
 

การผลิตโครงเลี้ยงเซลลจากวัสดุที่ยอยสลายไดทางชวีภาพเพื่องานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

นายนราวุธ ทองมะโรงส ี

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี       ภาควิชาวิศวกรรมเคมี  

คณะวิศวกรรมศาสตร   จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

ปการศึกษา  2547 

ISBN  974-17-5567-8 

ลิขสิทธิ์ของจฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 

 



 

BIODEGRADABLE SCAFFOLD FABRICATION FOR CARTILAGE TISSUE ENGINEERING 

      

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Mr.Narawoot Thongmarongsri 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Engineering in Chemical Engineering 

Department of Chemical Engineering 

Faculty of Engineering 

Chulalongkorn University 

Academic Year 2004 

ISBN 974-17-5567-8 

 



หัวขอวทิยานพินธ การผลิตโครงเลี้ยงเซลลจากวัสดุที่ยอยสลายไดทางชวีภาพเพื่องาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน 

โดย นายนราวุธ ทองมะโรงส ี

สาขาวิชา วิศวกรรมเคม ี

อาจารยที่ปรึกษา อาจารย ดร.โศรดา กนกพานนท 

อาจารยที่ปรึกษารวม  อาจารย นายแพทยถนอม บรรณประเสริฐ 

 
 

 

  คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั อนุมัตใิหนับวิทยานพินธฉบับนี้เปนสวน

หนึง่ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญามหาบัณฑิต 
 

   ………………………………………….. คณบดีคณะวิศวกรรมศาสตร 

   (ศาสตราจารย ดร.ดิเรก ลาวัณยศิริ) 
 

คณะกรรมการสอบวิทยานพินธ 
 

   ……………………………………………  ประธานกรรมการ 

   (ศาสตราจารย ดร.ววิัฒน  ตัณฑะพานิชกุล) 
 

   …………………………………………...  อาจารยที่ปรึกษา 

   (อาจารย ดร.โศรดา กนกพานนท) 
 

   …………………………………………… อาจารยที่ปรึกษารวม 

   (อาจารย นพ.ถนอม บรรณประเสริฐ) 
 

   …………………………………………… กรรมการ 

   (รองศาสตราจารย ดร.ศิริพร ดํารงคศักดิก์ุล) 
 

   …………………………………………… กรรมการ 

   (ผูชวยศาสตราจารย ดร.เหมือนเดือน พิศาลพงศ) 



 

นราวธุ ทองมะโรงส ี : การผลิตโครงเลี้ยงเซลลจากวัสดุที่ยอยสลายไดทางชวีภาพเพื่องาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน. (BIODEGRADABLE SCAFFOLD FABRICATION FOR 

CARTILAGE TISSUE ENGINEERING)  อ. ที่ปรึกษา : อ.ดร.โศรดา กนกพานนท,  

อ.ที่ปรึกษารวม :  นพ.ถนอม บรรณประเสริฐ, 105หนา. ISBN 974-17-5567-8. 

 

 
 โครงเลี้ยงเซลล (Scaffold) จากวัสดุที่ยอยสลายไดทางชีวภาพมีความสําคัญในกระบวนการวิศวกรรม

เนื้อเยื่อโดยทําหนาที่เปนโครงที่ใหเซลลมายึดเกาะ เจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงรูปรางไปเปนเนื้อเยื่อตามชนิดของ

เซลลที่นํามาเลี้ยง งานวิจัยนี้ทําการศึกษาโครงเลี้ยงเซลลจากพอลิเมอรชนิด Poly-ε-caprolactone (PCL) ซึ่งเปน

วัสดุสังเคราะหจําพวกพอลิเอสเตอรที่มีความเขากันไดกับรางกายและยอยสลายไดทางชีวภาพ มีการขึ้นรูปโครงเลี้ยง

เซลลแบบพรุนดวยการหลอ (Casting) โดยแปรผันคาความเขมขนของพอลิเมอรในคลอโรฟอรมที่ 20, 25 และ 30% 

(w/v) และใชสารที่ทําใหเกิดรูพรุนไดแกการใชเกลือและผงชูรสในอัตราสวนของเกลือ:ผงชูรส:PCL ที่ 7.5:7.5:1 และ

การใชเกลือเพียงอยางเดียวที่อัตราสวนเกลือ:PCL ที่ 15:1 โดยน้ําหนัก 

โครงเลี้ยงเซลล PCL ที่ผลิตไดมีคาความเคนแรงดึงในชวง 0.0147 – 0.0784 MPa, ขนาดของรูพรุนในชวง 

105 – 205 ไมครอน, คาความพรุนในชวง 78.44-85.72% อัตราการยอยสลายใน Phosphate Buffer Saline (PBS) 

ที่ 0.28% (โดยน้ําหนัก) ตอสัปดาห, ในสารละลายเอนไซมไลเปสที่ความเขมขน 30 U/l ที่ 1.68% (โดยน้ําหนัก) ตอ

สัปดาห การทดสอบการยอยสลายในรางกายโดยการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลล PCL ในสัตวทดลองพบวาโครงเลี้ยง

เซลลยอยสลายไป 53.29% (โดยน้ําหนัก) ในเวลา 3 เดือน ความเขมขนของสารละลาย PCL และชนิดของสารที่ทําให

เกิดรูพรุนที่ใชในงานวิจัยนี้ไมมีผลตอคุณสมบัติทางยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย 

นอกจากนั้นยังมีการทดสอบการผลิตเนื้อเยื่อกระดูกออนของมนุษย (Human Cartilage) ในโครงเลี้ยงเซลล

แบบพรุนรูปใบหูที่ใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน (Porogen) โดยใชเจลของ Calcium Alginate เปนตัว

กระจายเซลลกระดูกออน (Chondrocyte) ในโครงเลี้ยงเซลล จากนั้นนําไปเลี้ยงภายนอกรางกายเปนเวลา 1 สัปดาห 

พบวามีเซลลสามารถยึดติดกับโครงเลี้ยงเซลลได จากนั้นนําไปปลูกถายใตผิวหนังของสัตวทดลอง ในเวลา 6 เดือน

พบวาเซลลสามารถเปลี่ยนเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนไดอยางสมบูรณ ซึ่งชี้ใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลนี้สามารถนําไปใชใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนเพื่อใชประโยชนทางดานการแพทยได 
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 Biodegradable scaffold is a very important part of tissue engineering that facilitates cell 

growth, adhesion, proliferation and differentiation into functional tissue. Porous biodegradable 

scaffolds composed of a synthetic polymer, poly(ε-caprolactone) (PCL), were fabricated by 

solvent casting method, using polymer concentration of 20%, 25% and 30% (w/v). Monosodium 

glutamate (MSG) and sodium chloride (NaCl) were used as porogens at a ratio of 7.5:7.5:1 

(MSG:NaCl:PCL) by weight, or using of NaCl alone as porogen, at a ratio of 15:1 (NaCl:PCL) by 

weight. 

            The PCL porous scaffolds have pore size in the range of 105 – 205 micrometers, 

porosity of 78.44-85.72%, and tensile stress of 0.0147 – 0.0784 MPa. Their degradation rate in 

phosphate buffer saline (PBS) was approximately 0.28%(wt) per week. The rate was 

accelerated to 1.68%(wt) in presence of lipase (30/Ul). For in vivo degradation, the scaffolds 

degraded by 53.29% (wt) within 3 months. Polymer concentration and type of porogen had no 

effects on their biodegradabilities. 

 Ear-shaped porous PCL scaffolds (30% w/v) were used for regeneration of human 

cartilage in animals. Chondrocyte cells were distributed throughout PCL scaffold in CaCl2-

crosslinked alginate gel. After 1 week of In vitro culture, the cells were found to attach and 

proliferate well on scaffolds. The scaffolds were then implanted into nude mice. After 6 months 

of implantation, histological results showed the mature cartilage were formed. This indicated a 

potential use of PCL/Alginate scaffold for tissue engineering applications. 
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บทที่ 1 
 

บทนํา 
 

1.1 ที่มาของงานวิจัย 
 
 งานทางดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ (Tissue engineering) เปนศาสตรที่นําหลักการของ

วิศวกรรม และ ชีววทิยามาประยุกตใชในการฟนฟูรักษา และพัฒนาหนาทีก่ารทํางานของเนื้อเยื่อ 

(Tissue Function) ซึ่งสงผลกระทบตอระบบสาธารณสขุและเศรษฐกิจ จากการประมาณการของ

กระทรวงสาธารณสุขของประเทศสหรัฐอเมริกานัน้ คาใชจายของผูปวยที่สูญเสียอวยัวะหรือ

เนื้อเยื่อตางๆ มีคาใชจายประมาณ 400,000 ลานเหรียญตอป หรือประมาณ 17.5 ลานลานบาท 

(Langer R., 2000; Nettle D.L., 2001) ของผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึง่นบัวาเปนจํานวน

เงินที่มากที่ไมอาจมองขามได 

 ประเทศไทยมปีริมาณการใชเนื้อเยื่อกระดูกออน (Cartilage) ที่สามารถนาํมาใสทดแทน

ของเดิม เชน ในการรักษาโรคไขขอ หรืออุบัติเหตุ ทีท่ําใหเกิดการสูญเสียกระดูกออน ในปริมาณที่มี

การเพิม่ข้ึนทุกป ทั้งนี้เนื่องจากเนื้อเยื่อกระดูกออนมีความจาํเปนในระบบการเคลื่อนไหวของ

รางกาย เชน ในขอตอตางๆ อีกทั้งยังใชในงานศัลยกรรมตางๆ อีกดวย ซึ่งปริมาณของเนื้อเยือ่

กระดูกออน อุปกรณที่เกีย่วของ เวชภัณฑและสารเคม ี ที่มีการใชมีการนําเขาจากตางประเทศเปน

สวนมาก จงึทําใหประเทศไทยตองเสียดลุการคา ซึ่งจากขอมูลของกรมศุลกากร มูลคาการนําเขา

รวมของสารเคมี ยา และเวชภัณฑ ในป พ.ศ. 2545 มีปริมาณสูงถงึ 852,209,666 บาท (กรม

ศุลกากร, 2546)  

 ในประเทศไทยนัน้ งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) เปนศาสตรในแขนง

ที่ยงัใหมอยูเนือ่งจากเทคโนโลยีทีน่ํามาใชประยุกตกับงานดานนีน้ั้น ดังที่กลาวไวในขางตนแลววา

เปนศาสตรทีน่าํชีววิทยามาประยุกตใชดวยนั้น ผูคนโดยสวนมากจงึเขาใจวา ศาสตรดานนีน้าจะ

เกี่ยวของเฉพาะสายงานดานแพทยศาสตรเทานั้น ในความเปนจริงแลวงานดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ 

อันเปนสวนหนึ่งของงานทางดานวิศวกรรมการแพทย (Biomedical Engineering) เปนศาสตรที่

ตองนําความรูทางดาน วศิวกรรมศาสตรมาผนวกกับความรูทางดานแพทยศาสตร เพื่อศึกษา 

คนควา และรังสรรคผลงานตางๆ อันที่จะชวยใหการรักษาทางดานการแพทยไดกาวหนาและมี

ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
 เพื่อออกแบบและผลิตโครงเลี้ยงเซลล (Scaffold) สําหรับเลี้ยงเนือ้เยื่อกระดูกออนของ

มนุษย โดยใชวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ (Biodegradable) โดยมีวัตถุประสงค

จําเพาะดังตอไปนี้ 

1. สรางโครงเลีย้งเซลล จากพอลิเมอรตามธรรมชาติและพอลิเมอรสังเคราะห ที่มีความ

เหมาะสมในการยอยสลายภายในรางกาย 

2. ศึกษาและทดสอบคุณสมบัติดานกายภาพและชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 

1. ออกแบบโครงเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออน ทําการเลี้ยง

บนเซลลโครงเลี้ยงเซลล  

2. การทดสอบคณุสมบัติเชิงกายภาพ ศึกษาจากความแขง็แรงของโครงเลี้ยงเซลล ในรูป

ของขนาดของรูพรุน ความพรุน และการทนตอแรงดึง (Tensile Stress) ของโครงเลี้ยง

เซลล 

3. ทดสอบการยอยสลายทางชวีภาพของโครงเลี้ยงเซลลทีส่รางขึ้น 

4. ทดสอบการเลีย้งเซลลกระดูกออนของมนษุยบนโครงเลีย้งเซลลที่สรางขึ้นใน

สัตวทดลอง 



บทที่ 2 
 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue Engineering) 
 

 วิศวกรรมเนื้อเยื่อมีจุดประสงคหลักในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อใชทดแทนของเดิม ใน

ปจจุบันงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมกีารพฒันาและเจริญเติบโตอยางรวดเร็วและตอเนื่องดงัเหน็ได

จากงานวิจยัทางดานนี้ที่มกีารตีพิมพอยางมากมาย  

งานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เร่ิมตนในทศวรรษที่ 1930 โดย Bisceglie ซึ่งนาํเซลลเนื้องอกของหนู

มาเลี้ยงในเยื่อแผนของพอลิเมอร (Polymer Membrane) แลวทําการใสเขาไปที่ชองวางบริเวณทอง

ของหมู และจากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา เซลลที่ใสเขาไปนั้นสามารถอยูรอดไดโดยไมถูก

ทําลายโดยระบบภูมิคุมกัน จากการทดลองครั้งนีเ้ปนตัวอยางของการหอหุมเซลล (Cell 

Encapsulation) ในยุคแรกๆ ซึ่งการหอหุมนั้นจะยอมใหสารอาหาร และของเสียสามารถแพรผาน

เยื่อหุมเซลล (Cell Membrane) และปองกันเซลลภูมคิุมกัน (Immune Cell) และ แอนติบอด้ี 

(Antibody) ไมใหทาํลายเซลล (Langer R., 2000) 

ในทศวรรษ 1970 มีการพัฒนาแผนเยือ่ ในรูปของเยื่อเลือกผาน (Semi-permeable 

membrane) โดยการทดสอบกับเซลลตับออน (Islet Cell) ในปลายทศวรรษ 1970 มีการนาํแผน

คอลลาเจนหรือวัสดุประกอบแตงของคอลลาเจนกับไกลโคซามิโนไกลแคน (Collagen-

glycosanimoglycan (GAGs) composite) มาใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อผิวหนัง ซึ่งเปนที่นยิมใช

กันอยางแพรหลาย เนื่องจาก แผนคอลลาเจนนี้ใชในการเลี้ยงเนื้อเยื่อในระบบ 2 มิติ อีกทัง้แผน

คอลลาเจนไดจากธรรมชาติ จึงไมเกิดอาการตอตานจากระบบภูมิคุมกนั (Langer R., 2000) 

 ตอมาไดมีการพัฒนาโครงเลีย้งเซลลที่ใชในการเลีย้งเนื้อเยื่อในระบบ 3 มิติ ซึ่งสามารถ

เลี้ยงเซลลไดปริมาณมากและสามารถจัดเรียงตัวเปนเนือ้เยื่อที่มีรูปแบบตามที่ตองการไดงาย 

(Koch R.J. and Gorti G.K., 2002) อีกทัง้มีความเหมาะสมในดานความแข็งแรง ความเขากนัได

ทางชีวภาพและการยอยสลายทางชีวภาพ (Langer R., 2000) 

 หลักการของงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมีข้ันตอนโดยทั่วไป ดังตอไปนี้ (รูปที่ 2.1) 

1. สกัดเซลลจากเนื้อเยื่อจากผูบริจาคโดยใชเอนไซมในการยอยเนื้อเยื่อใหเปนเซลล 

2. ออกแบบและผลิตโครงเลี้ยงเซลลใหมีความเหมาะสมกบัเซลลและรูปแบบของ

เนื้อเยื่อจากวสัดุที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ 
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3. นําเซลลที่สกัดออกมาได (จากขอ 1) เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยอาจจะมีการขยาย

จํานวนเซลลในหองปฏิบัติการกอนแลวจงึนําไปเลี้ยงตอในสิ่งมีชวีิต ในสวนที่

ตองการใหเกดิเนื้อเยื่อใหม 

4. เมื่อเซลลเจรญิเติบโตและมีการขยายตัวอยางเตม็ที ่ กลุมเซลลจะจัดรูปรางเปน

เนื้อเยื่อที่มีคณุสมบัติที่เหมอืนกับเนื้อเยื่อที่ไดจากผูบริจาค 

งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมหีลักการสําคญั 3 ประการดังนี ้

1. เซลลที่มีความเหมาะสมจะตองบงบอกไดวาเปนเซลลชนดิใด และสามารถแยก 

(Isolation) เซลลจากเนื้อเยือ่ได 

2. วัสดุทีน่ํามาใชในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล จะตองสามารถผลิตหรือสังเคราะหข้ึนมา

ได สามารถขึ้นรูปใหมีรูปรางและขนาดตามที่ตองการได และอัตราการยอยสลาย

ของพอลิเมอรจะตองมีคาใกลเคียงกับอัตราการเติบโตของเนื้อเยื่อ 

3. การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล จะตองเพาะ (seed) เซลลอยางเปนระเบียบบน

วัสดุที่ใช และเลี้ยงเซลลใหขยายจาํนวนหรอืเปลี่ยนแปลงรูปราง (differentiate) ใน

หองปฏิบัติการหรือถังปฏิกรณชีวภาพ (bioreactor) หรืออาจจะปลูกถายโครงเลี้ยง

เซลลที่มีเซลลเจริญเติบโตในจํานวนที่เหมาะสมลงในสิง่มีชีวิตใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของเซลลไปเปนเนื้อเยื่อทีท่ํางานได 

 

Donor
Tissue

In vitro
cultured

In vivo
cultured

3-D TissueScaffold
Fabrication

3-D Scaffold

Enzyme
Digest

Cell

seed

Differentiating
Media

 
รูปที่ 2.1 หลักการของงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
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2.2 เซลลกระดูกออน (Chondrocyte) และเนื้อเยื่อกระดูกออน (Cartilage)  
 
 เนื้อเยื่อกระดูกออน ประกอบดวยเซลลกระดูกออนทีม่ลัีกษณะยืดหยุนและแข็งแรง ซึ่งฝง

ตัวอยูในเนื้อของกระดูกออนที่เรียกวา extracellular matrix (ECM) เปนสารจาํพวกคอลลาเจน 

ชนิด II, IX และ XI, chondroitin sulfate (Silver F. and Doillion C., 1989) โดยปกติ เซลลกระดกู

ออนนี้จะมีรูปรางกลมยกเวนที่ขอบจะมีรูปรางแบน และมีคุณสมบัติในการยึดติดกับพื้นผวิสูง (รูปที่ 

2.2) หนาที่โดยทั่วไปของกระดูกออน คือ เปนโครงรางของตัวออน ใหความยืดหยุนกับโครงรางนั้น 

และเปนตัวรองรับแรงที่เกิดขึ้นบริเวณขอตอ 

 โดยทัว่ไปกระดูกออนแบงออกไดเปน 3 ประเภท ตามชนิดและปริมาณของ Intercellular 

Fibers ไดแก 

1. Hyaline Cartilage คือ กระดูกออนที่มีลักษณะกึง่โปรงแสง มีสีน้าํนม และมี Matrix 

ของ โปรตีน, Hyaluronic acid และ คอลลาเจน อยูบริเวณรอบๆ เซลล 

2. Elastic Cartilage คือ กระดกูออนทีป่ระกอบเสนใย Elastin เปนสวนมาก และมีเสนใย

คอลลาเจน จาํนวนนอย 

3. Fibrocartilage คือ กระดูกออนที่ประกอบดวยเสนใยคอลลาเจนที่จัดเรียงตัวกนัอยาง

หนาแนนเปนจํานวนมาก และมีเสนใย Elastin จํานวนนอย 

 

 
รูปที่ 2.2 เซลลกระดูกออนบริเวณขอตอ ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

ที่มา Archer C.W. and Francis-West P., 2003 

 
2.2.1 Hyaline Cartilage 

พบมากทีพ่ืน้ผวิบริเวณขอตอ โดยที่เซลลกระดูกออนจะพบอยูโดดเดี่ยวหรืออยูเปน

กลุมๆ ซึ่งอยูในชองวางที่เรียกวา Lacumae ที่ฝงอยูในเนื้อของกระดูกออน กระดูกออน

ประเภทนี้รับสารอาหารโดยวิธีการแพรจากเสนเลือดที่อยูบริเวณเยื่อหุมกระดูกออน 

(Perichondrium) เนื่องจากเซลลกระดูกออนชนิดนี้ไมมีเสนเลือดและเสนประสาทมาหลอ

เลี้ยง (รูปที่ 2.3) 
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2.2.1.1 Hyaline Cartilage’s Matrix (รูปที่ 2.3) 

ประกอบดวย สวนประกอบที่เปนสารอินทรีย 75% และ สารอนนิทรีย 25% 

โดยทัว่ไปแบง Matrix เปน 2 สวนคือ 

1. Collagen Fibrils สวนมากเรียงตัวเปนรางแห มีขนาดบาง และเปนคอลลาเจน

ชนิด II 

2. Ground Substance เปนสวนทีท่ําใหมีคุณสมบัติแข็ง พบอยูในชองวาง

ระหวางเซลลกระดูกออน (Intercellular Space) ประกอบดวย 

Glycosaminoglycan 3 ชนิด คือ Hyaluronic Acid, Chondoitin Sulfate 

และ Keratan Sulfate 

 

 
รูปที่ 2.3 Hyaline Cartilage ขยาย 400 เทา ทําการยอมสีโดยใช Hematoxylin & Eosin (H&E 

staining) 

ที่มา http://www.usc.edu/hsc/dental/ghisto/cart/c_5.html

 

 
รูปที่ 2.4 ภาพแสดงการเกิด Hyaline Cartilage 

 A: Mesenchymal cell เร่ิมตน 

 B: Mesenchymal cell แบงตัวมากขึน้ ซึง่อยูชิดกันมีลักษณะกลมและไมมีแขนง เรียกวา 

    เซลลกระดกูออน 

 C: เซลลกระดูกออนสราง Matrix ออกนอกเซลล (Extracellular Matrix) ทําใหเซลล แยกกนั 

 D: เซลลกระดูกออนแบงตัวอยูรวมกนัเปนกลุม โดยมี Matrix ซึ่งเปน Collagen type II     

  (Archer C.W. and Francis-West P., 2003; Silver F. and Doillion C., 1989) ที่อยูติดเซลล 

  นัน้เปนเปลือกหุม 

ที่มา  วินิตาและคณะ (บรรณาธิการ), 2535 

http://www.usc.edu/hsc/dental/ghisto/cart/c_5.html
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2.2.2 Elastic Cartilage 
ลักษณะของเซลลกระดูกออนคลาย Hyaline Cartilage แตเสนใยบริเวณชองวาง

ระหวางเซลลประกอบดวยคอลลาเจนและเสนใย Elastic และมีเสนใย Elastic 

เปนองคประกอบที่มีอัตราสงูกวา ในรูปมัดของเสนใย Elastic ทีจ่ัดเรียงตัวเปน

โครงขาย (รูปที่ 2.5) มักพบในโครงสรางทีม่ีความยืดหยุนสูง เชน ใบห ู

 

 
 รูปที่ 2.5 Elastic Cartilage ขยาย 400 เทา ทาํการยอมสีโดยใช Hematoxylin & Eosin

  ที่มา http://www.usc.edu/hsc/dental/ghisto/cart/c_18.html

 
2.2.3 Fibrocartilage 

ลักษณะของเซลลกระดูกออนคลาย Hyaline Cartilage แตชองวางระหวางเซลล

ประกอบดวยเนื้อเยื่อเสนใย (Fibrous Tissue) เปนสวนใหญ และไมพบเยื่อหุม

กระดูกออนในกระดูกออนชนิดนี ้ ซึง่ Fibrocartilage มีหนาที่ยึดโครงสรางตางๆ 

โดยที่มีความแข็งแรงสูง พบทีบ่ริเวณรอยตอระหวางเยื้อเยื่อกระดูกออนและ

เนื้อเยื่อรองรับ เชนในแผนรองกระดูกสนัหลังและกระดูกออนบริเวณขอตอ (รูปที่ 

2.6) 

 

 
รูปที่ 2.6 Fibrocartilage ขยาย 400 เทา ทําการยอมสีโดยใช Hematoxylin & Eosin  

ที่มา http://www.usc.edu/hsc/dental/ghisto/cart/c_21.html

http://www.usc.edu/hsc/dental/ghisto/cart/c_18.html
http://www.usc.edu/hsc/dental/ghisto/cart/c_21.html
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2.2.4 การเกิดและการเจริญเติบโตของกระดูกออน 
โครงรางของกระดูกออนเกิดจากการรวมตวัของ Mensenchymal Cells ซึ่งจะกลายเปน

เซลลกระดูกออนในเวลาตอมา จากนัน้เซลลที่อยูภายในจะผลิตสารและสรางเมตริกซทําใหเซลล

แยกตัวหางกนั ตอมาเซลลกระดูกออนทําการแบงตัวภายในเมตริกซเกิด Isogenic Group หรือ

เรียกวา Capsule และ Mensenchymal Cells ดานนอกทําการสรางเยือ่หุมกระดูกออนควบคูกนัไป 

 จากพฤติกรรมของเซลลกระดูกออนนั้น สามารถสรุปไดวาพืน้ผิวและรูปรางของโครงสรางที่

เซลลกระดูกออนสามารถเกาะติดไดดีควรมีพื้นที่ผิวในการยึดเกาะสูง ดังนั้นโครงเลี้ยงเซลลโดย

สวนมากมกัมลัีกษณะเปนรูพรุน (Porous) และมีลักษณะที่เปนเสนใย (Fibers) บางขึ้นอยูกับชนิด 

ลักษณะการใชงานและหนาที่ของกระดูกออน 

 

2.3 โครงเลี้ยงเซลล (Scaffold) 
 

ในงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนสวนประกอบสําคัญที่ใชเปนโครงเลี้ยงเซลล 

เพื่อทําการเพาะเลี้ยงเซลลใหเปนเนื้อเยื่อบนโครงสรางนั้น ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลที่ใชงานทางดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนโดยสวนมากผลิตมาจากวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ 

(Koch R.J. and Gorti G.K., 2002) และวัสดุที่นํามาใชเปนโครงสรางนั้นจะตองสามารถขึ้นรูปเปน

โครงสราง 3 มิติที่มีโครงสรางใกลเคียงกับอวัยวะที่ทําการเพาะเนื้อเยื่อเพื่อที่จะนําไปใชทดแทน 

(Langer R., 2000) และเมื่อเซลลที่ทําการเลี้ยง (Culture) เจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลลจนมี

ปริมาณมากพอ และมีความสมบูรณของเซลล จึงทําการเลี้ยงเซลลเหลานี้บนโครงเลี้ยงเซลล ให

เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลที่ไดทําการออกแบบไวแลว จากนั้นจึงทําการใสเขาไปแทนที่อวัยวะที่

ตองการ และปลอยใหกลุมเซลลที่อยูบนโครงเลี้ยงเซลลเจริญเติบโตเปนเนื้อเยื่อที่ทดแทนของเดิม 

ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลก็ถูกยอยสลายไป (Atala A. and Lanza R.P., 2002) ส่ิงที่สําคัญที่สุดคือ 

ตองมีความเหมาะสมทางชีวภาพ (Biocompatibility) คือ สามารถใสเขาในรางกายแลวไมเกิดการ

ตอตานจากระบบภูมิคุมกัน หรืออีกนัยหนึ่งคือโครงเลี้ยงเซลลนี้ตองไมกระตุนภูมิคุมกันของรางกาย 

(Boyan B.D. et al., 1999 ;Lu L. et al., 2001; ฤทัย (บรรณาธิการ), 2537) 

ในการออกแบบโครงเลี้ยงเซลล จําตองพิจารณาถึงคุณสมบัติที่เหมาะสมที่ใชกับเซลลแต

ละชนิด หนาที่ และโครงสราง แตโดยทั่วไปนั้น คุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลตองมีคาโมดูลัสความ

ยืดหยุน (Elastic Modulus) สูงเนื่องจากเนื้อเยื่อกระดูกออนมีคาโมดูลัสการอัด (Compressive 

Modulus) ประมาณ 0.79 MPa, โมดูลัสเฉือน (Shear Modulus) ประมาณ 0.68 MPa และ โมดูลัส

ดึง (Tensile Modulus) ระหวาง 0.32 – 10.2 MPa (Lu L. et al., 2001) และตองมีที่วางมากพอ

สําหรับการเจริญเติบโตของเซลล มีพื้นที่ผิวมาก และมีความพรุนสูง เพื่อเปนที่วางสําหรับการสราง 
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Extracellular Matrix ของเซลลกระดูกออน โดยทั่วไปโครงเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมมีคาความพรุน 

(Porosity) ประมาณ 78% (Lu L. et al., 2001) มีขนาดของรูพรุน (Pore Size) ประมาณ 50 – 300 

ไมครอน (Boyan B.D. et al., 1999) และมีการยอยสลายที่ 6 – 12 เดือน(Lu L. et al., 2001) 

ดานคุณสมบัติเชิงกลนั้นโครงเลี้ยงเซลลตองมีคุณสมบัติที่แข็งแรงและคงทนตอแรง (Load) 

ที่ไดรับ โดยปราศจากรอยราวหรือการเปลี่ยนแปลงทางโครงสราง ดังนั้นปญหาที่สําคัญในการ

ออกแบบโครงเลี้ยงเซลลอีกประการหนึ่งคือโครงเลี้ยงเซลลที่นํามาใชนั้นจะตองมีความแข็งแรง

เพียงพอ และวัสดุที่นํามาใชนั้นจะตองมีแรงยึดเหนี่ยวภายในและระหวางโมเลกุล (Intramolecular 

and Intermolecular bonding) ของพอลิเมอรที่มากพอเพื่อใหโครงเลี้ยงเซลลมีความแข็งแรง

เพียงพอ แตถึงกระนั้นวัสดุเหลานี้จะตองมีคุณสมบัติที่สามารถยอยสลายไดภายในระยะเวลาที่

กําหนด (Boyan B.D. et al., 1999; Cancedda R. et al., 2002; Koch R.J. and Gorti G.K., 

2002)  

ในการผลิตเนื้อเยื่อเพื่อทําการปลูกถายนั้น ประเด็นสําคัญที่ไมควรมองขามคือ เร่ืองของ

ที่วางที่ใชในกระบวนการตางๆ ของเซลล เชน การแลกเปลี่ยนกาซหรือของเหลว, การหายใจ, การ

กินอาหาร และ ผลกระทบจากผลิตภัณฑพลอยไดซึ่งกิจกรรมเหลานี้จะใช ส่ือกลางในการ

แลกเปลี่ยนสารตางๆ ซึ่งสื่อกลางนี้คือเลือด ดังนั้นในการเลี้ยงเนื้อเยื่อบางชนิดจําเปนตองมีการ

สรางทางเดินของเลือดดวย  ซึ่งเสนเลือดระหวางเซลลนั้นมีขนาดประมาณ 100 ไมครอน 

(Hutmacher D.W., 2000; วินิตาและคณะ (บรรณาธิการ), 2535) ดังนั้นในการสรางโครงเลี้ยง

เซลลที่มีขนาดของรูพรุนต่ํา จึงตองนําเรื่องนี้มาพิจารณาดวย 

การสรางโครงเลี้ยงเซลลในปจจุบัน ไดมีเทคโนโลยีในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลใหมีรูปราง 

โครงสราง และรูปแบบตามที่ตองการ รวมทั้งการกําหนดคุณสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

ในดานของพื้นที่ผิว ความพรุน ของโครงเลี้ยงเซลลและขนาดของรูพรุนภายในโครงเลี้ยงเซลลซึ่ง

สามารถผลิตไดจากวัสดุที่มีคุณสมบัติ ดานการยอยสลายและการยึดเกาะพื้นผิวของเซลลจาก

การศึกษาของ Hutmacher (Hutmacher D.W., 2000) พบวา วิธีการผลิตโครงเลี้ยงเซลล มี

มากมายหลายวิธีและแตละวิธีมีความแตกตางกันออกไป ทั้งนี้เนื่องจากชนิด วัสดุ รูปราง และ

โครงสรางของโครงเลี้ยงเซลล ดังตัวอยางแสดงในตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 เทคโนโลยีในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล1

เทคโนโลย ี ขนาดของรูพรุน 

(μm) 

ความพรุน (%) 

การหลอ (Solvent casting) 

เยื่อแผนบางแบบซอนทับ (Membrane lamination) 

การหลอม (Melt-molding) 

การรีด (Extrusion) 

การระเหิดแหง (Freeze dry) 

ของไหลเหนือวิกฤติ (Supercritical-fluid) 

30 – 300 

30 – 300 

50 – 500 

< 100 

< 200 

< 100 

20 – 50 

< 85 

< 80 

< 84 

< 97 

10 - 30 

ที่มา Hutmacher, D.W., 2000 

 

 สารตางๆ ที่นํามาใชในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล เพื่อใชในงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ

กระดูกออน ที่นิยมในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลในยุคแรกๆ คือ วัสดุประกอบแตงของคอลลาเจนกับ

ไกลโคซามิโนไกลแคน จากนั้นไดมีการพัฒนามาใช Injectable calcium alginate matrices และใช 

Fibrin Glue (Koch R.J. and Gorti G.K., 2002) ในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลซึ่งวัสดุเหลานี้มี

ขอจํากัดในดานการใชงาน เชน เร่ืองของความแข็งแรง ระยะเวลาในการสลายตัว และความเขากัน

ไดทางชีวภาพ เปนตน  

 ในปจจุบันมีการใชพอลิ เมอร สั ง เคราะห อีกหลายชนิด  เชน  Polycaprolactone, 

polyorthoester, polyglycolic acid (PGA) poly-l-lactic acid หรือ Polylactide (PLLA) และ 

Poly-D,L-lactide เปนตน (Boyan B.D. et al., 1999; Hutmacher D.W., 2000; Lu L. et al., 

2001) รวมทั้งมีการใชพอลิเมอรธรรมชาติ เชน Hyaluronic acid, fibrinogen-fibrin และ Chitosan 

เปนตน (Boyan B.D. et al., 1999; Cancedda R. et al., 2002; Koch R.J. and Gorti G.K., 

2002; Lu L. et al., 2001; Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) ดังแสดงในตารางที่ 2.2 

 โดยมากพอลิเมอรที่ไดจากธรรมชาตินั้น มีโครงสรางที่มีความพรุนสูง ดังนั้นพอลิเมอร

เหลานี้จึงเปนที่นิยมในการสรางโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุน ในทางกลับกันพอลิเมอรสังเคราะห มักมี

ความพรุนต่ํา แตมีความสามารถในการยืดใหเปนเสนใย (Fiber) ไดดีกวา พอลิเมอรจากธรรมชาติ 

ดังนั้น พอลิเมอรชนิดนี้จึงเปนที่นิยมในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลแบบเสนใย (Hutmacher D.W., 

2000; Lu L. et al., 2001) 

                                                           
1
 แสดงเพียงบางเทคนิคท่ีใช และที่มีความเหมาะสมกับเครือ่งมือท่ีมีอยู 
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ตารางที่ 2.2 โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากพอลิเมอรชนิดตางๆ ที่ใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน 
No. ชนิดของ 

พอลิเมอร 

วิธีการขึ้นรูป ชนิดของเซลลที่ใช วิธีการเลี้ยงเซลล /

เวลา 

จํานวนเซลล

เริ่มตน 

ผลการเลี้ยงเซลล สถาบันของผูทําวิจัย เอกสารอาง

อิง 

1 Alginate Ionic Crosslink Human Chondrocyte in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 14 วัน 

4x106เซลลตอมล. 

และ 40x103 เซลล

ตอเม็ด ขนาด 3 – 

5 มม. 

GAGs เกิดขึ้นและ

จํานวนเซลลเพิ่มขึ้น

เปน 125x103 เซลล/

เม็ด 

Rush Med College/ 

USA 

Schluze M.  

et al., 2000 

2 Alginate Ionic Crosslink Bovine Articular 

Cartilage 

in vitro: ใน 24-well 

plate นาน 14 วัน 

40x103 เซลลตอ

เม็ดขนาด 3 มม. 

มี ECM เกิดขึ้น ทั้ง

คอลลาเจนและ GAGs 

Rush Med College/ 

USA 

Masuda K. 

et al., 2003 

3 Alginate Ionic Crosslink MC3T3-E1 

Osteoblast 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.7x106 เซลล

ตอมล. 

ศึกษาการกระจายตัว

ของเซลล โดยใชวิธีการ

ยอมสีโดยวิธี H&E 

พบวาเซลลกระจาย

ตัวอยางเปนระเบียบ 

U of Michigan/ 

USA 

Kuo C.K. 

and Ma 

P.X., 2001   

4 Alginate Ionic Crosslink Human demal 

fibroblast 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 5 วัน 

200x103 เซลลตอ

เม็ดขนาด 5 มม. 

เซลล Fibroblast 

เปลี่ยนรูปเปนทรงกลม

และมีการเพิ่มของเซลล 

U of Negev/ Israel Shapiro L. 

and Cohen 

S., 1997 

5 Cell culture 

Plate 

- Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

20x103 cell/cm2

Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 
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6 Chitosan Freeze dry Pig Cartilage in vitro: ใน 

bioreactor semi-

rotating wall นาน 4 

สัปดาห 

500x103 เซลล

ตอมล. 

มี GAGs และ คอลลา

เจน เกิดขึ้น โดยตรวจ

จากการยอมสีโดยวิธี 

H&E 

U of Mississippi 

State/ USA 

Nettles 

D.L., 2001 

7 Network PCL UV 

Photopolymeriz

ation 

Human MG63 

Osteoblast 

in vitro: ใน12-well 

plate นาน 4 วัน 

1.5x105 เซลล

ตอมล. 

เซลลสามารถแบงตัวได

มากขึ้น ถึง 2.67-4.51 

รอบ 

Seoul National U/ 

Korea 

Kweon 

H.Y., et al., 

2003 

8 PCL Fused 

deposition 

modelling 

Human fibroblast in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 4 สัปดาห 

15x106 เซลล

ตอมล. 

มี ECM เกิดขึ้นใน

สัปดาหที่ 2 

Nation U of 

Singapore 

Hutmacher 

D.W., et 

al., 2001 

9 PCL Extrusion and 

knit 

Human craniofacial 

osteoblast-like cells 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 1 วัน 

40x103 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

ขนาด 80x30x3 

มม. 

ดูการจัดเรียงตัวของ

เซลลในโครงเลี้ยงเซลล 

ซึ่งเซลลมีรูปรางเรียว

ยาวและจัดตัวเปนกลุม

แบบกนหอย 

U of Nottingham 

UK 

Corden 

T.J., et al., 

2000 

10 PCL Film Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

10x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

11 50/50 PCL-

PLA Sponge 

Freeze dry Lewis Rats Cartilage in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล 3 สัปดาห  

10x106 เซลล

ตอมล. 

เปนกระดูกออน โดย

ตรวจจากการยอมสี

Nagoya University/ 

Japan 

Honda M., 

et al., 2000 
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in vivo: ฝงใตผิวหนัง

ของ Nude mouse 

โดย Hematotoxin & 

Eosin 

12 PDLA Film Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

24x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

13 9/91 PDLA-

PCL Film 

Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

10.4x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

14 90/10 PDLA-

PCL Film 

Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

18.8x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

15 PDO Film Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

18x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

16 PEO Gel Gelation Calf Articular 

Cartilage 

in vivo: ฉีดเขาไปใน 

Nude Mouse นาน 

12 สัปดาห 

10x106 เซลล

ตอมล. 

เปนกระดูกออน โดย

ตรวจจากการยอมสี

โดยวิธี H&E และมีการ

เกิดขึ้นของ GAGs 

3.54% 

Harvard Med 

School/ USA 

Sims C.D., 

et al., 1996 
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17 PEO Gel UV Crosslink Bovine Articular 

Cartilage 

in vivo: ฉีดเขาไปใน 

Nude Mouse นาน 

7 สัปดาห 

50x106 เซลล

ตอมล. 

จํานวนเซลลเพิ่มขึ้น 

30-40% มี 

Proteoglycan สะสม 

ในอัตรา 1.5-2.8% และ 

Collagen 5-6.5% 

MIT/ USA Elisseeff J., 

et al., 1999 

18 Fiber PGA Extrusion Bovine Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล โดยมี Orbital 

Shaker นาน 8 

สัปดาห 

5x106 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

หรือ 1.25x106 

เซลลตอมล. 

7.65 - 10.7 x 106 เซลล

ตอโครงเลี้ยงเซลล 

MIT/ USA Freed L.E. 

et al., 1994 

19 Fiber PGA Extrusion Bovine Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลลและ Spinner 

flask นาน 8 สัปดาห  

7x106 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 1 ซม. 

สูง 5 มม. 

ใน Petridish 11.5 x 

106 เซลลตอโครงเลี้ยง

เซลล ใน Spinner flask 

21x106 เซลลตอโครง

เลี้ยงเซลล 

MIT/ USA Vunjak-

Novakovic 

G., et al., 

1996 

20 PGA Film Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

29.6x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

21 Porous 97% 

PGA Mesh 

- Cow Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล โดยมี Orbital 

Shaker นาน 6 

สัปดาห 

15x106 เซลล

ตอมล. 

มี GAGs เกิดขึ้น 

21.6% โดยน้ําหนักแหง 

และคอลลาเจน 8.2% 

Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Schrieber 

R.E., et al., 

1999 
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22 67/33 

PGTMC 

Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

30x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

23 PLA Custom coring 

device 

New Zealand White 

Rabbits Rib 

Perichondrium 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล 4 วัน                  

in vivo: สัตวทดลอง 

1 ป 

100-150 x 103 

เซลลตอมล. 

เซลลเพิ่มขึ้นเปน 110 - 

165x103 เซลลตอมล. 

และมีปริมาณ 

Collagen ถึง 75 % 

U of CA San 

Diego/ USA 

Dounchis 

J.S., et al., 

2000 

24 PLA (ADDTM 

Cube) 

- New Zealand Rabbit 

costal Perichondrium 

Allogenic 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลลนาน 3 สัปดาห  

6x106 เซลล

ตอมล. 

เซลลเพิ่มขึ้นเปน 1.2 - 

2 x 106 เซลลตอโครง

เลี้ยงเซลล 

U of CA San 

Diego/ USA 

Chu C.R, 

et al., 1995 

25 PLA (ADDTM 

Cube) 

- Ribbit Costal 

Perichondrium 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห   

in vivo: ในกระตาย

ขาวนิวซีแลนด นาน 

1 ป 

1x106 เซลล

ตอมล. หรือ      

200x103 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

มี Collagen Type II 

เปน 82% จากกอนการ

ทดลองมีปริมาณ 19% 

U of CA San 

Diego/ USA 

Chu C.R., 

et al., 1997 

26 PLA Film Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

9.6x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

27 85/15PLGA 

Film 

Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

18.8x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 
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28 PLGA Direct 

Condensation 

NIH-3T3 mouse 

Fibroblast 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลลนาน 2 วัน  

1.77x104 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเกาะที่พื้นผิว 

1.5x104 เซลลตอซม.2
Tokyo Med and 

Dental U/ Japan 

Iwasaki Y., 

et al., 2002 

29 PLGA/PMEH  NIH-3T3 mouse 

Fibroblast 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลลนาน 2 วัน  

1.77x104 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเกาะที่พื้นผิว 8-

11x103 เซลลตอซม.2
Tokyo Med and 

Dental U/ Japan 

Iwasaki Y., 

et al., 2002 

30 Polyrotaxane/

Choleresterol 

Polymerization 

in Solvent 

Rabbit Cartilage in vitro: ใน 24-well 

plate นาน 28 วัน 

100x103 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

เซลลเพิ่มขึ้นเปน 1.1-

2x106 เซลลตอโครง

เลี้ยงเซลล 

Japan Science 

and Technology 

Corp 

 

Tachaboon

yakiat, W., 

et al., 2003 

31 PPF/B-TCP Ionic Crosslink Sprange-Dawley rat's 

femur & tibias 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 4 สัปดาห 

53x103 เซลล

ตอมล. 

เซลลเพิ่มจํานวนเปน 

130x106 เซลลตอมล. 

และมี GAGs เกิดขึ้น 

Rice University/ 

USA 

Kuo C.K. 

and Ma 

P.X., 2001   

32 Starch/Cellul

ose Acetate 

(SCA) 

- L929 Mouse 

Fibroblast 

in vitro: ใน 6-well 

plate นาน 7 วัน 

33x103 เซลล

ตอมล. ใสไป 5 

มล. ทั้งหมด 

165x103 เซลล 

จํานวนเซลลที่สามารถ

เกาะได 116x103 เซลล 

U of Minho 

Portugal 

Marques 

A.P., et al., 

2002 

33 Starch/ethyle

ne vinyl 

alcohol 

(SEVA-C) 

- L929 Mouse 

Fibroblast 

in vitro: ใน 6-well 

plate นาน 7 วัน 

33x103 เซลล

ตอมล. ใสไป 5 

มล. ทั้งหมด 

165x103 เซลล 

จํานวนเซลลที่สามารถ

เกาะได 110x103 เซลล 

U of Minho 

Portugal 

Marques 

A.P., et al., 

2002 
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34 Polyethylene 

glycol 

Crosslink with 

polyrotaxane 

NIH3T3 Fibroblast in vitro: ใน Petri 

Dish นาน 3 วัน 

5x104 เซลลตอ

ซม.2
จํานวนเซลลที่สามารถ

เกาะได 3.2x104 เซลล

ตอซม.2

Japan Advanced 

Institute of Science 

and Technology  

Watanabe 

J., et al., 

2002 

 
หมายเหต ุสภาวะในการเลี้ยงเซลลที ่37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5%  
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Alginate Chitosan Polyethylene Glycol (PEG)

Polycaprolactone (PCL) Polyethylene Oxide (PEO) Polydioxanone (PDO)

Poly(DL-lactide-co -glycolide) (PLGA) Polyglycolide (PGA) Poly-DL-lactide (PDLA)

Polypropylene Fumarate (PPF) Poly-L-lactide (PLA)

2-metacryloyloxyethyl phosphorylcholine polymer (PMEH)  
 

รูปที่ 2.7 โครงสรางของพอลิเมอรชนิดตางๆที่นํามาใชผลิตโครงเลี้ยงเซลล (Sigma-Aldrich, 2002, Chaplin M., 2003, Iwasaki Y., et. al., 2002)
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2.3.1 โครงเลี้ยงเซลล Alginate (Alginate-based Scaffold) 
 Alginate เปนสารประเภทพอลิแซคคารไรด (Polysaccharide) ที่ไดจากสาหรายสีน้ําตาล 

(Brown Algae) ซึ่ง Alginate ที่ใชเปนโคพอลิเมอรที่ประกอบดวยบล็อกของ 1,4-linked β-D-

mannuronic (M) และ α-L-guluronic acid (G) (รูปที่ 2.7) ในอัตราสวนของ β-D-mannuronic 

acid ตอ α-L-guluronic acid มีคาประมาณ 30:70 (Shapiro L. and Cohen S., 1997) ซึ่งในการ

จําหนายเชิงการคาจะอยูในรูปของเกลือของกรด Alginic เชน Sodium Alginate 

 โดยปกติ Alginate มีมวลโมเลกุลประมาณ 5,000 – 200,000 (Eiselt P. et al., 2000) โดย 

ความหนืด (η) แปรผันตามมวลโมเลกุลของ Alginate ดังสมการ 

[η] = 2.0 x 10-5 M      ------- (6) 

เมื่อ M คือมวลโมเลกุลของ Alginate (Kuo C.K. and Ma P.X., 2001)  

ในดานการใชงาน Alginate จะใชงานในรูปของ Hydrogel ที่มีขนาดของรูพรุนต่ําซึ่งทํา

หนาที่ตรึงเซลลใหอยูกับที่ โดยยอมใหอาหาร น้ําและของเสียแพรผานไปได (Eiselt P. et al., 2000) 

สวนมากจะใชงานที่ความเขมขน 0.5% - 4% (w/v)ในน้ํา (Kuo C.K. and Ma P.X., 2001; 

Masuda K. et al., 2003; Schulze M. et al, 2000) ซึ่ง Alginate มีสภาพขั้วลบที่แรง ดังนั้น

สามารถเกิดการเชื่อมโยง (Crosslink) กับ สารที่มีสภาพขั้วบวกในการเกิดเปนเจลได โดยมากนิยม

ใช Ca2+ เปนตัวเชื่อมโยง (Eiselt P. et al., 2000; Kuo C.K. and Ma P.X., 2001; Masuda K. et 

al., 2003; Shapiro L. and Cohen S., 1997) ทําใหเกิดเปนเจลที่ไมละลายน้ํา (Shapiro L. and 

Cohen S., 1997) ซึ่งใชเวลาในการเกิดเจล (Gelation time) ใชเวลาประมาณ 20 - 60 วินาที ทั้งนี้

ข้ึนกับรูปรางของเจลและความเขมขนของ Ca2+ ในสารละลาย (Kuo C.K. and Ma P.X., 2001) 

 การเกิดเจลของ Alginate กับ Ca2+ เกิดขึ้นโดยหมู Carboxylic ของทั้ง 1,4-linked β-D-

mannuronic  และ α-L-guluronic acid ซึ่งจับโมเลกุลของน้ําใหอยูในรูปของ H3O
+ ซึ่งสงผลให

เกิดพันธะไฮโดรเจน (Hydrogen Bond หรือ H-bond) ที่หมู Carboxylate ที่เกิดขึ้นของ 1,4-linked 

β-D-mannuronic และ α-L-guluronic acid ในรูปของไดเมอร (Dimer) ซึ่ง Ca2+ จะเขาแทนที่

พันธะไฮโดรเจนของโมเลกุล Guluronate ได แต Ca2+ ไมสามารถแทนที่พันธะไฮโดรเจนของ

โมเลกุล Mannuronate ได ดังนั้น Alginate ที่มีปริมาณของ α-L-guluronic acid สูงจะสามารถ

เกิดเจลไดงายกวา Alginate ที่มีปริมาณของ α-L-guluronic acid ต่ํา (Chaplin, M., 2003) 

 ดานคุณสมบัติเชิงกล Alginate ที่มีมวลโมเลกุลสูง จะมีคุณสมบัติในการรับแรงไดดีกวา 

Alginate ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า เนื่องจากพันธะโควาเลนทภายในโมเลกุล (Intra-molecular covalent 

bond) ของ Alginate มีผลตอความแข็งแรงของพอลิเมอรมากกวาผลจากพันธะไอออนิก ระหวาง
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โมเลกุล (Inter-molecular ionic bond) ที่เกิดจากการ Crosslink ของ Ca2+ (Kuo C.K. and Ma 

P.X., 2001) 

 คุณสมบัติดานชีวภาพ Alginate มีความคลายคลึงกับคอลลาเจนซึ่งมีการนํา Alginate มา

ใชงานในดานตางๆ เชน การตกแตงแผล การสงผานยาในรูปของ Injectable Calcium Alginate 

เปนตน Alginate ไดรับการรับรองจากองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและ สหภาพ

ยุโรป ในดานการเขากันไดทางชีวภาพ ในขณะที่การยอยสลายนั้น Alginate 1% ที่ Crosslink ดวย

สารละลาย CaCl2 ที่ความเขมขน 102 mM มีระยะเวลาในการยอยสลายประมาณ 90 วันในอาหาร

เลี้ยงเซลลจาก Dulbecco’s Modified Eagle Media (DMEM) และ Fetal Calf Serum (FCS) 10% 

(Shapiro L. and Cohen S., 1997) 

 มีรายงานถึงการทดลอง โดยใช Alginate เปนโครงเลี้ยงเซลลกระดูกออน เปนระยะเวลา

ประมาณ 1 สัปดาห เซลลกระดูกออนมีการสราง Matrix ภายนอกเซลล ในรูปของคอลลาเจนชนดิ II 

และ Proteoglycan ในสัปดาหที่สองเซลลกระดูกออนมีการจัดเรียงรูปรางเปนเนื้อเยื่อกระดกูออนได

อยางสมบูรณ (Schulze M., et al., 2000, Masuda K., et al., 2003)  
 
2.3.2 โครงเลีย้งเซลลไคโตซาน (Chitosan-based scaffold) 

 ไคโตซานเปนสารประเภท linear aminopolysaccharide ที่มีโครงสรางเปน β(1 4)-

linked glucosamine and N-acetyl-D-glucosamine (รูปที่ 2.7) ซึ่งเปนสารที่เปนอนุพันธของไค-

ตินที่เปนสารในโครงสรางของรางกายของสัตวจําพวก Arthropod ที่มีเปลือกแข็งหุมรางกาย  

 ไคโตซานมีมวลโมเลกุลอยูระหวาง 50,000 – 1,000,000  คุณสมบัติโดยทั่วไป คือ มี

โครงสรางเปนโครงรางผลึก (Crystalline) เปนพอลิเมอรจากธรรมชาติประเภทยอยสลายไดทาง

ชีวภาพ มีความสามารถในการละลายในสารละลายที่เปนกรด ที่มีคา pH < 6 และไมละลายใน

สารละลายที่มีคา pH > 7 ซึ่งชี้ใหเห็นวาไคโตซานจัดเปนสารที่มีคุณสมบัติในการละลายแบบที่

ข้ึนกับคา pH (pH-dependent soluble) (Francis-Suh J.-K. and Matthew H.W.T., 2000) เมื่อ

นําไคโตซานมาขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลพบวา มีขนาดของรูพรุนระหวาง 1 – 250 ไมครอน 

(Madihally S.V. and Matthew H.W.T., 1999) และมีโมดูลัสความยืดหยุน ตั้งแต 0.03 – 7 MPa 

(Francis-Suh J.-K. and Matthew H.W.T., 2000) และสามารถทนความเครียด (Strain) ได 30% - 

110% ซึ่งขึ้นอยูกับรูปรางและโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลที่จะนําไปใช (Madihally S.V. and 

Matthew H.W.T., 1999) ซึ่งความแข็งแรงในระดับนี้ นับวามีความเพียงพอสําหรับการใชงาน

ทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อในการผลิตเปนโครงเลี้ยงเซลล (Lu L. et al., 2001) 

การเตรียมโครงเลี้ยงเซลลจากไคโตซาน โดยทั่วไปนิยมใชวิธีการระเหดิแหง (Freeze dry) 

ที่อุณหภูมิระหวาง -20 ถึง -78 องศาเซลเซียส ซึ่งวิธกีารเตรียมในลักษณะนี้ จะไดขนาดรูพรุน (เสน
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ผานศนูยกลางเฉลี่ยของรพูรุน) ในโครงเลีย้งเซลลประมาณ 100 – 230 ไมครอน ซึ่งขึ้นอยูกับความ

เขมขนของไคโตซานและ อุณหภูมิในการ Freeze-dry ถาหากอุณหภูมิที่ใชต่ํา ขนาดของรูพรุนมี

ขนาดเล็กตามไปดวย (Madihally S.V. and Matthew H.W.T., 1999; Nettles D.L., 2001) 

 ดานคุณสมบัติดานชีวภาพ  ไคโตซานมีคุณสมบัติใกลเคียงกับพอลิเมอรประเภท 

Glycosaminoglycan ซึ่งพบใน Hyaline Cartilage’s Matrix ดังนั้น ปญหาทางดานความเขากันได

กับรางกาย และ กิจกรรมทางชีวภาพ (Bioactivity) ตางๆ จึงไมใชปจจัยที่สําคัญในดานการผลิต 

(Francis-Suh J.-K. and Matthew H.W.T., 2000; Madihally S.V. and Matthew H.W.T., 1999)  

 ในปจจุบัน ประเทศไทยสามารถผลิตไคโตซานในระดับที่ใชเปนสวนประกอบในอาหาร 

(Food Grade) ที่มีความบริสุทธิ์สูง มีคา %DAC (Percent of Deacetylated) ตั้งแต 0% ถึง 95% 

ซึ่งคา %DAC ใชบงบอกถึงความเปนผลึกของไคโตซานโดยที่ 0 %DAC หรือ ไคติน คือมีหมู Acetyl 

อยูในโครงสรางทั้งหมด และที่ 100 %DAC หรือไคโตซาน คือ ไมมีหมู Acetyl ในโครงสราง  

 ในการใชไคโตซานเปนโครงเลี้ยงเซลล พบวา ในการเลี้ยงเซลลกระดูกออนที่ความเขมขน 6 

x 104 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเลี้ยงเซลลไปได 1 สัปดาห จํานวนเซลลเพิ่มข้ึนถึง 66 ± 28% 

ในขณะที่ปริมาณของ Proteoglycan ที่เกิดขึ้นที่ผิวของไคโตซานมีปริมาณ 2580 ± 460 cpm/106 

เซลล (Francis-Suh J.-K. and Matthew H.W.T., 2000) 

 
2.3.3 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polycaprolactone (PCL Scaffold) 
 PCL (รูปที่ 2.7) เปน พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว (Aliphatic Polymer) จัดอยูใน

กลุม Polyester (Kweon H.Y. et al., 2003) ผลิตจากมอนอเมอรที่มีชื่อวา 2-methylene-1,3-

dioxepane (Elfick A.P.D., 2002) และอาศัยปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน (Polymerization) ในการ

เกิดเปน PCL ซึ่งปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน เกิดที่ 80˚C ภายใตบรรยากาศของไนโตรเจน และใช 

diethyl-zinc เปนตัวเรงปฏิกิริยา (Corden T.J. et al., 2000) 

 PCL ที่นํามาใชงานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนมีมวลโมเลกุลประมาณ 25,000 – 

75,000 (Corden T.J. et al., 2000; Hutmacher D.W. et al., 2001; Kweon H.Y. et al., 2003) มี

จุดหลอมเหลว (Tm) ที่ 50 – 60˚C ความหนาแนนที่  1.145 กรัมตอมิลลิลิตร (ที่มวลโมเลกุล 

60,000) (Corden T.J. et al., 2000) คาพลังงานหลอมเหลวของโครงสรางผลึก (Heat of Fusion – 

∆Hf) ประมาณ 135.44 – 135.56 จูลตอกรัม ที่โครงสรางผลึกสมบูรณ (Fully Crystalline) แตใน

การใชงานตามปกติมีคา พลังงานหลอมเหลวของโครงสรางผลึกที่ 62.2 – 73.2 จูลตอกรัม 

(Corden T.J. et al., 2000; Kweon H.Y. et al., 2003) ในขณะที่ PCL มีความพรุนที่ 55 – 61% 

(Hutmacher D.W. et al., 2001) มีคาโมดูลัสแรงดึง (Tensile Modulus) ที่ 400 – 600 MPa 
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(Corden T.J. et al., 2000) และมีคาของโมดูลัสการอัด (Compressive Modulus) ที่ 1.58 – 6.9 

MPa (Kweon H.Y. et al., 2003)  

 คุณสมบัติเชิงชีวภาพของ PCL มีระยะเวลาในการยอยสลายที่ 24 – 36 เดือนใน

สารละลายที่มีเซลล Fibroblast อยู (Hutmacher D.W., 2000) โดยที่การสลายตัวของ PCL จะได

มอนอเมอรชื่อวา Caproic Acid โดย PCL ไดรับการรับรองจาก องคการอาหารและยาของประเทศ

สหรัฐอเมริกาในดานการใชงานดานการแพทย ดังนั้นในการใชงานทางดานวิศวกรรมเนือ้เยือ่กระดกู

ออน จึงสามารถใช ได โดยไมมีผลจากปญหาดานความเขากันไดทางชีวภาพ (Corden T.J. et al., 

2000; Kweon H.Y. et al., 2003; Gunatillake P.A., 2003) 

การประยุกตใชงาน PCL ในดานงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน มีรูปแบบการใชงานใน

ชวงแรกเปนแผนฟลมบาง ซึ่งใชชวยในการเพิ่มการยึดติดของเนื้อเยื่อกระดูกออนในบริเวณขอตอ

ตอมามีการพัฒนาเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบฟองน้ําซึ่งเปนโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากพอลิเมอรผสม

ระหวาง PCL และ Poly-L-lactide (Lu L. et al., 2001) และมีการนําเทคนิค Microfabricate ใน

การผลิต ซึ่งใหโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลมีลักษณะเปนระเบียบ เชน รูปรังผึ้ง ที่มีความแข็งแรง

สูง แตมีขอเสียในดานตนทุนในการผลิตสูง (Hutmacher et al., 2001) 

การผลิตโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL มักผลิตจากพอลิเมอรผสม คือ นํา PCL ไปผสมกับพอลิ

เมอรชนิดอื่น เพื่อลดระยะเวลาในการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลและเพิ่มความแข็งแรงใหกับ

โครงเลี้ยงเซลล ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก PCL เพียงอยางเดียวจะใชเวลาในการยอยสลาย

ประมาณ 24 - 36 เดือนในสารละลาย Fibroblast ดังที่กลาวไวในตอนตนแลว แตเมื่อใชพอลิเมอร

ผสม เชน ผสมกับ Poly-D,L-Lactide จะใชระยะเวลาในการยอย สลายเริ่มตนที่ประมาณ 3 เดือน 

(Elfick A.P.D., 2002; Hutmacher D.W., 2000; Hutmacher et al., 2001; Lu L. et al., 2001; 

Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) 

ในการใช PCL เปนโครงเลี้ยงเซลล โดยทําการเลี้ยง Fibroblast ที่ความเขมขน 15 x 106 

เซลลตอมิลลิลิตร ในสัปดาหแรก Fibroblast มีการแบงตัวอยางรวดเร็ว และเซลลมีการจัดเรียงตัว

แบบ Multilayer และในสัปดาหที่สอง Fibroblast เร่ิมสรางเมตริกซภายนอกเซลล และเริ่มจัดเรียง

รูปรางเปนเนื้อเยื่อ  และมีการจัดเรียงรูปรางเปนเนื้อเยื่อโดยสมบูรณ  เมื่อถึงสัปดาหที่  4 

(Hutmacher et al., 2001) 

 
2.3.4 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polyglycolic acid (Polyglycolic acid scaffold) 
Polyglycolic acid (รูปที่ 2.7) พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว (Aliphatic Polymer) 

จัดอยูในกลุมพอลิเอสเตอร (Lu L. et al., 2001) ผลิตไดจากปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันของ cyclic 
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glycolide ซึ่งมีโครงสรางเปนวงของไดเมอรของ glycolic acid ที่175°C โดยมี Stannous octoate 

เปนตัวเรงปฏิกิริยา (Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) 

Polyglycolic acid ที่นํามาใชงานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนมีมวลโมเลกุล

ประมาณ 100,000 (Ishuag-Riley S.L., et al., 1999) มีจุดหลอมเหลว (Tm) ที่ 225 – 230˚C 

(Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) ในขณะที่ Polyglycolic acid มีความพรุนที่ 50 - 97% 

(Schreiber R.E., et al., 1999) มีคาโมดูลัสแรงดึง (Tensile Modulus) ที่ 7000 MPa ซึ่งขึ้นกับ

วิธีการขึ้นรูปของโครงเลี้ยงเซลล (Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003)  

 คุณสมบัติเชิงชีวภาพของ Polyglycolic acid มีระยะเวลาในการยอยสลายที่ 6 – 12 เดือน

ในสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) โดยที่การสลายตัวของ Polyglycolic acid จะได

มอนอเมอรชื่อวา Glycolic Acid ซึ่งเปนสารเมตาบอไลทตามธรรมชาติ ดังนั้นในการใชงานทางดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน จึงสามารถใช ได โดยไมมีผลจากปญหาดานความเขากันไดทาง

ชีวภาพ (Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) 

 การใชงานของ Polyglycolic acid มักนําไปใชในรูปของ โคพอลิเมอรกับ Polylactic acid 

มากกวาที่จะใชงานในรูปของ Polyglycolic acid อยางเดียว เนื่องจาก โครงสรางที่เปนผลึกสูงและ

ยากตอการละลายในตัวทําละลายอินทรียโดยทั่วไป ซึ่ง Polyglycolic acid สามารถละลายไดดีใน

ตัวทําละลายอินทรียที่มีฟลูออรีนในโครงสรางเปนจํานวนมากเชน Hexafluoro Isopropanol โครง

เล้ียงเซลลที่ผลิตจาก Polyglycolic acid จะใหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลในชวงตนและสราง 

Extracellular Matrix  ที่สูงและมีการสงเสริมการเปลี่ยนรูป (Differentiate) ของเซลลกระดูกออน  

(Lu L. et al., 2001)  

 จากการศึกษาของ Freed L.E. และคณะ (ตารางที่ 2.2) ทําการศึกษาการเลี้ยงเซลลกระดกู

ออนโดยใชโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก Polyglycolic acid โดยเลี้ยงเซลลที่ความเขมขนเริ่มตนที่ 6 x 

106 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งมีการแบงเซลลเพิ่มข้ึนเปน 7.65 – 10.7 x 106 เซลลตอโครงเลี้ยง

เซลลในเวลา 8 สัปดาห ซึ่งทําการเลี้ยงใน จานเลี้ยงเซลลบน Orbital shaker (Freed L.E., et al., 

1994) 

จากการศึกษาของ Vunjak-Novakovic G. และคณะ ทําการศึกษาการเลี้ยงเซลลกระดูก

ออนโดยใชโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก Polyglycolic acid เชนเดียวกับ Freed L.E. โดยเลี้ยงเซลลที่

ความเขมขนเริ่มตนที่ 7 x 106 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งทําการเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลและ 

Spinner Flask ปรากฏวาในเวลา 8 สัปดาห เซลลมีการแบงตัวเพิ่มข้ึนเปน 11.5 x 106 และ 21 x 

106 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล สําหรับการเลี้ยงเซลลในจานลี้ยงเซลลและ Spinner Flask ตามลําดับ 

(Vunjak-Novakovic G., et al., 1996) 
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จากการศึกษาของ Ishuag-Riley S.L. และคณะ ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนบนแผนฟลม 

Polyglycolic acid และ Polyglycolic-co-trimethylene carbonate นาน 3 สัปดาห พบวา มี

จํานวนเซลลที่เกาะบนแผนฟลม 29.6 x 103 และ 30 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร ตามลําดับ 

จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 6.5 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร (Ishuag-Riley S.L., et al., 1999) 

จากการศึกษาของ Schreiber R.E. และคณะ ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนที่ความเขมขน

เร่ิมตนที่ 15 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร บนโครงเลี้ยงเซลลที่มีความพรุน 97% เปนเวลา 6 สัปดาห 

พบวา มี Glycosaminoglycan เกิดขึ้น 21.6% โดยน้ําหนักแหง และมีคอลลาเจนเกิดขึ้น 8.2% โดย

น้ําหนักแหง (Schreiber R.E., et al., 1999) 

 
2.3.5 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polylactic acid (Polylactic acid Scaffold) 
Polylactic acid (รูปที่ 2.7) พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว (Aliphatic Polymer) 

จัดอยูในกลุมพอลิเอสเตอร (Lu L. et al., 2001) ซึ่งมีโครงสรางเปนแบบ D และ L ที่เกิดจาก 

Stereo isomer ซึ่งผลิตไดจากปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันของ cyclic lactlide ซึ่งมีโครงสรางเปนวง

ของไดเมอรของ lactic acid ที่175°C โดยมี Stannous octoate เปนตัวเรงปฏิกิริยา (Gunatillake 

P.A. and Adhikari R., 2003) เชนเดียวกับ polyglycolic acid 

Polylactic acid ที่นํามาใชงานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน มีจุดหลอมเหลว (Tm) 

ที่ 173 – 178˚C (Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) มีคาโมดูลัสแรงดึง (Tensile 

Modulus) ที่ 2000 - 3000 MPa ซึ่งขึ้นกับวิธีการขึ้นรูปของโครงเลี้ยงเซลล (Gunatillake P.A. and 

Adhikari R., 2003)  

 คุณสมบัติเชิงชีวภาพของ Polyglycolic acid มีระยะเวลาในการยอยสลายที่ 36 – 48 

เดือน ในสารละลาย PBS (Hutmacher D.W., 2000; Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) 

โดยที่การสลายตัวของ Polylactic acid จะไดมอนอเมอรชื่อวา lactic Acid ซึ่งเปนสารเมตาบอไลท

ตามธรรมชาติ ดังนั้นในการใชงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน อีกทั้งไดรับการรับรองจาก

องคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาในดานการใชงานดานการแพทย จึงสามารถใช ได 

โดยไมมีผลจากปญหาดานความเขากันไดทางชีวภาพ  

 ในดานการประยุกตใชงานของเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก Polylactic acid นั้นมักใชงาน

เหมือนกับโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก Polyglycolic acid แตใหคุณสมบัติการแบงเซลลดีกวา 

polyglycolic acid และเนื่องดวยคุณสมบัติที่คลายคลึงกัน จึงเหมาะกับการรักษากระดูกออนใน

รางกายเพียงแตการยอยสลายของ Polylactic acid นานกวา polyglycolic acid เนื่องจาก

โครงสรางที่ไมชอบน้ํามากกวา Polyglycolic acid จึงมักนํามาใชเปนโครงเลี้ยงเซลลสําหรับกระดูก

ออนขอตอเพื่อใหรูปรางยังคงอยู (Lu L. et al., 2001)  



 25 

 จากการศึกษาของ Chu C.R. และคณะ ทําการเลี้ยง Perichondrium ในโครงเลี้ยงเซลล

จาก Polylactic acid (ADD Cube) ในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลา 3 สัปดาห ที่ความเขมขนเซลล

เร่ิมตน 800 x 103 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล ปรากฏวาจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนเปน 1.2 – 2 x 106 เซลล

ตอโครงเลี้ยงเซลล และทําการทดลองอีกครั้งโดยเลี้ยงในกระตายตออีกเปนเวลา 1 ป โดยความ

เขมขนเซลลเร่ิมตนที่ 200 x 103 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล หลังจากการเลี้ยงในกระตายเปนเวลา 1 ป 

พบวา ปริมาณของ คอลลาเจนชนิด II เพิ่มข้ึนจาก 19% เปน 82% โดยน้ําหนักแหง (Chu C.R., et 

al., 1995, 1997) 

จากการศึกษาของ Ishuag-Riley S.L. และคณะ ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนบนแผนฟลม 

Polylactic acid และ poly-D,L-lactic acid นาน 3 สัปดาห พบวา มีจํานวนเซลลที่เกาะบน

แผนฟลม 9.6 x 103 และ 24 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร ตามลําดับ จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 

6.5 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร และทําเลี้ยงบนแผนฟลม Polylactic acid co 

polycaprolactone ในอัตราสวน polylactic acid ตอ polycaprolactone ที่ 9:91 และ 90:10  

พบวา มีจํานวนเซลลที่เกาะบนแผนฟลม 10.4 x 103 และ 18.8 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร 

ตามลําดับ จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 6.5 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร (Ishuag-Riley S.L., et al., 

1999) 

จากการศึกษาของ Dounchis J.S. และคณะ ทําการเลี้ยง Perichondrium ในโครงเลี้ยง

เซลลจาก polylactic acid (ADDTM Cube) เชนเดียวกัน โดยที่ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที่ 100 – 

150 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร ทําการเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลา 4 วัน และทําการเลี้ยงใน

สัตวทดลองเปนเวลา 1 ป ปรากฏวา จํานวนเซลลเพิ่มข้ึนเปน 110 – 165 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร 

และปริมาณของคอลลาเจนชนิด II เพิ่มข้ึนเปน 75% ของปริมาณของคอลลาเจนชนิด II ในกระดูก

ออนปกติ (Dounchis J.S. et al., 2000) 

 
2.3.6 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polylactic co glycolic acid (Polylactic co glycolic acid 

scaffold) 
 เปนโคพอลิเมอรของ polyglycolic acid และ polylactic acid ในอัตราสวนตางๆ (ถา

ตองการใหมีระยะเวลาในการยอยสลายนานอัตราสวนของ polylactic acid จะมากกวา 

polyglycolic acid) โดยโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้เปนการรวมขอดีของพอลิเมอรทั้งสองชนิดนี้ คือ มี

ความแข็งแรงสูง สงเสริมการเจริญเติบโตและการแบงตัวของเซลล เรงการสราง ECM 

 ดานคุณสมบัติตางๆ ของโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้อยูระหวาง polyglycolic acid และ 

polylactic acid ซึ่งขึ้นอยูกับอัตราสวนของ พอลิเมอรทั้งสองชนิดในโครงเลี้ยงเซลล 
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 จากตารางที่ 2.2 จากการศึกษาของ Ishuag-Riley S.L. และคณะ  ทําการเลี้ยงเซลล

กระดูกออนบนแผนฟลม Polylactic co glycolic acid ที่อัตราสวนระหวาง Polyglycolic acid ตอ 

polylactic acid ที่ 15:85 นาน 3 สัปดาห ที่ความเขมขนเซลลเร่ิมตน 6.5 x 103 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร พบวา มีจํานวนเซลลที่เกาะบนแผนฟลม 18.8 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร 

(Ishuag-Riley S.L., et al., 1999) 

จากการศึกษาของ Iwasaki Y. และคณะ ทําการเลี้ยง Fibroblast ที่ความเขมขนเริ่มตน 

17.7 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร ทําการเลี้ยงบนแผน Polylactic co glycolic acid ในจาน

เล้ียงเซลลนาน 2 วัน ปรากฏวามีจํานวนเซลลที่เกาะบนแผนลดลงเปน 15 x 103 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร และเมื่อทําการเลี้ยงบนแผน Polylactic co glycolic acid co 2-metacryloyloxyethyl 

phosphorylcholine ปรากฏวา จํานวนเซลลที่เกาะลดลงเปน 8 – 11 x 103 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร (Iwasaki Y. et al., 2002) 

 
 2.3.7 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polypropylene fumarate (Polypropylene fumarate) 
 Polypropylene fumarate (รูปที่ 2.7) เปน พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว 

(Aliphatic Polymer) จัดอยูในกลุมพอลิเอสเตอรที่มีความไมอ่ิมตัว (Unsaturated) ที่หมูของ 

Fumarate ทําใหเกิดการเชื่อมตอกับพอลิเมอรหรือโมเลกุลชนิดอื่นได เชน Polyethylene glycol, 

β-tricalcium phosphate ซึ่งการใชงานจะอยูในรูปของเจล 

 คุณสมบัติของ Polypropylene fumarate มีคาโมดูลัสการอัดที่ 2 – 30 MPa มีระยะเวลา

ในการยอยสลายเริ่มตนที่ 3 เดือน ในสารละลาย PBS (Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) 

โดยที่การสลายตัวของ Polypropylene fumarate จะไดมอนอเมอรชื่อวา Fumaric acid, 

Propylene glycol และ polyacrylic acid-co-fumaric acid ซึ่งเปนสารเมตาบอไลทตามธรรมชาติ 

ดังนั้นในการใชงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน อีกทั้งไดรับการรับรองจากองคการอาหาร

และยาของประเทศสหรัฐอเมริกาในดานการใชงานดานการแพทย จึงสามารถใช ได โดยไมมีผล

จากปญหาดานความเขากันไดทางชีวภาพ  

 จากตารางที่ 2.2 จากการศึกษาของ Peter S.J. และคณะ ไดทําการเลี้ยง Sprange-

Dawley rat's femur & tibias ในโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้ โดยที่ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที่ 53 x 

103 เซลลตอมิลลิลิตร และทําการเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลา 4 สัปดาห ปรากฏวา จาํนวนเซลล

เพิ่มข้ึนเปน 103 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร และมี Glycosaminoglycan เกิดขึ้น (Peter S.J. et al., 

2000) 
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 2.3.8 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polyethylene Oxide (Polyethylene Oxide Scaffold)  
Polyethylene Oxide (รูปที่ 2.7) เปน พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว (Aliphatic 

Polymer) จัดอยูในกลุม Polyether ซึ่งการใชงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อใชที่มวลโมเลกุล 

20,000 – 100,000 และใชงานในรูปของของเจล โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง ซึ่งการขึ้นรูปเจลนั้นทํา

โดยการ Crosslink กับสารอ่ืน เชนเดียวกับ Polypropylene fumarate การยอยสลายของ 

Polyethylene oxide นั้นสามารถยอยสลายไดโดยการดูดซับจากเนื้อเยื่อภายในเวลา 6 – 8 สัปดาห 

(Sims C.D., et al., 1996) 

จากตารางที่ 2.2 จากการศึกษาของ Sims C.D. และคณะ (Sims C.D., et al., 1996) ได

ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนจากลูกวัว โดยผสมกับ Polyethylene oxide แลวฉีดเขาไปใน Nude 

Mouse เปนเวลา 12 สัปดาห พบวา มีการเปลี่ยนแปลงจากเซลลเปนเนื้อเยื่อกระดูกออน และมี 

Glycosaminoglycan เกิดขึ้น คิดเปน 3.54% ของน้ําหนักรวม เมื่อความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที่ 

10 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร และจากการศึกษาของ Elisseeff J. และคณะ ไดทําการเลี้ยงเซลล

กระดูกออนจากวัว โดยทําการผสมกับเจลของ Polyethylene Oxide ที่ความเขมขน 50 x 106 เซลล

ตอมิลลิลิตร ปรากฏวามีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึน 30 – 40% มีอัตราสะสมของ Proteoglycan และ 

Collagen ที่ 1.5 – 2.8% และ 5 – 6.5% ตามลําดับ (Elisseeff J., et al., 1999) 

 
2.3.9 โครงเลี้ยงเซลลจากพอลิเมอรอ่ืนๆ 
นอกจากพอลิเมอรที่กลาวมาแลว ยังมีพอลิเมอรชนิดอ่ืนๆ ที่ใชในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล 

แตไมไดมีการใชงานอยางแพรหลาย เชน Polydioxanone, Polyethylene glycol และ 

Polyrotaxane 

Polydioxanone ใชงานในรูปของแผนฟลมที่มีเซลลเกาะอยูที่ฟลมและจากการศึกษาของ 

Ishuag-Riley ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนบนแผนฟลม Polydioxanone นาน 3 สัปดาห พบวา มี

จํานวนเซลลที่เกาะบนแผนฟลม 29.6 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 6.5 

x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร (Ishuag-Riley S.L., et al., 1999) 

Polyethylene glycol โดยมากมักเปนวัสดุที่ใชในการเคลือบเม็ดยา ซึ่งในดานการใชงาน

ดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อจะอยูในรูปของเจลโดยการ Crosslink กับสารอ่ืน จากการศึกษาของ 

Watanabe J. และคณะ ไดทําการเลี้ยง Fibroblast ใน Polyethylene glycol ที่ Crosslink กับ 

Polyrotaxane ในจานเลี้ยงเซลลนาน 3 วัน ที่ความเขมขนเริ่มตน 50 x 103 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร ปรากฏวามีจํานวนเซลลที่เกาะบนเจลลดลงเปน 32 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร 

(Watanabe J. et al., 2002) 
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Polyrotaxane เปนพอลิเมอรของ α-Cyclodextrin ที่มาตอกันเปนสายสรอยโดย α-

Cyclodextrin เปรียบเหมือนเม็ดลูกปดในสายสรอย จากการศึกษาของ Tachaboonyakiat W. และ

คณะ ไดทําการเลี้ยงกระดูกออนของกระตาย โดยใช Cholesterol เปนโมเลกุลยึดเกาะ (Adhesion 

Molecule) ใหเซลลเขามาเกาะที่โครงเลี้ยงเซลล โดยทําการเลี้ยงเซลลที่ความเขมขนเริ่มตน 100 x 

103 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล ในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลา 28 วัน ปรากฏวามีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนเปน 

1 – 1.2 x 106 เซลลตอโครงลี้ยงเซลล (Tachaboonyakiat W. et al., 2003) 

 

2.4 การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล 
 
 โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพนั้นถูกยอยสลายโดย

ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) (Liu L., et al., 2000, Li S., et al., 2002, and, Lanza R.P., 

Langer R., and Vacanti P., ) กลาวคือ โมเลกุลของน้ําไปลดขนาดของพอลิเมอรใหมีขนาดเล็กลง 

และยอยเปนมอนอเมอรในที่สุด ซึ่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนี้สามารถเกิดขึ้นไดเองแตจะใชเวลาในการ

เกิดนาน (Kweon H.Y. et al., 2003) แตโดยมากแลวปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เกิดขึ้นภายในรางกาย

หรือจากการยอยสลายโดยใชจุลชีพ ปฏิกิริยาจะถูกเรงโดยใชเอนไซมที่อยูในรางกายหรือในจุลชีพ

นั้นๆ โดยเอนไซมแตละชนิดจะทําการยอยพอลิเมอรแตละชนิดที่มีโครงสรางแตกตางกันไปเชน 

Lysozyme สามารถยเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไคโตซานไดแตไมสามารถเรงปฏิกิริยาของ Poly-

ε-caprolactone ได ซึ่งการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ Poly-ε-caprolactone สามารถทําไดโดย

ใชเอนไซม Lipase เปนตน 

 การยอยสลายทางชีวภาพของ PCL นั้นจากการศึกษาของ Hutmacher D.W. และ Kweon 

H.Y. และคณะ พบวาอัตราการยอยสลายของ PCL โดยไมใชเอนไซมมีอัตราการยอยสลายอยูที่ 24 

– 36 เดือน (Kweon H.Y. et al., 2003) ดังที่กลาวไวขางตนแลว แตในกรณีที่ใชเอนไซม ซึ่ง

ทําการศึกษาโดย Liu L. และคณะ และ Li S. และคณะ) พบวาการยอยสลายของฟลม PCL โดยใช

เอนไซม Lipase จาก Pseudomonas ที่ความเขมขน 8,000 U/l สามารถยอยสลายไดถึง 78.4 – 

80% ภายในเวลา 48 – 72 ชั่วโมง ซึ่งชี้ใหเห็นวาการยอยสลายโดยใชเอนไซม Lipase นี้สามารถลด

ระยะเวลาการยอยสลายของ PCL ไดอยางมาก(Liu L., et al., 2000, Li S., et al., 2002) โดยที่

ความเขมขนของเอนไซมที่ใชทําการทดลองมีคามากกวาความเขมขนของเอนไซมที่อยูในรางกาย

มนุษยถึง 270 เทาโดยประมาณ ในขณะที่ความเขมขนของเอนไซม Lipase ในเลือดมีคาอยูที่ 30 

U/l (Burtis C.A. and Ashwood E.R., 1994) 



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เซลลและสัตวทดลอง 
 

1. เซลลกระดูกออนของผูบริจาคบริเวณซี่โครง (Rib cartilage) ที่เสียชีวิตแลวไมเกิน 8 

ชั่วโมง (รูปที่  3.1) 

2. หนทูดลองชนดิ Nude mouse (BALB/C-nu) อายุ 4 – 5 สัปดาหเพศเมีย จากสาํนกั

สัตวทดลองแหงชาติ มหาวทิยาลยัมหิดล (รูปที่ 3.2) 

3.2 เคมีภัณฑ 

 
1. กรดแอซิติกเขมขน จากบริษทั APS Finechem, Seven Hills, Australia 

2. Antibiotic (L-Glutamine /Penicillin/Streptomycin)† จากบริษทั Sigma-Aldrich, 

St. Louis, USA 

3. Antifungal (Fungizone)  

4. Calcium Chloride จากบรษิัท APS Finechem, Seven Hills, Australia 

5. Calf Skin Collagen† จากบริษัท Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

6. Cloxa M.H. (Antibiotics) จากบริษทั M&H Manufacturing, Samutprakarn, 

Thailand 

7. Collagenase Type II† จากบริษัท Invitrogen Corp., Auckland, NZ 

8. Ethanol 70% จากฝายเภสชักรรม โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ 

9. Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), trisodium salt จากบริษทั Sigma-

Aldrich, St. Louis, USA 

10. Fetal Bovine Serum (FBS) จากบรษิัท Invitrogen Corp., Paisley, UK 

11. Fibroblast Growth Factor (FGF) จากบรษิัท Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

12. Gentamycin (Antibiotics)  จากบรษิัท M&H Manufacturing, Samutprakarn, 

Thailand 

                                                           
†
 ดูหมายเหตุของเคมีภัณฑและหมายเลขสารเคมี (Catalog Number) ท่ีภาคผนวก ก. 



 30 

 

 
รูปที่ 3.1 กระดูกออนบริเวณซี่โครงของมนุษย 

 

 
รูปที่ 3.2 หนูทดลอง Nude Mouse (BALB/c-nu) เพศเมียอาย ุ5 สัปดาห 
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13. Glutaraldehyde จากบริษัท APS Finechem, Seven Hills, Australia 

14. HAM – F12 (Nutrient Mixer) † จากบริษทั Invitrogen Corp., Auckland, NZ 

15. L-Ascorbic Acid จากบริษทั Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

16. Lipase จากบริษัท Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

17. Magnesium Chloride hexahydrate จากบริษัท Carlo Erba, Italy 

18. Normal Saline Solution (NSS) จากบริษทั General Hospital Products, 

Patumthani, Thailand 

19. Paraformaldehyde จากบริษัท Sigma Chem, St. Louis, USA 

20. Phosphate Buffer Saline (PBS)† จากบริษัท Invitrogen Corp., Paisley, UK 

21. Polycaprolactone (MW = 65,000) จากบริษัท Aldrich Chemical Corp., 

Milwaukee, WI, USA 

22. Potassium Phosphate monobasic จากบริษัท APS Finechem, Seven Hills, 

Australia 

23. Sodium Alginate† จากบริษัท Sigma-Aldrich, St. Louis, USA 

24. Sodium Chloride จากบริษทั APS Finechem, Seven Hills, Australia 

25. Sodium Hydroxide (Flake) จากบรษิัท Merck, Darmstadt, Germany 

26. Sodium Phosphate dibasic จากบรษิัท Sigma-Aldrich Laborchemikelien, 

Germany 

27. Sodium Phosphate monobasic จากบรษิัท Antibioticos, Spain 

28. Sulperazon จากบริษทั Pfizer, Italy 

29. Trypan Blue 0.4% จากบรษิัท Gibco RBL, USA 

30. Trypsin – EDTA† จากบริษทั Invitrogen Corp., Canada 

31. ผงชูรส (Monosodium Glutamate) จากบริษัท อายิโนะโมะโตะ (ประเทศไทย) จํากัด 

3.3 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
 

1. เครื่องชั่ง 4 ตาํแหนง (4-digit balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

2. เครื่องชั่ง 5 ตาํแหนง (5-digit balance) รุน AE 240 ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

3. แทงกวนแมเหล็กและแผนใหความรอน (Magnetic stirrer/hot plate) รุน RCT Basic 

ของบริษัท Ika labortechnik, Germany 
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4. เครื่องฆาเชื้อดวยไอน้ําความดันสูง (Autoclave) รุน HVE 25/50 ของบริษัท 

Hirayama, Japan 

5. เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge) รุน GPR ของบริษัท Beckman 

6. ตูอบ (Oven) อุณหภูมิ 45 – 65°C 

7. ตูเย็น (Refrigerator)  

8. เครื่อง Freeze Dry รุน Freezone 450 ของบริษัท Labconco 

9. ตูเพาะเชื้อ (Incubator) 

10. CO2 Incubator แบบ 3336 ของบริษัท Forma Scientific  

11. อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน 1235 PC ของบริษัท Shel-Lab 

12. ตูแชเย็นอุณหภูมิต่ํา (Deep freeze) ของบริษัท Revco 

13. Laminar flow hood รุน BH 18 ของบริษัท Labcaire 

 
 

3.4 อุปกรณที่ใชในการเลี้ยงสัตวทดลอง 
 

1. กรงพลาสติก  

2. วัสดุรองนอน 

3. ขวดน้ําพรอมหลอด 

4. ตัวกรองอากาศพรอมแผนกรองขนาด 0.2 ไมครอน 

3.5 อุปกรณที่ใชทดสอบตัวอยาง 

 3.5.1. กลองจุลทรรศน (Microscope) 
 กลองจุลทรรศนที่ใช เปนรุน DMIL จากบริษัท Leica และรุน Phase Contrast-2 จาก

บริษัท Nikon ของ Cellular Immunology Laboratory สาขาวิชาโรคภูมิแพและภูมิคุมกันทาง

คลินิก ภาควชิาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร เปนเครื่องมือที่ใชตรวจสอบรูปรางและลักษณะ

ของเซลล ประกอบดวยสวนที่เปนเลนสใกลตาและเลนสใกลวัตถ ุ ซึง่กําลงัขยายสามารถขยายได

ตั้งแต 100 ถึง 400 เทา ข้ึนอยูกับบริษทัผูผลิตวาจะติดตั้งเลนสแบบใดมาพรอมกับกลอง 

3.5.2. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope 
หรือ SEM)  

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (JEOL รุน JSM-5400) ของศูนยเครื่องมือวิเคราะห ภาควิชา

วิศวกรรมเคม ี คณะวิศวกรรมศาสตร ซึ่งเปนเครื่องมอืในการศึกษาและวิเคราะหพื้นผวิของวัสดุ 
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ประกอบดวยสวนประกอบสําคัญคือ ระบบผลติลําอิเล็กตรอน ระบบการจับและถายทอด

สัญญาณ และระบบการถายทอดสัญญาณ กําลังขยายที่ 10 ถึง 300,000 เทา ที่ความดันไฟฟา 1 

ถึง 40 กิโลโวลต และตองมีการฉาบผวิหนาดวยทองคํา (Gold coating) ดวยเครื่อง Ion 

Sputtering (JEOL รุน JFC-1100E) กอนการทดสอบ 

3.5.3 สไลดนับเซลล (Haemacytometer) 
สไลดนับเซลลที่ใชเปนรุน Spencer Bright-Line จากบริษัท AO Optical เปนเครื่องมือที่

ใชวัดความเขมขนของเซลลโดยการประมาณ ซึ่งอยูบนสมมติฐานที่เซลลในสารผสมมีการกระจาย

ตัวอยางอิสระและมีความเขมขนของเซลลเทากัน ซึ่งจะทาํการเจือจางตัวอยางจากสารผสมทีม่ี

เซลลผสมอยูและยอมสีเซลล เมื่อทาํการนบัเสร็จส้ินจึงคณูกลับใหเปนปริมาตรที่ตองการ 

3.5.4 เครื่อง Universal Testing Machine 
เครื่อง Universal Testing Machine เปนรุน LLOYD 500 ของ ภาควชิาวัสดุศาสตร คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเครื่องที่ใชวัดสมบัติเชงิกลของวัสดุ โดยใช Load Cell 

ที่ 100 นิวตัน  

3.5.5 เครื่อง Thermogravimetric Analysis (TGA) 
TGA ที่ใชเปนรุน Pyris Diamond TG-DTA ของบริษัท Perkin Elmer ของศูนยเครื่องมือ

กลาง วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมีเปนเครื่องมอืที่ใชในการวิเคราะหอัตราการเปลี่ยนแปลง

ของน้ําหนักของตัวอยางที่เปนฟงกชนักับอุณหภูมิหรือเวลา โดยทัว่ไปเครื่อง TGA ใชในการ

วิเคราะหหาอณุหภูมิในการสลายตัวของพอลิเมอร, ปริมาณของน้าํในพอลิเมอรและ ปริมาณของ

สารอื่นในพอลิเมอร 

3.5.6 เครื่อง Differential Scanning Calorimetry (DSC) 
เครื่อง DSC ที่ใชเปนรุน DSC822e ของบริษัท Mettler Toldeto ของศูนยเครื่องมอืกลาง 

วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมีเปนเครื่องมือที่ใชวิเคราะหการเปลีย่นแปลงของวัสดุกับความ

รอนที่ใช เครื่อง DSC นีส้ามารถวัดปริมาณความรอนที่ใชไปในกระบวนการทั้งกระบวนการดูด

ความรอนและกระบวนการคายความรอน โดยมากเครื่อง DSC นิยมใชในการวิเคราะหหาอุณหภมูิ

เปลี่ยนสถานะคลายแกว (Glass transition temperature) จุดหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของ

พอลิเมอร คาความรอนที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึก (ΔHf) (Gan Z., et al., 1997) 

การเตรียมตัวอยางโดยการวิเคราะหดวยเครื่อง DSC นี้ เตรียมโดยตัดโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือและ

ผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ที่ความเขมขนของสารละลาย PCL 30% ในคลอโรฟอรม ที่ใช

เวลาในการยอยสลายตางๆ กัน เนื่องจากโครงเลีย้งเซลลชนิดนีเ้ปนชนิดเดียวกบัที่ใชเลี้ยงเซลล 
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โดยชิ้นตัวอยาง จะผานการอัดกดเพื่อใหไดเปนแผนบาง โดยมนี้ําหนกัของชิ้นตวัอยางที่ 3 ± 0.3 

มิลลิกรัม โดยวางชิ้นตวัอยางในภาชนะบรรจุตัวอยางที่ทาํจากอลูมิเนียม ใหความรอนแกชิน้

ตัวอยางดวยอตัรา 5 องศาเซลเซียสตอนาที ในชวงอุณหภูมิ 30 – 100 องศาเซลเซยีส 

 

3.6 ขั้นตอนการทดลอง 

3.6.1 การสกดัแยกเซลลกระดูกออนจากเนื้อเยื่อกระดูกออน 
1. นํากระดูกออนที่ไดรับ แชในยาฆาเชื้อ (สารละลายเบตาดีน) เปนเวลา 30 

นาที 

2. ตัดใหเปนชิ้นขนาดยาว 3 เซนติเมตร เสนผานศูนยกลาง 1 เซนติเมตร โดยทํา

การลอกกลามเนื้อที่หุมออก 

3. แชในสารละลายของยาปฏิชีวนะ (Cloxa และ Gentamycin) และยาฆาเชื้อ

รา (Sulperazon)  

4. หั่นชิ้นกระดูกออนใหมีขนาด 0.5 x 0.5 x 0.5 ลูกบาศกเซนติเมตร จากนั้นแช

ในสารละลาย Collagenase 0.3% (w/v) (ดูวิธีการเตรียมที่ ภาคผนวก ข.) ไว

อยางนอย 12 ชั่วโมง 

5. ดูดสวนที่เปนน้ํา แลวนํามากรองดวยตัวกรองขนาด 70 ไมครอน ลางสวนที่

เปนตะกอนดานลางดวย สารละลาย PBS จากนั้นทําการกรองน้ําที่ลางได 

อีกครั้งหนึ่ง 

6. นําสวนที่กรองได ผสมกับสารละลาย PBS แลวนําไปปนแยกเซลล ที่

ความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จะไดชั้นเซลลตกตะกอน 

7. ดูดสวนที่เปนน้ําใสออก และลางเซลลดวยสารละลาย PBS จากนั้นทําการ

ปนแยกเซลลที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาที ทําข้ันตอนนี้ซ้ําอีก 2 คร้ัง 

8. ดูดสวนที่เปนน้ําใสทิ้ง และทําการนับจํานวนเซลล ปรับปริมาณเซลล เพื่อทํา
การเพิ่มจํานวนเซลลในจานเลี้ยงเซลลตอไป 

 

3.6.2 การเลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลล 
เปนขั้นตอนแรกในการเพาะเลี้ยงเซลล กลาวคือ เมื่อสกัดแยกเซลลกระดูกออนไดแลว 

จากนั้นทําการเพาะเลี้ยงในจานเลีย้งเซลลที่มีคอลลาเจนเคลือบอยู (Collagen coated plate) (ดู

วิธีการเตรียมที่ภาคผนวก ข.) ใหมีจาํนวนเซลลตามทีต่องการ จากนั้นจงึนําเซลลไปเล้ียงบนโครง

เลี้ยงเซลลตอไป ซึ่งวิธีการเลีย้งเซลลในจานเลี้ยงเซลล มดีังนี ้
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1. นําเซลลกระดกูออนแชในอาหารเลี้ยงเซลล (Media) ซึ่งประกอบดวย Fetal 

Bovine Serum (FBS), HAM F-12 Nutrient mixer และ Antibiotic (ดูวิธีการ

เตรียมที่ ภาคผนวก ข.) 

2. ทําการนับเซลลกระดูกออน โดยใชสี Trypan Blue 0.2% เปนสยีอมเซลล ซึ่งไม

ติดสีน้ําเงนิในเซลลกระดูกออนที่มชีีวิต เพือ่ทําการนับโดยใช Haemacytometer  

3. ทําการปรับจํานวนเซลล ใหมีความเขมขนของเซลล (จาํนวนเซลลตอปริมาตร) ที่ 

2x 105 เซลลตอมิลลิลิตร โดยใชอาหารเลีย้งเซลล (HAM F-12 + 10% FBS) 

4. ทําการเลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห ที ่ 37 องศา
เซลเซียสภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5% โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล

สัปดาหละ 2 คร้ัง  

3.6.3 การสรางโครงเลี้ยงเซลล PCL แบบพรนุ 
1. นํา PCL ที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 65,000 ละลายใน คลอโรฟอรมที่ความเขมขน 

30%, 25% และ 20% (w/v)  

2. เมื่อ PCL ละลายหมดแลว จงึผสมกับสารทําใหเกิดรูพรุน (Porogen)  

2.1 หากใชเกลือเปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุน ใชเกลือทีน่้ําหนัก 15 เทาของ

น้ําหนกัของ PCL 

2.2 หากใชเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรุพรุน ใชอัตราสวนของเกลอืตอ

ผงชูรสที่ 1:1 ที่ใหไดน้าํหนกัของเกลือและผงชูรสที่ 15 เทาของน้าํหนัก

ของ PCL 

3. นําสารทีท่ําใหเกิดรูพรุนผสมกับสารละลาย PCL ใหกระจายตัวไดดี 

4. นําสารผสมพอลิเมอร ที่ไดจากขอ 3 เทลงใสแมแบบ (ดูวิธีการผลิตแมแบบไดที่

ภาคผนวก ค) รูปหูที่มีขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 2 ซม. และ หนา 0.35 ซม. (ดังรูปที ่

3.3 (ก) และ 3.3(ข)) และหลอเปนแผนหนาขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 2 ซม. และ

หนา 0.3 ซม. (ดังรูปที่ 3.3 (ค)) 

5. ระเหยคลอโรฟอรมออก เปนเวลาประมาณ 10 – 15 ชั่วโมง โดยทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 

6. แกะโครงเลี้ยงเซลลออกจากพิมพ โดยทําการแกะในน้ําเพื่อปองกันการแตกหัก

ของโครงเลี้ยงเซลล 

7. ลางสารที่ทาํใหเกิดรูพรุนที่ผสมกับ PCL ออก โดยใชน้ํากรอง ที่มีการปนกวน (ใช

เครื่องกวนแมเหล็ก) ตลอดเวลา ซึ่งใชน้ําในการลางประมาณ 100 มิลลิลิตรตอ
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โครงเลี้ยงเซลล 1 อัน และเปลี่ยนน้ําที่ใชในการลาง ที่เวลา 30 นาท,ี 1 ชั่วโมง, 2 

ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง หลังจาก 4 ชัว่โมงแลว ลางตอไปอีกประมาณ 4 – 8 ชั่วโมง 

8. ระเหยน้ําที่ลางออกโดย นาํโครงเลี้ยงเซลลใสในตูดูดความชืน้ (Desiccators) 

นาน 2 วนั 

9. ฆาเชื้อ โดยแชในสารละลาย 70% เอทานอล นาน 30 นาท ีเปนจาํนวน 3 คร้ัง 

10. กอนนําไปใชงานตองทําการระเหยเอทานอลออก โดยทิ้งไวใน Laminar Flow 

Hood ที่มีอากาศไหลผานตลอดเวลา นาน 1 วัน 

 

     
  (ก)          (ข)         (ค) 

รูปที่ 3.3 รูปแมแบบในการหลอโครงเลี้ยงเซลลและโครงเลี้ยงเซลล 

(ก) แมแบบ 

(ข) โครงเลี้ยงเซลลรูปใบหู 

(ค) โครงเลี้ยงเซลลแบบแผนหนา 
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3.6.4 วิธีการเพาะเซลล (Seeding) ลงในโครงเลีย้งเซลล PCL-Alginate  
การผลิตโครงเลี้ยงเซลลโดยใชพอลิเมอรผสม โดยใช PCL และ Alginate เปนวิธีทีค่ิดคน

ข้ึนซึ่งใชขอดีของพอลิเมอรแตละชนิดมาประกอบกัน คือโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก PCL นัน้ชวยใน

การเพิม่จํานวนของเซลล และโครงเลี้ยงเซลลจาก Alginate ชวยให มีการกระจายตัวของเซลลทัว่

โครงเลี้ยงเซลลและชวยในการเปลี่ยนแปลงรูปรางจากเซลลกระดูกออนเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนได

ดี  

1. เตรียมโครงเลีย้งเซลลจาก PCL แบบพรุน 

2. เตรียมสารละลาย Sodium Alginate 5%(w/v) ในสารละลาย 0.9% NSS เพื่อ

นําไปผสมกับเซลลกระดูกออนและอาหาร โดยทาํการผสมใหไดความเขมขนของ

เซลลที่ 25 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร และใหไดความเขมขนสุดทายของ Alginate 

ที่ 1.2% 

3. ฉีดสารละลายเซลลใน Alginate ลงในพมิพทีม่ีโครงเลีย้งเซลลจาก PCL อยู โดย

ใชหลอดฉีดยาขนาด 1 ซม3 และ เข็มเบอร 27 

4. คอยๆ หยดสารละลาย CaCl2 ที่ความเขมขน 102 mM ลงในแบบเพื่อใหเกิดการ 

Crosslink ทําให Alginate เปลี่ยนรูปไปเปนเจล 

5. ทิ้งไวประมาณ 1 นาท ีเพื่อใหเปลี่ยนรูปไปเปนเจลเกิดไดทั่วทั้งแบบ 

6. นํามาเลี้ยงจนกระทัง่เซลลเจริญเติบโตทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งใชเวลาประมาณ 

1 สัปดาห 

3.6.5 การเลีย้งเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย (in vitro culture) 
หลังจากเลีย้งเซลลในจานเลีย้งเซลล ใหไดเซลลในปริมาณที่ตองการ จากนั้นทําการเพาะ

เซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลทีค่วามเขมขนเริ่มตนที่ 20 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร เพื่อใหเซลล

เจริญเติบโตบนโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งมีลักษณะคลายกับโครงสรางที่จะนําไปใสใน

รางกาย เพื่อใหกลุมเซลลที่ฉีดลงไปนัน้สามารถเกาะกลุมเปนเนื้อเยื่อที่มีลักษณะตามที่ตองการ 

โดยทัว่ไปการเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเลี้ยงนาน 1 สัปดาห โดยเลีย้งในอาหารเชนเดียวกับการ

เลี้ยงเซลลในจานเลีย้งเซลล ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 

5% ในขวดเลีย้งเซลลขนาด 25 มิลลิลิตร ดังแสดงในรูปที่ 3.4 โดยทําการเติมอาหารทุกวนั วันละ 3 

มิลลิลิตร เพื่อปองกนัไมใหเซลลหลุดจากโครงเลี้ยงเซลลจึงไมมีการดูดอาหารออก  

3.6.6 การเลีย้งเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในสัตวทดลอง (in vivo culture) 
หลังจากการเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลล (Petri Dish) หรือวิธีการเลี้ยง

ภายนอกรางกาย เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห จงึทาํการเลีย้งในสตัวทดลอง ซึ่งในงานวิจัยนี้ใช 
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Nude Mice (BALB/c-nu) เปนสัตวทดลอง โดยใช Nude Mice ที่มีอายุประมาณ 4 – 5 สัปดาห

เปนสัตวทดลอง โดยในการทดลองไดทําการปลูกถาย (Implant) โครงเลี้ยงเซลลที่มีเซลลกระดูก

ออน ที่บริเวณหลังของ Nude Mouse และทําการเลีย้งเซลลใน Nude Mice เปนเวลา 2, 3 และ 6 

เดือน ดงัแสดงในรูปที ่ 3.5 เพื่อใหกลุมเซลลมีการจัดเรียงตัวอยางเปนระเบียบมากขึ้น (ดูวิธีการ

เลี้ยง Nude Mouse ไดที่ภาคผนวก ง) 

 

 
รูปที่ 3.4 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย (in vitro culture) 

 

 
รูปที่ 3.5 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลภายในสัตวทดลอง (in vivo culture) 

 

3.6.7 การทดสอบดานกายภาพ 
เปนการทดสอบคุณสมบัติทางพอลิเมอรของโครงเลี้ยงเซลลคือ การทดสอบแรงดึง 

(Tensile Stress) ซึ่งเปนการทดสอบความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล ในการรองรับแรงที่เกดิขึ้น

จากการเคลื่อนไหวและการรับน้ําหนัก (Boyan B.D. et al., 1999; Lu L. et al., 2001; Nettles 

D.L., 2001) โดยใชเครื่อง Universal Mechanical Machine (ดูวิธีการทดสอบไดที่ภาคผนวก จ) 
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3.6.8 การทดสอบการยอยสลายทางชวีภาพ (Biodegradable) 
3.6.8.1 การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย (In vitro 

biodegradation) 
3.6.8.1.1 การยอยสลายในสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) 

1. เตรียมโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนที่ความเขมขนของสารละลาย 

PCL ที่ 20, 25 และ 30% โดยใชผงชูรสและเกลือทั้งสองชนิด 

และเกลือเพียงชนิดเดียวเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ซึ่งขึ้นรูปโดย

ใชวิธีการหลอใหเปนแบบแผนหนาขนาด 2 x 1 x 0.3 ซม. และ

ฆาเชื้อโดยการแชในสารละลายเอทานอลที่ความเขมขน 70% 

นาน 30 นาที จากนั้นทําการระเหยเอทานอลใน Laminar Flow 

Hood นาน 12 ชั่วโมง 

2. แชโครงเลี้ยงเซลลในสารละลาย PBS ที่คา pH = 7.4 (ดูวิธีการ

เตรียมที่ภาคผนวก  ข . )  และอุณหภูมิ  37˚C ปริมาตร  10 

มิลลิลิตร ในกระบอกที่มีฝาปดขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 นิ้ว 

(ฆาเชื้อดวยวิธีการเดียวกันกับการฆาเชื้อของโครงเลี้ยงเซลล) ซึ่งมี

ลวดสแตนเลส (ฆาเชื้อโดยการ Autoclave) ขัดไวดานบนเพื่อ

ปองกันโครงเลี้ยงเซลลลอยที่ผิวน้ํา 

3. เก็บอยางทุก 1 สัปดาห โดยเก็บตัวอยาง สัปดาหละ 4 ชิ้น 

4. ทําการลางตัวอยางโดยแชในน้ํากลั่น นาน 15 นาที โดยทําการ

ลาง 8 คร้ัง 

5. ระเหยน้ําออกใน Laminar Flow Hood จากนั้นทําใหแหงในตูดดู

ความชื้น เปนเวลา 2 วัน 

6. วัดรอยละของน้ําหนักแหงที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลลที่เวลา
ตางๆ เทียบกับน้ําหนักแหงของโครงเลี้ยงเซลลที่เวลาเริ่มตน โดย

วัดน้ําหนักแหงของโครงเลี้ยงเซลล (ดูตัวอยางการคํานวณไดที่

ภาคผนวก ฉ) เพื่อศึกษาปริมาณของโครงเลี้ยงเซลลที่ยอยสลาย

และระยะเวลาที่โครงเลี้ยงเซลลยอยสลายทั้งหมด (Anseth K.S. 

et al., 2002) 
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3.6.8.1.2 การยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปส 
ในการทดลองนี้ตองการทดสอบการยอยสลายของ PCL ในสารละลาย

เอนไซมไลเปสที่มีปริมาณใกลเคียงกับปริมาณของเอนไซมไลเปส โดยที่ปริมาณ

ของเอนไซมไลเปสในเลือดของผูใหญโดยเฉลี่ยที ่ 30 U/l = 0.03 U/ml (Burtis 

C.A. and Ashwood E.R., 1994) 

1. เตรียมโครงเลีย้งเซลลรูปแบบเดียวกับการทดสอบการยอยสลาย
ในสารละลาย PBS 

2. ผสมสารละลาย PBS ที่ pH 7.4 กับ Sodium Azide ที่ความ

เขมขน 0.02%  (w/v) เพื่อฆาเชื้อและ Sodium Chloride ที่

ความเขมขน 0.6% (w/v) เพื่อกระตุน การทํางานของเอนไซม  

(Burtis C.A. and Ashwood E.R., 1994) และปรับคา pH ของ

สารละลายใหมีคา 7.4  

3. นําสารละลายเอนไซมไลเปส ที่ความเขมขน 30 U/ml (ดูการ

เตรียมสารละลายเอนไซมไลเปสที่ภาคผนวก ข) ผสมกับ

สารละลาย PBS ที่ไดจากขอ 2. โดยผสมโดยใชสารละลาย

เอนไซมไลเปสปริมาตร 1 ml ตอ สารละลาย PBS ปริมาตร 999 

ml 

4. แชโครงเลี้ยงเซลลในสารละลายจากขอ 2 โดยแชในปรมิาณ 10 

ml ตอโครงเลี้ยงเซลล 1 ชิน้ โดยแชใน จานเลีย้งเซลลพลาสติก

กนแบนแบบ 6 หลุม 

5. เก็บตัวอยางทกุ 1 สัปดาห ตวัอยางละ 4 ชิน้ 

6. วิเคราะหการสลายตัวของ PCL ดวยวิธีเดียวกับการทดสอบยอย

สลายในสารละลาย PBS 

7. นําโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนโดยใชผงชูรสและเกลือเปนสารที่ทาํ
ใหเกิดรูพรุนทีค่วามเขมขนของ PCL ในคลอโรฟอรมที่ 30% 

(w/v) จากการยอยสลายในแตละสัปดาห ทําการหาคาพลังงาน

ที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของ PCL โดยใชเครื่อง 

DSC  
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3.6.8.2 การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพภายในรางกาย (In vivo 
biodegradation) 

1. โครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนรูปใบหู โดยมขีนาดเชนเดียวกับโครง

เลี้ยงเซลลที่ใชในการเลีย้งเซลล โครงเลี้ยงเซลลที่ใชนี้ ใชผงชูรส

และเกลือเปนสารที่ทาํใหเกดิรูพรุนที่ความเขมขนของ PCL 30% 

(w/v)ในคลอโรฟอรม 

2. ปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลจาก ขอ 1. ที่บริเวณดานหลังของ Nude 

Mice เชนเดยีวกนักับการเลี้ยงเซลลในสตัวทดลอง โดยผาตัด

เอาโครงเลี้ยงเซลลออกมาทาํการวิเคราะหผลที่เวลา 1, 2 และ 3 

เดือน 

3. วิเคราะหปริมาณของโครงเลี้ยงเซลลที่สลายตัวภายใน โดยใช

เครื่อง TGA วัดปริมาณของ PCL ที่เหลืออยูในชวงอุณหภูมิการ

สลายตัวของ PCL ที ่371 – 436 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับ 

PCL ที่ไมไดปลูกถายในสัตวทดลอง 

4. วัดคาพลงังานที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของ 
Poly-ε-Caprolactone โดยใชเครื่อง DSC  

 
3.6.9 การตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยการยอมสี 
ทําการยอมโดยใชการยอมแบบ Hematoxylin and Eosin (H&E) ซึ่งเปนเทคนิคในการ

ยอมสีเซลลโดยทั่วไป โดยตดิสีแดงบริเวณที่เปน ไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) สีน้าํเงนิที่บริเวณ

นิวเคลียส และติดสีชมพูปนเทาที่เมตริกซของเนื้อเยื่อกระดูกออน (Young, B. and Heath, J.W., 

2000) ซึ่งวิธีการยอมอยูที่ภาคผนวก ซ 

 

 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง และวิเคราะหผลการทดลอง 

 
การทดลองเลี้ยงเซลลกระดูกออนบนโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งมีวิธีและขั้นตอนในการดําเนินการ

วิจัยดังแสดงในแผนผังรูป 4.1 โดยมีการรายงานผลการทดลองโดยลําดับตอไปนี้ 

4.1 ขยายปริมาณเซลลกระดูกออนในจานเลี้ยงเซลล 
4.2 การผลิตโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL และการวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเลี้ยง

เซลล 

4.2.1 ลักษณะและรูปรางของโครงเลี้ยงเซลล 

4.2.2 ขนาดของรูพรุนและความพรุน 

4.2.3 คาความเคนแรงดึง (Tensile Stress) ของโครงเลี้ยงเซลล 

4.2.4 การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

4.3 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล 
4.3.1 การเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย (in vitro culture) 

4.3.2 การเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (in vivo culture) 
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  (ก)      (ข) 

รูปที่ 4.2 เซลลกระดูกออนที่กําลังขยาย 400 เทา 

(ก) หลังจากการสกัดเซลลจากเนื้อเยื่อกระดูกออนของผูบริจาค 

(ข) หลังจากการเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อนาน 22 วัน 

 

4.2 การผลิตโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL 
 

 ในขั้นตอนนี้ศึกษาถึงผลของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนตอขนาดจะปริมาณของรูพรุนในโครง

เลี้ยงเซลลที่สรางขึ้น โดยใชสารที่ทําใหเกิดรูพรุน (Porogen) คือ เกลือ (Sodium Chloride) ซึ่งมี

ผลึกเปนลักษณะคลายลูกบาศกและ ผงชูรส (Monosodium glutamate – MSG) ซึ่งมีผลึกยาว 

ขนาดของผลึกของสารตางๆที่นํามาใช แสดงในตารางที่ 4.1  

 

ตารางที่ 4.1 ขนาดของผลึกของสารที่ทําใหเกิดรูพรุน 

สาร รูปผลึก ขนาดของผลกึ (มม.) 

เกลือ 

 
 

 เสนผานศนูยกลาง 0.2 – 0.5  

ผงชูรส 

 

กวาง 0.3 - 0.4 ยาว 0.8 – 1.0 
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 เมื่อพิจารณาขนาดของสารที่ทําใหเกิดรุพรุนที่สงเสริมตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ ซึ่ง

ใหขนาดของรูพรุน (Pore Size) ที่ 100 – 200 ไมครอน (Hutmacher D.W., 2000) จึงนําเกลือและ

ผงชูรสมาใชเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ซึ่งใชอัตราสวนในการผสมที่ เกลือ 7.5 เทา และ ผงชูรส 7.5 

เทาของน้ําหนักของ PCL สําหรับโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุนและ

ผสมเกลือที่ 15 เทาของน้ําหนักของ PCLสําหรับโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน 
 
 4.2.1 ลักษณะของโครงเลี้ยงเซลล 
 โครงเลี้ยงเซลลที่ใชข้ึนรูปดวยวิธีการหลอโดยเทสารผสมระหวางสารละลายพอลิเมอรและ

สารที่ทําใหเกิดรูพรุนใสแบบที่มีลักษณะเปนใบหูที่มีขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 2 ซม. มีความหนาที่ 

0.2 – 0.5 ซม. ดังรูปที่ 4.3 ก และแบบแผนหนาขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 2 ซม. และหนา 0.3 ซม. 

ดังรูปที่ 4.3 ข เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนบนโครงเลี้ยงเซลล

เพื่อที่นําไปใชทดแทนอวัยวะเดิมที่มีรูปทรงงายๆ (แบบแผนหนา) และรูปทรงที่ซับซอนขึ้น (รูปใบหู) 

 

    
    (ก) รูปใบหู          (ข) แผนหนา 

รูปที่ 4.3 โครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนที่ผลิตได  

  
 4.2.2 ขนาดของรูพรุนและความพรุน (Pore Size and Porosity) 

จากการทดลองวัดขนาดของรูพรุน, ความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล และ ความพรุน

ไดผลดังตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 คุณสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุน 
ความเขมขนของ

สารละลาย PCL 

(% w/v) ใน

คลอโรฟอรม 

ชนิดของสารที่ทําให

เกิดรูพรุน (ความ

เขมขน 15 เทาของ 

PCL) 

ขนาดของรูพรุน

โดยประมาณ 

(ไมครอน) 

(นับ 4 ตัวอยาง 

ตัวอยางละ 120 รู) 

ความหนาแนนของ

โครงเลี้ยงเซลล 

(กรัม/ซม3) 

(ทดสอบ 5 ตัวอยาง) 

ความพรุน (%) 

(ทดสอบ 5 

ตัวอยาง) 

ผงชูรสและเกลือ 150±10.7 0.189±0.016 83.51±1.39 20 

เกลือ 105±6.0 0.164±0.019 85.72±1.65 

ผงชูรสและเกลือ 161±8.5 0.220±0.018 80.77±1.53 25 

เกลือ 156±7.8 0.195±0.021 82.95±1.81 

ผงชูรสและเกลือ 205±16.4 0.246±0.007 78.44±0.63 30 

เกลือ 170±8.7 0.221±0.019 80.70±1.69 

 
4.2.2.1 ขนาดของรูพรุน 
เนื่องจากขนาดของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลล อาจมีผลตอกิจกรรมตางๆ ของเซลล เชน การ

แบงตัว การเคลื่อนที่ หรือการเปลี่ยนแปลงรูปราง ในงานวิจัยนี้ไดทําการวัดขนาดของรูพรุน

โดยประมาณจากภาพถายของโครงเลี้ยงเซลลจาก SEM ทั้งสิ้น 4 ชิ้นงาน ชิ้นงานละ 3 ภาพ ภาพ

ละ 40 รู โดยทําการวัดขนาดของรูจากแกนเอกและแกนโท จากนั้นนําคาที่ไดนํามาหาคาเฉลี่ย 

(Mean) โครงเลี้ยงเซลลจาก PCL ที่มีเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (รูปที่ 4.4) มีขนาด

ของรูพรุนโดยประมาณที่ 150, 161 และ 205 ไมครอน สําหรับโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นจาก

สารละลาย PCL ในคลอโรฟอรม ที่ความเขมขน 20, 25 และ 30% (w/v) ตามลําดับ ในขณะที่โครง

เล้ียงเซลลจาก PCL ที่มีเกลือเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (รูปที่ 4.5) มีขนาดของรูพรุนเฉลี่ย

โดยประมาณที่ 105, 156 และ 170 ไมครอนตามลําดับ เมื่อทําการเปรียบเทียบความแตกตางทาง

สถิติแบบที (T-test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวาความเขมขนของสารละลาย PCL และชนิด

ของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนไมมีผลตอขนาดของรูพรุนอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

ของโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 2 ชนิด (ดูภาคผนวก ฌ) เมื่อทําการวิเคราะหโดยใชกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวา มีรูพรุนกระจายอยูทั่วไป รูพรุนมีลักษณะที่เชื่อมตอกันไดดี ซึ่ง

สังเกตไดจากการหยดน้ําผานโครงเลี้ยงเซลลที่สรางขึ้นพบวาน้ําสามารถไหลผานไปไดงาย  
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(ข) 

     
  

(ก) 

  (ค)              (ง) 

    
(จ) (ฉ) 

 

รูปที่ 4.4 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลีย้งเซลลจาก PCL แบบพรุน 

โดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุน 

(ก) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 20%ที่กําลังขยาย 35 เทา 

(ข) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 20%กําลังขยาย 100 เทา 

(ค) ที่คว มขนของสารละลาย ยาย 3  

(ง) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 25%กาํลังขยาย 100 เทา 

L 30%กําลังขยาย 100 เทา 

ามเข 5 เทา  PCL 25%กําลังข

(จ) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 30%กําลังขยาย 35 เทา 

(ฉ) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PC
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          (ข) 

 
     (ง) 

(ก) 

  
(ค)      

  
   (จ)              (ฉ) 

รูปที่ 4.5 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลีย้งเซลลจาก PCL แบบพรุน 

โดยใชเกลือเปนสารทาํใหเกดิรูพรุน  

(ก) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 20%ที่กําลังขยาย 35 เทา 

(ข) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 20%กําลังขยาย 100 เทา 

(ค) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 25%กําลังขยาย 35 เทา 

(ง) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 25%กาํลังขยาย 100 เทา 

(จ) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 30%กําลังขยาย 35 เทา 

(ฉ) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 30%กําลังขยาย 100 เทา 
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ขนาดของรูพรุนเมื่อเทียบผลจากงานวิจัยอื่นๆ  พบวาขนาดของรูพรุนที่มีความเหมาะสม

สําหรับโครงเลี้ยงเซลล ในการเลี้ยงเซลลกระดูกออนมีคาประมาณ 100 - 200 ไมครอน 

(Hutmacher D.W.,  2000, Langer R., 2000, Yannas I.V., 2001) Honda M. และคณะ ไดใช

โครงเลี้ยงเซลลจาก สารละลายของ PCL และ Poly-L-Lactic acid (อัตราสวน 1:1) ที่ความเขมขน 

0.1% (w/v) ใน Dioxane และขึ้นรูปโดยการระเหิดแหงที่ -30°C ซึ่งใหขนาดของรูพรุนเฉลี่ยที่ 100 

ไมครอนไดทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนบ อจาก Lewis Rat ที่จํานวนเซลลเร่ิมตนที่ 108 

เซลลตอมิลลิลิตร หลังจากทําการเลี้ยงใน Nude Mouse เปนเวลา 1 เดือน พบวาเซลลสามารถ

เปลี่ยนเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนได (Honda M. et al. 2000) 

 จะเห็นวาคาความเขมขนของสารละลาย PCL ที่ใชในการทดลองนี้ มีคามากกวาความ

เขมขนของการศึกษาของ Honda M. และคณะ ถึง 300 เทาเนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นมาที่

ความเขมขน 0.1% (w/v) ในคลอโรฟอรมมีคุณสมบัติเชิงกลไมดีเนื่องจากใช PCL เพียงอยางเดียว 

ในงานวิจัยนี้ได เลือกใช PCL เพียงอยางเดียว มีศึกษาพบวา PCL มีคุณสมบัติที่ชวยในการเพิ่ม

ปริมาณเซลล (Cell Proliferation) ไดมากขึ้นถึง 1.54 – 4.51 เทาในการเลี้ยงภายนอกรางกาย 

(Ishuag-Riley S.L. et al., 1999, Kweon H.Y. et al., 2003) และจากการศึกษาของ Hutmacher 

D.W. และคณะ ไดทําการเลี้ยงเซลล Fibroblast ซึ่งเซลลสามารถผลิต ECM ในเวลา 2 สัปดาห 

(Hutmacher D.W. et al., 2001) 

 
4.2.2.2  (P rosity

 

อและผสมกับ

สารที่ทาํ ามพรุนสูงสุดที ่  93% 

(Hutma 03) ข้ึนอยูกับปริมาณ

ของเกล ูปโดยกระบวนการนี้

มีคาควา ., 2000; Lu L. et al., 

2001) วามพรุนที่ไดจากการ

ทดลองน สมการ 

ริเวณข

ในขณะที่งานวิจัยของ Honda M. และคณะมีการผสม Poly-L-Lactic acid เพื่อเสริมความแข็งแรง 

แตเมื่อ Poly-L-L ปนพิษตอเซลลดังนั้นactic acid ยอยสลายจะได Lactic Acid เปนผลิตภัณฑซึ่งเ

คาความพรุน o ) 
ความพรุนมีความสาํคัญตอโครงเลี้ยงเซลลในดานการสนับสนนุการเคลื่อนที่ของเซลล 

การแพรผานของอาหารและน้ําจากภายนอกเขาสูเซลล และสงผลตอปฏิกิริยาระหวางเซลลดวยกนั

(Cell-cell interaction) คาความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่ข้ึนรูปโดยเทคนิคการหล

ใหเกดิรูพรุนนัน้ ถาหากใชเกลือเปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุน จะมีคาคว

0cher D.W., 2000, Lanza R.P. et al., 2000, Pêgo A.P., et al., 2

ือทีน่ํามาผสมกับสารละลายพอลเิมอร โดยทัว่ไปโครงเลี้ยงเซลลที่ข้ึนร

มพรนุที ่ 20 – 93% (Lanza R.P. et al., 2000, Hutmacher D.W

ในขณะที่การทดลองนี้มีคาความพรุนในชวง 78 – 86% ซึ่งคาค

 คํานวณจากวธิีการของ Salgado A.J. และคณะ ซึ่งคาํนวณโดยใชั้น
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%1001 ×
∗

−=
ρ
ρε      ------- (3.1) 

เมื่อคา ε คือคาความพรุน  

คา ρ* คือคาความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล โดยคํานวณจากน้ําหนักแหงของโครงเลี้ยงเซลล 

                หารดวยปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลซึ่งวัดโดยการแทนที่น้ํา

คา ρ คือคาความหนาแนนของ PCL (Salgado A.J. et al. 2002) ซึ่งมีคาเทากับ 1.145 กรัมตอซม

  
3  

 

จากการทดลองไดคาความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆ ดังตารางที่ 4.2 (ดูตัวอยางการ

คํานวณคาความพรุนไดที่ภาคผนวก ค.) และรูปที่ 4.6 ซึ่งเห็นไดวาคาความพรุนลดลงเมื่อความ

เขมขนของสารละลาย PCL มีคาเพิ่มข้ึน เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลที่หลอจากสารละลาย PCL ที่

ความเขมขนสูงกวามีปริมาณของ PCL ตอปริมาตรมากกวาโครงเลี้ยงเซลลที่หลอจากสารละลาย 

PCL ที่ความเขมขนต่ํากวา ซึ่งมีแนวโนมเกือบจะเปนเสนตรง อยางไรก็ตามคาความพรุนที่ไดนั้น

เปนคาที่ไดจากการคํานวณ ถือเปนการหาคาความพรุนโดยออม ซึ่งอาจมีความผิดพลาดได เชน

การวัดปริมาตรของน้ําที่ถูกแทนที่ การหาคาความพรุนโดยตรงสามารถหาไดโดยใชเคร่ือง BET 

(Brunauer-Emmett-Teller) 

 

88

86

76

78

80

82

84

15 20 25 30 35

ความเขมขนของสารละลาย PCL ในคลอโรฟอรม (%(w/v))

คา
คว

าม
พรุ

น 
(%

)

รูปที่ 4.6 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาความพรนุและ ความเขมขนของสารละล
 

าย PCL 

ของโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL แบบพรุน (♦) ผงชูรสและเกลือเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (□) เกลือ

เปนสารทําใหเกิดรูพรุน (n = 5) 
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4.2.3 คาความเคนแรงดึงของโครงเลี้ยงเซลล 
โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตไดถูกวิเคราะหคาความเคนแรงดึง ซึ่งทําการวัดโดยใชเครื่อง Universal 

Testing ง

เซลล โดยความเคนแรงดึงมีผลตอการเสียรูปของโครงเลี้ยงเซลลในระหวางการปลูกถาย ความสัมพันธ

ล ทําใหขนาดของรูพรุนใหญขึ้นมาก (ดูตารางที่ 4.2) มีผลทําใหคาความ

นแรงดึงไมสูงขึ้นมากเหมือนกับการใชเกลืออยางเดียวเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน เมื่อเปรียบเทียบจาก

รายงานการศึกษาซึ่งใชโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL ผสมกับ Poly-L-lactic acid ในอัตราสวน 1:1 

โดยใชเกลือเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ที่ความเขมขน 1%(w/v) ในคลอโรฟอรม ไดคาความเคนแรงดึงที่ 

0.81 MPa (Jeong S.I.  et al. 2004) หรือโครงเลี้ยงเซลลที่ ขึ้นรูปโดยการ Freeze dry โดยใช PCL ที่

ความเขมขน 0.1%(w/v) ใน Dioxane ไดคาความเคนแรงดึงที่ 0.0324 MPa (Honda M. et al. 2000) จะ

เห็นไดวาความเคนแรงดึงที่ไดมีคาใกลเคียงกับงานวิจัยของ Honda M. และคณะ โดยโครงเลี้ยงเซลลที่

ผลิตขึ้นสามารถนําไปใชในการปลูกถายในสัตวทดลองไดและเมื่อทําการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลล PCL 

(30%w/v) รูปใบหูโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ใตผิวหนังในสัตวทดลองเปนเวลา 5 

เดือน โครงเลี้ยงเซลลยังสามารถคงรูปอยูได (รูปที่ 4.8) 

 

ตารางที่ 4.3

 Machine ตามมาตรฐาน ASTM D-638 (ภาคผนวก ง.) เพื่อศึกษาการรับแรงดึงของโครงเลี้ย

ระหวางความเขมขนและคาความเคนแรงดึงไดดังตารางที่ 4.3 และ รูปที่ 4.7 โครงเลี้ยงเซลลจาก PCL 

โดยมีเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุน ที่ความเขมขนของ PCL ในคลอโรฟอรมที่ 20, 25 และ 

30% (w/v) มีคาความเคนแรงดึงที่ 0.0147, 0.0271 และ 0.0303 MPa (n = 6) ตามลําดับ ในขณะที่โครง

เล้ียงเซลลที่มีเกลือเปนสารทําใหเกิดรูพรุนอยางเดียว มีคาความเคนแรงดึงที่ 0.0322, 0.0380 และ 

0.0784 MPa  (n = 6) โดยปกติคาความเขมขนของ PCL สูงจะมีคาความเคนแรงดึงสูงขึ้น เนื่องจากมี

ปริมาณของ PCL มากขึ้น แตเนื่องจากในงานวิจัยนี้ใชอัตราสวนของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนตอ PCL ที่ 

15:1 เทากันทั้งหมด ที่ความเขมขนของ PCL 30%(w/v) จะมีปริมาณของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนเทากับ 15 

กรัมตอสารละลาย 1 มิลลิลิตร เมื่อใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน จะทําใหเกิดชองวาง

ขนาดใหญภายในโครงเลี้ยงเซล

เค

 คาความเคนแรงดึงของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุน 

ความเขมขนของสารละลาย ชนิดของสารที่ทําใหเกิดรูพรุน คาความเคนแรงดึง (MPa) 

PCL (% w/v) n = 6 

ผงชูรสและเกลือ 0.0147±0.0037 20 

เกลือ 0.0322±0.0068 

ผงชูรสและเกลือ 0.0271±0.0089 25 

เกลือ 0.0380±0.013 

ผงชูรสและเกลือ 0.0303±0.0111 30 

เกลือ 0.0784±0.0154 
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รูปที่ 4.7 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาความเคนแรงดึงและ ความเขมขนของสารละลาย 

PCL ของโครงเลี้ยงเซลลโดยใช (♦) ผงชูรสและเกลือเปนสารทาํใหเกดิรูพรุน, (□) เกลือเปนสาร

ทําใหเกิดรูพรุน (n = 6) 

 

 
รูปที่ 4.8 โครงเลี้ยงเซลลที่ปลูกถายใตผิวหนังในสัตวทดลองที่เวลา 5 เดือน โดยโครงเลี้ยงเซลลรูป

ใบหูยังคงรูปไดดี 

ลล 
.2.4.1 การยอยสลายทางชวีภาพภายนอกรางกาย (In vitro biodegradation) 

การศึกษาการยอยสลา ยนอกรางกายใน 2 รูปแบบ สลาย

ในสารละลาย PBS ซึ่งเปนการ ผลการยอยสลายในบัฟเฟอรอยางเดีย ายใน

ละสายเอนไซมไลเปสใน การศึกษาผลการยอยสลาย ไซมที่

คลายคลึงกับสภาวะในระบบเล งรางกาย 

การศึกษาการยอยสลา ยนอกรางกายของโครงเลี้ยงเซลล อยละ

้ําหนักทีห่ายไปเทียบกบัเว โครงเลีย้งเซลลแผนหนาม  ซม3 

มีน้ําหนักเฉลีย่ที ่ 0.0492 ± 0.0045 กรัม พเีอช 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเ  ะลาย 

 
4.2.4 การยอยสลาย
      4

ทางชวีภาพของโครงเลี้ยงเซ

ยทางชีวภาพภา  ไดแก การยอย

ศึกษา วและการยอยสล

สาร PBS ซึ่งเปน ในสภาวะที่มีเอน

ือดขอ

ยทางชีวภาพภา  ในรูปของร

ีขนาด 2  1 x 0.3ของน ลา ทําโดยการแช  x

ซลเซยีส ในสารล
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PBS และในสารละลายเอนไซมไลเปสที่ความเขมขน 30 U/l ซึ่งเปนคาความเขมขนของเอนไซมไล

เปสในเลือดของผูใหญ (Burtis, C.A., and Ashwood, E.R., 1994) เพื่อศึกษาการยอยสลายของ

โครงเลี้ยงเซลล โดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ของพันธะเอสเตอรในโครงสรางของ PCL 

(Kweon H.Y. et al. 2003)  

PCL มีโครงสรางเปนพอลิเอสเตอร พันธะเอสเตอรของโครงสรางจะถกูตัดไดดวยเอนไซม 

ไลเปส (Liu L., et al., 2000) ที่คาพีเอชที่เหมาะสม (Optimum pH) ที่ 8.0 (Worthington 

Biochemical, 2004) สําหรับในงานวจิัยนี้ไดทําการทดสอบการยอยสลายทีพ่ีเอช 7.4 เนื่องจาก

เปนคาพีเอชของระบบหมนุเวียนโลหิตในรางกาย (Campbell N.A., et al., 1999) จากรายงานการ

วิจยัที่ใชเอนไซมไล-เปสในการทดสอบการยอยสลายทางชวีภาพของ PCL (Gan Z., et al., 1997, 

e 

l., 

ยตัดที่พนัธะ -1,4Glycosidic ของสารประเภทที่ชอบน้ํา (Hydrophilic) และไมไดมี

ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของพนัธะเอสเตอร  

การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลอืและผงชูรสเปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุนใน

สารละลาย PBS (รูปที่ 4.9) ในเวลา 10 สัปดาห ที่ความเขมขนของ PCL ที่ 20% 25% และ 

30%(w/v) มีคาของน้าํหนกัทีห่ายไปที่ 5.06%, 4.47% และ 3.99% ในขณะทีก่ารยอยสลายใน

สารละลายเอนไซมไลเปสนัน้ โครงเลี้ยงเซลลถูกยอยสลายไดเร็วกวาประมาณ 5 เทา คือ มีคาของ

น้ําหนกัทีห่ายไปที่ 21.77%, 22% และ 22.13% การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือเปน

ณะทีก่ารยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสนัน้ มีคาของน้าํหนักที่หายไปที่ 

2.03%, 21.89% และ 22% ซึ่งเมื่อเปรียบเทยีบกับโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีเกลือและผงชูรสเปนสารทาํ

ใหเกิดรู ยทีใ่กลเคียงกนัคอื 1.67% ตอ

สัปดาห

1999, Liu L., et al., 2000, Li S., et al., 2002) พบวา PCL ไมยอยสลายในเอนไซม Lysozym

ซึ่งเปนเอนไซมที่สําคัญที่ใชการยอยสลายสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย (Campbell N.A., et a

1999) เนื่องจาก Lysozyme สามารถเรงปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิสของสารประเภท Peptidoglycan 

βโด

สารที่ทาํใหเกดิรูพรุน (รูปที ่4.10) ในสารละลาย PBS มีคาของน้าํหนักที่หายไปที ่4.99%, 4.86% 

และ 4.39% ในข

2

พรุนนัน้ พบวาอัตราการยอยสลายนัน้มีอัตราการยอยสลา
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รูปที่ 4.9 กราฟความแสดงความสัมพันธ 

พรุนแบบแผนหนา ที่ความเขมขนของ PCL ( โดยใช 

ยอยสลายในสารละลาย PBS (สัญลักษณ ความเขมข

2 3 4 5

เวลา (สัปดาห

ระหวางรอยละของน้าํหนักที่หายไปตอเวลา การย

♦) 20%, (■) 25% และ (▲) 30% (w/v) 

ทึบ) แทนการยอยสลายในเอนไซมไลเปสที่

6 7 8 9

อยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของโครงเลี้ยงเซลล

เกลอืและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (สัญลักษณ

น 30 U/l (n=4) 

10

จาก PCL แบบ

โปรง) แทนการ
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รูปที่ 4.10 กราฟความแสดงความสัมพนัธระหวางรอยละของน้าํหนกัทีห่ายไปตอเวลา การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของโครงเลีย้งเซลลจาก PCL แบบ

พรุนแบบแผนหนา ที่ความเขมขนของ PCL (♦) 20%, (■) 25% และ (▲) 30% (w/v) โดยใชเกลอืเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (สัญลักษณโปรง) แทนการยอยสลายใน

สารละลาย PBS (สัญลักษณทึบ) แทนการยอยสลายในเอนไซมไลเปสที่ความเขมขน 30 U/l (n=4) 



 56  56 

ผลจากการศึกษานี้ คาความแตกตางของคารอยละของน้าํหนักที่หายไปในสารละลาย 

PBS และไลเปสใน PBS เมื่อนํามาวิเคราะหทางสถิติแบบที ที่ระดับความเชื่อมัน่ ความ

เขมขนของสารละลาย PCL และชนิดของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุน ไมมีผลตอการ ยางมี

นัยสําคัญ (ดภูาคผนวก ฌ) ดังนั้นความเขมขนของสารละลาย PCL ที่นํามาห งเลีย้ง

เซลลไมมีผลตอการยอยสลายทางชวีภาพภายนอกรางกาย อาจเปนผลมาจาก สารที่

ทําใหเกิดรูพรุนที่ใชในอัตราเดียวกนัทัง้หมดที่ 15 เทาของน้าํหนักของ PCL สงผล พรุนมี

คาใกลเคียงกนั อีกประการหนึง่การยอยสลายโครงเลีย้งเซลลแบบพรุนเปน bulk ัตรา

การยอยสลายขึ้นอยูกับพื้นทีผิ่ว การทดลองการยอยสลายของโครงเลีย้งเซลลเป  10 

สัปดาหพบวามีอัตราการยอยสลายประมาณ 0.28% ตอสัปดาหใน PBS และ 1 นไซม

ไลเปส อยางไรก็ตามอัตรานี้นาจะเพิ่มข้ึนเปนทวีคูณเมื่อเวลาผานไป เนื่องจ สัมผัส

เพิ่มข้ึนมากเมือ่เวลาผานไปนานๆ 

การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลในสารละลาย PBS โดยใชผลึก PCL ท 3 ซม. 

พบวาการยอยสลายอยูที ่ 3% ในเวลา 6 สัปดาห (Kweon H.Y. et al. 2003) 

เลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL มีอัตราการยอยสลายที่ 3.36% ที่เวลา 6 สัปดาห

โครงสรางที่เปนแบบพรุนซึ่งมีพื้นที่ผิวมากกวาโครงสรางที่เปนผลกึ รายงานศึก

ของฟลม PCL ในสารละลายเอนไซมไลเปสที่ความเขมขน 8,000 U/l พบวา ี ่

78.4 – 80% ภายในเวลา 48 – 72 ชัว่โมง (Li S. et al., 2002, Liu L., et al., 20

สลายของโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL-co-Poly-L-lactide (50:50) แบบพรุนโดยใช

ใหเกิดรูพรุนทีค่วามเขมขน 7.5 กรัมตอกรมัพอลิเมอร โครงเลี้ยงเซลลขนาด 40 x  

ในสารละลาย PBS ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 6.9 พบวาโครงเลี้ยงเ

สลายไปทัง้หมดภายในเวลา 40 สัปดาห (Van Tienen T.G. et al., 2002) 

PCL มีการยอยสลายที่ชา เมื่อเทียบกับพอลิเอสเตอรชนิดอื่นที่นาํมาศึก 

กระดูกออน เชน Polyglycolic acid, Poly-D,L-Lactic acid ซึ่งเปนการยอยสลายแบบ  

Erosion เหมอืนกนั เนื่องจากคุณสมบัตขิอง PCL ที่มคีวามไมชอบน้ําสงู โครงส ี

สายโซคารบอนหลกัขนาดยาวกวา Polyglycolic acid และ Poly-D,L-lactic ac

เขามาในโมเลกุลไดยาก (Siepmann, J. and Göpferich A., 2001) แตถาสา ี

เอนไซมไลเปสอยูดวย ก็จะชวยในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่พันธะเอสเตอรข 

ซึ่งชวยใหน้ําสามารถเขาไปตัดพันธะเอสเตอรของโครงสรางทีเ่ปนผลกึ PCL ไดเร็ว

เมื่อทําการวิเคราะหปริมาณโครงสรางผลึก ของโครงเลี้ยงเซลลหลัง

สารละลายเอนไซมไลเปสโดยใชเครื่อง DSC โครงเลี้ยงเซลลแผนหนาที่ใชเกลือแ

ที่ทาํใหเกิดรูพรุน (รูปที่ 4.11) โดยใชความเขมขนของสารละลาย PCL 30% ในค

95% พบวา

ยอยสลายอ

ลอเปนโคร

ปริมาณของ

ใหคาความ

erosion ซึ่งอ

นระยะเวลา

.68% ในเอ

ากพืน้ที่ผิว

ี่มีขนาด 0.

ในงานวิจัยนี้โครง

เชนกนั เนื่องจาก

ษาการยอยสลาย

น้ําหนักที่หายไปท

00) สวนการยอย

เกลือเปนสารทีท่ํา

 6 x 6 มิลลิเมตร

ซลลสามารถยอย

ษาการเลีย้งเซลล

 Bulk

รางของ PCL ที่ม

id ซึ่งสงผลใหน้าํ

รละลาย PBS ม

องโครงเลี้ยงเซลล

ขึ้น 

การยอยสลายใน

ละผงชูรสเปนสาร

ลอโรฟอรม  
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ΔHf = 49.6 J/g

สัปดาหท่ี 7
ΔHf = 48.1 J/g
Tm = 63.83ºC

สัปดาหท่ี 8
ΔHf = 46.5 J/g
Tm = 63.79ºC

สัปดาหท่ี 9

ΔHf = 43.5 J/g
Tm = 63.64ºC

สัปดาหท่ี 10

ΔHf = 40.6 J/g
Tm = 64.19ºC
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าง

สัปดาหท่ี 5

ΔHf = 51.3 J/g
Tm = 63.97ºC

สัปดาหท่ี 0

สัปดาหท่ี 1
ΔHf = 58.2 J/g
Tm = 64.22ºC

สัปดาหท่ี 2

ΔHf = 56.1 J/g
Tm = 64.52ºC

สัปดาหท่ี 3

ΔHf = 54.2 J/g
Tm = 64.88ºC

สัปดาหท่ี 4

ΔHf = 52.9 J/g
Tm = 64.19ºC

ด
ูด
เข

ΔHf = 62.2 J/g
T  = 64.54ºC

Tm = 64.17ºC

m

 
รูปที่ 4.11 กราฟการดูดความรอนที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึก (ΔHf) ของโครงเลี้ยง

เซลลแบบแผนหนาจากโครงเลี้ยงเซลล PCL (30%w/v) แบบพรุนโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่

ทําใหเกิดรูพรุน หลังจากการยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสทีเ่วลาตางๆ 
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ซึ่งเปนสูตรเดยีวกนักับที่ใชในการเพาะเลีย้งเซลลกระดูกออน (รายละเอียดทีห่ัวขอ 4.3) หลงัจาก

ยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสทีเ่วลา 1 – 10 สัปดาห โดยกราฟไดแสดงใหเหน็ถงึพลงังาน

ที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางทีเ่ปนผลึกของ PCL ที่จุดต่ําสุดของกราฟ ซึ่งเปนอุณหภูมิ

หลอมตัวผลึก (Tm) ของ PCL มีการเปลีย่นแปลงไปเล็กนอยในชวง 63.64 – 64.88 องศาเซลเซียส 

แตเปนการเปลี่ยนแปลงอยางไมมีแนวโนม ซึ่งอาจคลาดเคลื่อนในการวิเคราะหตวัอยาง พลงังานที่

ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึก (ΔHf) กอนการยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปส มี

คาประมาณ  ที ่ 62.2 จูลตอกรัม คา ΔHf  นี้มีคาลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาในการยอยสลายเพิ่มข้ึน 

และที่สัปดาหที่ 10 คา  ΔHf มีคาประมาณ 40.6 จูลตอกรัม หรืออีกนยัหนึง่คารอยละของ

โครงสรางที่เปนผลึก (Percent Crystallinity) มีคาลดลงจาก 45.9% ไปเปน 29.96% (คํานวณจาก

การเทยีบคา ΔHf ที่ 135.5 จูลตอกรัม เมื่อ PCL มีโครงสรางผลึกสมบูรณ หรือ 100% 

Crystallinity (Corden T.J., et al., 2000)) 
 

4.2.4.2 การยอยสลายทางชีวภาพภายในรางกาย (In vivo biodegradation) 
 ศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกายของสัตวทดลอง ในรูป

ของรอยละของน้าํหนักที่หายไปโดยใชเครื่อง TGA และ คา ΔHf ของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก 

PCL (30%w/v) รูปใบห ู ซึ่งเปนแบบที่เลือกในการทดลองสรางเนื้อเยื่อกระดูกออนโดยทําการฝง

โครงเลี้ยงเซลลชนิดที่ใชเกลอืและผงชูรสเปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุน ทีบ่ริเวณหลังของ Nude Mouse 

เพศเมียอาย ุ4 – 5 สัปดาห เปนเวลานาน 1, 2 และ 3 เดอืน  

 ผลการวิเคราะหปริมาณของโครงเลี้ยงเซลลที่ไมถูกยอยสลายไปดวยเครื่อง TGA (รูปที่ 

4.12) พบวายอดกราฟ (peak) ของอุณหภูมิในการสลายตัวของ PCL อยูที่ 425 องศาเซลเซียส 

โดยมีชวงอุณหภูมิสลายตัวของ PCL ในชวง 361 – 493 องศาเซลเซียส การประมาณน้ําหนักที่

หายไปของ PCL จากกราฟโดยวัดจากอุณหภูมิที่เปนจุดเริ่มของยอดกราฟ (อุณหภูมิที่เร่ิมมีการ

สลายตัว, จุด ก) ไปถึงอุณหภูมิที่เปนจุดสิ้นสุดของยอดกราฟ (อุณหภูมิที่สารสลายตัวไปทั้งหมด, 

จุด ข) จากนั้นลากเสนไปยังเสนของน้ําหนักที่หายไป (ผลตางของรอยละของน้ําหนักที่หายไปของ 

จุด ค และจุด ง) พบวาปริมาณของ PCL เหลืออยูในโครงเลี้ยงเซลลที่ 60.68, 53.99 และ 48.23% 

ดเร็ว ถึง 39.32% 

และหลังจากนั้นมีอัตราการยอยสลายที่ประมาณ 1.57% ตอสัปดาห ซึ่งใกลเคียงกับอัตราการยอย

สลายภายนอกรางกายซึ่งมีคาประมาณ 1.67% ตอสัปดาห (เมื่อคิดจากสัปดาหที่ 1 เปนตนไป) 

โดยสาเหตุที่ทําใหคาการยอยสลายตางกันนั้น เปนผลมาจากเสนเลือดที่เขามาในโครงเลี้ยงเซลล 

ชี้ใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลมีการยอยสลายไป 39.32, 46.01 และ 51.77% โดยน้ําหนัก ในเวลา 1, 

2 และ 3 เดือนตามลําดับ เมื่อทําการวาดกราฟที่แสดงถึงความสัมพันธปริมาณของโครงเลี้ยงเซลล

ที่ยอยสลายกับเวลาดังรูปที่ 4.13 จะเห็นวาเดือนแรกมีการยอยสลายไปอยางรว
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รูปที่ 4.13 กราฟแสด รอยละของน้ําหนักที่ ของโครงเลี้ยงเซลลแ  PCL 

(30%w/v) รูปใบหูตอเวลา ที่มีการยอยสลายภายในรางกายสัตวทดลอง โดยใ งชูรส

เปนสารทําใหเกิดรูพรุน (n = 2)  

 

ปริมาณมากใน 4 สั แรกและ ผลจากการอักเสบของแผลผาตัด ซึ่งมีผลใ ิมการ

ยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลทําใหอัตราการยอยสลายสูงมากใน 4 สัปดาหแรก ยนอก

ที่กระทําตอโครงเลี้ยงเซลล เชน แรงกดของผิวหนัง, คาความแตกต งของความเ นไซม

ไลเปสในหนูทดลองและในรางกายของมนุษย 

เมื่อทําการเปรียบเทียบผลการยอยสลายทางชีวภาพของ PCL ในกา ับการ

ยอยสลายของโครงเลี้ยง น เปน  ใน

สัตวทดลอง ปริมาณ PCL ที่เหลืออยู ี้ยงเซลล PCL-Alginate วิเคราะห  TGA 

(ทดสอบโดย ผศ.ดร.พิชญ ศุภผล วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมี จุฬาลงก าลัย)

แสดงดังรูปที่ 4.14  ชิ้นเนื้อเยื่อที่กระดูกออนที่สรางขึ้นโดยใชโครงเลี้ยงเซลล PCL-Alginate มี

ปริมาณของ PCL ที่เหลืออยูประมาณ 46.38% โดยน้ําหนักหรือคิดเปนน้ําหนัก ลิกรัม 

(ตัวอยางที่นําไปทดสอบหนัก 2.310 มิลลิกรัม) แสดงวา PCL มีการยอยสลายไป ก

การเลี้ยงเซลลภายนอกรางกายและภายในสัตวทดลอง (รวมเวลา 6 เดือน 1 ร

คํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายที่ภาคผนวก ฉ3) ซึ่งใกลเคียงกับการยอยสล ง

เซลล PCL อยางเดียวเปนเวลา 3 เดือน (51.77%, จากรูปที่ 4.13) ทั้งนี้อาจ ี่

แตกตางกัน กลาวคือการปลูกถายเฉพาะโครงเลี้ยงเซลล PCL อยางเดียว ง 

และเซลลกระดูกออน อาจมีผลใหเซลลเม็ดเลือดขาว (Macrophage ย

ิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย) เขามาโครงเลี้ยงเซลลและหลั่งเอนไซมทําลาย PC

ง หายไป

ปดาห

า

 PCL-Alginate ที่มีการเลี้ยงเซลลกระดูกออ

ในโครงเล

Alginate 

ส
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หายไป)

  รูปที่ 4.14 กราฟการวิเคราะหการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล PCL-Alginate ที่มีการใชเลี้ยงเซลล อนของมนุษยเปนเวลา 6 เดือนโดยเครื่อง TGA โครงเลี้ยง

ี่ท ามีปริมาณของ PCL เหลืออยู 46.38% โดยเสนหนา

หายไประหว ัว  

กระดูกอ

จากการประมาณพบว

างการสลายต

เซลล PCL (30%w/v) แบบพรุนรูปใบหูโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารท

แสดงถึงอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตอนาที และเสนบางแสดงถึงร

ําใหเกิดรูพรุน 

อยละของน้ําหนักที่
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โครงเลี้ยงเซลลที่มีเจลของ Alginate อยู และเมื่อทําการเปรียบเทียบกับรายงาน รยอย

สลายภายในรางกายของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุน จาก PCL โดยใชเกลือเปนสาร รูพรุน

ที่ความเขมขน 4 กรัมตอกรัมพอลิเมอรโครงเลี้ยงเซลลที่มีความหนา 10 ไมครอน  80% 

และทําการปลูกถายใตผิวหนังของหนู wild-type 129/SvEv พบวามีการยอยส  ใน

เวลา 1 เดือน (Sung H.J. et al. 2004) ซึ่งคาที่ไดมีคาใกลเคียงกับผลการยอยสลายโครงเลี้ยง

เซลลที่ใชในงานวิจัยนี้ 

พื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลลกอนและหลงัจากการฝงในสัตวทดลองถูกตรวจสอบโดยใชกลอง

จุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองกราด (รูปที ่4.15) พบวาพื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลล รปลกู

ถายในสัตวทดลองเปนเวลา 1 เดือน พบวามีโครงสรางที่เปนรูพรุนขนาดเล็กทีเ่หน็ ผนงัรู

พรุนของโครงเลี้ยงเซลล (รูปที่ 4.15 ข) ในเดือนที ่ 2 (รูปที่ 4.15 ค) รูพรุนเหลาน  

ซึ่งคาดวาเกิดจากรูพรุนขนาดเล็กที่รวมตวักัน และในเดอืนที ่ 3 (รูปที ่ 4.15 ง) โ

เลี้ยงเซลลมีการยุบตัว เนื่องจากโครงสรางบางสวนถูกทาํลายไป ทาํใหสามารถรับ

 การวิเคราะหปริมาณโครงสรางผลึกในโครงเลี้ยงเซลล PCL (30%w/v) 

และผงชูรสเปนสารทีท่าํใหเกิดรูพรุน โดยใชเครื่อง DSC (รูปที่ 4.16) พบวา

หลอมเหลว (Tm) ของโครงเลี้ยงเซลลหลังจากการปลูกถายในหนูเปนเวลา 1 – 

เปลี่ยนแปลง ในขณะที่คา ΔHf มีการลดลงตามเวลาของการปลูกถายเชนเดียว

ทางชีวภาพนอกรางกาย โครงเลี้ยงเซลลทีป่ลูกถายในสตัวทดลองระยะเวลา 1, 2 ี

คา ΔHf ที่ 31.3, 19.7 และ 14.2 จูลตอกรัม หรือมีโครงสรางผลึกประมาณ 23.1  

10.48% โครงสรางผลึกของโครงเลี้ยงเซลล PCL ลงดวยอัตราประมาณ 6.24%  

ตอสัปดาห) ในขณะที่โครงเลีย้งเซลลทีย่อยสลายดวยเอนไซมไลเปสภาย

ระยะเวลา 1, 2 เดือน และ 2 เดือนครึ่ง มคีา ΔHf เทากบั  52.9, 46.5 และ 40.6 ี

โครงสรางผลกึประมาณ 39.04%, 34.32% และ 29.96% โดยลดลงทีอั่ตรา 1.44

ที่ 4.17 และ 4.18) อัตราการยอยสลายโครงสรางผลึกของ PCL จากการยอยส

กวาอัตราการยอยสลายภายนอกรางกาย ดวยสาเหตุเนื่องมาจากปจจัยอื่นๆ เ

ของปริมาณของเอนไซมไลเปสในหนูทดลองกับในรางกายของมนุษย หรือปริมา

เปสที่เพิ่มข้ึนเมื่อเกิดการอักเสบที่อาจชวยในการเรงการยอยสลายใหเร็วขึ้น, การ

เขาสูโครงเลี้ยงเซลล ใน 4 สัปดาหแรกของการยอยสลายซึง่ชวยสงเสริมการยอ ,  

ผลจากแรงกดที่กระทําตอโครงเลี้ยงเซลลระหวางการปลกูถายในสัตวทดลอง เมื่

ละของโครงสรางผลึกกับอัตราการหายไปของน้าํหนัก เห็นวาแนวโนมตรงกัน

ลายมีการยอยสลายทั้งสวนที่เปนอสัณฐาน (Amorphous) และสวนที่เ  

rystalline) ควบคูกัน 

การวิจัยกา

ที่ทําใหเกิด

 ความพรุน

ลายไป 45%

 หลังจากกา

ไดที่บริเวณ

ั้นมีขนาดใหญข้ึน

ครงสรางของโครง

แรงไดนอยลง  

รูปใบหูที่ใชเกลือ

 คาอุณหภูมิการ

3 เดือน ไมมกีาร

กบัการยอยสลาย

 และ 3 เดือน ม

%, 14.54% และ

ตอเดือน (1.56%

นอกรางกายเปน

จูลตอกรัม หรือม

% ตอสัปดาห (รูป

ลายในรางกายสงู

ชนความแตกตาง

ณของเอนไซมไล

งอกของเสนเลือด

ยสลายใหเร็วขึ้น

อเปรียบเทียบรอย

เนื่องจากการยอย

ปนโครงสรางผลกึส

(C
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(ก) (ข) 

  
       (ค)          (ง) 

รูปที่ 4.15 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลจากยอยสลาย

ภายในรางกายสัตวทดลอง ของโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL (30%w/v) แบบพรุนรูปใบหู โดยใชเกลือ

และผงชูรสเปนสารทาํใหเกดิรูพรุน 

(ก) กอนทําการฝงใตผิวหนงัหน ู

(ข) หลังจากการฝงใตผิวหนังหนเูปนเวลา 1 เดอืน 

(ค) การฝงใตผิวหนังหนเูปนเวลา 2 เดอืน 

(ง) หลังจากการฝงใตผิวหนังหนเูปนเวลา 3 เดอืน 

หลังจาก
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เดือนท่ี 3

ΔHf = -14.2J/g
Tm =62.37ºC

ทีเดือน ่ 2

ΔHf = -19.7J/g
Tm =63.27ºC

เดือนท่ี 1

ΔHf = -31.3J/g
Tm =63.97ºC

เดือนท่ี 0

.2J/g
4ºC

 
รูปที่ 4.16 กราฟการดูดความรอนที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของโครงเลี้ยงเซลลรูป

ใบหูจาก PCL (30%w/v) แบบพรุนโดยใชเกลือและผงชรูสเปนสารทีท่าํใหเกิดรูพรุน หลังจากการ

ยอยสลายในรางกายสัตวทดลองที่เวลาตางๆ 

 

 

 

ΔHf = -62
Tm = 64.5
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รูปที่ 4.17 กราฟแสดงคาพลังงานที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของโครงเลี้ยงเซลลรูป

ใบหูจาก PCL (30%w/v) แบบพรุนโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารทีท่ําใหเกิดรูพรุน หลังจากการ

ยอยสลายที่เวลาตางๆ (♦) แทนการยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสในหองปฏิบัติการ (□) 

แทนการยอยสลายภายในรางกายสัตวทดลอง 
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ปที่ 4.18 กราฟแสดงคารอยละของโครงสรางผลึกของโครงเลี้ยงเซลลรูปใบหูจาก PCL (30%w/v) 

บบพรุนโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารทีท่ําใหเกิดรูพรุน หลังจากการยอยสลายที่เวลาตางๆ (♦) 

ทนการยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสในหองปฏิบัติการ (□) แทนการยอยสลายภายใน

รางกายสัตวทดลองโดยเทยีบจากคา ∆Hf ที่ 135.5 จูลตอกรัมมีคาโครงสรางผลึก 100% (Corden 

T.J. et al., 2000) 

รู

แ

แ
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 4.3 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล PCL 
 โครงเลี้ยงเซลล PCL (30%w/v) ที่มีเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ถูกเลือกใช

ในการเพาะเลี้ยงเซลลกระดูกออนของมนุษย เนื่องจาก ความเห็นของศัลยแพทยที่เห็นวาโครงเลีย้ง

เซลลชนิดนี้มีความทนทานตอแรงกดเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนใตผิวหนังของ

สัตวทดลอง โครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้มีขนาดของรูพรุนเฉลี่ยที่ใหญที่สุดคือที่ 205 ไมครอน ซึ่งคาดวา

โครงลี้ยงเซลลชนิดนี้จะมีการแลกเปลี่ยนอาหาร น้ําและกาซไดดี, มีเนื้อที่ในรูพรุนขนาดใหญที่จะ

บรรจุเจลของ Alginate ไดมาก  

การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลทําการเลี้ยงโดย นพ.ถนอม บรรณประเสริฐ ภาควิชาโสต 

ศอ นาสิกวิทยา คุณสุปราณี บูรณประดิษฐกุล ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย คุณโสม ทองอินทร สํานักงานบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย 

(สําหรับการเลี้ยงสัตวทดลอง) และยอมสีเซลลและเนื้อเยื่อ พรอมทั้งพิสูจนเนื้อเยื่อทาง Histology 

เลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย (in vitro culture) 
เซลลกระดูกออนที่ทําการสกัดแยกออกมาไดแลวนั้น ถูกนํามาผสมกับสารละลาย 

Alginate ความเขมขนเริ่มตนที่ 20 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นหยดบนโครงเลี้ยงเซลลและทํา

การ Crosslink เจลของ Alginate ดวยสารละลาย CaCl2 และนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ภายใตบรรยากาศ 5%CO2 นาน 1 สัปดาห พบวามีเซลลเขาไปดานในของโครงเลี้ยง

เซลลได ดังรูปที่ 4.19  

 

โดย รศ.พญ.วรนุช ธนากิจ คุณปรีชา เรืองเวชวรชัยและ บุคลากร ในภาควิชาพยาธิวิทยา คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
4.3.1 การเลีย้งเซลลบนโครง

   
 (ก) กําลังขยาย 100 เทา    (ข) กําลังขยาย 500 เทา 

รูปที่ 4.19 เซลลกระดูกออนในโครงเลี้ยงเซลลหลังทําการเลี้ยงภายนอกรางกายนาน 1 สัปดาห  
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 เมื่อเทียบกับรายงานการทดลองเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย ซึ่งทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออน

ริเวณข

การปลูกถายไดดี (รูปที่ 4.20ค) 

 

บ อตอของมนุษย (Human Articular Cartilage) บนแผนฟลมของ PCL ที่ขึ้นรูปโดยการหลอ ที่

ความเขมขนของสารละลาย PCL ที่ 1.5% (w/v) ใน Methylene Chloride พบวา PCL นั้นมีสวนชวยใน

การเพิ่มอัตราการแบงตัวของเซลล (Ishuag-Riley, S.L., et al., 1999) Alginate มีสวนชวยในการเปลี่ยน

รูปราง (Differentiation) โดยการเรงการสราง ECM (Schluze M.  et al., 2000, Masuda K. et al., 

2003, Awad H.A., et al., 2004) 

 
4.3.2 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (in vivo culture) 

เมื่อทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนในโครงเลี้ยงเซลลภายนอกรางกายเปนเวลา 1 สัปดาห แลวจึง

นํามาปลูกถายในสัตวทดลอง เปนเวลา 2, 3 และ 6 เดือน สังเกตพบเนื้อเยื่อ Fibroblast และหลอดเลือด

หุมที่โครงเลี้ยงเซลลในเดือนที่ 2 (รูปที่ 4.20ก) ในเดือนที่ 6 สังเกตเห็นเนื้อเยื่อ Fibroblast ที่หุมภายนอก

มีปริมาณลดลง มีเนื้อเยื่อลักษณะแข็งสีขาวเกิดขึ้นดานในโครงเลี้ยงเซลล และพบหลอดเลือดแทรก

ระหวางเนื้อเยื่อ (รูปที่ 4.20ข) เมื่อผาดูภายในโครงเลี้ยงเซลลพบวาเนื้อเยื่อกระดูกออนมีการเจริญเติบโต

และโครงเลี้ยงเซลลสามารถคงรูปในระหวาง

 
ก) 

 
  (ข) (

 
(ค) 

รูปที่ 4.20 ชิ้นเนื้อเยื่อที่ไดจากการเลี้ยงในสัตวทดลอง 

(ก) ที่เวลา 2 เดือน 

(ข) ที่เวลา 6 เดือน 

(ค) ภาพตัดขวางของชิ้นเนื้อเยื่อที่เวลา 6 เดือน 
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ในระยะเวลา 2 เดือนแรกของการเลี้ยงเซลลในสัตวทดลอ พบวามีเสนเลือดไปหลอเลี้ยง

เนื้อเยื่อที่เกิดขึ้น ดังรูปที่ 4.21 (ก) และเมื่อทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อทาง Histology โดยใชเทคนิค

การยอมสี (Staining) แบบ H&E พบวาชิ้นเนื้อเยื่อที่ไดนั้น มีการสรางเซลลกระดูกออนและ ECM 

ข้ึนมาบางสวน โดยพบวาชิ้นเนื้อติดสีชมพูปนเทา (บริเวณ A) ซึ่งมีขนาดที่ 624 ± 178.62 ไมครอน 

(n=5) เซลลกระดูกออนสวนใหญยังคงมีรูปรางเปนกระสวย (B) (Spindle-shaped หรือ Fusiform) 

และบางสวนเริ่มมีการเติบโตไปเ

ง

ปนเซลลกระดูกออนใน Lacunar (C) ซึ่งการพบเซลลกระดูกออน

ใน Lacunar โดยท ูก

ออนที่เจ

ตริกซมีขนาดใหญข้ึนซึ่งมี

ขนาดที่ ± 111.43 ไมครอน เซลลกระดูกออนมีการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกออนใน 

Lacunar เพิ่มข้ึน เมตริกซเพิ่มข้ึนมากกวาเดือนที่ 2 แตยังคงพบเซลลรูปกระสวย สวนปริมาณของ

หลอดเลือดและ Fibroblast ปริมาณลดลง 

ในเดือนที่ 6 (รูปที่ 4.21ค) ของการเลี้ยงเซลลในสัตวทดลองพบวา ขนาดของกระดูกออนที่

สรางมีขนาดใหญข้ึนที ่ 1196 ± 54.26 ไมครอน และเซลลมีพัฒนาการที่ด ี โดยมากเซลลกระดูก

ออนอยูใน Lacunar และ มีเมตริกซรอบๆจํานวนมาก สวนเซลลกระดูกออนในรปูกระสวยพบใน

ปริมาณนอยมาก ปริมาณของหลอดเลือด Fibrob

จากรูปที่ 4.21 (ก) (ข) และ (ค) เซลลสวนที่ติดอยูกับ PCL  (สวนที่เปนชองวางสีขาว) มี

ลักษณะเปนรูปกระสวย, ม ีFibroblast และ Macrophage ปะปนอยู   ในขณะที่เซลลที่อยูในเนือ้

เจลของ Alginate นั้นมีการสรางเมตริกซของเนื้อเยื่อกระดูกออนและมีการเปลี่ยนแปลงไปเปน

เซลลกระดูกออนใน Lacunar แสดงใหเห็นวา PCL ไมสนับสนุนในการเปลีย่นแปลงจากเซลล

กระดูกออนไปเปนเนื้อเยื่อกระดูกออน ซึง่สอดคลองกับงานวิจัยที่ทาํการเลี้ยงเซลลกระดูกออนของ

มนุษยบริเวณขอ บนโครงเลีย้งเซลล PCL แบบเสนใยเปนเวลา 1 เดอืน พบวา PCL ไมสนับสนุน

การเปลี่ยนแปลงของเซลลกระดูกออนไปเปนเน ูกออน (Hutmacher D.W., et. al., 

ลี่ยนแปลงจากเซลลกระดูกออนไปเปนเนื้อเยื่อ

กระด านวจิัยทีท่ําการเลีย้งเซลลกระดูกออนของมนษุยบริเวณขอในเจล Alginate 

รูปท ลิเมตร เปนเวลา 2 สัปดาห พบวาม ีGAGs และคอลลาเจนชนิด II เกิดขึ้น 

(Sch 03, Awad H.A., et al., 2004) 

ั่วไปจะเปนตัวบงชี้วาเซลลกระดูกออนมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อกระด

ริญเติบโตเต็มที่ (Mature cartilage) (Kierzenbaum A.L., 2002) นอกจากนี้ยังพบหลอด

เลือด (D), Fibroblast และ Macrophage (E) ที่เขามายอย PCL ที่บริเวณรอยตอระหวางเซลล

และ PCL  

ในเดือนที่ 3 ของการเลี้ยงเซลลในสัตวทดลองพบวามีเสนเลือดไปหลอเลี้ยงเนื้อเยื่อที่

เกิดขึ้น เชนเดียวกับเดือนที่ 2 และเมื่อทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อทาง Histology โดยใชเทคนิคการ

ยอมสี (Staining) แบบ H&E (รูปที่ 4.21ข) พบวาชิ้นเนื้อเยื่อที่ไดนั้น เม

 648 

, last และ Macrophage มีปริมาณลดลง 

ื้อเยื่อกระด

2003)  ในขณะที่เจล Alginate นั้นสงเสริมการเป

ูกออน ดงัที่มีรายง

รงกลมขนาด 3 มิล

luze M.  et al., 2000, Masuda K. et al., 20
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(ก) 

 
(ข) 

 
(ค) 

(ก) ที่เวลา 2 เดือน (bar = 50 ไมครอน) 

(ข) ที่เวลา 3 เดือน (bar = 50 ไมครอน) 

(ค) ที่เวลา 6 เดือน (bar = 100 ไมครอน) 

 

เมื่อ (A) คือ เมตริกซของกระดูกออน (B) คือเซลลกระดูกออนรูปกระสวย (C) คือเซลลกระดูกออน

ใน Lacunar หรือกระดูกออนที่สมบูรณ (Ma

รูปที่ 4.21 ชิน้เนื้อเยื่อที่ไดจากการเลี้ยงเซลล

กระดูกออนมนุษยในสัตวทดลองที่ผานการยอม

C 

สีแบบ H&E 

ture Cartilage) (D) คือเสนเลือด (E) คือเซลล 

Fibrobl

จาก

งานวิจยั

ast และ Macrophage 

 

 

ตารางที่ 4.4 เปนการเปรียบเทียบสภาวะของวิศวกรรมเนื้อเยื่อของกระดูกออน

นีก้ับงานวิจัยของ Honda M. และคณะ ซึง่ทาํการเลี้ยงเซลลกระดูกออนของ Lewis rat ที่

ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที ่ 108 เซลลตอซม3 โดยใชโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL ผสมกับ Poly-L-

Lactic acid (PLLA) ที่ความเขมขนของพอลิเมอรที่ 0.1% (w/v) ในขณะทีง่านวจิัยนี้ไดใชเซลล

กระดูกออนของมนษุยและโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL เพียงอยางเดยีว โดยมีการใชเซลลเร่ิมตนนอย

กวาประมาณ 5 เทา จะเหน็ความหนาแนนของเซลลกระดูกออนบริเวณภายในรู แตบริเวณชองวาง 

คือผนังของรูพรุนของโครงเลีย้งเซลลที่ไมถกูยอยสลายไปในเวลา 6 เดือน แสดงถงึลักษณะการขึ้น

รูปโครงเลี้ยงเซลล ที่จะตองมีการปรับปรุงใหมีความหนาของผนังรูพรุนนอยลง เพื่อใหความ

หนาแนนของเซลลสูงขึ้น 
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ตารางที่ 4.4 เป เทยีบสภาวะการเลยงเซลลกระดูกออนในสัตวทดลองระหวางงานวิจยันี้และ

งานวิจยัของ Honda M. และคณะ 

 งานวิจยันี ้ งานวิจยัของ Honda M. และคณะ 

(2000) 

รียบ ี้

ชนิดของพอลิเมอรที่

นํามาใชผลิตโครงเลี้ยงเซลล 

PCL (30%w/v) ในคลอโรฟอรม 1:1 PCL/PLLA (0.1%w/v) ใน 

Dioxane 

วิธีการขึ้นรูปของโครงเ

เซลล 

การหลอ (Casting) Freeze Dry ลี้ยง

รูปรางและขนาดของโครง

เลี้ยงเซลล 

รูปหูขนาด 2x1x  

ซม. หนา 2 มม. 

0.35 ซม. จาน (Disc) เสนผาศนูยกลาง 1

ขนาดของรูพรุน 205 ไมครอน 100 ไมครอน 

ชนิดของเซลลที่ใชเลี้ยง Human rib chondro yte cyte Lewis rat articular chondroc

ปริมาณเซลลเร่ิมตน 20 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 10 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร 

อาหารเลี้ยงเซลล HAM-F12 + 10% FBS DMEM + 10% FBS 

สภาวะที่ใชเลีย้ง Nude Mouse เพศเมยี อายุ 5 

สัปดาห 

Nude Mouse เพศผู อาย ุ4 

สัปดาห 

ภาพแสดงการยอมสีแบบ 

H&E ของชิ้นเนื้อเยื่อที่ได 

 
ที่เวลา 6 เดือน 

 
ที่เวลา 1 เดือน 

 

 งานวิจัยนี้เปนความพยายามครั้งแรกที่จะพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล PCL ใหเปนโครงแข็งที่

สามารถทนทานตอแรงกดอันจะเกิดขึ้นในการปลูกถาย และใช Alginate เปนตัวชวยกระจายเซลล

ใหมีความสม่ําเสมอภายในโครงเลี้ยงเซลลและสนับสนุนการเจริญเติบโต การแบงตัวและการ

เปลี่ยนแปลงรูปราง งเซลลกระดูกออน การทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและทางกลของโครง

เลี้ยงเซลลจึงมีความจําเป

ขอ

น นอกเหนือจากการทดสอบการเลี้ยงเซลล 

 าความเคนแรงดึง นั้นเปนดัชนีที่ชี้วัดการรับแรงดึงวาโครงเลี้ยงเซลลนั้นสามารถรับแรง

ดึงไดมากนอยเพียงใด ซึ่งในงานวิจัยนี้ไดทําโครงเลี้ยงเซลลที่สรางขึ้นนี้เปนแบบพรุนที่มีการปลูก

ถายในส ทดลอง ซึ่งควรมีการวัดคาเพื่อตรวจสอบดูวาโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นสามารถทนตอ

ค

ัตว
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แรงดึงเมื่อมีการปลูกถายไดหรือไม ซึ่งคาที่ไดจากการทดลองนี้มีคาใกลเคียงกับคาที่ไดจาก

การศึกษาของ Honda M. และ คณะ คือมีคาความเคนแรงดึงที่ 0.0324 MPa หลังจากการปลูก

ายใตผิวหนังสัตวทดลองพบวาโครงเลี้ยง ถทนตอแรง

 การวัดอัตราการยอยสลายภายนอกรางกายโดยการแชในสารละลาย P ุณสมบัติ

อรในระบ .4 

ก็ตามสวนประกอบของของเหลวในรางกาย (B ) นั้นมี

 เอนไซม, obulin, Cytokine ดสอบ

ยสลายของ PCL ในสารละลาย PBS ตั้งอยูบนสมมติฐานที่วา การยอยสลายทางชีวภาพ

ิริยาไฮ เดียว

r D.W. 2000) การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของโครงเล ซมไล

ิกิริยาไฮโดรไลซิสของพ างของ PCL ไลเปส

ที่บริเวณ ลือด

/l (Burtis C 1994) 

ขึ้นถูกยอยสลาย ณ 22% ใน

 ไปเพียง 4 – ปฏิบัต

รางกายนั้น โครงเลี้ยงเซลลถูกยอยสลาย ึง 2.2 เทาของการยอยสลายในสารละลาย

ก มีการงอกของเสนเลือดจํานวนมาก ใน 4 สัปดาหแรกของการยอย

ซึ่งสงเสริมใหมีการยอยสลายของโครงเลี้ยงใหเร็วขึ้น อีกทั้งในระบบของ

รางกายนั้นมีสารคัดหลั่งตางๆ ที่มีผลตอการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลนอกจาก เอนไซมไลเปส 

เชนสารประเภท Immunoglobulin, เอนไซมอ่ืนๆ ที่มีผลในการไฮโดรไลซพันธะเอสเตอรของโครง

เลี้ยงเซลลดวย 

 หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลก รงเลี้ยงเซลล PCL ลา 6 

ือน พบวาชิ้นเนื้อหลังการเพาะเลี้ยงมีปริมาณของ PCL เหลืออยูประมาณ 46.38% แสดงวา

ัตรากา

รับผูปวยที่มีความตองการ

ื้อเยื่อ

ถ เซลลสามาร กดและคงรูปใบหูไดอยางชัดเจน 

BS ซึ่งมีค

คลายกับระบบบัฟเฟ

สภาวะในรางกายได อยางไร

บเลือด มีคาพีเอชในชวง 6.4 - 7 ซึ่งสามารถนําไปเทียบเคียงกับ

ody fluid

สวนประกอบอื่นๆ อีก เชน

การยอ

ฮอรโมน, Immunogl เปนตน การท

ของพอลิเมอรมีเพียงปฏิก

Hutmache

โดรไลซิสเกิดขึ้นเพียงอยาง  (Mohan C.,1999 และ 

ี้ยงเซลลดวยเอนไ

เปสจะชวยเรงปฏ ันธะเอสเตอรในโครงสร  โดยเอนไซม

สามารถพบไดที่น้ํายอย ลําไสเล็ก, น้ําลาย และในเ  เอนไซมไลเปสในเลือดมีความ

เขมขนประมาณ 30 U .A. and Ashwood E.R., ในงานวิจัยนี้พบวาโครงเลี้ยง

เซลล PCL ที่ผลิต ดวยเอนไซมไลเปสประมา เวลา 10 สัปดาห แตการ

ยอยสลายใน PBS 5% ในเวลา 10 สัปดาห ในหอง

เร็วกวาถ

ิการสําหรับการยอยสลายใน

เอนไซมไลเปสทั้งนี้เนื่องจา

สลายภายในสัตวทดลอง 

ระดูกออนในโค -Alginate เปนเว

เด

อ รยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL ที่ผลิตไดชากวาอัตราการสรางเนื้อเยื่อ

ของเซลลกระดูกออน ซึ่งอาจแกไขไดโดยการลดความเขมขนของ PCL ที่ใช หรือเพิ่มปริมาณของ

สารที่ทําใหเกิดรูพรุนเพื่อใหอัตราการยอยสัมพันธกับอัตราการสรางเนื้อเยื่อกระดูกออนซึ่งจะสงผล

ให การเปลี่ยนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนสมบูรณมากขึ้น อยางไรก็ตามผลจากงานวิจัยนี้ซึ่ง

ชี้ใหเห็นความเปนไปไดในการผลิตเนื้อเยื่อกระดูกออนทดแทนสําห

เน กระดูกออน โดยใชโครงเลี้ยงเซลล PCL-Alginate ที่ผลิตขึ้น โดยจะตองมีการปรับปรุงโครง

แข็งของ PCL ใหมีพื้นที่ผิวสูง มีผนังของรูพรุนที่บางแตยังยังคงความแข็งแรงเพื่อตานทานแรงกด

ได 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ  
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

งานวิจยันี้แสดงผลการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนของมนษุย ในโครงเลี้ยงเซลลที่ใช 

PCL และ Alginate เปนครั้งแรก ผลจากการทดลองในงานวิจัยนี้จะถูกนาํมาเปนแนวทางในการ

พัฒนาโครงเลีย้งเซลลเพื่อใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนจากวสัดุที่ยอยสลายไดทาง

ชีวภาพ สองชนิดคือ PCL และ Alginate ซึ่งใหประโยชนตางกัน โดย PCL ซึ่งเปนพอลิเมอร

สังเคราะห ทาํหนาที่เปนโครงแข็งทีท่นแรงกดจากการปลูกถายใตผิวหนังไดและ ใหระยะเวลาใน

การยอยสลายที่ยาวนาน ซึ่งเปนคุณสมบัติที่เหมาะสาํหรับการผลิตเนื้อเยื่อชนิดแข็ง (Hard tissue) 

เมื่อ PCL ยอยสลายในรางกายจะได Caproic acid ซึ่งไมเปนพิษตอเซลล สวน Alginate จะชวย

ใหเซลลกระดกูออนกระจายตัวดีสม่ําเสมอในโครงสราง และสนับสนุนการเปลี่ยนแปลงของเซลล

ไปเปนเนื้อเยื่อกระดูกออน 

 ผลการทดลองจากงานวิจยันีจ้ะสามารถนาํมาเปนแนวทางในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล

สําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน ดงันี ้

1. โครงเลี้ยงเซลล PCL ที่เตรียมโดยวิธีการหลอ โดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําให

เกิดรูพรุนมีคาความพรุนและความเคนแรงดึงนอยกวาโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือเพียง

อยางเดียวเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน โดยในงานวิจัยนี้ไดใชโครงเลี้ยงเซลล PCL (30% 

w/v) โดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูก

ออน เนื่องจากความเห็นของศัลยแพทยที่เห็นวาโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้มีความทนทาน

ตอแรงกด เหมาะสมที่จะนําไปเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออน 

2. คาความเขมขนของสารละลาย PCL มีผลตอคาความพรุน และความเคนแรงดึง คือ 

ยิ่งความเขมขนของสารละลาย PCL มากสงผลใหคาความพรุนลดลงแตมีคาความ

เคนแรงดึงมากขึ้น 

3. การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL เปนการยอยสลาย

แบบ Bulk erosion การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลในสารละลาย PBS ที่ พีเอช 7.4  

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีอัตราการยอยสลายชากวาการยอยสลายในสารละลาย

เอนไซมไลเปสประมาณ 5 เทา และโครงเลี้ยงเซลลที่มีการปลูกถายในสัตวทดลองจะ
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มีอัตราการยอยสลายเร็วกวาการยอยสลายในเอนไซมไลเปสในหองปฏิบัติการ 

ประมาณ 2.35 เทา ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากแรงภายนอกที่กระทําตอโครงเลี้ยงเซลล

เชนแรงกดที่กระทํากับโครงเลี้ยงเซลลในขณะที่สัตวทดลองมีการเคลื่อนไหว และผล

จากความเขมขนของเอนไซมไลเปสที่ไมเทากันในรางกายของมนุษยและหนูทดลอง 

โดยเฉพาะเมื่อเกิดการอักเสบของแผลจะมี Macrophage ที่จะผลิตสารที่ชวยในการ

ยอยสลายจํานวนมากออกมา 

4. ความเขมขนของสารละลาย PCL, และชนิดของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนไมมีผลตออัตรา

การยอยสลายภายนอกรางกายของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนที่ใชในงานวิจัยนี้ ใน

ระยะเวลา 10 สัปดาห 

5. ในการเลีย้งเซลลในสัตวทดลองเพื่อผลิตเนื้อเยื่อกระดกูออนของมนุษย โดยใชโครง

เลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นจาก PCL 30%(w/v) แบบพรุนรูปใบหู และใชเกลือและผงชูรส

เปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุนและการเพาะเลี้ยงเซลลในเจลของ Alginate ในเดือนที่ 2 

เซลลมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนที่สมบูรณบางสวน และเมื่อใน

เดือนที่ 6 เซลลสวนใหญเปลี่ยนเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนโดยสมบูรณ อยางไรก็ตาม 

อาจจะมกีารปรับปรุงใหความหนาแนนของเซลลมากขึ้นได โดยการผลิตโครงเลี้ยง

เซลลที่มีผนังของรูพรุนบางกวานี ้

 

5.2 ขอเสนอแนะ 
 
 เพื่อใหผลการวิจัยนี้สมบูรณยิ่งขึ้น จึงมีแนวทางปรับปรุงและศึกษาเพิม่เติม ดังตอไปนี ้

1. ขนาดของรูพรุนมีขนาดตางกันคอนขางมาก เนื่องจากไมไดมีการคัดขนาดของสารที่

ทําใหเกิดรูพรุนทีน่ํามาผสมกับสารละลาย PCL ซึ่งแกไขโดยการคัดขนาดใหมีขนาด

ของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุนที่คาใกลเคียงกนั เชนการใชตะแกรงรอน (Sieving) 

2. ปริมาณของเซลลกระดูกออนจากผูบริจาคที่เปนมนุษยมีจํากัด จงึจํากัดปริมาณซ้ํา

ของการศึกษา โดยอาจใชเซลลกระดูกออนบริเวณอื่น เชนกระดูกออนที่เหลือจากการ

ผาตัดเสริมจมกู ซึ่งอาจจะหาไดมากกวา 

3. หลังจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนในโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL-Alginate เปน

เวลา 6 เดือนพบวาม ี PCL ในชิ้นเนื้อเยือ่ 46.38% แสดงวาอัตราการยอยสลายของ 

PCL ไมสัมพนัธกับอัตราการสรางเนื้อเยือ่ หรือโครงเลีย้งเซลลยอยสลายชาเกนิไป ซึ่ง

อาจแกไขโดยเพิ่มปริมาณของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุนมากขึ้นหรือลดความเขมขนของ 

PCL เพื่อใหผนังของรพูรุนบางและเพิ่มพื้นที่ผิวในการยอยสลายของ PCL 
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5.3 งานวิจยัตอไปในอนาคต 
  

 เพื่อใหการพฒันาโครงเลี้ยงเซลลสมบูรณ อาจจะตองมีการศึกษาเรือ่งตอไปนี ้

1. เปลี่ยนสารทีท่าํใหเกิดรูพรุน ในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL แบบพรุน เชน ผลึก

น้ําแข็ง, คารบอนไดออกไซดเหนือจุดวิกฤติ (Supercritical carbondioxide) เพือ่

ศึกษาผลของชนิดของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุนตอคุณสมบัติโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งชนิดของ

สารที่ทาํใหเกดิรูพรุนเหลานีก้ําจัดออกไดงายและมีขนาดเล็ก 

2. ผสม PCL กับพอลิเมอรชนิดอ่ืนที่ไมเปนพษิตอเซลล เพือ่ปรับปรุงการยอยสลายใหเร็ว

ข้ึน 

3. เปลี่ยนรูปแบบของโครงเลี้ยงเซลลจากแบบพรุนเปนแบบเสนใย โดยทดลองใชเสนใย

นาโน หรือเสนใยขนาดไมครอนที่มีขนาดรูพรุน แตจะตองมีความแข็งแรงพอในการ

ปลูกถายในรางกาย 

4.  ศึกษาการขยายจํานวนเซลลในโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL-Alginate ใน bioreactor ที่

มีการปนกวนหรือไหลเวยีนของอาหารหรอืมีการปอนอากาศ เพื่อศึกษาผลกระทบของ

การปนกวนหรอืระบบการปอนอากาศตอเซลลในโครงเลี้ยงเซลลซึ่งอาจลดเวลาใน

การสรางเนื้อเยื่อที่สมบูรณลงได 

5. ศึกษาการสรางเนื้อเยื่อกระดกูออนจากการเลี้ยงในสัตวทดลองที่มีความใกลเคียงกับ
มนุษย กอนทีจ่ะนาํไปใชงานจริงในมนษุย 
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ภาคผนวก



ภาคผนวก ก. 
รายชื่อ, หมายเลขผลิตและแหลงผลิตของสารเคมีที่ใช 

  

 สารเคมีทีน่ํามาใชในการทดลองนัน้ ไดมาจากแหลงตางๆ และมีหมายเลขสารเคมี 

(Catalog Number) ดังแสดงในตารางที ่ก.1 

 

ตารางที่ ก.1 รายชื่อ, หมายเลขผลิตและแหลงผลิตของสารเคมีที่ใช 

สารเคมี ผูผลิต Cat. No. 

Acetic Acid (Glacial) APS Finechem, Seven Hills, Australia 1-2.5L GL 

Antibiotic (L-Glutamine 

/Penicillin/Streptomycin)1

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA G1146 

Antifungal (Fungizone) - - 

Calcium Chloride APS Finechem, Seven Hills, Australia 127-500G 

Calf Skin Collagen2 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA C8919 

Cloxa M.H. M&H Manufacturing, Thailand - 

Collagenase Type II3 Invitrogen Corp., Auckland, NZ 17101-015 

70% Ethanol ฝายเภสัชกรรม โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ - 

Ethylenediaminetetraacetic 

acid, trisodium salt 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA  

Fetal Bovine Serum (FBS) Invitrogen Corp., Paisley, UK 10086-148 

Fibroblast Growth Factor 

(FGF) 

Sigma-Aldrich, St. Louis, USA F0291 

Gentamycin M&H Manufacturing, Thailand - 

HAM – F12 (Nutrient Mixer)4 Invitrogen Corp., Auckland, NZ 1153601 

Lipase5 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA L9518 

 

Magnesium Chloride 

Hexahydrate 

Carlo Erba, Italy 459337 

Normal Saline Solution General Hospital Products, Thailand - 

Paraformaldehyde Sigma Chem, St. Louis, USA P6148 



Phosphate Buffer Saline 

(PBS)6

Invitrogen Corp., Paisley, UK 10010-031 

Polycaprolactone (MW = 

65,000) 

Aldrich Chemical Corp., Milwaukee, 

WI, USA 

18,160-9 

Sodium Alginate7 Sigma-Aldrich, St. Louis, USA A2033 

Sodium Azide Sigma-Aldrich, St. Louis, USA S8032 

Sodium Chloride APS Finechem, Seven Hills, Australia 465-1KG 

Sodium Hydroxide (Flake) Merck, Darmstadt, Germany B966798-149 

Sodium Phosphate 

monobasic 

Antibioticos, Spain 480087 

Sodium Phosphate dibasic Sigma-Aldrich Laborchemikelien, 

Germany 

30413 

Sulperazon Pfizer, Italy - 

Trypan Blue 0.4% Gibco RBL, USA 15250-061 

Trypsin – EDTA8 Invitrogen Corp., Canada 25300-054 

ผงชูรส (Monosodium 

Glutamante) 

Ajinomoto (Thailand) Co. Ltd., Bangkok 

Thailand 

- 

หมายเหต ุ
1L-Glutamine/Penicillin/Streptomycin Solution with 200 mM L-Glutamine, 10,000 U Penicillin and 10 mg 

Streptomycin/ml in 0.9% Sodium Chloride 
2Collagen Solution Type I, 0.1% solution in 0.1 N Acetic Acid 
3264 Units/mg 
4With L-Glutamine 
5500 units. From pseudomonas, lyophilized powder โดย 1 Unit สามารถผลิตกลีเซอรอล 1 μmol จาก triglyceride ตอนาที ที่ 

pH 7.0 อุณหภูมิ 37°C 
6Dulbecco’s 
7From Macrocystis Pyrifera (Kelp) Medium Viscosity 
80.5 g Trypsin and 0.2 g EDTA – 4 Na/L in HBSS without Mg2+ and Ca2+ 

 



ภาคผนวก ข. 
การเตรียมสารเคมี 

 

ตารางที่ ข.1 การเตรียมสารเคมี 

 สารเคมี/อุปกรณ วิธีการ 

Collagenase 

Type II 

Enzyme 

Solution 0.3% 

 

สารเคม ี

1. Collagenase Type II 

2. Calcium Chloride 

3. HAM – F12 Media 

อุปกรณ 

1. Sterile Syringe 

2. Sterile Brown Bottle 500 ml 

3. Filter 0.22 μm 

 

1. ผสม Collagenase Type II 1 กรัม ใน 

HAM – F12 Media 333 ml และ Calcium 

Chloride 

2. กรองสารทีท่ําการผสมผาน Filter 

ขนาด 0.22 μm 

3. เก็บใสขวดสีชาที่ฆาเชื้อแลวที่ -20 ˚C 

 

Media for 

Chondrocyte 

สารเคม ี

1. Fetal Bovine Serum (FBS) 

2. HAM – F12 Media 

3. Antifungal Agent 

(Fungizone)   

4. Fibroblast Growth Factor ที่

ความเขมขน 5 ng/ml 

5. Antibiotic (L-

Glutamine/Penicillin 

/Streptomycin)  

 

อุปกรณ 

1. Sterile Bottle 100 ml 6 ขวด 

2. Filter Unit 0.22 μm 

3. Serological Pipet 10 ml, 25 

ml 

1. ผสม HAM – F12 Media 500 ml และ 

FBS 50 ml จากนัน้ นาํ Fungizone 

0.625 μg/ml จํานวน 5 ml ผสมกับ

สารที่ได แลวผสมกับ Antobiotic 

จํานวน 5 ml และ Fibroblast Growth 

Factor ที่ความเขมขน 5 ng/ml 

จํานวน 0.1 ml 

2. ทําการกรอง Media ที่ไดจากขอ 1. 

ผาน Filter Unit ที่ 0.22 μm 

3. เก็บใสขวดที ่4˚C 

 



Collagen 

Coated Plate 

สารเคม ี

1. Glacial Acetic Acid 

2. Sterile Water 

3. 0.1% Calf Skin Collagen 

อุปกรณ 

1. Sterile Bottle 250 ml  

2. Filter Unit, Syringe Filter 

0.22 μm 

3. Cell Culture Dish 100 x 20 

mm 

Collagen Solution 

1. เตรียมสารละลาย 0.1 N Acetic Acid 

โดยผสม Glacial Acetic Acid 1 ml 

ในน้าํ 179 ml 

2. กรองที ่0.22 μm 

3. นําสารละลาย Acetic Acid ที่เตรียม

ไว ผสมกับ 0.1% Calf Skin Collagen 

20 ml 

4. Incubate ที่ 37˚C 5% CO2 เปนเวลา 

12 ชั่วโมง 

5. เก็บที ่4 ˚C 

Coated Plate 

1. นําสารละลาย Collagen ที่ไดเตรียมไว 

เทลงบน จานเลี้ยงเซลล จานละ 5 ml 

2. เก็บไวที ่Laminar Hood เปนเวลา 12 

ชั่วโมง 

3. ดูดสารละลาย Collagen ออก เพื่อ

เก็บไวใชไดอีก โดยสารละลาย 

Collagen เกบ็ที่ 4˚C 

4. เก็บจานเลี้ยงเซลลที่ 37˚C 

Phosphate 

Buffer Saline 

ที่ pH 7.4 

สารเคมี 

1. Sodium phosphate 

monobasic 

2. Sodium phosphate dibasic 

3. น้ําปราศจากไอออน 

อุปกรณ 

1. ขวดเก็บสารขนาด 250 ml 

2. กระบอกตวง 
3. บีกเกอรขนาด 500 ml 

1. ละลาย Sodium phosphate 

monobasic จํานวน 0.264 g ในน้ํา

ปราศจากไอออน 100 ml 

2. ละลาย Sodium phosphate dibasic 

จํานวน 2.17 g ในน้ําปราศจากไอออน 

100 ml 

3. ผสมสารละลาย Sodium phosphate 

monobasic ที่ไดจากขอ 1 กับ

สารละลาย Sodium phosphate 

dibasic ที่ไดจากขอ 2 และคนใหเขา

กัน 



4. เก็บสารที่ไดในขวดเก็บสาร 

5. ฆาเชื้อโดยใช Autoclave 

6. เก็บที่อุณหภูมหิอง 

สารละลาย

เอนไซมไลเปส

ใน PBS 

สารเคมี 

1. เอนไซมไลเปส 

2. Potassium phosphate 

monobasic 

3. Magnesium chloride 

hexahydrate 

4. Ethylenediaminetetraacetic 

acid (EDTA), trisodium salt 

5. Potassium Hydorxide 

6. น้ําปราศจากไอออน 

1. ละลาย Potassium Phosphate 

Monobasic หนกั 0.12 g, 

MgCl2.6H2O หนกั 0.0024 g และ 

EDTA หนัก 0.007 g ในน้าํปราศจาก

ไอออน ปริมาตร 16.67 ml 

2. ปรับคา pH ของสารละลายจากขอ 1. 

โดยใชสารละลาย Potassium 

Hydroxide ความเขมขน 1 โมลาร 

(5.61%) จนกระทั่งไดคา pH ที่ 7.5 

3. ละลายเอนไซมไลเปสจํานวน 500 

Unit สารละลายที่ไดจากขอ 2 ซึ่งจะได

สารละลายเอนไซมไลเปสทีค่วาม

เขมขน 30 Unit/ml 

4. เมื่อนําไปทดสอบการยอยสลาย นํา

สารละลายเอนไซมไลเปสจากขอ 3 

ปริมาตร 1 ml ผสมในสารละลาย PBS 

ที่ pH 7.4 ปริมาตร 999 ml 

 



ภาคผนวก ค. 
การทําพิมพรูปใบหูดวยซิลิโคน 

 
สารและอุปกรณ 
1. ยางซิลิโคนใชหลอแบบ   2. ดินน้ํามนั 

3. พายสาํหรบัปาดน้าํยาง   4. แมแบบ 

 
วิธีทาํ 

1. นําดนิน้าํมนัทีใ่ชเปนฐานมาปาดใหเรียบและแซะบางสวนออก 

2. กดแมแบบที่เปนรูปหูลงไปในดินน้ํามนั โดยกดที่บริเวณที่แซะดินน้ํามนัออก (รูปที่ ค1) 

3. คลึงดินน้าํมนัเปนเสนยาว และลอมกรอบเพื่อเปนที่กัน้น้าํยาง 

4. เทยางซิลิโคนลงไป ใหบางๆ พอครอบคลุมพื้นที่ โดยคอยๆเทลงไปและระวังฟองอากาศที่

อาจเกิดขึ้น (รูปที่ 2) 

5. รอยางซิลิโคนแหงเปนเวลา 3 – 5 ชั่วโมง 

6. เทยางซ้าํอีกครั้งเพื่อปดรอยรั่วและเพิ่มความแข็งแรงใหพิมพ (รูปที่ 3) 

7. รอยางซิลิโคนแหง 
 

     
รูปที่ ค1 แมแบบกอนทําการหลอดวย ซิลิโคน รูปที่ ค2 แมแบบที่เทยางซิลิโคนลงไป

เรียบรอยแลว 

 
รูปที่ ค3 แมแบบที่เทยางซิลิโคนทับลงไปอีกชั้น 



ภาคผนวก ง. 
วิธีการเลี้ยงสัตวทดลอง 

 

สัตวทดลองที่ใชในงานวิจัยคอื Nude Mouse (BALB/c-nu) ซึ่งเปนหนูพนัธุพิเศษที่ไม T-

lymphocyte ซึ่งทาํใหระบบภูมิคุมกันไมสามารถทํางานไดอยางเต็มที ่ดังนัน้การเลีย้งหนูชนิดนี ้จึง

ตองมีวิธทีี่แตกตางจากการเลี้ยงหนูอ่ืนๆ ซึ่งมีวธิีการเลี้ยงดังนี ้

 

1. สภาวะที่ทาํการเลี้ยงที่ 25˚C ความชืน้สมัพัทธ 60 – 70% 

2. กอนทําการเปลี่ยนอุปกรณใดๆ ควรใสถุงมือที่ฆาเชื้อแลว โดยพน Alcohol 70% ที่ถุงมือ 

3. การเปด Filter Cap ควรเปดใน Laminar Flow Hood ทีมอีากาศไหลตลอดเวลา 

4. เปลี่ยนน้ําทุกๆ 2 วนั โดยน้าํที่ใชเปนน้ําทีฆ่าเชื้อแลว (Sterile Water)  

5. เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 วนั โดยทิง้อาหารทีก่นิเหลือ และใสอาหารใหมเขาไป 

6. ขวดน้ํา (รวมทัง้จุกและหลอดน้ํา) เมื่อใชแลวลางใหสะอาดและเขา Autoclave 

7. การเปลี่ยนกรงและขี้เลื่อย เปลี่ยนสัปดาหละ 2 คร้ัง โดย 

a. กรงเมื่อเปลีย่นแลว ใหลางใหสะอาดและผึ่งใหแหง กอนการใชคร้ังตอไปใหฆา

เชื้อโดยเช็ด Alcohol 70% 

b. ข้ีเลื่อย เมื่อใชแลวใหทิง้ และข้ีเลื่อยทีน่ํามาเปลี่ยนใหมใหเขา Autoclave กอนทาํ

การเปลี่ยน 

8. เปลี่ยนแผนกรองอากาศ (Filter Sheet) สัปดาหละ 1 ครั้ง 

 

หมายเหต ุ

• กรงที่ใชเปนกรงพลาสติกใสผลิตจาก Polystyrene มีตะแกรงสําหรับใสขวดน้ําและอาหาร

และมีที่กรองอากาศติดตั้งอยูดานบน 

• ขวดน้ําเปนขวดแกว, จกุเปนจุกยาง และหลอดน้ําเปนหลอดสแตนเลส 

• แผนกรองอากาศมีขนาดที่ 0.22 ไมครอน 

• สัตวทดลอง, อาหาร และอุปกรณที่ใชทัง้หมดทาํการสั่งซื้อมาจากสํานักสัตวทดลอง

แหงชาติมหาวทิยาลยัมหิดล 

 



          
  (ก)      (ข)    (ค) 

  
         (ง)     (จ) 

รูปที่ ง1 อุปกรณที่ใชในการเลี้ยงสัตวทดลอง 

(ก) กรง 

(ข) ขวดน้ําและจกุยาง 

(ค) ข้ีเลื่อยรองนอน 

(ง) Filter cap 

(จ) อาหาร  



ภาคผนวก จ. 
การวัดคาความเคนแรงดึง 

 

การวัดคาความเคนแรงดึงยดึหลักการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D638 ซึ่งมหีลักการในการ

ทดสอบดังนี ้

 
การเตรยีมตวัอยาง 

ชิ้นงานตวัอยางที่ใชในงานวจิัยมีลักษณะเปน Non-rigid body (เปนชิน้งานแบบที่ 4 ตาม

มาตรฐาน ASTM D638) ซึ่งมีการขึน้รูปของชิ้นงานดังรูปที่ จ.1 ซึ่งขึ้นรูปโดยการหลอ

ชิ้นงานในแบบ 

 
  รูป จ.1 แบบของชิ้นงานที่ใชในการวัดคา Tensile Stress 

 

ซึ่งมีขนาดจากในรูป จ.1 ดงันี ้

 Wc – ความกวางทีก่ึ่งกลางของชิ้นงาน = 6 มิลลิเมตร 

W – ความกวางของสวนที่แคบ = 6 มิลลิเมตร 

 WO – ความกวางทัง้หมดของชิ้นงาน = 19 มิลลิเมตร 

G – ความยาวเกจ = 25 มิลลิเมตร 

 L – ความยาวของสวนที่แคบ = 33 มิลลิเมตร 

LO – ความยาวทั้งหมดของชิ้นงาน = 115 มิลลิเมตร 

 R – รัศมีของสวนโคง = 14 มิลลิเมตร 

 RO – รัศมีดานนอก = 25 มิลลิเมตร 

 D – ระยะหางระหวางจุดยึด = 65 มิลลิเมตร 

 T – ความหนาของชิ้นงาน = 3 มิลลิเมตร 

 

 



การทดสอบ 
1. นําชิน้งานใสในเครื่อง Universal Testing Machine (รูปที่ จ.2) โดยยึดชิ้นงานที่จดุยึด 

2. ตั้งคาความหนาและความกวางของชิน้งานในคอมพวิเตอรที่ติดตั้งพรอมกับเครื่อง 
Universal Testing Machine โดยกําหนดความเร็วในการทดสอบที ่50 มิลลิเมตรตอนาท ี

3. เร่ิมทําการทดสอบชิ้นงาน 

4. เมื่อช้ินงานขาด (ทดสอบเสร็จส้ิน) เครื่องคอมพวิเตอรจะรายงานคา แรงที่ใช (Load) 

พื้นที่หนาตัดของชินงาน และคาความเคนแรงดึงรวมทัง้คาอื่นๆ ที่ทาํการกําหนดไปเมื่อทํา

การตั้งคาตางๆ ของการทดสอบ 

 

 
รูป จ.2 เครื่อง Universal Testing Machine 
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รูป จ3 กราฟทีไ่ดจากเครื่อง Universal Testing Machine ซึ่งเปนกราฟแสดงความสมัพันธแรงดึง

และระยะที่ตวัอยางถูกดึงออก 



ภาคผนวก ฉ. 
การวิเคราะหคุณสมบัติทางความรอน 

 

การวัดคาคุณสมบัติความรอนของโครงเลีย้งเซลลในงานวิจยันี้ไดใช การทดสอบดวย

เครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) ในการวิเคราะหหาปริมาณความรอนที่ใชใน

การหลอมเหลวของโครงสรางผลึก เพื่อวิเคราะหปริมาณของโครงสรางทีเ่ปนผลกึ และเครื่อง 

Thermogravimetric Analysis (TGA) ในการหาปริมาณของโครงเลีย้งเซลลที่ยอยสลายไปภายใน

รางกาย โดยแตละเครื่องมีหลักการทํางานและการวิเคราะหขอมูลดังนี ้

 
เครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) 
หลักการทาํงาน 
DSC เปนเทคนิคที่อาศัยการเปลี่ยนแปลงความรอนหรือคาความรอนจําเพาะ (Specific 

Heat) ตออุณหภูมิ ซึ่งมีหลกัการทํางานโดย ตัวอยางและตัวอางอิง (Reference) จะอยูที่อุณหภูมิ

เดียวกนั แตปริมาณความรอนที่ใหตางกนั เนื่องจากปริมาณพลังงานที่ใหแกตัวอยางหรือปริมาณ

พลังงานที่ตวัอยางคายออกมา เพื่อที่จะรักษาระดับความแตกตางของอุณหภูมิระหวางตัวอยาง

และตัวอางองิใหมีคาความแตกตางของอณุหภูมิมีคาเปน 0 ซึ่งคาพลงังานนี้จะแสดงในรูปของ

กราฟที่แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณความรอนกบัอุณหภูมิหรอืเวลา 

 
การเตรยีมตวัอยาง 
ตัวอยางทีน่ํามาใชควรจะแหง บาง และมีขนาดเล็ก โดยน้ําหนักของตัวอยางไมควรเกิน 5 

มิลลิกรัม เพื่อลดผลกระทบจากความแตกตางของอุณหภูมิ จากนัน้นําวางบนภาชนะที่ใสตัวอยาง

และปดฝาใหสนิทเพื่อปองกันร่ัวไหลของความรอนที่ใชไปสูดานนอก 

ตัวอยางและตัวอางองิจะอยูในสภาวะแวดลอมเดียวกนัเมื่อทําการวเิคราะหโดยตัวอยาง

และตัวอางองิ จะเก็บใน Pan ที่ทาํจากโลหะ ซึง่ตั้งอยูบนเทอรโมมิตอร ดานละตวั ซึ่งมีตัวใหความ

รอนอยูดานลาง (ดงัรูปที่ ฉ.1) 

 



 
รูปที่ ฉ.1 ลักษณะการทาํงานของเครื่อง DSC 

ที่มา http://www.friedli.com/research/PhD/DSC/chap3.html 

 
ผลที่ไดจากการวิเคราะห 
จากการวิเคราะหตัวอยางดวยเครื่อง DSC คาความรอนที่ใชจะอยูในรูปที่เปนฟงกชนักับ

เวลาหรืออุณหภูมิ เมื่อทําการวิเคราะหโดยปราศจากตัวอยาง เสนกราฟที่ไดจะเรียกวา เสนฐาน 

(Baseline) เมื่อทําการวิเคราะหตัวอยาง คาความรอนที่ใชไปที่เวลาหรืออุณหภูมติางๆ มกีาร

เบี่ยงเบนออกจากเสนฐาน ในบางชวงตามคาความรอนที่ใชไป เมื่อส้ินสุดการวเิคราะหเสนกราฟ

จะกลับเขาสูเสนฐาน 

คาสัญญาณทีเ่กิดจากการเปลี่ยนแปลงพลังงานในระบบ ซึ่งคาการเปลี่ยนแปลงจะแสดง

ในรูปของกราฟระหวางปริมาณความรอนและอุณหภูมิหรือเวลาดงัทีก่ลาวไวแลว ซึ่งการ

เปลี่ยนแปลงใดๆที่เกิดขึ้นเนือ่งจากการเปลี่ยนแปลงของพลงังานทําใหเกิดความไมตอเนื่องของ

สัญญาณ ทาํใหเกิดรูปกราฟที่มีลักษณะเปน Peak เกิดขึ้น ซึง่ Peak ที่ไดแสดงถึงการเปลี่ยนแปลง

ของพลังงาน ซึ่งพืน้ที่ใตกราฟแสดงถงึการเปลี่ยนแปลง Enthalpy ที่เกดิขึ้นในสภาวะนั้นๆ (ดงัรูปที่ 

ฉ2) 

 
รูปที่ ฉ.2 รูปกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง DSC 

ที่มา http://www.friedli.com/research/PhD/DSC/chap3.html 



การวิเคราะหดวยวิธนีี้สามารถนําไปใชหาอุณหภูมิเปลี่ยนสถานะคลายแกว (Glass 

Transition Temperature - Tg), อุณหภมูิหลอมตัวผลกึ (Melting Temperature - Tm) และคา

ความรอนที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของพอลิเมอรได (Heat of Fusion - ΔHf) 

 
เครื่อง Thermogravimetric Analysis (TGA) 
หลักการทาํงาน 
วัดคาน้าํหนักที่เปลี่ยนแปลงไปที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของสาร เชนวัดน้ําหนกัทีห่ายไป

ของสารตอเวลาหรืออุณหภมูิ ซึง่เกดิจากการสลายตัวหรือการเอาน้าํออก ซึ่งกราฟที่ได

ประกอบดวย คาน้ําหนักที่หายไปในฟงกชันของอุณหภูมิ และอัตราการหายไปของน้ําหนักตอ

อุณหภูมิ โดยกราฟที่ไดนั้น แสดงใหเหน็ถงึลักษณะเฉพาะของสารหรอืระบบหนึง่ๆ เนื่องจากลาํดับ

ของปฏิกิริยาทางเคมีทีเ่กิดขึ้นที่ชวงของอณุหภูมิที่แนนอน การเปลีย่นแปลงของน้ําหนกันี้เปนผล

มาจากการสลายตัว หรือการรวมตัวของสาร ที่อุณหภูมทิี่สูงขึน้ เชนการระเหยตวัของสาร หรือการ

เกิดขึ้นของผลติภัณฑที่มนี้ําหนกัมาก 

 
การเตรยีมตวัอยาง 
ตัวอยางทีน่ํามาใชควรมีขนาดเล็ก โดยน้าํหนักของตวัอยางไมควรเกนิ 10 มิลลิกรมั เพื่อ

ลดผลกระทบจากความแตกตางของอณุหภูมิ จากนั้นนําวางบนภาชนะที่ใสตัวอยาง 

 
ผลที่ไดจากการวิเคราะห 
กราฟที่ไดนั้น ดังทีก่ลาวไวแลวประกอบดวย ฟงกชันระหวางอัตราการเปลี่ยนแปลงของ

น้ําหนกัและอณุหภูมิ และฟงกชันระหวางน้าํหนักที่หายไปตออุณหภูมิ ซึง่กราฟฟงกชนัของอัตรา

การเปลี่ยนแปลงน้าํหนัก จะแสดงถึงชวงอุณหภูมทิี่มกีารเปลี่ยนแปลงน้าํหนัก กลาวคือในชวง

อุณหภมูินัน้มกีารเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น เชนมีการสลายตัวของสาร มีปฏิกิริยาเกิดขึน้ หรือน้ําที่อยูใน

โครงสรางมกีารระเหยออก เปนตน ซึ่งรูปแบบของกราฟนี้จะแสดงในรูปปริมาณของน้ําหนกัที่

หายไปของสวนประกอบแตละสวนที่อุณหภูมิสลายตัวตางๆ ดงัรูปที่ ฉ3  

ในรูป ฉ3 แสดงถึงสวนประกอบตางๆ ในยางอีลาสโตเมอรชนิดหนึ่ง ซึ่งมีสวนประกอบเปน 

น้ํามนั, พอลเิมอร, คารบอน และสารเติมอ่ืนๆ ซึง่เห็นไดวาฟงกชนัของน้าํหนักที่หายไปนัน้ลดลงใน

ลักษณะขั้นบนัได ที่แสดงใหเห็นถึงชวงอุณหภูมิที่สารแตละประเภทสลายตัว จึงสามารถทําให

ทราบไดวามีปริมาณของสารที่เปนสวนประกอบในตัวอยางเปนจํานวนเทาใด ซึง่สามารถนํามา

ประยุกตใชกับการหาปริมาณของ PCL ในตัวอยางที่มสีารอื่นปะปนอยูได 



  
รูป ฉ3 แสดงคารอยละของน้าํหนักที่หายไปที่แสดงถงึสวนประกอบของตัวอยาง ทีอุ่ณหภูมิในการ

สลายตัวตางๆ 

ที่มา Sichina W.J., 2004 

 



ภาคผนวก ช. 
ตัวอยางการคํานวณ 

 
ช.1 การคํานวณรอยละของน้ําหนักทีห่ายไป 
จากการทดลองที่โครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนที่มีเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุนที่ข้ึนรูปโดย

ใชสารละลายที่ความเขมขนของ Poly-ε-Caprolactone 30% (w/v) มีน้ําหนักกอนการทดลองที ่

0.0487 กรัม และมีน้ําหนักหลังการทดลองที ่0.0471 กรัม ที่เวลา 7 สัปดาห 

 

มีคารอยละของน้าํหนักที่หายไปคือ %285.3%100
0487.0

0471.00487.0% =×
−

=lossweight  

 

ช.2 การคาํนวณหารอยละของน้าํหนกัที่หายไปของ Poly-ε-Caprolactone ในชิ้นเนื้อเยื่อ
กระดูกออนที่ได 

ปริมาณของ Poly-ε-Caprolactone ในชิน้เนื้อเยื่อกระดูกออนที่ได 

ความหนาแนนของชิน้กระดกูออน  (ρC) = 1.05 g/cm3 (Töyräs J. et al., 2002) 

น้ําหนกัของชิน้เนื้อเยื่อกระดูกออน (WC) = 2.31 mg 

ดังนัน้ชิ้นเนื้อเยื่อนี้มีปริมาตร (VC)  = 33

3

3

1022
051

10312 cm.

cm
g.

g. −
−

×=
×   

จากการวิเคราะหดวยเครื่อง TGA พบวามี Poly-ε-Caprolactone อยู 46.38% 

คิดเปน 2.31 x 0.4638 = 1.071 มิลลิกรัม 

 

ปริมาณของ Poly-ε-Caprolactone ในโครงเลี้ยงเซลล 

ความหนาแนนของ Poly-ε-Caprolactone = 1.145 g/cm3

น้ําหนกัของโครงเลี้ยงเซลล   = 1.665 mg 

ดังนัน้โครงเลีย้งเซลลมีปริมาตร   = 33

3

3

10451
1451

106651 cm.

cm
g.

g. −
−

×=
×  

 

ถาโครงเลีย้งเซลลมีปริมาตร 2.2 x 10-3 cm3 มีปริมาณของ Poly-ε-Caprolactone ที ่

mg.
.

.. 5262
10451

10226651
3

3

=
×

××
−

−

 



เมื่อเทียบกับปริมาณของ Poly-ε-Caprolactone ในชิน้เนื้อเยื่อ ซึ่งมีอยู 1.071 mg ดังนัน้ ปริมาณ

ของ Poly-ε-Caprolactone ที่ยอยสลายไปคิดเปน 2.526 – 1.071 = 1.455 mg หรือคิดเปน 

57.6% 

 



 ภาคผนวก ซ. 
การยอมสีชิ้นเนื้อเยื่อและเทคนิคการยอม 

 

ในงานวิจัยนี้ไดทําการพิสูจนชิ้นเนื้อเยื่อที่ไดโดยการยอมสีทางดาน Histology ซึ่งการยอม

เนื้อเยื่อกระดูกออนั้น ไดใชเทคนิคการยอม 2 ประเภทคือ Hematoxylin and Eosin (H&E) และ 

Alcian Blue ซึ่งแตละเทคนิคที่ใชมีคุณสมบัติดังนี้ 

 

Hematoxylin and Eosin (H&E) - เปนเทคนิคที่ใชกันอยางแพรหลายในทาง Histology ซึ่งเปน

การยอมสีเซลลและเนื้อเยื่อข้ันพื้นฐาน โดยสวนของ Hematoxylin จะติดสีมวงอมน้ําเงินใน

โครงสรางที่มีความเปนกรด เชนนิวเคลียส ในขณะที่ Eosin จะติดสีชมพูหรือแดงในโครงสรางที่มี

ความเปนเบส เชนที่ Cytoplasm  

 
เทคนิคการยอมสีชิ้นเนื้อเยื่อ 

Hematoxylin and Eosin 
สารเคมีที่ใช 

 1. Mayer’s Hematoxylin solution 

 2. Eosin Stock Solution 

  Eosin y Water   1.0 กรัม 

  น้ํากลัน่    100 มิลลิลิตร 

3. Phloxine Stock Solution 

Phloxine B   1.0 กรัม 

น้ํากลัน่    100 มิลลิลิตร 

4. Eosin-Phloxine working solution 

Eosin Stock Solution  100 มิลลิลิตร 

Phloxine Stock Solution 10 มิลลิลิตร 

95% Ethanol   780 มิลลิลิตร 

Glacial Acetic Acid  4 มิลลิลิตร 

 

วิธีการยอม 

1. Deparaffinize โดยการอบใหแหง, แชใน Xylene นาน 10 นาที 3 คร้ัง และ ลาง 

Xylene โดยการแชใน 95% Ethanol นาน 1 นาท ี



2. ลางในน้าํประปา โดยแชใหน้ําไหลผาน นาน 2 นาท ี

3. แชในสาร Mayer’s Hematoxylin นาน 5 นาท ี

4. จุมในสารละลาย Lithium Carbonate 

5. ลางในน้าํประปา โดยแชใหน้ําไหลผาน นาน 5 นาท ี

6. จุมในสารละลาย 95% Ethanol 3 คร้ัง 

7. แชใน Eosin-Phloxine working solution นาน 5 นาท ี

8. จุมใน 95% Ethanol 16 คร้ัง 

9. จุมใน Absolute Alcohol 2 คร้ัง 

10. จุมใน Xylene 2 คร้ัง 

11. ปดฝาสไลดแลวนาํไปดูสี 

 

ผลที่ไดจากการยอมโดยใชเทคนิค Hematoxylin and Eosin 

• ติดสีน้ําเงนิที่นวิเคลียสของเซลล 

• ติดสีแดงที่ Cytoplasm 

 



ภาคผนวก ฌ. 
การวิเคราะหทางสถิติแบบที (T-test) 

 
 ในงานวิจัยนี้มกีารเปรียบเทยีบคาขนาดของรูพรุนและรอยละของน้าํหนกัทีห่ายไป เพื่อ

ศึกษาวาคาที่ไดมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญหรือไม โดยใชการวิเคราะหทางสถติิแบบที ซึง่มี

ข้ันตอนในการวิเคราะหดังนี ้

1. ตั้งสมมติฐาน H0: คาความแตกตางของขอมูลมีคาเทากบัศูนย (ขอมูลไมมีความแตกตาง)  

H1: คาความแตกตางของขอมูลไมคาเทากบัศูนย (ขอมูลมีความแตกตาง) 

2. คํานวณคาโดยแทนคาในสตูร x  คือคาเฉลี่ย, μ0=คาเริ่มตน, n = จํานวนตัวอยาง, S หา

จาก S2 = 
1

)( 2

−

−∑
n

xxi สูตร t-test 
nS

x
t

/
0μ−=  

3. กําหนดระดับนัยสําคัญ α=0.05 หรือระดับความเชื่อมัน่ = (1-α)*100  

4. เปดคา t ในตารางที ่α=0.05, n = 3 เปดคาในตารางที่ t.95,3 =2.35 ที่ n = 2 เปดคาใน

ตารางที่ t.95,2 =2.92 

5. t ที่คาํนวณไดมากกวา t ทีเ่ปดไดจากตารางก็ปฏิเสธ H0 แสดงวาขอมูลมีความแตกตาง 
 

ทําการวิเคราะห โดยแปรผนัคาความเขมขนของสารละลาย PCL ไดดังตาราง ฌ.1 
 

ตาราง ฌ.1 การวิเคราะหทางสถิติแบบท ีเมื่อแปรผันคาความเขมขนของ PCL 
 Pore size (μm) Hydrolytic degradation (%) Enzymatic Degradation (%) 

 MSG/NaCl NaCl MSG/NaCl NaCl MSG/NaCl NaCl 

PCL20%(w/v) 150 105 5.06 4.99 21.77 22.03 

PCL25%(w/v) 161 156 4.47 4.86 22 21.89 

PCL30%(w/v) 205 170 3.99 4.39 22.13 22 

คาเฉลี่ย 172 143.66667 4.5066667 4.7466667 21.966667 21.973333 

หาS2 484 1495.1111 0.3061778 0.0592111 0.0386778 0.0032111 

 121 152.11111 0.0013444 0.0128444 0.0011111 0.0069444 

 1089 693.44444 0.2669444 0.1272111 0.0266778 0.0007111 

sum 1694 2340.6667 0.5744667 0.1992667 0.0664667 0.0108667 

S2 847 1170.3333 0.2872333 0.0996333 0.0332333 0.0054333 

S 29.103264 34.210135 0.5359415 0.3156475 0.1823001 0.0737111 

root n 1.7320508 1.7320508 1.7320508 1.7320508 1.7320508 1.7320508 

t คํานวณ 1.963961 1.9576839 1.7882574 1.3352417 1.8685487 1.3315428 

t ตาราง 2.35 2.35 2.35 2.35 2.35 2.35 



ทําการวิเคราะห โดยแปรผนัชนิดของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุน ไดดังตาราง ฌ.2 

 

ตาราง ฌ.2 การวิเคราะหทางสถิติแบบท ีเมื่อแปรผันชนดิของสารที่ทาํใหเกิดรูพรุน 
 Pore size Hydrolytic degradation Enzymatic degradation 

  20% 25% 30% 20%  25% 30%  20%  25% 30% 

MSG/NaCl 150 161 205 5.06 4.47 3.99 21.77 22 22.13 

NaCl 105 156 170 4.99 4.86 4.39 22.03 21.89 22 

คาเฉลี่ย 127.5 158.5 187.5 5.025 4.665 4.19 21.9 21.945 22.065 

หา S2 506.25 6.25 306.25 0.001225 0.038025 0.04 0.0169 0.003025 0.004225 

 506.25 6.25 306.25 0.001225 0.038025 0.04 0.0169 0.003025 0.004225 

Sum 1012.5 12.5 612.5 0.00245 0.07605 0.08 0.0338 0.00605 0.00845 

S2 1012.5 12.5 612.5 0.00245 0.07605 0.08 0.0338 0.00605 0.00845 

S 31.81981 3.535534 24.74874 0.049497 0.275772 0.282843 0.183848 0.077782 0.091924 

root n 1.414214 1.414214 1.414214 1.414214 1.414214 1.414214 1.414214 1.414214 1.414214 

t คํานวณ 0.9998 0.9980 0.9997 0.9998 0.9998 0.9993 0.9990 0.9964 0.9984 

t ตาราง 2.92 2.92 2.92 2.92 2.92 2.92 2.92 2.92 2.92 

 

คา t คํานวณ ที่ไดจากตาราง ฌ.1 และ ฌ.2 มีคานอยกวาคา t ที่ไดจากตาราง ดังนั้นคา

จากตัวอยางในดานของขนาดของรูพรุนและความเขมขนของสารละลาย PCL สามารถสรุปไดวา

ตัวอยางไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

ตัวอยางการคาํนวณคา t  

 การคํานวณคา t จาก การวิเคราะหโดยแปรผันความเขมขนของ PCL 

n = 3, x1 = 150, x2 = 161, x3 = 205, x = 172 

 จะได (x1 - x )2 = 484  (x2 - x )2 = 121  (x3 - x )2 = 1089 

 ดังนัน้ 
( )

847
13

2

=
−

−∑ xxi  S = 29.103  803.16
3
103.29

==
n

S  

 ได  964.1
803.16

172205
1 =

−
=t  655.0

803.16
161172

2 =
−

=t    

309.1
803.16
150172

3 =
−

=t   (t ตารางมีคา 2.35) 

 เพราะฉะนัน้ตวัอยางไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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