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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 

ศศิรดา ตันจิตวิริยะ : การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติจาก
แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสของไฮดรอกซีอะพาไทต์และไตรแคลเซียมฟอสเฟต (PREPARATION OF 
NATURAL BONE-LIKE SCAFFOLD FROM BIPHASIC CALCIUM PHOSPHATE OF 
HYDROXYAPATITE AND TRICALCIUM PHOSPHATE) อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลัก: ผศ. ดร. ดุจฤทัย 
พงษ์เก่า คะชิมา, อ.ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม: ดร. ศิริพร ลาภเกียรติถาวร, ศ. ทพ. ดร. พสุธา ธัญญะกิจ
ไพศาล{, 76 หน้า. 

          งานวิจัยนี้ศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสของไฮดรอกซีอะพา
ไทต์/บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตที่มีลักษณะใกลเ้คียงกับกระดูกตามธรรมชาติดว้ยวิธีการเผาผนึก โดยใช้สารประกอบ
แคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมคาร์บอเนตเป็นสารตั้งต้น อีกทั้งเลือกศึกษาผลของสารตัวเติมน้้ามันพาราฟินและ
พอลิอะคริลิกท่ีมีความหนืดและน้้าหนักโมเลกุลต่างกันเพ่ือศึกษาผลของสารตัวเติมต่อลักษณะของรูพรุนในโครงเลี้ยง
เซลล์ จากนั้นเลือกส่วนผสมสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต/แคลเซียมคาร์บอเนตและสารตัวเติมที่มีความเหมาะสม
เพื่อเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ให้มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติต่อไป  โดยการเตรียมชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์
แบบรูพรุนเป็นส่วนของโครงเลี้ยงเซลล์ช้ันในแล้วขึ้นรูปโครงช้ันนอกเป็นแบบเนื้อแน่นด้วยผงไฮดรอกซีอะพาไทต์  
การสร้างโครงสร้างรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ใช้น้้ามันพาราฟินและพอลิอีโทรซีเลทคาสเตอร์ออยล์ เพื่อสร้างรูพรุน
ระดับมหภาค อีกทั้งพอลิอะคริลิคถูกใช้เพื่อเพ่ิมการยึดเกาะระหว่างอนุภาคแคลเซียมฟอสเฟต ช้ินงานตัวอย่างพบว่า
มีเฟสไฮดรอกซีอะพาไทต์และบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต รูพรุนในช้ินงานมีการกระจายตัวแบบ2ระดับ ได้แก่ รูพรุน
จุลภาคและรูพรุนมหภาค และจากการวิเคราะห์ภาพโครงสร้างจุลภาคช้ินงานโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนของเนื้อแน่นและ
เนื้อพรุนเช่ือมติดกันสนิทไม่มีช่องว่างแสดงว่ามีการยึดติดกันเป็นอย่างดี  สุดท้ายเลือกโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะ
ใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติที่ประกอบด้วยรูพรุนระดับจุลภาค รูพรุนระดับมหภาค รูพรุนต่อเนื่อง และมีเฟส
ผสมระหว่างไฮดรอกซีอะพาไทต์และบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตมาทดสอบสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ  โดยใช้
เซลล์ ST2 เพาะเลี้ยงลงบนโครงเลี้ยงเซลล์และเก็บช้ินงานไว้ในตู้อบที่ 37 องศาเซลเซียสนาน 5 วัน พบว่าเซลล์
เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลล์แสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพที่ดีและเป็นวัสดุไม่เป็นพิษ
กับเซลล์ 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 

# # 5572123223 : MAJOR CERAMIC TECHNOLOGY 
KEYWORDS: SCAFFOLD,HYDROXYAPATIE,BETA-TRICALCIUM PHOSPHATE,BIPHASIC CALCIUM 
PHOSPHATE 
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ADVISOR: ASST. PROF. DUJREUTAI PONGKAO KASHIMA, Ph.D., CO-ADVISOR: SIRIPORN 
LARPKIATTAWORN, Ph.D., PROF. PASUTHA THUNYAKITPISAL, Ph.D. {, 76 pp. 

          This work focused on preparation of natural bone-like scaffold from biphasic 
calcium phosphate of hydroxyapatite and beta-tricalcium phosphate by sintering method using 
calcium phosphate compounds and calcium carbonate as the starting materials. The different 
molecular weight of Poly(-acrylic)acid (PAA) and different viscosity of paraffin oil were chosen in 
order to study on the effects of polymer additives on the formation of pore size, porosity and 
interconnectivity. The mixture of calcium phosphate/calcium carbonate and suitable polymer 
additives were selected to prepare natural bone-like scaffolds in the next step. The scaffold 
composed of two layer, the inner layer was porous structure and the outer layer was dense 
structure made from HA powder. To synthesis porous structure of scaffolds, paraffin oil and 
polyethoxylated castor oil (PECO) were chosen to create the macroporosites. Poly(-acrylic) acid 
(PAA) was also used to enhance a cohesion of calcium phosphate particles. The microstructure of 
two layer scaffold showed interface between porous shell and dense shell. Finally, the scaffolds 
with micro-pore, macro-pore, interconnected pore and biphasic of hydroxyapatite/beta-
tricalciumphosphate phase were tested for their biocompatibility. In this research, ST2 cells were 
seeded onto the scaffolds and the samples were kept in a 37°C incubator for 5days. It was found 
that the cell growth on the scaffolds indicated that the scaffolds showed a good biocompatibility 
and non-toxic to the cells 
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บทที ่1 

บทน า 

1.1 ความเป็นมาและความส าคัญของปัญหา 

ในปัจจุบันวัสดุศาสตร์ทางการแพทย์มีความส้าคัญขึ้นมาก เนื่องจากเกี่ยวข้องกับการรักษา
ผู้ป่วยแต่ละรายที่มีอาการบาดเจ็บซึ่งมีลักษณะเฉพาะแตกต่างกัน  การวิจัยวัสดุทางการแพทย์จึงมี
การพัฒนาอย่างต่อเนื่องเพ่ือให้ตรงกับความต้องการในการรักษาของผู้ป่วยมากขึ้น จึงเกิดแนวคิดเรื่อง
การสร้างเนื้อเยื่อและกระดูกขึ้นได้เองเพ่ือเป็นอีกทางเลือกหนึ่งในการรักษาส้าหรับผู้ป่วยที่มีการ
สูญเสียหรือต้องการการซ่อมแซมกระดูกจากการบาดเจ็บเนื่องจากอุบัติเหตุหรือโรคภัย  ปัญหา
เกี่ยวกับการบาดเจ็บทางกระดูกเหล่านี้ล้วนเป็นปัญหาที่พบได้ทั้งในเด็กและผู้ใหญ่ก่อให้เกิดความไม่
สะดวกสบายและเกิดความเจ็บปวดแก่ผู้ป่วย อีกทั้งยังน้าไปสู่ปัญหาการด้าเนินชีวิตประจ้าวันที่
ยากล้าบาก นักวัสดุศาสตร์จึงมีความพยายามวิจัยและคิดค้นวัสดุชีวภาพซึ่งเป็นวัสดุที่สามารถเข้ากับ
ร่างกายได้ดีขึ้น เพ่ือใช้ซ่อมแซมหรือทดแทนอวัยวะเดิมโดยการจ้าลองและเลียนแบบให้วัสดุทาง
การแพทย์นี้มีความใกล้เคียงกับกระดูกธรรมชาติหรือมีความใกล้เคียงกับอวัยวะในร่างการผู้ป่วยมาก 
ที่สุด 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) คือเทคโนโลยีที่ได้รับการยอมรับในการสร้างเนื้อเยื่อ
และอวัยวะส่วนต่างๆของร่างกายมนุษย์ที่ไม่สามารถสร้างขึ้นได้เอง โดยกระบวนการท้างานมี
องค์ประกอบหลัก 3 ส่วน คือ เซลล์ สารกระตุ้น และโครงเลี้ยงเซลล์ (Scaffold) ส้าหรับโครงเลี้ยง
เซลล์จะท้าหน้าที่เป็นเหมือนโครงร่างเพ่ือให้เซลล์มายึดเกาะและพัฒนาจนกลายเป็นเนื้อเยื่อที่ต้องการ 
วัสดุที่สามารถน้ามาใช้สร้างโครงเลี้ยงเซลล์นั้นมีหลายชนิดด้วยกัน ได้แก่ พอลิเมอร์ เซรามิก โลหะ
และวัสดุเชิงประกอบ เป็นต้น ซึ่งชนิดของวัสดุที่ใช้สร้างโครงเลี้ยงเซลล์นั้นมีความส้าคัญต่อชนิดของ
เนื้อเยื่อที่ต้องการสร้างและต้าแหน่งที่ต้องการซ่อมแซม  ส้าหรับด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อทางด้านทันตก
รรมและศัลยกรรมกระดูกนั้นนิยมใช้วัสดุเซรามิกในกลุ่มแคลเซียมฟอสเฟต เช่น ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
และบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต เป็นต้น เนื่องจากมีองค์ประกอบทางเคมีที่ ใกล้เคียงกับกระดูกทาง
ธรรมชาติของมนุษย์ 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าการใช้งานโครงเลี้ยงเซลล์ชนิดสองเฟสของไฮดรอกซีอะพาไทต์ และ
บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตเป็นที่นิยมมากกว่าการใช้โครงเลี้ยงเซลล์ชนิดเฟสเดี่ยว ของไฮดรอก
ซีอะพาไทต์ หรือบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต (1-3) เนื่องจากไฮดรอกซีอะพาไทต์เป็นเฟสที่สามารถสร้าง
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พันธะระหว่างกระดูกได้ดี แต่มีอัตราการสลายตัวทางชีวภาพต่้ามากส่งผลให้เมื่อเกิดการสร้างกระดูกที่
สมบูรณ์แล้ว ไฮดรอกซีอะพาไทต์กลับยังคงอยู่และกลายเป็นส่วนเกินของต้าแหน่งนั้นไป ในขณะที่
บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตเป็นเฟสที่มีอัตราการสลายตัวทางชีวภาพสูงจึงส่งผลให้โครงเลี้ยงเซลล์
สลายตัวภายในร่างกายอย่างรวดเร็วก่อนจะเกิดการทดแทนอวัยวะเดิมได้อย่างสมบูรณ์นอกจากนี้
อัตราส่วนระหว่างปริมาณไฮดรอกซีอะพาไทต์และบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต (HA/  -TCP) ยังเป็น
สิ่งส้าคัญท่ีควรพิจาณาในการใช้งานอีกด้วย เนื่องจากส่งผลต่อทั้งสมบัติทางชีวภาพและสมบัติทางเคมี
กายภาพ อัตราการสลายตัวของแคลเซียมฟอสเฟตแสดงดังภาพที่ 1.1  

 
วิธีการสังเคราะห์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสสามารถเตรียมด้วย 2 วิธีหลักคือ  
 

(1) การให้ความร้อนแก่ Ca-deficient hydroxyapatite ที่อุณหภูมิสูงกว่า 700 องศาเซลเซียส(4) จาก
งานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าการเติมแคลเซียมคาร์บอเนตลงในสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตมีส่วนช่วย
ในกระบวนการสร้างไฮดรอกซีอะพาไทต์(5-6)  
 
(2) การผสมระหว่างไฮดรอกซีอะพาไทต์และไตรแคลเซียมฟอสเฟตแล้วน้าไปเผาที่อุณหภูมิสูง แต่การ
ผ่านอุณหภูมิสูงจะท้าให้หมู่ไฮดรอกซิลและคาร์บอเนตของไฮดรอกซีอะพาไทต์หลุดออกจากโครงสร้าง
ท้าให้ความว่องไวทางชีวภาพลดลง(6) 

 
ภาพที่ 1.1 อัตราการสลายตัวของสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต 
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อีกสมบัติหนึ่งที่ส้าคัญส้าหรับโครงเลี้ยงเซลล์คือ รูพรุน โดยสามารถแบ่งรูพรุนในโครงเลี้ยง

เซลล์ได้ 3 ประเภท ดังนี้ 
 (1) รูพรุนระดับจุลภาค มีความส้าคัญต่อการขนส่งโปรตีนและแลกเปลี่ยนไอออน  
 (2) รูพรุนระดับมหภาค มีความส้าคัญต่อการเจริญเติบโตของเซลล์  
 (3) รูพรุนต่อเนื่อง มีความส้าคัญต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ใหม่  

วิธีการสร้างรูพรุนภายในโครงเลี้ยงเซลล์มีหลายวิธี เช่น การสร้างฟองแก๊ส (gas foaming)  
การเผาผนึก (sintering) การอบแห้งเยือกแข็ง (freeze-drying) เป็นต้น เนื่องจากสารประกอบ
แคลเซียมฟอสเฟตเป็นวัสดุเซรามิกมีความเสถียรที่อุณหภูมิสูง จึงนิยมขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ชนิดนี้ด้วย
วิธีการเผาผนึก(7-10) โดยการสร้างรูพรุนขนาดต่างๆในโครงเลี้ยงเซลล์สามารถก้าหนดได้จากปริมาณ
หรือรูปร่างของสารก่อรูพรุนซึ่งมีด้วยกันหลายชนิด เช่น น้้ามันพาราฟิน (paraffin oil) และพอลิอีโทร
ซีเลทคาสเตอร์ออยล์ (PECO) เป็นสารที่สามารถก้าจัดออกได้ง่ายที่อุณหภูมิไม่สูงมาก อีกท้ังยังไม่เป็น
พิษต่อร่างกายจึงนิยมน้ามาใช้เป็นสารก่อรูพรุนภายในโครงเลี้ยงเซลล์ เนื่องจากสามารถสร้างรูพรุน
ต่อเนื่องได้เป็นอย่างด(ี11-13)  

สมบัติที่ส้าคัญอีกประการของโครงเลี้ยงเซลล์คือต้องมีสมบัติและลักษณะโครงสร้างใกล้เคียง
กับกระดูกตามธรรมชาติ เนื่องจากยิ่งมีความใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติมากเท่าใดก็ยิ่งส่งผลดี
กับความเข้ากันได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์และกระดูก 

งานวิจัยนี้จึงมุ่งศึกษาความเป็นไปได้ในการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีรูพรุนต่อเนื่องของแคลเซียม
ฟอสเฟตชนิดสองเฟสให้มีลักษรณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ และศึกษาอัตราส่วนของน้้ามัน
พาราฟินและพอลิอีโทรซีเลทคาสเตอร์ออยล์ที่มีผลต่อการสร้างรูพรุน อีกทั้งศึกษาสมบัติความเข้ากัน
ได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ซึ่งส่งผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดูก  
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1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

ศึกษาผลของสารพอลิเมอร์ตัวเติมที่มีผลต่อรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ือเตรียมโครงเลี้ยง
เซลล์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติและมีสมบัติความ
เข้ากันทางชีวภาพระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสกับเซลล์สร้างกระดูกจากหนู 

 

1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1. ศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสให้มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูก
ตามธรรมชาติ 
2. ศึกษาผลของสารตัวเติมคือน้้ามันพาราฟินและพอลิอีโทรซีเลทคาสเตอร์ออยล์ต่อการสร้างรูพรุน
ของโครงเลี้ยงเซลล์ 
3. ศึกษาสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตาม
ธรรมชาติของแคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสที่เตรียมได้กับเซลล์สร้างกระดูก ST2 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

ได้โครงเลี้ยงเซลล์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสของไฮดรอกซีอะพาไทต์และไตรแคลเซียม
ฟอสเฟตที่มีรูพรุนต่อเนื่องและมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์สร้างกระดูกจากหนูรวมทั้งมี
ลักษณะโครงสร้างใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ 
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บทที ่2 

เอกสารและงานวิจัยที่เกี่ยวข้อง 

 
การรักษาผู้ป่วยที่ต้องการซ่อมแซมหรือทดแทนกระดูกที่ได้รับความเสียหายจากอุบัติเหตุหรือ

โรคภัยนั้น สามารถท้าได้โดยการสร้างเซลล์กระดูกขึ้นใหม่แทนทีต่้าแหน่งเดิมที่ได้รับความเสียหายโดย
การใช้โครงเลี้ยงเซลล์หรือวัสดุทางการแพทย์ท้าหน้าที่เป็นโครงสร้างเพ่ือเหนี่ยวน้าเซลล์ข้างเคียงให้
เข้ามาอาศัยอยู่ในโครงเลี้ยงเซลล์ แล้วเกิดการกระตุ้นสร้างเป็นเซลล์กระดูกขึ้นใหม่ โดยส่วนมากโครง
เลี้ยงเซลล์จะมีสมบัติย่อยสลายได้ทางชีวภาพ (biodegradable) พร้อมกับการสร้างกระดูกขึ้นใหม่ใน
ต้าแหน่งเดิมของโครงสร้าง ดังนั้นการพัฒนาวัสดุให้มีสมบัติความเข้ากันได้กับร่างกายรวมไปถึงการ
ออกแบบโครงสร้างให้มีความเหมาะสมต่อการใช้งานในต้าแหน่งที่แตกต่างกัน จึงมีความส้าคัญต่อการ
น้ามาประยุกต์ใช้รักษาในปัจจุบัน แนวคิดดังกล่าวจึงน้าไปสู่งานวิจัยมากมายและส่งผลให้ประสบ
ความส้าเร็จในการผลิตวัสดุทางการแพทย์เชิงพาณิชย์ แต่วัสดุหรืออุปกรณ์เหล่านี้มักถูกน้าเข้าจาก
ต่างประเทศท้าให้มีค่าใช้จ่ายทางการรักษาสูง ปัจจุบันนี้แม้จะมีการส่งเสริมงานวิจัยเพ่ือพัฒนาวัสดุ
ทางการแพทย์มากขึ้นแต่วัสดุทางการแพทย์ที่ผลิตในประเทศไทยยังคงมีปริมาณน้อยเมื่อเทียบกับ
ความต้องการในการใช้งาน ดังนั้นจึงมีความจ้าเป็นต้องมีงานวิจัยทางด้านการผลิตวัสดุทางการแพทย์
เพ่ิมข้ึนเพื่อให้สามารถตอบสนองความต้องการของผู้ป่วยที่หลากหลาย 

2.1 โครงเลี้ยงเซลล์  

โครงเลี้ยงเซลล์ คือวัสดุทดแทนกระดูก (bone substitute material) ซึ่งใช้เป็นโครงร่าง
ต้นแบบให้เซลล์เข้ามาก่อตัวอาศัยอยู่และพัฒนาจนกลายเป็นกระดูก โดยทั่วไปโครงเลี้ยงเซลล์เมื่อถูก
ปลูกถ่ายในร่างกายจะท้าหน้าที่เป็นสิ่งค้้าจุนทางกายภาพและเหนี่ยวน้าเซลล์  (osteoconduction) 
จากบริเวณข้างเคียงให้เคลื่อนที่เข้ามาอาศัยอยู่และเจริญเติบโตภายในโครงสร้าง จากนั้นเซลล์จะเกิด
การเปลี่ยนแปลง (differentiattion) ไปเป็นเนื้อเยื่อที่ต้องการจนเกิดการซ่อมแซมหรือสร้างกระดูก
ขึ้นใหม่ ลักษณะของโครงเลี้ยงเซลล์มีได้หลายรูปแบบ เช่น แบบผง แบบรูพรุน  
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ภาพที่ 2.1 ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของโครงเลี้ยงเซลล์(1) 

2.1.1 สมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ 
สมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์มีความส้าคัญต่อการน้าไปใช้งานในกระบวนการวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 

เนื่องจากการใช้งานที่หลากหลาย ท้าให้ต้องค้านึงถึงสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ต่อต้าแหน่งการใช้งาน 
ดังนั้นการเลือกใช้งานของโครงเลี้ยงเซลล์จึงมีสมบัติที่เหมาะสมแตกต่างกันออกไปซึ่งจะขึ้นอยู่กับ  (1) 
ชนิดของวัสดุชีวภาพ และ (2) โครงสร้างสัณฐานวิทยา 

2.1.1.1 ชนิดของวัสดุชีวภาพ  

โครงเลี้ยงเซลล์สามารถแบ่งตามชนิดของวัสดุชีวภาพได้ 4 ชนิด(14-15) คือ 

1) เซรามิก คือวัสดุที่มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (biocompatibility) มากที่สุด แต่มีข้อเสีย
คือแข็งและเปราะแตกง่าย เช่น แก้ว และสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต เป็นต้น วัสดุชนิดนี้สามารถ
ท้าปฏิกิริยากับของเหลวภายในร่างกาย และสร้างอะพาไทต์บนพ้ืนผิวซึ่งเป็นตัวกระตุ้นให้เกิดการสร้าง
เซลล์กระดูกขึ้นใหม่ได้ โดยทั่วไปนิยมสร้างรูพรุนด้วยวิธีการเผาผนึก เนื่องจากสามารถทนอุณหภูมิสูง
ได้  

 2) พอลิเมอร์ คือวัสดุที่มีสมบัติขึ้นอยู่กับองค์ประกอบทางเคมีและโครงสร้าง มีข้อเสียคือมี
เพียงบางชนิดที่แสดงสมบัติว่องไวทางชีวภาพ (bioactive) เช่น คอลลาเจน ไฮยาลูรอน ไหม และกรด
พอลิแลกติก (PLA) เป็นต้น ส้าหรับวิธีการสร้างรูพรุนภายในพอลิเมอร์มีหลายวิธี เช่น การเชื่อมโยง
ระหว่างสายโซ่โมเลกุล (cross-linking) การอบแห้งเยือกแข็ง เป็นต้น 

3) โลหะ คือวัสดุที่มีสมบัติเชิงกลดีเยี่ยมจึงนิยมใช้เป็นวัสดุปลูกฝัง (implant material) เพ่ือใช้
งานด้านศัลยกรรมกระดูก แต่มีข้อเสียคือการยึดติดกับเซลล์ การกัดกร่อน และความเป็นพิษต่อ
ร่างกาย เช่น เหล็กกล้าไร้สนิม (stainless steel) ไททาเนีย (TiO2) และโลหะผสมไททาเนียม เป็นต้น 
ส้าหรับวิธีการสร้างรูพรุนภายในโลหะมีหลายวิธี เช่น การกัดด้วยกรด  (acid-etching) การตัดแต่ง
ด้วยเครื่องมือ (machining) และการพ่นทราย (sand-blasting) เป็นต้น 
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4) วัสดุเชิงประกอบ คือวัสดุที่เกิดจากการผสมผสานวัสดุตั้งแต่สองชนิดขึ้นไปเพ่ือน้าข้อดีของ
แต่ละชนิดมาใช้ เช่น ไฮดรอกซีอะพาไทต์/ไคโตซาน ไททาเนียม/โบรอน และไททาเนียม/แคลเซียม
ฟอสเฟต เป็นต้น 

2.1.1.2 โครงสร้างสัณฐานวิทยา 

กระดูกทางธรรมชาติของมนุษย์ประกอบด้วย 2 ส่วนคือ สารอนินทรีย์ (แคลเซียมฟอสเฟต) 
และสารอินทรีย์ ( โปรตีน คอนลาเจน และอ่ืนๆ) มีลักษณะเป็นช่องว่างภายในกระดูกและมีรูพรุน
ประมาณ 50-90 % ดังภาพที่ 2.2 ดังนั้นการออกแบบโครงเลี้ยงเซลล์จึงควรเลียนแบบกระดูกทาง
ธรรมชาติของมนุษย์ โดยมีการสร้างรูพรุนภายในดังภาพที่ 2.4 รูพรุนในโครงเลี้ยงเซลล์จะท้าหน้า
สร้างกระดูกขึ้นใหม่ (bone regeneration) โดยเกิดการแทรกตัวของเนื้อเยื่อซึ่งสามารถช่วยเพ่ิมการ
ยึดติดระหว่างเนื้อเยื่อกับโครงเลี้ยงเซลล์ 

 
ภาพที่ 2.2 ลักษณะโครงสร้างจุลภาคของกระดูกทางธรรมชาติของมนุษย์(16) 

กระดูกแข็ง (Bone) เป็นเนื้อเยื่อประสานชนิดหนึ่ง มีความแข็งและคงรูปร่างอยู่ได้แม้ร่างกาย
จะเสียชีวิตไปแล้ว กระดูกแข็งในผู้ใหญ่มีทั้งหมด 206 ชิ้น สามารถยืดหยุ่นได้บ้างแต่ไม่ดีเท่ากระดูก
อ่อน หน้าที่ของกระดูกแข็งคือ ช่วยเป็นโครงร่างให้กล้ามเนื้อ เอ็น และผังผืดต่างๆ มาเกาะ ป้องกัน
ห่อหุ้มอวัยวะในร่างกาย เช่น สมอง ปอด หัวใจ เก็บและปล่อยแคลเซียมให้ร่างกาย และสร้างเม็ด
เลือดจากไขกระดูก (Bone Marrow) เมื่อมองด้วยตาเปล่าสามารถแบ่งกระดูกออกได้ 2 ชนิด คือ 
กระดูกแข็งพรุน และกระดูกแข็งทึบ 
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1. กระดูกแข็งพรุน (Cancellous Bone หรือ Spongy Bone ) กระดูกชนิดนี้ลักษณะพรุน
คล้ายฟองน้้า ประกอบด้วยกระดูกแข็งชิ้นเล็กๆ เรียกว่า Trabeculae เรียงตัวกันเป็น
ร่างแห มีช่องว่างเล็กๆ บรรจุไขกระดูก  

 
2. กระดูกแข็งทึบ (Compact Bone) กระดูกชนิดนี้มีลักษณะแข็งสีขาวคล้ายงาช้าง มีการ

เรียงตัวของ Lamellae เป็นระเบียบ เรียกว่า Haversian System ซึ่งเป็นโครงสร้าง
พ้ืนฐานของกระดูกแข็ง ท้าหน้าที่เป็นทางผ่านของสารอาหารไปเลี้ยงเซลล์ของกระดูก
แข็ง  โดย Lamellage เรียงตัวกันเป็นวงกลมซ้อนกันหลายชั้น ตรงกลางเป็นท่อยาว
เรียกว่า Haversian Canal ซึ่งเป็นทางผ่านของหลอดเลือด หลอดน้้าเหลืองและ
เส้นประสาทที่มาเลี้ยงเซลล์ของกระดูกแข็ง Haversian Canal แต่ละอันเชื่อมติดต่อกัน
ผ่านทางท่อที่เรียกว่า Volkmann’s Canal  

 
ภาพที่ 2.3 ลักษณะของ Haversian system(17)    

 
ภาพที่ 2.4 ลักษณะรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์(18) 

 
  

 ท่อยาวตรงกลาง ทางผ่านหลอดเลือด 

เยื่อหุ้มกระดูกแข็ง 

ท่อเชื่อมระหว่างทางผ่านหลอดเลือด 
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ลักษณะของรูพรุนภายในและขนาดของรูพรุนที่ต่างกันของโครงเลี้ยงเซลล์เป็นปัจจัยส้าคัญท่ี
ส่งผลต่อสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ เช่น ความว่องไวทางชีวภาพ อัตราการสลายตัวทางชีวภาพ อัตรา
การสร้างกระดูกใหม่ การยึดเกาะกันระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์กับเซลล์ และสมบัติเชิงกล เป็นต้น โดยที่
สมบัติของรูพรุนจะไม่ขึ้นกับชนิดของวัสดุชีวภาพที่ใช้สร้างโครงเลี้ยงเซลล์ รูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ที่
ส้าคัญมี 3 ประเภท ดังนี้ 

1. รูพรุนระดับมหภาค (macroporosity) คือรูพรุนที่มีขนาดใหญ่กว่า 100 ไมครอน (18) 
โดยทั่วไปเกิดจากการเผาไล่หรือก้าจัดสารก่อรูพรุนที่เติมลงไปในเนื้อสาร มีความส้าคัญต่อการ
เจริญเติบโตของเซลล์ (cellular growth) และการงอกของกระดูก (bone ingrowth) 

2. รูพรุนระดับจุลภาค (microporosity) คือรูพรุนที่มีขนาดเล็กกว่า 10 ไมครอน(19) โดยทั่ว
เกิดจากการเผาผนึกไม่สมบูรณ์ ลักษณะเป็นช่องว่างระหว่างเกรนของเนื้อสาร เนื่องจากมีพ้ืนที่
ผิวสัมผัสมากจึงมีความส้าคัญต่อการขนส่งโปรตีน  (protein delivery) แลกเปลี่ยนไอออน (ion 
exchange) และการสร้างอะพาไทต์ข้ึนโดยกระบวนการละลายและตกผลึกกลับขึ้นใหม่ เป็นต้น 

3. รูพรุนต่อเนื่อง (interconnected pore) คือรูพรุนที่มีขนาดใหญ่กว่า 50 ไมครอน (20) 
ลักษณะเป็นรูพรุนเดี่ยวที่เชื่อมต่อกันระหว่างสองรูขึ้นไป มีความส้าคัญต่อการเคลื่อนที่ของเซลล์ ใหม่ 
(cell migration) เข้ามาในโครงสร้าง แลกเปลี่ยนสารอาหาร  (exchange of nutrients) ได้แก่ 
ออกซิเจน และกลูโคส รวมไปถึงการแทรกตัวของเนื้อเยื่อกระดูกใหม่ 

2.1.2 กระบวนการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ 

วิธีการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์มีหลายวิธีด้วยกัน แต่ละวิธีอาจแตกต่างกันโดยอาศัยความ
แตกต่างของสารสร้างรูพรุน ตัวท้าละลาย ความร้อน หรือความดันที่ใช้ เช่น 

1) Sintering คือการเผาไล่สารก่อรูพรุน (porogen) ออกจากชิ้นงานเพ่ือให้ได้โครงสร้างรูพรุน 
โดยสารที่เลือกใช้มักก้าจัดออกได้ที่อุณหภูมิไม่สูงและไม่เป็นพิษต่อร่างกาย สารก่อรูพรุนที่ใช้
มีหลายชนิดด้วยกัน เช่น แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) ไฮโดรเจนเปอร์ออกไซด์ (H2O2) 
น้้ามันพาราฟิน (paraffin oil) และพอลิเอทิลีนไกลคอล (PEG) เป็นต้น รูพรุนที่เกิดขึ้นอาจมี
รูปร่างเป็นทรงกลม (sphere shape) หรือรูปร่างไม่เป็นระเบียบ (irregular shape) ขึ้นอยู่
กับสารก่อรูพรุนที่เลือกใช้ 
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2) Salt-leaching คือการผสมผลึกเกลือลงในสารละลายพอลิเมอร์และเทส่วนผสมลงในแม่แบบ 
เมื่อพอลิเมอร์แข็งตัวจะน้าไปละลายอนุภาคเกลือออกจากโครงสร้างจนเกิดรูพรุน การก้าจัด
เกลือสามารถท้าโดยการใช้ตัวท้าละลายได้แก่ น้้า และแอลกอฮอล์ เป็นต้น วิธีนี้สามารถ
ก้าหนดขนาดรูพรุนที่ต้องการจากขนาดและปริมาณของอนุภาคเกลืออีกด้วย 

 
3) Three-dimensional printing (3D printing) คือการใช้เครื่องพิมพ์ที่สามารถสร้างโครงสร้าง

รูพรุนสามมิติตามชิ้นงานต้นแบบซึ่งออกแบบโดยโปรแกรมคอมพิวเตอร์ หลักการคือฉีดน้้ายา
ประสานลงบนชั้นผงวัสดุเพ่ือให้ผงวัสดุแต่ละชั้นเกาะตัวเป็นรูปทรงที่ออกแบบทีละชั้น ข้อดี
คือได้ชิ้นงานต้นแบบที่มีความเที่ยงตรงสูงและสามารถข้ึนรูปชิ้นงานได้อย่างรวดเร็ว 

นอกจากนี้ยังมีวิธีการข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลล์อีกหลายวิธี ดังแสดงในตารางที่ 2.1  
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ตารางที่ 2.1 ตัวอย่างวิธีการข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลล์ชนิดต่างๆ(21) 

Material Fabrication Application 

Hydroxyapatite Sintering BMP-2 delivery and ectopic bone 

Hydroxyapatite/ 

Tricalciumphosphate 

Sintering Femoral defect in dogs 

Bioglass Sintering Ectopic bone formation in dogs 

Calcium 

metaphosphate 

Sintering Rat bone marrow stromal cell ex 

vivo and ectopic bone formation 

in mice 

Titanium/ 

Polyvinyl alcohol 

Sintering Femoral defects in dogs 

Titanium/ 

Calcium phosphate 

Sintering Femoral condyles in rabbits 

Silk fibroin Gas foaming Human bone marrow 

Poly(lactide) Salt-leaching Teeth implants 

Polymeric foams Emulsion 

polymerization 

Rat osteoblasts in vitro 

Collagen/ 

Hydroxyapatite 

Freeze-drying Rabbit periosteal cells in vitro 

Collogen/Hyaluronate Cross-linking Cranial defects in rats 
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2 . 1 . 3การน าไปใชง้านของโครงเลี้ยงเซลล์ 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อ คือ การใช้องค์ความรู้ศาสตร์หลายแขนงซึ่งถูกพัฒนาจนสามารถใช้สร้าง
เนื้อเยื่อแทนที่อวัยวะที่ช้ารุดเสียหายได้ โดยสกัดเซลล์จากเนื้อเยื่อต้นก้าเนิดจากอวัยวะที่ต้องการ
ซ่อมแซม (stem call) จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์ลงในโครงเลี้ยงเซลล์ในห้องปฏิบัติการ เซลล์เหล่านี้มี
ความสามารถแบ่งและขยายจ้านวนได้อย่างรวดเร็ว อาจมีการใช้ปัจจัยเสริมสร้างการเจริญเติบโต 
(Growth factor) จากนั้นจึงปลูกถ่ายโครงเลี้ยงเซลล์ลงในต้าแหน่งที่ต้องการเพ่ือให้ทดแทนเนื้อเยื่อท่ี
สูญเสียไป เซลล์ในโครงเลี้ยงเซลล์จะถูกกระตุ้นจากสภาพแวดล้อม จนเซลล์เกิดการเพ่ิมจ้านวน 
(proliferation) และเหนี่ยวน้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกลายเป็นเนื้อเยื่อของอวัยวะที่ต้องการ ดังภาพ
ที่ 2.5  

 
ภาพที่ 2.5 กระบวนการท้างานทั่วไปของวิศวกรรมเนื้อเยื่อ(22) 
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2.2 สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต 

สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต คือสารประกอบในรูปของแคลเซียมไอออน (Ca2+) อยู่ร่วมกับ
ออร์โธฟอสเฟต (PO4

3- ) เมตาฟอสเฟต (PO4
- ) หรือไพโรฟอสเฟต (P2O7

4-) บางส่วนอยู่ร่วมกับ
ไฮโดรเจน (H+) และไฮดรอกไซด์ไอออน(OH-) ดังแสดงในตารางที่ 2.2 สารภายในกลุ่มแคลเซียม
ฟอสเฟตมีองค์ประกอบทางเคมีแตกต่างกันท้าให้มีสมบัติของสารแตกต่างกัน โดยสมบัติของสารจะ
ขึ้นกับค่า Ca/P  นอกจากนี้ยังพบว่าสารเหล่านี้สามารถเปลี่ยนกลับไปมาได้ภายใต้เงื่อนไขท่ีเหมาะสม 

ตารางท่ี 2.2ตัวอย่างสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟต(23) 

Ca/P Abbreviation Name Formula 

0.5 MCPM Monocalcium phosphate 
monohydrate 

Ca(H2PO4)2·H2O 

1 DCP or  

DCPA 

Dicalcium phosphate or 

Dicalcium phosphate 
anhydrous 

(Monetite) 

CaHPO4 

1 DCPD Dicalcium phosphate 
dehydrate 

(Brushite) 

CaHPO4·2H2O 

1 CPP Calcium potassium 
phosphate 

CaKPO4 

1 CPSP Calcium potassium sodium 
phosphate 

Ca2KNa(PO4)2 

1.33 OCP Octacalcium phosphate Ca8(HPO4)2(PO4)4· 5H2O 

1.5 𝛼-TCP Alpha tricalcium phosphate 𝛼-Ca3(PO4)2 
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Ca/P Abbreviation Name Formula 

1.5 𝛽-TCP Beta tricalcium phosphate 𝛽-Ca3(PO4)2 

1.5-1.67 CDHA Calcium deficient 
hydroxyapatite 

Ca10-x(HPO4)x(PO4)6-

x(OH)2-x 

1.67 HA Hydroxyapatite Ca10(PO4)6(OH)2 

1.67 OA of OAp Oxyapatite Ca10(PO4)6O 

1.67 FA or FAp Fluorapatite Ca10(PO4)6F2 

2 TTCP Tetracalcium phosphate Ca4(PO4)2O 

 

2.2.1สมบัติของแคลเซียมฟอสเฟตเซรามิก 
สมบัติทั่วไปของแคลเซียมฟอสเฟตเซรามิกประกอบด้วย  
1) องค์ประกอบทางเคมีและโครงสร้างผลึกใกล้เคียงกับกระดูกทางธรรมชาติของมนุษย์ 
2) มีสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ  
3) มีสมบัตคิวามว่องไวทางชีวภาพ  
4) มีสมบัติย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
5) มีสมบัติเหนี่ยวน้าเซลล์กระดูก (osteoconduction) 
6) สามารถถูกดูดซึมภายในร่างกายได้ (bioresortion) 

จากสมบัติดังกล่าวแคลเซียมฟอสเฟตเซรามิกจึงมีความเหมาะสมแก่การน้ามาไปใช้งาน
ทางด้านวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูก และได้รับความสนใจเลือกใช้เป็นวัสดุชีวภาพเพ่ือใช้สร้างโครงเลี้ยง
เซลล์ 

 

 

http://www.google.co.th/search?hl=th&biw=1297&bih=620&sa=X&ei=QokxTqXeNYn4rQeF8vH1Dg&ved=0CCsQBSgA&q=osteoconduction&spell=1
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2.2.2 การใช้งานทางการแพทย์ของแคลเซียมฟอสเฟตเซรามิก 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่าแคลเซียมฟอสเฟตเซรามิกมีความเหมาะสมส้าหรับการใช้งานทาง
การแพทย์ด้านทันตกรรมและศัลยกรรมกระดูกในส่วนต่างๆ เนื่องมาจากสมบัติทางชีววิทยา  
(Biological properties) ที่เหมาะสม สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตเป็นสารอนินทรีย์ที่มีปริมาณ
สองในสามของเนื้อกระดูกท้าหน้าที่เพ่ิมความแข็งแรงให้กับกระดูกและฟันของมนุษย์ การใช้งานที่พบ
เห็นทั่วไป เช่น ทันตกรรมรากฟันเทียม การซ่อมแซมกระดูก การแทนที่ข้อต่อส่วนต่างๆ เป็นต้น โดย
รูปแบบการใช้งานมีหลายประเภทด้วยกัน ได้แก่ ตัวเสริมแรง (reinforcement) ในวัสดุเชิงประกอบ
(24) โครงเลี้ยงเซลล์ (25) ตัวเคลือบบนวัสดุปลูกฝัง (coating)(26) และสารตัวเติม (filler)(27) เป็นต้น  

2.3 บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต 

บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต มีสูตรทางเคมีคือ 𝛽-Ca3(PO4)2  สามารถแทนตัวย่อเป็น 𝛽-TCP 
และค่าอัตราส่วนระหว่างแคลเซียมและฟอสฟอรัสทางทฤษฎี (Ca/P) เท่ากับ 1.50 บีตาไตรแคลเซียม
ฟอสเฟตนิยมน้ามาใช้สร้างวัสดุทางการแพทย์เนื่องจากเป็นส่วนประกอบอนินทรีย์ของกระดูกและฟัน
และสามารถสลายตัวทางชีวภาพได้ดี นอกจากนี้ร่างกายยังสามารถดูดซึมได้ ส่งผลให้ไม่เกิดสาร
ตกค้างภายในร่างกายอีกด้วย 

ไตรแคลเซียมฟอสเฟตประกอบด้วย 3 พหุสัณฐาน (polymorph)(28) คือ 
1) 𝛽-Ca3(PO4)2 เสถียรที่อุณหภูมิมากกว่า 1125 องศาเซลเซียส สามารถเกิดการเปลี่ยนแปลง

เฟสเป็น 𝛼-Ca3(PO4)2 ที่อุณหภูมิ 1125-1200 องศาเซลเซียส 
2) 𝛼-Ca3(PO4)2 เสถียรที่อุณหภูม ิ1120-1430 องศาเซลเซียส 
3) 𝛼′-Ca3(PO4)2 เสถียรที่อุณหภูมิมากกว่า 1430 องศาเซลเซียส  ไม่นิยมน้ามาใช้งานเนื่องจาก

เสถียรที่อุณหภูมิสูง 

จาการเปรียบเทียบความหนาแน่นทางทฤษฎี(Dth) พบว่าโครงสร้างของ 𝛼′-Ca3(PO4)2 มี

ความหนาแน่นต่้าสุด รองลงมาคือ 𝛼-Ca3(PO4)2 ในขณะที่ 𝛽-Ca3(PO4)2 มีความหนาแน่นมากที่สุด
ดังแสดงในตารางที่  2.3  พหุสัณฐานทั้งสามรูปแบบจึงมีเสถียรภาพที่อุณหภูมิแตกต่างกัน อีกทั้งเมื่อ

เปรียบเทียบการสลายตัวทางชีวภาพ 𝛼-Ca3(PO4)2 จะสลายตัวเร็วกว่า 𝛽-Ca3(PO4)2 อย่างไรก็
ตามบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตเป็นเฟสที่ได้รับการยอมรับและน้ามาประยุกต์ใช้งานต่างๆเนื่องจาก
สามารถสังเคราะห์ได้ท่ีอุณหภูมิไม่สูงมากและเสถียรที่อุณหภูมิห้องซึ่งเป็นอุณหภูมิการใช้งาน 
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ตารางที่ 2.3 ข้อมูลโครงสร้างของพหุสัณฐานของไตรแคลเซียมฟอสเฟต(29) 

 

Property 

Ca3(PO4)2 polymorph 

𝛽-Ca3(PO4)2 𝛼-Ca3(PO4)2 𝛼′-Ca3(PO4)2 

Symmetry 

Space group 

a (nm) 

b (nm) 

c (nm) 

V 

V0 

Dth 

Rhombohedral 

R3C 

1.04352(2) 

1.04352(2) 

3.74029(5) 

3.5272(2) 

0.1680(2) 

3.066 

Monoclinic 

P21/a 

1.2849(2) 

2.7354(2) 

1.5222(3) 

4.31(6) 

0.180(6) 

2.866 

Hexagonal 

P63/mmc 

0.53507(8) 

0.53507(8) 

0.7684(1) 

0.19052(8) 

0.19052(8) 

2.702 

 

2.3.1 โครงสร้างผลึกของบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต 

โครงสร้างผลึกของบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตสามารถอธิบายได้จากแบบจ้าลองระนาบ (0 0 
1) ดังภาพที่ 2.6 ( ก) ประกอบด้วยแถว A และ B มีการจัดเรียงตัวตามแนวแกน C ดังภาพที่ 2.6 
(ข และ ค) ตามล้าดับ ส้าหรับแถว A ประกอบด้วย Ca จ้านวน 4 อะตอม และ P จ้านวน 2 อะตอม 
แต่ละอะตอมจะมีต้าแหน่งพารามิเตอร์ (x, y, z) แตกต่างกัน จากการเปรียบเทียบการจัดเรียงตัวของ
แถว B ประกอบด้วย Ca จ้านวน 6 อะตอม และ P จ้านวน 4 อะตอม ซึ่งแถว Bจะมีโครงสร้างที่
หนาแน่นกว่าแถว A และอะตอมของออกซิเจนบางส่วนมีส่วนเชื่อมระหว่างกัน นอกจากนี้แต่ละแถว 
A จะถูกล้อมรอบด้วยแถว B จ้านวน 6 แถว ส่วนแถว B จะถูกล้อมรอบด้วยแถว A จ้านวน 2 แถว 
และแถว B จ้านวน 4 แถว ทั้งแถว A และ B มีการจัดเรียงตัวกันแบบเฮกซะโกนอล 
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ภาพที่ 2.6 แบบจ้าลองลักษณะโครงสร้างผลึกของบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต(30) 
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2.3.2 วิธีการสังเคราะห์บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต 
การสังเคราะห์บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตแบ่งเป็น 2 วิธีหลัก คือ 

1.วิธีเปียก (wet method) เป็นการไทเทรตกรด-เบสด้วยการเติมกรดฟอสฟอริก (H3PO4) ลง
ในสารละลายแคลเซียมออกไซด์ (CaCl2) และควบคุมระบบให้มีสภาวะกรด-ด่าง (pH) ตั้งแต่กรด
จนถึงกลาง เป็นวิธีที่นิยมเนื่องจากไม่ยุ่งยากซับซ้อน อีกท้ังได้อนุภาคท่ีละเอียดและสม่้าเสมอ  

2. วิธีปฏิกิริยาสถานะของแข็ง (solid state-reaction) คือการผ่านกระบวนการความร้อนของ 
calcium deficient hydroxyapatite (CDHA, cal-def HA) โดยใช้สารตั้งต้นจ้าพวกแคลเซียมและ
สารประกอบฟอสฟอรัส ได้แก่ ไพโรฟอสเฟต (Ca2P2O7) แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) แคลเซียม
ออกไซด์ (CaO) และแคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2)  เป็นต้น จากนั้นให้ความร้อนจนเกิดปฏิกิริยาที่
อุณหภูมิต่างๆ   ตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยาดังสมการที่ 2.1- 2.3(31)  

ตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยา 

Ca9(HPO4)(PO4)5(OH)  3Ca3(PO4)2 + H2O    (สมการที่ 2.1) 

Ca2P2O7 + CaCO3  Ca3(PO4)2 + CO2     (สมการที่ 2.2) 

CaO + 1/2P2O5  Ca3(PO4)2      (สมการที่ 2.3) 

2.4 ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

ไฮดรอกซีอะพาไทต์ คือแร่ที่อยู่ในกลุ่มอะพาไทต์ สูตรทางเคมีคือ Ca10(PO4)6(OH)2  สามารถ
แทนด้วยตัวย่อ HA หรือ HAp มีค่า Ca/P เท่ากับ 1.67 มีความเสถียรที่อากาศแห้งและชื้นจนถึง
อุณหภูมิ 1200 องศาเซลเซียส นิยมน้าไฮดรอกซีอะพาไทต์มาใช้งานทางการแพทย์เนื่องจากเป็น
ส่วนประกอบอนินทรีย์หลักของกระดูกและฟัน มีความว่องไวทางชีวภาพที่ดีโดยสามารถสร้างพันธะ
ทางเคมีระหว่างวัสดุกับเซลล์กระดูกหรือเนื้อเยื่อได้ดี 
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2.4.1 โครงสร้างผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

โครงสร้างผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต์มีลักษณะตามแบบจ้าลองดังภาพที่ 2.7 มีการจัดเรียง
ตัวตามแนวแกน c ผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต์เป็นโครงสร้างที่ซับซ้อนซึ่งมีการจัดเรียงตัวแบบ 
hexagonal rhombic prism ประกอบด้วย 44 อะตอม มีขนาดเซลล์ต่อหนึ่งหน่วยคือ แกน a = 
0.9432 นาโนเมตร แกน c = 0.6101 นาโนเมตร และ  = 120° จากโครงสร้างพบว่าแนว hydroxyl 
ion (OH-) มีการเรียงตัวตั้งฉากกับระนาบหรือขนานกับแนวแกน c โดยแต่ละคู่ของ hydroxyl ion จะ
อยู่ต้าแหน่งมุมของแต่ละเซลล์และมีระยะห่างระหว่างกันเท่ากับ 1/2 ของเซลล์ (32) 
 

 
ภาพที่ 2.7 แบบจ้าลองลักษณะโครงสร้างผลึกของไฮดรอกซีอะพาไทต์(33) 

2.4.2  วิธีการสังเคราะห์ไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
การสังเคราะห์ไฮดรอกซีอะพาไทต์สามารถแบ่งเป็น 2 วิธีหลัก คือ  

1. Wet method เป็นการไทเทรตกรด-เบส หรือการตกตะกอนร่วมจากสารละลายที่ประกอบด้วย
แคลเซียมไนเตรทและไดแอมโมเนียมฟอสเฟต หรือการตกตะกอนโดยตรงระหว่างสารละลายกรดออ
โทฟอสฟอริกกับสารละลายแคลเซียมไฮดรอกไซด์ภายใต้ค่า pH ที่เป็นด่าง การควบคุมค่า pH ของ
ปฏิกิริยา และความเข้มข้นของสารตั้งต้นสามารถก้าหนดปริมาณสัมพันธ์ (Stoichiometry) ของไฮดร
อกซีอะพาไทตไ์ด ้ตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยาดังสมการที่ 2.4(34) และสมการที่ 2.5(35)  

ตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยา 

10Ca(NO3)2·4H2O + 6(NH4)2HPO4 + 8NH4OH  →  
Ca10(PO4)6(OH)2 + 20NH4NO3 + 20H2O      (สมการที่ 2.4) 

5Ca(OH2) + 3H3PO4 → 1/2Ca10(PO4)6(OH)2 + 9H2O    (สมการที่ 2.5) 

http://www.google.co.th/url?sa=t&source=web&cd=4&ved=0CCkQFjAD&url=http%3A%2F%2Fwww.zlicker.com%2Fproduct%2Ftarad%2FgNgg%2F&ei=vlwxTrHdO4bUiALKou26Bg&usg=AFQjCNEqPhJKBf05NHCA1kFJpcsz5NoKeg
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2. Solid state-reaction หรือกระบวนการแห้ง  (dry process) เป็นการใช้สารตั้ งต้นจ้าพวก
แคลเซียมและสารประกอบฟอสฟอรัส เช่น  ไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต  (CaHPO4·2H2O) 
แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) แคลเซียมออกไซด์ (CaO) และแคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2) เป็น
ต้น โดยมีตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยาดังสมการที่ 2.6 และสมการที่ 2.7(36)  

ตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยา 
      เมื่อ x < 1 mole 

3Ca2P2O7 + 4CaCO3 + xH2O →  
xCa10(PO4)6(OH)2 + 3(1-x)Ca3(PO4)2 + 4CO2(g)    (สมการที่ 2.6) 
      เมื่อ x > 1 mole 

3Ca2P2O7 + 4CaCO3 + xH2O →  
xCa10(PO4)6(OH)2 + (x-1)H2O + 4CO2(g)     (สมการที่ 2.7) 
 

นอกจากนี้ยังมีวิธี อ่ืนอีก เช่น การแผ่คลื่นรังสีไมโครเวฟ  (microwave irradiation) การ
เจริญเติบโตของการละลาย (melt growth method) เป็นต้น  

2.5 แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟส (Biphasic calcium phosphate, BCP) 

ปัจจุบันนี้แม้จะมีงานวิจัยมากมายเกี่ยวกับการสร้างวัสดุทางการแพทย์จากสารแคลเซียม
ฟอสเฟตชนิดเฟสเดี่ยว แต่ยังคงพบข้อจ้ากัดทางด้านการใช้งานต่างๆ อาทิเช่น บีตาไตรแคลเซียม
ฟอสเฟต มักพบปัญหาด้านการซ่อมแซมกระดูกเนื่องจากมีอัตราการสลายตัวสูงกว่าการสร้างพันธะ
ระหว่างกระดูก (bone bonding) ถึงสองเท่าเมื่อเทียบกับไฮดรอกซีอะพาไทต์ ส่งผลให้เกิดการ
ซ่อมแซมที่ไม่สมบูรณ์ได้ นอกจากนี้ยังมีสมบัติเชิงกลที่ต่้าจึงไม่สามารถใช้งานในต่้าแหน่งที่ต้องรองรับ
แรง (load-bearing) ได้ดี ในขณะที่การใช้งานเฟสเดี่ยวของไฮดรอกซีอะพาไทต์กลับมีอัตราการ
สลายตัวทางชีวภาพที่ต่้ามากและใช้ระยะเวลาสลายตัวที่นาน บางครั้งแม้จะเกิดการเติมเต็มกระดูกที่
สมบูรณ์แล้วแต่ไฮดรอกซีอะพาไทต์กลับยังคงอยู่และกลายเป็นส่วนเกินของต่้าแหน่งนั้นไป จึงมี
แนวคิดใหม่ซึ่งเกิดจากน้าข้อเด่นและข้อด้อยของสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตแต่ละชนิดผสมกันจน
เกิดเป็นแคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟส(biphasic calcium phosphate , BCP)  เป็นรูปแบบหนึ่ง
ของเซรามิกในกลุ่มของแคลเซียมฟอสเฟตที่ได้จากการผสมกันระหว่างแคลซียมฟอสเฟต 2 เฟส คือ 
เฟสที่มีคุณสมบัติไม่เกิดการดูดซับ (non-resorbable) เฟสที่มีความเสถียรต่อการเปลี่ยนสภาพทาง
สรีระวิทยาได้ยาก และเกิดการท้าพันธะกับกระดูกได้โดยตรงซึ่งก็คือ ไฮดรอกซีอะพาไทต์(HAp) ใน
ส่วนของอีกเฟสจ้าเป็นต้องมีคุณสมบัติที่สามารถดูดซับโดยกระดูกได้ดี ท้าให้เกิดการสร้างเยื่อกระดูก
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ใหม่ข้ึนได้ เฟสนี้ได้แก่ ไตรแคลเซียมฟอสเฟต (TCP) ในการน้าไปประยุกต์ใช้งานนั้นนอกเหนือจากจะ
พิจารณาจากสมบัติการสลายตัวแล้ว ยังต้องพิจารณาสมบัติอ่ืนๆด้วย เช่น การเหนี่ยวน้าการสร้าง
กระดูก (osteoconductivity) ซ่ึงสามารถควบคุมได้จากอัตราส่วนของ HAp : TCP 

โดยทั่วไปมักประกอบด้วยบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตและไฮดรอกซีอะพาไทต์ซึ่งมีค่า 1.5 < 
Ca/P < 1.67 ส้าหรับบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตคือเฟสที่สลายตัวได้ดีทางชีวภาพจึงน้ามาผสมกับไฮ
ดรอกซีอะพาไทต์ซึ่งเป็นเฟสที่เสถียรภาพสูง ส่งผลให้ช่วยชะลอการสลายตัวทางชีวภาพ อีกทั้งไฮดร
อกซีอะพาไทต์ยังช่วยปรับความแข็งแรงให้กับบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต  

งานวิจัยที่ผ่านมากล่าวว่าทั้งสมบัติทางชีวภาพ (เช่น ความว่องไวทางชีวภาพ อัตราการสลายตัว
ทางชีวภาพ ) และสมบัติเชิงกลของแคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสขึ้นกับอัตราส่วนระหว่างปริมาณ
บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตและไฮดรอกซีอะพาไทต์ แต่สมบัติการเหนี่ยวน้ากระดูกของแคลเซียม
ฟอสเฟตชนิดสองเฟสเมื่อเทียบกับบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตกับไฮดรอกซีอะพาไทต์พบว่าไม่แตกต่าง
กันมากนัก ปริมาณแคลเซียมและฟอสฟอรัสที่เหมาะสมเพ่ือใช้สังเคราะห์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสอง
เฟสซึ่งประกอบด้วยอัตราส่วนระหว่างไตรแคลเซียมฟอสเฟตกับไฮดรอกซีอะพาไทต์แตกต่างกัน ดัง
ภาพที่ 2.8 

 
ภาพที่ 2.8 เฟสไดอะแกรมของการสังเคราะห์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟส(37) 
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2.5.1 กลไกการท างานของแคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟส 
เมื่อสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสเข้าสู่ร่างกาย เฟสของบีตาไตรแคลเซียม

ฟอสเฟตจะสลายตัวก่อนไฮดรอกซีอะพาไทต์ จากนั้นจะสร้างแคลเซียมและฟอสฟอรัสไอออนในซีรั่ม 
ฟอสฟอรัสไอออนจะอยู่ในรูปของ HPO4

2- การเพ่ิมปริมาณไอออนเหล่านี้จะกระตุ้นการสร้างไฮดรอก
ซิลคาร์บอเนตอะพาไทต์ที่มีความเป็นผลึกต่้าบนพ้ืนผิวของบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตดังสมการที่ 2.8 
และสมการที่ 2.9(38) โดยจะท้าหน้าที่เหนี่ยวน้าการสร้างกระดูกขึ้นใหม่ ในทางตรงกันข้ามหากบีตา
ไตรแคลเซียมฟอสเฟตมีปริมาณมากเกินไปจะท้าให้แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสสลายตัวอย่าง
รวดเร็วจนเกิดการขัดขวางการสร้างกระดูกข้ึนใหม่ 

 

4Ca3(PO4)2 + H2O → Ca10(PO4)6(OH)2 + 2Ca2+ 2HPO4
2- (สมการที่ 2.8) 

10Ca2+ + 6HPO4
2- +2H2O → Ca10(PO4)6(OH)2 + 8H+  (สมการที่ 2.9) 

 

2.5.2 วิธีการสังเคราะห์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟส 
การสังเคราะห์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสซึ่งประกอบด้วยบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต

และไฮดรอกซีอะพาไทต์ สามารถแบ่งเป็น 2 วิธีหลัก คือ 
1. Wet method เป็นการตกตะกอนโดยตรงระหว่างสารละลาย H3PO4 กับ Ca(OH)2 เป็น

ต้น โดยมีการควบคุมค่า pH ของปฏิกิริยา ความเข้มข้นของสารตั้งต้น เพ่ือก้าหนดปริมาณสัดส่วน
ระหว่างบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตและไฮดรอกซีอะพาไทต์ 

2. Solid state-reaction  เป็นการให้ความร้อนระหว่างไดแคลเซียมฟอสเฟตไดไฮเดรต 
(CaHPO4·2H2O, DCPD) และแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3)  MCPM และแคลเซียมคาร์บอเนต ไตร
แคลเซียมคาร์บอเนตและแคลเซียมไฮดรอกไซด์ (Ca(OH)2 เป็นต้น โดยที่อุณหภูมิการเผาจะส่งผลต่อ
ปริมาณสัดส่วนระหว่างบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตกับไฮดรอกซีอะพาไทต์ ตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยาดัง
สมการที่ 2.10(39) 

ตัวอย่างการเกิดปฏิกิริยา 

2Ca9.5(HPO4)0.5(PO4)5.5(OH)1.5 → Ca10(PO4)6(OH)2 + 3Ca3(PO4)2 + H2O    
 (CDHA)     (HA)   (TCP)   (สมการที่ 2.10) 
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2.6 ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 

เมื่อเลือกวัสดุชนิดหนึ่งมาใช้ภายในร่างกายจ้าเป็นต้องค้านึงถึงสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ
ของวัสดุว่ามีความเข้ากันได้กับเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิต ไม่เป็นพิษต่อร่างกายขณะใช้งาน จากงานวิจัยที่
ผ่านมาพบว่าวิธีที่นิยมน้ามาทดสอบสมบัติทางชีวภาพเพ่ือพิจารณาถึงความปลอดภัยในการน้ามาใช้
งานจริงสามารถแบ่งได้เป็น 2 ประเภทคือ  

1. การทดสอบภายนอกร่างกาย ( in vitro test) คือการทดสอบในหลอดทดลอง ภายใน
ห้องปฏิบัติการ เป็นการทดสอบเกี่ยวกับเซลล์และด้าเนินการภายนอกร่างกาย จะมีการ
เพาะเลี้ยงเซลล์สายพันธุ์ (cell lines) ซึ่งได้มาจากการแยกเซลล์จากอวัยวะของสิ่งมีชีวิตและ
น้ามาเลี้ยงต่อในห้องทดลอง เป็นวิธีที่ให้ผลเร็วกว่าการทดสอบในร่างกาย วิธีการนี้สามารถใช้
ทดสอบกับวัสดุเพื่อศึกษาข้อมูลพื้นฐานเกี่ยวกับเซลล์อันน้าไปสู่การศึกษาขั้นสูงขึ้นในสิ่งมีชีวิต
ต่อไป 
 

2. การทดสอบภายในร่างกาย (in vivo test) คือการทดสอบในสัตว์ทดลองหรือการทดลองทาง
คลินิกในคน เป็นการทดสอบข้ันต่อจากการทดสอบภายนอกร่างกายแล้ว โดยน้าวัสดุฝังเข้าไป
ในร่างกายซึ่งลักษณะเซลล์จะแตกต่างจากการทดสอบนอกร่างกาย อย่างไรก็ตามด้วยเหตุผล
ทั้งทางด้านต้นทุน ศีลธรรม และจรรยาบรรณ จึงท้าการทดลองภายนอกร่างกายก่อนเสมอ
เพ่ือลดปริมาณการใช้สัตว์ทดลองและยังเป็นทางเลือกท่ีได้รับความสนใจอย่างมากอีกด้วย 
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2.6.1 การท าไร้เชื้อ (Sterilization) 

เป็นขั้นตอนหนึ่งก่อนการน้าวัสดุมาทดสอบสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์ ในปัจจุบันนี้
มีวิธีที่นิยมหลายวิธีซึ่งมักเลือกใช้ตามชนิดของวัสดุ ได้แก่ 

1. การใช้ไอน้้าและลมร้อน (Steam and dry heat) การใช้ความร้อนสูงเพ่ือท้าลายเชื้อโรค 
ขณะที่ไอน้้ามีประสิทธิภาพแทรกซึมเข้าไปในวัสดุได้ดี วิธีการฆ่าเชื้อนี้เป็นวิธีที่นิยมมากที่สุด
ส้าหรับผลิตภัณฑ์ทางการแพทย์เนื่องจากเป็นวิธีที่ง่าย ค่าใช้จ่ายน้อย และไม่มีสารตกค้าง แต่
ส้าหรับวัสดุที่มีโครงสร้างเป็นน้้าอาจเกิดการหดตัวหรือเสียรูปร่างได้ 
 

2. การท้าไร้เชื้อแบบพลาสมา (Plasma treatment) วิธีนีส้ามารถฆ่าเชื้อโรคได้หลายชนิดเช่น 
แบคทีเรีย สปอร์ ไวรัส และยีสต์ เป็นต้น โดยการฉายล้าพลาสมาลงบนวัสดุที่อยู่ในถังอาร์กอน  

 
3. การท้าไร้เชื้อแบบเอทิลีนออกไซด์และสารเคมีอ่ืนๆ (Ethylene oxide gas and other 

chemical treatments) โดยการใช้ก๊าซเอทีลีนออกไซด์ ซึ่งเป็นก๊าซพิษที่มีประสิทธิภาพฆ่า
เชื้อแบคทีเรียสูงพ่นใส่ชิ้นงาน วิธีนี้อาจก่อให้เกิดสารเคมีตกค้างจึงไม่ควรน้าไปทดสอบกับ
เซลล์ทันที และส้าหรับชิ้นงานที่มีโครงสร้างรูพรุนจะเกิดการหดตัวเล็กน้อย 
 

4. การแผ่รังสีแกมมา (Gamma radiation) การใช้รังสีแกมมาฉายล้าแสงลงบนวัสดุซึ่งเป็น
ล้าแสงที่สามารถฆ่าเชื้อแบคทีเรียได้เกือบทุกชนิด เป็นวิธีที่ไม่มีสารเคมีตกค้าง และใช้
ระยะเวลาสั้น แต่ไม่เหมาะกับชิ้นงานที่มีความหนาเนื่องจากล้าแสงมีอ้านาจทะลุทะลวงต่้าได้
เพียงระดับไมครอนเท่านั้น อีกท้ังรังสีจะส่งผลต่อวัสดุที่มีโครงสร้างแบบพอลิเมอร์ร่างแหอาจ
เกิดการสลายตัวของสายโซ่พอลิเมอร์ได้  

 
5. การฉายล้าแสงอิเล็กตรอน (Electron beam radiation) การใช้ล้าแสงอิเล็กตรอนที่ได้จาก

เครื่องเร่งอนุภาคอิเล็กตรอนฆ่าเชื้อแบคทีเรีย เป็นวิธีที่นิยมในทางอุตสาหกรรมหลากหลาย
ชนิดเนื่องจากอิเล็กตรอนมีพลังงานสูงสามารถทะลุทะลวงได้ลึกระดับเซนติเมตรซึ่งขึ้นอยู่กับ
พลังงานที่ใช้ และใช้ระยะเวลาสั้น ข้อควรระวังคือล้าแสงจะส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงสายโซ่
ของวัสดุที่มีโครงสร้างแบบพอลิเมอร์ร่างแห และยังมีต้นทุนสูงอีกด้วย 
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2.7 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

S.H. Kwon และคณะ(4) ศึกษาการสังเคราะห์สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตที่ได้จากการ
ตกตะกอนร่วมระหว่าง Ca(NO3)2·4H2O กับ (NH4)2HPO4 โดยมีการปรับค่า Ca/P เริ่มต้นให้อยู่ในช่วง 
0.67 ถึง 1.55  และควบคุมค่า pH ของสารละลาย จากผลการทดลองพบว่าสารละลายที่ปรับ pH 
เท่ากับ 7.4 วิเคราะห์ค่า Ca/P หลังตกตะกอนได้ประมาณ 1.5 ในทุกช่วงของค่า Ca/P เริ่มต้น ในขณะ
ที่สารละลายที่ปรับ pH เท่ากับ 8.0 วิเคราะห์ค่า Ca/P หลังตกตะกอนได้แตกต่างกันโดยจะขึ้นอยู่กับ
ค่า Ca/P เริ่มต้น ต่อมาน้าสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตที่ได้จากการตกตะกอนซึ่งมีค่า Ca/P 
แตกต่างกันผ่านกระบวนการทางความร้อนที่อุณหภูมิสูง พบว่าสารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตที่มีค่า  
Ca/P ประมาณ 1.5 เมื่อเผาแล้วจะเกิดไตรแคลเซียมฟอสเฟตอย่างเดียวเท่านั้น ในขณะที่
สารประกอบแคลเซียมฟอสเฟตที่มีค่า Ca/P มากกว่า 1.5 เมื่อเผาแล้วจะปรากฏเฟสผสมของ
บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตและไฮดรอกซีอะพาไทต์อย่างชัดเจนที่อุณหภูมิ 1150 องศาเซลเซียส  

C.K. Hsu[11] ท้าการศึกษาผสมสาร Ca(H2PO4)2·H2O และ CaCO3 โดยปรับอัตราส่วนเริ่มต้น
ของแคลเซียม/ฟอสฟอรัสอยู่ในช่วงระหว่าง 1.5 ถึง 2.0 พบว่าจะปรากฏเฟสของไฮดรอกซีอะพาไทต์
เมื่อเผาที่อุณหภูมิสูง  

M. Bohner และคณะ (13) สังเคราะห์ไตรแคลเซียมฟอสเฟตแบบรูพรุนโดยใช้น้้ามัน
พาราฟินสร้างรูพรุนระดับมหภาค และใช้พอลิอีโทรซีเลทคาสเตอร์ออยล์ (Polyethoxylated castor 
oil, PECO) เป็นอิมัลซิไฟเออร์ เมื่อปรับปริมาณของ PECO ลดลงส่งผลให้รูพรุนระดับมหภาคมีขนาด
ใหญ่ขึ้น และรูพรุนที่ได้เป็นทรงกลม นอกจากนีป้ริมาณของ PECO ไม่ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงขนาด
ของรูพรุนระดับจุลภาค รูพรุนระดับจุลภาคท่ีปรากฏเป็นทรงยาวและมีความต่อเนื่องอย่างสมบูรณ์  

C.Stahli และคณะ (12) ศึกษาการสร้างโครงเลี้ยงเซลล์แบบพรุนชนิดบีตาไตรแคลเซียม
ฟอสเฟต โดยใช้ไตรแคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมคาร์บอเนตเป็นสารตั้งต้น และใช้น้้ามัน
พาราฟินสร้างรูพรุนระดับมหภาค จากการทดลองพบว่าสามารถควบคุมเฟสที่เกิดขึ้นได้โดยการ
เปลี่ยนแปลงปริมาณแคลเซียมคาร์บอเนตโดยปรับ Ca/P ให้อยู่ในช่วง 1.45 ถึง 1.50 ขนาดของรูพรุน
ระดับมหภาคไม่ขึ้นกับ Ca/P และอุณหภูมิการเผา จากผลการทดลองนี้สามารถสรุปได้ว่ารูพรุน
ระดับมหภาคที่เกิดขึ้นเกิดจากน้้ามันพาราฟินเท่านั้นซึ่งไม่ขึ้นกับการปรับเปลี่ยนปริมาณแคลเซียม
คาร์บอเนตของสารตั้งต้น 
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F. Zhang และคณะ[16)  เตรียมโครงเลี้ยงเซลล์บีตาไตรแคลเซียมให้มีลักษณะคล้ายกับ
กระดูกตามธรรมชาติของมนุษย์คือด้านนอกมีลักษณะเป็นเนื้อแน่นและด้านในมีลักษณะเป็นรูพรุน  
ด้วยกระบวนการฉีดขึ้นรูปวัสดุผง พบว่าสัดส่วนของกระดูกเนื้อแน่นและกระดูกพรุนส่งผลต่อความ
แข็งแรงของกระดูก และลักษณะโครงสร้างของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกจริงตาม
ธรรมชาติท้าให้โครงเลี้ยงเซลล์มีความแข็งแรงมากกว่าโครงเลี้ยงเซลล์แบบรูพรุน ท้าให้สามารถทนต่อ
แรงกดได้ดี มีสมบัติเชิงกลสูงขึ้น ท้าให้สามารถใช้งานได้หลากหลายมากข้ึน  

S.S. Kim และคณะ(40) ศึกษาการเตรียมแอลฟาไตรแคลเซียมฟอสเฟตซีเมนต์โดยใช้กรดพอ
ลิอะคลิลิค (PAA) ซึ่งเป็นกรดพอลิอะมิโนที่สามารถสลายตัวได้ทางชีวภาพชนิดหนึ่งเพ่ือเพ่ิมความ
แข็งแรงในการยึดติด (cohesive strength) พบว่าการมีส่วนร่วม (incorporation) ของ PAA ใน
โครงสร้างของแอลฟาแคลเซียมฟอสเฟตไม่ส่งผลต่อความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์ แสดงดังภาพ
ที่ 2.9 จากภาพแสดงให้เห็นว่าการใช้ PAA เพ่ือเพ่ิมความแข็งแรงยังคงท้าให้เซลล์สามารถแผ่ตัวได้ดี
บนวัสดุซึ่งชี้ให้เห็นถึงสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพที่ดี  

 
ภาพที่ 2.9 การเพาะเลี้ยงเซลล์ชนิด Saos-2 ลงบนแคลเซียมฟอสเฟตที่ประกอบด้วย 1% PAA(40) 

N. Kivark และ A. Cuneyt(17)   ท้าการสังเคราะห์และศึกษาพฤติกรรมของ BCP ที่เผาที่
อุณหภูมิสูง จากกระบวนการสังเคราะห์ด้วยกระบวนการตกตะกอน BCPที่เตรียมได้จากกระบวนการ
ตกตะกอนทางเคมี (chemical precipitation) สามารถก้าหนดปริมาณของ HAp ได้ตั้งแต่ 20-90% 
(โดยน้้าหนัก) โดยที่ 10%HAp จะมีความสมดุลกับเฟสTCP โดยที่องค์ประกอบ HAp ≥ 60% จะไป
เพ่ิมความเสถียรของระดับ BCP ให้มากขึ้น จากนั้นน้าไปเผาที่อุณหภูมิ 1100-1300 oC โดยที่ความ
หนาแน่นที่ได้สูงสุดมีค่าเกือบ 99% ในช่วงอุณหภูมิ 1100-1200 องศาเซลเซียส 



 

 

บทที ่3 
วิธีการด าเนินงานวิจัย 

งานวิจัยครั้งนี้มุ่งเน้นที่จะเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสที่ มีลักษณะ
ใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ ซึ่งประกอบด้วยส่วนเนื้อพรุนด้านในและเนื้อแน่นด้านนอก ในส่วน
ของเนื้อพรุนด้านในนั้นถือเป็นส่วนส้าคัญที่จะเป็นที่ ให้ เซลล์กระดูกเข้าไปอาศัยอยู่และเกิด
กระบวนการสร้างกระดูกต่อไป ในส่วนนี้ผู้วิจัยเลือกใช้น้้ามันพาราฟินเป็นสารก่อรูพรุน และ PECO 
เป็นอิมัลซิไฟเออร์ท้าหน้าที่ร่วมกันเพ่ือสร้างรูพรุนระดับมหภาค และใช้ PAA ช่วยให้แต่ละอนุภาคยึด
เกาะกันดีขึ้นท้าให้สามารถขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ได้ โดยศึกษาผลของสารพอลิเมอร์ตัวเติมที่มีผลต่อส่วน
เนื้อพรุนในโครงเลี้ยงเซลล์ โดยเลือกน้้ามันพาราฟินที่มีความหนืดต่างกัน และ PAA ที่มีน้้าหนักโมเลกุล
ต่างกัน จากนั้นน้าชิ้นงานที่มีอัตราส่วนของสารตัวเติมที่ดีที่สุดไปผ่านกระบวนการเผาผนึกเพ่ือไล่
สารประกอบอินทรีย์ออกขึ้นรูปเป็นโครงเลี้ยงเซลล์แบบรูพรุน แล้วจึงน้าชิ้นงานแบบเนื้อพรุนไปอัดขึ้นรูป
กับผงไฮดรอกซีอะพาไทต์เป็นชั้นนอก ให้มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ โดยคาดหวังว่าจะได้
โครงเลี้ยงเซลล์ที่ประกอบด้วยบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตและไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่มีรูพรุนระดับมหภาค
และรูพรุนที่ได้มีความต่อเนื่องมีส่วนชั้นในโครงสร้างเนื้อพรุนส่วนชั้นนอกโครงสร้างเนื้อแน่น มี
ลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ อีกทั้งศึกษาผลสารตัวเติมน้้ามันพาราฟิน และ PAA ต่อ
โครงเลี้ยงเซลล์ ต่อมาจึงศึกษาสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ซึ่งส่งผลต่อการ
เจริญเติบโตของเซลล์สร้างกระดูก 

 
3.1 สารเคมีและวัตถุดิบที่ใช้ในการทดลอง 

สารเคมีที่ใช้ในการทดลองนี้ได้แบ่งออกเป็นสองส่วนคือสารเคมีส้าหรับการเตรียมโครงเลี้ยง
เซลล์และสารเคมีส้าหรับการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ โดยสังเคราะห์แคลเซียมฟอสเฟต
ชนิดสองเฟสได้จากการผสมกันระหว่างแคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมคาร์บอเนต ส่วนการสร้างรู
พรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ได้จากการใช้สารในกลุ่มพอลิเมอร์ดังรายละเอียดดังต่อไปนี้ 

 
 
 
 
 



 

 

28 

3.1.1 วัตถุดิบและสารเคมีส าหรับการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ 
1) แคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2) ของบริษัท Merck รหัส 1.02143 
2) แคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) ของบริษัท Ajax Finechem รหัส AF503307 
3) น า้มนัพาราฟินของบริษัท fluka (for IR-spectroscopy) ความหนืด100-145 mPa.s, 
4) น้้ามันพาราฟินของบริษัท Aldrich (grade puriss) ความหนืด 110-230 mPa.s 
5) พอลิอีโทรซีเลทคาสเตอร์ออยล์ (PECO) ของบริษัท Sigma (Cremophore®) รหัส 

BCBC5480  
6) กรดพอลิอะคริลิค (PAA) ของบริษัท Aldrich รหัส 323667 น้้าหนักโมเลกุล 1800 
7) กรดพอลิอะคริลิค (PAA) ของบริษัท Sigma-Aldrich น้้าหนักโมเลกุล 5000 

3.1.2 สารเคมีส าหรับการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์กระดูกหนู (ST2) 
1) Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) ของบริษัท GIBCO® 
2) Fetal Bovine Serum (FBS) ของบริษัท GIBCO® รหัส 10270  
3) L-glutamine ของบริษัท GIBCO® (GlutaMAXTM) รหัส 35050 
4) Antibiotic ของบริษัท GIBCO® รหัส 15240 
5) Phosphate Buffered Saline (PBS)  
6) Trypsin ที่ 0.25 % Vol ของบริษัท GIBCO® รหัส 25200 
7) Glutaraldehyde ที่ 2.5 % Vol 
8) Stromal cell 2 (ST2) 

3.1.3 เครื่องมือและอุปกรณ์ที่ใช้ในการทดลอง 

1) บีกเกอร์ กระบอกตวง ช้อนตกัสาร 
2) หลอดทดลอง หลอดหยด 
3) เคร่ืองชัง่ทศนิยม 4 ต าแหนง่ 
4) กระดาษกรองเบอร์ 42  
5) กระจกนาฬิกา แทง่แก้ว 
6) ตู้ดดูควนั 
7) จานเพาะเชือ้ 
8) เคร่ืองขดัและกระดาษทรายเบอร์ 600 และ 1200 

 



 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
ภาพที่ 3.1 ขั้นตอนการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ 

 

 

โครงเลี้ยงเซลล์ 

เนื้อพรุน เนื้อแน่น 

วิธีการเตรียมชิ้นงาน วิธีการเตรียมชิ้นงาน 

ผง Ca3(PO4)2 
+ CaCO3 

สารก่อรูพรุน 
- viscosity 
- MW 

โครงเลี้ยงเซลล์เนื้อพรุน 

โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ 
ด้านในเป็นเนื้อพรุน ด้านนอกเป็นเนื้อแน่น 

อัดขึ้นรูปด้วยเครื่องอัดไฮดรอริก 

ผง HA 
-จากเถ้ากระดูกวัว 
-จากบรูไชต์ 

 



 

 

3.2 วิธีศึกษาผลของสารตัวเติมน้ ามันพาราฟินและ PAA ต่อสมบัติโครงเลี้ยงเซลล์ 

จากงานวิจัยที่ผ่านมาของนางสาวพัลลภา ตระกูลวรรณชัย (57) ได้มีการทดสอบอัตราส่วนของ
สารพอลิเมอร์ตัวเติมจนได้อัตราส่วนที่ดีที่สุด แต่ยังไม่ได้มีการทดสอบเปรียบเทียบผลของความหนืด
และน้้าหนักโมเลกุลของสารพอลิเมอร์ตัวเติมว่ามีผลต่อรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลล์หรือไม่ 

งานวิจัยครั้งนี้จึงมุ่งศึกษาผลของสารตัวเติมน้้ามันพาราฟินและ PAA ที่มีความหนืดและ
น้้าหนักโมเลกุลต่างกันตามล้าดับต่อลักษณะโครงสร้างรูพรุนและเฟสองค์ประกอบของโครงเลี้ยงเซลล์ 

3.2.1 การเตรียมส่วนผสมแคลเซียมฟอสเฟต  
น้าแคลเซียมฟอสเฟต (Ca3(PO4)2) ผสมกับแคลเซียมคาร์บอเนต (CaCO3) โดยค้านวณ

สัดส่วนของส่วนผสมให้มีอัตราส่วนโมลระหว่าง Ca/P อยู่ในช่วง1.78  ดังตาราง 3.1(57) จากนั้นน้า
ส่วนผสมทั้งหมดบรรจุลงในขวดพลาสติก PE ชนิดความหนาแน่นสูง ขนาด 60 มิลลิลิตร และน้าขวด
พลาสติกวางลงบนรางของเครื่องผสมที่ควบคุมความเร็วให้หมุนด้วยความเร็ว 70 รอบต่อนาที เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง การผสมส่วนผสมแคลเซียมฟอสเฟตส้าหรับงานวิจัยครั้งนี้เป็นการผสมแบบแห้ง  (dry 
blending) โดยปราศจากการเติมลูกบดเนื่องจากป้องกันการปนเปื้อนที่จะเกิดข้ึน 

ตารางท่ี 3.1 องค์ประกอบของสว่นผสม ท่ี Ca/P = 1.78(57) 

แคลเซียมฟอสเฟต 
(Ca3(PO4)2) 

(กรัม) 

แคลเซียมคาร์บอเนต 
(CaCO3) 

แคลเซียม 
(Ca) 

%โดยโมล 

Ca/P 
mole ratio 

กรัม %โดยโมล 

10 0.8067 0.0081 0.25 1.78 

 

3.2.2 วิธีศึกษาผลของการเติมน้ ามันพาราฟินและ PAA 
ในการศึกษานี้เลือกน้้ามันพาราฟินที่มีความหนืดแตกต่างกัน 2 ชนิด และ PAA ที่มีน้้าหนัก

โมเลกุลแตกต่างกัน 2 ชนิดมาใช้เตรียมโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ือศึกษาผลของสารตัวเติมต่อโครงเลี้ยงเซลล์ 
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3.2.3. การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ 

3.2.3.1 โครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อพรุน 

สารเคมีส้าหรับการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์เพ่ือสร้างโครงสร้างรูพรุนในงานวิจัยครั้งนี้
ประกอบด้วย ส่วนผสมแคลเซียมฟอสเฟต (ตารางที ่3.1 ) น้้ามันพาราฟิน PECO และPAA เพ่ือศึกษา
ผลของสารตัวเติมที่มีต่อโครงเลี้ยงเซลล์ จึงท้าการแบ่งส่วนผสมทั้งหมดเป็น 4 ชุด ประกอบด้วย ชุดที่ 
1 ใช้ 1%PAA น้้าหนักโมเลกุล 1800 และน้้ามันพาราฟินความหนืด 100-145 mPa.s ชุดที่ 2 ใช้ 
1%PAA น้้าหนักโมเลกุล 5000 และน้้ามันพาราฟินความหนืด 100-145 mPa.s ชุดที่ 3 ใช้ 1%PAA 
น้้าหนักโมเลกุล 1800 และน้้ามันพาราฟินความหนืด 110-230 mPa.s ชุดที่4 ใช้1%PAA น้้าหนัก
โมเลกุล 5000 และน้้ามันพาราฟินความหนืด 110-230 mPa.s ทุกสูตรก้าหนดให้ส่วนผสมแคลเซียม
ฟอสเฟตเท่ากันคือ 8 กรัม และปริมาตร PECO 4 มิลลิลิตร ดังแสดงในตารางที่ 3.2 

น้าน้้ามันพาราฟิน PECO และPAA ใส่ในบีกเกอร์และปั่นด้วยแท่งแม่เหล็กนาน 60 ถึง 70 
วินาที จนผสมเข้าเป็นเนื้อเดียวกัน จากนั้นเทส่วนผสมแคลเซียมฟอสเฟตลงในบีกเกอร์ ใช้แท่งแก้วกวน
ต่อจนส่วนผสมเข้ากันเป็นเนื้อเดียวกันมีสีเนียนสีขาว แต่ละสูตรที่มีการปรับเปลี่ยนส่วนผสมจะมีความ
หนืดแตกต่างกันไป ต่อมาปั้นชิ้นงานให้มีลักษณะเป็นทรงกลมเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 1 
เซนติเมตร วางบนจานรองชิ้นงาน ควรทาด้วยกรีสวางชิ้นงานทุกครั้งเพ่ือป้องกันการติดของชิ้นงาน  
และน้าชิ้นงานที่วางบนจานรองอบในเตาไฟฟ้าที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมงเพ่ือ
ก้าจัดน้้าและความชื้นจนกระทั่งชิ้นงานแห้งและแข็งตัว  

น้าชิ้นงานบรรจุลงในถ้วยอะลูมินาแบบมีฝาปิดและเผาในเตาไฟฟ้าภายใต้บรรยากาศ
ออกซิเดชันโดยมีเงื่อนไขการเผา 2 ขั้นตอนคืออุณหภูมิ 600 องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการให้ความ
ร้อนที่ 0.5 องศาเซลเซียสต่อนาที และยืนไฟคงอุณหภูมิไว้เป็นเวลา 1 ชั่วโมง และอุณหภูมิ 1250 
องศาเซลเซียส ด้วยอัตราการให้ความร้อนที่ 0.5 องศาเซลเซียสต่อนาที และยืนไฟคงอุณหภูมิไว้เป็น
เวลา 1 ชั่วโมงเช่นกัน ส้าหรับขั้นตอนแรกมีวัตถุประสงค์เพ่ือก้าจัดสารกลุ่มพอลิเมอร์ออกจากชิ้นงาน
เพ่ือสร้างรูพรุนในโครงสร้าง ส่วนขั้นตอนที่สองมีวัตถุประสงค์เพ่ือเกิดการเปลี่ยนแปลงเฟสตามที่
ต้องการ จากนั้นน้าชิ้นงานออกจากเตาและขัดด้วยกระดาษทรายเบอร์ 600 และ 1200 ตามล้าดับ 
เพ่ือวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาค เฟสองค์ประกอบ และการกระจายของขนาดรูพรุน  

 



 

 

 
ตารางที่ 3.2 ส่วนผสมของการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ของแคลเซียมฟอสเฟต 

 

สูตร 1 
ส่วนผสม 

แคลเซียมฟอสเฟต 

8 กรัม 

น้้ามันพาราฟิน 

ความหนืด 100-145 mPa.s 

5 กรัม 

PECO 

4 มิลลิลิตร 

1%PAA 

น้้าหนัก
โมเลกุล 
1800 

6 มิลลิลิตร 

 

สูตร 2 
ส่วนผสม 

แคลเซียมฟอสเฟต 

8 กรัม 

น้้ามันพาราฟิน 

ความหนืด 100-145 mPa.s 

5 กรัม 

PECO 

4 มิลลิลิตร 

1%PAA 

น้้าหนัก
โมเลกุล 
5000 

6 มิลลิลิตร 

 

สูตร 3 
ส่วนผสม 

แคลเซียมฟอสเฟต 

8 กรัม 

น้้ามันพาราฟิน 

ความหนืด 110-230 mPa.s 

5 กรัม 

PECO 

4 มิลลิลิตร 

1%PAA 

น้้าหนัก
โมเลกุล 
1800 

6 มิลลิลิตร 

 

สูตร 4 
ส่วนผสม 

แคลเซียมฟอสเฟต 

8 กรัม 

น้้ามันพาราฟิน 

ความหนืด 110-230 mPa.s 

5 กรัม 

PECO 

4 มิลลิลิตร 

1%PAA 

น้้าหนัก
โมเลกุล 
5000 

6 มิลลิลิตร 

      สูตรดั้งเดิมจากงานวิจัยของนางสาวพัลลภา ตระกูลวรรณชัย(57) 
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ภาพที่ 3.2 ขั้นตอนการศึกษาผลการเติมน้้ามันพาราฟินและ PAA ต่อสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ 
 

Phase composition and 
Microstructure 

- XRD 
- SEM 

 
 

 
 
 

Calcium phosphate mixture 

 

Mixed to obtain homogenous paste 

Sintered at 600 °C and 1250 °C  
Heating rate 0.5 °C/min for 1h 

 

heating rate 0.5 °C/min for 1h 

 

 

Physical and Mechanical properties 
- Mercury intrusion test 

 

 

test 

 

 

Machined to obtain square shape  
 with 1 x1 x 0.5 cm  

 
Characterization 

Paraffin oil  
 

 

PECO  
 

 

1 wt% PAA  
 

 

Incubated at 100°C for 24 h  

 



 

 

3.2.3.2 โครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อแน่น 

 เตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อแน่นจากผงไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่สังเคราะห์จากวิธีการ
ตกตะกอน โดยทดลองเตรียมจากเถ้ากระดูกวัวและบรูไชต์(Brushite)  เนื่องจากส่วนเนื้อแน่นของ
โครงเลี้ยงเซลล์เป็นส่วนนอกสุดที่สัมผัสกับสารละลายในร่างกาย จึงเลือกไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่มีความ
เสถียรสูงกว่าแคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสในการขึ้นรูป 

ข้อดีของกระบวนการตกตะกอนคือปฏิกิริยาสามารถเกิดได้ตั้งแต่อุณหภูมิห้องประมาณ 24 ๐

C ถึงอุณหภูมิน้้าเดือดประมาณ 95๐C ถึง 100 ๐C  ท้าให้ได้ผงไฮดรอกซีอะพาไทต์ระดับนาโนเมตร 
รูปเข็ม รูปแท่งหรือรูปค่อนข้างกลม 

 



 

 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

ภาพที่ 3.3 ขั้นตอนการสังเคราะห์ผงไฮดรอกซีอะพาไทต์ 
 

สารตั้งต้น 
 (เถ้ากระดูกวัวหรือบรูไชต์) 

กรดไนตริก+น้้ากลั่น 

กรอง 

บดและร่อนผ่านตะแกรง 

แอมโมเนีย 30% 

ให้ความร้อน 70-80 C 

ทิ้งไว้ 1 คืน จนสารเกิดการแยกชั้นระหว่าง 
สารละลายกับเจล (HA) 

แยกเฉพาะส่วนเจลออกมา 
ต้มน้้าเดือดอุณหภูมิ 80 C 

เพ่ือล้างสาร 
5 ครั้ง 

อบที่อุณหภูมิ 100 C 

ผง HA 

วิเคราะห์ผล 



 

 

3.2.3.3 โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ 

ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ โดยให้ส่วนเนื้อพรุนอยู่
ด้านในและส่วนเนื้อแน่นอยู่ด้านนอกโดยใช้เครื่องอัดไฮดรอลิก ขั้นแรกวางโครงเลี้ยงเซลล์เนื้อพรุนที่
ผ่านการขัดให้มีขนาด 1 x1 x 0.5 เซนติเมตร ลงตรงกลางโมลที่ใช้อัดขึ้นรูป จากนั้นเทผงไฮดรอซีอะ
พาไทต์ที่ได้จากการตกตะกอนลงรอบๆชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์เนื้อพรุน อัดขึ้นรูปโดยใช้แรง 5 MPa 

 
ภาพที่ 3.4 ขั้นตอนการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ด้วยเครื่องอัดไฮดรอลิก 

  

      Characterization 

Porous scaffold 

scaffold 

Hydraulic press Machine HA powder 

powder 

Natural bone-like scaffold 
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3.2.4. สารตัวเติมในโครงเลี้ยงเซลล์ 

3.2.4.1 PAA (กรดพอลิอะคริลิค) 

งานวิจัยครั้งนี้เลือกใช้ PAA เป็น structural unit ซึ่งท้าหน้าที่เป็นพอลิเมอร์เมตริกซ์เนื่องจาก
ประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิลิก  (COO-) จ้านวนมาก PAA สามารถเกิดสารประกอบเชิงซ้อน 
(complexation) กับแคลเซียมไอออนได้เป็น PAA/ Ca2+ สามารถสร้างพันธะระหว่างสายหรือภายใน
สาย (inter or intra-chained boning) กับแคลเซียมไอออน (Ca2+) ซึ่งได้จากแคลเซียมฟอสเฟตด้วย
ปฏิกิริยาระหว่างประจุทางไฟฟ้า (electrostatic interaction) กลายเป็นสายโซ่พอลิเมอร์ที่ยาวขึ้น  
การสร้างพันธะCa-O จะช่วยให้แคลเซียมฟอสเฟตกระจายตัวอย่างสม่้าเสมอใน PAA matrix  

3.2.4.2 PECO (พอลิอีโทรซีเลทคาสเตอร์ออยล์) 

งานวิจัยครั้งนี้เลือกใช้น้้ามันพาราฟินและ PECO เพ่ือสร้างรูพรุนระดับมหภาค โดยน้้ามัน
พาราฟินจะท้าหน้าที่เป็นสารก่อรูพรุน  (porogen) ส่วน PECO จะท้าหน้าที่รักษาเสถียรภาพ 
(stabilizer) ของน้้ามันพาราฟิน และจากงานวิจัยที่ผ่านมาพบว่า PAA ช่วยให้เกิดการกระจายตัวของ
รูพรุนแบบแคบ (narrow size distribution) เนื่องจากต้นทุนที่ไม่สูงมากจึงนิยมใช้สังเคราะห์รูพรุน
ระดับไมโครหรือนาโนเมตรในอนุภาคแคลเซียมฟอสเฟตซึ่งสามารถน้าไปใช้ในงานต่างๆอาทิเช่น ตัว
ดูดซับ ตัวเร่งปฏิกิริยา และโครงเลี้ยงเซลล์(60) เป็นต้น 

3.2.4.3 น้้ามันพาราฟิน 

การเกิดรูพรุนระดับมหภาคในโครงเลี้ยงเซลล์เกิดจากหลักการน้้ามันในน้้า (oil in water 
emulsion, o/w) โดยน้้ามันพาราฟินจะท้าหน้าที่เป็นเฟสกระจาย  (dispersed phase) ซึ่งเป็น
อนุภาคที่ไม่ละลายน้้ากระจายตัวอยู่ในน้้าซึ่งเป็นเฟสต่อเนื่อง (continuous phase) โดยปกติน้้ามัน
พาราฟินและน้้าจะไม่ผสมเป็นเนื้อเดียวกันแต่จะแยกชั้นกันอยู่อย่างชัดเจน จึงเลือกใช้ PECO ท้า
หน้าที่เป็นสารลดแรงตึงผิว (surfactant) เพ่ือท้าหน้าที่รักษาเสถียรภาพระหว่างน้้ามันพาราฟินและ
น้้าให้สามารถอยู่ร่วมกันได้โดยไม่แยกชั้น เนื่องจาก PECO เป็นสารลดแรงตึงผิวที่ไม่มีประจุ (non-
ionic surfactant) และมีส่วนประกอบหลักเป็นไตรกลีเซอรีน ส่วนประกอบรองเป็นกรดไขมัน
ประเภท ricinoleic acid โครงสร้างของ PECO ประกอบด้วย 2 ส่วนส้าคัญได้แก่ ส่วนหัวที่ชอบน้้า
(Hydrophilic) คือไตรกลีเซอรีน และส่วนหางที่ไม่ชอบน้้า(Hydrophobic) คือกรดไขมัน ส่วนที่ชอบ
น้้าจะท้าหน้าที่จับกับน้้าและส่วนที่ไม่ชอบน้้าจะจับกับน้้ามันพาราฟินที่ไม่สามารถละลายน้้าได้ดังภาพ
ที่ 3.5 
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ภาพที่ 3.5 การกระจายตัวของน้้ามันพาราฟินในน้้า 



 

 

ส้าหรับการสร้างรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลล์สามารถอธิบายได้จากหยดของเหลวของน้้ามัน
พาราฟิน (paraffin droplet) กระจายตัวอยู่ในน้้า (PAA soln) และมี PECO รักษาเสถียรภาพให้อยู่
ในลักษณะเป็นทรงกลมกระจายทั่วชิ้นงาน นอกจากนี้ยังมีบางส่วนของแคลเซียมฟอสเฟตซึ่งเป็น
ของแข็งเกาะอยู่บริเวณรอยต่อ (interface) ระหว่างน้้ามันกับน้้า และมี PAA ท้าหน้าที่ช่วยยึด
โครงสร้างเหล่านี้ ดังนั้นน้้ามันพาราฟินที่กระจายทั่วภายในชิ้นงานจึงเป็นต้นแบบรูพรุน เมื่อผ่าน
กระบวนการความร้อนทั้งน้้ามันพาราฟินและ PECO จะถูกก้าจัดออกจากชิ้นงานจนหมดและ
กลายเป็นรูพรุนระดับมหภาคข้ึน  

 
(ก) 

 
(ข) 

 
(ค) 

 
(ง) 

ภาพที่ 3.6 การกระจายตัวของหยดของเหลวของน้้ามันพาราฟินใน PAA  
(ก) สูตร1  (ข) สูตร 2  (ค) สูตร 3  (ง) สูตร 4 
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3.3 การเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ให้มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ 

เลือกสูตรจากตารางที่ 3.2 มาใช้เพ่ือเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ให้มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูก
ตามธรรมชาติ คือด้านนอกมีลักษณะเป็นเนื้อแน่นและด้านในมีลักษณะเป็นรูพรุน ส่วนโครงเลี้ยงเซลล์
แบบรูพรุนนั้นเตรียมด้วยวิธีการเดียวกับการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ดังภาพ 3.1 จากนั้นน้าโครงเลี้ยง
เซลล์แบบรูพรุนไปขึ้นรูปโครงด้านนอกโดยใช้ผง HA ด้วยเครื่องอัดไฮโดรคลอริก ท้าให้โครงเลี้ยงเซลล์
มีลักษณะเป็น2ชั้นด้านนอกเป็นเนื้อแน่นด้วยผง HA และด้านในเป็นเนื้อพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์ชนิด
สองเฟส จากนั้นน้าโครงเลี้ยงเซลล์นี้ไปวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาค เฟสองค์ประกอบ และสมบัติความ
เข้ากันได้ทางชีวภาพต่อไป 

ภาพที่ 3.7 แสดงโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ  
ชั้นนอกเป็นเนื้อแน่น ชั้นในเป็นเนื้อพรุน 

3.4 วิธีศึกษาสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 

น้าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติที่สังเคราะห์ได้จากขั้นตอน
ข้างต้นมาทดสอบสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพเพ่ือวิเคราะห์สมบัติทางชีวภาพเบื้องต้นของวัสดุ 
วิธีการทดลองเริ่มจากการเตรียมเซลล์ให้มีปริมาณความเข้มข้นเหมาะสม จากนั้นเพาะเลี้ยงเซลล์ลง
บนโครงเลี้ยงเซลล์ และพิจารณาการยึดเกาะของเซลล์ต่อโครงเลี้ยงเซลล์ที่ทดสอบด้วยกล้อง
จุลทรรศน์อิเล็กตรอนชนิดส่องกราด โดยมีรายละเอียดแต่ละข้ันตอนดังต่อไปนี้ 
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3.4.1 การเพาะเลี้ยงเซลล์ในห้องทดลอง (Cell Culture Preparation) 
เริ่มจากน้าเซลล์สร้างกระดูกชนิด ST2 ซึ่งเก็บในอาหารแช่แข็ง (Freezing medium) ที่

อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสมาละลายและกระจายตัวในอาหารเลี้ยงเซลล์ (Culture medium) 
อาหารเลี้ยงเซลล์มีส่วนประกอบดังตารางที่ 3.3 จากนั้นเลี้ยงเซลล์บนจานเพาะเชื้อขนาด 100 
มิลลิลิตรโดยเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 6 มิลลิลิตร และเก็บในตู้อบอุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ควบคุมปริมาณก๊าซคาร์บอนไดออกไซด์ที่ 5 เปอร์เซ็นต์ และความชื้นในอากาศเท่ากับ 95 เปอร์เซ็นต์ 
ท้าการเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล์ทุกๆ 2 วัน จนเซลล์เพ่ิมจ้านวนหนาแน่นบนจานเพาะเชื้อ เมื่อเซลล์
เพ่ิมจ้านวนจนเต็มจานเพาะเชื้อแล้วจะท้าการทริปซิน (Trypsinization) ซึ่งเป็นกระบวนการใช้ทริ
ปซินเพื่อให้เซลล์หลุดออกจากจานเพาะเชื้อ 

ตารางที่ 3.3 ส่วนประกอบของอาหารเลี้ยงเซลล์ปริมาตร 1000 มิลลิลิตร 
สารเคมี ปริมาตร (มิลลิลิตร) 

Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) 900 

10% Fetal Bovine Serum (FBS) 100 

L-glutamine 10 

Antibiotic 10 

 
ทริปซิน คือเอนไซม์ส้าหรับย่อยโปรตีนที่เซลล์ใช้ยึดเกาะระหว่างกัน ขั้นตอนการทริปซินเริ่ม

จากล้างเซลล์ด้วย Phosphate Buffered Saline (PBS) ปริมาตร 2 มิลลิลิตรและทิ้งไว้ประมาณ 10 
วินาที ดูดออกและปิเปตต์ทริปซินที่ความเข้มข้น 0.25% ปริมาตร 2 มิลลิลิตร ทิ้งไว้เป็นระยะเวลา 30 
วินาที ดูดออกและเติมอาหารเลี้ยงเซลล์ ต่อมาใช้ปิเปตต์ค่อยๆชะเซลล์ให้หลุดออกจากจานเพาะเชื้อ 
จากนั้นดูดและเก็บเซลล์ไว้ภายในหลอดทดลอง นับเซลล์ด้วย Haemacytometer เพ่ือเตรียมเพาะ
เซลล์ (seeding) ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ต่อไปดังภาพที่ 3.8 (41) 

 



 

 

42 

 
ภาพที่ 3.8 แสดงขั้นตอนการเพาะเลี้ยงเซลล์(41) 

3.4.1.1 วิธีการเตรียมและวัดความเข้มข้นของเซลล์ 
หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลล์จนมีจ้านวนเต็มจานเพาะเชื้อ ต่อมาวัดความเข้มข้นของเซลล์โดย

อุปกณ์ที่ เรียกว่า Haemacytometer ซึ่งมีลักษณะดังภาพที่ 3.9 เริ่มจากดูดเซลล์ปริมาตร 10 
ไมโครลิตรใส่บริเวณต้าแหน่งลูกศรชี้ จากนั้นปิดด้วยสไลด์แก้วและส่องด้วยกล้องจุลทรรศน์เพ่ือนับ
จ้านวนเซลล์ ภาพจากกล้องจุลทรรศน์จะปรากฏเป็นตาราง 9 ช่อง แต่จะนับเซลล์ที่อยู่เฉพาะบริเวณ
พ้ืนที ่Z1 Z2 Z3 และ Z4 ดังภาพที่ 3.10 ซึ่งแสดงภาพ Haemacytometer จากกล้องจุลทรรศน์ 

 
ภาพที่ 3.9 ลักษณะของ Haemacytometer(42) 

Cells Cell culture Expansion of cell in culture 

Trypsinized cells 
 from culture 

3-D scaffolds with cells 

http://www.bestinshowdaily.com/wp-content/uploads/2012/01/Caption-10-600x350.jpg
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ภาพที่ 3.10 Haemacytometer จากกล้องจุลทรรศน์(43) 

3.4.2 การเพาะเลี้ยงเซลล์ลงบนโครงเลี้ยงเซลล์ 
เริ่มจากน้าโครงเลี้ยงเซลล์ที่ข้ึนรูปขนาด  1 x 1 x 0.5 เซนติเมตร แช่ใน PBS นาน 24 ชั่วโมง 

(pH ของ PBS ประมาณ 7.4) เพ่ือล้างสารตกค้างภายในวัสดุ และวัดค่าความเป็นกรด-ด่าง (pH) ของ 
PBS หลังแช่ ค่า pH ที่ได้ควรอยู่ระหว่าง 7-8 หลังจากนั้นท้าให้ปราศจากเชื้อโดยน้าโครงเลี้ยงเซลล์
เข้าหม้อนึ่งอัดไอน้้า (autoclave) ที่อุณหภูมิ 121 องศาเซลเซียส และน้าโครงเลี้ยงเซลล์แช่ลงใน
อาหารเลี้ยงเซลล์ จากนั้นเก็บไว้ภายในตู้อบนาน 48 ชั่วโมง เมื่อครบเวลาน้าโครงเลี้ยงเซลล์ออกจาก
อาหารเลี้ยงเซลล์ และปิเปตต์เซลล์ที่ความเข้มข้น 6X106 เซลล์/มิลลิลิตร ปริมาตร 150 ไมโครลิตร 
ลงบนชิ้นงาน เลี้ยงเซลล์ในตู้อบต่ออีก 4 ชั่วโมง เมื่อครบก้าหนดน้าโครงเลี้ยงเซลล์มาเติมอาหารเลี้ยง
เซลล์ปริมาตร 100 ไมโครลิตร เลี้ยงเซลล์ต่อในตู้อบจนครบ 5 วัน น้าโครงเลี้ยงเซลล์แช่ลงในกลูตารัล
ดีไฮด์ที่ความเข้มข้น 2.5 เปอร์เซ็นต์จนท่วมชิ้นงานประมาณ 2 มิลลิลิตรเพื่อรักษาสภาพเซลล์ไว้ 
(Prefix) และเก็บไว้ในตู้เย็นที่ 4 องศาเซลเซียส นาน 24 ชั่วโมง จากนั้นน้าชิ้นงานแช่ใน PBS ให้
ท่วมชิ้นงานประมาณ 2 มิลลิลิตร และเก็บไว้ในตู้เย็นที่ 4 องศาเซลเซียสเพ่ือเตรียมศึกษาโครงสร้าง
จุลภาค  

http://www40.homepage.villanova.edu/nicholas.falco/hemocytometer.gif
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ภาพที่ 3.11 ขั้นตอนการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพ

kept in incubator for 5 days  
 

As prepared BCP Scaffold 
1x1x0.5 cm 

Immersed in PBS for 24h 

Immersed in culture media for 48h 
. 

Added culture media 
x 

Immersed in PBS at 4°C 
 

Cell culture 

Detected pH 

Immersed in 2.5% 
Glutaraldehyde at 4°C 

 



 

 

3.4.3 การท าวัสดุให้แห้ง (Dehydration) 
เป็นการคงสภาพเซลล์บนชิ้นงาน (fix cell) เพ่ือเตรียมศึกษาโครงสร้างจุลภาคด้วยกล้อง

จุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด หลักการคือแช่วัสดุลงในแอลกอฮอล์ที่ระดับความเข้มข้นต่างๆ 
ล้าดับขั้นตอนแสดงดังภาพที่ 3.12 จากนั้นน้าชิ้นงานเก็บไว้ในตู้ดูดความชื้น (desiccator) นาน 48 
ชั่วโมง เมื่อชิ้นงานแห้งแล้วน้าไปเคลือบทองเพ่ือศึกษาโครงสร้างจุลภาค  

 
ภาพที่ 3.12 ขั้นตอนการท้าวัสดุให้แห้งในแอลกอฮอล์ที่ความเข้มข้นต่างๆ 

3.4.4. การท า MTT assay  
การวัดการเพ่ิมจ้านวนของเซลล์ (Cell Proliferation) ถูกน้าไปใช้ในการศึกษาผลการ

ตอบสนองของเซลล์ที่มีต่อชิ้นงานทดสอบ ซึ่งส่วนใหญ่จะดูความเป็นพิษของสารทดสอบต่อเซลล์ 
(Cell Cytotoxicity) ปัจจุบันมีหลากหลายวิธีที่ใช้วัด Cell Proliferation เช่น การนับจ้านวนเซลล์ที่
มีชีวิต วัดปริมาณดีเอ็นเอที่เพ่ิมขึ้น รวมถึงการดูจาก metabolic activity ของเซลล์ซึ่งเป็นวิธีที่ท้าได้
ง่าย และเป็นที่นิยมมากที่สุด 

MTT assay เป็นการวัด Metabolic activity ภายในเซลล์นั้น สามารถบ่งบอกว่าเซลล์นี้ยังมี
พลังงานที่จะใช้ในการเพ่ิมจ้านวนอยู่หรือไม่ เซลล์ที่แสดงให้เห็นว่ามี metabolic activity มาก นั้นก็

10% Alcohol 

30% Alcohol 

50% Alcohol 

70% Alcohol 

90% Alcohol 

100% 
Alcohol 

5 นาที 1 ครั้ง  

5 นาที 1 ครั้ง 

5 นาที 1 ครั้ง 

5 นาที 1 ครั้ง 

5 นาที 3 ครั้ง 
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หมายถึงว่าจ้านวนเซลล์ที่มีชีวิตเพ่ิมขึ้นด้วยเช่นกัน ในการตรวจสอบการเพ่ิมจ้านวนของเซลล์ด้วยการ
วัด metabolism มีอยู่หลาย assay เช่นกัน ยกตัวอย่างเช่น MTT MTS หรือ XTT (colorimetric 
assay) ซึ่งหลักการและวิธีของการวัดดังกล่าวนี้คือ การวัดสภาวะ  reduction environment 
(mitochondrial reductase) ของ mitochondria ในเซลล์ โดยเมื่อ MTT หรือ XTT ถูก reduced 
ด้วย mitochondrial reductase จะท้าให้สีของ MTT เปลี่ยนเป็นสีม่วงของสี formazan โดยสีจะ
ถูกวัด absorption ที่ 570 nm ปริมาณของสีม่วงที่เพ่ิมขึ้นจะหมายถึงปริมาณของเซลล์มีชีวิตเพ่ิมข้ึน
ด้วย 

3.4.4.1 การเตรียม MTT 
1. ชั่งผง MTT 2.5 g 
2. ตวง DPBS  40 ml ลงใน Beaker  
3. ละลาย MTT ลงใน DPBS ที่ตวงมา 
4. ปรับปริมาตรในกระบอกตวง 
5. กรองด้วยวิธี Negative pressure filtration 

3.4.4.2 การเตรียมเซลล์ 
1. ท้าการทริปซินเซลล์ที่ต้องการศึกษาจากนั้นน้าไปบ่มใน incubator (37˚c) เป็นเวลา 5-10

นาที จากนั้นจึงน้าไปปั่นเหวี่ยง จนได้เป็น cell pellet เติม DMEM ลงไป 5 mL จากนั้นท้า
การ Resuspension ด้วย Pipette gun  

2.แบ่งเซลล์จ้านวนหนึ่งไปนับจ้านวนเซลล์ใน Hemocytometer  
3.เจือจางเซลล์ให้มีจ้านวนเซลล์ตามต้องการ (จ้านวนเซลล์นี้ต้องเป็นจ้านวนที่แน่นอน) 
4.ใส่เซลล์ลงในจานเพาะเลี้ยง.  
5.เติมอาหารเลี้ยงเซลล์ โดยที่เลือกแถวๆหนึ่งเป็น blank  
6.ใส่ถาดเลี้ยงเซลล์ในกล่องพลาสติกเก็บความชื้น และบ่มที่ 37˚c นาน 1-3 วัน ให้เซลล์อยู่

ในช่วงเหมาะสมกับการทดสอบสาร



 

 

 

3.4.4.3 การทดสอบสาร 
1. เตรียมสารละลายที่ต้องการทดสอบ 
2. น้าอาหารออกจากหลุม โดยการดูดด้วย micro pipette แล้วใส่อาหารเลี้ยงเซลล์ใหม่ 
3. น้าสารทดสอบใส่ให้เซลล์  
4. ใส่สารทดสอบใน petri dish  แล้วดูดสารจาก petri dish ลงในหลุม  
5. น้า plate ไปใส่กล่องพลาสติดเก็บความชื้นแล้วน้าไปบ่มท่ี 37˚c จนถึงเวลาที่ก้าหนด 
6. เมื่อครบก้าหนดใส่อาหารใหม่ 200 µL เปลี่ยนอาหารทุกวันให้ cell แบ่งตัวได้ 2-3 ครั้ง  

เปลี่ยนอาหารด้วยอาหารใหม่ 200 µL แล้วเติม MTT 50 µL ลงทุกหลุม 

3.4.4.4 การเติม MTT 
1. น า well plate ไปบม่อยา่งน้อย 4-8 ชัว่โมงในกลอ่งเก็บความชืน้ท่ี 37˚c 
2. น าอาหารและ MTT ออกจากหลมุ 
3. เตมิ DMSO 200 µL เพ่ือละลาย MTT-formazan complex 
4. เตมิ glycine buffer 25 µL ทกุหลมุท่ีมี DMSO  
5. จะเห็นว่าเร่ิมมีสีเกิดขึน้ แล้วน าไปวดัค่าการดดูกลืนแสงท่ี 570 nm ทนัทีเพราะ MTT-

formazan complex ไมเ่สถียร 

3.4.4.5 การวิเคราะห์ผล 
สร้างกราฟมาตรฐานระหว่างค่าการดูดกลืนแสง และความเข้มข้นสารเคมีท่ีน ามาใช้

ทดสอบระหวา่งชิน้งานทดสอบและ control  
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3.5 การวิเคราะห์ลักษณะเฉพาะของสารตั้งต้น และโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมขึ้น 

3.5.1 เฟสองค์ประกอบ (Phase composition) 
ศึกษาเฟสองค์ประกอบของแคลเซียมฟอสเฟตและแคลเซียมคาร์บอเนต ด้วยเครื่อง X-

ray diffractometer (XRD) รุ่น D8-Advance ผลิตโดยบริษัท Bruker โดยใช้ Cu-Kα radiation ที่ 
scanning speed 2.4 องศาต่อนาที ในช่วงมุม 2θ ตั้งแต่ 5 ถึง 80 องศา 

3.5.2 เฟสองค์ประกอบเชิงคุณภาพและเชิงปริมาณ 
ศึกษาองค์ประกอบทางเฟสเชิงคุณภาพ (Qualitative) ของแคลเซียมฟอสเฟตที่ไม่มีการเติม

แคลเซียมคาร์บอเนตหลังเผาที่อุณหภูมิต่างๆ ส่วนผสมแคลเซียมฟอสเฟต และโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีการ
เติมสารกลุ่มพอลิเมอร์ ด้วยเครื่อง X-ray diffractometer รุ่น D8-Advance ผลิตโดยบริษัท Bruker 

โดยใช้ Cu - Kα radiation ที่ 40 kV 40 mA ใช้ scanning speed 2.4 องศาต่อนาที ในช่วงมุม 2θ 
ตั้งแต่ 5 ถึง 80 องศา 

ศึกษาองค์ประกอบทางเฟสเชิงปริมาณ  (Quantitative) โดยใช้ Cu - Kα radiation ที่  

scanning speed 0.01 องศาต่อนาที ในช่วงมุม 2θ ตั้งแต่ 10 ถึง 70 องศา และค้านวณเชิงปริมาณ
โดยใช้ Rietveld Refinement Analysis  ด้วยโปรแกรม TOPAS software (version 2.1) 

3.5.3 โครงสร้างจุลภาค 
ชิ้นงานหลังเผาที่ได้ถูกตัดขวาง (cross section) เพ่ือดูลักษณะตลอดจนรูปร่างของอนุภาค

และรูพรุนด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM) 
รุ่น JSM – 6480LV ผลิตโดยบริษัท JEOL 

3.5.4 การกระจายขนาดรูพรุน (Pore size distribution) 
วิเคราะห์ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล์แคลเซียมฟอสเฟตด้วยเครื่อง Mercury 

Porosimetry ยี่ห้อ Pore Master บริษัท Quantachrome instrument ใช้แรงดัน 5000 ปอนด์/
ตารางนิ้ว เป็นการวัดรูพรุนโดยใช้ปรอท และใช้แรงดันดันปรอทให้แทนที่รูพรุนในชิ้นงาน 
 



 

 

 

 ภาพที่ 3.13 การทดสอบสมบัติโครงเลี้ยงเซลล์ 
 

ผลการทดลอง 

โครงเลี้ยงเซลล์ 
เนื้อพรุน 

ผงไฮดรอกซีอะพาไทต์ โครงเลี้ยงเซลล์เนื้อ
พรุนและเนื้อแน่น 

 

Phase composition 

Microstructure 

Pore size distribution 

Phase composition 
Phase  
composition 

Microstructure 

Microstructure 
With ST2 cell 



 

 

บทที ่4 
ผลการทดลอง 

งานวิจัยครั้งนี้ได้เตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ชนิดสองเฟสของไฮดรอกซีอะพาไทต์และบีตาไตร
แคลเซียมฟอสเฟตที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ โดยมีการเลือกศึกษาผลของสารตัว
เติมที่มีผลต่อรุพรุนในโครงเลี้ยงซลล์คือ ผลของความหนืดของน้้ามันพาราฟินและน้้าหนักโมเลกุลของ 
PAA ต่อสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล์ และศึกษาสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ 
เพ่ือตรวจวิเคราะห์ในเบื้องต้นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้เป็นวัสดุชีวภาพที่สามารถเข้ากันได้กับเซลล์
ของสิ่งมีชีวิตและไม่เป็นพิษต่อร่างกาย 

4.1 โครงเลี้ยงเซลล์เนื้อพรุน 

 
ภาพที่ 4.1โครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อพรุนหลังขัด 

4.1.1 ผลการวิเคราะห์เฟสองค์ประกอบ 

จากงานวิจัยของ S.H. Kwon และคณะ(4) กล่าวว่า อุณหภูมิการเผามีอิทธิพลต่อการเกิดไฮดร
อกซีอะพาไทต์เมื่อแคลเซียมฟอสเฟตมีค่า Ca/P ก่อนเผามากกว่า 1.5 และจากงานวิจัยของนางสาว
พัลลภา ตระกูลวรรณชัย (57) ทดลองเลือกอุณหภูมิการเผาที่มีผลต่อเฟสองค์ประกอบแคลเซียม
ฟอสเฟต พบว่าสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงเฟสเป็นไตรแคลเซียมฟอสเฟตบริสุทธิ์ได้ในช่วงอุณหภูมิ  
1000 ถึง1250 องศาเซลเซียส ดังนั้นจึงเลือกใช้อุณหภูมิ 1250 องศาเซลเซียส เพ่ือสร้างโครงเลี้ยง
เซลล์เนื่องจากการเผาที่อุณหภูมิสูงจะท้าให้โครงเลี้ยงเซลล์มีความแข็งแรงมากกว่าอุณหภูมิที่ต่้ากว่า
(44) 

0.05 mm 



 

 

 
ตารางที่ 4.1 ส่วนผสมของการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ของแคลเซียมฟอสเฟต 

 

สตูร 
1 

สว่นผสม 

แคลเซียมฟอสเฟต 

8 กรัม 

น า้มนัพาราฟิน 

ความหนืด 100-145 
mPa.s 

5 กรัม 

PECO 

4 มิลลิลิตร 

1%PAA 

น า้หนกัโมเลกลุ 
1800 

6 มิลลิลิตร 

 

สตูร 
2 

สว่นผสม 

แคลเซียมฟอสเฟต 

8 กรัม 

น า้มนัพาราฟิน 

ความหนืด 100-145 
mPa.s 

5 กรัม 

PECO 

4 มิลลิลิตร 

1%PAA 

น า้หนกัโมเลกลุ 
5000 

6 มิลลิลิตร 

 

สตูร 
3 

สว่นผสม 

แคลเซียมฟอสเฟต 

8 กรัม 

น า้มนัพาราฟิน 

ความหนืด 110-230 
mPa.s 

5 กรัม 

PECO 

4 มิลลิลิตร 

1%PAA 

น า้หนกัโมเลกลุ 
1800 

6 มิลลิลิตร 

 

สตูร 
4 

สว่นผสม 

แคลเซียมฟอสเฟต 

8 กรัม 

น า้มนัพาราฟิน 

ความหนืด 110-230 
mPa.s 

5 กรัม 

PECO 

4 มิลลิลิตร 

1%PAA 

น า้หนกัโมเลกลุ 
5000 

6 มิลลิลิตร 

      สูตรดั้งเดิมจากงานวิจัยของนางสาวพัลลภา ตระกูลวรรณชัย(57) 
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ภาพที่ 4.2 XRD pattern เปรียบเทียบเฟสองค์ประกอบของส่วนผสมแคลเซียมฟอสเฟตสูตรต่างหลัง

เผาที่อุณหภูมิ 1250 องศาเซลเซียส (a) สูตร 4 (b) สูตร 3 (c) สูตร 2 (d) สูตร 1 

จากการทดลองเปรียบเทียบเฟสองค์ประกอบของส่วนผสมสูตรต่างๆ พบว่าทุกสูตรชิ้นงาน
หลังเผาที่อุณหภูมิ 1250 องศาสเซลเซียสมีเฟสองค์ประกอบของไฮดรอกซีอะพาไทต์และบีตาไตร
แคลเซียมฟอสเฟต  จากงานวิจัยที่ผ่านมากล่าวว่าแคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสที่ประกอบด้วย
อัตราส่วนระหว่างไฮดรอกซีอะพาไทต์กับบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตเท่ากับ  60/40 มีความเหมาะสม
ต่อการสร้างโครงเลี้ยงเซลล์เนื่องจากมีความสามารถเหนี่ยวน้าและสร้างกระดูกใหม่ได้ดี รวมถึงยังมี
อัตราสลายตัวทางชีวภาพและสมบัติเชิงกลที่เหมาะสม (45-46)  

ผลวิเคราะห์เฟสองค์ประกอบเชิงปริมาณของส่วนผสมแคลเซียมฟอสเฟตส  สูตร1 ซึ่ง
ประกอบด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์เท่ากับ 61.47 เปอร์เซ็นต์และบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตเท่ากับ 
38.53 เปอร์เซ็นต์มีค่าใกล้เคียงกับ 60/40ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่มีการใช้งานอย่างมากในฐานะแคลเซียม
ฟอสเฟตชนิดสองเฟส(45-46)  สูตรที่ 2 ประกอบด้วยไฮดรอซีอะพาไทต์ 65.32 เปอร์เซ็นต์และบีตาไตร
แคลเซียมฟอสเฟต 34.68 เปอร์เซ็นต์ สูตรที่ 3  ประกอบด้วยไฮดรอซีอะพาไทต์ 70.78 เปอร์เซ็นต์

และบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต 29.22 เปอร์เซ็นต์ วิเคราะห์จากการที่พีคมีลักษณะแหลมสูงที่2θ

ประมาณ 32 องศา แสดงว่ามีความเป็นผลึกสูง  สูตรที่ 4 ประกอบด้วยไฮดรอซีอะพาไทต์ 77.94 
เปอร์เซ็นต์และบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟต 22.06 เปอร์เซ็นต์ วิเคราะห์จากการที่พีคมีลักษณะแหลม

สูงที่2θประมาณ 32 องศา แสดงว่ามีความเป็นผลึกสูง นอกจากนี้ยังปรากฏเฟสของแอลฟาไตร

    HA       𝛽-TCP 
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แคลเซียมฟอสเฟตบ้างเล็กน้อย เนื่องจากเผาในช่วงอุหณภูมิ 1250 องศาเซลเซียส ซึ่งเฟสแอลฟาไตร
แคลเซียมฟอสเฟตเสถียรในช่วงอุณหภูมิ 1120-1430 องศาเซลเซียส 

4.1.2 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาค 

 
ภาพที่ 4.3 โครงสร้างจุลภาคของส่วนผสมสูตรต่างๆ 

(a) สูตร 1 (b) สูตร 2 (c) สูตร 3 (d) สูตร 4 

จากการวิเคราะห์ผลด้วย SEM โครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 4 สูตรและเผาที่อุณหภูมิ 1250 องศา
เซลเซียส พบว่าทุกชิ้นงานมีความพรุนตัวและรูพรุนที่ได้มีขนาดประมาณ 1-2 ไมโครเมตร ซึ่งจัดได้ว่า
เป็นรูพรุนระดับจุลภาค รูพรุนระดับจุลภาค (ขนาดเล็กกว่า 10 ไมโครเมตร) ที่เกิดขึ้นนั้นมีประโยชน์ต่อ
การใช้งานในโครงเลี้ยงเซลล์อย่างมากโดยจะช่วยให้เกิดการไหลเวียนของเลือดในร่างกายมนุษย์และ

ยังช่วยดูดซับโปรตีนซึ่งเป็นตัวกระตุ้นความว่องไวทางชีวภาพของวัสดุอีกด้วย(19,  4 7)    
จากการวิเคราะห์ผล SEM โครงเลี้ยงเซลล์ทั้ง 4 สูตร พบว่ารูพรุนระดับจุลภาคและมหาภาค

ไม่ได้มีความแตกต่างกันอย่างชัดเจน แม้ว่าจะมีการเปลี่ยนความหนืดและน้้าหนักโมเลกุลของสารตัว
เติม  
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งานวิจัยครั้งนี้เลือกใช้น้้ามันพาราฟินและ PECO เพ่ือสร้างรูพรุนระดับมหภาค โดยน้้ามัน
พาราฟินจะท้าหน้าที่เป็นสารก่อรูพรุน  (porogen) ส่วน PECO จะท้าหน้าที่รักษาเสถียรภาพ 
(stabilizer) ของน้้ามันพาราฟิน จากผลวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาคของโครงเลี้ยงเซลล์ หลังขัดพ้ืนผิว
พบว่าชิ้นงานมีรูพรุนขนาดเล็กและมีรูปร่างที่ไม่แน่นอนกระจายอยู่ในชิ้นงานเล็กน้อย อีกท้ังยังพบรอย
แตก (crack) ในลักษณะรอยร้าวในบางต้าแหน่งซึ่งอาจเกิดจากขั้นตอนการขัดชิ้นงานเนื่องจากชิ้นงาน
มีความเปราะ ในชิ้นงาน พบว่ารูพรุนระดับมหภาคเริ่มปรากฏขึ้น รูพรุนที่ได้มีหลายขนาดตั้งแต่ 100 
ถึง 500 ไมโครเมตร แต่ละรูพรุนมีรูปร่างค่อนข้างกลมกระจายอยู่ในชิ้นงานอย่างไม่สม่้าเสมอ รูพรุน
ขนาดใหญ่บางส่วนมีลักษณะคล้ายรูพรุนขนาดเล็กเชื่อมติดกัน อย่างไรก็ตามทั้งสองสูตรหลังยังคงพบ
รอยแตกในบางต้าแหน่งของชิ้นงาน เมื่อพิจาณาเนื้อแคลเซียมฟอสเฟตด้วยก้าลังขยายที่สูงขึ้นถึง 
1000 เท่าดังภาพ 4.3 พบว่าในเนื้อชิ้นงาน (matrix) ทุกสูตรประกอบด้วยอนุภาคแคลเซียมฟอสเฟต
ขนาดเล็กมีรูปร่างยาวรี (elongated shape) และค่อนข้างมนเชื่อมต่อกันเป็นโครงร่างและยังปรากฏ
รูพรุนระดับจุลภาค (เล็กกว่า 10 ไมโครเมตร) กระจายตัวอยู่ระหว่างช่องว่างของอนุภาคอย่าง
สม่้าเสมอขนาดประมาณ 1 ถึง 3 ไมโครเมตร จากภาพผลวิเคราะห์รูพรุนระดับจุลภาคไม่พบความ
แตกต่างของลักษณะรูพรุนในแต่ละสูตร ผลการทดลองนี้ชี้ให้เห็นว่าการเปลี่ยนแปลงความหนืดน้้ามัน
พาราฟินและน้้าหนักโมเลกุลของ PAA มีต่อขนาดรูพรุนระดับจุลภาคใกล้เคียงกัน 

4.1.3 ผลการวิเคราะห์การกระจายขนาดรูพรุน 

จากภาพ SEM ของโครงเลี้ยงเซลล์สูตรต่างๆจะเห็นได้ว่าโครงสร้าง มีลักษณะใกล้เคียงกัน จึง
เลือกศึกษาการกระจายตัวของขนาดรูพรุน ผลวิเคราะห์การกระจายขนาดรูพรุนด้วยเครื ่อง 
Mercury Porosimetry  แสดงดังภาพที่ 4.4 พบว่าทุกสูตรมีลักษณะการกระจายตัวขนาดรูพรุนสอง
ช่วง (bimodal distribution) ประกอบด้วยรูพรุนในช่วง 0.1-10 ไมโครเมตร มีขนาดรูพรุนเฉลี่ย
ประมาณ 1 ไมโครเมตรซึ่งจัดได้ว่าเป็นรูพรุนระดับจุลภาค และรูพรุนในช่วง 10 -200 ไมโครเมตร
โดยประมาณ มีขนาดรูพรุนเฉลี่ยขนาด100 ไมโครเมตรซึ่งจัดได้ว่าเป็นรูพรุนระดับมหภาค 

ส้าหรับรูพรุนระดับมหภาคเมื่อพิจารณาจากกราฟจะเห็นได้ว่ากราฟในช่วงนี้สูตรที่ 2 ซึ่งใช้ PAA 
น้้าหนักโมเลกุล 5000 และน้้ามันพาราฟินความหนืด100-145 mPa.s แสดงการกระจายตัวของรูพรุน
ระดับมหภาคแตกต่างจากสูตรอ่ืน อาจเนื่องมาจาก สายโซ่ PAA ซึ่งท้าหน้าที่เป็นพอลิเมอร์เมตริกซ์
เนื่องจากประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิลิก (COO-) จ้านวนมากPAA สามารถเกิดสารประกอบเชิงซ้อน 
(complexation) กับแคลเซียมไอออนได้เป็น PAA/ Ca2+ โดยโครงสร้างของสันหลัง (back bone) 
ของ PAA ที่เป็นหมู่คาร์บอกซิลิคและจะสร้างพันธะระหว่างสายหรือภายในสาย (inter or intra-
chained boning) กับแคลเซียมไอออน (Ca2+) ซึ่งได้จากแคลเซียมฟอสเฟตด้วยปฏิกิริยาระหว่าง
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ประจุทางไฟฟ้า (electrostatic interaction) กลายเป็นสายโซ่พอลิเมอร์ที่ยาวขึ้น  การสร้างพันธะ 
Ca-O จะช่วยให้แคลเซียมฟอสเฟตกระจายตัวอย่างสม่้าเสมอใน PAA matrix ส้าหรับการสร้างรูพรุน
ในโครงเลี้ยงเซลล์สามารถอธิบายได้จากหยดของเหลวของน้้ามันพาราฟิน (paraffin droplet) 
กระจายตัวอยู่ในน้้า (PAA soln) และมี PECO รักษาเสถียรภาพให้อยู่ในลักษณะเป็นทรงกลมกระจาย
ทั่วชิ้นงาน นอกจากนี้ยังมีบางส่วนของแคลเซียมฟอสเฟตซึ่งเป็นของแข็งเกาะอยู่บริเวณรอยต่อ  
(interface) ระหว่างน้้ามันกับน้้าและมี PAA ท้างานร่วมกันเพ่ือยึดโครงสร้างเหล่านี้ ดังนั้นน้้ามัน
พาราฟินที่กระจายทั่วภายในชิ้นงานจึงเป็นต้นแบบรูพรุน เมื่อผ่านกระบวนการความร้อนทั้งน้้ามัน
พาราฟินและ PECO จะถูกก้าจัดออกจากชิ้นงานจนหมดและกลายเป็นรูพรุนระดับมหภาคข้ึน ดังภาพ
ที่ 4.5  ดังนั้นจึงเป็นไปได้ว่าเมื่อโครงเลี้ยงเซลล์ผ่านการเผาที่อุณหภูมิสูง น้้ามันพาราฟินที่ความหนืด
ต่้าจึงระเหยออกเร็ว  อีกทั้ง PAA ที่มีน้้าหนักโมเลกุลมากมีสายโซ่ยาว เมื่อถูกเผาไล่ออกจากชิ้นงานจึง
เกิดปริมาณรูพรุนมหภาคในชิ้นงานมากกว่าสูตรอื่นๆ 

  
ภาพที่ 4.4 การกระจายตัวขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล์สูตรต่างๆ 
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ภาพที่ 4.5 การสร้างรูพรุนมหภาคในโครงเลี้ยงเซลล์ 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

การกระจายตัวของหยดของเหลวของน้้ามันพาราฟิน  

การแข็งตัวของน้้ามันในน้้า  

แม่แบบรูพรุนของน้้ามันพาราฟินซึ่งประกอบด้วย PAA 
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4.2 โครงเลี้ยงเซลล์เนื้อแน่น 

ส่วนของเนื้อแน่นขึ้นรูปจากผงไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่ตกตะกอนจากเถ้ากระดูกวัวและบรูไชท์  
แต่ในขั้นตอนทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพพบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ที่ขึ้นรูปส่วนเนื้อแน่นจากไฮดร
อกซีอะพาไทต์จากเถ้ากระดูกวัวเกิดการหลุดออกจากส่วนของเนื้อแน่นในขั้นตอนการแช่สารละลาย 
PBS ในขณะที่ไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่สังเคราะห์จากบรูไชท์เกิดการหลุดออกน้อยมากหรือไม่หลุดออก
เลย ดังนั้นในการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติจึงเลือกใช้ไฮดรอก
ซีอะพาไทต์ที่สังเคราะห์จากบรูไชต์ 
 

4.2.1 ผลการวิเคราะห์ผลการวิเคราะห์เฟสองค์ประกอบ 

 
ภาพที่ 4.6 แสดงเฟสองค์ประกอบของโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อแน่นที่สังเคราะห์จากบรูไชต์ 

โดยที่ H = HA 

4.2.2 ผลการวิเคราะห์ผลการวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาค 

 
ภาพที่ 4.7แสดงโครงสร้างจุลภาคของโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อแน่นที่สังเคราะห์จากบรูไชต์ 
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จากการวิเคราะห์เฟสองค์ประกอบพบว่ามีเฟสของไฮดรอกซีอะพาไทต์เกิดขึ้นตามต้องการ 
และจากการวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาคที่ก้าลังขยายต่างๆ พบว่า โครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อแน่นเมื่อ
เทียบกับโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อพรุน ไม่ปรากฏรูพรุนระดับมหภาค  

4.3 โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ 

โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติเป็นโครงเลี้ยงเซลล์ที่ขึ้นรูปให้
ส่วนเนื้อพรุนอยู่ด้านใน และส่วนเนื้อแน่นอยู่ด้านนอก ดังภาพ 4.8 จากการทดสอบการขึ้นรูปโครง
เลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อพรุนที่มีส่วนผสมต่างกันดังตารางที่ 4.1 พบว่า สารตัวเติมพอลิเมอร์ไม่ก่อให้เกิด
การเปลี่ยนแปลงของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลล์อย่างเด่นชัด ดังนั้นจึงกลับไปเลือกใช้สูตรที่ 1 ซึ่งเป็นสูตร
ดั้งเดิมท่ีมีการศึกษามาอย่างยาวนานเพ่ือใช้เป็นสูตรที่ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อพรุน 

 
ภาพที่ 4.8 แสดงโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติด้านในเนื้อพรุน  

ด้านนอกเนื้อแน่น 

0.25cm 
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4.3.1 ผลการวิเคราะห์เฟสองค์ประกอบ 

 
ภาพที่ 4.9 แสดงเฟสองค์ประกอบของโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อพรุน 

 โดยที่ H = HA และ T= β-TCP 
 

 
ภาพที่ 4.10 แสดงเฟสองค์ประกอบของโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อแน่น 

โดยที่ H = HA 
ภาพที่ 4.9 แสดงเฟสองค์ประกอบของโครงเลี้ยงเซลล์แบบเนื้อพรุนที่เลือกส่วนผสมดังสูตรที่ 

1 แสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่เตรียมได้มีเฟสองค์ประกอบเป็นไฮดรอกซีอะพาไทต์และบีตาไตร
แคลเซียมฟอสเฟตส่วนในภาพที่ 4.10 แสดงเฟสองค์ประกอบของโครงเลี้ยงเซลล์แบบเนื้อแน่นที่
เตรียมจากผงของไฮดรอกซีอะพาไทต์ที่สังเคราะห์จากบรูไชท์แสดงให้เห็นว่ามีเฟสไฮดรอกซีอะพาไทต์
เกิดข้ึนตามต้องการ 
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4.3.2 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาครอยต่อระหว่างส่วนเนื้อแน่นและส่วนเนื้อพรุนของโครง
เลี้ยงเซลล ์

 

 
 
 
 

ภาพที่ 4.11 แสดงช่วงรอยต่อของโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อพรุนและเนื้อแน่น 

จากภาพที่ 4.11 ศึกษาช่วงรอยต่อของโครงเลี้ยงเซลล์ระหว่างส่วนของเนื้อพรุนและเนื้อแน่น
แสดงว่าให้เห็นว่าไม่มีช่องว่างระหว่างช่วยรอยต่อ แสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียง
กับกระดูกตามธรรมชาตินี้รอยต่อระหว่างส่วนเนื้อพรุนและเนื้อแน่นเชื่อมติดกัน 

4.3.3 ผลการวิเคราะห์ MTT assay 

จากผลการทดสอบพบว่าเซลล์มีปริมาณเพ่ิมขึ้นเมื่อเวลาผ่านไป 5 วัน กล่าวคือในวันแรกท้า
การ seed cell ลงในชิ้นงานจ้านวน 20,000 cell เมื่อเวลาผ่านไป 5 วัน จ้านวนเซลล์มีปริมาณ
เพ่ิมข้ึนเป็น 75646.15 cell  แสดงให้เห็นว่าเซลล์มีชีวิตรอดและมีจ้านวนเพ่ิมขึ้น จากนั้นจึงน้้าชิ้นงาน
โครงเลี้ยงเซลล์ไปวิเคราะห์ด้วยกล้อง SEM เพ่ือดูลักษณะของเซลล์บนชิ้นงาน 

4.3.4 ผลการวิเคราะห์โครงสร้างจุลภาคชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์กับเซลล์กระดูกหนู 

จากการทดสอบ MTT assay ท้าให้ทราบว่าเซลล์มีจ้านวนเพ่ิมขึ้นแต่ไม่อาจทราบถึงลักษณะการ
แผ่ตัวบนชิ้นงานของเซลล์จึงท้าการทดสอบด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราดเพ่ือดูลักษณะของเซลล์
บนชิ้นงาน 

การทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพส้าหรับการทดลองครั้งนี้เป็นการทดสอบภายนอกร่างกาย 
(in vitro testing) โดยจะท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์ภายนอกสิ่งมีชีวิตซึ่งเป็นสมบัติเบื้องต้นของวัสดุ
ชีวภาพเพ่ือน้าไปประยุกต์ใช้ทางการแพทย์ โดยเลือกสูตรที่ 1 ท้าเป็นโครงเลี้ยงเซลล์แบบพรุนเป็น
ชั้นใน แล้วขึ้นรูปชั้นนอกของโครงเลี้ยงเซลล์เป็นเนื้อแน่น ให้เป็นโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียง
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กับกระดูกตามธรรมชาติ  ก่อนท้าการเพาะเลี้ยงเซลล์บนโครงเลี้ยงเซลล์ ชิ้นงานได้วัดค่า pH หลังแช่ 
PBS นาน 24 ชั่วโมง และพบว่าโครงเลี้ยงเซลล์มี pH ใกล้เคียง 7 แสดงให้เห็นว่าไม่เกิดการละลายตัว
ของโครงเลี้ยงเซลล์ และมีค่า pH ช่วงกลางซึ่งไม่เป็นอันตรายต่อเซลล์ จึงสามารถน้าไปทดสอบต่อได้ 
ลักษณะโครงเลี้ยงเซลล์และโครงสร้างรูพรุนที่ใช้ทดสอบสมบัติความเข้ากันได้ในงานวิจัยครั้งนี้เลือกใช้
เซลล์สร้างกระดูกชนิด ST2 เพ่ือศึกษาสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์
แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟสกับเซลล์สร้างกระดูก ส้าหรับเซลล์ ST2 นั้นเป็น cell line ซึ่งเป็น
เซลล์ที่ได้จากไขกระดูกในชั้นสตอร์มาล (Bone Marrow Stromal Cells) ของหนู มีความสามารถใน
การเพ่ิมจ้านวนเซลล์เองได้ (Poliferation) และรูปร่างเป็นรูปกระสวย (spindle shaped cell)  

 
ภาพที่ 4.12แสดงการทดสอบชิ้นงานโครงเลี้ยงเซลล์กับเซลล์สร้างกระดูก 

ผลวิเคราะห์ความเข้ากันได้ทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตาม
ธรรมชาติ แสดงดังภาพที่ 4.12 พบว่าโครงเลี้ยงเซลล์ มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพและไม่เป็นพิษต่อ
สิ่งมีชีวิต เมื่อพิจารณาชิ้นงานที่ไม่มีการเพาะเลี้ยงเซลล์ พบว่าโครงสร้างประกอบด้วยรูพรุนระดับ
จุลภาคที่มีความต่อเนื่องกระจายอยู่ทั่วชิ้นงาน เมื่อเพาะเลี้ยงเซลล์ ST2 เป็นระยะเวลา 5 วัน พบว่า
เซลล์มีการยึดเกาะและแผ่บนวัสดุได้ดี แสดงให้เห็นว่าโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูก
ตามธรรมชาติที่เตรียมขึ้นนั้นมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์และไม่เป็นพิษ 

นอกจากนี้จากการวิเคราะห์โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติกับเซลล์
สร้างกระดูกยังพบว่ามีการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้าง BCP เป็นโครงสร้างลักษณะ bone like 
apatite ดังภาพ 4.13  ซึ่งอาจเกิดจากข้ันตอนในการแช่โครงเลี้ยงเซลล์กับสารละลาย PBS (58) 
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ภาพที่ 4.13 โครงเลี้ยงเซลล์เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างคล้าย bone like apatite 



 

 

บทที่ 5 

สรุปผลการวิจัย และข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการวิจัย 

จากการศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติและ
ศึกษาผลของสารตัวเติมที่มีผลต่อโครงสร้างจุลภาคอีกทั้งสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของโครง
เลี้ยงเซลล์แบบพรุนกับเซลล์สร้างกระดูกสามารถสรุปผลได้ดังนี้ 

1. สารแคลเซียมฟอสเฟตที่ใช้เป็นสารตั้งต้นมื่อเผาอุณหภูมิ 1000-1250 องศาเซลเซียสจะเกิดการ
เปลี่ยนแปลงเฟสเป็นบีตาและแอลฟาไตรแคลเซียมฟอสเฟต สูตรที่ 1 มีความเหมาะสมต่อการ
สร้างโครงเลี้ยงเซลล์เนื่องจากประกอบด้วยไฮดรอกซีอะพาไทต์/บีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตใน
อัตราส่วนที่ใกล้เคียงร้อยละ 60/40 ซึ่งเป็นอัตราส่วนที่เหมาะสมในการสร้างโครงเลี้ยงเซลล์
แคลเซียมฟอสเฟตชนิดสองเฟส 

2. การเติม PAA ส่งผลต่อเฟสและโครงสร้างจุลภาคของโครงเลี้ยงเซลล์ โดย PAA จะท้าหน้าที่เป็น
พอลิเมอร์เมตริกซ์ซึ่งประกอบด้วยหมู่คาร์บอกซิลิก (COO-) จ้านวนมากเกิดสารประกอบเชิงซ้อน 
(complexation) ร่วมกับแคลเซียมไอออนได้เป็น PAA/ Ca2+ ช่วยเพ่ิมการยึดเกาะกันระหว่าง
อนุภาค.การเกิดรูพรุนระดับมหภาคในโครงเลี้ยงเซลล์เกิดจากหลักการน้้ามันในน้้าโดยน้้ามัน
พาราฟินจะท้าหน้าที่เป็นเฟสกระจายซึ่งเป็นอนุภาคที่ไม่ละลายน้้ากระจายตัวอยู่ในน้้าซึ่งเป็นเฟส
ต่อเนื่อง และใช้ PECO ท้าหน้าที่ Stabilizer ซึ่งประกอบด้วยส่วนหัวที่ชอบน้้าคือไตรกลีเซอรีน 
และส่วนหางที่ไม่ชอบน้้าคือกรดไขมัน ไตรกลีเซอรีนจะท้าหน้าที่จับกับน้้าขณะที่กรดไขมัน
ประเภท ricinoleic acid จับกับน้้ามันพาราฟินและกลายเป็นแม่แบบรูพรุน  แต่การเปลี่ยนแปลง
ความหนืดและน้้าหนักโมเลกุลของพอลิเมอร์ที่ใช้ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงของรูพรุนในโครง
เลี้ยงเซลล์ในระดับต่้า ดังนั้นจึงเลือกสูตรโครงเลี้ยงเซลล์โดยค้านึงถึงอัตราส่วนร้อยละของไฮดร
อกซีอะพาไทต์และบีตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตด้วย 

3. โครงเลี้ยงเซลล์มีลักษณะการกระจายตัวขนาดรูพรุนสองช่วงประกอบด้วยรูพรุนในช่วง 0.1-10 
ไมโครเมตรและรูพรุนในช่วง 10 -200 ไมโครเมตร การเปลี่ยนแปลงปริมาณ น้้ามันพาราฟิน 
และ PECO ไม่ส่งผลต่อขนาดรูพรุนระดับจุลภาคแต่ส่งผลต่อขนาดรูพรุนระดับมหภาค แต่ไม่พบ
ความแตกต่างกันอย่างชัดเจนของโครงสร้างทั้งสองเมื่อศึกษาด้วย SEM 

4. โครงเลี้ยงเซลล์ที่มีลักษณะใกล้เคียงกับกระดูกตามธรรมชาติ มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพและไม่
เป็นพิษต่อเซลล์ โดยรูพรุนระดับมหภาคภายในชิ้นงานไม่ส่งผลต่อความเข้ากันได้ทางชีวภาพของ
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โครงเลี้ยงเซลล์แต่อาจขึ้นอยู่กับลักษณะรูปร่างและรูพรุนระดับจุลภาคท่ีมีความเหมาะสมส้าหรับ
การแผ่ตัวของเซลล์ 

5.2 ข้อเสนอแนะส าหรับงานวิจัยเพิ่มเติม 

1. ควรศึกษาความหนาของโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อแน่น หาความหนาที่เหมาะสมที่ท้าให้โครง
เลี้ยงเซลล์มีสมบัติความแข็งแรงและมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 

2. ควรศึกษารอยต่อระหว่างโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อแน่นและโครงเลี้ยงเซลล์ส่วนเนื้อพรุนใน
เรื่องความแข็งแรงในการยึดติดระหว่างกัน โดยการทดสอบแรงดึง 

3. ควรเพ่ิมระยะเวลาในการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับเซลล์สร้างกระดูกเพ่ือดูการ
เปลี่ยนแปลงของเซลล์ 

4. ควรใช้เซลล์ชนิดอื่นด้วยเพื่อทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพเพ่ือยืนยันผลการทดลองซ้้า 

 



 

 

รายการอ้างอิง 
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