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บวกท่ี weight ratio ตา่ง ๆ  
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ภาพท่ี 4.14 ความเป็นพษิในการถ่ายโอนยีนด้วยพอลเิมอร์ในอตัราสว่นตา่ง ๆ ในเซลล์

เพาะเลีย้ง MG-63 ด้วยวิธี MTT 
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ภาพท่ี 4.15 การเข้าสูเ่ซลล์ MG-63 ของพลาสมิดท่ีย้อมด้วยสี TM-Rhodamine (สีแดง) 

และเซลล์ท่ีย้อมด้วยสี Acridine orange (สีเขียว) ท่ีเวลา 6 และ 24 ชัว่โมง 
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ฐ 

สารบัญภาพ 

  หนา้ 

ภาพท่ี 4.16 ผลการวิเคราะห์ Z-stack จากการนําสง่พลาสมิดท่ีย้อมด้วยสี TM-

Rhodamine (สีแดง) ในเซลล์ MG-63 ซึง่ย้อมด้วย Acridine orange (สี

เขียว) ท่ีเวลา 6 ชัว่โมงโดยให้PEI/MPyMeCh/DNA 0.5/1/1 เป็นตวัพา 
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ภาพท่ี 4.17 ผลการวิเคราะห์ Z-stack จากการนําสง่พลาสมิดท่ีย้อมด้วยสี TM-

Rhodamine (สีแดง) ในเซลล์ MG-63 ซึง่ย้อมด้วย Acridine orange (สี

เขียว) ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงโดยให้PEI/MPyMeCh/DNA 0.5/1/1 เป็นตวัพา 
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ภาพท่ี 4.18 เปรียบเทียบผลการนําสง่ยีน BMP-2 โดยใช้พอลเิมอร์ผสมท่ีมีอตัราสว่น 

PEI/MPyMeChC/DNA 0.5/1/1 จากการวดัปริมาณการแสดงออกของยีนท่ี

เวลา 1, 3, 7, 10 และ 14 วนัหลงัการนาํส่ง 
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ภาพท่ี 5.1 โครงสร้างของ MPyMeChC 57 

ภาพท่ี 5.2 ภาพจําลองการจบักนัระหวา่งพอลเิมอร์และดีเอ็นเอในระบบพอลเิมอร์ผสม

เพ่ือเตรียมMPyMeChC/DNA polyplex 
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 บทที่  1 
บทนํา 

 
ความเป็นมาและความสาํคัญของปัญหา 

ยีนบําบดั (gene therapy) เป็นเทคนิคท่ีมีศกัยภาพในการรักษาโรคท่ีเก่ียวข้องกบัความ

บกพร่องทางพนัธกุรรม อนัเกิดจากความผิดปกตขิองยีนหรือดีเอ็นเอ เป็นผลทําให้เซลล์ไมส่ามารถ

สร้างสารชีวโมเลกลุ หรือมีการสร้างสารดงักลา่วท่ีผิดไป มีผลให้เกิดความผิดปกตใินระดบัเซลล์

และอวยัวะ [1] อยา่งไรก็ตาม การทํายีนบําบดัในมนษุย์ ยงัคงมีปัญหาและข้อจํากดัหลายประการ  

โดยในสว่นท่ีเก่ียวข้องกบัการนําสง่ยีนสูเ่ซลล์เป้าหมาย การปลดปลอ่ยยีนจากตวัพา(vector) การ

แสดงออกของยีน และการตอบสนองของระบบภมูิคุ้มกนั [2] ดงันัน้ระบบนําสง่ท่ีสามารถลด

ปัญหาข้างต้นได้จงึเป็นท่ีต้องการสาํหรับการทํายีนบําบดั ตวัพาสําหรับการนําสง่ยีนมีทัง้ viral และ 

non-viral vector โดย viral vector นัน้มีประสทิธิภาพการนําสง่ยีนสงู สามารถบกุรุกเข้าเซลล์ได้

ทัง้ท่ีแบง่ตวัและไมแ่บง่ตวั แตก็่มีข้อเสีย กลา่วคือ เม่ือมีการบกุรุกเข้าเซลล์ ไวรัสจะเป็นสาเหตใุห้

เกิดความไมส่มดลุของระบบภมูิคุ้มกนั เน่ืองจากระบบมีการตอบสนองตอ่การบกุรุกของไวรัส [3] 

ทําให้การทํายีนบําบดัยงัมีข้อสงสยัและเป็นเร่ืองท่ีนา่ต่ืนกลวั โดยเฉพาะเม่ือต้องการนํามาใช้จริง

กบัมนษุย์ ด้วยปัญหาดงักลา่ว คณะผู้วิจยัจะได้ศกึษาระบบนําสง่ยีนแบบ non-viral สําหรับนําสง่

ยีนซึง่บรรจอุยูใ่นพลาสมิดดีเอ็นเอร่วมกบัตวัพาท่ีเป็นอนภุาคนาโนประเภทพอลเิมอร์ประจบุวก  ซึง่ 

non-viral vector นีไ้ด้ถกูการพฒันาเป็นตวัพาทางเลือกสําหรับการทํายีนบําบดั 

ในการทดลองนีผู้้วิจยัได้ใช้พอลเิมอร์อนพุนัธ์ไคโตซาน MPyMeChC (Methylated N-(4-

pyridinylmethyl) chitosan chloride) ซึง่มีคณุสมบตัเิป็นไคโตซานท่ีละลายนํา้ได้ดีและมี

ความสามารถในการจบักบัดีเอ็นเอได้แน่น นอกจากนีย้งัไมมี่ความเป็นพษิกบัเซลล์ ได้มีรายงาน

การศกึษาพบวา่ MPyMeChC มีประสทิธิภาพดีในการนําสง่ยีนสูเ่ซลล์ Huh7 [4] อยา่งไรก็ตาม 

เม่ือมีการทดลองใช้ MPyMeChC เป็นตวัพานําสง่ยีนสูก่บัเซลล์ HeLa พบวา่ MPyMeChC เป็นตวั

พาท่ีมีประสทิธิภาพต่ํา ซึง่สอดคล้องกบัหลายการทดลองท่ีพบวา่ประสทิธิภาพการนําสง่ของ non- 

viral vector ขึน้อยูก่บัชนิดของเซลล์ [5, 6] เน่ืองจากประสทิธิภาพในการนําสง่ยีนขึน้อยูก่บั

สว่นประกอบของเซลล์เมมเบรน [7] ดงันัน้การทดลองนีจ้งึมีเป้าหมายในการพฒันาระบบนําสง่ท่ีมี

ประสทิธิภาพและใช้ได้ดีกบัเซลล์หลากหลายชนิด รวมทัง้เป็นระบบท่ีมีราคาถกู เตรียมง่าย และ

สะดวก เป็นตวัพาทางเลือกใหมสํ่าหรับการนําสง่ยีน โดยเลือก MPyMeChC เป็นพอลเิมอร์ตวัพา

หลกัในสร้างอนภุาคกบัพลาสมิดดีเอ็นเอ ซึง่ MPyMeChC มีคณุสมบตัเิดน่คือ ไมเ่ป็นพษิกบัเซลล์ 

และใช้พอลเิมอร์ polyethyleneimine (PEI) ซึง่เป็นสารเคมีสําหรับนําสง่ยีนทางการค้าผสมเข้าไป
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ในระบบ เน่ืองจาก PEI เป็นพอลเิมอร์ท่ีมีประสทิธิภาพในการนําสง่ยีนสงู เพราะเป็นพอลเิมอร์ท่ีมี

ประจบุวกสงู แตก่ารมีประจบุวกสงูนีเ้อง จงึเป็นผลทําให้ PEI มีความเป็นพิษตอ่เซลล์สงูเชน่กนั 

ดงันัน้จงึคาดวา่การใช้พอลเิมอร์ผสม MPyMeChC และ PEI จะช่วยเสริมข้อดีของพอลเิมอร์ทัง้

สองชนิด กลา่วคือ ได้ตวัพาท่ีมีประสทิธิภาพในการนําสง่ยีนสงูและมีความเป็นพษิต่ํา  

การศกึษา non-viral vector นัน้มีจดุประสงค์หลกัคือลดความเส่ียงจากการก่อโรคและลด

โอกาสการชกันําการกลายพนัธุ์โดยไวรัส อีกทัง้ตวัพาท่ีใช้ยงัมีราคาถกู และง่ายตอ่การผลติอีกด้วย 

ซึง่ผลการทดลองนี ้ โดยในเบือ้งต้นผู้วจิยัจะประเมนิประสทิธิภาพของระบบนําสง่อนภุาคนาโน 

MPyMeChC และ/หรือ PEI ในการนําสง่ยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้งหลากหลายชนิด ได้แก่ A549, 

HeLa, SH-SY5Y และ MG-63 เพ่ือตรวจสอบศกัยภาพของระบบนําสง่ระดบั in vitro และทดสอบ

ความพิษของตวัพาตอ่เซลล์ จากนัน้ผู้วิจยัจะได้นํายีน bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) 

[8] เป็นต้นแบบศกึษาผลการนําสง่ยีนสูเ่ซลล์กระดกู MG-63 แล้วตรวจสอบผลการนําสง่จากการ

วดัปริมาณการแสดงออกของยีน BMP-2 หลงัจากการนําสง่ การทดลองนีส้ามารถตอ่ยอดงานวิจยั

ในด้าน bone engineering ได้ โดยการนําเซลล์ไปเพาะเลีย้งแบบ 3 มิตใิน tissue scaffold โดย

การเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิดของเซลล์กระดกูใน scaffold (ex vivo) เพ่ือใช้ในการปลกูถ่ายเซลล์

กระดกูของตนเองตอ่ไปได้ (autologous transplantation)  
 
วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

 1. เตรียมตวัพาจากพอลิเมอร์ประจบุวกผสมระหว่าง MPyMeChC และ/หรือ PEI เพ่ือจบั

กบัพลาสมิดดีเอ็นเอและตรวจสอบคณุลกัษณะทางกายภาพ-เคมีของ polyplex ท่ีเตรียมได้ 

 2. เพ่ือประเมินประสิทธภาพและความเป็นพิษของพอลิเมอร์ผสม MPyMeChC และ/หรือ 

PEI เม่ือใช้เป็นตวันําพาในการนําสง่ยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้ง HeLa, A549, SH-SY5Y และ MG-63 

 3. ทดสอบระบบนําส่งเม่ือนํามาใช้ในการส่งยีนบําบดั BMP-2 เพ่ือกระตุ้นกระบวนการ

สร้างกระดกู และตรวจสอบผลการนําส่งด้วยการวดัการแสดงออกของ BMP-2 ด้วยเทคนิค RT-

PCR  

 
ขอบเขตของงานวจิัย 

การวิจยันีเ้ป็นการประเมนิผลการนําสง่ยีนด้วยอนภุาคนาโนในระดบัเซลล์เพาะเลีย้ง โดย

ทดสอบระบบนําสง่ท่ีเตรียมขึน้กบัเซลล์เพาะเลีย้งหลายชนิด เพ่ือหาตวัพาท่ีใช้ได้ดีกบัเซลล์

หลากหลาย โดยตวัพาท่ีเหมาะสมสําหรับการนําสง่ยีนจะถกูประเมินควบคูไ่ปกบัผลการทดสอบ
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ความเป็นพษิของระบบตอ่เซลล์ ทัง้นีร้ะบบท่ีเหมาะสมท่ีสดุจะได้ถกูนํามาใช้เป็นต้นแบบสําหรับ

การนําสง่ยีน bone morphogenetic protein-2 (BMP-2) เป็นต้นแบบศกึษาผลการนําสง่ยีนสู่

เซลล์กระดกู MG-63 

 
ข้อจาํกัดของการวิจัย  

1. เน่ืองจากการศกึษาครัง้นีเ้ซลล์ท่ีเหมาะสมในการศกึษาคือ  Mesenchymal stem cells ซึง่

เป็นเซลล์ท่ีจะสามารถเหน่ียวนําให้เป็นเซลล์ osteoblast หรือเซลล์ชนิดอ่ืน ๆ โดยขึน้อยู่

กบัสารท่ีมากระตุ้นเซลล์ แต่เน่ืองจาก stem cell นัน้เพาะเลีย้งนัน้มีขัน้ตอนท่ียุ่งยาก

ซบัซ้อน รวมถึงเจริญเติบโตช้า ดงันัน้จึงใช้เซลล์ MG-63 ซึง่เป็น osteoblastic – like cell 

แทนในการศกึษาการนําสง่ยีน BMP-2 

2. โปรโมเตอร์ของพลาสมิดท่ีใช้ในการนําสง่ยีน BMP-2 นัน้ เป็นโปรโมเตอร์  polyhedrin ซึง่

ไม่เป็นโปรโมเตอร์ท่ีแสดงออกสงูในเซลล์สตัว์เลีย้งลกูด้วยนม (mammalian cell) เม่ือ

เทียบกบัเซลล์แมลง (dipteran cell) [9] 

  
ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1. สร้างองค์ความรู้ใหมพ่ฒันาระบบการนําสง่ยีนโดยท่ีมีความเป็นพิษตอ่เซลล์ต่ํา และมีการ

แสดงออกของยีนในระดบัท่ีสูงซึ่งอาจพฒันาไปใช้ในการนําส่งยีนหรือ RNAi (RNA 

interference) ท่ีมีความปลอดภยัได้ตอ่ไป 

2. เป็นงานวิจยัพืน้ฐานเพ่ือต่อยอดงานวิจยัในระดบัท่ีสงูขึน้ในอนาคตเพ่ือสามารถประยกุต์
ในการรักษาโรคหลายชนิดโดยมีความปลอดภยัมากขึน้จากการใช้ non-viral vector 
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บทที่  2 
เอกสารและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 

2.1 ยีนบาํบัดและระบบนําส่งยีน 
 การทํายีนบําบัดมีเป้าหมายท่ีจะแก้ปัญหาของโรคท่ีมีสาเหตุจากความบกพร่องทาง

พนัธุกรรม โดยการทดแทนหรือกดการแสดงออกของยีนท่ีเป็นสาเหตขุองความผิดปกต ินกัวิจยัและ

แพทย์จํานวนมากเช่ือว่า อนาคตของยีนบําบดัจะกลายเป็นเทคนิคพืน้ฐานท่ีใช้รักษาโรคทาง

พนัธุกรรม เช่น มะเร็ง โรคหวัใจและหลอดเลือด โรคติดต่อ โรคทางระบบประสาท เป็นต้น แม้ว่า

ยงัคงมีปัญหาและอปุสรรคมากมายเก่ียวกบัการทํายีนบําบดั แตย่งัคงมีความพยายามศกึษาและ

พฒันาเทคนิคการทํายีนบําบดัเกิดขึน้อยา่งตอ่เน่ือง รวมถึงได้มีการทดลองใน clinical trial ดงัภาพ

ท่ี 2.1  

 
ภาพที่ 2.1 จํานวนการทดลองทํายีนบําบดัตัง้แตปี่ ค.ศ.1989-2010 [10] 

ระบบนําสง่ยีนสําหรับการทํายีนบําบดั แบง่ออกเป็น 2 ระบบ ได้แก่ [11] วิธีทางกายภาพ 

(Physical methods) ได้แก่ gene gun, electroporation, ultrasound และ hydrodynamic 

delivery [12] วิธีทางเคมี (Chemical methods) ได้แก่  calcium phosphate, พอลเิมอร์ประจุ

บวก และไขมนัประจบุวก เป็นต้น [13] อยา่งไรก็ตามวิธีการท่ีกลา่วมาในข้างต้นสําหรับการนําสง่
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ยีนท่ีต่ํา การนําสง่ยีนอีกวธีิท่ีมีประสทิธิภาพและนิยมใช้ในการทดลองมากคือ การนําสง่ท่ีใช้ไวรัส

เป็นตวัพาทวา่ยงัมีปัญหาสําคญัในด้านความปลอดภยัอยู ่ เน่ืองจากไวรัสสามารถแทรกยีนของ

ตวัเองกบัจีโนมของเซลล์เจ้าบ้าน จงึทําให้มีโอกาสเป็นโรคจากไวรัสได้  อีกทัง้ยงัมีหลกัฐานวา่

ระบบนีส้ง่ผลทําให้เกิดตอบสนองภมูิคุ้มในทางลบ ทําให้เกิดความเสี่ยงท่ีจะเป็นมะเร็งได้ 

นอกจากนีก้ารผลติไวรัสจํานวนมากยงัเป็นเร่ืองท่ีทําได้ยากและมีราคาแพง [14] 

ตวัพาท่ีดีนัน้ต้องสามารถปกป้องดีเอ็นเอจากการถกูทําลายได้ มีความสามารถในการ

นําสง่ดีเอ็นเอขนาดใหญ่ สามารถบริหารการนําสง่ได้งา่ย เช่น นําสง่ได้โดยการสดูดม ทางปาก 

หรือฉีดเข้าไปโดยมีระยะเวลาท่ีอยูใ่นร่างกายนาน มีความจําเพาะตอ่เซลล์ท่ีนําสง่ไมว่า่จะเป็นการ

ใช้ receptor หรือ promoter ท่ีจําเพาะตอ่เซลล์นัน้ ๆ  มีประสทิธิภาพสงูในการนําสง่เข้าสูเ่ซลล์ไม่

วา่จะเป็นขัน้ตอนของการผา่นเข้าสูเ่ซลล์ การปลดปลอ่ยดีเอ็นเอจาก endososomal การนําสง่ยีน

เข้าสูนิ่วเคลียส มีความสามารถในการควบคมุการแสดงออกได้ โดยแสดงออกในระดบัท่ีสม่ําเสมอ

หรือสามารถถกูกระตุ้นการแสดงออกได้ด้วยยา สามารถนําสง่ได้ในเซลล์ท่ีไมมี่การแบง่ตวั มีความ

ปลอดภยั ไมเ่ป็นพษิ ไมก่ระตุ้นภมูิคุ้มกนัและไมทํ่าให้เกิดโรค  นอกจากนีย้งัควรมีความง่ายและ

ความคงตวัในการผลติรวมถงึมีกระบวนการผลติท่ีมีราคาไมแ่พงอีกด้วย [15] 

หากคํานงึถงึความปลอดภยั ตวัพาแบบ non-viral vector จงึเป็นทางเลือกท่ีดีกวา่ แม้วา่

การนําสง่ยีนโดยใช้ตวัพาท่ีเป็น viral vector นัน้จะมีประสทิธภาพเหนือกวา่ก็ตาม ปัจจบุนั non- 

viral vector ได้รับความสนใจอยา่งมาก โดยได้มีการพฒันาระบบนีใ้ห้มีประสทิธิภาพในการนําสง่

ยีนให้ดีขึน้ รวมทัง้ได้มีการออกแบบวิธีการนําสง่ให้มีความหลากหลาย เช่น การเพิ่มความจําเพาะ

ในการนําสง่สูเ่ป้าหมายอยา่งแมน่ยํา [16, 17] เป็นต้น ระบบดงักลา่วนีมี้ตวัพาหลากหลายรูปแบบ 

เช่น cationic lipids, cationic polymers, polysaccharides, dendrimers หรือแม้แต ่gold 

nanoparticles  เป็นต้น [18, 19] ซึง่ตวัพาเหลา่นีจ้ดัวา่มีความปลอดภยัสงู ราคาไมแ่พง เตรียม

ง่ายและสามารถผลติได้ในปริมาณมาก [20, 21] ตวัอยา่งของตวัพากลุม่พอลเิมอร์ท่ีสามารถจบั

กบัดีเอ็นเอแสดงใน ภาพท่ี 2.2 
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ภาพที่ 2.2  ตวัอยา่งโครงสร้างของพอลเิมอร์ซึง่ใช้เป็นตวัพาดีเอ็นเอ ประกอบด้วยกลุม่พอลเิมอร์ ประจบุวก (cationic polymers) และพอลเิมอร์ที่ยอ่ยสลายได้ตาม

ธรรมชาต ิ(biodegradable polymers) [22]
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จะเห็นได้วา่ non-viral vector ได้รับการพฒันาจนเป็นท่ียอมรับให้มีการทดลองระดบั clinical trial  

ผา่นการทดลองในชว่ง phase ตา่ง ๆ เพ่ือดผูลการรักษา โรคมะเร็ง และโรคตดิเชือ้ ดงัแสดงใน

ตารางท่ี 2.1 

ตารางที่ 2.1 การทํายีนบําบดั clinical trial เพ่ือการรักษาโรคด้วย non-viral vector [23] 

 
 
2.2 กลไกการเข้าเซลล์ (Endocytosis) 

การเข้าเซลล์ของโมเลกลุ สามารถเกิดได้ผา่นทัง้กลไกท่ีเป็นแบบจําเพาะ และไมจํ่าเพาะ 

[22] (ภาพท่ี 2.3)  

 
ภาพที่ 2.3 กลไกการเข้าเซลล์ของโมเลกลุแบบจําเพาะ (targeting uptake) และ ไมจํ่าเพาะ 

(non-specific uptake) [24] 
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1. การเข้าสูเ่ซลล์แบบจําเพาะ (Targeting uptake) สามารถแบง่ออกได้เป็นการนําเข้าสู่

เซลล์ผา่น receptor ท่ีจําเพาะกบัเซลล์เป้าหมาย และ การเลือกผา่นเน่ืองจากขนาดโดย

เซลล์บางชนิด [22] 

1.1 Receptor-mediated targeting and endocytosis คือ การใช้ ligand ท่ีจบัอยา่ง

จําเพาะกบั receptor บนผิวเซลล์ ซึง่ ligand นัน้มีตัง้แต ่ โปรตีน คาร์โบไฮเดรต 

สารชีวโมเลกลุอ่ืน ๆ เชน่ แอนติบอดี นอกจากนี ้ โมเลกลุท่ีใช้กนัมากเป็น

เป้าหมายในการนําสง่ยีน ได้แก่ folate และ transferrin อยา่งไรก็ตาม ligand 

เหลา่นีก็้สามารถท่ีจะถกูทําลายโดยระบบภมูิคุ้มกนัได้ 

1.2 Size exclusion and phagocytosis ขนาดหรือเส้นผา่ศนูย์กลางโมเลกลุมีขนาด

ระหวา่ง 1-10 ไมโครเมตร จะสามารถเข้าในเซลล์ท่ีมีกลไก phagocytosis ได้ 

เช่น  APCs (Antigen-presenting cells) ของระบบภมูิคุ้มกนั กลไกนีไ้ด้มีการ

นํามาใช้ในเร่ืองของการนําสง่ DNA vaccine 

2. การเข้าสูเ่ซลล์แบบไมจํ่าเพาะ (non-specific uptake)  

2.1 Ionic interaction with membrane-bound proteoglycans and endocytosis 

เป็นการเข้าเซลล์ท่ีไมมี่ความจําเพาะ โดยการใช้แรงระหวา่งประจขุองโมเลกลุกบั 

proteoglycans ท่ีอยูพื่น้ผิวของเซลล์ ซึง่ประกอบไปด้วย โปรตีนอยูบ่นเมมเบรนท่ี

เช่ือมกนัด้วย sulfate หรือ carboxylated glycoaminoglycans (GAGs) โดย 

GAGs นัน้มีความเป็นประจลุบท่ีสงูมากบนผิวเซลล์ กลไกนีไ้ด้นํามาใช้สําหรับ

นําสง่สารสงัเคราะห์ท่ีเป็นตวัพายีนให้มีความเป็นประจบุวกสงู เพ่ือท่ีจะสามารถ

จบักบัโมเลกลุนีบ้นผิวเซลล์ได้ แม้วา่กลไกการพาเข้าเซลล์ด้วยวธีินีย้งัไมช่ดัเจน 

แตว่ิธีนีเ้ป็นประโยชน์สําหรับการนําสง่ยีน  

2.2 Lipophilic interaction with phospholipid membrane and endocytosis อีก

วิธีหนึง่ท่ีจะนํายีนเข้าสูเ่ซลล์ได้ โดยใช้ตวัพาท่ีเป็นไขมนัผา่นเข้าไปในเย่ือหุ้มเซลล์

ซึง่เป็น phopholipid bilayer  

2.3 Cell penetrating peptide-mediated uptake มกัเป็นโปรตีนสายสัน้ขนาด 5-40 

หนว่ยอะมิโน ได้มาจากไวรัส ช่วยให้เกิดกระบวนการ penetrating ผา่นเข้าเซลล์

ได้ดี โดยกระบวนการนีมี้กลไกดงันี ้

- Direct penetration กลไกนีนํ้าสง่สารได้โดยผา่น electrostatic ของ

ประจบุวกในเปปไทด์กบัประจลุบของ phospholipid ซึง่จะรบกวนผิว
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เซลล์ทําให้สายเปปไทด์รวมกบัผิวเย่ือหุ้มเซลล์ได้ ซึง่เป็นวิธีท่ีไมต้่อง

อาศยัพลงังาน 

- Endocytosis mediated Translocation เป็นกระบวนการท่ีให้เกิดการ

กินของเซลล์ แล้วสง่ผา่นเย่ือหุ้มเซลล์ วิธีนีอ้าศยัพลงังาน เชน่ เปปไทด์ 

Trans-activating transcriptional activator จาก Human 

Immunodeficiency Virus 1 (HIV-1) ให้ผลในการสง่สารเข้าเซลล์

เพาะเลีย้งได้หลายชนิด [25] โดยจะใช้สว่น polyarginine จบักบั 

heparin sulphates ซึง่จะช่วยในการเข้าเซลล์ผา่นโดย 

macropinocytosis 

- Translocation through the formation of a transitory structures เปป

ไทด์จําพวกนีจ้ะจบักบัประจลุบของ phospholipid บนผิวเซลล์ ทําให้

เกิดเป็น micelle ภายในเมมเบรน หรือเกิดรูท่ีมีลกัษณะเป็น b-barrel 

บนผิวเซลล์โดยท่ีตวัพาเข้าไปนัน้จะต้องมีความเป็น hydrophobic ด้วย

[26, 27] 

 

 

2.3 การนําส่งยีนเข้าสู่เซลล์โดยพอลิเมอร์ประจุบวก 

จากตวัพาท่ีได้กลา่วข้างต้น พอลเิมอร์ประจบุวกเป็นกลุม่ท่ีได้รับความนิยมอยา่งมาก 

เน่ืองจากพอลเิมอร์เหลา่นี ้ มีประจบุวกท่ีใช้จบักบัประจลุบของดีเอ็นเอ ทําให้โครงสร้างของดีเอ็นเอ

ทัง้ก้อนขดแนน่อยูใ่นขนาดท่ีเหมาะสมท่ีจะผา่นเข้าสูเ่ซลล์ โดยเฉพาะท่ีเกิดเป็นอนภุาค เรียกวา่ 

“polyplex” โดย polyplex ขนาดนาโนเมตรสามารถผา่น receptor-mediated endocytosis หรือ 

ไมโครเมตรสามารถผา่น macropinocytosis หรือ phagocytosis ได้ นอกจากนีแ้ล้วการนําสง่ดี

เอ็นเอท่ีบรรจอุยูใ่นอนภุาคยงัสามารถป้องกนัดีเอ็นเอจากการถกูทําลายโดยเอนไซม์จากทัง้ในและ

นอกเซลล์อีกด้วย [28]  ทัง้นี ้polyplex มีขัน้ตอนการผา่นเข้าเซลล์ดงัแสดงในภาพท่ี 2.4 
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ภาพที่ 2.4 กลไกการนําสง่ยีนโดย polyplex มีขัน้ตอนดงันี ้(I) การเกิดการรวมตวัของยีนและพอลิ

เมอร์เกิดเป็นอนภุาค polyplex, (II) อนภุาคถกูนําเข้าเซลล์ผา่นกลไกซึง่มีหลายรูปแบบ, (III) 

อนภุาคถกูปลดปลอ่ยออกจาก endosome, (IV) ดีเอ็นเอถกูปลดปลอ่ยออกจากอนภุาค, (V) ดีเอ็น

เอเคล่ือนตวัในไซโตพลาสซมึผา่นเข้าสูนิ่วเคลียส, (VI) ยีนมีการแสดงออก เพ่ือผลติโปรตีน [22] 

2.4 รูปแบบการจับกันของดเีอน็เอ (DNA packaging) กับพอลิเมอร์ประจุบวก  

1. Electrostatic interaction วธีินีจ้ะใช้ความเป็นประจลุบโดยธรรมชาตขิองดีเอ็นเอ เพ่ือท่ีจะ

ก่อให้เกิดการเกาะกลุม่โดยผา่นแรงกระทําทางประจ ุ (electrostatic interaction) จบักบั

พอลเิมอร์สว่นใหญ่จะมีประจบุวกจาก amino group ซึง่ดีเอ็นเอและพอลเิมอร์นีป้ระจุ

บวกสามารถเกิดปฏิกิริยากนัได้เอง เม่ือประจรุะหวา่งไนโตรเจนและฟอสเฟตมีอตัราสว่นท่ี

เหมาะสม อยา่งไรก็ตาม การท่ีอนภุาคมีประจบุวกในระดบัสงูจะมีความสมัพนัธ์กบัความ

เป็นพษิตอ่เซลล์ นอกจากนี ้ การมีประจบุวกมากยงัทําให้การปลอ่ยดีเอ็นเอเข้าไปถึง

เป้าหมายท่ีจะทํางานได้ยากขึน้ 

2. Encapsulation เป็นอีกหนึง่ทางเลือกนอกจากการใช้ electrostatic interaction polymer 

โดยใช้พอลเิมอร์ท่ียอ่ยสลายได้ห่อหุ้มดีเอ็นเอ แล้วให้มีการปลดปลอ่ยดีเอ็นเอออกมาได้ใน

เซลล์ อยา่งไรก็ตาม วิธีการหอ่หุ้มอาจต้องใช้การสงัเคราะห์ท่ีมีการใช้แรงดนัมาก 

สารอินทรีย์หรืออณุหภมูิสงู ซึง่จะทําให้ดีเอ็นเอถกูทําลายได้ นอกจากนีย้งัมีปัญหา

เก่ียวกบัการปลอ่ยดีเอ็นเอออกมาอยา่งไมส่มบรูณ์อีกด้วย 
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3. Adsorption เป็นวิธีสร้างอนภุาคขึน้ โดยให้ผิวของอนภุาคมีประจซุึง่สามารถให้ดีเอ็นเอมา

เกาะได้ และเม่ือพอลเิมอร์ถกูทําลาย ก็จะสามารถปลอ่ยดีเอ็นเอออกมาได้ ข้อเสียของวิธี

นี ้ไมส่ามารถปกป้องดีเอ็นเอจากการยอ่ยสลายได้ดี เม่ือเทียบกบั 2 วธีิข้างต้น 

 

ภาพที่ 2.5 รูปแบบการจบักนัของดีเอ็นเอกบัพอลเิมอร์ทัง้แบบ electrostatic interaction, 

encapsulation และ adsorption [22] 

ในการทดลองครัง้นีเ้ราเลือกใช้พอลิเมอร์กลุ่มไคโตซาน เป็นตวัพาในการนําสง่ยีน ไคโต

ซานเป็นพอลเิมอร์ตามธรรมชาต ิมีประจบุวก ยอ่ยสลายได้และไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล์  แตเ่น่ืองจากไค

โตซานมีคณุสมบตัไิมล่ะลายนํา้ ดงันัน้จงึมีได้การสงัเคราะห์อนพุนัธ์ไคโตซานขึน้ โดยมีการเติมหมู ่

methyl เพ่ือเพิ่มความสามารถในการละลายนํา้ (hydrophilicity)  อีกทัง้ยงัได้เพิ่มหมู่ aromatic 

ring เพ่ือเสริมการจบักนัของพอลิเมอร์และดีเอ็นเอ เน่ืองจากความเป็นประจุบวกของ pyridine 

ring อาจจะสามารถเปล่ียนตําแหน่งได้จากการ resonance ซึง่อาจจะทําให้ดีเอ็นเอจบักบัพอลิ

เมอร์แน่นขึน้ [4] อนุพนัธ์ไคโตซานท่ีสงัเคราะห์ขึน้นี ้คือ methylated N-(4-pyridinylmethyl) 

chitosan chloride (MPyMeChC) ซึง่มีโครงสร้างดงัแสดงในภาพท่ี 2.6  
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ภาพที่ 2.6 โครงสร้างของไคโตซาน [29] (บน) และการสร้างอนพุนัธ์ไคโตซาน methylated N-(4-

pyridinylmethyl) chitosan chloride (MPyMeChC) [4] (ลา่ง) 

 จากการทดลองของ Sajomsang และคณะ 2009 พบวา่ MPyMeChC มีประสทิธิภาพใน

การนําสง่ยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้ง Huh7 แตพ่อลเิมอร์ชนิดนีมี้ประสทิธิภาพต่ําเม่ือต้องการนํา สง่ยีนสู่

เซลล์ HeLa ซึง่แสดงให้เห็นวา่การใช้ MPyMeChC เป็นตวัพายงัมีข้อจํากดั เม่ือต้องการนําไปใช้

กบัเซลล์ชนิดอ่ืน ด้วยเหตนีุ ้ คณะผู้วิจยั จงึต้องการเสริมประสทิธิภาพการนําสง่ยีนของ 

MPyMeChC โดยได้เลือกใช้ระบบพอลเิมอร์ผสม พอลเิมอร์ท่ีใช้เป็นตวัเสริมประสทิธิภาพการ

นําสง่ คือ PEI ซึง่เป็นพอลเิมอร์ประจบุวกท่ีนิยมใช้ในระบบนําสง่ยีนมากท่ีสดุ [29] การใช้ PEI 

สําหรับการนําสง่ยีนยงัคงเป็นวิธีมาตรฐาน (gold standard) เน่ืองด้วย PEI มีประสทิธิภาพ

ประสทิธิภาพในการนําสง่ยีนสงูทัง้ใน in vivo และ in vitro รวมถึงประสทิธิภาพในการนําสง่ยีนสงู 

[30] การมีประจบุวกสงูของ PEI ทําให้สามารถจบัดีเอ็นเอและเกิดการขดแน่น (ภาพท่ี 22) 

นอกจากนี ้PEI ยงัมีคณุสมบตัเิฉพาะ ท่ีเรียกวา่ “proton sponge effect” ช่วยในการหลบหนีการ

ยอ่ยสลายของเอนไซม์ใน endosome [31] ป้องกนัดีเอ็นเอจากการถกูทําลายเม่ืออนภุาคถกูนําสง่

เข้าเซลล์ เน่ืองจาก PEI มีความเป็นเบสออ่นจงึมีความสามารถในการรับโปรตอนได้มาก ทําให้ Cl- 

เข้าไปสะสมใน endosome และพานํา้เข้าไปด้วยทําให้เกิดการบวมแตกของ endosome ขึน้จาก

แรงดนัออสโมตกิ ทําให้อนภุาคถกูปลดปลอ่ยมาจาก endosome  รอดพ้นจากการยอ่ยโดย

เอนไซม์ ช่วยให้การนําสง่ดีเอ็นเอมีประสทิธิภาพสงู อยา่งไรก็ตาม PEI ก็มีข้อเสียในเร่ืองของการมี

คา่ประจบุวกสงู ทําให้ PEI มีความเป็นพษิตอ่เซลล์สงู เม่ือใช้เป็นตวัพานําสง่ยีน  
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ภาพที่ 2.7 แสดงภาพจาก scanning force microscope สายของดีเอ็นเอ (ซ้าย) และสายดีเอ็น

เอท่ีถกูขดแนน่โดย PEI (ขวา) [32] 

ในการทดลองนีจ้ะใช้ PEI เสริมประสิทธิภาพการนําส่งยีนของ MPyMeChC โดยคาดว่า

จะสร้างระบบนําส่งท่ีมีประสิทธิภาพดีและใช้นําส่งยีนสู่เซลล์ได้หลากหลายประเภท ระบบพอลิ

เมอร์ผสม MPyMeChC และ PEI นี ้มีข้อดีจาก PEI คือมีประสิทธิภาพการนําส่งยีนสงู และใน

ขณะเดียวกนัความเป็นพิษตอ่เซลล์ของตวัพาจะต่ําลงเน่ืองจากระบบนําส่งมี MPyMeChC  การ

ทดลองเร่ิมต้นตัง้แต่การหาอตัราส่วนท่ีเหมาะสม ในการผสมพอลิเมอร์ MPyMeChC และ/หรือ 

PEI กบัดีเอ็นเอ เพ่ือศกึษาลกัษณะและคณุสมบตัิของ polyplex ท่ีเกิดขึน้ ศกึษาผลการนําสง่ยีนสู่

เซลล์เพาะเลีย้ง HeLa, A549, SH-SY5Y และ MG-63 โดยเบือ้งต้นได้นําส่งยีนสงัเคราะห์ 

luciferase ซึ่งสามารถวดัปริมาณได้และง่ายในการตรวจตามผลการนําส่ง ท้ายท่ีสดุ ตวัพาท่ีมี

อตัราส่วนท่ีเหมาะสมสําหรับการนําส่งได้ถกูนํามาใช้นําส่งยีนสงัเคราะห์ Bone morphogenetic 

protein เพ่ือเป็นต้นแบบของการนําสง่ยีนบําบดั ซึง่อาจพฒันาไปสู ่ cell-based gene therapy 

สําหรับการสร้างกระดกูตอ่ไป 

2.5 Bone morphogenetic protein (BMP) 

 BMP เป็น growth factor ตามธรรมชาต ิหลงัจากการค้นพบเม่ือปี ค.ศ. 1965 [33] จนถึง

ปัจจบุนั BMP จดัเป็นโปรตีนประเภทเดียวท่ีสามารถชกันําให้เกิดการสร้างกระดกูใหมไ่ด้ BMP 

สร้างจากเซลล์ osteoblast ซึง่มีต้นกําเนิดจาก mesenchymal stem cell ท่ีเป็น osteoprogenitor 

โปรตีนชนิดนีทํ้างานโดยการจบักบัเซลล์เป้าหมายบน bone morphogenetic protein receptor 

(BMPR) แล้วสง่สญัญาณตอ่ไปยงั nucleus โดยผา่น intracellular protein ท่ีเรียกวา่ SMADs 

[34] ซึง่จะชกันําให้เกิดการแปลรหสัของ osteogenic genes ตอ่ไป [35, 36] กลไกนีใ้ช้ในการ

สร้างและซอ่มแซมกระดกู รวมทัง้เนือ้เย่ือหลายชนิด ซึง่ถือเป็นกระบวนการสร้างกระดกูภายหลงั
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การกําเนิด (Post-natal bone development) นอกจาก BMP จะมีความสําคญัในกระบวนการ

สร้างกระดกูและกระดกูออ่นแล้ว โปรตีนนีย้งัจดัเป็นโปรตีนบําบดั (Therapeutic protein) ซึง่มีการ

นําไปใช้ในทางการแพทย์มากมาย  

2.5.1 ประวัตกิารค้นพบโปรตนี BMP 

  ในปี 1965  Urist [33] ค้นพบวา่  bone matrix ความสามารถเหน่ียวนําให้สร้างกระดกูได้ 

Urist แสดงให้เห็นว่าสารสกัดจากกระดูกสามารถเหน่ียวนําให้เกิดกระดูกใหม่ได้ในบริเวณ

กล้ามเนือ้ในหนทูดลอง เป็นการค้นพบ “Bone morphogenetic protein” หรือ “osteogenic 

protein” ซึง่เป็นสารท่ีอยูใ่น demineralized bone ทําหน้าท่ีการเหน่ียวนําการสร้างกระดกูใหม ่

 ในปี 1981 Reddi และ Sampath [37] ได้ยืนยนัผลการทดลองของ Urist โดยได้แยกสกดั

โปรตีนออกจาก Bone matrix และพบว่า Bone matrix ไม่สามารถทําให้เกิดสร้างกระดกูใหม่ได้ 

แตถ้่าโปรตีนยงัคงอยู ่พบวา่ Bone matrix สามารถเหน่ียวนําการสร้างกระดกูได้ 

 ในปี 1988 Johnson [38] มีการแยกและทําการหาลําดบัเบสของโปรตีน BMP ของมนษุย์

สําเร็จ 

2.5.2 การจัดจาํแนกและโครงสร้างของโปรตนี BMP  

BMP เป็นสมาชิกของ Transforming growth factor β superfamily (TGF-β) ซึง่เป็น 

growth factor กลุม่ใหญ่ท่ีมีสมาชิกมากกว่า 40 กลุม่ TGF-β ได้ช่ือมาจากความสามารถในการ

เปล่ียนแปลงเซลล์เพาะเลีย้ง fibroblasts โดยท่ี BMP-1 ซึง่เป็น pro-collagen C-protease ไม่ได้

ถือเป็นสมาชิกอยูใ่น TGF-β 

BMP แบง่ได้อยา่งกว้างเป็น 4 subfamily โดยดจูากกรดอะมิโนท่ีมีความคล้ายคลงึกนัคือ 

1.  BMP-2 และ BMP-4  

2.  BMP-3 และ BMP-3b  (growth/differentiation factor; GDF10)  

3.  BMP-5, 6, 7 และ 8  

4. GDF-5, 6 และ 7 (BMP-14, 13 และ 12) มกัรู้จกัในช่ือ cartilage-derived 

morphogenetic protein 1, 2 และ 3 

BMP ได้ถกูผลิตออกในรูป precursor protein  ซึง่ประกอบด้วย signal peptide ยาว

ประมาณ 15-25 หน่วยอะมิโน pro-domain (poorly conserved) ขนาด 50-375 หน่วยอะมิโน 
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และ mature carboxy terminal region ขนาด 100-125 หน่วยอะมิโน (ภาพท่ี 2.8) ซึง่มี cysteine 

6 หน่วย เป็น cysteine knot เช่ือมกนัด้วย disulphide bond เป็นโครงสร้างท่ีแข็งแรงภายในสาย 

(intrachain) และมี cysteine อีกหนึง่หน่วยทําหน้าท่ีในการ dimerization กบั BMP monomer อีก

สายหนึ่งด้วย (interchain) [39, 40] โดยก่อนท่ีจะมีการหลัง่ BMP ออกมา signal peptide และ 

pro-domain จะถกูตดัโดย proteolytic processing เผยให้เห็นสว่นท่ีเป็นปลายด้าน carboxy  ท่ี 

active ออกมา โปรตีนท่ีเป็น precursor จะผ่านการ glycosylation ท่ี N-terminal และ 

dimerization  [40, 41] 

 

ภาพที่ 2.8 โครงสร้างของ BMP-2 (Bone morphogenetic protein-2) [42] 

ในบริเวณ mature carboxy terminal region มี cysteine 7 หน่วย เป็นบริเวณอนรัุกษ์ 

(conserved region) ของโปรตีน ซึง่คาดว่ามีความเก่าแก่ถึงประมาณ 600 ล้านปี ทําให้ BMP มี

ความอนรัุกษ์สงูมาก ดงันัน้การใช้ human recombinant BMP จึงคอ่นข้างมีประสิทธิภาพสงู เม่ือ

ใช้เหน่ียวนําการสร้างกระดกูในตา่งสปีชีส์ [40] 

2.5.3 Bone morphogenetic protein signaling pathway 

Receptor ของ BMP เป็น serine-threonine kinase โดย receptor จะจบักบั BMP เป็น 

heteromeric complex และก่อให้เกิดการกระตุ้นต่อไปผ่านทาง Smads pathway (small 

mothers against decapentaplagic) [39] ดงัแสดงในภาพท่ี 2.9 
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ภาพที่ 2.9 กลไกการตอบสนองการกระตุ้นของ BMP ผา่น Smads pathway [43] 

เม่ือ BMP จบักบั BMP receptor แล้ว จะเกิดกระบวนการ phosphorylation ท่ีโปรตีน 

SMAD 1, 5 หรือ  8   แล้วไปจบักบัโปรตีน SMAD4 ใน cytoplasm แล้วเคลื่อนเข้าสูนิ่วเคลียสเพ่ือ

กระตุ้นการแปลรหสัของ BMP-response gene (runx2) มีผลให้เกิดการกระตุ้นยีนอ่ืน ๆ เช่น 

COX-2 และ  type X collagen (Col-x) เพ่ือเหนีjยวนําการสร้างกระดกูต่อไป กระบวนการ 

phosphorylation ใน SMAD1, 5 หรือ 8 นัน้สามารถถกูยบัยัง้ได้โดย SMAD 6 และ 7  นอกจากนี ้

ยงัมี SMAD 1 ท่ีสามารถกระตุ้นให้เกิดการแสดงออกของ osteopontin gene ทําให้เกิดการ 

differentiation ของ osteoblast ได้ด้วย [43] 

2.5.4 โปรตนีที่มีผลต่อการทาํงานของ BMP 

1. BMP binding protein: noggin และ chordin ซึง่ป้องกนัการจบักนัของ BMP2, 

BMP4, BMP7 กบั receptor ของมนั ซึ่งมีผลทําให้ osteoblast ไม่เกิดการ differentiation 

คาดหวงักันว่าการยบัยัง้การทํางานของโปรตีนนีน้่าจะเป็นวิธีการท่ีช่วยรักษาโรคกระดกูพรุนได้ 

[44] 
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2. Ubiquitin-proteosome degradation of BMP signaling proteins ซึง่กลไกนีมี้

ความสําคญัในกระบวนการทางชีวภาพมากมายรวมทัง้ cell-cycle progression, gene 

transcription และ signal transduction มี enzyme มาเก่ียวข้อง 3 ชนิด E1 (ubiquitin-

activating enzyme), E2 (ubiquitin-conjugating enzyme) และ E3 (ubiquitin ligase) ซึง่

ความจําเพาะของโปรตีนท่ีถกูทําลายจะถกูกําหนดโดย E3 (ubiquitin ligase) และโดยสว่นมาก

โปรตีนจะถกูทําลายโดย 26S proteosome  

3. Smad ubiquitin regulatory factor 1: Smurf1 เป็นโปรตีนท่ีสามารถจบักบั Smads 6 

และ 7 ซึง่ Smurf1 เป็นโปรตีนท่ีอาศยัอยู่ในนิวเคลียสและมีบริเวณท่ี E3 สามารถจดจําได้เม่ือมนั

ถกูสง่ออกมายงั cytoplasm  มนัจะจบักบั Smads 6 และ 7 สง่ผลให้เกิดการทําลายของ type I 

TGF β, BMP receptor และ Smad 1 และ 5 [45] 

4. Smad autocrine switch-off signal: Smad6 ท่ีเป็นสมาชิกของ Smad family มนัจะ

ไปจบักบั type I BMP receptor  โดย Smads 6 จะยบัยัง้การ phosphorylate ของ Smads 1 และ 

5 ยบัยัง้การเกิด hetertromerization กบั Smads 4  

5. Tob anti-proliferative protein  ซึง่จะเลือกจบักบั Smad 1 และ 5 มีผลยบัยัง้ BMP 

signaling  

2.5.5 หน้าที่ของ BMP และ การประยุกต์ ใช้ BMP ในทางการแพทย์ 

BMP มีหน้าท่ีควบคมุการเจริญเติบโต (growth) พฒันาการ (differentiation) และการ

ตาย (apoptosis) ของเซลล์ มีบทบาทสําคญัในหลายอวยัวะและเนือ้เย่ือ รวมทัง้ระบบกล้ามเนือ้ 

และโครงร่าง ระบบประสาท ฟัน ปอด ไต ต่อมลูกหมาก ระบบสืบพันธุ์  ผมและขน การสร้าง

ร่างกายระยะ embryo เช่น การตายของเนือ้เย่ือเก่ียวพนับริเวณระหว่างนิว้ก็ควบคมุด้วย BMP 

ผา่น program cell death 

แม้ว่า BMP จะมีหลายชนิด แต่ชนิดท่ีได้รับการยอมรับจาก Food and Drug 

Administration (FDA) ให้นํามาใช้กบัมนษุย์ได้มีเพียง 2 ชนิด คือ BMP-2 และ BMP-7 ซึง่ BMP-2 

เป็นสารกระตุ้นการเจริญเติบโต มีความสามารถในการกระตุ้นเซลล์เนือ้เย่ือเก่ียวพนัให้พฒันาเป็น

เซลล์สร้างกระดกู และกระตุ้นยีนหลายชนิดท่ีจําเป็นตอ่การพฒันาเซลล์สร้างกระดกูเพ่ือให้เกิดเป็น

เซลล์กระดกูท่ีสมบูรณ์  ผลการศึกษาในสตัว์ทดลองหลายชนิดแสดงให้เห็นถึงประสิทธิภาพของ 
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BMP-2 ทัง้ในรูปแบบโปรตีนและโปรตีนสายผสม (recombinant protein) ในการสมานกระดกูท่ี

หกัทัง้กระดกูกระโหลกศีรษะและกระดกูระยางค์รวมไปถึงภาวะกระดกูพรุน   

 ปัจจบุนัมีการทําใช้เทคนิคการสร้างโปรตีนสายผสมเพ่ือผลติโปรตีน BMP ในเซลล์เจ้าบ้าน

ท่ีได้รับการยอมรับจาก FDA ทําให้มีความปลอดภยัมากขึน้ ลดโอกาสการเกิดอาการแพ้หรือโรค

ตา่ง ๆ แตท่ัง้นีโ้ปรตีนยงัมีราคาแพง และสลายตวัได้ง่าย เน่ืองจากถกูทําลายได้ในตบั จึงอยู่ในซีรัม

ได้ในระยะสัน้ ดงันัน้การรักษาโรคเก่ียวกบักระดกู จึงมกัจะนําส่งยีนบําบดัเข้าเซลล์ก่อน(ex vivo 

gene delivery) แล้วชกันําให้เซลล์พฒันาเป็นเซลล์สร้างกระดกูในวสัดท่ีุเป็น scaffold หรือ 

carrier matrix  ซึง่มีหลากหลายแบบ และมีคณุสมบตัิท่ีแตกต่างกนั เช่น titanium, collagen, 

non-collagenous protein, hydrogel หรือ hydroxyapatite เป็นต้น [39] การใช้ carrier matrix 

ในการเพาะเลีย้งเซลล์จะเป็นเสมือนการจําลองสภาพของเนือ้เย่ือภายในร่างกายท่ีมีการเรียงตวั

เป็นโครงสร้าง 3 มิติ  โดยจะส่งเสริมให้เกิดการส่งสญัญาณของเซลล์อย่างเหมาะสม ทําให้เกิด 

migration, proliferation และ differentiation ของเซลล์ พอลิเมอร์ท่ีนิยมใช้ในการทํา tissue 

engineering  ได้แก่ poly(α-hydroxy acids) [e.g., polylactic acid (PLA), polyglycolic acid 

(PGA)], poly(ortho esters) และ polyurethanes เป็นต้น แตมี่เพียง PLA และ PGA เป็นพอลิ

เมอร์สงัเคราะห์เพียงไมก่ี่ชนิดท่ีได้รับการยอมรับให้ใช้ในงานด้านคลนิิกกบัมนษุย์ 

นอกจากนีว้ิธีการดงักล่าวข้างต้น ยงัมีความพยายามในการใช้เทคนิค gene therapy 

นําสง่ยีนโดยตรง (in vivo gene therapy) เพ่ือรักษาโรคเก่ียวกบัโรคกระดกูพรุน หรือแม้กระทัง่การ

ยบัยัง้ inhibitor ของ BMP โดยใช้ siRNA ก็เป็นอีกหนทางหนึ่งท่ีน่าสนใจในการนําไปใช้รักษาจริง

ได้ [44] 

 

 

ภาพที่ 2.10 Ex vivo gene delivery (ซ้าย) และ in vivo gene delivery (ขวา)  [46] 
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ทัง้นี ้ ในการทดลอง ผู้วจิยัจะได้นําสง่ยีนบําบดั BMP-2 เข้าสูเ่ซลล์ osteoblast ซึง่เป็นเซลล์สร้าง

เนือ้กระดกูท่ีเจริญพฒันามาจากเซลล์ต้นกําเนิดเซลล์กระดกู (osteoprogenitor cells) ซึง่พฒันา

จาก mesenchymal stem cell (ภาพท่ี 2.11) ขณะท่ีใน osteogenic linage มีพฒันาการไปนัน้ 

จะมีการสร้างสารตา่ง ๆ ท่ีจําเป็นตอ่การสร้างกระดกูและบริเวณโครงสร้างท่ีจะสร้างเส้นเลือดมา

เลีย้ง โดย BMP-2 มีบทบาทมากในการกระตุ้นให้เกิดพฒันาการของเซลล์ โดยการทํางานผา่น 

transcription factor runx2 (Runt-related transcription factor 2) ซึง่เป็น marker ตวัแรกของ 

osteoblastic lineage cell โดย runx2 ยงัทําให้เซลล์เพิ่มจํานวนขึน้ได้จากหลายกลไก และมีผล

ควบคมุการแสดงออกของยีนหลายชนิด ได้แก่ osteocalcin, VEGF, RANKL, sclerostin และ 

dentin matrix protein 1 (DMP1) เป็นต้น นอกจากนี ้เม่ือ osteoblast เกิดการ mineralization จะ

มีการแสดงออกของยีน alkaline phophatase และ type I collagen อีกด้วย โปรตีนท่ีผลติจาก

การแสดงออกของยีนเหลา่นี ้ ถือเป็น biochemical marker ท่ีสามารถใช้ตรวจตามกระบวนการ

สร้างกระดกูได้ [47] 

 

 
 

ภาพที่ 2.11 พฒันาการของเซลล์ใน osteogenic lineage [48] 
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บทที่  3 
วธีิดาํเนินการวจิัย 

 
3.1 เคร่ืองมือ อุปกรณ์ และสารเคมีที่ใช้ในการทดลอง 
 เคร่ืองมือ บริษัทผู้ผลิต ประเทศ 
1. กล้อง Confocal laser scaning microscope (LSM-

700)    

Carl zeiss เยอรมนั 

2. กล้องจลุทรรศน์ชนิดหวักลบั (inverted microscope) 

รุ่น Olympus CK30    

Olympus ญ่ีปุ่ น 

3.  

 

เคร่ือง Cryocentrifuge รุ่น Biofuge Stratos        Kendro 

Laboratory 

Products 

เยอรมนี 

4. เคร่ือง Micro High Speed Refrigerated Centrifuge   

รุ่น VS-15000CFNII 

Vision Scientific 

Co.,Ltd 

เกาหลีใต้ 

5.  เคร่ือง Suction รุ่น Pumpe 4010                              Boehringer 

Mannheim 

เยอรมนี 

6.  

 

เคร่ือง Thermal Cycler รุ่น GeneAmp PCR System 

2400   

PerkinElmer สหรัฐอเมริกา 

7.  

 

เคร่ือง Thermal Cycler รุ่น PTC-200                            MJ Research, 

Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

8. เคร่ือง Thermal Cycler รุ่น PX2                                 Thermo 

Scientific, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

9.  เคร่ือง Vacuum Concentrator (DNA speedVacs) 

รุ่น DNA110-230  

Thermo 

Scientific, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

10.  

 

เคร่ืองเขยา่ผสม (Vortex Mixer) รุ่น FINE VORTEX 

ใต้   

FINEPCR เกาหลี 

11.  เคร่ืองชัง่แบบละเอียด รุ่น AB204-S CLASSIC             METTLER 

TOLEDO 

สวิสเซอร์ 

แลนด์ 

12.  

 

เคร่ืองถ่ายภาพเจล (GEL DOC 1000)                          BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 
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13.  เคร่ืองวดัคา่การดดูกลืนแสง nanodrop 1000           Thermo 

Scientific, Inc 

สหรัฐอเมริกา 

14.  

 

เคร่ืองวดัแสง luminescence (Luminometer) รุ่น 

VICTOR3       

PerkinElmer สหรัฐอเมริกา 

15. 

 

ชดุถ่ายภาพเจล (Transilluminator และ Doc-Print)       VILBER 

LOURMAT 

ฝร่ังเศส 

16.  ตู้แช่แข็ง -20 °C (Top Open Chest Freezer)              SANYO Electric 

Co.,Ltd 

ญ่ีปุ่ น 

17.  

 

ตู้แช่แข็ง -80 °C (ULT Deep Freezer) รุ่น DF8524       ilShin Lab 

Co.,ltd. 

เกาหลีใต้ 

18.  

 

ตู้ปลอดเชือ้ (Class II Biosafety Cabinet)รุ่น 

NapFLOW (Napco)    

Thermo 

Scientific, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

19.  

 

ตู้ปลอดเชือ้ (Larminar Flow Cabinet)                        E.S.I. 

FLUFRANCE 

ฝร่ังเศส 

20.  

 

ตู้อบ (Incubator Shaker) Minitron                              Appropriate 

Technical 

Resources, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

21.  

 

ตู้อบ (Incubator)                                                        Memmert เยอรมนี 

22.  

 

ตู้อบเพาะเลีย้ง CO2 (CO2 Incubator)                Sheldon 

Manufacturing 

Inc 

สหรัฐอเมริกา 

23.  

 

ถงั Liquid Nitrogen รุ่น XT20                                   TAYLOR-

WHARTON 

สหรัฐอเมริกา 

24. อา่งนํา้ควบคมุอณุหภมู ิ(Waterbath)                            Memmert เยอรมนี 

  
อุปกรณ์  

 
บริษัทผู้ผลิต 

 
ประเทศ 

1.  

 

96  Well Cell Culture Cluster, Flat Bottom with Lid   Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

2.  Auto pipette (ขนาด 20 μl)                                         BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 
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3. Auto pipette (ขนาด 20, 200, 1000 μl)                       GILSON ฝร่ังเศส 

4.  

 

BARRIERTIPS (ขนาด 20, 200, 1000 μl)                    Continental Lab 

Products, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

5.  

 

Cell Culture Dish (ขนาด 100mm X 20mm)                Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

6.  Cell Culture Flask (ขนาด 25 cm2 และ 75 cm2 Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

7.  Centrifuge tube (ขนาด 15 ml และ 50 ml)              BioLogix 

Research 

สหรัฐอเมริกา 

8.  

 

Centrifuge tube (ขนาด 50 ml)                                   Corning, Inc. สหรัฐอเมริกา 

9.  

 

Cryovial tube (ขนาด 2 ml)                                       Simport plastics แคนาดา 

10.  Disposable Serological pipette (ขนาด 5 ml และ 

10 ml) 

Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

11.   Luminometer Plate                                                    PerkinElmer สหรัฐอเมริกา 

12.  

 

Microcentrifuge tube (ขนาด 0.5 ml และ 1.5 ml) 

และ PCR tube       

Continental Lab 

Products, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

13.  Pasteur pipette                                                     COPAN 

innovation 

สหรัฐอเมริกา 

14.  Pipette Aid รุ่น Portable XP                                   Drummond 

Scientific 

สหรัฐอเมริกา 

15.  Pipette tips (ขนาด 10, 200, 1000 μl)                         Corning Inc. สหรัฐอเมริกา 

16.  

 

SUB CELL รุ่น Mini-Sub Cell GT                                BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 

17.  SUB CELL รุ่น Wide Mini-Sub Cell GT                       BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 

18.  เคร่ือง Power Supply รุ่น POWER PAC 200 และ 

300       

BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 

19.  

 

เคร่ือง Power Supply รุ่น SX250 MightySlim PSU.      Hoefer, Inc. สหรัฐอเมริกา 
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20.  

 

จานเพาะเลีย้งเชือ้ (Petri Dishes)                                Bibby Sterilin 

Ltd. 

องักฤษ 

  
สารเคมี 

 
บริษัทผู้ผลิต 

 
ประเทศ 

1. 100X Antibiotic-Antimycotic Solution 10,000 

units/ml    Penicillin, 10,000 μg/ml Streptomycin 

Amphotericin B 250 μg/ml      

Invitrogen สหรัฐอเมริกา 

2.  25KDa branch Polyethyleneimine(PEI)                     Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

3.  2-Propanol                                                                Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

4.  Absolute Ethanol                                                       MERCK เยอรมนี 

5.  AMPICILIN  Biobasic แคนาดา 

6.  BACTO-AGAR                                                       Becton 

Dickinson 

สหรัฐอเมริกา 

7.  BactoTM Yeast Extract                                            Becton 

Dickinson 

สหรัฐอเมริกา 

8.  Chloroform Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

9.  Dexamethasone-Water Soluble Cell Culture            Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

10. Diethyl pyrocarbonate (DEPC)                                 Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

11. Dimethyl Sulfoxide                                                    MERCK เยอรมนี 

12.  Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) 

with 4.00 mM/L Glutamine, 4500 mg/L Glucose 

without Sodium Pyruvate    

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

13.  Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS 

Modified) without Calcium, Magnesium      

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

14.  Eagle’s Minimun Essential Medium (EMEM) with 

2.00 mM/L Glutamine, non-essential amino acid 

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

15.  Earle's balanced salt solution (EBSS)                      Hyclone สหรัฐอเมริกา 

16.  Ethidium Bromide                                                     Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

17.  Ethylenediaminetetraacetic acid disodium salt        BDH องักฤษ 

18.  Fetal Bovine Serum (FBS)                                         Hyclone สหรัฐอเมริกา 
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19.  

 

Gene ruler 100-3000 bp DNA ladder                       Fermentas แคนาดา 

20.  GenePure LE Agarose                                              ISC BioExpress สหรัฐอเมริกา 

21. 

 

Glycerol 2-phosphate                                               Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

22.  Ham’s F12 nutrient mixture   Hyclone สหรัฐอเมริกา 

23.  

 

HyQ Trypsin 0.25 % with EDTA with 2.5 g Porcine 

Trypsin without Calcium, Magnesium       

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

24. L-ascorbic acid 2-phosphate                                   Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

25.  

 

Magnesium chloride                                               APS Finechem ออสเตรเลีย 

26.  

 

Orthoboric acid                                                         Biobasic แคนาดา 

27. Potassium acetate                                                    Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

28.  RIBONUCLEASE A                                                   Sigma Aldrich สหรัฐอเมริกา 

29.  

 

RNase AWAY (for RNase Decontamination)            Continental Lab 

Products, Inc. 

สหรัฐอเมริกา 

30.  

 

Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI-

1640) Medium with 2.05 mM  L-Glutamine       

Hyclone สหรัฐอเมริกา 

31.  

 

Sodium acetate                                                         MERCK เยอรมนี 

32.  Sodium chloride                                                        MERCK เยอรมนี 

33. Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)                                 BIO-RAD สหรัฐอเมริกา 

34.  

 

Sodium hydroxide                                                Carlo Erba 

Reagenti 

อิตาล ี

35.  Tris Base                                                                   Biobasic แคนาดา 

36.  

 

Tryptone Peptone                                                  Becton 

Dickinson 

สหรัฐอเมริกา 

37.  

 

เอนไซม์ Deoxyribonuclease I, Amplification Grade  Promega สหรัฐอเมริกา 
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38.  ชดุนํา้ยา ImpromtTM II reverse transcriptase  Promega สหรัฐอเมริกา 

39.  ชดุนํา้ยา Label IT® Nucleic Acid Labeling Kit, TM-

Rhodamine  

Mirus สหรัฐอเมริกา 

40.  ชดุนํา้ยา LipofectamineTM 2000                                  Invitrogen สหรัฐอเมริกา 

41.  ชดุนํา้ยา Luciferase Assay system             Promega สหรัฐอเมริกา 

42.  ชดุนํา้ยา Taq DNA polymerase                         New England 

biolab(NEB) 

องักฤษ 

43. ชดุสกดั PureLinkTM HiPure Plasmid DNA 

Purification Kits   

Invitrogen สหรัฐอเมริกา 

44. นํา้ยา TRI-Reagent                              Molecular 

research center 

สหรัฐอเมริกา 
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3.2 การเตรียมและการตรวจสอบคุณลักษณะทางกายภาพของ polyplex จากพอลิ
เมอร์ประจุบวก MPyMeChC และ/หรือ PEI จับกับพลาสมิดดเีอน็เอ 

3.2.1 การเตรียม polyplex  

3.2.1.1 การเตรียม polyplex ของ MPyMeChC/DNA และ PEI/DNA 

เตรียม stock solution ของ MPyMeChC และ PEI โดยละลายในนํา้ ให้

มีความเข้มข้นเป็น 1 mg/ml เพ่ือเตรียม polyplex กําหนดให้ นํา้หนกัตอ่นํา้หนกั

(w/w) ของพอลิเมอร์MPyMeChC/DNA เป็น 1/1, 5/1, 10/1 และ 20/1 และให้ 

w/w ของ PEI/DNA เป็น 0.5/1, 1/1, 5/1 and 10/1 โดยเตรียม polyplex ด้วยการ

ผสม MPyMeChC หรือ PEI กบัดีเอ็นเอ แล้วปิเปตด้วยไมโครปิเปต polyplex จะ

เกิดขึน้ได้โดย self-assembly mechanism จากนัน้บม่ไว้ท่ีอณุหภมูิห้องเป็นเวลา 

15 นาที เพ่ือให้ polyplex เกิดอยา่งสมบรูณ์ 

3.2.1.2. การเตรียม polyplex ของ MPyMeChC/PEI/DNA และ 

PEI/MPyMeChC/DNA 

สําหรับ polyplex ซึง่มีสว่นของพอลิเมอร์แบบผสมทัง้ MPyMeChC และ 

PEI นัน้ การทดลองนีไ้ด้เตรียมตวัอย่างแยกออกเป็น 2 กลุม่ กลุม่แรกเตรียมโดย

ใช้ PEI ปริมาณคงท่ี 1 μg เพ่ือสร้าง polyplex ท่ีมี weight ratio ของ 

MPyMeChC/PEI/DNA เป็น 1/1/1, 5/1/1, 10/1/1 และ 20/1/1 กลุม่ท่ีสองเตรียม

โดยใช้ MPyMeChC ปริมาณคงท่ีท่ี 1 μg เพ่ือสร้าง polyplex ท่ีมี weight ratio 

ของ PEI/MPyMeChC/DNA เป็น 0.5/1/1, 1/1/1, 5/1/1 and 10/1/1 โดยในการ

เตรียม polyplex ทัง้หมดนัน้ จะเร่ิมด้วยการผสม MPyMeChC และดีเอ็นเอก่อน

แล้วทิง้ไว้ 15 นาที จากนัน้จึงเติม PEI แล้วบ่มต่ออีก 15 นาที เพ่ือให้เกิดการ

เคลือบของ PEI บน polyplex ของ MPyMeChC/DNA อยา่งสมบรูณ์ 
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3.2.2 การหาอัตราส่วนที่เหมาะสมในการจับกันระหว่างพอลิเมอร์และ    

ดเีอน็เอ ด้วยเทคนิค gel retardation assay 

 นํา polyplex ท่ีเตรียมด้วยอตัราสว่น w/w ท่ีแตกตา่งกนัผสมกบั 10x loading 

dye นําไปทํา gel electrophoresis ด้วยอะกาโรสเจล 1.0 % ท่ี 100 โวลท์ เป็นเวลา

ประมาณ 60 นาที จากนัน้ย้อมเจลด้วยสารละลาย ethydium bromide เพ่ือให้สามารถ

มองเป็นแถบดีเอ็นเอภายใต้แสงยวีู เม่ือเกิดการหนว่งการเคล่ือนท่ีของพลาสมิดโดยพอลิ

เมอร์ ดีเอ็นเอจะเคลื่อนท่ีช้าลง ซึง่สามารถเปรียบเทียบได้กบัแถบพลาสมิดควบคมุ 

(control plasmid) โดยเม่ือพอลเิมอร์ตอ่ดีเอ็นเอเกิดการจบักนั จะทําให้โมเลกลุมีขนาด

ใหญ่ขึน้ หนกัขึน้และเคล่ือนท่ีได้ช้าลง ซึง่สามารถมองเห็นได้จากการทํา gel 

electrophoresis 

3.2.3 ตรวจสอบคุณลักษณะทางกายภาพของ polyplex โดยการวัดขนาด 
ค่าประจุ ด้วยเคร่ือง zetasizer ตามหลักการ dynamic light scattering  

วดัขนาดอนภุาคโดยหลกัการใช้ Dynamic Light Scattering (DLS) และวดัศกัย์

ซีต้า (Zeta Potential) ซึง่แสดงถึงคา่ประจบุนผิวของอนภุาคของสารแขวนลอยขนาดเลก็ 

โดยเตรียมตวัอยา่งตามอตัราสว่นท่ีต้องการวดั แล้วปรับปริมาตรสดุท้ายด้วยนํา้กลัน่ให้

เป็น 1 มิลลลิติร และวดัขนาดของอนภุาคและประจบุนผิวด้วยเคร่ือง Zetasizer Nano ZS 

(Malvern Instruments Ltd., Malvern, UK) ท่ีอณุหภมูิ 25 OC 

3.2.4 ตรวจสอบรูปร่างของพอลิเมอร์ผสมที่เกิดขึน้ด้วย atomic force 
microscope (AFM) 

เพ่ือศกึษาลกัษณะพืน้ผิวของ polyplex ท่ีอตัราสว่นตา่ง ๆ โดยเตรียม polyplex 

โดยใช้ดีเอ็นเอ 1 μg แล้วปรับปริมาตรเป็น 20 μl ด้วยนํา้กลัน่ แล้วหยดสารแขวนลอย

อนภุาคลงบนแผน่ไมกา  จากนัน้ทิง้ไว้ให้แห้งประมาณ 5 นาที เพ่ือให้อนภุาคจบัเกาะง่าย 

โดยนํา้ระเหยออกบางสว่นภาพ AFM วิเคราะห์ด้วย Dynamic Force Microscope 

(DFM), Scan area 2x2 μm2, scan speed 1 Hz เข็มรุ่น NSG01 (NT-MDT โดยเคร่ือง 

Atomic Force Microscope (AFM) รุ่น SPA4000 ท่ีศนูย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาต ิ

สํานกังานพฒันาวิทยาศาสตร์และเทคโนโลยีแห่งชาต ิ
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3.3 การสกัดพลาสมิดจากเซลล์แบคทเีรียในปริมาณมาก (Maxiprep) 
ในการทดลองครัง้นีใ้ช้พลาสมิดนําสง่ คือ  pGL3-basic vector containing CMV 

enhancer promoter (ภาพท่ี 3.2) มียีน luciferase เป็นยีนรายงานผลซึง่ถกูควบคมุการแสดงออก

โดยโปรโมเตอร์ CMV (Cytomegalovirus) [49] พลาสมิดดีเอ็นเอถกูสกดัจากเซลล์แบคทีเรียโดย

ใช้ชดุสกดั PureLinkTM HiPure Plasmid DNA Purification Kits (Invitrogen, Carlsband, CA, 

USA) ซึง่ใช้หลกัการ alkaline lysis เร่ิมจากเลีย้งเซลล์แบคทีเรียใน LB Broth ปริมาตร 200 ml 

นํามาป่ันท่ีความเร็ว 4,000 g นาน 10 นาที เทสว่นใสทิง้และเตมิสารละลาย resuspension buffer 

(R3), lysis buffer (L7) และ precipitation buffer (N3) อยา่งละปริมาตร 10 ml ผสมให้เข้ากนัเบา 

ๆ แล้วนํามาป่ันท่ีความเร็ว 12,000 g นาน 10 นาที ดดูเฉพาะสว่นใสเตมิลงใน column ท่ีทําการ 

equilibrated แล้ว ภายใน column จะมี anion-exchange resin ซึง่จะจบักบัประจลุบของดีเอ็นเอ

ท่ีอยูใ่นสว่นใส ขณะท่ีสารอ่ืน ๆ จะถกูชะออกไปด้วย wash buffer 60 ml จากนัน้ดีเอ็นเอท่ีอยู่

ภายใน column จะถกูชะออกมาพร้อมกบั elution buffer 15 ml แล้วตกตะกอนดีเอ็นเอเหลา่นัน้

ด้วย 100 % isopropanol ปริมาตร 10.5 ml โดยป่ันท่ีความเร็วมากกวา่ 15,000 g อณุหภมูิ 4 °C 

นาน 30 นาที และล้างตะกอนด้วย 70 % ethanol ปริมาตร 5 ml ตากตะกอนดีเอ็นเอให้แห้งแล้ว

ละลายในนํา้กลัน่ (deionized water) ปริมาตร 200-500 μl ตามต้องการและนําสารละลายดีเอ็น

เอท่ีได้เก็บไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 °C  

 

 
 

ภาพที่ 3.2 พลาสมิด pGL3-basic ท่ีบรรจ ุCMV enhance/promoter region [49] 
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3.4 การศึกษาประสิทธิภาพของการนําส่งยีนและความเป็นพิษต่อเซลล์ในเซลล์
เพาะเลีย้ง HeLa, A549, SH-SY5Y และ MG-63 

3.4.1 การนําส่ง polyplex ในเซลล์เพาะเลีย้ง 

ถ่าย เซลล์เพาะเลีย้งท่ีต้องการทดสอบลง 96-well plate โดยใช้เซลล์ A549, 

HeLa และ SH-SY5Y จํานวน 2x104, 3x104 และ 5x104 เซลล์ตอ่หลมุ ในอาหารเลีย้ง

เซลล์ 100 μl โดยอาหารเลีย้งเซลล์ A549 คือ 10% RPMI-1640 (Rosewell Park 

Memorial Institute medium-1640, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) เซลล์ HeLa คือ 10% 

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) และเซลล์ 

SH-SY5Y คือ EBSS (Earle's balanced salt solution, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) ผสมกบั 

Ham’s F12 nutrient mixture (Hyclone, สหรัฐอเมริกา) ในอตัราสว่น 1:1 ท่ีมี 20% Fetal 

bovine serum และ 1% non-essential amino acid จากนัน้เลีย้งเซลล์ตอ่ไปเป็นเวลา 24 

ชั่วโมงเพ่ือให้เซลล์เกาะติดผนังจานเลีย้ง จึงเข้าสู่กระบวนการนําส่งยีนด้วย polyplex 

ตามอัตราส่วนท่ีเตรียมไว้ (ข้อ 3.2.1) แต่ละอัตราส่วนทําการทดลองจํานวนสามซํา้ 

(triplicate) ด้วยอาหารท่ีปราศจากซีรัม (serum free medium) ผลการถ่ายโอนยีนโดย 

polyplex จากพอลิเมอร์ผสมจะถกูเปรียบเทียบกบัการถ่ายโอนเม่ือโดย MPyMeCh หรือ 

PEI เป็นตวัพา นอกจากนี ้ในการทดลองยงัใช้ naked plasmid และ Lipofectamine™  

2000 (Invitrogen, Carlsband, CA, USA) เป็น control เพ่ือยืนยนัและเปรียบเทียบผล

การนําส่งด้วยการตรวจวดัผลสญัญาณของ luciferase โดยใช้ Luciferase  assay 

system (Promega, Madison, WI, USA) ผลท่ีได้ถกูนํามาทํา normalization โดยใช้ 

Bradford assay ใช้ในการวดั total protein ท่ีความยาวคล่ืน 595 nm เพ่ือนํามาใช้ในการ

คํานวนค่า (Relative Light unit) RLU ท่ีวดัได้จากเคร่ือง VICTOR3 (PerkinElmer, 

สหรัฐอเมริกา) ให้มีความถกูต้องมากขึน้  
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3.4.2 ประเมินความเป็นพษิของพอลิเมอร์ต่อเซลล์เพาะเลีย้ง  

ตรวจสอบความเป็นพิษของการใช้ polyplex ในการนําส่งยีนโดยใช้วิธี MTT 

assay (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)เป็นการวดั

ปฏิกิริยาของเอนไซม์ในเซลล์ท่ีมีชีวิตซึง่สามารถเปลี่ยน MTT เป็นตะกอน formazan ท่ีให้

สีม่วงซึง่ไม่สามารถละลายนํา้ได้ แตส่ามารถละลายได้ใน DMSO (Dimethyl sulfoxide) 

และวดัสีจากผลิตภณัฑ์ท่ีเกิดขึน้ท่ีความยาวคลื่น 550 นาโนเมตร MTT สามารถใช้วดั

ความเป็นพิษของเซลล์หรือการเปล่ียนแปลงไปของเมแทบอลซิึม่ของเซลล์ได้  

 
ภาพที่ 3.3 ปฏิกิริยาของ MTT  

เตรียมสารละลาย MTT ท่ีมีความเข้มข้น 5 mg/ml ในฟอสเฟตบฟัเฟอร์, pH 7.5 

นํามากรองด้วย syringe filter ขนาด 0.2 ไมครอน จากนัน้เพาะเลีย้งเซลล์ใน 96 well 

plate เป็นเวลา 24 ชัว่โมงหลงัจากนัน้ทําการถ่ายโอนยีนในอตัราสว่นตา่ง ๆ โดยใช้อาหาร

ท่ีไม่มีซีร่ัมเป็นเวลา 6 ชัว่โมง แล้วจึงเปลี่ยนเป็นอาหารท่ีมีซีร่ัมแล้วเลีย้งต่อไปอีก 24 

ชัว่โมงจากนัน้จงึใสนํ่า้ยา MTT ลงไปในแตล่ะหลมุให้มีความเข้มข้น 0.5 mg/ml แล้วนําไป

ไว้ในตู้  incubator ต่ออีกเป็นเวลา 4 ชัว่โมงจากนัน้ ดดูอาหารทัง้หมดออกแล้วละลาย

ตะกอนสีม่วงท่ีเกิดขึน้ด้วย DMSO 150 ไมโครลิตร ของป่ันถาดเลีย้งเซลล์ท่ีความเร็ว 

2,500 รอบตอ่นาที เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้ดดูสว่นใส 100 ไมโครลิตร มาทําการวดัคา่

การดดูกลืนคล่ืนแสงท่ี 550 nm แล้วนํามาคํานวณหาอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ ดงั

สมการ 

 

Cell viability (%) = ความเข้มสีท่ีวดัจากตวัอยา่ง x 100 

                             ความเข้มสีจากกลุม่ควบคมุ 
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3.4.3 การตรวจสอบการเข้าสู่เซลล์ของอนุภาค 

ตดิฉลาก fluorescence โดยใช้ชดุนํา้ยา Label IT® Nucleic Acid Labeling Kit, 

TM-Rhodamine (Mirus Bio LLC, สหรัฐอเมริกา) ดีเอ็นเอท่ีตดิสีจะถกูนํามานําสง่เข้าสู่

เซลล์โดยจบักบัpolyplex ท่ีเวลา 6 ชัว่โมงจากนัน้นํามาดเูลยหรือรอเวลาถึง 24 ชัว่โมง 

โดยนบัจากการนําสง่ยีน ท่ีอตัราสว่นตา่ง ๆ กนั จากนัน้นํามาย้อมสีทบัด้วย acridine 

orange ความเข้มข้น 1 mg/ml เป็นเวลา 1 ชัว่โมงเพ่ือดโูครงร่างของเซลล์ โดยใช้กล้อง 

confocal laser scaning microscope LSM-700 (Carl zeiss, เยอรมนั) โดยท่ีสี TM-

Rhodamine มี exicitation ท่ี 546 nm และ emission ท่ี 576 nm สว่นสี acridine 

orange มี excitation ท่ี 405 nm และ emission ท่ี 525 nm 

 

 

ภาพที่ 3.4 ขัน้ตอนการย้อมสีพลาสมิดด้วยชดุนํา้ยา Label IT® Nucleic Acid Labeling 

Kit, TM-Rhodamine 

3.5 การประเมินประสิทธิภาพในการนําส่งยีนใน osteoblastic cell; MG-63 
เซลล์ MG-63 ถกูเลีย้งในอาหาร ท่ีประกอบด้วย 10% fetal bovine serum ใน EMEM 

(Eagle’s Minimum Essential Medium) (Hyclone, สหรัฐอเมริกา) หลงัจากการนําสง่ยีนแล้วจงึ
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เปล่ียนอาหารเพาะเลีย้งเป็น differentiation medium ซึง่ประกอบด้วย 10% EMEM ท่ีมี 0.2 mM 

L-ascorbic acid 2-phosphate, 0.1 uM dexamethasone และ 10 mM β-glycerophophate 

เพ่ือชกันําให้เซลล์เกิด differentiation และ mineralization [50, 51] 

ในขัน้แรกของการประเมินการนําสง่ยีนในเซลล์ MG-63  จะใช้ยีน luciferase เพ่ือตดิตาม

การนําสง่ยีนในเซลล์ MG-63 เพ่ือหาอตัราสว่นของระบบพอลเิมอร์ผสมท่ีเหมาะสมในการนําสง่ยีน 

BMP-2 โดยทําการเพาะเลีย้งเซลล์ใน 96 well plate โดยใช้เซลล์จํานวนเร่ิมต้น 10,000 เซลล์ตอ่

หลมุ ปริมาตร 100 μl จากนัน้ทิง้ไว้ 24 ชัว่โมงให้เซลล์เกาะ แล้วนําสง่พลาสมิด pGL-CMV เข้าสู่

เซลล์ด้วย MPyMeChC ผสมกบั PEI ในอตัราสว่นนํา้หนกัของ MPyMeChC ตอ่ PEI ท่ีแตกตา่งกนั 

ทําการทดสอบเปรียบเทียบกบั MPyMeChC, Lipofectamine™ 2000 และ naked DNA ซึง่ใน

ขัน้ตอนการนําสง่ยีนนีจ้ะบม่ตวัพาตา่ง ๆ ในอาหารท่ีปราศจาก fetal bovine serum เป็นเวลา 6 

ชัว่โมง แล้วจงึเปล่ียนเป็น differentiation media  เลีย้งเซลล์ตอ่ไปจนครบ 24 ชัว่โมงจงึนําเซลล์ไป

ประเมินประสทิธิภาพในการนําสง่ยีน โดยการวดัสญัญาณของยีน luciferase ท่ีถกูสร้างขึน้ การ

นําสง่ด้วยตวัพาข้างต้นได้รับการประเมนิความเป็นพษิตอ่เซลล์ด้วยวธีิ MTT ควบคูด้่วย 

3.6 การนําส่งยีน BMP-2 ใน MG-63 
Polyplex ท่ีมีอตัราสว่นของนํา้หนกั MPyMeChC ตอ่ PEI ท่ีให้ผลการนําสง่ประสทิธิภาพ

ดีและเป็นพษิต่ําจะถกูใช้สําหรับการนําสง่ยีน Bone morphogenetic protein ซึง่บรรจอุยูใ่น 

พลาสมิด pBacBH2 [8] (ภาพท่ี 3.5) การนําสง่เร่ิมจากการเพาะเลีย้ง MG-63 ใน 6 well plate 

โดยใช้เซลล์จํานวน 100,000 เซลล์ตอ่หลมุ ในปริมาณอาหารเลีย้งเซลล์ 2 มิลลลิติร และนําสง่ยีน

ด้วย polyplex, Lipofectamine™ 2000/DNA, naked DNA เปรียบเทียบกบัเซลล์ปกต ิโดยบม่ตวั

พาในอาหารท่ีปราศจาก fetal bovine serum เป็นเวลา 6 ชัว่โมง แล้วจงึเปลีย่นเป็น 

differentiation media  เลีย้งเซลล์ตอ่ไปจนครบ 1, 3, 7, 10 และ 14 วนั จงึนําเซลล์ไปประเมิน

ประสทิธิภาพในการนําสง่ยีน โดยการวดัสญัญาณของยีน BMP-2  
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ภาพที่ 3.5 โครงสร้างของเวกเตอร์ท่ีมีสว่นประกอบของ Bone morphogenetic protein [8] 

 
3.7 การสกัดอาร์เอน็เอทัง้หมด (Total RNA) จากเซลล์เพาะเลีย้ง 
เพาะเลีย้งเซลล์ MG-63 จํานวน 100,000 cell ตอ่หลมุ ในจานเพาะ 6 well plate  ล้าง

เซลล์ด้วย Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (HyClone, สหรัฐอเมริกา) ท่ีเย็น แล้วรีบเตมิ

นํา้ยา TRI-Reagent (MRC technology, สหรัฐอเมริกา) ปริมาตร 1 ml ลงไปในจานเพาะเลีย้ง 

จากนัน้ใช้ปิเปตต์ขดูเซลล์ให้หลดุออกจากจานเพาะเลีย้ง ปิเปตต์สารละลายเซลล์ท่ีได้ใสห่ลอดและ

เตมิ chloroform ท่ีเย็นลงไป 200 μl ตอ่ปริมาตรนํา้ยา TRI-Reagent 1 ml เขยา่ให้เข้ากนัอยา่งแรง

แล้วนําไปป่ันท่ีอณุหภมู ิ 2-8 °C ด้วยความเร็วไมเ่กิน 12,000 g นาน 15 นาที สารละลายท่ีได้จะ

แยกออกเป็นชัน้ โดยชัน้ลา่งสดุของหลอดคือชัน้ท่ีมีสีแดงซึง่เป็นชัน้ของ organic phase (phenol-

chloroform phase) ถดัขึน้มาเป็นชัน้ interphase และบนสดุคือชัน้นํา้ท่ีไมมี่สีเป็นชัน้ของ 

aqueous phase ซึง่อาร์เอ็นเอจะอยูใ่นชัน้นี ้ จากนัน้ดดูเฉพาะสว่นใสชัน้บนสดุมาทําการ

ตกตะกอนอาร์เอ็นเอด้วย 100 % Isopropanol ปริมาตร 500 μl ตอ่ปริมาตรนํา้ยา TRI-Reagent  

1 ml ผสมให้เข้ากนั ตัง้ทิง้ไว้ท่ีอณุหภมูิ -20 °C นาน 30 นาที เม่ือครบเวลานําไปป่ันท่ีอณุหภมูิ  2-

8 °C ด้วยความเร็วไมเ่กิน 12,000 g นาน 10 นาที และล้างตะกอนด้วย 75 % Ethanol ปริมาตร 1 

ml โดยป่ันท่ีอณุหภมูิ 2-8 °C ด้วยความเร็วไมเ่กิน 7,500 g นาน 5 นาที สดุท้ายตากตะกอนอาร์

เอ็นเอให้แห้งแล้วละลายด้วยนํา้ท่ีปราศจากเอนไซม์ RNase (DEPC-treated water) ท่ีอณุหภมู ิ

55-65 °C นาน 10 นาที ซึง่สารละลายอาร์เอ็นเอท่ีสกดัได้นีส้ามารถเก็บรักษาไว้ท่ีอณุหภมูิ  -80 

°C 
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3.8 การตรวจสอบการแสดงออกของยีนด้วยเทคนิค RT-PCR (reverse 

transcriptase PCR) 
ทําการตรวจสอบการแสดงออกในระดบั mRNA ของยีน BMP-2 ในเซลล์เพาะเลีย้ง MG-

63 เพ่ือคดัเลือกเซลล์ท่ีเหมาะสมในการทดลอง ด้วยเทคนิค Reverse-Transcriptase (RT) PCR 

ซึง่ในการทดลองงนีจ้ะใช้ยีน β-actin เป็นยีนควบคมุและใช้ชดุนํา้ยา Impromt IITM reverse 

transcription (Promega, สหรัฐอเมริกา) โดยใช้อาร์เอ็นเอทัง้หมดท่ีสกดัแยกได้จากเซลล์

เพาะเลีย้งเป็นต้นแบบ (template) ปฏิกิริยา RT-PCR เร่ิมจากการ treat อาร์เอ็นเอด้วย 

Deoxyribonuclease I, Amplification Grade (Promega, Madison, WI, USA เพ่ือกําจดัดีเอ็นเอ

ท่ีอาจปนเปือ้นจากการสกดัโดยผสมอาร์เอ็นเอความเข้มข้น 200 ng กบั 1x DNase I Reaction 

buffer และ 1 U DNase I Amp Grade (Promaga, Madison, WI, USA) แล้วนําไปบม่ท่ีอณุหภมูิ 

37 °C นาน 30 นาที เม่ือครบเวลาจงึ inactivate เอนไซม์ DNase I ด้วย 25 mM EDTA, pH 8.0 

ท่ีอณุหภมู ิ 65 °C เป็นเวลา 10 นาที จากนัน้นําอาร์เอ็นเอท่ีผา่นการ treat มาเป็นต้นแบบในการ

ทําปฏิกิริยา RT-PCR โดยใช้ชดุนํา้ยา ImpromtTM II reverse transcriptase และใช้  Oligo 

dT(T17) 0.4 μM เป็น primer ในการทําปฏิกิริยา เร่ิมจากการผสมอาร์เอ็นเอต้นแบบความเข้มข้น 

200 ng  กบันํา้ยาในการทําปฏิกิริยา RT-PCR (reaction mixture) ท่ีประกอบด้วย 1x Reaction 

Buffer ImpromptTM II reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, USA ,0.5 mM dNTP 

mix (Fermentas Life Sciences, Burlington, ON, Canada)) , 2.5 mM MgCl2 (Promega, 

Madison, WI, USA , 20 U RibolockTM Ribonuclease inhitbitor (Fermentas Life Sciences, 

Burlington, ON, Canada) ,  ImpromptTM II reverse transcriptase (Promega, Madison, WI, 

USA โดยมีสภาวะท่ีเหมาะสมในการทําปฏิกิริยาคือ 25 °C 5 นาที, 42°C 65 นาที และ 70°C 15 

นาที ในขัน้ตอนการสร้างสาย complementary DNA (cDNA) จากนัน้จงึนํา cDNA ท่ีเป็นต้นแบบ

มาทําปฏิกิริยาตอ่ในขัน้ PCR ซึง่ ในปฏิกิริยาประกอบด้วย 5 μL ของ  cDNA template ด้านบน 

0.65X standard buffer (NEB, Ipswich, MA), 0.1 mM dNTP mix (Fermentas Life Sciences, 

Burlington, ON, Canada), 0.05 μM primer และ  0.0375 U Taq polymerase (NEB, Ipswich, 

MA)   โดยมีสภาวะในการทําปฏิกิริยา 95.0 °C 5 นาที (1 รอบ); 95.0 °C 30 วินาที; 58.0 °C/65 

°C 30 วนิาที; 72.0 °C 45 วินาที (35 รอบ); 72.0 °C 10 นาที (1 รอบ) โดย annealing 

temperature ท่ี 58.0 °C และ 65 °C ของ β-actin และ BMP-2 gene ตามลําดบั จากนัน้

ตรวจสอบขนาดของชิน้ดีเอ็นเอท่ีได้บนเจลอะกาโรสความเข้มข้น 2 % ย้อมเจลด้วยสาร ethidium 
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bromide และถ่ายภาพเจลท่ีได้ด้วยจากเคร่ืองถ่ายภาพเจล (G:box chemi) เพ่ือวิเคราะห์การ

แสดงออกโดยใช้โปรแกรม GeneTools (SYNGENE, องักฤษ) 

 

ตารางที่ 3.1 ลําดบัเบสของ primers จําเพาะท่ีใช้สําหรับตรวจสอบการแสดงออกของยีน 

Primer  Sequence Product 
(bp) 

hβ-actin Sense               5'-ACG GGT CAC CCA CAC TGT GC-3' 656 

hβ-actin Anti-sense   5’-CTA GAA GCA TTT GCG GTG GAC GAT G-3’  

BMP-2 Sense  5’- TTC CTG CAG TTG TAC GTG GAC TTC AGT GAC -3’ 334 

BMP-2 Anti-sense    5’- AAC AGG ATC CCT AGC GAC ACC CAC AAC C -3’ 

 
3.9 การรวบรวมและวิเคราะห์ข้อมูล 
ข้อมลูท่ีได้จาก luciferase activity กบั total protein (Bradford) จะถกูนํามาเทียบเป็น

อตัราสว่นในแตล่ะการทดลอง นําคา่ท่ีได้มาเปรียบเทียบระหวา่งกลุม่เซลล์ท่ีนําสง่โดย naked 

DNA และกลุม่เซลล์ท่ีถกูนําสง่ยีนด้วยตวัพาทดสอบอ่ืน ๆ เพ่ือประเมินผลการถ่ายโอนยีน แตล่ะ

การทดลองทําทัง้หมด 3 ครัง้ (tripicate) แล้วนํามาหาคา่เฉลี่ย และคา่ความเบี่ยงเบนมาตราฐาน

ของคา่เฉลี่ย (standard error of mean) คา่ความแตกตา่งทางสถิตไิด้ถกูคํานวนโดย One-way 

Anova ตามด้วย Tukey’s HSD multiple comparison test  
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บทที่ 4 
ผลการทดลอง 

4.1 ผลการเตรียมและการตรวจสอบคุณลักษณะทางกายภาพของ polyplex ที่เกิดจาก 
พอลิเมอร์ประจุบวก MPyMeChC และ MPyMeChC/PEI จับกับพลาสมิดดเีอน็เอ 
 4.1.1 เทคนิค gel retardation assay 
จากการใช้เทคนิค gel retardation assay เพ่ือตรวจสอบความสามารถในการจบัดีเอ็นเอของ 

MPyMeChC และ MPyMeChC/PEI โดยกําหนดปริมาณพลาสมิดไว้ท่ี 1 μg เพ่ือตรวจสอบการจบั

กนัของพอลเิมอร์และดีเอ็นเอ โดยเตรียม polyplex ของ MPyMeChC/DNA ท่ี อตัราสว่นนํา้หนกั

เป็น 0.25/1, 1/1, 2.5/1, 5/1, 10/1, 20/1 และ 40/1 และ polyplex ของ MPyMeChC/PEI/DNA ท่ี

อตัราสว่นนํา้หนกัของ MPyMeChC/PEI/DNA เป็น 0.5/1/1, 1/1/1, 2.5/1/1, 5/1/1, 10/1/1, 

20/1/1 และ 40/1/1 

ผลการทดลองพบวา่พอลเิมอร์ประจบุวกทัง้สองชนิดสามารถจบักบัดีเอ็นเอได้ (ภาพท่ี 

4.1.1) ในกรณีของ MPyMeChC พบการหน่วงการเคล่ือนท่ีของพลาสมิดดีเอ็นเอแปรผนัตาม

ปริมาณของพอลเิมอร์ โดยจะพบความสามารถในการจบัดีเอ็นเอเพิม่ขึน้เม่ือใช้พอลเิมอร์ปริมาณ

มากขึน้ เน่ืองการพบร่องรอยการหนว่งการเคลื่อนท่ีของพลาสมิดดีเอ็นเอ (Lane ท่ี 2-8) โดยผล

การทดสอบพบวา่ท่ีอตัราสว่นนํา้หนกัของ MPyMeChC/DNA เป็น 20/1 การจบัพลาสมิดดีเอ็นเอ 

ของพอลเิมอร์ MPyMeChC จะเกิดขึน้อยา่งสมบรูณ์ ไมพ่บการเคล่ือนท่ีของพลาสมิดปรากฎบน

เจล 

สําหรับ polyplex ของพอลเิมอร์ผสม  MPyMeChC/PEI/DNA ผลการทดลองพบวา่การ

เตมิ PEI ในระบบหลงัจากการเตรียม MPyMeChC/DNA ทําให้ดีเอ็นเอขดตวัเก็บแน่นมากขึน้ใน 

polyplex เกิดการจบักนัอยา่งสมบรูณ์ ทําให้ดีเอ็นเอถกูหน่วงไว้ในอนภุาคทําให้ไมส่ามารถ

เคล่ือนท่ีลงมาได้ (Lane ท่ี 9-15) เป็นท่ีนา่สงัเกตวา่การใช้ MPyMeChC เป็นตวัพาโดยลําพงั จะ

เกิดรบกวนโครงสร้างของดีเอ็นเอ เน่ืองจากมีรอยลากของแถบดีเอ็นเอปรากฎขึน้เป็นทางยาวบน

เจล ในขณะท่ีไมพ่บร่องรอยดงักลา่วเม่ือมีการเตมิ PEI แม้ใช้ความเข้มข้นต่ําก็ตาม ซึง่เป็นไปได้วา่ 

PEI ซึง่มีประจบุวกสงูสามารถปิดล้อม MPyMeChC/DNA โดยจบักบัประจลุบของดีเอ็นเอ ทําให้ดี

เอ็นเอขดแน่นอยูใ่นอนภุาค ดงันัน้ ethidium bromide ไมส่ามารถเข้าไปจบักบัดีเอ็นเอได้  
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ภาพที่ 4.1 การจบักนัของพอลเิมอร์และพลาสมิดดีเอ็นเอท่ีอตัราสว่นตา่ง ๆ ด้วยเทคนิค gel 

retardation assay 
 
Lane ท่ี 1 = Free DNA (Plasmid pGL3-basic vector containing CMV promoter/enhancer)   

Lane ท่ี 2-8 = MPyMeChC/DNA polyplex ท่ีอตัราสว่นนํา้หนกัเป็น 0.5/1, 1/1, 2.5/1, 5/1, 10/1, 

20/1 และ 40/1 ตามลําดบั  

Lane ท่ี 9-15 = MPyMeChC/PEI/DNA polyplex ท่ีอตัราสว่นนํา้หนกัเป็น เป็น 0.5/1/1, 1/1/1, 

2.5/1/1, 5/1/1, 10/1/1, 20/1/1 และ 40/1/1 ตามลําดบั 

 
 4.1.2 วัดขนาดและประจุบนผิวของ polyplex ด้วยเคร่ือง Dynamic light scattering 
(DLS) หรือ zetasizer 

การตรวจสอบคณุสมบตัทิางเคมี-กายภาพ (physicochemical property) ของ polyplex 

โดยการทดลองนีไ้ด้แบง่กลุม่การทดลองออกเป็น 4 กลุม่ยอ่ยด้วยกนัโดยท่ีทัง้ 4 กลุม่ การทดลองมี

ปริมาณดีเอ็นเอ 1 μg เท่ากนัทกุกลุม่การทดลองและเปลี่ยนปริมาณ polymer ท่ีนํา้หนกัตา่ง ๆ กนั  

กลุม่ท่ี 1 MPyMeChC/DNA polyplex ท่ีมีอตัราสว่นนํา้หนกัของ MpyMeChC ตอ่ดีเอ็นเอเป็น 

0.5/1, 1/1, 5/1, 10/1, 20/1 และ 40/1 

กลุม่ท่ี 2 PEI/DNA polyplex ท่ีมีอตัราสว่นนํา้หนกัของ PEI ตอ่ดีเอ็นเอเป็น 0.5/1, 1/1, 5/1, 10/1, 

20/1 และ 40/1 

กลุม่ท่ี 3 MPyMeChC/PEI/DNA polyplex ท่ีมีอตัราสว่นนํา้หนกัของ MpyMeChC ตอ่ PEI ตอ่ดี

เอ็นเอเป็น 0.5/1/1, 1/1/1, 5/1/1, 10/1/1, 20/1/1 และ 40/1/1 

 1        2       3       4       5       6       7       8       9      10     11    12      13     14      15      
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กลุม่ท่ี 4 PEI/MPyMeChC/DNA polyplex ท่ีมีอตัราสว่นนํา้หนกัของ PEI ตอ่ MPyMeChC ตอ่ดี

เอ็นเอเป็น 1/0.5/1, 1/1/1, 1/5/1, 1/10/1, 1/20/1 และ 1/40/1 

จากการวดัขนาดและประจบุนผิวของ polyplex ด้วยเคร่ือง Dynamic light scattering 

(DLS; Malvern Instruments Ltd., ประเทศองักฤษ) หรือ zetasizer เพ่ือวดัอนภุาคท่ีแขวนลอยใน

นํา้ปริมาตร 1 มิลลลิติร polyplex ถกูเตรียมด้วยอตัราสว่นนํา้หนกัของ MPyMeChC, PEI และดี

เอ็นเอแตกตา่งกนั ดงัแสดงในภาพท่ี 4.2-4.5 polyplex ท่ีมีขนาดเลก็ท่ีสดุ คือ MPyMeChC/DNA 

ท่ี w/w ratio of 5/1 ซึง่มีขนาด 191 nm (ภาพท่ี 4.2) แตโ่ดยทัว่ไปแล้วพบวา่ขนาดของ polyplex ท่ี

มีสว่นประกอบของ PEI อยูจ่ะมีขนาดใหญ่กวา่ MPyMeChC (ภาพท่ี 4.2-4.3) ผลการวดัคา่ประจุ

ท่ีผิวของอนภุาค (zeta potential) พบวา่ polyplex ท่ีทดสอบทัง้หมดคา่ประจใุนชว่ง -30 ถึง +60 

mV โดย MPyMeChC/DNA ท่ีอตัราสว่นนํา้หนกัเป็น 0.5/1 และ 1/1 จะยงัมีประจท่ีุผิวเป็นลบ 

แสดงถึงผลการจบัดีเอ็นเอท่ีเกิดขึน้อยา่งไมส่มบรูณ์ และยงัมีสายดีเอ็นเอปรากฏรอบ ๆ ผิวอนภุาค 

สอดคล้องกบัผล AFM (ภาพท่ี 4.6) นอกจากนี ้ผลการทดลองยงัแสดงให้เห็นถึงประสทิธิภาพของ 

PEI ในการเพิม่ประจบุวกให้กบั polyplex โดยเม่ือเตมิ PEI ปริมาณเพิ่มขึน้ ประจบุวกท่ีผิวก็มีคา่

เพิ่มขึน้อยา่งสอดคล้องกนั  

 

 

 
ภาพที่ 4.2 ผลการวดัขนาดและประจขุอง MpyMeChC/DNA ท่ีมีอตัราสว่นนํา้หนกัของ 

MpyMeChC/DNA เป็น 0.5/1, 1/1, 5/1, 10/1, 20/1 และ 40/1 
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ในภาพท่ี 4.2 เราจะเห็นได้วา่การเพิม่ MPyMeChC เข้าไปมากขึน้ในระบบจะทําให้ตวั 

polyplex ท่ีเกิดขึน้นัน้มีประจบุวกมากขึน้ ซึง่เม่ือ MPyMeChC/DNA เป็น 5/1 จงึจะทําให้ 

polyplex ท่ีเกิดขึน้มีประจบุวกขึน้โดยท่ีมีคา่ zeta potential ประมาณ +40 mv ในขณะท่ี ท่ี

อตัราสว่น 0.5/1 และ 1/1 นัน้ยงัทําให้ polyplex ท่ีเกิดขึน้มีประจเุป็นลบมีคา่ zeta potential น้อย

กวา่ -20 mv อยา่งไรก็ตามการเพ่ิมขึน้ของ MPyMeChC ไมไ่ด้มีผลตอ่ขนาดมากนกัโดยขนาดโดย

เฉล่ียอยูท่ี่ประมาณ 200-300 nm 

 

 
ภาพที่ 4.3 ผลการวดัขนาดและประจขุอง PEI/DNA ท่ีมีอตัราสว่นนํา้หนกัของ PEI/DNA เป็น 

0.5/1, 1/1, 5/1, 10/1, 20/1 และ 40/1 

  

ในภาพท่ี 4.3 ในการเพิ่มพอลเิมอร์ประจบุวก PEI เข้าไปจะเห็นได้วา่เม่ือใส ่ PEI เพิ่มเข้า

ไปท่ีอตัราสว่น PEI/DNA 1/1  ขึน้ทําให้คา่ zeta potential เป็นบวกสงูขึน้มากจากท่ีอตัราสว่น 

0.5/1 ท่ีมีคา่ zeta potential ประมาณ -30 mv และมีขนาดประมาณ 200 nm  อยา่งไรก็ตามพอลิ

เมอร์ท่ีมีขนาดใหญ่ท่ีสดุอยูท่ี่อตัราสว่น 1/1 ขนาดประมาณ 550 nm และนอกนัน้มีขนาดอยูท่ี่ราว 

ๆ 200-400 nm  โดยท่ีคา่ zeta potential อยูท่ี่ประมาณ 40-60 nm ซึง่เราจะเห็นได้วา่มีขนาดใหญ่

กวา่การใช้  MPyMeChC รวมถึงมีคา่ zeta potential ท่ีเป็นบวกสงูกวา่เม่ือเทียบในอตัราสว่นท่ี

เท่ากนั 
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ภาพที่ 4.4 ผลการวดัขนาดและประจขุอง MPyMeChC/PEI/DNA ท่ีมีอตัราสว่นนํา้หนกัของ 

MPyMeChC/PEI/DNA เป็น 0.5/1/1, 1/1/1, 5/1/1, 10/1/1, 20/1/1 และ 40/1/1 

 

ในภาพท่ี 4.4 เป็นผลจากการวดัขนาดของ polyplex ท่ีเกิดจากการใช้อตัราสว่นของ

MPyMeChC ท่ีแตกตา่งและผสม PEI ท่ี 1 μg เท่ากนัพบวา่ท่ีอตัราสว่น  MPyMeChC/PEI/DNA 

0.5/1/1 และ 1/1/1 นัน้ทําให้ขนาดของ polyplex ท่ีเป็นพอลเิมอร์ผสมนัน้มีขนาดแตกตา่งจากเดมิ

ไมม่ากนกัโดยท่ีเม่ือเพิ่ม PEI ลงไปท่ีอตัราสว่น 0.5/1/1 และ 1/1/1 ทําให้ polyplex ท่ีได้มีขนาดเลก็

ลงเม่ือเทียบกบั MPyMeChC/DNA ท่ีอตัราสว่น 0.5/1 และ 1/1 แตห่ลงัจากนัน้ ขนาดของ 

polyplex มีการเพิ่มเลก็น้อย โดยท่ีขนาดของ polyplex ของ MPyMeChC/PEI/DNA ท่ี 5/1/1 มี

ขนาดใหญ่ท่ีสดุประมาณ  450 nm และเลก็ลงมาเร่ือย ๆ เม่ือ MPyMeChC มีปริมาณมากขึน้ใน

ขณะท่ีคา่ zeta potential หลงัจากท่ีอตัราสว่น 5/1/1 ก็มีคา่ประมาณ +50 mv ซึง่เพิ่มจากการใช้ 

MPyMeChC/DNA เพียงอยา่งเดียวท่ีมีคา่ zeta potential ประมาณ +40 mv สว่น polymer ท่ี

อตัราสว่น 0.5/1/1 และ 1/1/1 นัน้ คา่ zeta potential ก็เพิ่มขึน้เช่นกนั คือประมาณ  0 และ 25 mv 

ตามลําดบั จะเห็นได้วา่การเพิ่ม PEI ลงไป 1 μg ในทกุอตัราสว่นของ polyplex ท่ีเกิดขึน้สง่ผลให้

ภาพโดยรวมมีประจบุวกเพิ่มขึน้จากคา่ zeta potential ท่ีเพิ่มขึน้ในขณะท่ีขนาดถ้าหากเป็น

อตัราสว่นท่ีมี MPyMeChC น้อยกวา่หรือเท่ากบั 1 μg จะทําให้ขนาดของ พอลเิมอร์ท่ีเกิดขึน้มี

ขนาดเลก็ลงได้ในขณะท่ีการเพิ่ม PEI หลงัจาก MPyMeChC มากกวา่ 1 μg ขนาดของพอลเิมอร์ท่ี

เกิดขึน้กลบัมีขนาดท่ีใหญ่ขึน้ ซึง่ขนาดของ polyplex ท่ีเลก็ท่ีสดุคือ 1/1/1 ขนาด ประมาณ  200 

nm 
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ภาพที่ 4.5 ผลการวดัขนาดและประจขุอง PEI/MpyMeChC/DNA polyplex ท่ีมีอตัราสว่นนํา้หนกั

ของ PEI/MPyMeChC/DNA เป็น 0.5/1/1, 1/1/1, 5/1/1, 10/1/1, 20/1/1 และ 40/1/1 

 

ในภาพท่ี 4.5 ผลจากการวดัขนาดและประจขุอง PEI/MPyMeChC/DNA ในการทดลองนี ้

เราได้ใช้ PEI/DNA ท่ีอตัราสว่น 1/1 เป็นหลกัและเพิ่มจํานวน weight ratio ของ MPyMeChC ท่ี

อตัราสว่นตา่ง ๆ พบวา่การเพิ่ม PEI มากขึน้ทําให้ประจบุวกมากขึน้และขนาดเพิ่มขึน้อยา่งเห็นได้

ชดั โดยท่ีเม่ือเตมิ PEI จนถึง 40 μg พบวา่ คา่ zeta potential เพิ่มสงูขึน้ถึงเกือบ +60 mv และมี

ขนาดเกือบ 5 um ซึง่ถ้าเทียบผลการทดลองนีก้บัการวดั คา่ของ MPyMeChC ก็จะเห็นได้วา่ขนาด

ใหญ่ขึน้มากเม่ือเพิ่ม PEI และ ความมีประจบุวกก็สงูขึน้มากจากเดมิที MPyMeChC นัน้มีคา่ zeta 

potential ประมาณ -20 mv  แม้จะเพิ่ม PEI เพียง 0.5 μg ก็ทําให้คา่ zeta potential เพิ่มเป็น +10 

mv  ในขณะท่ีขนาดของ polyplex ท่ีเกิดขึน้ในขนาดพอ ๆ กบั PEI/DNA ท่ีอตัราสว่น 1/1 คือไม่

เกิน 1 um แตเ่ม่ือเพิ่มปริมาณของ PEI ไปจนถงึ 10 μg ปรากฎวา่ขนาดของ polyplex ท่ีเกิดขึน้มี

ขนาดใหญ่ขึน้มากจนถึงประมาณเกือบ 4 um ซึง่ขนาดท่ีใหญ่ขึน้นีอ้าจเกิดจากปริมาณ PEI ท่ีมาก

เกินเข้าไป และเม่ือเทียบคา่ zeta potential กบั PEI/DNA ท่ีอตัราสว่น 1/1 นัน้พบวา่ประจบุวกของ 

PEI/MPyMeChC ท่ี อตัราสว่น 0.5/1/1, 1/1/1 และ 5/1/1 ท่ีมีประจบุวกลดลง นัน่อาจจะหมายถึง

การท่ี polyplex  จบักบั PEI อยา่งหลวม ๆ ซึง่อาจจะมีประโยชน์ในเร่ืองของการปลดปลอ่ยดีเอ็นเอ

ให้เป็นอิสระได้ 
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4.1.3 การตรวจสอบรูปร่างของ polyplex ด้วย AFM 
ภาพจาก AFM ใช้เพ่ือตรวจสอบการเกิด polyplex ของกลุม่พอลเิมอร์ประจบุวกและดีเอ็น

เอ จากภาพท่ีได้พบวา่ polyplex เกิดขึน้จริง โดยมีลกัษณะเป็นอนภุาคทรงกลม อยา่งไรก็ตามผล

การทดลองชีใ้ห้เห็นวา่ MPyMeChC มีความสามารถในการจบัดีเอ็นเอต่ํา โดยจากวิเคราะห์ภาพ 

AFM ท่ีอตัราสว่นนํา้หนกัของ MPyMeChC/DNA เป็น  5/1 และ 10/1 พบสายของดีเอ็นเอปรากฏ

เป็นกลุม่อยูร่อบ ๆ อนภุาค (ภาพท่ี 4.6-1 และ 4.6-2) และเม่ือเตมิ PEI อนภุาคมีลกัษณะกลมขึน้ 

และไมพ่บสายของดีเอ็นแอเหลืออยู ่ ซึง่เป็นไปได้วา่ดีเอ็นเอได้ถกูจดัเก็บและขดแนน่อยูใ่นอนภุาค 

(ภาพท่ี 4.6-3 และ 4.6-4) เม่ือวิเคราะห์ภาพจากอนภุาคผสม MPyMeChC/DNA polyplex ท่ีเตมิ 

PEI 0.5, 1 และ 10 μg พบวา่ ขนาดของ polyplex มีแนวโน้มท่ีจะเพิ่มขึน้ตามปริมาณของ PEI ท่ี

เตมิ (ภาพท่ี 4.6-5 และ 4.6-6) ซึง่ผลการวิเคราะห์ท่ีได้สอดคล้องกบัผลจากการวิเคราะห์ด้วย 

nanosizer (ภาพท่ี 4.2-4.5)  

 
 

 
 
ภาพที่ 4.6 ภาพ AFM แสดงลกัษณะของ polyplex ท่ีมีรูปร่างกลม ท่ี w/w ตา่ง ๆ ซึง่แสดงทัง้ภาพ 

topology (ซ้าย) phase constrast (ขวา) 

 

MPyMeChC/DNA=5/1 MPyMeChC/DNA=10/1

MPyMeChC/PEI/DNA=1/1/1 MPyMeChC/PEI/DNA=5/1/1

MPyMeChC/PEI/DNA=1/0.5/1 MPyMeChC/PEI/DNA=1/10/1

1) 2)

3) 4)

5) 6)
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 4.2 การศกึษาประสิทธิภาพของการถ่ายโอนยีนและการทดสอบความเป็นพษิของ 
polyplex ในเซลล์เพาะเลีย้ง HeLa, A549 และ SH-SY5Y 
 4.2.1 การประเมินประสิทธิภาพในการถ่ายโอนยีน 

การทดลองนีต้้องการศกึษาประสทิธิภาพของพอลเิมอร์ MPyMeChC และ/หรือ PEI เพ่ือ

ใช้เป็นตวัพาในการนําสง่ยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้งให้ได้หลากหลายชนิด ดงันัน้เซลล์เพาะเลีย้ง 3 ชนิด 

ได้แก่ human cervical cancer cell line (HeLa), human lung adenocarcinoma epithelial cell 

line (A549) และ human neuroblastoma cell line (SH-SY5Y) จงึได้ถกูนํามาใช้ทดสอบผลการ

นําสง่ด้วยระบบพอลเิมอร์ประจบุวกทัง้สองชนิดดงักลา่ว โดยการทดลองนีไ้ด้ใช้พลาสมิด pGL3-

basic ซึง่โคลน promoter CMV promoter/enhancer เข้าไปเพ่ือเพิ่มประสทิธิในการแสดงออก

ของยีนเคร่ืองหมาย luciferase ในยคูาริโอต [49] ซึง่สามารถวดัผลการถ่ายโอนยีนได้ในเชิง

ปริมาณ ในการถ่ายโอนยีนเข้าเซลล์แตล่ะชนิดจะใช้ naked DNA และ Lipofectamine ™ 2000 

เป็นกลุม่ควบคมุ ผลการถ่ายโอนยีนสูเ่ซลล์ HeLa, A549 และ SH-SY5Y เป็นดงัแสดงในภาพท่ี 

4.7, 4.8 และ 4.9 ตามลําดบั 

ผลการทดลองพบวา่ในเซลล์เพาะเลีย้ง HeLa การนําสง่ยีนโดยตวัพา MPyMeChC/DNA 

นัน้ มีประสทิธิภาพต่ํา (ภาพท่ี 4.7) กลา่วคือตรวจพบสญัญาณ luciferase แสดงออกน้อยกวา่ 103 

RLU/mg protein ผลการทดลองนีส้อดคล้องกบัการศกึษาของ Sajomsang และคณะ (2009) 

จากผลท่ีได้นีแ้สดงให้เห็นวา่ MPyMeChC ไมใ่ช่ตวัพาท่ีดีในการนําสง่ยีนสูเ่ซลล์ HeLa เน่ืองจาก

ตรวจพบสญัญาณ luciferase ในปริมาณต่ําเม่ือเทียบกบักลุม่ท่ีนําสง่ด้วย naked DNA แม้มีการ

เพิ่มปริมาณ MPyMeChC ก็ไมมี่ผลกระตุ้นการนําสง่ อยา่งไรก็ตาม เม่ือมีการเตมิ PEI เข้าไปเพ่ือ

ห่อหุ้ม MPyMeChC/DNA เม่ือตรวจสอบผลการนําสง่พบวา่ประสทิธภาพในการนําสง่ยีนสงูขึน้ 

102-103 เท่าเม่ือเปรียบเทียบกบักลุม่ท่ีไมใ่ส ่ PEI โดย MPyMeChC/PEI/DNA ท่ีอตัราสว่น 1/1/1 

ให้ประสทิธิภาพการนําสง่สงูท่ีสดุ และพบวา่เม่ือเพิ่ม MPyMeChC มากขึน้ไป ประสทิธิภาพในการ

นําสง่ยีนจะคอ่ย ๆ ลดลง เช่นเดียวกบัผลการทดลองเม่ือใช้ตวัพากลุม่ PEI/MPyMeChC/DNA การ

เพิ่ม PEI มากเกินไป ก็ทําให้ประสทิธิภาพการนําสง่ยีนลดลง อีกทัง้ยงัทําให้เซลล์เป็นพษิอีกด้วย 

โดยปริมาณ PEI ท่ีเหมาะสมในการกระตุ้นการถ่ายโอนในระบบพอลเิมอร์ผสม MPyMeChC/PEI 

จะอยูท่ี่ 0.5 และ 1 μg  ซึง่ระบบพอลเิมอร์ผสมจะช่วยเพิ่มประสทิธิภาพการนําสง่ยีนได้ประมาณ 

103 เทา่เทียบกบัการไมเ่ตมิ PEI เม่ือทําการทดลองในเซลล์ HeLa 
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ภาพที่ 4.7 ประสทิธิภาพการถ่ายโอนยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้ง HeLa ด้วยพอลเิมอร์ประจบุวกท่ี

อตัราสว่นของนํา้หนกัพอลเิมอร์และดีเอ็นเอตา่ง ๆ กนัดงัระบใุนภาพ  

 

สําหรับการทดสอบระบบนําสง่ด้วยพอลเิมอร์ประจบุวกในเซลล์ A549 นัน้ ผลการทดลอง

พบวา่ การนําสง่ยีนด้วย MPyMeChC ท่ีอตัราสว่นนํา้หนกัเป็น MPyMeChC/DNA เป็น 5/1 ให้ผล

การแสดงออกของ luciferase สงูกวา่ naked DNA ประมาณ 102 ซึง่สงูท่ีสดุเม่ือเทียบกบั

อตัราสว่นอ่ืนในกลุม่พอลเิมอร์เดียวกนั ประสทิธิภาพการนําสง่ยงัต่ํามาก และเม่ือเพิ่มปริมาณพอ

ลเิมอร์ก็ไมไ่ด้ช่วยเพิ่มประสทิธิภาพแตอ่ยา่งใด เชน่เดียวกบัเหตกุาร์ในเซลล์ HeLa การเตมิ PEI 

μg ช่วยเพิม่ประสทิธิภาพการนําสง่ให้สงูขึน้ได้ถึง 102-104 เท่า และแม้วา่การจะเพิม่ PEI ถึง 5 และ 

10 μg จะทําให้ประสทิธิภาพในการนําสง่ยีนสงูขึน้กวา่ MPyMeChC/DNA แตป่ระสทิธิภาพในการ

นําสง่ยีนน้อยกวา่ MPyMeChC/PEI/DNA 1/0.5/1 และ 1/1/1 
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ภาพที่ 4.8 ประสทิธิภาพการถ่ายโอนยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้ง A549 ด้วยพอลเิมอร์ประจบุวกท่ี

อตัราสว่นของนํา้หนกัพอลเิมอร์และดีเอ็นเอตา่ง ๆ กนัดงัระบใุนภาพ  

 

ในสว่นของการนําระบบพอลเิมอร์ประจบุวกแบบผสมใช้ในการนําสง่ยีนสู ่ SH-SY5Y นัน้ 

ให้ผลท่ีแตกตา่งไปจากเซลล์ทัง้สองชนิดข้างต้น แม้วา่พอลเิมอร์ผสม MPyMeChC/PEI ให้ผลการ

นําสง่สงูกวา่การนําสง่ด้วย MPyMeChC แตผ่ลการทดลองชีใ้ห้เห็นวา่ การใช้พอลเิมอร์ผสม 

MPyMeChC/PEI ไมไ่ด้สง่ผลกระตุ้นการถ่ายโอนยีนให้สงูกวา่การใช้ PEI นําสง่ยีนโดยลําพงัใน

และปริมาณ PEI 0.5-1 μg ให้ผลการนําสง่ได้สงูกวา่การนําสง่ naked DNA ถึง 103 เท่า  
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ภาพที่ 4.9 ประสทิธิภาพการถ่ายโอนยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้ง SH-SY5Y ด้วยพอลเิมอร์ประจบุวกท่ี

อตัราสว่นของนํา้หนกัพอลเิมอร์และดีเอ็นเอตา่ง ๆ กนัดงัระบใุนภาพ  
 

4.2.2 การทดสอบความเป็นพษิของระบบ (Cell viability testing) 
 เทคนิค MTT assay ได้ถกูนํามาใช้เพ่ือหาอตัราการรอดชีวิตของเซลล์ซึง่สามารถประเมิน

ความเป็นพษิของการใช้พอลเิมอร์นําสง่ยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้ง HeLa, A549 และ SH-SY5Y ได้ โดย

การทดสอบได้ใช้สภาวะเดียวกบัการทดสอบการนําสง่ยีน และใช้กลุม่เซลล์ท่ีถกูนําสง่ด้วย 

Lipofectamine™ 2000 และ naked DNA เป็นกลุม่ควบคมุ ผลการทดลองสําหรับเซลล์ HeLa, 

A549 และ SH-SY5Y แสดงในภาพท่ี 4.10, 4.11 และ 4.12 ตามลําดบั  
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ภาพที่ 4.10 ผลการทดสอบความเป็นพษิในการถ่ายโอนยีนด้วยพอลเิมอร์ในอตัราสว่นตา่ง ๆ ใน

เซลล์เพาะเลีย้ง HeLa ด้วยวธีิ MTT 

  

ผลการทดลองเม่ือทดสอบกบัเซลล์เพาะเลีย้ง HeLa พบวา่อตัราการรอดชีวิตของเซลล์

กลุม่ท่ีทําการถ่ายโอนด้วย MPyMeChC/DNA และ PEI/DNA จะแปรผนัตามปริมาณพอลเิมอร์ท่ี

ใช้ทํา polyplex พบวา่การถ่ายโอนยีนด้วย MPyMeChC มีผลกระทบตอ่การเจริญของเซลล์น้อย

กวา่การใช้ PEI หรือ MPyMeChC ผสม PEI จากสภาวะท่ีใช้ในการถ่ายโอนยีนด้วย polyplex 

MPyMeChC/DNA นอกจากนีย้งัพบวา่การผสม PEI 1 μg ลงใน MPyMeChC/DNA เพ่ือสร้าง 

MPyMeChC/PEI/DNA polyplex นัน้มีผลให้อตัราการรอดชีวิตลดลงเลก็น้อย ผลการทดลองยงั

ยืนยนัวา่การผสม PEI 5 และ 10 μg ใน MPyMeChC/DNA (PEI/MPyMeChC/DNA) เป็นสาเหตุ

ทําให้อตัราการรอดชีวิตของเซลล์ต่ํามากโดยมีอตัราการรอดชีวิตน้อยกวา่ 40 %  
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ภาพที่ 4.11 ผลการทดสอบความเป็นพษิในการถ่ายโอนยีนด้วยพอลเิมอร์ในอตัราสว่นตา่ง ๆ ใน

เซลล์เพาะเลีย้ง A549 ด้วยวธีิ MTT 

 

 ผลการทดสอบในเซลล์เพาะเลีย้ง A549 เป็นไปในทางเดียวกบั HeLa จากสภาวะท่ีใช้ใน

การถ่ายโอนนีใ้นเซลล์ชนิดนีพ้บวา่ เซลล์มีอตัรารอดชีวิตสงูกวา่ 80% เม่ือใช้ระบบ MPyMeChC 

ในการถ่ายโอนยีน และการเตมิ PEI มีผลเป็นพษิกบัเซลล์  

 

 
 

ภาพที่ 4.12 ผลการทดสอบความเป็นพษิในการถ่ายโอนยีนด้วยพอลเิมอร์ในอตัราสว่นตา่ง ๆ ใน

เซลล์เพาะเลีย้ง SH-SY5Y ด้วยวธีิ MTT 
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 ในสว่นของเซลล์ประสาทเพาะเลีย้ง เม่ือเปรียบเทียบกบัเซลล์ท่ีได้ทดสอบข้างต้น อนพุนัธ์

ไคโตซาน MPyMeChC และ PEI มีผลยบัยัง้การเจริญของเซลล์ชนิดนีอ้ยา่งเห็นได้ชดั และเป็นท่ีน่า

สงัเกตว่าการผสมพอลิเมอร์ทัง้สองชนิดเพ่ือใช้เป็นตวัพาก็มีผลยบัยัง้การเจริญท่ีสงูมากกว่าการใช้ 

MPyMeChC หรือ PEI อย่างใดอย่างหนึ่ง ดงันัน้จึงมีข้อควรระวงัในการใช้พอลิเมอร์ทัง้สองชนิดนี ้

เป็นตวัพาสําหรับเซลล์ SH-SY5Y เน่ืองจากเซลล์มีความไวในการตอบสนองตอ่การรับพอลิเมอร์ซึง่

มีผลยบัยัง้การเจริญของเซลล์ เป็นผลให้การนําสง่ยีนมีประสิทธิภาพต่ําในท่ีสดุ อย่างไรก็ตาม จาก

ผลการทดลองพบว่าการใช้ PEI เป็นตวัพาในอตัราส่วนนํา้หนกัของ PEI/DNA เป็น 0.5/1 ให้ผล

การรอดชีวิตของเซลล์อยูใ่นระดบัท่ียอมรับได้ คือมีอตัราการรอดชีวิตประมาณ 90%  

ทัง้นีใ้นเซลล์ทัง้สามชนิดพบวา่ในกลุม่ท่ีใช้ MPyMeChC ท่ีอตัราสว่น 1/1 นําสง่ยีนนัน้ มี

อตัราการรอดชีวิตสงูกวา่เซลล์ท่ีบม่กบั naked DNA ทําให้อตัราการรอดชีวิตท่ีได้สงูกวา่ 100 % 

จงึเป็นไปได้วา่เซลล์ท่ีบม่กบั MPyMeChC ในระดบัความเข้มข้นต่ํามีผลกระตุ้นการเจริญของเซลล์

เพาะเลีย้ง แตห่ากใช้พอลเิมอร์ชนิดนีท่ี้ความเข้มข้นสงูขึน้จะมีผลให้เซลล์ตาย เน่ืองจากประจบุวก

จะเหน่ียวนําให้ผนงัเซลล์เกิดการร่ัว ทําให้เซลล์ตายในท่ีสดุ  
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4.3 การประยุกต์ใช้พอลิเมอร์ประจุบวกนําส่งยีนสู่เซลล์มะเร็งกระดกูเพาะเลีย้ง 
MG63 

4.3.1 การศึกษาประสิทธิภาพของการถ่ายโอนยีน  
 เพ่ือตรวจสอบประสทิธิภาพและความเป็นพิษของระบบในการนําสง่ยีนสูเ่ซลล์มะเร็ง

กระดกู MG-63 ผู้วิจยัได้ใช้พลาสมดิ pGL-3 basic vector containing CMV 

promoter/enhancer [49] ซึง่มีการแสดงออกของ firefly luciferase enzyme ดงัเชน่ในการ

ประเมินประสทิธิภาพและความเป็นพิษในเซลล์ HeLa, A549 และ SH-SY5Y เพ่ือเลือกอตัราสว่น

ท่ีเหมาะสมสําหรับการนําสง่ยีน BMP-2 ตอ่ไป  

ผลการทดลองการนําสง่ยีนแสดงในภาพท่ี 4.13 พบวา่การผสม PEI ใน 

MPyMeChC/DNA polyplex นัน้ สามารถเพิ่มประสทิธิภาพในการนําสง่ยีนได้ประมาณ 103-104 

เท่า เม่ือเทียบกบัการนําสง่โดย MPyMeChC/DNA โดยผลการทดลองในกลุม่ 

MPyMeChC/PEI/DNA แสดงให้เห็นวา่การใช้ PEI ในปริมาณ 0.5-1 μg ให้ผลการนําสง่ในระดบัท่ี

ใกล้เคียงกบัสารนําสง่ทางการค้า Lipofectamine™ 2000 การทดลองนีแ้สดงถึงประสทิธิภาพของ

การใช้ MPyMeChC ร่วมกบั PEI ในการนําสง่ยีน อยา่งไรก็ดีการใช้ PEI เป็นตวัพาเพียงอยา่งเดียว 

ก็ให้ผลการนําสง่ดีเช่นกนั แตเ่ม่ือพิจารณาถึงความเป็นพิษตามภาพท่ี 4.14 PEI จงึไมใ่ช้ตวัพาท่ี

เหมาะสมท่ีจะนําไปใช้กบั MG-63 ตอ่ไป 

  
 

ภาพที่ 4.13 แสดงประสทิธิภาพการถ่ายโอนยีนสูเ่ซลล์เพาะเลีย้ง MG-63 ด้วยพอลเิมอร์ประจุ

บวกท่ีอตัราสว่นนํา้หนกัพอลเิมอร์และดีเอ็นเอตา่ง ๆ กนัดงัระบใุนภาพ จากนัน้ทดสอบด้วย One-

way Anova ตามด้วย Tukey’HSD Test ( * =แตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตเิม่ือเทียบกบั 

Naked DNA คา่ p-value < 0.05) 

 



 

51 

 

4.3.2 การทดสอบความเป็นพษิของ polyplex ต่อเซลล์ MG-63 
 ผลการหาความเป็นพิษตอ่เซลล์ด้วยวธีิ MTT แสดงในภาพท่ี 4.14 พบวา่อตัราการรอด

ชีวิตของเซลล์ในกลุม่ MPyMeChC/DNA อยูใ่นระดบัท่ีดีมาก ด้วยปริมาณพอลเิมอร์ท่ีใช้ในการ

ทดลองเซลล์มีการรอดมากกวา่ 80% อยา่งไรก็ตาม ผลการทดลองยงัได้ชีใ้ห้เห็นวา่อตัราการรอด

ชีวิตจะแปรผนัตรงข้ามกบัปริมาณพอลเิมอร์ MPyMeChC ท่ีใช้ สําหรับในกลุม่พอลเิมอร์ผสม 

MPyMeChC/PEI/DNA อตัราการรอดนัน้ขึน้อยูก่บัปริมาณพอลเิมอร์ PEI ท่ีใสร่่วมกบั

MPyMeChC/DNA polyplex โดยพบวา่การใส ่ PEI 0.5 μg จะให้เซลล์อยูร่อดเกือบ 100 % และ

การใส ่PEI 1 μg เซลล์จะอยูร่อด 60 % และเม่ือใส ่PEI 5 μg เซลล์จะอยูร่อดเพียง 20 % เทา่นัน้ 

แสดงให้เห็นถงึความไวตอ่ประจบุวกจาก PEI ของเซลล์ MG-63 อยา่งไรก็ตามผลการทดลองนี ้

แสดงให้เห็นวา่ การใช้พอลเิมอร์ผสมในปริมาณท่ีเหมาะสมนัน้สามารถลดความเป็นพษิตอ่เซลล์ 

MG-63 ได้ และเม่ือประเมินจากประสทิธิภาพในการนําสง่ยีนและความเป็นพษิตอ่เซลล์

คณะผู้วิจยัจงึเลือกใช้พอลเิมอร์ท่ีอตัราสว่น 0.5/1/1 โดยได้ศกึษายืนยนัในการนําสง่ยีน Bone 

morphogenetic protein-2 (BMP-2) ในขัน้ตอ่ไป เพ่ือดรูะยะเวลาท่ียีนนีแ้สดงออกด้วยเทคนิค 

Reverse Transcriptase - Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) ในเวลาตา่ง ๆ ท่ีวนัท่ี 1, 3, 

7, 10 และ 14 

 

 
ภาพที่ 4.14 แสดงความเป็นพษิในการถ่ายโอนยีนด้วยพอลเิมอร์ในอตัราสว่นตา่ง ๆ ในเซลล์

เพาะเลีย้ง MG-63 ด้วยวิธี MTT จากนัน้ทดสอบด้วย One-way Anova ตามด้วย Tukey’HSD 

Test ( * =แตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตเิม่ือเทียบกบั Naked DNA คา่ p-value < 0.05) 
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4.4 การตรวจสอบการเข้าสู่เซลล์ของ PEI/MPyMeChC/DNA polyplex 

จากการตรวจการนําส่งยีนโดยใช้พลาสมิดดีเอ็นเอท่ีย้อมติดด้วยสีฟลอูอเรสเซนต์ TM-

Rhodamine (สีแดง) และย้อมเซลล์ด้วย Acridine orange (สีเขียว) (ภาพท่ี 4.15) ผลการ

ตรวจสอบภายใต้ confocal laser scaning microscope พบว่าการใช้ระบบ polyplex ของ 

PEI/DNA, MPyMeChC/DNA และ MPyMeCh/PEI/DNA มีประสิทธิภาพสงูในการนําสง่ยีนเม่ือ

เปรียบเทียบกบั Lipofectamine ™ 2000 ซึง่เป็นตวันําสง่ยีนทางการค้า โดยสามารถตรวจพบพ

ลาสมิดในเซลล์เม่ือทําการนําส่งยีนท่ีเวลา 6 และ 24 ชั่วโมง ผลการนําส่งพลาสมิดด้วย 

MPyMeCh/PEI/DNA ท่ีเวลา 6 ชัว่โมงยงัได้ถกูนําไปวิเคราะห์ Z-stack เพ่ือแสดงให้เห็นการ

ปรากฎของ polyplex ในเซลล์ (ภาพท่ี 4.16) 

 

 
ภาพที่ 4.15 การเข้าสูเ่ซลล์ MG-63 ของพลาสมิดท่ีย้อมด้วยสี TM-Rhodamine (สีแดง) โดยเซลล์

ย้อมด้วยสี Acridine orange (สีเขียว) ท่ีเวลา 6 และ 24 ชัว่โมง  
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ภาพที่ 4.16 ผลการวิเคราะห์ Z-stack จากการนําสง่พลาสมิดท่ีย้อมด้วยสี TM-Rhodamine (สี

แดง) ในเซลล์ MG-63 ซึง่ย้อมด้วย Acridine orange (สีเขียว) ท่ีเวลา 6 ชัว่โมงโดยให้

PEI/MPyMeCh/DNA 0.5/1/1 เป็นตวัพา 
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ภาพที่ 4.17 ผลการวิเคราะห์ Z-stack จากการนําสง่พลาสมิดท่ีย้อมด้วยสี TM-Rhodamine (สี

แดง) ในเซลล์ MG-63 ซึง่ย้อมด้วย Acridine orange (สีเขียว) ท่ีเวลา 24 ชัว่โมงโดยให้

PEI/MPyMeCh/DNA 0.5/1/1 เป็นตวัพา 
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จากภาพท่ี 4.16 จะเห็นได้ว่าการนําส่งยีนด้วยพอลิเมอร์ผสม PEI/MPyMeChC/DNA 

0.5/1/1 ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง นัน้สว่นใหญ่จะอยู่บริเวณไซโตพลาสซมึของเซลล์และดีเอ็นเอดจูะเกาะ

กลุ่มกนัเป็นก้อนท่ีมีขนาดใหญ่ ในขณะท่ีเม่ือทําการนําส่งเป็นเวลาผ่านไป 24ชัว่โมงนัน้ดีเอ็นเอดู

จะมีการกระจายและมีบางส่วนเข้าไปอยู่ท่ีนิวเคลียสของเซลล์และทําให้เกิดการแสดงออกของ

โปรตีนในขัน้ตอ่ไป (ภาพท่ี 4.17) 

 

4.5 ผลการนําส่งยีน BMP-2 ใน MG-63 ด้วยเทคนิค RT-PCR 
ผลการทดลองข้างต้น แสดงให้เห็นถึงประสทิธิภาพของระบบนําสง่พอลเิมอร์ประจบุวก

แบบผสมท่ีสามารถใช้เป็นตวัพาในการนําสง่ยีนนอกเหนือไปจากการใช้ระบบอาศยัไวรัส เพ่ือ

แสดงให้เห็นถงึศกัยภาพของระบบนําสง่นี ้ การทดลองลําดบัตอ่ไปจงึได้เลือกใช้ระบบนําสง่ท่ีได้

ศกึษามาใช้กบัการนําสง่ยีน BMP-2 ซึง่ยีนดงักลา่วนีเ้ป็นยีนบําบดัสําหรับรักษาโรคท่ีเก่ียวข้องกบั

กระดกู เป็นการแสดงให้เห็นถึงแนวทางการประยกุต์ใช้ระบบนําสง่ดงักลา่วกบัการรักษาโรคหรือ

การทํายีนบําบดันัน่เอง 

จากการทดสอบระบบนําสง่แบบผสม MPyMeChC และ PEI ในการถ่ายโอนยีนข้างต้น

เ ม่ื อ ท ด ส อ บ ด้ ว ย ยี น  luciferase ซึ่ ง เ ป็ น ยี น เ ค ร่ื อ ง ห ม า ย  พ บ ว่ า อั ต ร า ส่ ว น ข อ ง 

MPyMeChC/PEI/DNA ท่ีเหมาะสมในการนําสง่ยีน BMP-2 คือ 1/0.5/1 เน่ืองจากเป็นอตัราสว่นท่ี

ให้ผลการนําสง่ท่ีมีประสทิธิภาพสงูและเป็นพิษตอ่เซลล์ต่ํา ผลจากการนําสง่ยีน BMP-2 เข้าสูเ่ซลล์

โดยการวดัปริมาณการแสดงออกของยีนเทียบผลท่ีระยะเวลาตา่ง ๆ กนั (ภาพท่ี 4.18) พบว่าเซลล์

ท่ีได้รับยีนด้วย Lipofectamine ™ 2000  นัน้มีปริมาณการแสดงออกของยีนสงูกว่าเซลล์ปกติถึง

ประมาณ 16 เท่าในหนึ่งวันภายหลงัจากการนําส่ง แต่ปริมาณการแสดงออกดงักล่าวจะลดลง

อยา่งเห็นได้ชดัในวนัตอ่ ซึง่แตกตา่งกบัเซลล์ท่ีถกูนําสง่ด้วยพอลิเมอร์ผสม MPyMeChC/PEI/DNA 

แม้ว่าในวนัแรกจะให้ผลการแสดงออกของยีนสงูกว่าเซลล์ปกติเพียง 6 เท่า แต่ยงัคงให้ผลการ

แสดงท่ีดีกว่า Lipofectamine ™ 2000 และเซลล์ปกติในวนัต่อ ๆ มาจนถึงวนัท่ี 14 โดยจะมีการ

แสดงออกลดลงตามเวลา ซึง่การใช้พอลิเมอร์ผสมนัน้อาจมีข้อดีในเร่ืองของการคอ่ย ๆ ปลดปลอ่ย 

DNA ออกจากพอลิเมอร์ PEI และ MPyMeChC จึงให้ผลการแสดงออกของยีนยาวนาน โดยท่ี

ระดบัการแสดงออกของยีน BMP-2 เม่ือเทียบกบัเซลล์ปกติมีความแตกตา่งอย่างมีนยัสําคญัทาง

สถิตติัง้แตว่นัท่ี 1 ถึงวนัท่ี 10 ในขณะท่ีการนําสง่ยีนด้วย Lipofectamine ™ 2000 แม้วา่จะมีความ

แตกต่างในการนําส่งยีนในวนัแรกแต่ในวนัต่อ ๆ มากลบัไม่มีความแตกต่างกบัเซลล์ปกติอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิต ิ 
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ภาพที่ 4.18 เปรียบเทียบผลการนําสง่ยีน BMP-2 โดยใช้พอลเิมอร์ผสมท่ีมีอตัราสว่น 

PEI/MPyMeChC/DNA 0.5/1/1 จากการวดัปริมาณการแสดงออกของยีนท่ีเวลา 1, 3, 7, 10 และ 

14 วนัหลงัการนําสง่จากนัน้ทดสอบด้วย One-way Anova ตามด้วย Tukey’HSD Test ( * =

แตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญัทางสถิตเิม่ือเทียบกบัเซลล์ปรกตใินแตล่ะวนั คา่ p-value < 0.05) 



 

57 

 

บทที่ 5 
สรุป อภปิราย และวจิารณ์ผลการทดลอง 

 
สรุปผลการทดลอง 

การวิจยัครัง้นีไ้ด้พฒันาตวัพา non-viral vector โดยเลือกใช้พอลิเมอร์หลกัเป็น 

MPyMeChC [methylated N-(4-pyridinylmethyl) chitosan chloride] (ภาพท่ี 5.1) ซึง่เป็นไคโต

ซานละลายนํา้ได้ท่ีได้รับการพัฒนาจากศูนย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาติ สํานักงานพัฒนา

วิทยาศาสตร์แห่งเทคโนโลยีแห่งชาติ เน่ืองจากเดิมไคโตซานนัน้เป็นพอลิเมอร์ท่ีมีความสามารถใน

การละลายนํา้ต่ํา จึงมีการเติมหมู่ methyl เพ่ือเพิ่มความสามารถในการละลายนํา้ อีกทัง้ยงัได้เพิ่ม

หมู่อะโรมาติคเพ่ือเพิ่มความสามารถในการจบักนัของพอลิเมอร์และดีเอ็นเอ เน่ืองจากประจุบวก

ของ pyridine ring จะสามารถเปล่ียนตําแหน่งได้จากการ resonance ซึง่อาจจะทําให้ดีเอ็นเอจบั

กบัพอลเิมอร์แน่นขึน้ [4] 
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ภาพที่ 5.1 โครงสร้างของ MPyMeChC 

จากผลการทํา gel retardation assay พบวา่ MPyMeChC มีความสามารถในการจบัดี

เอ็นเอได้ดี โดยความสามารถนีข้ึน้อยูก่บัปริมาณของพอลเิมอร์ท่ีใช้ ผลการวดัขนาดของอนภุาคท่ี

เกิดขึน้ยืนยนัวา่ polyplex ของ MPyMeChC/DNA มีขนาดไมเ่กิน 300 nm และเม่ือวดัประจท่ีุผิว

พบวา่มีคา่ศกัย์ซีต้าเป็นบวกแปรผนัตามปริมาณพอลเิมอร์ (ภาพท่ี 4.2) เช่นเดียวกนักบั PEI/DNA 

polyplex (ภาพท่ี 4.3) เป็นท่ีนา่สงัเกตวา่ PEI/DNA polyplex ท่ีอตัราสว่น 1/1 จะมีขนาดใหญ่ซึง่

อาจเกิดเน่ืองมาจากการจบัตวักนัของดีเอ็นเอและ PEI ท่ีจบักนัอยา่งหลวม ๆ เกิดการจบักนัอยา่ง

ไมส่มบรูณ์ แตเ่ม่ือเพิ่มปริมาณของ PEI ทําให้เกิดการจบักนัแน่นขึน้ ทําให้ดีเอ็นเอขดแน่นมากขึน้ 

(ภาพท่ี 4.3)  

ภาพจาก AFM พบวา่ MPyMeChC ยงัจบัดีเอ็นเอได้ไมแ่น่นนกั อนภุาคท่ีได้ไมเ่ป็นทรง

กลมและยงัพบเส้นดีเอ็นเอปรากฎรอบ ๆ อนภุาค (ภาพท่ี 4.6-1) การเตมิ PEI ใน 

MPyMeChC/DNA polyplex ในปริมาณ 0.5, 1 และ 10 μg (ภาพท่ี 4.6-3 ถึง 4.6-6) ทําให้ 
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polyplex มีลกัษณะเป็นทรงกลมมากขึน้ ตามหลกัการแล้ว PEI สามารถจบักบัดีเอ็นเอได้ดีกวา่ 

MPyMeChC เน่ืองจาก PEI มีหมูเ่อมีนมากกวา่ใน MPyMeChC ถึงสองเทา่ท่ีปริมาณสารเทา่กนั 

การใช้ PEI เป็นพอลเิมอร์เสริมนีส้อดคล้องกบั  Kim, T.H., et al. และคณะ (2005) [52] PEI 

สามารถจบักบัดีเอ็นเอท่ีเหลือท่ีผิวของ MPyMeChC/DNA polyplex ผา่น ionic interaction 

ระหวา่งหมูเ่อมีนและฟอตเฟส (ภาพท่ี 5.2) ผลการวดัขนาดของพอลเิมอร์พบวา่ polyplex ของพอ

ลเิมอร์ผสมมีขนาดใหญ่ขึน้ เน่ืองมาจาก PEI สามารถจบักบั polyplex ในลกัษณะการเคลือบผิว

ชัน้นอก และทําให้ประจท่ีุผิวของพอลเิมอร์มีคา่สงูขึน้ด้วย ซึง่การมีคา่ประจท่ีุผิวเป็นบวกใน

ระดบัสงูนีพ้บได้เสมอใน polyplex ทกุชนิดท่ีมี PEI เป็นสว่นประกอบ 
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ภาพที่ 5.2 ภาพจําลองการจบักนัระหวา่งพอลเิมอร์และดีเอ็นเอในระบบพอลเิมอร์ผสมเพ่ือเตรียม

MPyMeChC/PEI/DNA polyplex 
 

เม่ือทดลองเติม PEI ใน MPyMeChC/PEI/DNA polyplex พบว่าเม่ือเติม PEI ในปริมาณ 

0.5-5 μg อนภุาคท่ีได้ยงัมีขนาดอยู่ในระดบันาโนเมตร (ภาพท่ี 4.5) แตห่ากเติม PEI ตัง้แต ่10 μg 

ขนาดของ polyplex ใหญ่เป็นขนาดในระดบัไมโครเมตร และมีอนภุาคหลายขนาดปะปนกนั ในจดุ

นีค้าดวา่การใส ่PEI มากเกินไปจะทําให้อนภุาคเกาะกลุม่กนัเป็นก้อน อยา่งไรก็ตามเหตกุารณ์นีไ้ม่

เกิดขึน้ในกรณีท่ีเพิ่ม MPyMeChC เพียงอย่างเดียวและจํากดั PEI เพียง 1 μg แม้ว่าจะเพิ่ม 

MPyMeChC ถึง 40 μg ขนาดของ MPyMeChC/PEI/DNA ก็ยงัคงอยู่ท่ีระดบันาโนเมตร และเม่ือ

ตรวจสอบขนาดของ polyplex ท่ี MPyMeChC ผสมอยู่ในปริมาณท่ีแตกต่างกัน (ภาพท่ี 4.4) 

พบว่า เม่ือเติม MPyMeChC ปริมาณต่ําคือ 0.5 และ 1 μg พอลิเมอร์และดีเอ็นเอน่าจะเร่ิมมีการ

จบักนัอยา่งหลวม ๆ คาดวา่ขนาดของอนภุาคท่ีวดัได้นัน้ไมไ่ด้แสดง ขนาดของ polyplex ท่ีต้องการ  
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โดยเม่ือมีการเติม MPyMeChC มากขึน้ (5, 10, 20 และ 40 μg) นัน้ polyplex ได้เร่ิมก่อตวัได้โดย

เกิดการจบัตวักนัอย่างหลวม ๆ และเม่ือปริมาณ MPyMeChC มากขึน้ไปก็จะเกิดการขดตวัแน่น

ของอนภุาคทําให้ให้ขนาดคอ่ย ๆ เลก็ลง   

ภาพ AFM แสดงถึงความสามารถของ PEI ท่ีช่วยในกระบวนการเตรียม polyplex โดย

จากรูปร่างของ polyplex ท่ีไม่มีความชดัเจน (undefined shape) จะมีลกัษณะกลมขึน้เม่ือมีการ

เติม PEI แม้เพียงเล็กน้อยและเม่ือเพิ่มปริมาณของ PEI เพิ่มมากขึน้ก็จะได้อนภุาคท่ีมีขนาดใหญ่

ขึน้ ผลจาก AFM ยงัสอดคล้องกบัผลการทํา gel retardation เน่ืองจากภาพ polyplex ท่ีเกิดจาก 

MPyMeCh/DNA แสดงผลการหน่วงการเคลื่อนท่ีของดีเอ็นเอ ซึง่น่าจะเกิดจาก polyplex ห่อหุ้มดี

เอ็นเอไว้อย่างหลวม ๆ ดีเอ็นเอบางสว่นปรากฎอยู่บนผิวของอนภุาคทําให้เห็นแถบดีเอ็นเอปรากฎ

เป็นรอยทางยาว ในขณะท่ี polyplex ท่ีมี PEI เป็นสว่นประกอบ พบวา่ การห่อหุ้มดีเอ็นเอเกิดอย่าง

สมบรูณ์ ดงันัน้ดีเอ็นเอท่ีห่อหุ้มอยู่ในอนภุาคท่ีมี PEI จึงถกูปกป้องจากการย่อยสลายของเอนไซม์

จากสิง่แวดล้อมได้ดีกวา่ ถือเป็นข้อดีอยา่งหนึง่ของการใช้ PEI ผสมในตวัพา  

ประสิทธิภาพในการถ่ายโอนยีนและความเป็นพิษของตวัพาต่อเซลล์เป็นปัจจยัสําคญัท่ี

จําเป็นจะต้องคํานึงถึงในระบบการสง่ถ่ายยีน [53] การทดลองก่อนหน้านีไ้ด้รายงานความสําเร็จ

ในการสงัเคราะห์อนพุนัธ์ไคโตซาน MPyMeChC เพ่ือเป็นตวัพาทางเลือกใหม่ในการนําสง่ยีนโดย

ไม่อาศยัไวรัสเป็นตวัพา ซึ่งท่ีผ่านมาได้แสดงให้เห็นถึงความสามารถในการนําส่งยีนเข้าสู่เซลล์ 

Huh7 โดยมีความเป็นพิษต่ํา อย่างไรก็ตาม ดูเหมือนว่าพอลิเมอร์นีจ้ะไม่มีประสิทธิภาพเม่ือ

นํามาใช้กบัเซลล์ HeLa ซึง่ถือเป็นข้อจํากดัของ MPyMeChC ดงันัน้เพ่ือให้การนํา MPyMeChC ไป

ใช้ในวงกว้างและให้สามารถนําสง่ยีนเข้าสูเ่ซลล์ได้หลากหลายชนิด จึงได้มีแนวคิดในการผสม PEI 

เข้าไปในระบบ เน่ืองจาก PEI มีประจบุวกสงู และมีกระบวนการหลบหลีกออกจาก endosome 

เรียกวา่ “proton sponge effect” ช่วยให้ดีเอ็นเอถกูปลอดปลอ่ยแล้วเคลื่อนท่ีเข้าสูนิ่วเคลียสได้ ทํา

ให้ประสิทธิภาพในการถ่ายโอนยีนด้วย PEI สงู นอกจากนีก้ารใช้ PEI เป็นตวัพายงัมีประโยชน์ใน

เร่ืองของการนําสง่ยีนเข้าสูนิ่วเคลียสเม่ือเทียบกบัการใช้ naked plasmid DNA โดยมีการทดลอง

แสดงให้เห็นวา่ PEI และ พลาสมิดดีเอ็นเอยงัคงจบัตวักนัเป็น polyplex ในการเข้าสูนิ่วเคลียส และ

มีการปลดปลอ่ยดีเอ็นเอในนิวเคลียสเกิดขึน้อย่างช้า ๆ อย่างไรก็ตามประสิทธิภาพในการนําสง่ยีน

เข้าสู่นิวเคลียสนัน้สามารถเพิ่มขึน้ได้เม่ือใช้ PEI ร่วมกับ nuclear localization signals 

(NLS)  [30] โดยท่ีการใช้ไคโตซานจะช่วยให้ตวั polyplex ท่ีเกิดขึน้มีแรงจบักนัทีไม่มากเท่ากบัการ

ใช้ PEI เพียงอย่างเดียวจึงทําให้เกิดการปลดปล่อยดีเอ็นเอออกได้ง่าย ทําให้ประสิทธิภาพในการ

นําสง่ยีนสงูขึน้ ดงันัน้การใช้พอลิเมอร์ผสม MPyMeChC/PEI จึงเป็นการนําข้อดีของพอลิเมอร์ทัง้

สองชนิดมารวมกัน  เ พ่ือให้ได้ผลการถ่ายโอนยีนท่ีสูง  และมีความเป็นพิษต่อเซลล์ต่ําใน
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ขณะเดียวกนั อีกทัง้ยงัเป็นการลดข้อจํากัดอนัเกิดจากข้อเสียของทัง้สองพอลิเมอร์ด้วย จากการ

ทดลองจะเห็นได้วา่ การใช้พอลเิมอร์ผสมยงัช่วยเสริมประสทิธิภาพให้การถ่ายโอนยีนให้สงูขึน้ เม่ือ

เทียบกบัการใช้ MPyMeChC หรือ PEI เป็นตวัพาโดยลําพงั ผลการทํางานเสริมกนั (synergistic 

effect) ของพอลิเมอร์ตา่งชนิดนี ้ได้มีปรากฎให้เห็นจากรายงานการใช้ PEI ร่วมกบั chitosan [54-

56] หรือ cationic liposome [57, 58] อย่างไรก็ตาม การผสมพอลิเมอร์อาจมีผลเสริม

ประสิทธิภาพกับเซลล์บางชนิด ดงันัน้ ผลการถ่ายโอนยีนจึงขึน้อยู่กับการทําให้เกิดความสมดุล

ระหวา่งความเป็นพิษของตวัพาท่ีใช้นําสง่ ประสทิธิภาพการนําสง่และชนิดของเซลล์  

การศกึษานีพ้บว่าการใช้พอลิเมอร์ผสมระหว่าง PEI และ MPyMeChC นัน้สามารถช่วย

ลดความเป็นพิษต่อเซลล์ของ PEI ได้ในเซลล์ HeLa, A549 และ MG-63 อย่างไรก็ตามในเซลล์ 

SH-SY5Y นัน้พบว่ายงัคงมีความเป็นพิษตอ่เซลล์สงูเม่ือใช้ PEI มากกว่า 5 μg ก็เป็นพิษตอ่เซลล์

มาก ผลการทดลองพบว่าความเป็นพิษต่อเซลล์จาก PEI ในเซลล์ HeLa, A549 และ MG-63 

สามารถลดลงได้เม่ือมีการใช้ร่วมกบั MPyMeChC แตใ่นกรณีของเซลล์ SH-SY5Y นัน้ กลบัพบว่า

การใช้พอลิเมอร์ผสมระหว่าง MPyMeChC และ PEI กลบัมีความเป็นพิษสงูขึน้ เป็นเหตใุห้ 

polyplex ชนิดนีมี้ประสิทธิภาพในการนําสง่ยีนก็น้อยกว่าการใช้ PEI นําสง่เพียงอย่างเดียว ดงันัน้

ระบบการนําส่งยีนแบบ MPyMeChC ร่วมกบั PEI จึงไม่ใช่ระบบท่ีเหมาะสมในการนําส่งยีนใน

เซลล์ SH-SY5Y การใช้เพียง PEI อยา่งเดียวอาจเป็นทางเลือกท่ีเหมาะสมแล้วสําหรับการนําสง่ยีน

เข้าสูเ่ซลล์สมอง [59] นอกจากนีย้งัมีรายงานท่ีเก่ียวกบัการนําสง่ยีนโดยใช้ PEI ในการนําส่งยีน

ของเซลล์ประสาทอีกมากมาย [60-63]  

จากการทดลองในครัง้นีแ้สดงให้เห็นว่าเซลล์แต่ละชนิดมีการตอบสนองการนําส่งยีนท่ี

แตกต่างกัน นอกจากความเป็นพิษต่อเซลล์ของตัวพาแล้ว อาหารเลีย้งเซลล์แต่ละชนิดท่ีมี

ส่วนประกอบแตกต่างกันก็ทําให้พอลิเมอร์ตวัพามีโอกาสทําปฏิกิริยากับสารท่ีแตกต่างกันหรือ

ไอออนท่ีแตกต่างกัน ส่งผลให้ขนาดและรูปร่างท่ีเกิดขึน้ในพอลิเมอร์เปล่ียนไป ส่งผลต่อ

ประสิทธิภาพการนําส่งยีน นอกจากนีส้ภาพของเซลล์ท่ีแตกต่างกันเองทัง้ในเร่ืองของ cell 

membrane, endosome-lysosome, cytoplasm และ nuclear envelope [64] ก็เป็นปัจจยัหนึ่งท่ี

ทําให้ประสิทธิภาพการนําสง่ยีนแตกตา่งกนัด้วย จากการทดลองท่ีผ่านมาหลาย ๆ การทดลองมกั

มุ่งเน้นไปท่ีการลดขนาดของพอลิเมอร์ให้มีขนาดเล็กลงเพ่ือท่ีจะทําให้การเข้าสู่เซลล์นัน้เกิดขึน้ได้

ง่ายและไม่ก่อให้เกิดการกระตุ้นภูมิคุ้มกัน อย่างไรก็ตามจะเห็นได้ว่าขนาดไม่ได้เป็นปัจจยัหลกั

ปัจจัยเดียวท่ีทําให้ประสิทธิภาพในการนําส่งยีนเพิ่มขึน้ การปลดปล่อยดีเอ็นเอก็มีความสําคญั

เช่นเดียวกนั มีการทดลองท่ีแสดงให้เห็นว่าเม่ือมีการเติมหมู่เอทิลลงไปใน PEI ทดแทนหมู่เอมีน

กลบัทําให้ประสิทธิภาพในการนําส่งยีนเพิ่มขึน้ [65, 66] แทนท่ีจะลดลงเพราะการลดของเอมีน 



 

61 

 

(ประจบุวก) ท่ีจะไปจบักบัฟอตเฟสบนดีเอ็นเอ การทดลองดงักล่าวอธิบายได้ว่าดีเอ็นเอมีการจบั

กนัอยา่งหลวม ๆ กบัพอลเิมอร์ทําให้เกิดการปลดปลอ่ยได้ง่ายขึน้ มีผลให้เกิดการแสดงออกของยีน

สงู  

การทดลองนีแ้สดงให้เห็นว่าระบบพอลิเมอร์ผสม MPyMeChC/PEI/DNA นัน้สามารถใช้

นําสง่ยีน BMP-2 สูเ่ซลล์ MG-63 ได้อย่างมีประสิทธิภาพ แม้ว่าในวนัแรกท่ีมีการนําสง่ยีนจะมีการ

แสดงออกของยีนต่ํากวา่การนําสง่ยีนด้วย Lipofectamine™ 2000 ก็ตาม เน่ืองจากการนําสง่ด้วย 

Lipofectamine™ 2000 กระตุ้นให้ยีนมีการแสดงออกได้สงูถึง 16 เท่าในวนัแรกนัน้ แตต่่อมาใน

วนัท่ี 3, 7, 10 และ 14 จะมีการแสดงออกของยีนท่ีต่ําลงจนไมมี่ความแตกตา่งจากเซลล์ปกต ิแตใ่น

กรณีของการนําส่งด้วยพอลิเมอร์ผสม MPYMeChC/PEI/DNA จะกระตุ้นให้การแสดงออกของ 

BMP-2 เกิดขึน้อยา่งตอ่เน่ืองและยาวนานกวา่ด้วยระดบัการแสดงออกท่ี 7, 6, 4, 3 และ 2 เท่าของ

เซลล์ปกติตามลําดบั การแสดงออกของยีน BMP-2 นัน้หากสามารถทําให้เกิดการแสดงออกท่ี

ยาวนานจะมีข้อดีสําหรับการนําส่งยีนกระตุ้นการสร้างกระดกู เป็นท่ีทราบกนัดีว่าโปรตีน BMP-2 

นัน้ถกูย่อยสลายได้ง่าย ในการทดลองกบัสตัว์ทดลองพบว่าเม่ือส่ง BMP-2 ผ่านทางกระแสเลือด 

พบว่าโปรตีนชนิดนีมี้คา่ Half life เพียง 7-16 นาทีเท่านัน้ แตห่ากนําสง่เข้าไปในบริเวณเฉพาะท่ี 

ร่วมกบั collagen สามารถอยู่ได้นานประมาณ 8 วนั อย่างไรก็ตามหากมีการให้โปรตีน rhBMP-2 

มากเกินไปก็อาจจะทําให้เกิดการสร้างกระดกูในบริเวณอ่ืน (ectopic bone formation) เกิดการ

สลายของกระดกูสนัหลงั (vertebral osteolysis) หรือการอกัเสบของกระดกู (radiculitis and 

cervical soft tissue swelling) [67] ในการทดลองในสตัว์หรือแม้แตก่ารทดลองในมนษุย์เอง 

พบว่าการใช้ recombinant human BMP-2 (rhBMP-2)สามารถช่วยเสริมสร้างกระดกูได้ โดย

ปัจจยัท่ีมีผลอย่างมากคือตวันําพา ซึ่งมีผลโดยตรงกบัอตัราการสร้างกระดกู [68] ดงันัน้การใช้

ระบบพอลิเมอร์ผสมจึงอาจเป็นทางเลือกนําสําหรับการในการนําสง่ยีน BMP-2 เข้าสูเ่ซลล์กระดกู

เพ่ือช่วยในการซ่อมแซมกระดกู (bone fracture) ได้ นอกจากนีเ้น่ืองจากไคโตซานเองเป็นพอลิ

เมอร์ท่ีหาง่ายและมีราคาถูกจึงเหมาะสมเป็นอย่างยิ่งในการนํามาใช้นําส่ง แทนการใช้ 

Lipofectamiine™ 2000 ซึ่งมีราคาค่อนข้างแพง รวมถึงการใช้ระบบ polyplex ยงัสามารถ

สงัเคราะห์และปรับเปล่ียนโครงสร้างทางเคมีได้ง่ายกวา่การใช้ Lipoplex ซึง่ในอนาคตการใช้ระบบ

พอลเิมอร์ผสมในการนําสง่ยีนนีส้ามารถพฒันาให้เกิดความจําเพาะตอ่เซลล์เป้าหมายมากขึน้โดย

ใช้เปปไทด์ หรือ receptor ท่ีมีความจําเพาะตอ่เซลล์ตดิกบัพอลเิมอร์นําสง่ เป็นต้น  
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ภาคผนวก ก 
 

LB broth  ประกอบด้วย  Bacto-tryptone     5 g 

Bacto-yeast extract    2.5 g 

NaCl      5 g 

เติมนํ้ากลัน่ (DW) จนครบ 500 ml 

 

LB agar  ประกอบด้วย  LB broth     500 ml 

Bacto agar     7.5 g 

LB agar/Amp+ ผสม Amplicilin 100 μg ตอ่ LB agar 1 ml 

Bradford Stock Solution ประกอบด้วย  95% Ethanol    100 ml 

      88% phosphoric acid   200 ml 

      Commasie brilliant blue G250  350 mg 

 

Bradford Working Buffer ประกอบด้วย Distilled water   425 ml 

      95% Ethanol   15 ml 

      88% phosphoric acid  30 ml 

      Bradford Stock Solution 30 ml 

Filter through Whatman No.1 paper, store at room temperature in brown 

glass bottle. Usable for several weeks, but may need to be refilterd. 

 

Tris-borate (TBE) Buffer ประกอบด้วย  0.045 M Tris-borate 

0.001 M EDTA, pH 8.0 

 

DEPC-treated Water  ประกอบด้วย 0.01 % (v/v) Diethylpyrocarbonate (DEPC) 

ผสมกบันํา้ในภาชนะท่ีปราศจาก RNase ตัง้ทิง้ไว้ข้ามคืนและนําไปอบฆา่เชือ้ 

(autoclave) 
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ภาคผนวก ข 
 
 
ข้อมลูท่ีได้จากการวเิคราะห์การแสดงออกของ Luciferase activity และ MTT assay ด้วยสถิต ิ

One-way Anova ตามด้วย Turkey’s HSD ของเซลล์ MG-63 
Descriptives

3 6013.2879 5825.76237 3363.505 -8458.7081 20485.2839 2489.09 12737.70
3 154.5583 91.56825 52.86696 -72.9098 382.0265 84.94 258.28
3 1652.8425 711.98439 411.06438 -115.8248 3421.5098 842.06 2176.09
3 839.5224 329.64244 190.31915 20.6452 1658.3996 522.40 1180.40

3 1E+007 1765334.252 1019216 7846178.115 16616844.89 10274886 13704917

3 4540100 674830.26538 389613.4 2863728.846 6216471.468 3975962 5287687

3 12766.85 1379.47085 796.43787 9340.0581 16193.6493 11503.66 14238.81

3 6884.3457 1150.81483 664.42325 4025.5631 9743.1282 6120.56 8207.96

3 8754602 2874297.804 1659477 1614450.203 15894753.34 6583227 12014096
3 154.0926 92.94296 53.66064 -76.7905 384.9757 48.18 222.07
3 195.6514 102.86555 59.38945 -59.8808 451.1836 96.54 301.90

33 2323170 4279890.927 745033.4 805587.0824 3840753.751 48.18 13704917
3 101.7745 2.87009 1.65705 94.6448 108.9042 99.27 104.91
3 94.7808 .95670 .55235 92.4042 97.1574 93.95 95.82
3 85.9081 3.73602 2.15699 76.6274 95.1889 81.73 88.94
3 75.6785 2.43240 1.40434 69.6361 81.7209 72.96 77.66

3 100.4175 8.48599 4.89939 79.3372 121.4979 92.38 109.29

3 57.9332 3.69201 2.13158 48.7617 67.1047 54.80 62.00

3 22.7557 .90399 .52192 20.5101 25.0014 22.23 23.80

3 22.2338 .82852 .47835 20.1757 24.2920 21.29 22.86

3 98.6430 5.21189 3.00909 85.6959 111.5901 92.69 102.40
3 100.0000 6.10714 3.52596 84.8290 115.1710 93.95 106.16
3 105.7411 4.53080 2.61586 94.4860 116.9963 100.52 108.66

33 78.7151 30.29535 5.27374 67.9729 89.4574 21.29 109.29

MPyMeChC/DNA 1/1
MPyMeChC/DNA 5/1
MPyMeChC/DNA 10/1
MPyMeChC/DNA 20/1
MPyMeChC/PEI/DNA
1/0.5/1
MPyMeChC/PEI/DNA
1/1/1
MPyMeChC/PEI/DNA
1/5/1
MPyMeChC/PEI/DNA
1/10/1
Lipofectamine
Naked DNA
cell
Total
MPyMeChC/DNA 1/1
MPyMeChC/DNA 5/1
MPyMeChC/DNA 10/1
MPyMeChC/DNA 20/1
MPyMeChC/PEI/DNA
1/0.5/1
MPyMeChC/PEI/DNA
1/1/1
MPyMeChC/PEI/DNA
1/5/1
MPyMeChC/PEI/DNA
1/10/1
Lipofectamine
Naked DNA
cell
Total

Luciferase

MTT

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound

95% Confidence Interval for
Mean

Minimum Maximum

 
 

ANOVA

6E+014 10 5.625E+013 52.288 .000
2E+013 22 1.076E+012
6E+014 32

28967.542 10 2896.754 158.401 .000
402.326 22 18.288

29369.868 32

Between Groups
Within Groups
Total
Between Groups
Within Groups
Total

Luciferase

MTT

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
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Multiple Comparisons 
Dependent Variable: Luciferase  

Tukey HSD  

 
*  The mean difference is significant at the .05 level. 

 
 
 
 
Multiple Comparisons 
Dependent Variable: MTT  

Tukey HSD  

 
*  The mean difference is significant at the .05 level. 

 
 
 
 

 



 

74 

 

 

ข้อมลูท่ีได้จากการวเิคราะห์การแสดงออกของยีน BMP-2 ตัง้แตว่นัท่ี 1-14 ด้วยสถิต ิ One-way 

Anova ตามด้วย Turkey’s HSD 
Descriptives

3 1.0000 1.19050 .68734 -1.9574 3.9574 .22 2.37
2 15.9239 2.63658 1.86434 -7.7648 39.6126 14.06 17.79

2 7.0508 1.88026 1.32955 -9.8427 23.9443 5.72 8.38

7 6.9928 6.83860 2.58475 .6681 13.3174 .22 17.79
2 1.0000 .12495 .08835 -.1226 2.1226 .91 1.09
3 1.3947 .42377 .24466 .3420 2.4474 .91 1.66

2 5.5301 .06111 .04321 4.9811 6.0792 5.49 5.57

7 2.4635 2.11730 .80026 .5053 4.4217 .91 5.57
3 1.0000 .22531 .13008 .4403 1.5597 .84 1.26
3 1.1237 .33575 .19384 .2897 1.9578 .83 1.49

3 3.6066 1.22863 .70935 .5546 6.6587 2.63 4.99

9 1.9101 1.42832 .47611 .8122 3.0080 .83 4.99
2 1.0000 .52534 .37147 -3.7200 5.7200 .63 1.37
3 1.0293 .33576 .19385 .1953 1.8634 .65 1.28

3 2.7630 .16752 .09672 2.3469 3.1792 2.58 2.92

8 1.6721 .94647 .33463 .8809 2.4634 .63 2.92
3 1.0000 1.22729 .70858 -2.0488 4.0488 .13 2.40
3 .4447 .11399 .06581 .1616 .7279 .36 .58

3 2.1239 .52520 .30322 .8193 3.4286 1.56 2.60

9 1.1896 .99883 .33294 .4218 1.9573 .13 2.60

cell
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
Total
cell
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
Total
cell
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
Total
cell
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
Total
cell
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
Total

day1

day3

day7

day10

day14

N Mean Std. Deviation Std. Error Lower Bound Upper Bound

95% Confidence Interval for
Mean

Minimum Maximum

 
 

 
 

ANOVA

267.277 2 133.638 40.127 .002
13.322 4 3.330

280.598 6
26.519 2 13.260 140.126 .000

.379 4 .095
26.898 6
12.975 2 6.487 11.633 .009

3.346 6 .558
16.321 8

5.713 2 2.857 25.616 .002
.558 5 .112

6.271 7
4.391 2 2.196 3.669 .091
3.590 6 .598
7.981 8

Between Groups
Within Groups
Total
Between Groups
Within Groups
Total
Between Groups
Within Groups
Total
Between Groups
Within Groups
Total
Between Groups
Within Groups
Total

day1

day3

day7

day10

day14

Sum of
Squares df Mean Square F Sig.
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Multiple Comparisons

Tukey HSD

-14.92390* 1.66593 .002 -20.8612 -8.9866

-6.05082* 1.66593 .047 -11.9882 -.1135

14.92390* 1.66593 .002 8.9866 20.8612

8.87308* 1.82493 .018 2.3690 15.3771

6.05082* 1.66593 .047 .1135 11.9882
-8.87308* 1.82493 .018 -15.3771 -2.3690

-.39470 .28081 .420 -1.3955 .6061

-4.53014* .30761 .000 -5.6265 -3.4338

.39470 .28081 .420 -.6061 1.3955

-4.13544* .28081 .000 -5.1363 -3.1346

4.53014* .30761 .000 3.4338 5.6265
4.13544* .28081 .000 3.1346 5.1363
-.12375 .60974 .978 -1.9946 1.7471

-2.60665* .60974 .012 -4.4775 -.7358

.12375 .60974 .978 -1.7471 1.9946

-2.48290* .60974 .015 -4.3537 -.6121

2.60665* .60974 .012 .7358 4.4775
2.48290* .60974 .015 .6121 4.3537
-.02934 .30484 .995 -1.0213 .9626

-1.76301* .30484 .005 -2.7549 -.7711

.02934 .30484 .995 -.9626 1.0213

-1.73367* .27266 .003 -2.6209 -.8465

1.76301* .30484 .005 .7711 2.7549
1.73367* .27266 .003 .8465 2.6209

.55525 .63159 .672 -1.3826 2.4931

-1.12393 .63159 .254 -3.0618 .8140

-.55525 .63159 .672 -2.4931 1.3826

-1.67918 .63159 .083 -3.6171 .2587

1.12393 .63159 .254 -.8140 3.0618
1.67918 .63159 .083 -.2587 3.6171

(J) type
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
lipofectamine
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
lipofectamine
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
lipofectamine
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
lipofectamine
lipofectamine
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1
cell
lipofectamine

(I) type
cell

lipofectamine

PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1

cell

lipofectamine

PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1

cell

lipofectamine

PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1

cell

lipofectamine

PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1

cell

lipofectamine

PEI/MPyMeCh
C/DNA 0.5/1/1

Dependent Variable
day1

day3

day7

day10

day14

Mean
Difference

(I-J) Std. Error Sig. Lower Bound Upper Bound
95% Confidence Interval

The mean difference is significant at the .05 level.*. 
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ประวัตผู้ิเขียนวิทยานิพนธ์ 

นางสาว วราพร รักขิตะวฒันา เกิดเม่ือวนัท่ี 1 มกราคม พ.ศ.2529 ท่ีจงัหวดั

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศกึษาปริญญาตรีวิทยาศาสตรบณัฑิต เกียรตนิิยมอนัดบั 2 

สาขาเทคนิคการแพทย์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั เม่ือปี 2550 และได้เข้าศกึษาตอ่ใน

ระดบับณัฑิตศกึษา หลกัสตูรปริญญาวิทยาศาสตรมหาบณัฑิต สาขาวิชาชีวเคมีคลนิิก

และอณทูางการแพทย์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั  ในปีการศกึษา 2551  โดยได้รับทนุ

คา่ลงทะเบียน และทนุอดุหนนุการศกึษาจากโครงการทนุสถาบนับณัฑิตวิทยาศาสตร์และ

เทคโนโลยีไทย สญัญาเลขท่ี TG-55-09-51-046M   
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