยความร้อน (Dehydrothermal treatment; DHT)  
 การเช่ือมขวางโดยใช้ความร้อนหรือท่ีเรียกว่า DHT เป็นการเช่ือมขวางระหว่างหมู่เอมีน 
(amine) ของสายโซ่โปรตีน และหมู่คาร์บอกซิลิกของสายโซ่โปรตีนท่ีอยู่ใกล้กัน โดยอาศยัความ
ร้อนและจะมีการขบัน า้ออกมา 1 โมเลกลุ ส่งผลท าให้ความสามารถในการทนแรงดงึเพิ่มขึน้ และ
ความสามารถในการกกัเก็บน า้ลดลง [Wess, T. และคณะ 2000] และจดุเดน่ข้อหนึ่งของการใช้
ความร้อนในการเช่ือมขวางคือ เป็นวิธีการเช่ือมขวางท่ีไม่ใช้สารเคมี ท าให้ไม่มีสารเคมีตกค้างหลงั
การเช่ือมขวาง แตก่ารเช่ือมขวางด้วยความร้อนจะเกิดขึน้ได้เฉพาะหมู่อะมิโนและหมู่คาร์บอกซิลท่ี
อยู่ใกล้กันเท่านัน้ ท าให้การเช่ือมขวางด้วยความร้อนมีขอบเขตท่ีจ ากัด และประเด็นท่ีส าคญัคือ
ความร้อนอาจท าให้โปรตีนเสียสภาพ (denature)ได้ ดงันัน้จึงมกัใช้การเช่ือมขวางด้วยความร้อน
ควบคูก่บัการเช่ือมขวางด้วยวิธีการอ่ืนๆ [Friess, W. และคณะ 1998] ตวัอย่างการเช่ือมขวางโดย
ใช้ความร้อนเช่น โครงเลีย้งเซลล์ท่ีผลิตมาจากคอลลาเจนถูกปรับปรุงให้มีความแข็งแรงมากขึน้
และมีการย่อยสลายทางชีวภาพท่ีช้าลงด้วยการเ ช่ือมขวางระหว่างสายโซ่  (inter chain 
crosslinks) ด้วยปฏิกิริยาการรวมตวั (condensation) ในการเช่ือมขวางด้วยวิธี DHT ซึ่งจะท าให้
ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระลดลงและปริมาณการดดูน า้ในโครงเลีย้งเซลล์ลดลงด้วย ส่งผลให้ความ
ต้านทานแรงดงึเพิ่มขึน้ แตมี่ผลตอ่การเปล่ียนแปลงรูปร่างของคอลลาเจน ส่งผลให้โครงเลีย้งเซลล์
คอลลาเจนมีขนาดเล็กลง [Pieper, J. และคณะ 2000]  นอกจากนีไ้ด้มีการน าวิธี DHT ไปใช้
ร่วมกบัการเช่ือมขวางด้วยสารเคมี EDC/NHS ส าหรับโครงเลีย้งเซลล์ท่ีท าจากคอลลาเจนผสมกบั 
chondroitin-6-sulfate โดยผลิตโครงเลีย้งเซลล์ในอตัราส่วนคอลลาเจน 92% และ chondroitin-6-
sulfate 8% ด้วยเทคนิคการท าแห้งแข็ง (freeze-drying) ก่อนแล้วจึงน ามาเช่ือมขวางด้วยวิธี DHT 
ในตู้ อบสูญญากาศ ท่ีสภาวะ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง ความร้อนภายใต้
สญูญากาศจะเหน่ียวน าให้เกิดการสร้างพนัธะเอไมด์ท่ีอยู่ติดกนัของหมู่ -NH2 และ -COOH ของ
คอลลาเจนและหมู่ -OH ของ chondroitin-6-sulfate ซึ่งสามารถเพิ่มความสามารถในการบวมน า้
สงูขึน้ 1.5 เท่า และเพิ่มความแข็งแรงทางกลสงูขึน้ 3 เท่าให้กบัโครงเลีย้งเซลล์ได้เม่ือเปรียบเทียบ
กับการใช้สารเคมี EDC/NHS ในการเช่ือมขวางโครงเลีย้งเซลล์เพียงอย่างเดียว [Pek, Y.S. และ
คณะ 2004]  
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 2.6.2.2. การเช่ือมขวางด้วยวิธีการใช้รังสีอุลตร้าไวโอเลต (Ultraviolet Irradiation, 
UV) 
 เป็นกระบวนการน าเอารังสีมาใช้ในการเช่ือมขวางอิเล็กตรอนอิสระของหมูอ่ะโรมาติก และ
อิเล็กตรอนอิสระของหมูอ่ะมิโนในเจลาตนิและคอลลาเจน เช่น ไทโรซีนและฟีนิลอะลานีน ซึ่งจะให้
ปริมาณความหนาแน่นของการเช่ือมขวางท่ีสูงมาก ระยะเวลาในการเช่ือมขวางสัน้ และไม่
ก่อให้เกิดสารเคมีตกค้าง แต่ถ้าระยะเวลาในการฉายรังสีนานเกินไปจะท าให้สายโซ่โปรตีนของ     
เจลาตินถกูตดัให้สัน้ลง [Wess, T. และคณะ 2000] ตวัอย่างการเช่ือมขวางด้วยวิธีการใช้รังสี UV 
เกิดจากการป้อนรังสี UV โดยกระบวนการ photodegradation เข้าไปตดัโซ่ระหว่างพนัธะภายใน
โมเลกลุของคอลลาเจนเกิดเป็นฟรีเรดิคอล (free radical) ของหมู่เอมีนอิสระขึน้ ซึ่งหมู่เอมีนอิสระ
ท่ีเกิดขึน้นีจ้ะไปเช่ือมขวางกับหมู่เอมีนอิสระของคอลลาเจนโมเลกุลอ่ืนท าให้เกิดการเช่ือมขวาง
ระหวา่งหมูเ่อมีนขึน้ ดงัรูปท่ี 2.18 [Sionkowska, A. และคณะ 2006]   

 
รูปท่ี 2.18 การเกิดหมูเ่อมีนอิสระของคอลลาเจนจากการเช่ือมขวางโดยการใช้รังสีอลุตร้าไวโอเลต 

[Sionkowska, A. และคณะ 2006]  
 
2.7 Mesenchymal stem cell (MSC)  
 Mesenchymal stem cell เป็นเซลล์ต้นก าเนิดท่ีสามารถเปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นเนือ้เย่ือ
ชนิดต่างๆ ได้ เช่น กระดูก, กระดูกอ่อน, เนือ้เย่ือไขมัน, เส้นเอ็นและกล้ามเนือ้ ดงัแสดงในรูปท่ี 
2.19 MSC สามารถแยกออกมาจากไขกระดกู เนือ้เย่ือไขมนัและเลือดสายสะดือ (cord blood) 
เป็นต้น ในปี 1995 Lennon และคณะ แยก MSC จากไขกระดกูของ Fisher F-344 rat อาย ุ2-4 
เดือน [Lennon, D.P. และคณะ 1995] เซลล์ MSC เม่ือน ามาเลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ เซลล์ยึดเกาะ
บนจานเลีย้งเซลล์และเร่ิมเจริญเติบโตรวมกนัเป็นกลุ่มหรือเรียกว่า fibroblastic-like cell cluster 
(fibroblast colony forming units: CFU-F) [Sautier, J.M. และคณะ 1993] การควบคมุให้ MSC 
เปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นเนือ้เ ย่ือชนิดต่าง ๆ สามารถท าได้โดยการใส่ growth factor และ 
cytokines เป็นต้น นอกจากนีก้ารก าหนดให้เซลล์ MSC เปล่ียนรูปร่างเป็นเนือ้เย่ือชนิดใดนัน้ 
ขึน้อยู่กับส่วนประกอบในอาหารท่ีใช้เลีย้งเซลล์ โดยหลังจากการแยก MSC จากไขกระดูกและ
ต้องการเลีย้งเซลล์ MSC ให้เปล่ียนแปลงรูปร่างเป็นเซลล์กระดูกควรใช้อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมี
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ส่วนประกอบของ dexamethasone, ascorbic acid และ β-glycerolphosphate (osteogenic 
supplements) [Donzelli, E. และคณะ 2007]  

 
 

รูปท่ี 2.19 แสดงเนือ้เย่ือชนิดตา่ง ๆ ท่ีเกิดจากการเปล่ียนรูปร่างของ MSCs  
[Pörtner, R. และคณะ 2005] 

 
การเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้นก าเนิดไปเป็นเซลล์กระดกูจะมีการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์

ต่า งๆ  ตามขัน้ตอนแสดงใน รูป ท่ี  2.20 โดย เซล ล์ ต้นก า เนิ ด  (Mesenchymal stem cell) 
เ ป ล่ี ยนแปลง ไป เ ป็น เซล ล์  Immature osteoprogenitor จ ากนั น้ เ ป ล่ี ยน ไป เ ป็น  Mature 
osteoprogenitor แล้วจึงเปล่ียนแปลงเป็น Preosteoblast จากนัน้จึงเปล่ียนเป็นเซลล์ Mature 
osteoblast แล้วจึงเปล่ียนเป็นเซลล์กระดกูท่ีโตเต็มท่ี (Osteocyte) ในท่ีสุด และมีการหลัง่สาร
ตา่งๆ ตามช่วงการเปล่ียนแปลงดงัแสดงในรูปท่ี 2.21 กิจกรรมการเปล่ียนแปลงจะแบง่เป็น 3 ช่วง
คือ การเจริญเติบโต (Proliferaration) การสร้างแมททริกซ์ (Mattrix Matruration) และการสะสม
แร่ธาต ุก่อนท่ีเซลล์จะตาย (Apoptosis)ในท่ีสดุ โดยในชว่งต้น เซลล์ต้นก าเนิดจะมีการเจริญเติบโต
สงู จนถึงช่วงเวลาหนึ่ง การเจริญเติบโตจะลดลง Extra cellular matrix (ECM) จะเร่ิมมีการสร้าง
เพิ่มขึน้เ ร่ือยๆ โดยมีการหลั่งสาร คือ เอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) คอลลาเจน 
Bonesialoprotien ซึ่งเป็น early marker ในช่วงนี ้หลงัจากนัน้ การสร้าง ECM จะลดลง จะมีการ
สะสมแร่ธาตเุพ่ือให้กลายเป็นเซลล์กระดกู ช่วงนีจ้ะมีสารซึ่งถือเป็น late marker คือ ออสทีโอ
แคลซิน คอลลาจีเนส  และแคลเซียม [Komori, T. และคณะ 1998, Lian, J.B. และคณะ 1992]  
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รูปท่ี 2.20 แผนผงัการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู  
[Lian, J.B. และคณะ 1992] 

 

 

รูปท่ี 2.21 แผนผงัแสดงสารท่ีหลัง่ออกมาระหวา่งการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก 
[Komori, T. และคณะ 1998] 
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2.8 งานวิจัยท่ีเก่ียวข้อง 

 Mao, J. และคณะ (2003) ได้ศึกษาสมบตัิของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาติน ท่ีถูก
ปรับปรุงโดยการเช่ือมขวางด้วย N,N(3 dimethylamino-propyl)-N’-ethyl carbodiimide (EDC) 
และ N-hydroxysuccinimide (NHS) ใน 2-morpholinoethane sulfonic acid (MES) ไคโตซานท่ี

น า ม า ใ ช้ ใ น ง า น นี ้มี  viscosity average molecular weight (Mη) เ ท่ า กั บ  2.0x105 แ ล ะ 
deacetylation degree เท่ากบั 85% ซึ่งโครงเลีย้งเซลล์ถกูเตรียมโดยวิธีการท าแห้งด้วยความเย็น 
(freeze drying) จากงานวิจัยพบว่า โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาตินท่ีได้รับการเช่ือมขวาง 
พืน้ผิวจะมีลกัษณะเป็นรูพรุนขนาดเล็กและมีลกัษณะเป็นเส้นใย ความสามารถในการดดูซบัน า้
มากขึน้ ยืดหยุน่ได้มากขึน้ เม่ือเปรียบเทียบกบัโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาตินท่ีไม่ได้มีการเช่ือม
ขวาง และโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาตินท่ีได้รับการเช่ือมขวาง มีการสนบัสนนุการเจริญเติบโต
ของ fibroblasts แต่จะท าให้อัตราการย่อยสลายของโครงสร้างไคโตซาน/เจลาตินลดลง เม่ือ
เปรียบเทียบกบัโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาตนิท่ีไมไ่ด้มีการเช่ือมขวาง 

 
Meinel, L. และคณะ (2005) ได้ท าการศกึษาเปรียบเทียบโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีรูพรุน 3 ชนิด 

ได้แก่ 1.ไฟโบรอิน 2.ไฟโบรอินท่ีมีการปรับปรุงด้วยการคอนจูเกตกบัล าดบัหมู่อะมิโน RGD (silk-
RGD)และ 3.โครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน ทดสอบกับเซลล์ต้นก าเนิดมนุษย์โดยท าการเลีย้งใน
อาหารเลีย้งเซลล์สตูร osteogenic medium พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินท่ีมีการปรับปรุงด้วย
การคอนจูเกตหมู่อะมิโน RGD (silk-RGD) แสดงผลการยึดเกาะของเซลล์ท่ีดี อีกทัง้สามารถ
ตรวจวดัสญัญาณการเกิดกระดกูได้อย่างเดน่ชดัเม่ือเปรียบเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินและ
คอลลาเจน 
   
 Tabata, Y. และคณะ (2004) ได้ผลิตโครงเลีย้งเซลล์จากเจลาตินและเบตา-ไตรแคลเซียม
ฟอสเฟต (β-tricalcium phosphate: β-TCP) ในปริมาณต่างๆ และน าไปทดสอบเลีย้งเซลล์ 
mesenchymal stem cell (MSC) ท่ีแยกจากไขกระดกูของหนูวิสต้า เพศผู้  อาย ุ 3 สปัดาห์ เพ่ือ
ศกึษาถึงความสามารถในการเปล่ียนแปลงเป็นเนือ้เย่ือกระดกู เม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์เจลาตินผสม 
β-TCP ท่ีอตัราส่วนตา่ง ๆ ซึ่งมีขนาดรูพรุน 180-200 ไมโครเมตร ความพรุน 96% ทดสอบเลีย้ง
เซลล์ MSC ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีมี 15% FBS ท่ีเวลา 6 ชัว่โมงหลงัจากการเพาะเซลล์ลง
บนโครงเลีย้งเซลล์ พบวา่ เซลล์สามารถยดึเกาะบนโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมี β-TCP อตัราส่วนตา่ง ๆได้ดี
เทา่กนั และเม่ือเวลาผา่นไป 1 สปัดาห์ เซลล์สามารถเพิ่มจ านวนได้อย่างรวดเร็ว เม่ือพิจารณาการ
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สร้างเนือ้เย่ือกระดกู พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีประกอบด้วย β-TCP 50% โดยน า้หนกัสามารถชกัน า
ให้เซลล์เกิดการเปล่ียนแปลงเป็นเนือ้เย่ือกระดกูมากท่ีสดุ 
 

Donzelli, E. และคณะ (2007) ได้ขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน type I จากบริษัท 
Gingistat เพ่ือเลีย้งเซลล์ MSC ท่ีแยกออกจากไขกระดกูของ Sprague-Dawley rat เพศเมีย อาย ุ
10 สปัดาห์ โดยเพาะเลีย้งเซลล์ 1x106 เซลล์/โครงเลีย้งเซลล์ เปรียบเทียบการเลีย้งเซลล์ท่ีใช้อาหาร
เลีย้งเซลล์ธรรมดา (CTRL) และใช้อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีส่วนผสมของ osteogenic supplement 
(OS medium) ได้แก่ dexamethasone, β-glycerolphosphateและ2-phosphate-ascorbic acid 
ผลการทดลอง พบว่า ในวนัท่ี 7 หลงัจากการเพาะเลีย้งเซลล์ใน OS medium มีเซลล์เจริญเติบโต
ทัว่ทัง้โครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน และเซลล์เกิดการรวมกันเป็นกลุ่ม (colony) ในขณะท่ีการเลีย้ง
เซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์ธรรมดา (CTRL) เซลล์เกิดการรวมกนัเป็นกลุ่มในวนัท่ี 21 หลงัจากการ
เพาะเซลล์ และขนาดของกลุ่มเซลล์มีขนาดเล็กว่าการเลีย้งเซลล์ด้วย OS medium ผลการ
วิเคราะห์ ALP activity assay พบว่าการเลีย้งเซลล์ใน OS medium มีคา่ ALP สงูกว่ากลุ่ม CTRL 
เม่ือทดสอบย้อมสีด้วย alizarin red พบว่ามีการสะสมของแคลเซียมเพิ่มมากขึน้ในการเลีย้งเซลล์
ด้วย OS medium ผลการทดลองแสดงให้เห็นว่าการเลีย้งเซลล์ใน OS medium ช่วยกระตุ้นให้ 
MSC เปล่ียนแปลงเป็นเซลล์กระดกูได้ 
  
 Gil, E.S. และคณะ (2007) ได้ท าการศกึษาผลจากการผลิตแผ่นเย่ือโปรตีน (Protein 
membranes) โดยใช้สารละลายผสมไฟโปรอินไหมและเจลาติน และใช้เมทานอลเปล่ียนแปลง
โครงสร้างไฟโบรอินไหมให้เป็นผลึก (Crystallization) จากการศึกษาด้วย Fourier-transform 
infrared (FTIR) spectroscopy พบวา่การเกิดผลกึของสารละลายไฟโบรอินไหมท่ีผสมกบัเจลาติน 
ไมแ่ตกตา่งกบัการเกิดผลกึของสารละลายไฟโบรอินไหม  
 
 Tangsadthakun, C. และคณะ (2007) ได้ท าการศกึษาเก่ียวกบัอิทธิพลของมวลโมเลกลุ
ของไคโตซานตอ่สมบตัทิางกายภาพและชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจนผสมไคโตซาน โดย
การเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ด้วยเทคนิคการท าแห้งด้วยความเย็นแล้วเช่ือมขวางด้วยความร้อน 
(dehydrothermal crosslinking) ท่ีอณุหภูมิ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 48 ชัว่โมง ท่ีอตัราส่วน
ผสมของคอลลาเจนตอ่ไคโตซานโดยน า้หนกั 5 สตูรคือ 100/0, 90/10, 70/30, 50/50, 30/70, 
10/90 และ 0/100 และท าการเปล่ียนค่าน า้หนักโมเลกุลของไคโตซาน (weight-averaged 



  34 

molecular weight) 3 คา่คือ LMW (13 กิโลดาลตลั), MMW (140 กิโลดาลตลั), HMW (264 กิโล
ดาลตลั) จากการทดสอบพบว่า โครงลีย้งเซลล์คอลลาเจนท่ีผสมไคโตซานมวลโมเลกลุสงู (HMW) 
ท่ีอตัราส่วนโดยน า้หนกั 30 เปอร์เซ็นต์ จะมีคา่มอดลูสัเพิ่มขึน้สงูท่ีสดุ ผลการทดสอบทางชีวภาพ
พบว่าโครงลีย้งเซลล์คอลลาเจนท่ีผสมไคโตซานมวลโมเลกุลต ่า (LMW) สามารถกระตุ้นการ
เจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังของหนู (L929) ได้อย่างมีประสิทธิภาพมากกว่าโครงเลีย้งเซลล์
คอลลาเจนท่ีผสมไคโตซานน า้หนกัโมเลกลุสงู (HMW) โดยเฉพาะท่ีสดัส่วนการผสมของไคโตซาน 
30 เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั  
 
 Chamchongkaset, J. และคณะ (2008) ได้ท าการทดลองเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบ
รอินไหมไทยด้วยวิธีการก าจัดเกลือออก โดยใช้รังไหมไทยพันธุ์นางน้อยศรี สะเกษ 1 แล้ว
ท าการศกึษาผลกระทบจากการคอนจเูกตเจลาตินท่ีมีต่อสมบตัิทางกายภาพและทางชีวภาพของ
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย โดยพบว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีการปรับปรุง
พืน้ผิวด้วยการคอนจูเกตเจลาติน มีการเช่ือมต่อของโครงสร้างท่ีแข็งแรง โดยดูจากค่าความ
ต้านทานแรงกด ซึ่งมีค่าสูงขึน้ 93% และสามารถส่งเสริมการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของ

เซลล์ mouse osteoblast-like cells (MC3T3-E1) บนโครงเลีย้งเซลล์ได้ดี 
  

Ma, L. และคณะ (2003) ได้ท าการศกึษาโครงเลีย้งเซลล์ท่ีผลิตขึน้จากคอลลาเจนและไค
โตซานด้วยเทคนิคการท าแห้งด้วยความเย็น (freeze-drying) และท าการเช่ือมโยงพันธะด้วย 

Glutaraldehyde ไคโตซานท่ีน ามาใช้ในงานนีมี้ viscosity average molecular weight (Mη) 
เท่ากบั1.0x105–1.7x105และ deacetylation degree เท่ากบั 75–85% จากการศกึษาพบว่าเม่ือ
เพิ่มความเข้มข้นของ Glutaraldehyde ส่งผลให้ความสามารถในการบวมน า้ลดลง สมบตัิเชิงกล
ของโครงเลีย้งเซลล์มีความแข็งแรงมากขึน้ สามารถลดอตัราของการยอ่ยสลายทางชีวภาพให้ช้าลง
ได้ โดยพบวา่ถ้าใช้คอลลาเจนเป็นโครงเลีย้งเซลล์เพียงอย่างเดียว โครงเลีย้งเซลล์จะถกูย่อยสลาย
อยา่งรวดเร็ว แตเ่ม่ือเพิ่มไคโตซานเข้าไปสามารถชว่ยลดอตัราการย่อยสลายลงได้เล็กน้อย แตถ้่ามี
การเช่ือมโยงพนัธะด้วย Glutaraldehyde จะท าให้อตัราการยอ่ยสลายทางชีวภาพลดลงอยา่งมาก 
  
 Ratanavaraporn, J.และคณะ 2009 ได้ท าการศึกษาความสามารถในการยึดเกาะและ
การแบง่ตวัของเซลล์ต้นก าเนิดไขมนัและเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูบนแผ่นฟิล์ม 3 ชนิด ได้แก่ ฟิล์ม
เจลาติน ฟิล์มไคโตซานท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุสงู (1,000 กิโลดาลตลั) และฟิล์มไคโตซานท่ีมีน า้หนกั



  35 

โมเลกลุต ่าหรือไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (1.4 กิโลดาลตลั) โดยพบว่า ฟิล์มเจลาติน และฟิล์มไคโตโอ
ลิโกแซคคาไรด์ ช่วยสนบัสนนุการยึดเกาะและแบง่ตวัของเซลล์ทัง้ 2 ชนิดได้อย่างดีเย่ียม แตฟิ่ล์ม
ไคโตซานไม่ส่งเสริมการยึดเกาะและแบ่งตวัของเซลล์ทัง้ 2 ชนิด และยงัพบอีกว่า เซลล์ต้นก าเนิด
ไขมนัสามารถยึดเกาะและแบง่ตวัได้เร็วกว่าเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู แตเ่ซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู
สามารถเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูได้ดีกวา่เซลล์ต้นก าเนิดไขมนั 
  
 Tritanipakul, S. (2009) ได้ศกึษาผลกระทบจากการคอนจูเกตเจลาติน และการสะสม

สารประกอบไฮดรอกซีอะพาไทต์ท่ีมีตอ่สมบตัิทางกายภาพและทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ไฟ
โบรอินไหมไทยท่ีถูกเตรียมด้วยวิธีการก าจดัเกลือออก จากการศกึษาโครงสร้างสณัฐานของโครง

เลีย้งเซลล์แสดงให้เห็นว่า โครงเลีย้งเซลล์มีพืน้ผิวเรียบ และมีรูพรุนเช่ือมต่อกัน ความเข้มข้นของ

สารละลายเจลาตินท่ีใช้ในการปรับปรุงพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยมีผลต่อปริมาณ    
เจลาตินท่ีมาคอนจูเกตบนโครงเลีย้งเซลล์ ลักษณะสัณฐานของโครงเลีย้งเซลล์และการ

เจริญเติบโตของเซลล์บนโครงเลีย้งเซลล์ โดยพบว่าโครงเลีย้งเซลลไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีการ
ปรับปรุงพืน้ผิวโดยใช้สารละลายเจลาตินท่ีมีความเข้มข้น 1.0% โดยน า้หนกั มีประสิทธิผลในการ

ชกัน าเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูไดดี ส่วนการสะสมไฮดรอก
ซีอะพาไทต์บนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ด้วยวิธีการแชสลบัในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ และ

สารละลายโซเดียมไฮโดรเจนฟอสเฟต พบว่าการมีไฮดรอกซีอะพาไทตมาสะสมอยู่บนพืน้ผิวของ
โครงเลีย้งเซลล์ส่งผลให้โครงเลีย้งเซลล์มีพืน้ผิวขรุขระ มีความพรุนลดลง และช่วยในการชกัน า

เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูไดดี  
  
 Zhending, S. และคณะ (2009) ได้ท าการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน/ไคโตซาน ด้วย
วิธีการ freeze-dry แล้วได้ท าการศกึษาการบวมน า้ของโครงเลีย้งเซลล์ โดยความสามารถในการ
บวมน า้นีข้ึน้อยู่กับสัดส่วนของสารทัง้สอง จากการศึกษาสมบัติเชิงกลของโครงเลีย้งเซลล์           
ไฟโบรอิน/ไคโตซาน พบว่าเม่ือความเข้มข้นโดยรวมของสารละลายไฟโบรอินกบัไคโตซานต ่ากว่า 
6% โดยน า้หนกั จะได้โครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีความพรุนสงูกว่า 95% ในการทดสอบความสามารถทาง
ชีวภาพ โดยใช้ HepG2 cells (human hepatoma cell line) พบว่าเซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ดี
บนโครงเลีย้งเซลล์  
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 Ratanavaraporn, J. และคณะ (2010) ได้ท าการศกึษาผลของการเปล่ียนแปลงน า้หนกั
โมเลกลุของไคโตซาน และสดัสว่นการผสมระหว่างเจลาตินกบัไคโตซานท่ีมีตอ่สมบตัิทางกายภาพ
และทางชีวภาพของฟิล์มท่ีผลิตจากเจลาตนิและไคโตซาน พบว่าฟิล์มท่ีผลิตจากเจลาตินและไคโต
ซานท่ีมีน า้หนกัโมเลกลุสงู (1,000 กิโลดาลตลั) มีสมบตัิทางกายภาพและทางกลท่ีดี แตไ่ม่ส่งเสริม
กิจกรรมของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู ทัง้ทางด้านการยึดเกาะและการแบง่ตวัเพิ่มจ านวน ในทาง
ตรงข้าม ฟิล์มท่ีผลิตจากเจลาตินและไคโตซานท่ีมีน า้หนกัโมเลกุลต ่า หรือไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
(1.4 กิโลดาลตลั) มีความเหมาะสมส าหรับการยึดเกาะและการแบ่งตวัเพิ่มจ านวนของเซลล์ต้น
ก าเนิดไขมันและเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูก นอกจากนีย้ังพบว่า ฟิล์มท่ีผลิตจากเจลาตินและ         
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ดงักล่าว โดยเฉพาะอย่างยิ่งท่ีสดัส่วนการผสมโดยน า้หนกัของเจลาตินต่อ 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 70/30 ส่งเสริมการเปล่ียนแปลงของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูไปเป็นเซลล์
กระดกูได้ดี เม่ือเปรียบเทียบกบัฟิล์มเจลาตนิ 
  
   
 
 
 
 



                                                                                                                                                                                                                         

                                                    

บทที่ 3 
วัสดุและวิธีด าเนินการวจิัย 

 
3.1 วัสดุและสารเคมี 
 3.1.1รังไหม Bombyx mori (พนัธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 สถาบนัหม่อนไหมแหง่ชาตเิฉลิม
พระเกียรตสิมเดจ็พระนางเจ้าสิริกิติพ์ระบรมราชินีนาถ จงัหวดันครราชสีมา) 
 3.1.2 ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (น า้หนกัมวลโมเลกลุ 5900 ดาลตนั, เตรียมจากการไฮโดรไล
ซิสไคโตซานท่ีท ามาจากแกนปลาหมกึโดยใช้เอนไซม์ไคตเินส) [Kachanechai, T. และคณะ 
2008] 
 3.1.3 เจลาตนิ ชนิดเอ (พีไอ 9, บริษัท Nitta Gelatin Inc., โตเกียว ญ่ีปุ่ น) 
 3.1.4 โซเดียมคาร์บอเนตแอนไฮดรัส (Na2CO3, บริษัท Ajax Finechem, Pty’Ltd, 
ออสเตรเลีย) 
 3.1.5 ลิเทียมโบรมายด์ (LiBr, บริษัท Sigma-Aldrich Laborchemikelien, เยอรมนั) 
 3.1.6 สารละลายกลตูาอลัดไิฮด์ (25% GA, บริษัท Fluka, เยอรมนั)  
 3.1.7 กรดไฮโดรคลอริค (HCl 36.5-38%, J.T. Baker, NJ, สหรัฐอเมริกา)  
 3.1.8 โซเดียมไฮดรอกไซด์ (0.02 N NaOH, บริษัท Analar, องักฤษ) 
 3.1.9 โซเดียมอะไซด์ (บริษัท Labchem, APS, ออสเตรเลีย) 
 3.1.10 ถงุไดอะไลซ์ (MWCO 12000-16000, Viskase Companies, Inc., ญ่ีปุ่ น) 
 3.1.11 ไกลซีน (บริษัท Sigma-Aldrich, เยอรมนั) 
 3.1.12 Alpha-modified eagle powder medium (α-MEM(s), Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 
 3.1.13 Fetal bovine serum (FBS, Hyclone or Biochrom or ICP) 
 3.1.14 แอลกอฮอล์ (99.9%, บริษัท VWR International Ltd., องักฤษ) 
 3.1.21 สารละลาย Penicillin-Streptomycin (10,000 units/ml, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 
 3.1.15 Dulbecco’s phosphate buffer saline without calcium and magnesium 
(PBS (-) powder, บริษัท Nissui Pharmaceutical Co. Ltd) 
 3.1.16 Trypsin/EDTA (0.25% Trypsin in EDTA.4Na, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 
 3.1.17 แอล-กลตูามีน (200 mM, Hyclone, สหรัฐอเมริกา)  
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3.1.18 ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (Cell culture tested DMSO, บริษัท Sigma-Aldrich, 
เยอรมนั) 
 3.1.19 SDS lysis buffer 
 3.1.20 Hoechst 33258 (1 mg/ml DMSO) 
 3.1.21 สารละลายมาตรฐาน p-Nitrophenol (10 mM, บริษัท Sigma-Aldrich, เยอรมนั) 
 3.1.22 p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (pNPP, บริษัท Sigma-Aldrich, 
เยอรมนั) 

3.1.23 CaCO3 standard 
3.1.24 O-cresolphythalein complex substrate (OCPC, มวลโมเลกลุ 636.62) 

 3.1.25 เอทาโนลามีน บฟัเฟอร์ (0.88 mol/l, pH 11) 
 
3.2 อุปกรณ์  
 3.2.1 ตู้ปลอดเชือ้ (Laminar Flow) (HWS Series 254473, ออสเตรเลีย) 
 3.2.2 ตู้ เพาะเชือ้บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 incubator) (Series II 3110 Water 
Jacketed Incubator, Thermo   Forma, สหรัฐอเมริกา) 
 3.2.3 เคร่ือง Fluorescence microplate reader (Perkin elmer, 1420 multilabel 
counter, สหรัฐอเมริกา) 
 3.2.4 เคร่ืองดดูปล่อยสารอตัโนมตั ิ(Micropipette) (Pipetman P20, P200, P1000 and 
P5000, สหรัฐอเมริกา) 
 3.2.5 เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) (Thermo Spectronic, 
Genesys 10UV scanning, สหรัฐอเมริกา) 
 3.2.6 เคร่ือง Universal Testing Machine (Instron, No. 5567, สหรัฐอเมริกา) 
 3.2.7 กล้องจลุทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope) (รุ่น 
JSM-5410LV จากบริษัท JEOL Ltd., ญ่ีปุ่ น) 
 3.2.8 เคร่ืองป่ันเหว่ียงสาร (Centrifuge) (รุ่น Kubota corporation 6500, ญ่ีปุ่ น) 
 3.2.9 ตู้แชแ่ข็ง อณุหภมูิ -30 องศาเซลเซียส (ย่ีห้อ Heto, รุ่น PowerDry LL3000, 
สหรัฐอเมริกา) 
 3.2.10 เคร่ืองท าแห้งแบบแช่แข็ง (Lyophilizer) (ย่ีห้อ Christ Loc-1m, รุ่น Alpha 1-4, 
เยอรมนั) 
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 3.2.11 ตู้อบแห้งแบบสญูญากาศ และป๊ัม (VD23, Binder, เยอรมนั) 
 3.2.12 ถาดเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 6 หลมุ, 24 หลมุ และ 48 หลมุ (ย่ีห้อ NUNC, 
เดนมาร์ก) 
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3.3 ขัน้ตอนการด าเนินงานวิจัย 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปท่ี 3.1 แผนการด าเนินงานวิจยัโดยรวม 
 
 
 

รังไหมไทยสายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 

ดดัแปรโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วยสารละลายเจลาตนิ/   
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยก าหนดอตัราสว่นโดยน า้หนกัระหวา่ง     
เจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ คือ 100/0, 90/10, 80/20, 70/30 

แยกเซลล์ต้นก าเนิดไข
กระดกูของหนวูิสต้า 

(bone marrow-derived 
mesenchymal stem 

cells,MSCs)  

วิเคราะห์คณุลกัษณะและสมบตั ิดงัตอ่ไปนี ้ 
- โครงสร้างสณัฐานและขนาดรูพรุนเฉล่ียของโครงเลีย้งเซลล์ 
- ความพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ 
- ความสามารถในการทนแรงกดของโครงเลีย้งเซลล์ 
 
  

ทดสอบการยดึเกาะ (attachment) และการเจริญเตบิโต 
(proliferation) ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูบนโครงเลีย้งเซลล์ 

 
  

ทดสอบการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (differentiation) ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูบน
โครงเลีย้งเซลล์โดยการวดั 
 - จ านวนเซลล์โดยวิธีวดัปริมาณ DNA 
 - Alkaline phosphatase activity (ALP) 
 - ปริมาณแคลเซียม      
 - วิเคราะห์ปริมาตรธาต ุด้วยเทคนิค Energy-dispersive X-ray spectroscopy 
(EDX) 

 
 
 

เตรียมโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วยวิธีการก าจดัเกลือออก (salt-leaching) 
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3.3.1 วิเคราะห์คุณลักษณะของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
 การตรวจน า้หนกัโมเลกลุของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีน ามาใช้ในงานวิจยันี ้โดยใช้เทคนิค    
Gel Permeation Chromatography (Waters 600E) โดยการส่งตรวจท่ีศนูย์เทคโนโลยีโลหะและ
วสัดแุหง่ชาติ 
Test conditions:  
 Eluent: 0.5M acetic acid and 0.5M sodium acetate (acetate buffer) 
 Flow rate: 0.6 ml/min 
 Injection volume: 20 µl  
 Temperature: 30ºC 
 Column set: Ultrahydrogel linear 1 column (MW resolving rang = 1,000-
20,000,000) 1 column + guard column 
 Standard: Pullulans (MW 5,900-70,800) 
 Detector: Refractive Index Detector 
 

 
 

รูปท่ี 3.2 กราฟแสดงน า้หนกัโมเลกลุเฉล่ียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
  

MP 3419 Da 
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จากการวิเคราะห์น า้หนักโมเลกุลเฉล่ียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ด้วยเคร่ือง Gel 
Permeation Chromatograph พบว่า มีน า้หนกัโมเลกลุเฉล่ีย 5967 ดาลตนั และเม่ือพิจารณาคา่
การกระจายตวัมีค่าอยู่ท่ี 1.72 ดงัแสดงในตารางท่ี 3.1 จากนัน้ท าการวดั % deacetylation โดย
เทคนิค spectrophotometry พบวา่มี % deacetylation คือ 99% 
 
ตารางท่ี 3.1 น า้หนกัโมเลกลุเฉล่ียของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

Mn(ดาลตนั) Mw(ดาลตนั) MP(ดาลตนั) Mz(ดาลตนั) Mz+1(ดาลตนั) Polydispersity 
3472 5967 3419 11099 19237 1.72 

 
MP คือน า้หนกัโมเลกลุท่ีมีจ านวนมากท่ีสดุ 
Mn คือน า้หนกัโมเลกลุเฉล่ียโดยจ านวน (number-average molecular weight) 
Mw คือน า้หนกัโมเลกลุเฉล่ียโดยน า้หนกั (weight-average molecular weight) 
Mz คือน า้หนกัโมเลกลุเฉล่ียโดย z (z-average molecular weight) 
Mz+1 คือน า้หนกัโมเลกลุเฉล่ียโดย z+1 (z+1-average molecular weight) 
 

การวดั % deacetylation โดยเทคนิค spectrophotometry [ศนูย์วสัดชีุวภาพไคติน-ไคโต
ซาน จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลยั, 2545] เป็นการวดัเปอร์เซ็นต์ของการเปล่ียนหมู่ N-acetyl-D-
glucosamine ไปเป็น glucosamine เ พ่ือบ่งบอกถึงความเป็นไคติน -ไคโตซาน ด้วยเคร่ือง 
spectrophotometer โดยเร่ิมต้นด้วยการหาจดุ Zero Crossing Point (ZCP) ซึ่งเป็นจดุท่ีกรด ท่ีมี
ความเข้มข้นต่างกันสามค่าให้ค่าการดูดกลืนเท่ากันท่ีความยาวคล่ืนเดียวกัน  โดยการเตรียม
กรดอะซีตกิความเข้มข้น 1 โมลตอ่ลิตร แล้วท าการเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 0.01, 0.02 และ 0.03 
โมลตอ่ลิตร น าสารละลายทัง้ 3 ความเข้มข้น ไปวดัคา่การดดูกลืนด้วยเคร่ือง spectrophotometer 
หาคา่ Zero Crossing Point (ZCP) ซึง่จดุนีแ้สดงถึงต าแหนง่ของความยาวคล่ืนท่ีความเข้มข้นของ
กรดไมมี่ผลตอ่การดดูกลืน  

จากนัน้เตรียมกราฟมาตรฐาน (standard calibration curve) โดยเตรียม N-acetyl-D-
glucosamine ความเข้มข้น 0.05 กรัมต่อลิตร โดยใช้กรดอะซีติกความเข้มข้น 0.01 โมลต่อลิตร
เป็นตวัท าละลาย เจือจางสารละลายมาตรฐานให้มีความเข้มข้นอยู่ในช่วงระหว่าง 0-0.035 กรัม
ต่อลิ ตร  ดังตา ราง ท่ี  3.2 น าสารละลายมาตรฐานมาวัดค่าการดูดก ลืน  ด้วย เค ร่ือ ง 
spectrophotometer จากนัน้วดัระยะห่างระหว่างค่าการดดูกลืนของสารละลายแต่ละตวัท่ีความ
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ยาวคล่ืนเดียวกนักบัจดุ ZCP (H) เพ่ือน าคา่ท่ีได้มาสร้างกราฟความสมัพนัธ์ระหว่างระยะ (H) และ
ความเข้มข้นของสารละลายมาตรฐาน 
 
ตารางท่ี 3.2 การเตรียมสารละลายมาตรฐาน N-acetyl-D-glucosamine 

สารละลาย 
ความเข้มข้น (กรัมตอ่ลิตร) 

0 0.005 0.01 0.015 0.02 0.025 0.03 0.035 
0.05 กรัมตอ่ลิตรของ N-
acetyl-D-glucosamine 
(มิลลิลิตร) 

0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 

0.01 โมลตอ่ลิตรกรดอะซีตกิ 
(มิลลิลิตร) 

5 4.5 4 3.5 3 2.5 2 1.5 

ปริมาตรรวม 5 5 5 5 5 5 5 5 
 
จากนัน้ท าการละลายตวัอย่างไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 0.2 กรัม (น า้หนกัแห้ง) ในกรดอะ

ซิติกความเข้มข้น 0.2 โมลตอ่ลิตร ปริมาตร 100 มิลลิลิตร จากนัน้น าสารละลายไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์มา 5  มิลลิลิตร และเตมิน า้ให้ได้ 100 มิลลิลิตร ได้ความเข้มข้นสดุท้ายของสารละลายไคโต
โอลิโกแซคคาไรด์คือ 0.01 กรัม ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใน 100 มิลลิลิตร ในกรดอะซิติกความ
เ ข้ม ข้น  0.01 โมลต่อลิ ตร  น าสารละลายตัวอย่ า งมา  วัดค่ าการดูดก ลืน ด้วย เค ร่ือ ง 
spectrophotometer และหาคา่ระยะหา่งระหวา่งคา่การดดูกลืนของสารละลายไคโตโอลิโกแซคคา
ไรด์แต่ละตวักับจุด ZCP (H) เพ่ือน ามาหาค่าความเข้มข้นของ N-acetyl-D-glucosamine จาก
กราฟมาตรฐาน และท าการค านวณคา่  %degree of deacetylation จากสตูรดงัตอ่ไปนี ้
 
% degree of deacetylation     =           1 –                          A                          x 100   … (1) 
                                                                          ((10 x W) – 204 A) + A  
                                                                                       161        
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โดยท่ี   A = ความเข้มข้นของ N-acetyl-D-glucosamine ท่ีวดัได้ (กรัมตอ่ลิตร) หารด้วย 204 
           W = น า้หนกัของตวัอยา่งไคโตซาน (กรัม) ใน 100 มิลลิลิตร ของ 0.01 โมลาร์กรดอะซิตกิ 
          204 = น า้หนกัโมเลกลุของ N-acetyl-D-glucosamine 
          161 = น า้หนกัโมเลกลุของ D-glucosamine  
 
3.3.2 การเตรียมไฟโบรอินไหมไทย [Kim, U.J และคณะ 2005] 
 การเตรียมสารละลายจากไฟโบรอินไหมไทย โดยน ารังไหมไทย (นางน้อยศรีสะเกษ 1) 40 
กรัม มาต้มให้เดือดในสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.02 โมลต่อลิตร 
ปริมาตร 1,000 มิลลิลิตร (รังไหม 1 กรัมตอ่โซเดียมคาร์บอเนต 25 มิลลิลิตร) เป็นเวลา 20 นาที 
ท าซ า้ 2 รอบ เพ่ือแยกเซริซินและสารอ่ืนๆท่ีไม่ใช่ไฟโบรอินออก แล้วทิง้ไว้ให้แห้งท่ีอุณหภูมิห้อง 
จากนัน้น าเส้นใยไฟโบรอินท่ีแห้งแล้วไปละลายด้วยลิเทียมโบรไมด์ (LiBr) ความเข้มข้น 9.3 โมลตอ่
ลิตร ด้วยอัตราส่วนไหม 8 กรัม ต่อ LiBr 24 กรัม (25% W/V) แล้วน าไปอบท่ีอุณหภูมิ 60 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง น าสารละลายไฟโบรอินท่ีได้ไปไดอะไลซ์ (ถุงไดอะไลซิส MWCO 
12000-16000, Viskase Companies, Inc., Japan) ด้วยน า้ปราศจากประจุ เป็นเวลา 3 วัน ท่ี
อณุหภมูิห้อง โดยเปล่ียนน า้ทกุๆ 15 นาทีในชัว่โมงแรก วนัตอ่ไปเปล่ียนน า้วนัละ 3 ครัง้ (เช้า เท่ียง 
เย็น) เพ่ือก าจดัลิเทียมโบรไมด์ออก จะได้ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินไหมไทยในน า้
ประมาณ 6-6.4 ร้อยละโดยน า้หนกั  
 
3.3.3 การเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย [Kim, U.J และคณะ 2005] 
 การขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์ไหมไทย ท าได้โดยน าสารละลายไฟโบรอินไหมไทยปริมาณ 3 
มิลลิลิตร บรรจุใส่ในกระปุกทรงกระบอก จากนัน้โรยเกลือ 7 กรัม ลงไปในกระปุกทรงกระบอก 
(อนุภาคเกลือ 600-710 ไมโครเมตร) แล้วตัง้ไว้ท่ีอุณหภูมิห้อง เป็นเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้
สารละลายไฟโบรอินเกิดการเจลตวั จากนัน้น ากระปกุทรงกระบอกไปแช่ในน า้ เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
พร้อมกับท าการป่ันกวนเพ่ือท าการก าจดัอนุภาคของเกลือออก อนภุาคของเกลือท่ีละลายออกไป
จะท าให้เกิดรูพรุนขึน้ภายโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน จากนัน้น าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้มาตากให้แห้งท่ี
อณุหภมูิห้อง ตดัชิน้งานให้ได้ความหนา 2 มิลลิเมตร เส้นผา่นศนูย์กลาง 11 มิลลิเมตร ขัน้ตอนการ
ขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยนี ้สรุปได้ในรูปท่ี 3.3 



  45 

            
 
 
 

                                     
  
 
 
   

รูปท่ี 3.3 การเตรียมไฟโบรอินไหมไทยและการขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
 
3.3.4 การดัดแปรพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย โดยการคอนจูเกตด้วย
สารละลายผสมเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
 เตรียมสารละลายไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ในกรดแอซีติก 1% โดยปริมาตร ซึ่งมี pH 3.4 
แล้วท าการเตมิโซเดียมไฮดรอกไซด์เพ่ือท าการปรับ pH ให้ได้ 6.4 ผสมเจลาตินลงไปในสารละลาย
แล้วท าการป่ันกวน จากนัน้เติมกลตูารัลดีไฮด์แล้วท าการป่ันกวนเป็นเวลา 5 นาที ท่ีอุณหภูมิห้อง 
น าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยแช่ลงไปในสารละลายเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เป็น
เวลา 2 ชัว่โมงภายใต้สภาวะสญูญากาศในท่ีมืด น าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้ไปผ่านกระบวนการท าแห้ง
ด้วยความเย็น (freeze-dry) จากนัน้น ามาล้างด้วยไกลซีน ความเข้มข้น 0.1 โมลตอ่ลิตร เป็นเวลา 
30 นาทีภายใต้สภาวะสญูญากาศ เพ่ือก าจดักลตูารัลดีไฮด์สว่นเกินออก แล้วล้างด้วยน า้ปราศจาก 
ประจ ุเป็นเวลา 10 นาที จ านวน 3 รอบ จากนัน้น าไปผา่นกระบวนการท าแห้งด้วยความเย็นอีกครัง้ 
ดงัแสดงในรูปท่ี 3.3 โดยในงานวิจยันีใ้ช้น า้หนกัแห้งของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์คงท่ีท่ี 1%

รังไหมไทย 
(พนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1) 
 

สารละลายไฟโบรอินไหมไทย 
ความเข้มข้น 6-6.4 ร้อยละโดยน า้หนกั 

 

โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 

 

เส้นใยไฟโบรอินไหมไทย 

 

ละลายด้วย 9.3 M LiBr 
60 องศาเซลเซียส, 4 ชม,  

ไดอะไลซ์ 3 วนั 
 

ต้มด้วย 0.02 M 
Na2CO3, 15 นาที, 2 ครัง้ 
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โดยน า้หนกั และอตัราสว่นผสมของสารละลายเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์โดยน า้หนกั เท่ากบั 
100/0, 90/10, 80/20 และ 70/30   
 

                             
 
 
 

                                           
 
 
 

รูปท่ี 3.4 การดดัแปรพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย  
โดยการคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย   
เส้นผา่นศนูย์กลาง 10 มม, ความหนา 2 มม 

 

สารละลายผสม (G/COS) ภายใต้
สภาวะสญูญากาศ 2 ชัว่โมงในท่ีมืด 
 

ล้างด้วยไกลซีน 

 

กระบวนการท าแห้ง 
ด้วยความเย็น 

 

กระบวนการท าแห้ง 
ด้วยความเย็น 

 

โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
ท่ีดดัแปรด้วย G/COS 
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3.3.5 การทดสอบสมบัติทางกายภาพของโครงเลีย้งเซลล์ 
3.3.5.1 ค านวณหาร้อยละโดยน า้หนกัเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ 
 ร้อยละโดยน า้หนกัเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์เซลล์ ภายหลงัจาก    
คอนจเูกตด้วยสารละลายเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ สามารถค านวณได้จาก 

    % เจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ = 100
2

12 


W

WW
             

  
… (2) 

 เม่ือ  W1 เป็นน า้หนกัแห้งโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยก่อนคอนจเูกตด้วยสารละลาย     
              เจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด ์

W2 เป็นน า้หนักแห้งโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยภายหลังคอนจูเกตด้วย   
สารละลายเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

 
3.3.5.2 ทดสอบความคงตวัของเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีคอนจเูกตเข้าไปในโครงเลีย้ง
เซลล์ 
 การทดสอบความคงตวัของจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีคอนจเูกตเข้าไปในโครงเลีย้ง
เซลล์ท าโดยค านวณหาร้อยละน า้หนกัท่ีหายไป โดยน าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและโครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารละลายผสมเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
ไปแช่ในสารละลาย PBS ท่ีสภาวะ pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้ว
น าไปผ่านกระบวนการท าแห้งด้วยความเย็น (freeze-dry) ค านวณร้อยละโดยน า้หนักของเจ
ลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีหายไป ได้จากสตูร  

% เจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีหายไป =  100
3

43 


W

WW

   
… (3) 

 เม่ือ W3 เป็นน า้หนกัแห้งโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารละลาย  
   ผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ก่อนแชใ่นสารละลาย PBS 

      W4 เป็นน า้หนกัแห้งโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารละลาย  
   ผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์หลงัแชใ่นสารละลาย PBS 

 
 
 
 
 



  48 

3.3.5.3 ศกึษาโครงสร้างทางเคมีของโครงเลีย้งเซลล์ 
ศกึษาโครงสร้างทางเคมีของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์, โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและ

โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีดดัแปรพืน้ผิวด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ โดยใช้เทคนิค ฟูเรียทรานสฟอร์ม อินฟราเรดสเปคโตรสโคปี (FT-IR spectroscope, 
Spectrum GX, Perkin Elmer, UK) โดยน าตัวอย่างแต่ละชนิดมาบดให้ละเอียดผสมกับ
โพแทสเซียมโบร์ไมด์ จากนัน้น ามาอดัขึน้รูปเป็นเหรียญขนาดเล็ก (disc) แล้วจึงน าไปวิเคราะห์โดย
ใช้เทคนิค FTIR เพ่ือศกึษาพีคของการดดูกลืนคล่ืนแมเ่หล็กไฟฟ้าท่ีคา่เลขคล่ืนตา่งๆ 
 
3.3.5.4 ศกึษาโครงสร้างสณัฐานของโครงเลีย้งเซลล์ (Morphology)  

ศกึษาโครงสร้างสณัฐานของโครงเลีย้งเซลล์ (Morphology) รวมถึงลกัษณะรูพรุน โดยใช้
กล้องจลุทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM-JSM-5410LV, JEOL 
Ltd., Japan) บนัทึกภาพท่ีก าลงัขยาย 100 เท่า จากนัน้น าภาพท่ีได้มาวิเคราะห์ขนาดของรูพรุน 
โดยโปรแกรม Image J วดัขนาดรูพรุนทัง้หมด 100 จุด ค่าท่ีรายงานเป็นค่าเฉล่ียขนาดรูพรุนโดย
วดัเส้นผ่านศนูย์กลางของรูพรุนแบบสุ่ม 100 รู ในแนวราบ (horizontal) และแนวตดัขวาง (cross-
section) จากนัน้น าขนาดของรูพรุนท่ีได้มาหาคา่เฉล่ีย  
 
3.3.5.5 ศกึษาสมบตัทิางกลของโครงเลีย้งเซลล์ (Mechanical strength)  

โดยทดสอบความสามารถในการทนแรงกด (Compressive modulus) ของโครงเลีย้ง
เซลล์โดยใช้เคร่ือง Universal Testing Machine ในการทดสอบใช้อตัราการกดคงท่ี 0.5 มิลลิเมตร
ต่อนาที เพ่ือค านวณหาค่า compressive modulus โดยหาได้จากค่าความชนัระหว่างกราฟของ
ความเค้น (compression stress) และความเครียด (compression strain) ในช่วง 5-30% แรก
ของแรงกด การทดสอบแบบแห้งสามารถใช้โครงเลีย้งเซลล์น ามาทดสอบได้เลย ส่วนในแบบเปียก
น าโครงเลีย้งเซลล์ไปแช่ในสารละลาย PBS ก่อน 3 ชัว่โมง และซับน า้ส่วนเกินออกแล้วจึงน าไป
ทดสอบ ทดลองซ า้ 7 ตวัอยา่ง คา่ท่ีรายงานเป็นคา่เฉล่ียมอดลูสัของการกด±คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 
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3.3.5.6 ศกึษาหาความพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ (Porosity) 
ศกึษาหาความพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ (Porosity) ด้วยเทคนิคการแทนท่ีด้วยเฮกเซนใน

ชอ่งวา่งของโครงเลีย้งเซลล์ ทดสอบซ า้ 10 ตวัอย่าง ซึ่งดดัแปลงจากวิธีการของ Briman และคณะ 
โดยน าเฮกเซนปริมาตร 2 มิลลิลิตร (V1) ใส่ลงในภาชนะทรงกระบอก จากนัน้น าโครงเลีย้งเซลล์แช่
ในเฮกเซน เป็นเวลา 5 นาที เพ่ือให้เฮกเซนซึมเช้าสู่โครงเลีย้งเซลล์ แล้ววดัปริมาตรโครงเลีย้งเซลล์
และเฮกเซนหลงัท าการดดูซบั (V2) จากนัน้น าโครงเลีย้งเซลล์ออก และวดัปริมาตรเฮกเซนท่ีเหลือ 
(V3) โดยใช้ไมโครปิเปต จากนัน้ค านวณหาความพรุนจากสตูร [Biman, B.M. และคณะ 2009] 

   ความพรุน (%โดยน า้หนกั) = 100
32

31 




VV

VV

                              
… (4)

 

 
 

3.3.6 การทดสอบสมบัตทิางชีวภาพ 
3.3.6.1 การเตรียมเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู (bone marrow-derived mesenchymal stem cells, 
MSCs)     
 เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูท่ีใช้ทดสอบถกูสกดัจากส่วนขาหลงัของหนวูิสต้า อาย ุ3 สปัดาห์ 
(จากศนูย์สตัว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล) ตามวิธีของ Hosseinkhani และคณะ (2006) 
โดยผ่าเอากระดกูต้นขาหลงัของหนตูัง้แต่บริเวณสะโพก เลาะเศษเนือ้เย่ืออ่ืนออกให้สะอาด ตัดท่ี
ปลายทัง้สองข้างของกระดกูจะพบชอ่งไขกระดกู ใช้เข็มฉีดยา (26 gauge needle) ดดูอาหารเลีย้ง

เซลล์ 1 มิลลิลิตร (Alpha-modified eagle medium:-MEM ท่ีมี 15% FBS และ 50 U/ml 
penicillin streptomycin) ชะล้างผ่านช่องไขกระดกูลงหลอดขนาด 1 มิลลิลิตร ท่ีผ่านการฆ่าเชือ้
แล้ว ท าซ า้หลายครัง้จนกระทั่งก้อนไขกระดูกหลุดออกหมด ท าสารแขวนลอยเซลล์ให้เป็นเนือ้
เดียวกนัโดยใช้เข็มฉีดพ่นหลายๆ จากนัน้ดดูใส่จานเลีย้งเซลล์ท่ีใส่อาหารเลีย้งเซลล์ 10 มิลลิลิตร 
ท าการเพาะเซลล์ในสภาวะ 5% คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปล่ียนอาหาร
เลีย้งเซลล์ในวนัท่ี 1 หลังจากการเพาะเซลล์ เพ่ือก าจดัเซลล์เม็ดเลือดท่ีไม่เกาะจานเลีย้งเซลล์ 
จากนัน้เปล่ียนอาหารเลีย้งเซลล์ทกุ 3 วนั เป็นเวลาประมาณ 2-3 สปัดาห์ [Takahashi Y. และ
คณะ 2005] เพ่ือให้ได้เซลล์ passage ท่ี 2 ส าหรับน าไปใช้ทดสอบสมบตัทิางชีวภาพ  
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3.3.6.2 การเพาะเลีย้งเซลล์ลงบนโครงเลีย้งเซลล์ [Takahashi Y และคณะ 2003] 
 เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูท่ีได้จะถกูน าไปเพาะเลีย้งบนโครงเลีย้งเซลล์ โดยเตรียมปริมาณ
เซลล์ 5x105 เซลล์/100 ไมโครลิตร/โครงเลีย้งเซลล์ (ส าหรับทดสอบการยึดเกาะและเจริญเติบโต) 
และ 1x106 เซลล์/100 ไมโครลิตร/โครงเลีย้งเซลล์ (ส าหรับทดสอบการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู) 
เพาะเลีย้งลงบนโครงเลีย้งเซลล์ท่ีฆ่าเชือ้ด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์ ด้วยวิธีการ agitation seeding 
คือการน าเอาโครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้ท าการเพาะเลีย้งเซลล์แล้วมาเขย่าท่ีความเร็ว 200 รอบต่อนาที 
ในตู้บม่ 5 % คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ท าซ า้ 4 ชิน้ 
 
3.3.6.3 ทดสอบการยึดเกาะ (attachment) และการเจริญเติบโต (proliferation) ของเซลล์ต้น
ก าเนิดไขกระดกู  
  หลงัจากเพาะเลีย้งเซลล์ (5x105 เซลล์/100 มิลลิลิตร/โครงเลีย้งเซลล์) น าโครงเลีย้งเซลล์ท่ี

ได้เพาะเลีย้งเซลล์ไปเลีย้งในอาหารประกอบด้วย -MEM ท่ีมี 15% FBS และ 50 U/ml penicillin 
streptomycin ในถาดเลีย้งเซลล์โพลีสไตรีนขนาด 6 หลุม บ่มในตู้  5% คาร์บอนไดออกไซด์ 
อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส โดยเปล่ียนอาหารทุกๆ 3 วัน ตรวจสอบจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไข
กระดกูท่ีเกาะติด (attachment) ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง และการเจริญเติบโต (proliferation) ท่ีช่วงเวลา 
1, 3 และ 5 วนั บนโครงเลีย้งเซลล์ วิเคราะห์ด้วยวิธีการตรวจวดัปริมาณ DNA (DNA assay) โดย
การวิเคราะห์ปริมาณสารเรืองแสง Hoechst 33258 ท่ีจะแทรกเข้าสู่ DNA double strands ด้วย
เคร่ือง spectrofluorimeter [Takahashi, Yและคณะ 2005] ซึง่ขัน้ตอนในการด าเนินการมีดงันี ้ 

- เตรียมสารมาตรฐานจากเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูซึ่งรู้ปริมาณเซลล์ 2x106 เซลล์ต่อ
มิลลิลิตร ใส่ใน vial แล้วน าไปป่ันเหว่ียงท่ี 3000 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 5 นาที เทอาหารทิง้ แล้ว
เตมิ SDS lysis buffer มิลลิลิตรลงใน vial ผสมให้เข้ากนั บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส 1 ชัว่โมง เพ่ือท า
ให้เซลล์แตกและปล่อย DNA ออกมา แล้วท าการเจือจางความเข้มข้นเซลล์ (serial dilution) 
ระหวา่ง 1x106 ถึง 1.5625x104 เซลล์ตอ่มิลลิลิตร 

- เตรียมตวัอย่างโครงเลีย้งเซลล์ โดยน าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งเซลล์ตามเวลาท่ี
ก าหนดไว้ มาล้างด้วย PBS ตดัโครงเลีย้งเซลล์ให้เป็นชิน้ละเอียด จากนัน้ใส่สาร SDS ลงไป แล้ว
น าตวัอยา่งไปเก็บไว้ท่ี -20 องศาเซลเซียส  
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- เตรียมสารละลาย Hoechst 33258 ซึ่งเตรียมได้จากการน า Hoechst 33258 (20 
ไมโครลิตร), น า้ปราศจากประจ ุ(19 มิลลิลิตร) และ SSC (1 มิลลิลิตร) มาผสมรวมกนั  

- จากนัน้น าสารมาตรฐานและตวัอย่างไปวดัปริมาณ DNA โดยให้น าตวัอย่างมาละลายท่ี
อณุหภมูิห้อง จากนัน้ปิเปตสารละลายในตวัอยา่งมา 100 ไมโครลิตร ใสล่งในถาดขนาด 96 หลมุ  

- เตมิสารละลาย Hoechst 33258 ลงไป 100 ไมโครลิตร แล้วน าไปวดัปริมาณ DNA ด้วย
เคร่ือง spectrofluorimeter ท่ีชว่งความยาวคล่ืน 355-460 นาโนเมตร  

- ค านวณหาอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, µ) และ
ระยะเวลาท่ีเซลล์เพิ่มจ านวนขึน้เป็น 2 เท่าหรือเวลาการแบ่งตวัทวีคณู (Population doubling 
time) บนโครงเลีย้งเซลล์  
 
อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, µ) ค านวณจาก 

อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ 
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                                                   … (6) 

1212 lnln)( XXtt                                          … (7) 
       

โดย X1     คือจ านวนเซลล์ ท่ีเวลา t1 
X2     คือจ านวนเซลล์ ท่ีเวลา t2 
 

เวลาการแบง่ตวัทวีคณู (Population doubling time, PDT) ค านวณจาก   

                         
r

PDT
1

   (ชัว่โมง)                                                     … (8) 

   เม่ือ อตัราการแบง่ตวั (Multiplication rate, r) ค านวณจาก   

 อตัราการแบง่ตวั         r = n / (t2 –t1) (รุ่นตอ่ชัว่โมง)                                    … (9) 
จากสมการ 
              N = X02

n                  … (10) 
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           log N = log X0 + n log 2                                            … (11) 
                                                       n = 3.32 (log N-log X0)                               … (12) 

ดงันัน้อตัราการแบง่ตวั          r = 3.32 (log NH - log NI) / (t2 –t1) (รุ่นตอ่ชัว่โมง)   … (13) 
โดย NI    คือจ านวนเซลล์เร่ิมต้น ท่ีเวลา t1     

  NH   คือจ านวนเซลล์ทัง้หมด ท่ีเวลา t2   
 
3.3.6.4 ทดสอบการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (differentiation) ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู  
  หลงัจากการเพาะเลีย้งเซลล์ (1x106 เซลล์/100 มิลลิลิตร/โครงเลีย้งเซลล์) น าตวัอย่างท่ีได้   
ไปเลีย้งในอาหาร osteogenic differentiation media (OM) ประกอบด้วย -MEM ท่ีมี 10% FBS,     
50 U/ml penicillin streptomycin, 50 g/ml L-ascorbic, 10-6 M dexamethasone และ1 M β-
glycerophosphate ในถาดเลีย้งเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 6 หลุม ในตู้บม่ 5% คาร์บอนไดออกไซด์ 
อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปล่ียนอาหารทุกๆ 3 วนั ตรวจสอบจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู
ด้วยวิธีการตรวจปริมาณ DNA (DNA Assay) ซึ่งใช้วิธีการวดัเช่นเดียวกบัในหวัข้อ 3.3.6.3 การ
วิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase activity, ALP) 
และปริมาณแคลเซียม ในชว่งเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั  
  

การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase 
activity, ALP) ซึ่งเป็นเอนไซม์ท่ีสร้างขึน้ในเซลล์กระดกู โดยการท าให้เซลล์แตกโดยใช้ cell lysate 
หลังจากนัน้เอนไซม์จะถูกปลดปล่อยออกมานอกเซลล์  ซึ่งขัน้ตอนในการด าเนินการมีดังนี ้
[Hofmann, S และคณะ 2007] 

- เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช้ p-nitrophenol เจือจางในน า้ปราศจากประจุให้ได้ความ
เข้มข้น 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625 และ 0.078125 มิลลิโมล  

- เตรียมตวัอย่างโครงเลีย้งเซลล์ โดยเติมสาร SDS lysis buffer 1 มิลลิลิตรลงไปในโครง
เลีย้งเซลล์และตดัให้เป็นชิน้ละเอียด บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชัว่โมง 

- จากนัน้ปิเปตสารมาตรฐานและตวัอย่างมา 20 ไมโครลิตร ใส่ลงในถาดเลีย้งเซลล์ขนาด 
96 หลุมแล้วเติมสาร p-Nitrophenyl phostphate 100 ไมโครลิตรลงในแต่ละหลุม บ่มไว้ท่ี 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติมโซเดียมไฮดรอกไซด์ 80 
ไมโครลิตร โดยเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส จะเปล่ียน p-Nitrophenyl phostphate ให้เป็น p-
nitrophenol และวดัคา่การดดูกลืนแสงท่ี 405 นาโนเมตร  
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การวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียม ซึ่งขัน้ตอนในการด าเนินการมีดงันี ้[Takahashi, Y และ
คณะ 2005] 

- เตรียมกราฟมาตรฐานจากการละลายแคลเซียมคาร์บอนเนต 5 กรัมในกรดไฮโดรครอลิก 
100 มิลลิลิตร แล้วเจือจางให้ได้ความเข้มข้น 20, 10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125 และ 0.15625 
มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร  

- เตรียมตวัอย่างโครงเลีย้งเซลล์ โดยเติมสาร SDS lysis buffer 1 มิลลิลิตรลงไปในโครง
เลีย้งเซลล์และตัดให้เป็นชิน้ละเอียด บ่มท่ี 37 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 1 ชั่วโมง จากนัน้ปิเปต
ตวัอย่างมา 100 มิลลิลิตรและเติมกรดไฮโดรครอลิก 100 มิลลิลิตร บม่ท่ี 37 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 4 ชัว่โมง 

- จากนัน้ท าการปิเปตสารมาตรฐานและตวัอย่างมา 10 ไมโครลิตรใส่ลงหลุม เติม
สารละลาย ethanolamine buffer 1 มิลลิลิตร และสาร O-cresolphythalein complex substrate 
(OCPC) 100 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน แคลเซียมจะท าปฏิกิริยากับ OCPC ให้สารสีม่วง แล้ว
น าไปวดัคา่การดดูกลืนแสง ด้วยเคร่ือง spectrophotometer ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร นา
โนเมตร  
  
 การวิเคราะห์ลกัษณะของเซลล์และองค์ประกอบทางเคมีของพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ 

วิเคราะห์ลักษณะของเซลล์และธาตุแคลเซียม ฟอสฟอรัสท่ีเซลล์ผลิตขึน้บนโครงเลีย้ง
เซลล์ ภายหลังการเพาะเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 28 วัน โดยใช้กล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด 
(Scanning electron microscope, SEM) และ energy dispersive X-ray (EDX) โดยวิเคราะห์
ทัง้หมด 3 จดุ บนพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ พืน้ท่ีท่ีใช้ในการวิเคราะห์แตล่ะจดุเท่ากบั 10 x 9.8 ตาราง
ไมโครเมตร 
 
3.4 การวิเคราะห์ทางสถติ ิ
 ในงานวิจยันีเ้ปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งของข้อมลู แล้วน าข้อมลูมาหาคา่เฉล่ียและค่า
การเบี่ยงเบนมาตรฐาน เพ่ือศึกษาว่ามีความแตกต่างกันอย่างมีนัยส าคัญหรือไม่ โดยใช้การ
วิเคราะห์ทางสถิติแบบอะโนวา (Anova) ด้วยโปรแกรมมินิแทบ ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P-
value < 0.05) 
 
 
 
 



                                                                                                                                                                                                                         

                                                    

บทที่ 4 
ผลการทดลอง และการวิเคราะห์ผลการทดลอง 

 
4.1 คุณลักษณะและสมบัตทิางกายภาพของโครงเลีย้งเซลล์ 
 ในการศกึษานีไ้ด้ท าการผลิตโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลาย
ผสมของเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยใช้สารละลายท่ีมีอตัราส่วนผสมโดยน า้หนกัของ 
เจลาตินตอ่ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์คือ 100:0, 90:10, 80:20 และ 70:30 จากนัน้ท าการคอนจเูกต
หรือเช่ือมขวาง (crosslink) ด้วยสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2 
%โดยปริมาตร 
 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย, โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยคอนจูเกตด้วย         
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ท่ีอตัราส่วนตา่งๆ สรุปได้ดงัแสดงในตารางท่ี 4.1 และลกัษณะ
ภายนอกของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย, โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยคอนจเูกตด้วย  
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ แสดงในรูปท่ี 4.1 
 
ตารางท่ี 4.1 ตวัอยา่งและสญัลกัษณ์ของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและโครงเลีย้งเซลล์                   
ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมของเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

ประเภทของตวัอย่างโครงเลีย้งเซลล์ สญัลกัษณ์ 
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย SF หรือG0C0 

โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมของ 
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นผสมโดยน า้หนกั 100:0 

G100C0 
 

โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมของ 
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นผสมโดยน า้หนกั 90:10 

G90C10 
 

โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมของ 
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นผสมโดยน า้หนกั 80:20 

G80C20 
 

โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมของ 
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นผสมโดยน า้หนกั 70:30 

G70C30 
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                 G0C0                  G100C0               G90C10               G80C20       G70C30 
รูปท่ี 4.1 ลกัษณะภายนอกของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) และโครงเลีย้งเซลล์     
ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมของเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัรา
สว่นผสมโดยน า้หนกั100:0 (G100C0), 90:10 (G90C10), 80:20 (G80C20) และ 70:30 
(G70C30) 
 
4.1.1 ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ต่อร้อยละโดยน า้หนักของเจลาตนิ/ไคโต
โอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ 
 ในการคอนจเูกตสารผสมของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ท่ีอตัราส่วนผสมตา่งๆ เข้า
ไปในรูพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ในหวัข้อนีจ้ึงได้
ศึกษาผลของความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ท่ีมีต่อปริมาณสารผสมเจลาติน /             
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีถกู คอนจเูกตไว้ในโครงเลีย้งเซลล์ ผลการทดลองในรูปท่ี 4.2 แสดงร้อยละ
โดยน า้หนกัของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย ภายหลงัการ   
คอนจูเกตด้วยสารละลายผสมของเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ พบว่าท่ีความเข้มข้นของ
สารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.05% ส่งผลให้มีปริมาณร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาตินในโครงเลีย้ง
เซลล์ไหมไทย (G100C0) เท่ากบั 29.14±1.80 ทัง้นีเ้ม่ือคอนจเูกตโครงเลีย้งเซลล์ไหมไทยด้วยสาร
ผสมเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ พบว่า เม่ือลดสดัส่วนเจลาตินจาก 100 เป็น 70 (เพิ่มสดัส่วน
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์จาก 0 เป็น 30) จะท าให้ปริมาณสารผสมท่ีคอนจูเกตเข้าไปในโครงเลีย้ง
เซลล์ลดลงตามล าดบั ท าให้มีสารผสมเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีสดัส่วนผสม 70/30 ท่ีถูก
คอนจเูกตเข้าไปได้น้อยท่ีสดุ (ร้อยละ 12.16±3.01)  
 ส าหรับท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.15% พบว่า ปริมาณร้อยละโดย
น า้หนกัของเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ G100C0 น้อยกว่าอย่างมีนยัส าคญั
เทียบกบัโครงเลีย้งเซลล์ G90C10, G80C20 และ G70C30  
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ส าหรับท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.1% และ 0.2% พบว่า ปริมาณร้อย
ละโดยน า้หนกัของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 4 สูตรได้แก่ G100C0, 
G90C10, G80C20 และ G70C30 มีปริมาณท่ีใกล้เคียงกันโดยท่ีความเข้มข้นของสารละลาย 
กลตูารัลดีไฮด ์0.1% มีปริมาณร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้ง
เซลล์ประมาณร้อยละ 28-29 ส่วนท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.2% มีปริมาณ
ร้อยละโดยน า้หนกัของ เจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ประมาณร้อยละ 22-24  
 เม่ือเปรียบเทียบผลของความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ต่อประสิทธิผลการ  
คอนจูเกตสารละลายผสมของเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเข้าไปในโครงเลีย้งเซลล์      
ไหมไทยโดยแยกพิจารณาเป็น 2 สว่น ส่วนแรกส าหรับโครงเลีย้งเซลล์ G100C0 จะเห็นได้ว่าความ
เข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ท่ีเหมาะสมในการคอนจูเกตสารละลายเจลาตินอยู่ในช่วง 
0.05-0.15% โดยจะท าให้สามารถคอนจูเกตเจลาตินในโครงเลีย้งเซลล์ได้ร้อยละ 27-29 เม่ือเพิ่ม
ความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์เป็น 0.2% จะเห็นว่ามีปริมาณร้อยละโดยน า้หนกัของ  
เจลาตินท่ีถูกคอนจูเกตในโครงเลีย้งเซลล์ลดลงอย่างมีนยัส าคญัเม่ือเทียบกับร้อยละโดยน า้หนกั
ของเจลาตินท่ีถกูคอนจเูกตในโครงเลีย้งเซลล์ท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ี 0.05-
0.15% ทัง้นีเ้น่ืองจากปริมาณกรดอะมิโนในเจลาตินท่ีสามารถเช่ือมขวางได้มีอยู่ประมาณ 12% 
[Petersen, G.I. และคณะ 2005] การเพิ่มปริมาณสารเช่ือมขวางมากเกินไปจึงไม่สามารถเช่ือม
ขวางเจลาตินได้มากขึน้ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานผลการวิจัยของ Sheu, M.T. ท่ีพบว่า ความ
เข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีเหมาะสมส าหรับใช้ในการเช่ือมขวางโครงเ ลีย้งเซลล์คอลล
เจนโดยพิจารณาค่าของระดับการเช่ือมขวางท่ีสูงท่ีสุด เท่ากับ 0.12% [Sheu, M.T. และคณะ 
2001]  
 ส่วนท่ี 2 พิจารณาโครงเลีย้งเซลล์ไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมของเจลาติน
และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราส่วนผสมโดยน า้หนกั 90:10 (G90C10), 80:20 (G80C20) และ 
70:30 (G70C30) พบว่าปริมาณร้อยละโดยน า้หนักของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีถูก    
คอนจเูกตมีคา่สงูท่ีสดุเม่ือใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.15%  

จากรายงานการวิจยัท่ีผา่นมาพบวา่ การผลิตโครงเลีย้งเซลล์เจลาตินและไคโตซานท่ีอตัรา
ส่วนผสมโดยน า้หนัก 70:30 โดยการเช่ือมขวางด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ จะต้องใช้ความ
เข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์เทา่กบั 0.06% ซึง่จะท าให้ได้โครงเลีย้งเซลล์ท่ีย่อยสลายได้ช้า
กว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเตรียมได้เม่ือใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ค่าอ่ืนๆ ในช่วง 
0.03-0.12% [Chaithaworn, N. 2007] และจากรายงานของ Damink, L.O. ซึ่ง เปรียบเทียบ
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ปริมาณความเข้มข้นสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการเช่ือมขวาง (0.1%-0.2%) พบว่าเม่ือ
ปริมาณความเข้มข้นสารละลายกลูตารัลดีไฮด์มากขึน้ ส่งผลให้หมู่แอลดีไฮด์ของกลูตารัลดีไฮด์
สามารถเช่ือมขวางกับหมู่อะมิโนของเจลาตินและไคโตซานได้มากขึน้ เน่ืองจากสัดส่วนของ 
กลูตารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการเช่ือมขวางกับจ านวนหมู่อะมิโนของโปรตีนเท่ากับ 1:2 [Damink, L.O. 
และคณะ 2005]  
 นอกจากนี ้ในกรณีท่ีมีการคอนจูเกตสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.05% พบว่า เม่ือมีปริมาณไคโตโอลิโก 
แซคคาไรด์ ในการคอนจูเกตเพิ่มมากขึน้จะไม่สามารถเกิดการคอนจูเกตได้อย่างมีประสิทธิภาพ 
ทัง้นีอ้าจเน่ืองมาจาก เม่ือเพิ่มปริมาณไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มากขึน้ท าให้มีหมู่อะมิโนในการ 
คอนจเูกตเพิ่มมากขึน้ สง่ผลให้ปริมาณกลตูารัลดีไฮด์ท่ีมีอยูไ่มเ่พียงพอในการเช่ือมขวางหมู่อะมิโน
ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์และเจลาตินได้อย่างมีประสิทธิภาพ (ดรูายละเอียดในภาคผนวก ก) 
จากผลการทดลองนี ้แสดงให้เห็นวา่ความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.05% ไม่สามารถ
ใช้ในการคอนจเูกตสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ได้อยา่งมีประสิทธิภาพ 
 เม่ือพิจารณาผลของคา่ร้อยละโดยน า้หนกัท่ีหายไปของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใน
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยเม่ือน าไปแช่ใน PBS ในรูปท่ี 4.3 ซึ่งแสดงถึงความคงตวัของ 
เจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีคอนจูเกตเข้าไปในโครงเลีย้งเซลล์ พบว่า โครงเลีย้งเซลล์ 
ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตโดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.05% จะมี
ปริมาณร้อยละโดยน า้หนกัเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีหายไป ประมาณ 1-2 แตส่ าหรับโครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตโดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.1, 
0.15 และ 0.2% พบว่าปริมาณร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีหายไป
ประมาณ 0.5-0.7 
 จึงกล่าวโดยสรุปได้ว่า โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสม 
เจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.05% 
นอกจากมีร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินใน
ปริมาณน้อยแล้ว สารผสมเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ยงัถกูชะล้างออกไปได้
มาก แสดงให้เห็นว่าการใช้สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 0.05% ไม่สามารถคอนจูเกต
สารละลายเจลาตนิและสารละลายผสมเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ได้อยา่งมีประสิทธิผล 
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ดังนัน้ในการศึกษาโครงสร้างสัณฐานและสมบัติต่างๆ ของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน     
ไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสาระละลายเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ในหัวข้อต่อไป จะไม่
พิจารณาการเช่ือมขวางด้วยความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.05% 

ทัง้นีเ้พ่ือเป็นการยืนยนัวา่ เจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์สามารถเข้าไปคอนจเูกตอยู่
ภายในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย จึงได้ท าการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชั่นของโครงเลีย้งเซลล์      
ไฟโบรอินไหมไทยภายหลงัการคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ี
อัตราส่วนผสมต่างๆโดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.1% ในการเช่ือมขวาง 
ด้วยเทคนิค FT-IR ผลการวิเคราะห์แสดงในรูปท่ี 4.4 พบว่าสเปกตรัมการดูดกลืนของโครงเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตเจลาตินเพียงอย่างเดียว (G100C0) เกิดพีคการดดูกลืนท่ีเลข
คล่ืน 1650 cm-1 และ 1635 cm-1 ซึ่งสอดคล้องกบัพนัธะเอไมด์  (Amide ) ท่ีเกิดจากการสัน่แบบ
ยืดของพนัธะ C=O (C=O stretching) ท่ีอยู่ในโครงสร้างแบบ β-sheet และแบบ random coil 
ตามล าดบั สว่นท่ีชว่งเลขคล่ืน 1550-1525 cm-1 สงัเกตพบพีคกว้างท่ีเกิดขึน้นีไ้ม่เดน่ชดันกัซึ่งน่าจะ
สอดคล้องกับพันธะเอไมด์   (Amide )  ท่ี เ กิดจากการสั่นหมุนของพันธะ  N-H (N-H 
deformation) และท่ีต าแหน่งเลขคล่ืน 1250 cm-1 และ 1225 cm-1 ปรากฏพีคท่ีสอดคล้องกับ
พนัธะเอไมด์  (Amide ) ซึ่งเกิดจากการสัน่ของพนัธะ N-H (N-H deformation) และการสัน่
แบบยืดของพนัธะ C-N (C-N stretching) ท่ีอยู่ในโครงสร้างแบบ β-sheet และแบบ random coil 
ตามล าดบั ทัง้นีพ้ันธะเอไมด์ทัง้สามชนิดเป็นองค์ประกอบส าคญัท่ีพบในโครงสร้างโปรตีน โดย
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยมีโครงสร้างเป็นแบบ β-sheet และเจลาตินท่ีใช้ในการคอนจเูกต
มีโครงสร้างเป็นแบบ random coil ซึ่งสอดคล้องกับรายงานผลงานวิจัยของจิตติมา ท่ีแสดง
สเปกตรัมการดดูกลืนของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีเตรียมด้วยวิธีการก าจดัเกลือออก ซึ่ง
แสดงโครงสร้างเป็นแบบ β-sheet โดยมีพีคการดดูกลืนท่ีเลขคล่ืน 1630, 1525 และ 1255 cm-1 ซึ่ง
แสดงถึงพนัธะเอไมด์ , เอไมด์  และ เอไมด์  ตามล าดบั [Chamchongkaset, J. และคณะ 
2008] งานวิจยัของ Muyonga, J.H. แสดงสเปกตรัมการดดูกลืนของเจลาตินมีโครงสร้างเป็นแบบ 
random coil ซึ่งเกิดพีคขึน้ท่ีเลขคล่ืน 1650 cm-1 พีคนีแ้สดงถึงเอไมด์  ซึ่งเกิดจากการสัน่แบบยืด
ของพนัธะ C=O ของเจลาตนิ สว่นพีคท่ีเกิดขึน้ท่ีเลขคล่ืน 1542 cm-1 แสดงถึเอไมด์  เกิดจากการ
สัน่แบบหมนุของพนัธะ N-H ของเจลาติน และท่ีเลขคล่ืน 1235 cm-1 แสดงถึเอไมด์  ปรากฏพีค
การดดูกลืนซึง่เกิดจากการสัน่ของพนัธะ N-H และการสัน่แบบยืดของพนัธะ C-N [Muyonga, J.H.
และคณะ 2003]   
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 ส าหรับสเปกตรัมการดดูกลืนของสารไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ จะสงัเกตพบพีคท่ีเลขคล่ืน 
1645, 1540 และ 1245 cm-1 ซึ่งเกิดจากการสัน่แบบยืดของพนัธะ C=O, การสัน่หมุนของพนัธะ 
N-H และการสัน่แบบยืดของพนัธะ C-O ตามล าดบั และพบสเปกตรัมท่ีเลขคล่ืน 1150 cm-1 แสดง
หมู่ฟังก์ชัน่ -C-O-C- ซึ่งเป็นองค์ประกอบในโมเลกุลของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานผลการวิจยัของฉลองลาภ ซึง่แสดงสเปกตรัมการดดูกลืนของไคโตซานซึ่งเกิดพีคท่ีเลขคล่ืน 
1655, 1550 และ 1240 cm-1 ซึ่งแสดงการแบบยืดของพนัธะ C=O, การสัน่แบบงอของพนัธะ N-H 
และการสั่นแบบยืดของพันธะ C-O ตามล าดับ และเกิดพีคท่ีเลขคล่ืน 1152 cm-1 ซึ่งแสดงหมู่
ฟังก์ชั่น -C-O-C- ท่ีเช่ือมระหว่างไคโตซานสองโมเลกุล [Tangsadthakun, C. และคณะ 2007] 
งานวิจัยของ Sionkowska, A. แสดงสเปกตรัมการดูดกลืนของไคโตซานซึ่งเกิดพีคท่ีเลขคล่ืน 
1655, 1560 และ 1150 cm-1 ซึ่งแสดงการแบบยืดของพนัธะ C=O, การสัน่แบบงอของพนัธะ N-H 
และแสดงหมูฟั่งก์ชัน่ -C-O-C- ตามล าดบั [Sionkowska, A. และคณะ 2006] 
 จากการวิเคราะห์หมู่ฟังก์ชั่นของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วย
สารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราส่วนโดยน า้หนกั 100/0, 90/10, 80/20 
และ 70/30 พบว่า พีคการดูดกลืนท่ีเลขคล่ืน 1145 cm-1 ท่ีแสดงหมู่ฟังก์ชั่น -C-O-C- เพิ่มสูงขึน้ 
เม่ือเพิ่มสดัส่วนไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในสารละลายผสมจาก 0 เป็น 30 ผลดงักล่าวแสดงให้เห็น
วา่มีปริมาณของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีคอนจเูกตเข้าไปในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยเพิ่ม
มากขึน้ นอกจากพีคดังกล่าวแล้ว ยังพบพีคท่ีแสดงถึงหมู่ฟังก์ชั่นท่ีเป็นองค์ประกอบในโปรตีน    
(ไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน) ได้แก่ พีคการดดูกลืนท่ีเลขคล่ืน 1650 cm-1 และ 1635 cm-1 ซึ่ง
สอดคล้องกับพนัธะเอไมด์  (Amide ) พีคการดดูกลืนท่ีเกิดขึน้ท่ีช่วงเลขคล่ืน 1550-1525 cm-1  
ซึ่งน่าจะสอดคล้องกับพันธะเอไมด์  (Amide ) และท่ีเลขคล่ืน 1250 cm-1 และ 1225 cm-1 
สอดคล้องกบัพนัธะเอไมด์  (Amide )  
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รูปท่ี 4.2 ร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีถกูคอนจเูกตในโครงเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
(a - g แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05) 
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รูปท่ี 4.3 ร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีหายไปเม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์
ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ไปแชใ่น PBS ท่ีอณุหภมูิ 37 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
(a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05) 
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รูปท่ี 4.4 สเปกตรัมการดดูกลืนของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (C), เจลาตนิ (G), โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบ
รอินไหมไทย (G0C0), โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายเจลาตนิ 
(G100C0) และสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นผสมโดยน า้หนกั 
90/10 (G90C10), 80/20 (G80C20) และ 70/30 (G70C30) (ความเข้มข้นของสารละลายก
ลตูารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการคอนจเูกตเทา่กบั 0.1%) 
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4.1.2 โครงสร้างสัณฐานของโครงเลีย้งเซลล์ 
 ผลการวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 ประเภทโดยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด แสดงดงัรูปท่ี 4.5-4.7 และขนาดรูพรุนของโครงเลีย้งเซลล์
ทัง้หมด สรุปในตารางท่ี 4.2 

  จากการพิจารณารูปท่ี 4.5 พบว่าลกัษณะโครงสร้างสณัฐานของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทย (G0C0) มีรูพรุนท่ีเช่ือมตอ่กนัเป็นเครือขา่ย มีความพรุนสม ่าเสมอ พืน้ผิวภายในเรียบ โดย
ขนาดรูพรุนเฉล่ียของโครงเลีย้งเซลล์เท่ากับ 57052 ไมโครเมตร ซึ่งเล็กกว่าขนาดอนุภาคของ
เกลือ 600-710 ไมโครเมตรท่ีน ามาใช้ในการขึน้รูปเล็กน้อย และสอดคล้องกบัรายงานของจิตติมา 
ซึ่งพบว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีผลิตโดยวิธีการก าจัดอนุภาคเกลือ (salt-leaching)  
มีขนาดรูพรุนเฉล่ีย 55754 ไมโครเมตร [Chamchongkaset, J. และคณะ 2008] และสอดคล้อง
กบัรายงานของชชัวรรณ ซึ่งพบว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีผลิตโดยวิธีการก าจดัอนภุาค
เกลือมีขนาดรูพรุนเฉล่ีย 56144 ไมโครเมตร [Tritanipakul, S. 2009] 
  

      
 
รูปท่ี 4.5 ลกัษณะโครงสร้างรูพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (A) สเกลบาร์เทา่กบั 500 
ไมโครเมตร และ (B) สเกลบาร์เทา่กบั 100 ไมโครเมตร  
  
 
 
 
  
 
 

A B 
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 จากผลการวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างสณัฐานของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ี
คอนจเูกตด้วยสารละลายเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G100C0, G90C10, G80C20 และ 
G70C30) โดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ในการเช่ือมขวาง 0.1%, 0.15% และ 
0.2% ดงัแสดงในรูปท่ี 4.6 (สเกลบาร์เทา่กบั 500 ไมโครเมตร) และรูปท่ี 4.7 (สเกลบาร์เท่ากบั 100 
ไมโครเมตร) พบว่า โครงสร้างของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยภายหลงัการคอนจูเกตทัง้ 4 
สตูรโดยใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ทัง้ 3 คา่มีลกัษณะเป็นช่องรูพรุนแบบคล้าย
ก าแพง (wall-like) ซึ่งเกิดขึน้จากเจลาตินและชีววสัดผุสมของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เข้า
ไปอยู่ภายในรูพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย โดยเกิดเป็นโครงข่ายรูพรุนภายใน ท าให้  
รูพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ท่ีได้มีขนาดเล็กลง ดงัสรุปในตารางท่ี 4.2 
 ในกรณีของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาตินเพียงอย่างเดียว 
(G100C0) โดยใช้สารละลายกลตูารัลดีไฮด์ในการเช่ือมขวางมีขนาดรูพรุนใหญ่กว่าเม่ือเทียบกับ
งานวิจยัของจิตติมา ซึ่งรายงานว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินซึ่งใช้ 
EDC/NHS ในการเช่ือมขวางมีขนาดรูพรุนเฉล่ีย 26131 ไมโครเมตร และพบว่ามีเส้นใยของ       
เจลาตินในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย นอกจากนีก้ารใช้สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ในการ
เช่ือมขวาง ในงานวิจยันีพ้บว่ามีปริมาณสารเข้าไปคอนจูเกตในโครงเลีย้งเซลล์ได้มากกว่าการใช้ 
EDC/NHS ในการเช่ือมขวาง [Chamchongkaset, J. และคณะ 2008] ทัง้นีข้นาดของรูพรุน ซึ่งมี
รายงานว่าช่วยสนบัสนุนการเคล่ือนท่ีของเซลล์ และการขนส่งอาหาร ออกซิเจน ของเสียภายใน
โครงเลีย้งเซลล์ ควรมีขนาดอยา่งน้อย 100 ไมโครเมตร [Hutmacher D.W. และคณะ 2000]  
 เม่ือเปรียบเทียบผลของความแตกต่างความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ ท่ีใช้ใน
การเช่ือมขวาง พบว่า โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาติน (G100C0) มี
ขนาดรูพรุนใหญ่ขึน้เม่ือความเข้มข้นกลตูารัลดีไฮด์มากขึน้ แตส่ าหรับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ 
G70C30) พบว่าในการเช่ือมขวางด้วยสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีความเข้มข้น 0.15% จะได้โครง
เลีย้งเซลล์ทัง้ 3 สูตรท่ีมีขนาดรูพรุนเล็กกว่าเม่ือเปรียบเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเช่ือมขวางด้วย
สารละลายกลตูารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 0.1% และ 0.2% ทัง้นีน้่าจะเน่ืองจาก เม่ือใช้ความเข้มข้น
สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.15% ท าให้มีร้อยละโดยน า้หนักของเจลาตินและไคโตโอลิโก          
แซคคาไรด์ท่ีเข้าไปคอนจเูกตในโครงเลีย้งเซลล์มากท่ีสดุ ส่งผลให้โครงสร้างรูพรุนมีขนาดเล็กกว่า
กรณีใช้สารละลายกลตูารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 0.1% และ 0.2% 
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0.1% กลตูารัลดีไฮด์ 0.15% กลตูารัลดีไฮด์ 0.2% กลตูารัลดีไฮด์ 
 
 

   

 

   

 

   

 

   

 
รูปท่ี 4.6 ลกัษณะโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมของ     
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นผสมโดยน า้หนกั100:0 (G100C0), 90:10 
(G90C10), 80:20 (G80C20) และ 70:30 (G70C30), สเกลบาร์เท่ากบั 500 ไมโครเมตร 

G100C0 
 

G80C20 
 

G90C10 
 

G70C30 
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0.1% กลตูารัลดีไฮด์ 
 

0.15% กลตูารัลดีไฮด์ 
 

0.2% กลตูารัลดีไฮด์ 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

รูปท่ี 4.7 ลกัษณะโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมของ     
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ท่ีอตัราส่วนผสมโดยน า้หนกั100:0 (G100C0), 90:10 
(G90C10), 80:20 (G80C20) และ 70:30 (G70C30), สเกลบาร์เท่ากบั 100 ไมโครเมตร 

 

G100C0 
 

G90C10 
 

G70C30 
 

G80C20 
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ตารางท่ี 4.2 ขนาดรูพรุนเฉล่ียของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลาย
ผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์  

ประเภทโครงเลีย้งเซลล์ 

ขนาดรูพรุนเฉล่ีย(ไมโครเมตร)  
เม่ือคอนจเูกตด้วยความเข้มข้นกลตูารัลดีไฮด์ 

0.1% 0.15% 0.2% 

G0C0(SF) 57052 a 

G100C0 275±32 b 300±44 b 333±43 b 

G90C10 193±37 d 188±26 d 280±39 b, c 

G80C20 185±35 d 180±28 d 274±42 b, c 

G70C30 184±40 d 182±33 d 251±37 c 
(a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05)  
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 เม่ือพิจารณาค่าความหนาแน่นของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วย
สารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ดงัแสดงในตารางท่ี 4.3 พบว่าเม่ือใช้ความ
เข้มข้นของสารละลาย กลูตารัลดีไฮด์ในการเช่ือมขวาง 0.1%, 0.15% และ 0.2% จะได้โครงเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
(G100C0, G90C10, G80C20 และ G70C30) ท่ีมีความหนาแน่นมากกว่าโครงเลีย้งเซลล์         
ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) ทัง้นีค้วามหนาแน่นท่ีเพิ่มขึน้เน่ืองมาจากมีเนือ้สารของเจลาตินและไค
โตโอลิโกแซคคาไรด์เข้าไปคอนจเูกตในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
 เม่ือเปรียบเทียบผลของความแตกตา่งของความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีใช้
ในการเช่ือมขวาง พบว่า โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาติน (G100C0) มี
ความหนาแน่นน้อยลงเม่ือความเข้มข้นกลตูารัลดีไฮด์มากขึน้ แตส่ าหรับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ 
G70C30) พบวา่ในการเช่ือมขวางด้วยสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีความเข้มข้น 0.15% จะท าให้ได้
โครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 3 สูตร ท่ีมีความหนาแน่นมากกว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเช่ือมขวางด้วยสารละลาย 
กลตูารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 0.1% และ 0.2% เน่ืองมาจากกรณีใช้สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ความ
เข้มข้น 0.1% และ 0.2% มีร้อยละโดยน า้หนักของเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเข้าไป  
คอนจูเกตในโครงเลีย้งเซลล์น้อยกว่ากรณีใช้ความเข้มข้นสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.15% ดัง
แสดงในรูปท่ี 4.2  
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ตารางท่ี 4.3 ความหนาแนน่ของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสม
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 

ประเภทโครงเลีย้งเซลล์ 
ความหนาแนน่(มก/ลบ.มม) เม่ือคอนจเูกตด้วยความเข้มข้นกลตูารัลดีไฮด์ 

0.1% 0.15% 0.2% 

G0C0(SF) 0.085±0.005 a 

G100C0 0.112±0.004 b           0.106±0.005 b, c, d 0.098±0.004 d 

G90C10   0.111±0.007 b, c           0.126±0.006 e   0.102±0.004 c, d 

G80C20   0.113±0.004  b, c           0.126±0.005 e     0.102±0.006 b, c, d 

G70C30   0.113±0.003  b, c           0.127±0.009 e      0.103±0.008 b, c, d 
(a, b, c, d และ e แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05)  
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 เม่ือพิจารณาคา่ความพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) ในตารางท่ี 4.4 
พบว่ามีความพรุนเท่ากับร้อยละ 92.440.88 เม่ือเปรียบเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ G100C0, G90C10, 
G80C20 และ G70C30 ด้วยสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีความเข้มข้นตา่งๆท่ีใช้ในการเช่ือมขวาง 
โดยพบว่าโครงเลีย้งเซลล์ภายหลังการคอนจูเกตด้วยสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ท่ีความเข้มข้น 
0.1% และ 0.2% มีความพรุนน้อยกว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย G0C0 โดยมีความพรุน
ประมาณร้อยละ 81-83 และร้อยละ 86-88 ตามล าดบั 
 แตส่ าหรับท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.15% พบว่าความพรุนของโครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตนิ (G100C0) มีความแตกตา่งอย่างมีนยัส าคญั
เม่ือเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารผสมเจลาตินและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) ทัง้นีมี้รายงานวิจยัว่าหากมีความพรุนมากจะท า
ให้เกิดช่องเช่ือมต่อกันระหว่างรูพรุนได้มาก ส่งผลให้เซลล์ และอาหารเคล่ือนท่ีผ่านเข้าไปใน    
โครงเลีย้งเซลล์ได้สะดวก ซึง่จะชว่ยให้เซลล์เจริญได้ดี [Oudadesse, H. และคณะ 2005] 
 จากการเปรียบเทียบผลของความแตกตา่งความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีใช้
ในการเช่ือมขวาง พบวา่เม่ือใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ในการเช่ือมขวางมากขึน้
สง่ผลท าให้ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตนิ (G100C0) มีความพรุนมาก
ขึน้  แต่ส าหรับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารผสมเจลาติ นและ                 
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) พบว่าในการเ ช่ือมขวางด้วย
สารละลายกลตูารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 0.15% โครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 3 สตูรมีความพรุนน้อยกว่าเม่ือ
เปรียบเทียบกบัโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเช่ือมขวางด้วยสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ความเข้มข้น 0.1% และ 
0.2% เน่ืองจาก ร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเข้าไปคอนจูเกตใน
โครงเลีย้งเซลล์มีมากท่ีสดุเม่ือใช้ความเข้มข้นสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.15% 
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ตารางท่ี 4.4 ความพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสม  
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์  

ประเภทโครงเลีย้งเซลล์ 
ความพรุน(%) เม่ือคอนจเูกตด้วยความเข้มข้นสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 

0.1% 0.15% 0.2% 

G0C0(SF) 92.44±0.88 a 

G100C0       82.15±1.13 b       84.95±1.15 c       88.28±0.80 e  

G90C10       81.84±1.14 b       77.64±1.02 d       86.54±1.14 c, e  

G80C20       81.69±0.80 b       77.96±1.54 d       87.05±0.71 e  

G70C30       81.97±0.85 b       78.51±1.22 d       88.02±0.93 e 
(a, b, c, d และ e แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05)  
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4.1.3 สมบัตทิางกลของโครงเลีย้งเซลล์ 
 ผลการวิเคราะห์ความสามารถในการทนแรงกดในรูปมอดลูสัของการกด (Compressive 
modulus) ของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ี
คอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G100C0, G90C10, G80C20 
และ G70C30) โดยทดสอบในสภาวะแห้งแสดงในรูปท่ี 4.8 (A) และสภาวะเปียกแสดงในรูปท่ี 4.8 
(B) 
 ส าหรับในสภาวะแห้ง มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) มี
ค่าเท่ากับ 35538 กิโลปาสคลั และเม่ือท าการคอนจูเกตโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วย 
เจลาตินท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.1% พบว่ามีมอดูลัสของการกดเท่ากับ 
53840 กิโลปาสคลั ซึ่งเพิ่มขึน้ถึง 51% เม่ือเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย ผลการ
ทดสอบนีส้อดคล้องกับรายงานของจิตติมา ซึ่งรายงานว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย มีค่า
มอดลูสัของการกด 26261 กิโลปาสคลั และเม่ือคอนจเูกตโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วย
สารละลาย เจลาตินท า ใ ห้ มีค่ ามอดูลัสของการกดเพิ่ มขึ น้ ถึ ง  506151 กิ โลปาสคัล 
[Chamchongkaset, J. และคณะ 2008]  
 เม่ือพิจารณาในกลุม่ของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสม
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) เม่ือใช้ท่ีความเข้มข้นของ
สารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.1% พบวา่มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์มีคา่สงูกว่าโครงเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาตินเพียงอย่างเดียวและมีแนวโน้มสูงขึน้เป็นล าดบั 
เม่ือมีปริมาณไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในการคอนจเูกตเพิ่มมากขึน้ ทัง้นีน้่าจะเน่ืองมาจากปริมาณ
ร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเพิ่มขึน้ ท าให้มีความหนาแน่นมากขึน้
ด้วย จงึสง่ผลให้ช่วยเสริมความแข็งแรงของโครงเลีย้งเซลล์ และเม่ือพิจารณากรณีใช้ความเข้มข้น
สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.15% และ 0.2% พบว่าค่ามอดูลัสของการกดของโครงเลีย้งเซลล์  
มีแนวโน้มเชน่เดียวกนักบักรณีท่ีใช้ความเข้มข้นสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.1% 
 เม่ือพิจารณาผลของความเข้มข้นสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการเช่ือมขวางต่อค่า
มอดูลัสของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ แยกพิจารณาเป็นสองส่วน ส่วนแรกคือโครงเลีย้งเซลล์     
ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาติน (G100C0) พบว่ามอดลูสัของการกดมีแนวโน้มลดลง
เล็กน้อย เม่ือความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการเช่ือมขวางมากขึน้ ส่วนท่ีสองคือ
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคา
ไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) พบว่าท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 
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0.15% โครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 3 สูตรมีมอดลูสัของการกดสูงท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์
ประเภทเดียวกันท่ีเช่ือมขวางด้วยความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.1% และ 0.2% 
เน่ืองจากมีร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินมี
มากท่ีสุดเม่ือเปรียบเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์ท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.1% 
และ 0.2%  
 เม่ือพิจารณาค่ามอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ในสภาวะเปียก ภายหลงัการน า
โครงเลีย้งเซลล์แชใ่นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พบวา่โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) 
มีคา่มอดลูสัของการกดเท่ากบั 10212 กิโลปาสคลั และส าหรับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย
ท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G100C0, G90C10, 
G80C20 และ G70C30) ท่ีความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.1%, 0.15% และ 0.2% 
พบว่ามีคา่มอดลูสัของการกดสูงกว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย และเม่ือพิจารณาผลของ
ความเข้มข้นสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ท่ีใช้ในการเช่ือมขวางต่อคา่มอดลูสัของการกด พบว่าโครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ทัง้ 
4 สตูร ได้ผลออกมาคล้ายคลงึกบักรณีในการทดสอบในสภาวะแห้ง 
 เม่ือเปรียบเทียบคา่มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ในสภาวะแห้งและสภาวะเปียก 
พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีทดสอบในสภาวะแห้งมีค่ามอดูลสัของการกดมากกว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ี
ทดสอบในสภาวะเปียก โดยค่ามอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) 
ในสภาวะแห้งมีคา่สงูกวา่ในสภาวะเปียกถึง 3 เท่า และส าหรับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ี
คอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ G100C0, G90C10, G80C20 
และ G70C30 พบวา่ในสภาวะแห้งมีคา่คา่มอดลูสัของการกดสงูกว่าในสภาวะเปียกประมาณ 3-4 
เทา่ 
 จากการทดลองเม่ือพิจารณาคา่ร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ใน โครง เ ลี ย้ ง เ ซล ล์ ไฟ โบร อิน ไหมไทย  พบว่ า เ ม่ื อ ร้ อยละ โดยน า้ หนัก เ จลาตินและ                           
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีถกูคอนจเูกตในโครงเลีย้งเซลล์มีคา่มากขึน้ ส่งผลให้มีความหนาแน่นของ
โครงเลีย้งเซลล์มากขึน้ ท าให้โครงเลีย้งเซลล์มีความพรุนน้อยลงและมีคา่มอดลูสัของการกดสงูขึน้ 
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รูปท่ี 4.8 คา่มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและโครงเลีย้งเซลล์ ไฟโบรอิน
ไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใน (A) สภาวะแห้ง 
และ (B) สภาวะเปียก  
(a, b, c, d และ e แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05)  

B 

A 
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 จากผลการวิเคราะห์สมบตัิทางกายภาพทัง้หมด สรุปได้ว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยใช้ความเข้มข้น
สารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.15% พบว่าร้อยละโดยน า้หนกัเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใน
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย ส าหรับโครงเลีย้งเซลล์ท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาติน (G100C0) มี
ความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญเม่ือเทียบกับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกต
สารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) 
 จากนัน้เม่ือพิจารณาโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายผสม    
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยใช้ความเข้มข้นสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.1% และ 0.2% 
ในการเช่ือมขวาง พบวา่ปริมาณร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอินมีปริมาณร้อยละ 28-29 และร้อยละ 22-24 ตามล าดบั และจากปริมาณร้อย
ละโดยน า้หนกัเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีสงูกว่า ส่งผลให้ความหนาแน่นของโครงเลีย้ง
เซลล์และค่ามอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์มีคา่สงูกว่า ดงันัน้จากข้อมูลข้างต้นทางผู้วิจยั
จงึเลือกใช้ความเข้มข้นสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.1% ในการคอนจเูกตโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทยด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เพ่ือน าไปทดสอบสมบตัิทางด้าน
ชีววิทยาตอ่ไป 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  76 

4.2 สมบัตทิางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ 
4.2.1 การยดึเกาะ (attachment) และการเจริญเตบิโต (proliferation) ของเซลล์ต้นก าเนิด
ไขกระดูก 
 การทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพของ MSC บนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
(G0C0) และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายเจลาตินและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ (G100C0, G90C10, G80C20 และ G70C30) โดยการตรวจวดัจ านวนเซลล์ด้วยวิธี 
DNA assays แสดงผลในรูปท่ี 4.9 รวมถึงคา่ร้อยละของการยึดเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู, 
เวลาการแบ่งตวัทวีคณู (PDT) และอตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (µ) แสดงในตารางท่ี 
4.5 

เม่ือเปรียบเทียบการยึดเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลี ย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
(G0C0) กับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาติน (G100C0) พบว่า เซลล์
สามารถยึดเกาะบนโครงเลีย้งเซลล์ G100C0 (ร้อยละของการยึดเกาะเท่ากับ 51.3) ได้มากกว่า
โครงเลีย้งเซลล์ G0C0 (ร้อยละของการยึดเกาะเท่ากับ 40.0) หลังจากนัน้เม่ือเลีย้งเซลล์เป็น
ระยะเวลา 1, 3 และ 5 วัน เพ่ือดูการเจริญเติบโตของเซลล์บนโครงเลีย้งเซลล์ พบว่า เซลล์
เจริญเติบโตบนโครงเลีย้งเซลล์ G100C0 ได้มากกว่าโครงเลีย้งเซลล์ไหมไทยเพียงอย่างเดียว 
(G0C0) โดยพิจารณาจากคา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู (population doubling time, PDT) ของเซลล์
ในโครงเลีย้งเซลล์ ซึ่งค านวณจากช่วงการเพาะเลีย้ง 6-120 ชัว่โมง พบว่า เซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ 
G100C0 มีคา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณูเท่ากบั 88 ชัว่โมง ซึ่งน้อยกว่าคา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณูของ
เซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ G0C0 (192 ชัว่โมง) คิดเป็น 45% และจากงานวิจยัของณฐัพล และคณะ 
(2009) ได้รายงานร้อยละของการยึดเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูและค่าการแบ่งตวัทวีคณู
ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาตินโดยใช้
สารละลายอีดีซี/เอ็นเอชเอส (EDC/NHS) โดยเพาะเลีย้งเซลล์เร่ิมต้น 1x106  เซลล์/โครงเลีย้งเซลล์ 
พบว่ามีค่าร้อยละของการยึดเกาะเท่ากับ 65% ของจ านวนเซลล์เพาะเลีย้งเร่ิมต้น และค่าการ
แบง่ตวัทวีคณูเทา่กบั 51 ชัว่โมง [Vachiraroj, N. และคณะ 2009] จงึกล่าวได้ว่า โครงเลีย้งเซลล์ไฟ
โบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยเจลาตินช่วยส่งเสริมให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้
มากกวา่โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยเพียงอยา่งเดียว เน่ืองมาจากโครงเลีย้งเซลล์ G100C0 มี
เจลาตินเข้าไปคอนจูเกตในโครงเลีย้งเซลล์ ซึ่งเจลาตินมีรายงานว่าช่วยให้เซลล์สามารถยึดเกาะ
และเจริญเติบโตบนโครงเลีย้งเซลล์ได้ดีเพราะเจลาตินมีล าดับของกรดอะมิโน RGD ซึ่งช่วย
สนบัสนนุการยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ [Lian, J.B. และคณะ 2006, Chamchongkaset, 
J. และคณะ 2008]  
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 เม่ือเปรียบเทียบการยึดเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
(G0C0) กบั โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
(G90C10, G80C20 และ G70C30) พบว่า เซลล์ยึดเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลีย้งเซลล์ 
G90C10, G80C20 และ G70C30 ได้มากกว่าโครงเลีย้งเซลล์ G0C0 ประกอบกบัเม่ือพิจารณาคา่
การแบง่ตวัทวีคณูพบว่า เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในโครงเลีย้งเซลล์ G90C10, G80C20 และ G70C30 มี
ค่าเวลาการแบ่งตัวทวีคูณน้อยกว่าเซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในโครงเลีย้งเซลล์ G0C0 จึงกล่าวได้ว่า      
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ช่วยส่งผลให้
เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้มากกว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยเพียงอย่าง
เดียว 
 จากนัน้เปรียบเทียบการยึดเกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ี
คอนจเูกตด้วยเจลาติน (G100C0) กับโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาติน
และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) พบว่า จ านวนเซลล์ท่ีสามารถ    
ยดึเกาะบนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินมีประมาณ 51% ของจ านวน
เซลล์เร่ิมต้นท่ีเพาะเลีย้งในโครงเลีย้งเซลล์ ซึ่งไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญักบัจ านวนเซลล์ท่ียึด
เกาะบนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีมี
เซลล์ยึดเกาะประมาณ 46-48% และเม่ือท าการเพาะเลีย้งเซลล์ไปเป็นเวลา 5 วนั พบว่า เซลล์มี
การเจริญเติบโตบนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินได้มากกว่าเซลล์บน
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโก 
แซคคาไรด์เม่ือพิจารณาคา่การแบง่ตวัทวีคณู พบว่า เซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ G100C0 มีอตัราการ
เจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ประมาณ 7.8x10-3 ต่อชัว่โมงและค่าเวลาการแบ่งตวัทวีคณูเท่ากับ 
88 ชัว่โมง แตส่ าหรับเซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินและไคโต 
โอลิโกแซคคาไรด์มีอตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ 7.4-7.6x10-3 ตอ่ชัว่โมงและคา่เวลาการ
แบง่ตวัทวีคณูประมาณ 90-93 ชัว่โมง และเม่ือพิจารณาผลของสดัส่วนของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ตอ่การยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ พบว่า เม่ือมีอตัราส่วนโดยน า้หนกัของไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ในสารละลายผสมท่ีใช้คอนจูเกตเพิ่มสูงขึน้จาก 10 ถึง 30 เซลล์สามารถยึดเกาะและ
เจริญเตบิโตบนโครงเลีย้งเซลล์ได้ใกล้เคียงกนัโดยไมมี่ความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญั 
 รูปท่ี 4.10 แสดงลกัษณะของเซลล์ภายหลงัเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ธรรมดา
เป็นเวลา 5 วนั ในโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สตูร ซึง่แสดงให้เห็นวา่เซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทย (G0C0) มีลกัษณะกลม มีการแผ่ของเซลล์น้อย แต่ส าหรับในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
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ไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ทัง้ 4 สูตร (G100C0, 
G90C10, G80C20 และ G70C30) พบว่าตัวเซลล์มีการแผ่มากกว่าเซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์        
ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0)    
 

 
รูปท่ี 4.9 จ านวนเซลล์ต้นก าเนิดขกระดกู (MSC) ท่ียดึเกาะและเจริญเตบิโตบนโครงเลีย้งเซลล์    
ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทนท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสม
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G100C0, G90C10, G80C20 และ G70C30) ในอาหารเลีย้ง
เซลล์ธรรมดาท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2  
(a - g แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05)  
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ตารางท่ี 4.5 คา่การยึดเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู (%), เวลาการแบง่ตวัทวีคณู (PDT) และ
อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ (µ) ของเซลล์บนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ี 
คอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์  

โครงเลีย้งเซลล์ 
ร้อยละของการยึดเกาะของ
เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู 

เวลาการแบง่ตวัทวีคณู 
(ชัว่โมง) 

อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะ
ของเซลล์ (ตอ่ชัว่โมง) 

G0C0 40.0±3.9 a 192.7±13.3 c 3.6±1.0 x 10-3 e 
G100C0 51.3±4.7 b 88.4±3.5 d 7.8±0.4 x 10-3 f 
G90C10  47.6±3.7 a,b 90.9±4.0 d 7.6±0.3 x 10-3 f 
G80C20 48.8±5.9 b 91.0±4.7 d 7.6±0.1 x 10-3 f 
G70C30  46.9±6.6 a,b 93.4±4.0  d 7.4±0.2 x 10-3 f 

(a และ b แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 ของข้อมลู 
“ร้อยละของการยึดเกาะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู”) 
(c และ d แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 ของข้อมลู 
“เวลาการแบง่ตวัทวีคณู”) 
(e และ f แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 ของข้อมลู 
“อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์”) 
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รูปท่ี 4.10 ลกัษณะของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูบนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย G0C0 (A-
B), และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทนท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโก 
แซคคาไรด์G100C0 (C-D), G90C10 (E-F), G80C20 (G-H) และ G70C30 (I-J) ภายหลงัการ
เพาะเลีย้งเซลล์เป็นเวลา 5 วนัท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 
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4.2.2 การเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดูก (differentiation) ของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูก  
 การทดสอบการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของของเซลล์ MSC บนโครงเลีย้งเซลล์              
ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลาย       
เจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G100C0, G90C10, G80C20 และ G70C30) ท่ีระยะเวลา
เพาะเลีย้ง 7, 14, 21 และ 28 วนั โดยท าการวดัจ านวนเซลล์ ด้วยวิธี DNA assays แสดงผลในรูป
ท่ี 4.11 รวมถึงคา่การแบง่ตวัทวีคณูและคา่อตัราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ (µ) ดงัแสดงใน
ตารางท่ี 4.6  

ผลการทดลองชีใ้ห้เห็นว่า เม่ือระยะเวลาในการเพาะเลีย้งเซลล์นานขึน้ มีปริมาณเซลล์
เพิ่มขึน้เพียงเล็กน้อย อนัเน่ืองมาจาก เซลล์ถูกเลีย้งในอาหารท่ีชกัน าให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดูก [Belmonte, M และคณะ 2005, Ratanavaraporn, J. และคณะ 2010] จากนัน้เ ม่ือ
พิจารณาค่าการ เวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (PDT) ท่ีระยะเวลา 7 วันถึง 21 วัน และค่าอัตราการ
เจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ พบวา่ เซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยใช้ระยะเวลาในการ
แบ่งตวัเป็นทวีคณูถึง 1208 ชัว่โมงและส าหรับเซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจู
เกตด้วยเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใช้ระยะเวลาในการแบ่งตัวทวีคูณอยู่ท่ี 679–829 
ชัว่โมง ส าหรับค่าอัตราการเจริญเติบโตจ าเพาะของเซลล์ พบว่า เซลล์ท่ีเพาะเลีย้งในโครงเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์มีอตัราการเจริญเติบโต
จ าเพาะของเซลล์ สงูกวา่เซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
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รูปท่ี 4.11 จ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู (MSC) บนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) 
และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทนท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ (G100C0, G90C10, G80C20 และ G70C30) ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2  
(a, b, c, d และ e แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% ,p < 0.05)  
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ตารางท่ี 4.6 เวลาการแบง่ตวัทวีคณู (PDT) และอตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ (µ) ของ
เซลล์บนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู 

โครงเลีย้งเซลล์ 
เวลาการแบง่ตวัทวีคณู 

(ชัว่โมง) 
อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์ 

(ตอ่ชัว่โมง) 
G0C0 1208.8±53.9 a 0.7±0.2 x 10-3 d 

G100C0 679.4±44.3 b 1.0±0.1 x 10-3 e 
G90C10 758.3±43.1 b,c 1.0±0.1 x 10-3 e 
G80C20 749.9±37.2 b,c 1.0±0.1 x 10-3 e 
G70C30 829.9±41.1 c 0.9±0.0 x 10-3 e 

(a, b และ c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 ของ
ข้อมลู “เวลาการแบง่ตวัทวีคณู”) 
(d และ e แสดงความแตกตา่งกนัอย่างมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05 ของข้อมลู 
“อตัราการเจริญเตบิโตจ าเพาะของเซลล์”) 

 
จากรูปท่ี 4.12 แสดงคา่กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP) บนโครงเลีย้ง

เซลล์ G0C0, G100C0, G90C10, G80C20 และ G70C30 ท่ีระยะเวลาเพาะเลีย้งตา่งๆในอาหาร
เลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ซึ่งพบว่า ในช่วงวนัท่ี 7-14 ปริมาณเอนไซม์ 
(ALP) จะเพิ่มขึน้ส าหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์ทกุชนิดโดยจะมีคา่สงูสดุ ณ วนัท่ี 14 
เม่ือเพาะเลีย้งเซลล์นานกว่า 14 วนั (14-28 วนั) พบว่า ปริมาณของเอนไซม์ ALP ท่ีเกิดขึน้ลดลง
ส าหรับโครงเลีย้งเซลล์ทุกชนิด ทัง้นีส้อดคล้องกับรายงานท่ีว่า อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีมีองค์ประกอบ
ข อ ง ส า ร จ า พ ว ก  osteo-inductive agents ไ ด้ แ ก่  β-glycerophosphate, glucocorticoids, 
sodium β-glycerophosphate, calcium hexose monophosphate และ dexamethasone มีผล
ต่อการเกิดกระดูก และ เอนไซม์ ALP ท่ีเซลล์สร้างขึน้ถือเป็นสัญญาณการเปล่ียนเป็นกระดูก
ชว่งแรก (early marker) ท่ีมกัเกิดขึน้สงูสดุในชว่งสองสปัดาห์แรกของการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดกู [Kim, U.J. และคณะ 2005] อย่างไรก็ตาม มีรายงานของจฑุามาศและคณะ (2010) ท่ี
พบวา่ ปริมาณเอนไซม์ ALP เพิ่มขึน้เม่ือระยะเวลาในการเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้
เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูยาวนานขึน้ [Ratanavaraporn, J. และคณะ 2010]  
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เม่ือเปรียบเทียบโครงเลีย้งเซลล์แตล่ะสตูรท่ีช่วงระยะเวลาเพาะเลีย้ง 14 วนั พบว่า โครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) มีปริมาณเอนไซม์ ALP น้อยท่ีสดุ และเม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์ 
ไฟโบรอินไหมไทยคอนจูเกตด้วยเจลาตินเพียงอย่างเดียว (G100C0) พบว่า มีปริมาณเอนไซม์ 
ALP มากขึน้ และเม่ือคอนจูเกตโครงเลีย้งเซลล์ด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) พบว่า ปริมาณเอนไซม์ ALP มากขึน้ตามสดัส่วนของ
ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีเพิ่มมากขึน้ ซึง่สงัเกตพบปริมาณเอนไซม์ ALP มากท่ีสดุในโครงเลีย้งเซลล์ 
G70C30 ผลการทดลองแสดงให้เห็นวา่ โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาติน
และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีสดัส่วน 70/30 สามารถชกัน าให้เซลล์สร้างกิจกรรมของเอนไซม์ ALP 
ได้มากท่ีสดุ  
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รูปท่ี 4.12 กิจกรรมของเอนไซม์ alkaline phosphatase (ALP) บนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทย (G0C0) และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทนท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไค
โตโอลิโกแซคคาไรด์ (G100C0, G90C10, G80C20 และ G70C30) ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์
ต้นก าเนิดในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส, 5% CO2  
(a - h แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05)  
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จากผลการวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมท่ีเซลล์สร้างขึน้ในโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สตูร ได้แก่          
โครงเลีย้งเซลล์ G0C0, G100C0, G90C10, G80C20 และ G70C30 ซึ่งเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูดงัแสดงในรูปท่ี 4.13 พบว่า โครงเลีย้งเซลล์
ทัง้ 4 สูตรท่ีมีการคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G100C0, 
G90C10, G80C20 และ G70C30) มีปริมาณแคลเซียมเพิ่มมากขึน้ เม่ือระยะเวลาในการเลีย้ง
เซลล์นานขึน้ โดยพบว่า มีปริมาณแคลเซียมสูงท่ีสุด ณ วนัท่ี 28 มีเพียงโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน
ไหมไทย G0C0 เท่านัน้ท่ีมีปริมาณแคลเซียมเพิ่มขึน้เล็กน้อยเม่ือระยะเวลาเพิ่มขึน้จาก 7 วนัเป็น 
28 วัน โดยมีรายงานว่าแคลเซียมท่ีเกิดขึน้เป็น late marker ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเซลล์ต้นก าเนิดมี
การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู [Porter, R. 2004] 

 เม่ือเปรียบเทียบโครงเลีย้งเซลล์ในแตล่ะสตูรท่ีช่วงระยะเวลาเพาะเลีย้ง 28 วนั ในอาหาร
เลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู พบว่า โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหม
ไทย (G0C0) มีปริมาณแคลเซียมเกิดขึน้น้อยท่ีสดุ เม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยคอนจู
เกตด้วยเจลาติน (G100C0) พบว่า มีปริมาณแคลเซียมมากขึน้ และเม่ือคอนจเูกตโครงเลีย้งเซลล์ 
ไฟโบรอินไหมไทยด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 
และ G70C30) พบว่า หากปริมาณไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เพิ่มมากขึน้ ส่งผลให้ปริมาณแคลเซียม
เพิ่มมากขึน้ด้วย โดยพบปริมาณแคลเซียมสูงท่ีสุดในโครงเลีย้งเซลล์ G70C30 ผลการวิเคราะห์
ปริมาณแคลเซียมท่ีเซลล์สร้างขึน้นี  ้สอดคล้องกับปริมาณกิจกรรมของเอนไซม์ ALP กล่าวคือ 
สญัญาณ (marker) การเกิดการเปล่ียนแปลงเป็นกระดกูของเซลล์ MSC สงูท่ีสดุเม่ือเพาะเลีย้งใน
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในอตัราส่วน
โดยน า้หนกั 70/30 (G70C30) 

ดงันัน้จึงกล่าวได้ว่า โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารผสมเจลาติน
และไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราส่วนโดยน า้หนกั 70/30 ช่วยส่งเสริมให้เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู
เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ซึ่งสอดคล้องกบัรายงานของจุฑามาศ ท่ีระบวุ่าฟิล์มท่ีเตรียมจากสาร
ผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (น า้หนกัโมเลกลุ 1,400 ดาลตนั) ท่ีอตัราส่วนผสม 70/30 
ชว่ยชกัน าให้เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูได้ดีเม่ือเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้ง
เซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู [Ratanavaraporn, J. และคณะ 2010]  
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รูปท่ี 4.13 ปริมาณแคลเซียมบนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) และโครงเลีย้งเซลล์ไฟ
โบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ (G100C0, 
G90C10, G80C20 และ G70C30) ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดกูท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2  
(a - j แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัส าคญัท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95%, p < 0.05)  
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รูปที่ 4.14 ลกัษณะของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย G0C0 และโครงเลีย้งเซลล์ ไฟโบรอินไหมไทยที่คอนจเูกตด้วยสารละลาย
ผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ G100C0, G90C10, G80C20 และ (G70C30) โดยเปรียบเทียบ 2 สภาวะ 
ก) โครงเลีย้งเซลล์ที่แชใ่น OM เป็นเวลา 28 วนัแตไ่มมี่การเพาะเลีย้งเซลล์ (A, D, G, J และ M) 
ข) โครงเลีย้งเซลล์ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดจากไขกระดกู เป็นเวลา 28 วนัใน OM (B, C, E, F, H, I, K, L, N และ O) 

A 

O 

I H G 

F E D 

C B 

N M 

L K J 

G0C0 
 

G100C0 
 

G90C10 
 

G90C10 
 

G80C20 
 

G70C30 
 

โครงเลีย้งเซลล์ที่แชใ่น OM เป็นเวลา 28 วนั  
แตไ่มม่ีการเพาะเลีย้งเซลล์ (สเกลบาร์ 20 ไมโครเมตร) 

 

โครงเลีย้งเซลล์หลงัเพาะเลีย้งเซลล์ใน OM เป็นเวลา 28 วนั 
(สเกลบาร์ 10 ไมโครเมตร) 
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รูปท่ี 4.15 ลกัษณะของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย G0C0 (A-B) และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบ
รอินไหมไทนท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ G100C0 (C-D), 
G90C10 (E-F), G80C20 (G-H) และ (G70C30) (I-J) ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดจาก
ไขกระดกู (MSC) เป็นเวลา 28 วนัในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู, ท่ี
สภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% CO2 (สเกลบาร์เทา่กบั 5 ไมโครเมตร) 
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จากรูปท่ี 4.14 และ 4.15 แสดงลักษณะพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สูตร ได้แก่โครง
เลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วย
สารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิ โกแซคคาไรด์ (G100C0, G90C10, G80C20 และ 
G70C30) โดยแสดงเปรียบเทียบสองสภาวะคือ โครงเลีย้งเซลล์ท่ีแช่ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้
เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูแต่ไม่มีการเพาะเลีย้งเซลล์ กบัโครงเลีย้งเซลล์ภายหลงัการ
เพาะเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 28 วนั ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์
กระดกู ซึ่งพบว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีแช่ในอาหารท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูแต่ไม่มี
การเพาะเลีย้งเซลล์มีพืน้ผิวเรียบ แตส่ าหรับโครงเลีย้งเซลล์ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ พบว่า มี
เซลล์เกาะอยู่บนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สตูร โดยเซลล์ท่ีเกาะอยู่บนโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 
สตูร มีลกัษณะคล้ายกนั มีการแผ่ขยายและสร้างเมทริกซ์ นอกจากนีย้งัพบว่ามีก้อนเม็ดกระจาย
อยูบ่นพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สตูร ซึง่ก้อนเม็ดดงักลา่วไมพ่บในกรณีโครงเลีย้งเซลล์ท่ีแช่ใน
อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู ดงันัน้จึงกล่าวได้ว่า ก้อนเม็ดท่ีเกิดขึน้
เป็นผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดจากเซลล์ ไมไ่ด้เกิดขึน้จากการแชใ่นอาหารเลีย้งเซลล์  
 จากการตรวจวดัปริมาณธาตแุคลเซียมและฟอสฟอรัสด้วยวิธี  Energy Dispersive X-ray 
Spectroscopy (EDX) ท่ีมีอยู่บนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สูตร ซึ่งแบ่งออกเป็น 3 ประเภท
คือโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเตรียมได้ (ไม่มีการเพาะเลีย้งเซลล์), โครงเลีย้งเซลล์ท่ีแช่ในอาหารท่ีชกัน าให้
เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู (ไมมี่การเพาะเลีย้งเซลล์) และโครงเลีย้งเซลล์ภายหลงัเพาะเลีย้ง
เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู เป็นเวลา 28 วนั (ตารางท่ี 4.7) พบว่า โครงเลีย้งเซลล์ท่ีเตรียมได้และ
โครงเลีย้งเซลล์ท่ียงัไม่ได้ท าการเพาะเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สูตร อนัได้แก่ G0C0, G100C0, G90C10, 
G80C20 และ G70C30 มีเพียงคาร์บอนและออกซิเจนเป็นองค์ประกอบในอัตราส่วนคาร์บอน
ประมาณ 69-89% และออกซิเจนประมาณ 10-30% แตไ่ม่พบแคลเซียมและฟอสฟอรัส เน่ืองจาก
มีเพียงสารอินทรีย์ (โปรตีนและพอลิแซคคาไรด์) เป็นองค์ประกอบเท่านัน้ จากนัน้เม่ือน าโครงเลีย้ง
เซลล์ทัง้ 5 สูตรไปแช่ไว้ในอาหารท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู เป็นระยะเวลา 
28 วนั โดยไม่มีการเพาะเลีย้งเซลล์บนโครงเลีย้งเซลล์ พบว่า โครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สูตร มีเพียง
คาร์บอนและออกซิเจนเช่นเดียวกนั โดยมีคาร์บอนประมาณ 69-82% มีออกซิเจนประมาณ 11-
34% ไมพ่บแคลเซียมและฟอสฟอรัสบนโครงเลีย้งเซลล์ แสดงให้ทราบว่าการแช่โครงเลีย้งเซลล์ไว้
ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู โดยไม่มีการเพาะเลีย้งเซลล์ ไม่ท า
ให้มีแคลเซียมและฟอสฟอรัสเกิดขึน้บนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ เม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 5 สตูร
ไปเลีย้งเซลล์เป็นระยะเวลา 28 วนัในอาหารท่ีชกัน าให้เกิดการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก 
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พบว่า มีการตรวจพบแคลเซียมและฟอสฟอรัสร่วมกับคาร์บอนและออกซิเจน ซึ่งจากผลการวัด
ปริมาณแคลเซียมด้วยเคร่ือง EDX นีช้่วยสนับสนุนผลการวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมด้วยวิธี 
Calcium assay ซึ่งแสดงในรูปท่ี 4.13 ท าให้ยืนยันได้ว่าเซลล์ต้นก าเนิดท่ีเพาะเลีย้งมีการสร้าง
แคลเซียมขึน้บนโครงเลีย้งเซลล์แต่ละประเภทในปริมาณท่ีแตกต่างกนั โดยกล่าวได้ว่าโครงเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) มีปริมาณแคลเซียมเกิดขึน้เพียง 1-3% เม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์มา
คอนจเูกตด้วยเจลาตินเพียงอย่างเดียว (G100C0) พบว่ามีปริมาณแคลเซียมเพิ่มมากขึน้เล็กน้อย 
และเม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยมาคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอ
ลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) สง่ผลให้มีปริมาณแคลเซียมท่ีเกิดขึน้เพิ่มมาก
ขึน้อย่างชัดเจน ซึ่งมีปริมาณแคลเซียมท่ีเกิดขึน้อยู่ท่ีประมาณ 15-23% เม่ือพิจารณาอัตราส่วน
ระหว่างแคลเซียมต่อฟอสฟอรัส ท่ีอยู่บนโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยพบว่า มีสัดส่วนอยู่
ในชว่ง 1.32-1.44 และเม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์มาคอนจเูกตด้วยเจลาตินเพียงอย่างเดียว (G100C0) 
พบว่ามีช่วงอัตราส่วนระหว่างแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสสูงขึน้เป็น 1.17-1.95 ซึ่งสอดคล้องกับ
รายงานของชชัวรรณซึง่แสดงอตัราส่วนแคลเซียมตอ่ฟอสฟอรัสท่ีเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูผลิตขึน้
ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาติน 
เทา่กบั 1.47 และ1.58 ตามล าดบั [Tritanipakul, S. 2009]  

เม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยมาคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไค
โตโอลิโกแซคคาไรด์ (G90C10, G80C20 และ G70C30) พบว่ามีอตัราส่วนระหว่างแคลเซียมตอ่
ฟอสฟอรัสอยู่ในช่วงท่ีมีแนวโน้มสูงขึน้ ทัง้นีอ้ัตราส่วนระหว่างแคลเซียมต่อฟอสฟอรัสใน
สารประกอบเชิงซ้อนของแคลเซียมและฟอสเฟตจะแตกตา่งกนัตามประเภทของสารประกอบเช่น
สารประกอบไฮดรอกซีอะปาไทต์มีอตัราส่วนโดยโมล Ca/P เท่ากับ 1.67 (อตัราส่วนโดยน า้หนัก 
Ca/P เท่ากับ 2.15), ไบฟาสิกแคลเซียมฟอสเฟตมีอัตราส่วนโดยโมล Ca/P เท่ากับ 1.60 
(อัตราส่วนโดยน า้หนัก Ca/P เท่ากับ 2.06) และ เบตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตมีอัตราส่วน Ca/P 
เทา่กบั 1.50 (อตัราสว่นโดยน า้หนกั Ca/P เทา่กบั 1.94) [Zhang, L. และคณะ 2009] 

ดงันัน้จึงกล่าวได้ว่าไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ มีส่วนส าคัญในการช่วยชักน าให้เซลล์ต้น
ก าเนิดไขกระดกูเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็น
กระดกู 
 
 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1280&bih=669&sa=X&ei=AtJcTqL1II_rrQeDyNWeDw&ved=0CB0QBSgA&q=%E0%B9%80%E0%B8%9A%E0%B8%95%E0%B9%89%E0%B8%B2+%E0%B9%84%E0%B8%95%E0%B8%A3%E0%B9%81%E0%B8%84%E0%B8%A5%E0%B9%80%E0%B8%8B%E0%B8%B5%E0%B8%A2%E0%B8%A1%E0%B8%9F%E0%B8%AD%E0%B8%AA%E0%B9%80%E0%B8%9F%E0%B8%95&spell=1


                                                                                                                                                                                                                                                                             

ตารางท่ี 4.7 ปริมาณธาต ุ(เปอร์เซ็นต์โดยน า้หนกั) ท่ีตรวจสอบด้วย EDX ของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยและโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วย
เจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์หลงัการเพาะเลีย้ง MSC ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 
5% CO2 เป็นเวลา 28 วนั เปรียบเทียบกบัโครงเลีย้งเซลล์ท่ีไมมี่การเพาะเลีย้งเซลล์ ท่ีแชใ่นอาหารเลีย้งเซลล์ชนิดเดียวกนัในสภาวะเดียวกนัและโครงเลีย้งเซลล์ท่ี
เตรียมได้ (ไมมี่การเพาะเลีย้งเซลล์และไมไ่ด้แชใ่นอาหารเลีย้งเซลล์) 
 

โครงเลีย้ง
เซลล์ 

โครงเลีย้งเซลล์ท่ีเตรียมได้ 
(ไมมี่การเพาะเลีย้งเซลล์) 

โครงเลีย้งเซลล์ท่ีไมมี่การเพาะเลีย้งเซลล์ 
และแชใ่น OM* เป็นเวลา 28 วนั 

โครงเลีย้งเซลล์หลงั 
เพาะเลีย้งเซลล์ใน OM* เป็นเวลา 28 วนั 

C** (%) O (%) Ca (%) P (%) Ca : P C** (%) O (%) Ca (%) P (%) Ca : P C** (%) O (%) Ca (%) P (%) Ca : P 

G0C0 83-86 13-16 0 0 0 72-81 18-27 0 0 0 75-77 15-23 1-3 1-2 1.32-1.44 

G100C0 83 -89 10-16 0 0 0 76-82 11-34 0 0 0 74-76 10-14 5-9 3-5 1.17-1.95 

G90C10 69-85 14-30 0 0 0 70-77 22-29 0 0 0 48-60 13-21 15-18 10-13 1.15-1.41 

G80C20 85-88 11-14 0 0 0 75-82 17-24 0 0 0 51-53 13-18 17-21 11-15 1.25-1.57 

G70C30 75-89 10-24 0 0 0 69-80 19-30 0 0 0 38-45 18-22 19-23 13-17 1.50-1.73 

 
* OM คือ Osteogenic medium (อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกัน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกู)  
** เปอร์เซ็นต์ธาตคุาร์บอนท่ีวดัได้ ส่วนหนึง่มีผลมาจากคาร์บอนท่ีใช้ในการเคลือบชิน้งานก่อนกระบวนการวิเคราะห์ 



                                                                                                                                                                                                                         

                                                    

บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 งานวิจัยนีไ้ด้ท าการศึกษาผลการคอนจูเกตด้วยเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 
บนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีต่อสมบตัิทางกายภาพและชีวภาพของโครง
เลีย้งเซลล์ในระดบัห้องปฏิบตัิการ โดยท าการเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วยวิธีการ
ก าจดัเกลือออก (salt-leaching) พบว่าโครงสร้างสณัฐานของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยมี
พืน้ผิวเรียบ และมีรูพรุนเช่ือมตอ่กนั เม่ือท าการดดัแปรพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยโดย
การคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ ท่ีอตัราส่วนผสมโดยน า้หนกั
ของเจลาตินกับไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เท่ากับ 100/0, 90/10, 80/20 และ 70/30 และใช้
สารละลาย กลตูารัลดีไฮด์ท่ีความเข้มข้น 0.05, 0.1, 0.15 และ 0.2% ในการเช่ือมขวาง พบว่า เม่ือ
ใช้ความเข้มข้นของสารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.1% โดยปริมาตรจะได้ปริมาณร้อยละโดยน า้หนกั
ของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 4 สูตรได้แก่ G100C0, G90C10, 
G80C20 และ G70C30 ไม่แตกต่างกันอย่างมีนยัส าคญั โดยมีปริมาณร้อยละโดยน า้หนกัของเจ
ลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ประมาณร้อยละ 28-29 ส่วนท่ีความเข้มข้นของ
สารละลายกลตูารัลดีไฮด์ 0.2% มีประมาณร้อยละโดยน า้หนกัของเจลาติน/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์
ในโครงเลีย้งเซลล์ทัง้ 4 สูตรเพียงร้อยละ 22-24 แต่ถ้าหากใช้ความเข้มข้นของสารละลาย    
กลูตารัลดีไฮด์ 0.05% พบว่า เม่ือปริมาณอัตราส่วนไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เพิ่มมากขึน้จะไม่
สามารถเกิดการคอนจเูกตได้อยา่งมีประสิทธิภาพ 
 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีเตรียมได้มีความพรุน 92.22% เม่ือท าการคอนจูเกต 
เจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ โดยใช้สารละลายกลูตารัลดีไฮด์ 0.1% พบว่าความพรุนของ
โครงเลีย้งเซลล์ลดลงเท่ากบั 82-83% เน่ืองจากมีปริมาณเนือ้สารเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคา
ไรด์เข้าไปอยู่ภายในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย และส่งผลตอ่เน่ืองถึงคา่มอดลูสัของการกด
ของโครงเลีย้งเซลล์ ซึ่งพบว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยมีค่ามอดลูสัของการกดของโครง
เลีย้งเซลล์ 355 กิโลปาสคลั เม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยมาคอนจูเกตด้วยเจลาติน 
พบว่ามีคา่มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์สงูขึน้ถึง 538 กิโลปาสคลั และเม่ือน าโครงเลีย้ง
เซลล์ไฟโบรอินไหมไทยคอนจเูกตด้วยเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ มาทดสอบหาคา่มอดลูสั 
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พบว่า เม่ือมีปริมาณไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในการคอนจูเกตเพิ่มมากขึน้ ส่งผลให้ค่ามอดลูสัของ
การกดของโครงเลีย้งเซลล์เพิ่มสงูขึน้ตามล าดบั (575-627 กิโลปาสคลั) 
 จากการศึกษาสมบตัิทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ในระดบัห้องปฏิบตัิการ โดยผลการ
ทดลองการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูบนโครงเลีย้งเซลล์ ชีใ้ห้เห็น
วา่โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายเจลาตินเพียงอย่างเดียว มีเซลล์มา
ยึดเกาะและเจริญเติบโตได้มากกว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย สรุปได้ว่าเจลาตินช่วย
สนบัสนุนให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี เม่ือน าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย
มาคอนจูเกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ พบว่า เซลล์สามารถมายึด
เกาะและเจริญเติบโตบนโครงเลีย้งเซลล์ได้มากกว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยเช่นกัน แต่
น้อยกว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยเจลาตินเพียงอย่างเดียว ในทางตรงกัน
ข้าม ผลการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดูกของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกบนโครงเลีย้งเซลล์ พบว่า 
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคา
ไรด์สามารถส่งเสริมให้เกิดการเปล่ียนแปลงเป็นกระดกูได้ดีกว่าโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย
และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจูเกตด้วยสารละลายเจลาตินเพียงอย่างเดียว โดยมี
กิจกรรมของเอนไซม์ ALP และปริมาณแคลเซียมสงูท่ีสดุในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอน
จเูกตด้วยเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 70/30  
 ผลการวิจัยสามารถสรุปได้ว่า ชีววัสดผุสมของเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ช่วย
ส่งเสริมให้เซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกเปล่ียนแปลงไปเป็นเนือ้เย่ือกระดูกได้ดีในโครงเลีย้งเซลล์ 
ไฟโบรอินไหมไทย ในขณะท่ีเจลาตนิ (ไมมี่สว่นผสมของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์) จะชว่ยส่งเสริมการ
เจริญเตบิโตของเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกู 
 
5.2 ข้อเสนอแนะ 
 งานวิจัยนีศ้ึกษาผลการคอนจูเกตด้วยเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์บนพืน้ผิวของ
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีต่อสมบตัิทางกายภาพและชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ใน
ระดบัห้องปฏิบตักิาร โดยมีจดุท่ีนา่สนใจท่ีพิจารณาน าไปศกึษาในอนาคต ได้แก่   

1. การทดสอบสมบตัิทางชีวภาพในสัตว์ทดลองของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ี
คอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์     
 2. การเตรียมโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย ด้วยวัสดุไหมไทยสายพันธุ์ อ่ืนๆ 
นอกเหนือจากไหมไทยสายพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 จากนัน้ท าการคอนจเูกตด้วยสารละลายผสม 
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เจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ เพ่ือเปรียบเทียบว่าไหมไทยสายพนัธุ์อ่ืนๆ มีความเหมาะสมท่ี
จะน ามาประยกุต์ใช้งานในด้านวิศวกรรมเนือ้เย่ือมากน้อยเพียงใด 
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ภาคผนวก ก. 
  

การค านวณปริมาณหมู่อะมิโนของเจลาตนิต่อ 
ปริมาณหมู่อะมิโนของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีสามารถคอนจูเกตได้ 

 
ส าหรับในงานวิจยันีใ้ช้น า้หนกัแห้งของเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ในสารละลายผสม

คงท่ีท่ี 1% โดยน า้หนกั ซึง่สามารถค านวณปริมาณกรดอะมิโนได้ดงันี ้
ตัวอย่างสูตร G90C10  

- น า้หนกัโมเลกลุของเจลาตินเทา่กบั 105 ดาลตลั (ข้อมลูจากบริษัทผู้ผลิต) 
- น า้หนกัโมเลกลุของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์เทา่กบั 5,900 ดาลตลั (ข้อมลูจากผล GPC) 
- ในสารละลาย 100 มิลลิลิตรมีเจลาตนิ 0.9 กรัมและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ 0.1 กรัม 

 - จากรายงานของ Petersen, G.I. และคณะ [Petersen, G.I. และคณะ 2005]: เจลาตนิ 
100 %มีหมูอ่ะมิโนท่ีสามารถคอนจเูกตได้อยูป่ระมาณ 10% ดงันัน้ปริมาณหมู่อะมิโนของเจลาตนิ
ท่ีสามารถคอนจเูกตได้ = 0.9 กรัม x (1/105 กรัม/โมล) x (10/100) = 9x10-7 โมล 
 - จากคา่ % deacetylation ของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีตรวจวดัได้เทา่กบั 99 %แสดงถึง
สดัสว่นหมู่อะมิโนท่ีมีอยูใ่นโมเลกลุ ดงันัน้ปริมาณหมู่อะมิโนของไคโตโอลิโกแซคคาไรด์  
ท่ีสามารถคอนจเูกตได้ = 0.1 กรัม x (1/5900 กรัม/โมล) x (99/100) = 1.67x10-5 โมล  

- ดงันัน้สดัสว่นปริมาณหมู่อะมิโนของเจลาตินตอ่ปริมาณหมูอ่ะมิโนของไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ท่ีสามารถคอนจเูกตได้ ในสตูร G90C10 เทา่กบั 1 ตอ่ 19 
 
ตารางสรุปสดัสว่นปริมาณหมูอ่ะมิโนของเจลาตินตอ่ปริมาณหมูอ่ะมิโนของไคโตโอลโิกแซคคาไรด์ในสตูรโครง
เลีย้งเซลล์ชนิดตา่งๆ 

โครง
เลีย้ง
เซลล์ 

ร้อยละโดย
น า้หนกัของ 
เจลาตินใน
สารละลาย 

ร้อยละโดยน า้หนกั
ของไคโตโอลโิก 
แซคคาไรด์ 
ในสารละลาย 

ปริมาณ 
หมูอ่ะมิโนของ
เจลาติน (โมล) 

ปริมาณหมูอ่ะมิโน
ของไคโตโอลโิก
แซคคาไรด์ (โมล) 

ปริมาณหมูอ่ะมิโนของ 
เจลาตินตอ่ปริมาณ 
หมูอ่ะมิโนของ 

ไคโตโอลโิกแซคคาไรด์ 
G100C0 100 0 1x10-6 0 1:0 
G90C10 90 10 9x10-7 1.67x10-5 1:19 
G80C20 80 20 8x10-7 3.35x10-5 1:42 
G70C30 70 30 7x10-7 5.03x10-5 1:72 
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ภาคผนวก ข. 
 

ร้อยละโดยน า้หนักเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใน 
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 

 
ตาราง ข.1 คา่เฉล่ียและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของร้อยละโดยน า้หนกัเจลาตนิและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 
 

โครงเลีย้งเซลล์ 

ร้อยละโดยน า้หนกัเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใน 
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 

กลตูารัลดีไฮด์ 
0.05% โดย
ปริมาตร 

กลตูารัลดีไฮด์ 
0.1% โดย
ปริมาตร 

กลตูารัลดีไฮด์ 
0.15% โดย
ปริมาตร 

กลตูารัลดีไฮด์ 
0.2% โดย
ปริมาตร 

G100C0 29.14±1.80 28.73±1.37 27.60±1.74 23.24±1.32 

G90C10 26.35±2.00 29.56±0.29 33.31±1.40 24.26±0.85 

G80C20 20.04±3.35 29.19±1.89 32.48±2.16 23.74±1.69 

G70C30 12.16±3.01 28.89±1.28 31.91±1.86 22.55±0.65 
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ภาคผนวก ค. 
 

ร้อยละโดยน า้หนักเจลาตินและไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ที่หายไป 
หลังจากแช่ในสารละลาย PBS ท่ีอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ช่ัวโมง 

 
ตาราง ค.1 คา่เฉล่ียและสว่นเบี่ยงเบนมาตรฐานของร้อยละโดยน า้หนกัเจลาตนิและไคโตโอลิโก
แซคคาไรด์ในโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีหายไปหลงัจากแชใ่นสารละลาย PBS ท่ีอณุหภมูิ 
37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 
 

โครงเลีย้งเซลล์ 

ร้อยละโดยน า้หนกัเจลาตนิ/ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ใน 
โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีหายไป 

กลตูารัลดีไฮด์ 
0.05% โดย
ปริมาตร 

กลตูารัลดีไฮด์ 
0.1% โดย 
ปริมาตร 

กลตูารัลดีไฮด์ 
0.15% โดย
ปริมาตร 

กลตูารัลดีไฮด์ 
0.2% โดย 
ปริมาตร 

G100C0 1.08±0.05 0.54±0.01 0.54±0.01 0.57±0.02 

G90C10 1.10±0.04 0.53±0.01 0.51±0.01 0.57±0.02 

G80C20 1.79±0.10 0.53±0.01 0.50±0.02 0.58±0.02 

G70C30 2.02±0.11 0.53±0.01 0.53±0.02 0.57±0.02 
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ภาคผนวก ง. 
 

ค่ามอดูลัสของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ 
 
ตาราง ง.1 คา่เฉล่ียและคา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของคา่มอดลูสัของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย
และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ (ในสภาวะแห้ง) 

โครงเลีย้งเซลล์ 

มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ (กิโลปาสคลั) 
กลตูารัลดีไฮด์ 

0.1% โดยปริมาตร 
กลตูารัลดีไฮด์ 

0.15% โดยปริมาตร 
กลตูารัลดีไฮด์ 

0.2% โดยปริมาตร 

G0C0 (SF) 355±38 

G100C0 538±40 519±16 503±40 

G90C10 575±21 619±66 519±32 

G80C20 604±37 635±55 531±18 

G70C30 627±31 653±61 549±20 
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ตาราง ง.2 คา่เฉล่ียและคา่เบี่ยงเบนมาตรฐานของคา่มอดลูสัของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย
และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและไคโตโอลิโกแซค
คาไรด์ (ในสภาวะเปียก) 

โครงเลีย้งเซลล์ 

มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ (กิโลปาสคลั) 
กลตูารัลดีไฮด์ 

0.1% โดยปริมาตร 
กลตูารัลดีไฮด์ 

0.15% โดยปริมาตร 
กลตูารัลดีไฮด์ 

0.2% โดยปริมาตร 

G0C0 (SF) 102±12 

G100C0 150±20 138±25 129±11 

G90C10 159±25 162±22 139±22 

G80C20 184±12 193±11 147±19 

G70C30 195±11 201±17 157±13 
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ภาคผนวก จ. 
 

กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดูกโดยวิธี DNA 
 

 
รูปท่ี จ.1 กราฟมาตรฐานของการวดัจ านวนเซลล์ต้นก าเนิดไขกระดกูโดยวิธี DNA 
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ภาคผนวก ฉ. 
 

กราฟมาตรฐานของการวัด p-nitrophenol 
 

 
รูปท่ี ฉ.1 กราฟมาตรฐานของการวดั p-nitrophenol 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



  113 

ภาคผนวก ช. 
 

กราฟมาตรฐานของการวัด O-cresolphythale 
 

 
รูปท่ี ช.1 กราฟมาตรฐานของการวดั O-cresolphythale 
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ภาคผนวก ซ. 
 

การวิเคราะห์ธาตุบนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ก่อนเพาะเลีย้งเซลล์ 
ด้วย Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) 

 

 
 

รูปท่ี ซ.1 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) 
 
 

1 
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รูปท่ี ซ.2 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 100/0 (G100C0) 
 

 
รูปท่ี ซ.3 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 90/10 (G90C10) 

2 

3 
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รูปท่ี ซ.4 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 80/20 (G80C20) 
 

 
รูปท่ี ซ.5 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 70/30 (G70C30) 
 
 

5 

4 
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ภาคผนวก ฌ 
 

การวิเคราะห์ธาตุบนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์ที่ไม่มีการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไข
กระดูกในอาหารท่ีชักน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส, 5% CO2 ด้วย Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) 
 
 

 
 

รูปท่ี ฌ.1 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) 
 

1 
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รูปท่ี ฌ.2 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 100/0 (G100C0) 
 

 
รูปท่ี ฌ.3 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 90/10 (G90C10) 
 

3 

2 
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รูปท่ี ฌ.4 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 80/20 (G80C20) 
 

 
รูปท่ี ฌ.5 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 70/30 (G70C30) 
 
 
 

5 

4 
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ภาคผนวก ญ 
 

การวิเคราะห์ธาตุบนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์หลังจากเพาะเลีย้งเซลล์ต้นก าเนิดไข
กระดูกในอาหารท่ีชักน าให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก ท่ีสภาวะอุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซียส, 5% CO2 ด้วย Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) 
 

 
 

รูปท่ี ญ.1 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย (G0C0) 
 

1 
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รูปท่ี ญ.2 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 100/0 (G100C0) 
 

 
รูปท่ี ญ.3 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 90/10 (G90C10) 

3 

2 
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รูปท่ี ญ.4 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 80/20 (G80C20) 
 

 
รูปท่ี ญ.5 โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีคอนจเูกตด้วยสารละลายผสมเจลาตนิและ 

ไคโตโอลิโกแซคคาไรด์ท่ีอตัราสว่นโดยน า้หนกั 70/30 (G70C30) 
 

 

5 

4 
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