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 โครงเลี้ยงเซลล (Scaffold) จากวัสดุที่ยอยสลายไดทางชีวภาพมีความสําคัญในกระบวนการวิศวกรรม

เนื้อเยื่อโดยทําหนาที่เปนโครงที่ใหเซลลมายึดเกาะ เจริญเติบโตและเปลี่ยนแปลงรูปรางไปเปนเนื้อเยื่อตามชนิดของ

เซลลที่นํามาเลี้ยง งานวิจัยนี้ทําการศึกษาโครงเลี้ยงเซลลจากพอลิเมอรชนิด Poly-ε-caprolactone (PCL) ซึ่งเปน

วัสดุสังเคราะหจําพวกพอลิเอสเตอรที่มีความเขากันไดกับรางกายและยอยสลายไดทางชีวภาพ มีการขึ้นรูปโครงเลี้ยง

เซลลแบบพรุนดวยการหลอ (Casting) โดยแปรผันคาความเขมขนของพอลิเมอรในคลอโรฟอรมที่ 20, 25 และ 30% 

(w/v) และใชสารที่ทําใหเกิดรูพรุนไดแกการใชเกลือและผงชูรสในอัตราสวนของเกลือ:ผงชูรส:PCL ที่ 7.5:7.5:1 และ

การใชเกลือเพียงอยางเดียวที่อัตราสวนเกลือ:PCL ที่ 15:1 โดยน้ําหนัก 

โครงเลี้ยงเซลล PCL ที่ผลิตไดมีคาความเคนแรงดึงในชวง 0.0147 – 0.0784 MPa, ขนาดของรูพรุนในชวง 

105 – 205 ไมครอน, คาความพรุนในชวง 78.44-85.72% อัตราการยอยสลายใน Phosphate Buffer Saline (PBS) 

ที่ 0.28% (โดยน้ําหนัก) ตอสัปดาห, ในสารละลายเอนไซมไลเปสที่ความเขมขน 30 U/l ที่ 1.68% (โดยน้ําหนัก) ตอ

สัปดาห การทดสอบการยอยสลายในรางกายโดยการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลล PCL ในสัตวทดลองพบวาโครงเลี้ยง

เซลลยอยสลายไป 53.29% (โดยน้ําหนัก) ในเวลา 3 เดือน ความเขมขนของสารละลาย PCL และชนิดของสารที่ทําให

เกิดรูพรุนที่ใชในงานวิจัยนี้ไมมีผลตอคุณสมบัติทางยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย 

นอกจากนั้นยังมีการทดสอบการผลิตเนื้อเยื่อกระดูกออนของมนุษย (Human Cartilage) ในโครงเลี้ยงเซลล

แบบพรุนรูปใบหูที่ใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน (Porogen) โดยใชเจลของ Calcium Alginate เปนตัว

กระจายเซลลกระดูกออน (Chondrocyte) ในโครงเลี้ยงเซลล จากนั้นนําไปเลี้ยงภายนอกรางกายเปนเวลา 1 สัปดาห 

พบวามีเซลลสามารถยึดติดกับโครงเลี้ยงเซลลได จากนั้นนําไปปลูกถายใตผิวหนังของสัตวทดลอง ในเวลา 6 เดือน

พบวาเซลลสามารถเปลี่ยนเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนไดอยางสมบูรณ ซึ่งชี้ใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลนี้สามารถนําไปใชใน

การเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนเพื่อใชประโยชนทางดานการแพทยได 
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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 
 
 งานทางดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ (Tissue engineering) เปนศาสตรที่นําหลักการของ

วิศวกรรม และ ชีววทิยามาประยุกตใชในการฟนฟูรักษา และพัฒนาหนาทีก่ารทํางานของเนื้อเยื่อ 

(Tissue Function) ซึ่งสงผลกระทบตอระบบสาธารณสขุและเศรษฐกิจ จากการประมาณการของ

กระทรวงสาธารณสุขของประเทศสหรัฐอเมริกานัน้ คาใชจายของผูปวยที่สูญเสียอวยัวะหรือ

เนื้อเยื่อตางๆ มีคาใชจายประมาณ 400,000 ลานเหรียญตอป หรือประมาณ 17.5 ลานลานบาท 

(Langer R., 2000; Nettle D.L., 2001) ของผูปวยในประเทศสหรัฐอเมริกา ซึง่นบัวาเปนจํานวน

เงินที่มากที่ไมอาจมองขามได 

 ประเทศไทยมปีริมาณการใชเนื้อเยื่อกระดูกออน (Cartilage) ที่สามารถนาํมาใสทดแทน

ของเดิม เชน ในการรักษาโรคไขขอ หรืออุบัติเหตุ ทีท่ําใหเกิดการสูญเสียกระดูกออน ในปริมาณที่มี

การเพิม่ข้ึนทุกป ทั้งนี้เนื่องจากเนื้อเยื่อกระดูกออนมีความจาํเปนในระบบการเคลื่อนไหวของ

รางกาย เชน ในขอตอตางๆ อีกทั้งยังใชในงานศัลยกรรมตางๆ อีกดวย ซึ่งปริมาณของเนื้อเยือ่

กระดูกออน อุปกรณที่เกีย่วของ เวชภัณฑและสารเคม ี ที่มีการใชมีการนําเขาจากตางประเทศเปน

สวนมาก จงึทําใหประเทศไทยตองเสียดลุการคา ซึ่งจากขอมูลของกรมศุลกากร มูลคาการนําเขา

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

ศุลกากร, 2546)  

 ในประเทศไทยนัน้ งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) เปนศาสตรในแขนง

ที่ยงัใหมอยูเนือ่งจากเทคโนโลยีทีน่ํามาใชประยุกตกับงานดานนีน้ั้น ดังที่กลาวไวในขางตนแลววา

เปนศาสตรทีน่าํชีววิทยามาประยุกตใชดวยนั้น ผูคนโดยสวนมากจงึเขาใจวา ศาสตรดานนีน้าจะ

เกี่ยวของเฉพาะสายงานดานแพทยศาสตรเทานั้น ในความเปนจริงแลวงานดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ 

อันเปนสวนหนึ่งของงานทางดานวิศวกรรมการแพทย (Biomedical Engineering) เปนศาสตรที่

ตองนําความรูทางดาน วศิวกรรมศาสตรมาผนวกกับความรูทางดานแพทยศาสตร เพื่อศึกษา 

คนควา และรังสรรคผลงานตางๆ อันที่จะชวยใหการรักษาทางดานการแพทยไดกาวหนาและมี

ประสิทธิภาพยิ่งขึ้น 
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 
 เพื่อออกแบบและผลิตโครงเลี้ยงเซลล (Scaffold) สําหรับเลี้ยงเนือ้เยื่อกระดูกออนของ

มนุษย โดยใชวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ (Biodegradable) โดยมีวัตถุประสงค

จําเพาะดังตอไปนี้ 

1. สรางโครงเลีย้งเซลล จากพอลิเมอรตามธรรมชาติและพอลิเมอรสังเคราะห ที่มีความ

เหมาะสมในการยอยสลายภายในรางกาย 

2. ศึกษาและทดสอบคุณสมบัติดานกายภาพและชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

 

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 
 

1. ออกแบบโครงเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออน ทําการเลี้ยง

บนเซลลโครงเลี้ยงเซลล  

2. การทดสอบคณุสมบัติเชิงกายภาพ ศึกษาจากความแขง็แรงของโครงเลี้ยงเซลล ในรูป

ของขนาดของรูพรุน ความพรุน และการทนตอแรงดึง (Tensile Stress) ของโครงเลี้ยง

เซลล 

3. ทดสอบการยอยสลายทางชวีภาพของโครงเลี้ยงเซลลทีส่รางขึ้น 

4. ทดสอบการเลีย้งเซลลกระดูกออนของมนษุยบนโครงเลีย้งเซลลที่สรางขึ้นใน

สัตวทดลอง 



บทที่ 2 
 

ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 

2.1 วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue Engineering) 
 

 วิศวกรรมเนื้อเยื่อมีจุดประสงคหลักในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อเพื่อใชทดแทนของเดิม ใน

ปจจุบันงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมกีารพฒันาและเจริญเติบโตอยางรวดเร็วและตอเนื่องดงัเหน็ได

จากงานวิจยัทางดานนี้ที่มกีารตีพิมพอยางมากมาย  

งานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เร่ิมตนในทศวรรษที่ 1930 โดย Bisceglie ซึ่งนาํเซลลเนื้องอกของหนู

มาเลี้ยงในเยื่อแผนของพอลิเมอร (Polymer Membrane) แลวทําการใสเขาไปที่ชองวางบริเวณทอง

ของหมู และจากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวา เซลลที่ใสเขาไปนั้นสามารถอยูรอดไดโดยไมถูก

ทําลายโดยระบบภูมิคุมกัน จากการทดลองครั้งนีเ้ปนตัวอยางของการหอหุมเซลล (Cell 

Encapsulation) ในยุคแรกๆ ซึ่งการหอหุมนั้นจะยอมใหสารอาหาร และของเสียสามารถแพรผาน

เยื่อหุมเซลล (Cell Membrane) และปองกันเซลลภูมคิุมกัน (Immune Cell) และ แอนติบอด้ี 

(Antibody) ไมใหทาํลายเซลล (Langer R., 2000) 

ในทศวรรษ 1970 มีการพัฒนาแผนเยือ่ ในรูปของเยื่อเลือกผาน (Semi-permeable 

membrane) โดยการทดสอบกับเซลลตับออน (Islet Cell) ในปลายทศวรรษ 1970 มีการนาํแผน

คอลลาเจนหรือวัสดุประกอบแตงของคอลลาเจนกับไกลโคซามิโนไกลแคน (Collagen-

glycosanimoglycan (GAGs) composite) มาใชในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อผิวหนัง ซึ่งเปนที่นยิมใช

กันอยางแพรหลาย เนื่องจาก แผนคอลลาเจนนี้ใชในการเลี้ยงเนื้อเยื่อในระบบ 2 มิติ อีกทัง้แผน

คอลลาเจนไดจากธรรมชาติ จึงไมเกิดอาการตอตานจากระบบภูมิคุมกนั (Langer R., 2000) 

 ตอมาไดมีการพัฒนาโครงเลีย้งเซลลที่ใชในการเลีย้งเนื้อเยื่อในระบบ 3 มิติ ซึ่งสามารถ

เลี้ยงเซลลไดปริมาณมากและสามารถจัดเรียงตัวเปนเนือ้เยื่อที่มีรูปแบบตามที่ตองการไดงาย 

(Koch R.J. and Gorti G.K., 2002) อีกทัง้มีความเหมาะสมในดานความแข็งแรง ความเขากนัได

ทางชีวภาพและการยอยสลายทางชีวภาพ (Langer R., 2000) 

 หลักการของงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมีข้ันตอนโดยทั่วไป ดังตอไปนี้ (รูปที่ 2.1) 

1. สกัดเซลลจากเนื้อเยื่อจากผูบริจาคโดยใชเอนไซมในการยอยเนื้อเยื่อใหเปนเซลล 

2. ออกแบบและผลิตโครงเลี้ยงเซลลใหมีความเหมาะสมกบัเซลลและรูปแบบของ

เนื้อเยื่อจากวสัดุที่ยอยสลายไดทางชีวภาพ 



 4 

3. นําเซลลที่สกัดออกมาได (จากขอ 1) เลี้ยงบนโครงเลี้ยงเซลลโดยอาจจะมีการขยาย

จํานวนเซลลในหองปฏิบัติการกอนแลวจงึนําไปเลี้ยงตอในสิ่งมีชวีิต ในสวนที่

ตองการใหเกดิเนื้อเยื่อใหม 

4. เมื่อเซลลเจรญิเติบโตและมีการขยายตัวอยางเตม็ที ่ กลุมเซลลจะจัดรูปรางเปน

เนื้อเยื่อที่มีคณุสมบัติที่เหมอืนกับเนื้อเยื่อที่ไดจากผูบริจาค 

งานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมหีลักการสําคญั 3 ประการดังนี ้

1. เซลลที่มีความเหมาะสมจะตองบงบอกไดวาเปนเซลลชนดิใด และสามารถแยก 

(Isolation) เซลลจากเนื้อเยือ่ได 

2. วัสดุทีน่ํามาใชในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล จะตองสามารถผลิตหรือสังเคราะหข้ึนมา

ได สามารถขึ้นรูปใหมีรูปรางและขนาดตามที่ตองการได และอัตราการยอยสลาย

ของพอลิเมอรจะตองมีคาใกลเคียงกับอัตราการเติบโตของเนื้อเยื่อ 

3. การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล จะตองเพาะ (seed) เซลลอยางเปนระเบียบบน

วัสดุที่ใช และเลี้ยงเซลลใหขยายจาํนวนหรอืเปลี่ยนแปลงรูปราง (differentiate) ใน

หองปฏิบัติการหรือถังปฏิกรณชีวภาพ (bioreactor) หรืออาจจะปลูกถายโครงเลี้ยง

เซลลที่มีเซลลเจริญเติบโตในจํานวนที่เหมาะสมลงในสิง่มีชีวิตใหเกิดการ

เปลี่ยนแปลงของเซลลไปเปนเนื้อเยื่อทีท่ํางานได 

 

Donor
Tissue

In vitro
cultured

In vivo
cultured

3-D TissueScaffold
Fabrication

3-D Scaffold

Enzyme
Digest

Cell

seed

Differentiating
Media

 
รูปที่ 2.1 หลักการของงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 
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2.2 เซลลกระดูกออน (Chondrocyte) และเนื้อเยื่อกระดูกออน (Cartilage)  
 
 เนื้อเยื่อกระดูกออน ประกอบดวยเซลลกระดูกออนทีม่ลัีกษณะยืดหยุนและแข็งแรง ซึ่งฝง

ตัวอยูในเนื้อของกระดูกออนที่เรียกวา extracellular matrix (ECM) เปนสารจาํพวกคอลลาเจน 

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

ออนนี้จะมีรูปรางกลมยกเวนที่ขอบจะมีรูปรางแบน และมีคุณสมบัติในการยึดติดกับพื้นผวิสูง (รูปที่ 

2.2) หนาที่โดยทั่วไปของกระดูกออน คือ เปนโครงรางของตัวออน ใหความยืดหยุนกับโครงรางนั้น 

และเปนตัวรองรับแรงที่เกิดขึ้นบริเวณขอตอ 

 โดยทัว่ไปกระดูกออนแบงออกไดเปน 3 ประเภท ตามชนิดและปริมาณของ Intercellular 

Fibers ไดแก 

1. Hyaline Cartilage คือ กระดูกออนที่มีลักษณะกึง่โปรงแสง มีสีน้าํนม และมี Matrix 

ของ โปรตีน, Hyaluronic acid และ คอลลาเจน อยูบริเวณรอบๆ เซลล 

2. Elastic Cartilage คือ กระดกูออนทีป่ระกอบเสนใย Elastin เปนสวนมาก และมีเสนใย

คอลลาเจน จาํนวนนอย 

3. Fibrocartilage คือ กระดูกออนที่ประกอบดวยเสนใยคอลลาเจนที่จัดเรียงตัวกนัอยาง

หนาแนนเปนจํานวนมาก และมีเสนใย Elastin จํานวนนอย 

 

 
รูปที่ 2.2 เซลลกระดูกออนบริเวณขอตอ ถายจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน 

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

 
2.2.1 Hyaline Cartilage 

พบมากทีพ่ืน้ผวิบริเวณขอตอ โดยที่เซลลกระดูกออนจะพบอยูโดดเดี่ยวหรืออยูเปน

กลุมๆ ซึ่งอยูในชองวางที่เรียกวา Lacumae ที่ฝงอยูในเนื้อของกระดูกออน กระดูกออน

ประเภทนี้รับสารอาหารโดยวิธีการแพรจากเสนเลือดที่อยูบริเวณเยื่อหุมกระดูกออน 

(Perichondrium) เนื่องจากเซลลกระดูกออนชนิดนี้ไมมีเสนเลือดและเสนประสาทมาหลอ

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

ประกอบดวย สวนประกอบที่เปนสารอินทรีย 75% และ สารอนนิทรีย 25% 

โดยทัว่ไปแบง Matrix เปน 2 สวนคือ 

1. Collagen Fibrils สวนมากเรียงตัวเปนรางแห มีขนาดบาง และเปนคอลลาเจน

ชนิด II 

2. Ground Substance เปนสวนทีท่ําใหมีคุณสมบัติแข็ง พบอยูในชองวาง

ระหวางเซลลกระดูกออน (Intercellular Space) ประกอบดวย 

Glycosaminoglycan 3 ชนิด คือ Hyaluronic Acid, Chondoitin Sulfate 

และ Keratan Sulfate 

 

 
รูปที่ 2.3 Hyaline Cartilage ขยาย 400 เทา ทําการยอมสีโดยใช 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 เร่ิมตน 

 B: Mesenchymal cell แบงตัวมากขึน้ ซึง่อยูชิดกันมีลักษณะกลมและไมมีแขนง เรียกวา 

    เซลลกระดกูออน 

 C: เซลลกระดูกออนสราง Matrix ออกนอกเซลล (Extracellular Matrix) ทําใหเซลล แยกกนั 

 D: เซลลกระดูกออนแบงตัวอยูรวมกนัเปนกลุม โดยมี Matrix ซึ่งเปน Collagen type II     

  (Archer C.W. and Francis-West P., 2003; Silver F. and Doillion C., 1989) ที่อยูติดเซลล 

  นัน้เปนเปลือกหุม 

ที่มา  วินิตาและคณะ (บรรณาธิการ), 2535 

http://www.usc.edu/hsc/dental/ghisto/cart/c_5.html
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2.2.2 Elastic Cartilage 
ลักษณะของเซลลกระดูกออนคลาย Hyaline Cartilage แตเสนใยบริเวณชองวาง

ระหวางเซลลประกอบดวยคอลลาเจนและเสนใย Elastic และมีเสนใย Elastic 

เปนองคประกอบที่มีอัตราสงูกวา ในรูปมัดของเสนใย Elastic ทีจ่ัดเรียงตัวเปน

โครงขาย (รูปที่ 2.5) มักพบในโครงสรางทีม่ีความยืดหยุนสูง เชน ใบห ู

 

 
 รูปที่ 2.5 Elastic Cartilage ขยาย 400 เทา ทาํการยอมสีโดยใช Hematoxylin & Eosin

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

 
2.2.3 Fibrocartilage 

ลักษณะของเซลลกระดูกออนคลาย Hyaline Cartilage แตชองวางระหวางเซลล

ประกอบดวยเนื้อเยื่อเสนใย (Fibrous Tissue) เปนสวนใหญ และไมพบเยื่อหุม

กระดูกออนในกระดูกออนชนิดนี ้ ซึง่ Fibrocartilage มีหนาที่ยึดโครงสรางตางๆ 

โดยที่มีความแข็งแรงสูง พบทีบ่ริเวณรอยตอระหวางเยื้อเยื่อกระดูกออนและ

เนื้อเยื่อรองรับ เชนในแผนรองกระดูกสนัหลังและกระดูกออนบริเวณขอตอ (รูปที่ 

2.6) 

 

 
รูปที่ 2.6 Fibrocartilage ขยาย 400 เทา ทําการยอมสีโดยใช 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 การเกิดและการเจริญเติบโตของกระดูกออน 
โครงรางของกระดูกออนเกิดจากการรวมตวัของ Mensenchymal Cells ซึ่งจะกลายเปน

เซลลกระดูกออนในเวลาตอมา จากนัน้เซลลที่อยูภายในจะผลิตสารและสรางเมตริกซทําใหเซลล

แยกตัวหางกนั ตอมาเซลลกระดูกออนทําการแบงตัวภายในเมตริกซเกิด Isogenic Group หรือ

เรียกวา Capsule และ Mensenchymal Cells ดานนอกทําการสรางเยือ่หุมกระดูกออนควบคูกนัไป 

 จากพฤติกรรมของเซลลกระดูกออนนั้น สามารถสรุปไดวาพืน้ผิวและรูปรางของโครงสรางที่

เซลลกระดูกออนสามารถเกาะติดไดดีควรมีพื้นที่ผิวในการยึดเกาะสูง ดังนั้นโครงเลี้ยงเซลลโดย

สวนมากมกัมลัีกษณะเปนรูพรุน (Porous) และมีลักษณะที่เปนเสนใย (Fibers) บางขึ้นอยูกับชนิด 

ลักษณะการใชงานและหนาที่ของกระดูกออน 

 

2.3 โครงเลี้ยงเซลล (Scaffold) 
 

ในงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนสวนประกอบสําคัญที่ใชเปนโครงเลี้ยงเซลล 

เพื่อทําการเพาะเลี้ยงเซลลใหเปนเนื้อเยื่อบนโครงสรางนั้น ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลที่ใชงานทางดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนโดยสวนมากผลิตมาจากวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพ 

(Koch R.J. and Gorti G.K., 2002) และวัสดุที่นํามาใชเปนโครงสรางนั้นจะตองสามารถขึ้นรูปเปน

โครงสราง 3 มิติที่มีโครงสรางใกลเคียงกับอวัยวะที่ทําการเพาะเนื้อเยื่อเพื่อที่จะนําไปใชทดแทน 

(Langer R., 2000) และเมื่อเซลลที่ทําการเลี้ยง (Culture) เจริญเติบโตและเพิ่มจํานวนเซลลจนมี

ปริมาณมากพอ และมีความสมบูรณของเซลล จึงทําการเลี้ยงเซลลเหลานี้บนโครงเลี้ยงเซลล ให

เจริญเติบโตบนโครงเลี้ยงเซลลที่ไดทําการออกแบบไวแลว จากนั้นจึงทําการใสเขาไปแทนที่อวัยวะที่

ตองการ และปลอยใหกลุมเซลลที่อยูบนโครงเลี้ยงเซลลเจริญเติบโตเปนเนื้อเยื่อที่ทดแทนของเดิม 

ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลก็ถูกยอยสลายไป (Atala A. and Lanza R.P., 2002) ส่ิงที่สําคัญที่สุดคือ 

ตองมีความเหมาะสมทางชีวภาพ (Biocompatibility) คือ สามารถใสเขาในรางกายแลวไมเกิดการ

ตอตานจากระบบภูมิคุมกัน หรืออีกนัยหนึ่งคือโครงเลี้ยงเซลลนี้ตองไมกระตุนภูมิคุมกันของรางกาย 

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

ในการออกแบบโครงเลี้ยงเซลล จําตองพิจารณาถึงคุณสมบัติที่เหมาะสมที่ใชกับเซลลแต

ละชนิด หนาที่ และโครงสราง แตโดยทั่วไปนั้น คุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลตองมีคาโมดูลัสความ

ยืดหยุน (Elastic Modulus) สูงเนื่องจากเนื้อเยื่อกระดูกออนมีคาโมดูลัสการอัด (Compressive 

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

ดึง (Tensile Modulus) ระหวาง 0.32 – 10.2 MPa (Lu L. et al., 2001) และตองมีที่วางมากพอ

สําหรับการเจริญเติบโตของเซลล มีพื้นที่ผิวมาก และมีความพรุนสูง เพื่อเปนที่วางสําหรับการสราง 
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Extracellular Matrix ของเซลลกระดูกออน โดยทั่วไปโครงเลี้ยงเซลลที่เหมาะสมมีคาความพรุน 

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

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

ดานคุณสมบัติเชิงกลนั้นโครงเลี้ยงเซลลตองมีคุณสมบัติที่แข็งแรงและคงทนตอแรง (Load) 

ที่ไดรับ โดยปราศจากรอยราวหรือการเปลี่ยนแปลงทางโครงสราง ดังนั้นปญหาที่สําคัญในการ

ออกแบบโครงเลี้ยงเซลลอีกประการหนึ่งคือโครงเลี้ยงเซลลที่นํามาใชนั้นจะตองมีความแข็งแรง

เพียงพอ และวัสดุที่นํามาใชนั้นจะตองมีแรงยึดเหนี่ยวภายในและระหวางโมเลกุล (Intramolecular 

and Intermolecular bonding) ของพอลิเมอรที่มากพอเพื่อใหโครงเลี้ยงเซลลมีความแข็งแรง

เพียงพอ แตถึงกระนั้นวัสดุเหลานี้จะตองมีคุณสมบัติที่สามารถยอยสลายไดภายในระยะเวลาที่

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

2002)  

ในการผลิตเนื้อเยื่อเพื่อทําการปลูกถายนั้น ประเด็นสําคัญที่ไมควรมองขามคือ เร่ืองของ

ที่วางที่ใชในกระบวนการตางๆ ของเซลล เชน การแลกเปลี่ยนกาซหรือของเหลว, การหายใจ, การ

กินอาหาร และ ผลกระทบจากผลิตภัณฑพลอยไดซึ่งกิจกรรมเหลานี้จะใช ส่ือกลางในการ

แลกเปลี่ยนสารตางๆ ซึ่งสื่อกลางนี้คือเลือด ดังนั้นในการเลี้ยงเนื้อเยื่อบางชนิดจําเปนตองมีการ

สรางทางเดินของเลือดดวย  ซึ่งเสนเลือดระหวางเซลลนั้นมีขนาดประมาณ 100 ไมครอน 

(Hutmacher D.W., 2000; วินิตาและคณะ (บรรณาธิการ), 2535) ดังนั้นในการสรางโครงเลี้ยง

เซลลที่มีขนาดของรูพรุนต่ํา จึงตองนําเรื่องนี้มาพิจารณาดวย 

การสรางโครงเลี้ยงเซลลในปจจุบัน ไดมีเทคโนโลยีในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลใหมีรูปราง 

โครงสราง และรูปแบบตามที่ตองการ รวมทั้งการกําหนดคุณสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

ในดานของพื้นที่ผิว ความพรุน ของโครงเลี้ยงเซลลและขนาดของรูพรุนภายในโครงเลี้ยงเซลลซึ่ง

สามารถผลิตไดจากวัสดุที่มีคุณสมบัติ ดานการยอยสลายและการยึดเกาะพื้นผิวของเซลลจาก

การศึกษาของ Hutmacher (Hutmacher D.W., 2000) พบวา วิธีการผลิตโครงเลี้ยงเซลล มี

มากมายหลายวิธีและแตละวิธีมีความแตกตางกันออกไป ทั้งนี้เนื่องจากชนิด วัสดุ รูปราง และ

โครงสรางของโครงเลี้ยงเซลล ดังตัวอยางแสดงในตารางที่ 2.1 
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ตารางที่ 2.1 เทคโนโลยีในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล1

เทคโนโลย ี ขนาดของรูพรุน 

(μm) 

ความพรุน (%) 

การหลอ (Solvent casting) 

เยื่อแผนบางแบบซอนทับ (Membrane lamination) 

การหลอม (Melt-molding) 

การรีด (Extrusion) 

การระเหิดแหง (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 

 

 สารตางๆ ที่นํามาใชในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล เพื่อใชในงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ

กระดูกออน ที่นิยมในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลในยุคแรกๆ คือ วัสดุประกอบแตงของคอลลาเจนกับ

ไกลโคซามิโนไกลแคน จากนั้นไดมีการพัฒนามาใช Injectable calcium alginate matrices และใช 

Fibrin Glue (Koch R.J. and Gorti G.K., 2002) ในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลซึ่งวัสดุเหลานี้มี

ขอจํากัดในดานการใชงาน เชน เร่ืองของความแข็งแรง ระยะเวลาในการสลายตัว และความเขากัน

ไดทางชีวภาพ เปนตน  

 ในปจจุบันมีการใชพอลิ เมอร สั ง เคราะห อีกหลายชนิด  เชน  Polycaprolactone, 

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

Poly-D,L-lactide เปนตน (Boyan B.D. et al., 1999; Hutmacher D.W., 2000; Lu L. et al., 

2001) รวมทั้งมีการใชพอลิเมอรธรรมชาติ เชน Hyaluronic acid, fibrinogen-fibrin และ Chitosan 

เปนตน (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 

 โดยมากพอลิเมอรที่ไดจากธรรมชาตินั้น มีโครงสรางที่มีความพรุนสูง ดังนั้นพอลิเมอร

เหลานี้จึงเปนที่นิยมในการสรางโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุน ในทางกลับกันพอลิเมอรสังเคราะห มักมี

ความพรุนต่ํา แตมีความสามารถในการยืดใหเปนเสนใย (Fiber) ไดดีกวา พอลิเมอรจากธรรมชาติ 

ดังนั้น พอลิเมอรชนิดนี้จึงเปนที่นิยมในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลแบบเสนใย (Hutmacher D.W., 

2000; Lu L. et al., 2001) 

                                                           
1
 แสดงเพียงบางเทคนิคท่ีใช และที่มีความเหมาะสมกับเครือ่งมือท่ีมีอยู 
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ตารางที่ 2.2 โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากพอลิเมอรชนิดตางๆ ที่ใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน 
No. ชนิดของ 

พอลิเมอร 

วิธีการขึ้นรูป ชนิดของเซลลที่ใช วิธีการเลี้ยงเซลล /

เวลา 

จํานวนเซลล

เริ่มตน 

ผลการเลี้ยงเซลล สถาบันของผูทําวิจัย เอกสารอาง

อิง 

1 Alginate Ionic Crosslink Human Chondrocyte in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 14 วัน 

4x106เซลลตอมล. 

และ 40x103 เซลล

ตอเม็ด ขนาด 3 – 

5 มม. 

GAGs เกิดขึ้นและ

จํานวนเซลลเพิ่มขึ้น

เปน 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 เซลลตอ

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

ตอมล. 

ศึกษาการกระจายตัว

ของเซลล โดยใชวิธีการ

ยอมสีโดยวิธี H&E 

พบวาเซลลกระจาย

ตัวอยางเปนระเบียบ 

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 เซลลตอ

เม็ดขนาด 5 มม. 

เซลล Fibroblast 

เปลี่ยนรูปเปนทรงกลม

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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

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

ตอมล. 

มี GAGs และ คอลลา

เจน เกิดขึ้น โดยตรวจ

จากการยอมสีโดยวิธี 

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

ตอมล. 

เซลลสามารถแบงตัวได

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

ตอมล. 

มี ECM เกิดขึ้นใน

สัปดาหที่ 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 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

ขนาด 80x30x3 

มม. 

ดูการจัดเรียงตัวของ

เซลลในโครงเลี้ยงเซลล 

ซึ่งเซลลมีรูปรางเรียว

ยาวและจัดตัวเปนกลุม

แบบกนหอย 

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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

10x103 เซลลตอซม.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

ตอมล. 

เปนกระดูกออน โดย

ตรวจจากการยอมสี

Nagoya University/ 

Japan 

Honda M., 

et al., 2000 
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in vivo: ฝงใตผิวหนัง

ของ Nude mouse 

โดย Hematotoxin & 

Eosin 

12 PDLA Film Solvent Casting Human Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลล นาน 3 สัปดาห 

6.5x103 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

24x103 เซลลตอซม.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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

10.4x103 เซลลตอซม.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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

18.8x103 เซลลตอซม.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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

18x103 เซลลตอซม.2
Adv Tissue Sci 

Inc./ USA 

Ishuag-

Riley, S.L., 

et al., 1999 

16 PEO Gel Gelation Calf Articular 

Cartilage 

in vivo: ฉีดเขาไปใน 

Nude Mouse นาน 

12 สัปดาห 

10x106 เซลล

ตอมล. 

เปนกระดูกออน โดย

ตรวจจากการยอมสี

โดยวิธี H&E และมีการ

เกิดขึ้นของ GAGs 

3.54% 

Harvard Med 

School/ USA 

Sims C.D., 

et al., 1996 



 14 

17 PEO Gel UV Crosslink Bovine Articular 

Cartilage 

in vivo: ฉีดเขาไปใน 

Nude Mouse นาน 

7 สัปดาห 

50x106 เซลล

ตอมล. 

จํานวนเซลลเพิ่มขึ้น 

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 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

หรือ 1.25x106 

เซลลตอมล. 

7.65 - 10.7 x 106 เซลล

ตอโครงเลี้ยงเซลล 

MIT/ USA Freed L.E. 

et al., 1994 

19 Fiber PGA Extrusion Bovine Articular 

Cartilage 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลลและ Spinner 

flask นาน 8 สัปดาห  

7x106 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

ขนาดเสนผาน

ศูนยกลาง 1 ซม. 

สูง 5 มม. 

ใน Petridish 11.5 x 

106 เซลลตอโครงเลี้ยง

เซลล ใน Spinner flask 

21x106 เซลลตอโครง

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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

29.6x103 เซลลตอซม.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

ตอมล. 

มี GAGs เกิดขึ้น 

21.6% โดยน้ําหนักแหง 

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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

30x103 เซลลตอซม.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: สัตวทดลอง 

1 ป 

100-150 x 103 

เซลลตอมล. 

เซลลเพิ่มขึ้นเปน 110 - 

165x103 เซลลตอมล. 

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

เซลลนาน 3 สัปดาห  

6x106 เซลล

ตอมล. 

เซลลเพิ่มขึ้นเปน 1.2 - 

2 x 106 เซลลตอโครง

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: ในกระตาย

ขาวนิวซีแลนด นาน 

1 ป 

1x106 เซลล

ตอมล. หรือ      

200x103 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

มี Collagen Type II 

เปน 82% จากกอนการ

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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

9.6x103 เซลลตอซม.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 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเพิ่มขึ้นเปน 

18.8x103 เซลลตอซม.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

เซลลนาน 2 วัน  

1.77x104 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเกาะที่พื้นผิว 

1.5x104 เซลลตอซม.2
Tokyo Med and 

Dental U/ Japan 

Iwasaki Y., 

et al., 2002 

29 PLGA/PMEH  NIH-3T3 mouse 

Fibroblast 

in vitro: ในจานเลี้ยง

เซลลนาน 2 วัน  

1.77x104 เซลลตอ

ซม.2
เซลลเกาะที่พื้นผิว 8-

11x103 เซลลตอซม.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 เซลลตอ

โครงเลี้ยงเซลล 

เซลลเพิ่มขึ้นเปน 1.1-

2x106 เซลลตอโครง

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

ตอมล. 

เซลลเพิ่มจํานวนเปน 

130x106 เซลลตอมล. 

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

ตอมล. ใสไป 5 

มล. ทั้งหมด 

165x103 เซลล 

จํานวนเซลลที่สามารถ

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

ตอมล. ใสไป 5 

มล. ทั้งหมด 

165x103 เซลล 

จํานวนเซลลที่สามารถ

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 เซลลตอ

ซม.2
จํานวนเซลลที่สามารถ

เกาะได 3.2x104 เซลล

ตอซม.2

Japan Advanced 

Institute of Science 

and Technology  

Watanabe 

J., et al., 

2002 

 
หมายเหต ุสภาวะในการเลี้ยงเซลลที ่37 องศาเซลเซยีส ภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 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 โครงสรางของพอลิเมอรชนิดตางๆที่นํามาใชผลิตโครงเลี้ยงเซลล (Sigma-Aldrich, 2002, Chaplin M., 2003, Iwasaki Y., et. al., 2002)



 19 

2.3.1 โครงเลี้ยงเซลล Alginate (Alginate-based Scaffold) 
 Alginate เปนสารประเภทพอลิแซคคารไรด (Polysaccharide) ที่ไดจากสาหรายสีน้ําตาล 

(Brown Algae) ซึ่ง Alginate ที่ใชเปนโคพอลิเมอรที่ประกอบดวยบล็อกของ 1,4-linked β-D-

mannuronic (M) และ α-L-guluronic acid (G) (รูปที่ 2.7) ในอัตราสวนของ β-D-mannuronic 

acid ตอ α-L-guluronic acid มีคาประมาณ 30:70 (Shapiro L. and Cohen S., 1997) ซึ่งในการ

จําหนายเชิงการคาจะอยูในรูปของเกลือของกรด Alginic เชน 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)  

ในดานการใชงาน Alginate จะใชงานในรูปของ Hydrogel ที่มีขนาดของรูพรุนต่ําซึ่งทํา

หนาที่ตรึงเซลลใหอยูกับที่ โดยยอมใหอาหาร น้ําและของเสียแพรผานไปได (Eiselt P. et al., 2000) 

สวนมากจะใชงานที่ความเขมขน 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 สารที่มีสภาพขั้วบวกในการเกิดเปนเจลได โดยมากนิยม

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

al., 2003; Shapiro L. and Cohen S., 1997) ทําใหเกิดเปนเจลที่ไมละลายน้ํา (Shapiro L. and 

Cohen S., 1997) ซึ่งใชเวลาในการเกิดเจล (Gelation time) ใชเวลาประมาณ 20 - 60 วินาที ทั้งนี้

ข้ึนกับรูปรางของเจลและความเขมขนของ 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 ซึ่งจับโมเลกุลของน้ําใหอยูในรูปของ H3O
+ ซึ่งสงผลให

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

β-D-mannuronic และ α-L-guluronic acid ในรูปของไดเมอร (Dimer) ซึ่ง Ca2+ จะเขาแทนที่

พันธะไฮโดรเจนของโมเลกุล Guluronate ได แต Ca2+ ไมสามารถแทนที่พันธะไฮโดรเจนของ

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

เกิดเจลไดงายกวา Alginate ที่มีปริมาณของ α-L-guluronic acid ต่ํา (Chaplin, M., 2003) 

 ดานคุณสมบัติเชิงกล Alginate ที่มีมวลโมเลกุลสูง จะมีคุณสมบัติในการรับแรงไดดีกวา 

Alginate ที่มีมวลโมเลกุลตํ่า เนื่องจากพันธะโควาเลนทภายในโมเลกุล (Intra-molecular covalent 

bond) ของ Alginate มีผลตอความแข็งแรงของพอลิเมอรมากกวาผลจากพันธะไอออนิก ระหวาง
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โมเลกุล (Inter-molecular ionic bond) ที่เกิดจากการ Crosslink ของ Ca2+ (Kuo C.K. and Ma 

P.X., 2001) 

 คุณสมบัติดานชีวภาพ Alginate มีความคลายคลึงกับคอลลาเจนซึ่งมีการนํา Alginate มา

ใชงานในดานตางๆ เชน การตกแตงแผล การสงผานยาในรูปของ Injectable Calcium Alginate 

เปนตน Alginate ไดรับการรับรองจากองคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาและ สหภาพ

ยุโรป ในดานการเขากันไดทางชีวภาพ ในขณะที่การยอยสลายนั้น Alginate 1% ที่ Crosslink ดวย

สารละลาย CaCl2 ที่ความเขมขน 102 mM มีระยะเวลาในการยอยสลายประมาณ 90 วันในอาหาร

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

(Shapiro L. and Cohen S., 1997) 

 มีรายงานถึงการทดลอง โดยใช Alginate เปนโครงเลี้ยงเซลลกระดูกออน เปนระยะเวลา

ประมาณ 1 สัปดาห เซลลกระดูกออนมีการสราง Matrix ภายนอกเซลล ในรูปของคอลลาเจนชนดิ II 

และ Proteoglycan ในสัปดาหที่สองเซลลกระดูกออนมีการจัดเรียงรูปรางเปนเนื้อเยื่อกระดกูออนได

อยางสมบูรณ (Schulze M., et al., 2000, Masuda K., et al., 2003)  
 
2.3.2 โครงเลีย้งเซลลไคโตซาน (Chitosan-based scaffold) 

 ไคโตซานเปนสารประเภท linear aminopolysaccharide ที่มีโครงสรางเปน β(1 4)-

linked glucosamine and N-acetyl-D-glucosamine (รูปที่ 2.7) ซึ่งเปนสารที่เปนอนุพันธของไค-

ตินที่เปนสารในโครงสรางของรางกายของสัตวจําพวก Arthropod ที่มีเปลือกแข็งหุมรางกาย  

 ไคโตซานมีมวลโมเลกุลอยูระหวาง 50,000 – 1,000,000  คุณสมบัติโดยทั่วไป คือ มี

โครงสรางเปนโครงรางผลึก (Crystalline) เปนพอลิเมอรจากธรรมชาติประเภทยอยสลายไดทาง

ชีวภาพ มีความสามารถในการละลายในสารละลายที่เปนกรด ที่มีคา pH < 6 และไมละลายใน

สารละลายที่มีคา pH > 7 ซึ่งชี้ใหเห็นวาไคโตซานจัดเปนสารที่มีคุณสมบัติในการละลายแบบที่

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

นําไคโตซานมาขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลพบวา มีขนาดของรูพรุนระหวาง 1 – 250 ไมครอน 

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

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

110% ซึ่งขึ้นอยูกับรูปรางและโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลที่จะนําไปใช (Madihally S.V. and 

Matthew H.W.T., 1999) ซึ่งความแข็งแรงในระดับนี้ นับวามีความเพียงพอสําหรับการใชงาน

ทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อในการผลิตเปนโครงเลี้ยงเซลล (Lu L. et al., 2001) 

การเตรียมโครงเลี้ยงเซลลจากไคโตซาน โดยทั่วไปนิยมใชวิธีการระเหดิแหง (Freeze dry) 

ที่อุณหภูมิระหวาง -20 ถึง -78 องศาเซลเซียส ซึ่งวิธกีารเตรียมในลักษณะนี้ จะไดขนาดรูพรุน (เสน
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ผานศนูยกลางเฉลี่ยของรพูรุน) ในโครงเลีย้งเซลลประมาณ 100 – 230 ไมครอน ซึ่งขึ้นอยูกับความ

เขมขนของไคโตซานและ อุณหภูมิในการ Freeze-dry ถาหากอุณหภูมิที่ใชต่ํา ขนาดของรูพรุนมี

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

 ดานคุณสมบัติดานชีวภาพ  ไคโตซานมีคุณสมบัติใกลเคียงกับพอลิเมอรประเภท 

Glycosaminoglycan ซึ่งพบใน Hyaline Cartilage’s Matrix ดังนั้น ปญหาทางดานความเขากันได

กับรางกาย และ กิจกรรมทางชีวภาพ (Bioactivity) ตางๆ จึงไมใชปจจัยที่สําคัญในดานการผลิต 

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

 ในปจจุบัน ประเทศไทยสามารถผลิตไคโตซานในระดับที่ใชเปนสวนประกอบในอาหาร 

(Food Grade) ที่มีความบริสุทธิ์สูง มีคา %DAC (Percent of Deacetylated) ตั้งแต 0% ถึง 95% 

ซึ่งคา %DAC ใชบงบอกถึงความเปนผลึกของไคโตซานโดยที่ 0 %DAC หรือ ไคติน คือมีหมู Acetyl 

อยูในโครงสรางทั้งหมด และที่ 100 %DAC หรือไคโตซาน คือ ไมมีหมู Acetyl ในโครงสราง  

 ในการใชไคโตซานเปนโครงเลี้ยงเซลล พบวา ในการเลี้ยงเซลลกระดูกออนที่ความเขมขน 6 

x 104 เซลลตอมิลลิลิตร เมื่อทําการเลี้ยงเซลลไปได 1 สัปดาห จํานวนเซลลเพิ่มข้ึนถึง 66 ± 28% 

ในขณะที่ปริมาณของ Proteoglycan ที่เกิดขึ้นที่ผิวของไคโตซานมีปริมาณ 2580 ± 460 cpm/106 

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

 
2.3.3 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polycaprolactone (PCL Scaffold) 
 PCL (รูปที่ 2.7) เปน พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว (Aliphatic Polymer) จัดอยูใน

กลุม Polyester (Kweon H.Y. et al., 2003) ผลิตจากมอนอเมอรที่มีชื่อวา 2-methylene-1,3-

dioxepane (Elfick A.P.D., 2002) และอาศัยปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน (Polymerization) ในการ

เกิดเปน PCL ซึ่งปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชัน เกิดที่ 80˚C ภายใตบรรยากาศของไนโตรเจน และใช 

diethyl-zinc เปนตัวเรงปฏิกิริยา (Corden T.J. et al., 2000) 

 PCL ที่นํามาใชงานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนมีมวลโมเลกุลประมาณ 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 ความหนาแนนที่  1.145 กรัมตอมิลลิลิตร (ที่มวลโมเลกุล 

60,000) (Corden T.J. et al., 2000) คาพลังงานหลอมเหลวของโครงสรางผลึก (Heat of Fusion – 

∆Hf) ประมาณ 135.44 – 135.56 จูลตอกรัม ที่โครงสรางผลึกสมบูรณ (Fully Crystalline) แตใน

การใชงานตามปกติมีคา พลังงานหลอมเหลวของโครงสรางผลึกที่ 62.2 – 73.2 จูลตอกรัม 

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

(Hutmacher D.W. et al., 2001) มีคาโมดูลัสแรงดึง (Tensile Modulus) ที่ 400 – 600 MPa 
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(Corden T.J. et al., 2000) และมีคาของโมดูลัสการอัด (Compressive Modulus) ที่ 1.58 – 6.9 

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

 คุณสมบัติเชิงชีวภาพของ PCL มีระยะเวลาในการยอยสลายที่ 24 – 36 เดือนใน

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

มอนอเมอรชื่อวา Caproic Acid โดย PCL ไดรับการรับรองจาก องคการอาหารและยาของประเทศ

สหรัฐอเมริกาในดานการใชงานดานการแพทย ดังนั้นในการใชงานทางดานวิศวกรรมเนือ้เยือ่กระดกู

ออน จึงสามารถใช ได โดยไมมีผลจากปญหาดานความเขากันไดทางชีวภาพ (Corden T.J. et al., 

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

การประยุกตใชงาน PCL ในดานงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน มีรูปแบบการใชงานใน

ชวงแรกเปนแผนฟลมบาง ซึ่งใชชวยในการเพิ่มการยึดติดของเนื้อเยื่อกระดูกออนในบริเวณขอตอ

ตอมามีการพัฒนาเปนโครงเลี้ยงเซลลแบบฟองน้ําซึ่งเปนโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากพอลิเมอรผสม

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

การผลิต ซึ่งใหโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลมีลักษณะเปนระเบียบ เชน รูปรังผึ้ง ที่มีความแข็งแรง

สูง แตมีขอเสียในดานตนทุนในการผลิตสูง (Hutmacher et al., 2001) 

การผลิตโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL มักผลิตจากพอลิเมอรผสม คือ นํา PCL ไปผสมกับพอลิ

เมอรชนิดอื่น เพื่อลดระยะเวลาในการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลและเพิ่มความแข็งแรงใหกับ

โครงเลี้ยงเซลล ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก PCL เพียงอยางเดียวจะใชเวลาในการยอยสลาย

ประมาณ 24 - 36 เดือนในสารละลาย Fibroblast ดังที่กลาวไวในตอนตนแลว แตเมื่อใชพอลิเมอร

ผสม เชน ผสมกับ Poly-D,L-Lactide จะใชระยะเวลาในการยอย สลายเริ่มตนที่ประมาณ 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 เปนโครงเลี้ยงเซลล โดยทําการเลี้ยง Fibroblast ที่ความเขมขน 15 x 106 

เซลลตอมิลลิลิตร ในสัปดาหแรก Fibroblast มีการแบงตัวอยางรวดเร็ว และเซลลมีการจัดเรียงตัว

แบบ Multilayer และในสัปดาหที่สอง Fibroblast เร่ิมสรางเมตริกซภายนอกเซลล และเริ่มจัดเรียง

รูปรางเปนเนื้อเยื่อ  และมีการจัดเรียงรูปรางเปนเนื้อเยื่อโดยสมบูรณ  เมื่อถึงสัปดาหที่  4 

(Hutmacher et al., 2001) 

 
2.3.4 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polyglycolic acid (Polyglycolic acid scaffold) 
Polyglycolic acid (รูปที่ 2.7) พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว (Aliphatic Polymer) 

จัดอยูในกลุมพอลิเอสเตอร (Lu L. et al., 2001) ผลิตไดจากปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันของ cyclic 
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glycolide ซึ่งมีโครงสรางเปนวงของไดเมอรของ glycolic acid ที่175°C โดยมี Stannous octoate 

เปนตัวเรงปฏิกิริยา (Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) 

Polyglycolic acid ที่นํามาใชงานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนมีมวลโมเลกุล

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) มีคาโมดูลัสแรงดึง (Tensile Modulus) ที่ 7000 MPa ซึ่งขึ้นกับ

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

 คุณสมบัติเชิงชีวภาพของ Polyglycolic acid มีระยะเวลาในการยอยสลายที่ 6 – 12 เดือน

ในสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) โดยที่การสลายตัวของ Polyglycolic acid จะได

มอนอเมอรชื่อวา Glycolic Acid ซึ่งเปนสารเมตาบอไลทตามธรรมชาติ ดังนั้นในการใชงานทางดาน

วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน จึงสามารถใช ได โดยไมมีผลจากปญหาดานความเขากันไดทาง

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

 การใชงานของ Polyglycolic acid มักนําไปใชในรูปของ โคพอลิเมอรกับ Polylactic acid 

มากกวาที่จะใชงานในรูปของ Polyglycolic acid อยางเดียว เนื่องจาก โครงสรางที่เปนผลึกสูงและ

ยากตอการละลายในตัวทําละลายอินทรียโดยทั่วไป ซึ่ง Polyglycolic acid สามารถละลายไดดีใน

ตัวทําละลายอินทรียที่มีฟลูออรีนในโครงสรางเปนจํานวนมากเชน Hexafluoro Isopropanol โครง

เล้ียงเซลลที่ผลิตจาก Polyglycolic acid จะใหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลในชวงตนและสราง 

Extracellular Matrix  ที่สูงและมีการสงเสริมการเปลี่ยนรูป (Differentiate) ของเซลลกระดูกออน  

(Lu L. et al., 2001)  

 จากการศึกษาของ Freed L.E. และคณะ (ตารางที่ 2.2) ทําการศึกษาการเลี้ยงเซลลกระดกู

ออนโดยใชโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก Polyglycolic acid โดยเลี้ยงเซลลที่ความเขมขนเริ่มตนที่ 6 x 

106 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งมีการแบงเซลลเพิ่มข้ึนเปน 7.65 – 10.7 x 106 เซลลตอโครงเลี้ยง

เซลลในเวลา 8 สัปดาห ซึ่งทําการเลี้ยงใน จานเลี้ยงเซลลบน Orbital shaker (Freed L.E., et al., 

1994) 

จากการศึกษาของ Vunjak-Novakovic G. และคณะ ทําการศึกษาการเลี้ยงเซลลกระดูก

ออนโดยใชโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก Polyglycolic acid เชนเดียวกับ Freed L.E. โดยเลี้ยงเซลลที่

ความเขมขนเริ่มตนที่ 7 x 106 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งทําการเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลและ 

Spinner Flask ปรากฏวาในเวลา 8 สัปดาห เซลลมีการแบงตัวเพิ่มข้ึนเปน 11.5 x 106 และ 21 x 

106 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล สําหรับการเลี้ยงเซลลในจานลี้ยงเซลลและ Spinner Flask ตามลําดับ 

(Vunjak-Novakovic G., et al., 1996) 
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จากการศึกษาของ Ishuag-Riley S.L. และคณะ ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนบนแผนฟลม 

Polyglycolic acid และ Polyglycolic-co-trimethylene carbonate นาน 3 สัปดาห พบวา มี

จํานวนเซลลที่เกาะบนแผนฟลม 29.6 x 103 และ 30 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร ตามลําดับ 

จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 6.5 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร (Ishuag-Riley S.L., et al., 1999) 

จากการศึกษาของ Schreiber R.E. และคณะ ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนที่ความเขมขน

เร่ิมตนที่ 15 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร บนโครงเลี้ยงเซลลที่มีความพรุน 97% เปนเวลา 6 สัปดาห 

พบวา มี Glycosaminoglycan เกิดขึ้น 21.6% โดยน้ําหนักแหง และมีคอลลาเจนเกิดขึ้น 8.2% โดย

น้ําหนักแหง (Schreiber R.E., et al., 1999) 

 
2.3.5 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polylactic acid (Polylactic acid Scaffold) 
Polylactic acid (รูปที่ 2.7) พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว (Aliphatic Polymer) 

จัดอยูในกลุมพอลิเอสเตอร (Lu L. et al., 2001) ซึ่งมีโครงสรางเปนแบบ D และ L ที่เกิดจาก 

Stereo isomer ซึ่งผลิตไดจากปฏิกิริยาพอลิเมอรไรเซชันของ cyclic lactlide ซึ่งมีโครงสรางเปนวง

ของไดเมอรของ lactic acid ที่175°C โดยมี Stannous octoate เปนตัวเรงปฏิกิริยา (Gunatillake 

P.A. and Adhikari R., 2003) เชนเดียวกับ polyglycolic acid 

Polylactic acid ที่นํามาใชงานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน มีจุดหลอมเหลว (Tm) 

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

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

Adhikari R., 2003)  

 คุณสมบัติเชิงชีวภาพของ Polyglycolic acid มีระยะเวลาในการยอยสลายที่ 36 – 48 

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

โดยที่การสลายตัวของ Polylactic acid จะไดมอนอเมอรชื่อวา lactic Acid ซึ่งเปนสารเมตาบอไลท

ตามธรรมชาติ ดังนั้นในการใชงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน อีกทั้งไดรับการรับรองจาก

องคการอาหารและยาของประเทศสหรัฐอเมริกาในดานการใชงานดานการแพทย จึงสามารถใช ได 

โดยไมมีผลจากปญหาดานความเขากันไดทางชีวภาพ  

 ในดานการประยุกตใชงานของเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก Polylactic acid นั้นมักใชงาน

เหมือนกับโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก Polyglycolic acid แตใหคุณสมบัติการแบงเซลลดีกวา 

polyglycolic acid และเนื่องดวยคุณสมบัติที่คลายคลึงกัน จึงเหมาะกับการรักษากระดูกออนใน

รางกายเพียงแตการยอยสลายของ Polylactic acid นานกวา polyglycolic acid เนื่องจาก

โครงสรางที่ไมชอบน้ํามากกวา Polyglycolic acid จึงมักนํามาใชเปนโครงเลี้ยงเซลลสําหรับกระดูก

ออนขอตอเพื่อใหรูปรางยังคงอยู (Lu L. et al., 2001)  
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 จากการศึกษาของ Chu C.R. และคณะ ทําการเลี้ยง Perichondrium ในโครงเลี้ยงเซลล

จาก Polylactic acid (ADD Cube) ในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลา 3 สัปดาห ที่ความเขมขนเซลล

เร่ิมตน 800 x 103 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล ปรากฏวาจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนเปน 1.2 – 2 x 106 เซลล

ตอโครงเลี้ยงเซลล และทําการทดลองอีกครั้งโดยเลี้ยงในกระตายตออีกเปนเวลา 1 ป โดยความ

เขมขนเซลลเร่ิมตนที่ 200 x 103 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล หลังจากการเลี้ยงในกระตายเปนเวลา 1 ป 

พบวา ปริมาณของ คอลลาเจนชนิด II เพิ่มข้ึนจาก 19% เปน 82% โดยน้ําหนักแหง (Chu C.R., et 

al., 1995, 1997) 

จากการศึกษาของ Ishuag-Riley S.L. และคณะ ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนบนแผนฟลม 

Polylactic acid และ poly-D,L-lactic acid นาน 3 สัปดาห พบวา มีจํานวนเซลลที่เกาะบน

แผนฟลม 9.6 x 103 และ 24 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร ตามลําดับ จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 

6.5 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร และทําเลี้ยงบนแผนฟลม Polylactic acid co 

polycaprolactone ในอัตราสวน polylactic acid ตอ polycaprolactone ที่ 9:91 และ 90:10  

พบวา มีจํานวนเซลลที่เกาะบนแผนฟลม 10.4 x 103 และ 18.8 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร 

ตามลําดับ จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 6.5 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร (Ishuag-Riley S.L., et al., 

1999) 

จากการศึกษาของ Dounchis J.S. และคณะ ทําการเลี้ยง Perichondrium ในโครงเลี้ยง

เซลลจาก polylactic acid (ADDTM Cube) เชนเดียวกัน โดยที่ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที่ 100 – 

150 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร ทําการเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลา 4 วัน และทําการเลี้ยงใน

สัตวทดลองเปนเวลา 1 ป ปรากฏวา จํานวนเซลลเพิ่มข้ึนเปน 110 – 165 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร 

และปริมาณของคอลลาเจนชนิด II เพิ่มข้ึนเปน 75% ของปริมาณของคอลลาเจนชนิด II ในกระดูก

ออนปกติ (Dounchis J.S. et al., 2000) 

 
2.3.6 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polylactic co glycolic acid (Polylactic co glycolic acid 

scaffold) 
 เปนโคพอลิเมอรของ polyglycolic acid และ polylactic acid ในอัตราสวนตางๆ (ถา

ตองการใหมีระยะเวลาในการยอยสลายนานอัตราสวนของ polylactic acid จะมากกวา 

polyglycolic acid) โดยโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้เปนการรวมขอดีของพอลิเมอรทั้งสองชนิดนี้ คือ มี

ความแข็งแรงสูง สงเสริมการเจริญเติบโตและการแบงตัวของเซลล เรงการสราง ECM 

 ดานคุณสมบัติตางๆ ของโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้อยูระหวาง polyglycolic acid และ 

polylactic acid ซึ่งขึ้นอยูกับอัตราสวนของ พอลิเมอรทั้งสองชนิดในโครงเลี้ยงเซลล 
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 จากตารางที่ 2.2 จากการศึกษาของ Ishuag-Riley S.L. และคณะ  ทําการเลี้ยงเซลล

กระดูกออนบนแผนฟลม Polylactic co glycolic acid ที่อัตราสวนระหวาง Polyglycolic acid ตอ 

polylactic acid ที่ 15:85 นาน 3 สัปดาห ที่ความเขมขนเซลลเร่ิมตน 6.5 x 103 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร พบวา มีจํานวนเซลลที่เกาะบนแผนฟลม 18.8 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร 

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

จากการศึกษาของ Iwasaki Y. และคณะ ทําการเลี้ยง Fibroblast ที่ความเขมขนเริ่มตน 

17.7 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร ทําการเลี้ยงบนแผน Polylactic co glycolic acid ในจาน

เล้ียงเซลลนาน 2 วัน ปรากฏวามีจํานวนเซลลที่เกาะบนแผนลดลงเปน 15 x 103 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร และเมื่อทําการเลี้ยงบนแผน Polylactic co glycolic acid co 2-metacryloyloxyethyl 

phosphorylcholine ปรากฏวา จํานวนเซลลที่เกาะลดลงเปน 8 – 11 x 103 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร (Iwasaki Y. et al., 2002) 

 
 2.3.7 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polypropylene fumarate (Polypropylene fumarate) 
 Polypropylene fumarate (รูปที่ 2.7) เปน พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว 

(Aliphatic Polymer) จัดอยูในกลุมพอลิเอสเตอรที่มีความไมอ่ิมตัว (Unsaturated) ที่หมูของ 

Fumarate ทําใหเกิดการเชื่อมตอกับพอลิเมอรหรือโมเลกุลชนิดอื่นได เชน Polyethylene glycol, 

β-tricalcium phosphate ซึ่งการใชงานจะอยูในรูปของเจล 

 คุณสมบัติของ Polypropylene fumarate มีคาโมดูลัสการอัดที่ 2 – 30 MPa มีระยะเวลา

ในการยอยสลายเริ่มตนที่ 3 เดือน ในสารละลาย PBS (Gunatillake P.A. and Adhikari R., 2003) 

โดยที่การสลายตัวของ Polypropylene fumarate จะไดมอนอเมอรชื่อวา Fumaric acid, 

Propylene glycol และ polyacrylic acid-co-fumaric acid ซึ่งเปนสารเมตาบอไลทตามธรรมชาติ 

ดังนั้นในการใชงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน อีกทั้งไดรับการรับรองจากองคการอาหาร

และยาของประเทศสหรัฐอเมริกาในดานการใชงานดานการแพทย จึงสามารถใช ได โดยไมมีผล

จากปญหาดานความเขากันไดทางชีวภาพ  

 จากตารางที่ 2.2 จากการศึกษาของ Peter S.J. และคณะ ไดทําการเลี้ยง Sprange-

Dawley rat's femur & tibias ในโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้ โดยที่ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที่ 53 x 

103 เซลลตอมิลลิลิตร และทําการเลี้ยงในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลา 4 สัปดาห ปรากฏวา จาํนวนเซลล

เพิ่มข้ึนเปน 103 x 103 เซลลตอมิลลิลิตร และมี Glycosaminoglycan เกิดขึ้น (Peter S.J. et al., 

2000) 
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 2.3.8 โครงเลี้ยงเซลลจาก Polyethylene Oxide (Polyethylene Oxide Scaffold)  
Polyethylene Oxide (รูปที่ 2.7) เปน พอลิเมอรสังเคราะหที่มีสายโซตรงยาว (Aliphatic 

Polymer) จัดอยูในกลุม Polyether ซึ่งการใชงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อใชที่มวลโมเลกุล 

20,000 – 100,000 และใชงานในรูปของของเจล โดยการฉีดเขาใตผิวหนัง ซึ่งการขึ้นรูปเจลนั้นทํา

โดยการ Crosslink กับสารอ่ืน เชนเดียวกับ Polypropylene fumarate การยอยสลายของ 

Polyethylene oxide นั้นสามารถยอยสลายไดโดยการดูดซับจากเนื้อเยื่อภายในเวลา 6 – 8 สัปดาห 

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

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

ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนจากลูกวัว โดยผสมกับ Polyethylene oxide แลวฉีดเขาไปใน Nude 

Mouse เปนเวลา 12 สัปดาห พบวา มีการเปลี่ยนแปลงจากเซลลเปนเนื้อเยื่อกระดูกออน และมี 

Glycosaminoglycan เกิดขึ้น คิดเปน 3.54% ของน้ําหนักรวม เมื่อความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที่ 

10 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร และจากการศึกษาของ Elisseeff J. และคณะ ไดทําการเลี้ยงเซลล

กระดูกออนจากวัว โดยทําการผสมกับเจลของ Polyethylene Oxide ที่ความเขมขน 50 x 106 เซลล

ตอมิลลิลิตร ปรากฏวามีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึน 30 – 40% มีอัตราสะสมของ Proteoglycan และ 

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

 
2.3.9 โครงเลี้ยงเซลลจากพอลิเมอรอ่ืนๆ 
นอกจากพอลิเมอรที่กลาวมาแลว ยังมีพอลิเมอรชนิดอ่ืนๆ ที่ใชในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล 

แตไมไดมีการใชงานอยางแพรหลาย เชน Polydioxanone, Polyethylene glycol และ 

Polyrotaxane 

Polydioxanone ใชงานในรูปของแผนฟลมที่มีเซลลเกาะอยูที่ฟลมและจากการศึกษาของ 

Ishuag-Riley ทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนบนแผนฟลม Polydioxanone นาน 3 สัปดาห พบวา มี

จํานวนเซลลที่เกาะบนแผนฟลม 29.6 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร จากจํานวนเซลลเร่ิมตน 6.5 

x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร (Ishuag-Riley S.L., et al., 1999) 

Polyethylene glycol โดยมากมักเปนวัสดุที่ใชในการเคลือบเม็ดยา ซึ่งในดานการใชงาน

ดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อจะอยูในรูปของเจลโดยการ Crosslink กับสารอ่ืน จากการศึกษาของ 

Watanabe J. และคณะ ไดทําการเลี้ยง Fibroblast ใน Polyethylene glycol ที่ Crosslink กับ 

Polyrotaxane ในจานเลี้ยงเซลลนาน 3 วัน ที่ความเขมขนเริ่มตน 50 x 103 เซลลตอตาราง

เซนติเมตร ปรากฏวามีจํานวนเซลลที่เกาะบนเจลลดลงเปน 32 x 103 เซลลตอตารางเซนติเมตร 

(Watanabe J. et al., 2002) 
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Polyrotaxane เปนพอลิเมอรของ α-Cyclodextrin ที่มาตอกันเปนสายสรอยโดย α-

Cyclodextrin เปรียบเหมือนเม็ดลูกปดในสายสรอย จากการศึกษาของ Tachaboonyakiat W. และ

คณะ ไดทําการเลี้ยงกระดูกออนของกระตาย โดยใช Cholesterol เปนโมเลกุลยึดเกาะ (Adhesion 

Molecule) ใหเซลลเขามาเกาะที่โครงเลี้ยงเซลล โดยทําการเลี้ยงเซลลที่ความเขมขนเริ่มตน 100 x 

103 เซลลตอโครงเลี้ยงเซลล ในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลา 28 วัน ปรากฏวามีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนเปน 

1 – 1.2 x 106 เซลลตอโครงลี้ยงเซลล (Tachaboonyakiat W. et al., 2003) 

 

2.4 การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล 
 
 โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพนั้นถูกยอยสลายโดย

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

Langer R., and Vacanti P., ) กลาวคือ โมเลกุลของน้ําไปลดขนาดของพอลิเมอรใหมีขนาดเล็กลง 

และยอยเปนมอนอเมอรในที่สุด ซึ่งปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสนี้สามารถเกิดขึ้นไดเองแตจะใชเวลาในการ

เกิดนาน (Kweon H.Y. et al., 2003) แตโดยมากแลวปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่เกิดขึ้นภายในรางกาย

หรือจากการยอยสลายโดยใชจุลชีพ ปฏิกิริยาจะถูกเรงโดยใชเอนไซมที่อยูในรางกายหรือในจุลชีพ

นั้นๆ โดยเอนไซมแตละชนิดจะทําการยอยพอลิเมอรแตละชนิดที่มีโครงสรางแตกตางกันไปเชน 

Lysozyme สามารถยเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของไคโตซานไดแตไมสามารถเรงปฏิกิริยาของ Poly-

ε-caprolactone ได ซึ่งการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของ Poly-ε-caprolactone สามารถทําไดโดย

ใชเอนไซม Lipase เปนตน 

 การยอยสลายทางชีวภาพของ PCL นั้นจากการศึกษาของ Hutmacher D.W. และ Kweon 

H.Y. และคณะ พบวาอัตราการยอยสลายของ PCL โดยไมใชเอนไซมมีอัตราการยอยสลายอยูที่ 24 

– 36 เดือน (Kweon H.Y. et al., 2003) ดังที่กลาวไวขางตนแลว แตในกรณีที่ใชเอนไซม ซึ่ง

ทําการศึกษาโดย Liu L. และคณะ และ Li S. และคณะ) พบวาการยอยสลายของฟลม PCL โดยใช

เอนไซม Lipase จาก Pseudomonas ที่ความเขมขน 8,000 U/l สามารถยอยสลายไดถึง 78.4 – 

80% ภายในเวลา 48 – 72 ชั่วโมง ซึ่งชี้ใหเห็นวาการยอยสลายโดยใชเอนไซม Lipase นี้สามารถลด

ระยะเวลาการยอยสลายของ PCL ไดอยางมาก(Liu L., et al., 2000, Li S., et al., 2002) โดยที่

ความเขมขนของเอนไซมที่ใชทําการทดลองมีคามากกวาความเขมขนของเอนไซมที่อยูในรางกาย

มนุษยถึง 270 เทาโดยประมาณ ในขณะที่ความเขมขนของเอนไซม Lipase ในเลือดมีคาอยูที่ 30 

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



บทที่  3 
 

อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 เซลลและสัตวทดลอง 
 

1. เซลลกระดูกออนของผูบริจาคบริเวณซี่โครง (Rib cartilage) ที่เสียชีวิตแลวไมเกิน 8 

ชั่วโมง (รูปที่  3.1) 

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

สัตวทดลองแหงชาติ มหาวทิยาลยัมหิดล (รูปที่ 3.2) 

3.2 เคมีภัณฑ 

 
1. กรดแอซิติกเขมขน 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% จากฝายเภสชักรรม 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 

                                                           
†
 ดูหมายเหตุของเคมีภัณฑและหมายเลขสารเคมี (Catalog Number) ท่ีภาคผนวก ก. 
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รูปที่ 3.1 กระดูกออนบริเวณซี่โครงของมนุษย 

 

 
รูปที่ 3.2 หนูทดลอง Nude Mouse (BALB/c-nu) เพศเมียอาย ุ5 สัปดาห 



 31 

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 อายิโนะโมะโตะ (ประเทศไทย) จํากัด 

3.3 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 
 

1. เครื่องชั่ง 4 ตาํแหนง (4-digit balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

2. เครื่องชั่ง 5 ตาํแหนง (5-digit balance) รุน AE 240 ของบริษัท Mettler Toledo, 

Switzerland 

3. แทงกวนแมเหล็กและแผนใหความรอน (Magnetic stirrer/hot plate) รุน RCT Basic 

ของบริษัท Ika labortechnik, Germany 
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4. เครื่องฆาเชื้อดวยไอน้ําความดันสูง (Autoclave) รุน HVE 25/50 ของบริษัท 

Hirayama, Japan 

5. เครื่องปนเหวีย่ง (Centrifuge) รุน GPR ของบริษัท Beckman 

6. ตูอบ (Oven) อุณหภูมิ 45 – 65°C 

7. ตูเย็น (Refrigerator)  

8. เครื่อง Freeze Dry รุน Freezone 450 ของบริษัท Labconco 

9. ตูเพาะเชื้อ (Incubator) 

10. CO2 Incubator แบบ 3336 ของบริษัท Forma Scientific  

11. อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath) รุน 1235 PC ของบริษัท Shel-Lab 

12. ตูแชเย็นอุณหภูมิต่ํา (Deep freeze) ของบริษัท Revco 

13. Laminar flow hood รุน BH 18 ของบริษัท Labcaire 

 
 

3.4 อุปกรณที่ใชในการเลี้ยงสัตวทดลอง 
 

1. กรงพลาสติก  

2. วัสดุรองนอน 

3. ขวดน้ําพรอมหลอด 

4. ตัวกรองอากาศพรอมแผนกรองขนาด 0.2 ไมครอน 

3.5 อุปกรณที่ใชทดสอบตัวอยาง 

 3.5.1. กลองจุลทรรศน (Microscope) 
 กลองจุลทรรศนที่ใช เปนรุน DMIL จากบริษัท Leica และรุน Phase Contrast-2 จาก

บริษัท Nikon ของ Cellular Immunology Laboratory สาขาวิชาโรคภูมิแพและภูมิคุมกันทาง

คลินิก ภาควชิาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร เปนเครื่องมือที่ใชตรวจสอบรูปรางและลักษณะ

ของเซลล ประกอบดวยสวนที่เปนเลนสใกลตาและเลนสใกลวัตถ ุ ซึง่กําลงัขยายสามารถขยายได

ตั้งแต 100 ถึง 400 เทา ข้ึนอยูกับบริษทัผูผลิตวาจะติดตั้งเลนสแบบใดมาพรอมกับกลอง 

3.5.2. กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด (Scanning Electron Microscope 
หรือ SEM)  

กลองจุลทรรศนอิเล็กตรอน (JEOL รุน JSM-5400) ของศูนยเครื่องมือวิเคราะห ภาควิชา

วิศวกรรมเคม ี คณะวิศวกรรมศาสตร ซึ่งเปนเครื่องมอืในการศึกษาและวิเคราะหพื้นผวิของวัสดุ 
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ประกอบดวยสวนประกอบสําคัญคือ ระบบผลติลําอิเล็กตรอน ระบบการจับและถายทอด

สัญญาณ และระบบการถายทอดสัญญาณ กําลังขยายที่ 10 ถึง 300,000 เทา ที่ความดันไฟฟา 1 

ถึง 40 กิโลโวลต และตองมีการฉาบผวิหนาดวยทองคํา (Gold coating) ดวยเครื่อง Ion 

Sputtering (JEOL รุน JFC-1100E) กอนการทดสอบ 

3.5.3 สไลดนับเซลล (Haemacytometer) 
สไลดนับเซลลที่ใชเปนรุน Spencer Bright-Line จากบริษัท AO Optical เปนเครื่องมือที่

ใชวัดความเขมขนของเซลลโดยการประมาณ ซึ่งอยูบนสมมติฐานที่เซลลในสารผสมมีการกระจาย

ตัวอยางอิสระและมีความเขมขนของเซลลเทากัน ซึ่งจะทาํการเจือจางตัวอยางจากสารผสมทีม่ี

เซลลผสมอยูและยอมสีเซลล เมื่อทาํการนบัเสร็จส้ินจึงคณูกลับใหเปนปริมาตรที่ตองการ 

3.5.4 เครื่อง Universal Testing Machine 
เครื่อง Universal Testing Machine เปนรุน LLOYD 500 ของ ภาควชิาวัสดุศาสตร คณะ

วิทยาศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย เปนเครื่องที่ใชวัดสมบัติเชงิกลของวัสดุ โดยใช Load Cell 

ที่ 100 นิวตัน  

3.5.5 เครื่อง Thermogravimetric Analysis (TGA) 
TGA ที่ใชเปนรุน Pyris Diamond TG-DTA ของบริษัท Perkin Elmer ของศูนยเครื่องมือ

กลาง วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมีเปนเครื่องมอืที่ใชในการวิเคราะหอัตราการเปลี่ยนแปลง

ของน้ําหนักของตัวอยางที่เปนฟงกชนักับอุณหภูมิหรือเวลา โดยทัว่ไปเครื่อง TGA ใชในการ

วิเคราะหหาอณุหภูมิในการสลายตัวของพอลิเมอร, ปริมาณของน้าํในพอลิเมอรและ ปริมาณของ

สารอื่นในพอลิเมอร 

3.5.6 เครื่อง Differential Scanning Calorimetry (DSC) 
เครื่อง DSC ที่ใชเปนรุน DSC822e ของบริษัท Mettler Toldeto ของศูนยเครื่องมอืกลาง 

วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมีเปนเครื่องมือที่ใชวิเคราะหการเปลีย่นแปลงของวัสดุกับความ

รอนที่ใช เครื่อง DSC นีส้ามารถวัดปริมาณความรอนที่ใชไปในกระบวนการทั้งกระบวนการดูด

ความรอนและกระบวนการคายความรอน โดยมากเครื่อง DSC นิยมใชในการวิเคราะหหาอุณหภมูิ

เปลี่ยนสถานะคลายแกว (Glass transition temperature) จุดหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของ

พอลิเมอร คาความรอนที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึก (ΔHf) (Gan Z., et al., 1997) 

การเตรียมตัวอยางโดยการวิเคราะหดวยเครื่อง DSC นี้ เตรียมโดยตัดโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือและ

ผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ที่ความเขมขนของสารละลาย PCL 30% ในคลอโรฟอรม ที่ใช

เวลาในการยอยสลายตางๆ กัน เนื่องจากโครงเลีย้งเซลลชนิดนีเ้ปนชนิดเดียวกบัที่ใชเลี้ยงเซลล 
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โดยชิ้นตัวอยาง จะผานการอัดกดเพื่อใหไดเปนแผนบาง โดยมนี้ําหนกัของชิ้นตวัอยางที่ 3 ± 0.3 

มิลลิกรัม โดยวางชิ้นตวัอยางในภาชนะบรรจุตัวอยางที่ทาํจากอลูมิเนียม ใหความรอนแกชิน้

ตัวอยางดวยอตัรา 5 องศาเซลเซียสตอนาที ในชวงอุณหภูมิ 30 – 100 องศาเซลเซยีส 

 

3.6 ขั้นตอนการทดลอง 

3.6.1 การสกดัแยกเซลลกระดูกออนจากเนื้อเยื่อกระดูกออน 
1. นํากระดูกออนที่ไดรับ แชในยาฆาเชื้อ (สารละลายเบตาดีน) เปนเวลา 30 

นาที 

2. ตัดใหเปนชิ้นขนาดยาว 3 เซนติเมตร เสนผานศูนยกลาง 1 เซนติเมตร โดยทํา

การลอกกลามเนื้อที่หุมออก 

3. แชในสารละลายของยาปฏิชีวนะ (Cloxa และ Gentamycin) และยาฆาเชื้อ

รา (Sulperazon)  

4. หั่นชิ้นกระดูกออนใหมีขนาด 0.5 x 0.5 x 0.5 ลูกบาศกเซนติเมตร จากนั้นแช

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

อยางนอย 12 ชั่วโมง 

5. ดูดสวนที่เปนน้ํา แลวนํามากรองดวยตัวกรองขนาด 70 ไมครอน ลางสวนที่

เปนตะกอนดานลางดวย สารละลาย PBS จากนั้นทําการกรองน้ําที่ลางได 

อีกครั้งหนึ่ง 

6. นําสวนที่กรองได ผสมกับสารละลาย PBS แลวนําไปปนแยกเซลล ที่

ความเร็ว 1,000 รอบตอนาที เปนเวลา 10 นาที จะไดชั้นเซลลตกตะกอน 

7. ดูดสวนที่เปนน้ําใสออก และลางเซลลดวยสารละลาย PBS จากนั้นทําการ

ปนแยกเซลลที่ความเร็ว 1,000 รอบตอนาที ทําข้ันตอนนี้ซ้ําอีก 2 คร้ัง 

8. ดูดสวนที่เปนน้ําใสทิ้ง และทําการนับจํานวนเซลล ปรับปริมาณเซลล เพื่อทํา
การเพิ่มจํานวนเซลลในจานเลี้ยงเซลลตอไป 

 

3.6.2 การเลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลล 
เปนขั้นตอนแรกในการเพาะเลี้ยงเซลล กลาวคือ เมื่อสกัดแยกเซลลกระดูกออนไดแลว 

จากนั้นทําการเพาะเลี้ยงในจานเลีย้งเซลลที่มีคอลลาเจนเคลือบอยู (Collagen coated plate) (ดู

วิธีการเตรียมที่ภาคผนวก ข.) ใหมีจาํนวนเซลลตามทีต่องการ จากนั้นจงึนําเซลลไปเล้ียงบนโครง

เลี้ยงเซลลตอไป ซึ่งวิธีการเลีย้งเซลลในจานเลี้ยงเซลล มดีังนี ้
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1. นําเซลลกระดกูออนแชในอาหารเลี้ยงเซลล (Media) ซึ่งประกอบดวย Fetal 

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

เตรียมที่ ภาคผนวก ข.) 

2. ทําการนับเซลลกระดูกออน โดยใชสี Trypan Blue 0.2% เปนสยีอมเซลล ซึ่งไม

ติดสีน้ําเงนิในเซลลกระดูกออนที่มชีีวิต เพือ่ทําการนับโดยใช Haemacytometer  

3. ทําการปรับจํานวนเซลล ใหมีความเขมขนของเซลล (จาํนวนเซลลตอปริมาตร) ที่ 

2x 105 เซลลตอมิลลิลิตร โดยใชอาหารเลีย้งเซลล (HAM F-12 + 10% FBS) 

4. ทําการเลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลลเปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห ที ่ 37 องศา
เซลเซียสภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 5% โดยเปลี่ยนอาหารเลี้ยงเซลล

สัปดาหละ 2 คร้ัง  

3.6.3 การสรางโครงเลี้ยงเซลล PCL แบบพรนุ 
1. นํา PCL ที่มีมวลโมเลกุลประมาณ 65,000 ละลายใน คลอโรฟอรมที่ความเขมขน 

30%, 25% และ 20% (w/v)  

2. เมื่อ PCL ละลายหมดแลว จงึผสมกับสารทําใหเกิดรูพรุน (Porogen)  

2.1 หากใชเกลือเปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุน ใชเกลือทีน่้ําหนัก 15 เทาของ

น้ําหนกัของ PCL 

2.2 หากใชเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรุพรุน ใชอัตราสวนของเกลอืตอ

ผงชูรสที่ 1:1 ที่ใหไดน้าํหนกัของเกลือและผงชูรสที่ 15 เทาของน้าํหนัก

ของ PCL 

3. นําสารทีท่ําใหเกิดรูพรุนผสมกับสารละลาย PCL ใหกระจายตัวไดดี 

4. นําสารผสมพอลิเมอร ที่ไดจากขอ 3 เทลงใสแมแบบ (ดูวิธีการผลิตแมแบบไดที่

ภาคผนวก ค) รูปหูที่มีขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 2 ซม. และ หนา 0.35 ซม. (ดังรูปที ่

3.3 (ก) และ 3.3(ข)) และหลอเปนแผนหนาขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 2 ซม. และ

หนา 0.3 ซม. (ดังรูปที่ 3.3 (ค)) 

5. ระเหยคลอโรฟอรมออก เปนเวลาประมาณ 10 – 15 ชั่วโมง โดยทิ้งไวที่

อุณหภูมิหอง 

6. แกะโครงเลี้ยงเซลลออกจากพิมพ โดยทําการแกะในน้ําเพื่อปองกันการแตกหัก

ของโครงเลี้ยงเซลล 

7. ลางสารที่ทาํใหเกิดรูพรุนที่ผสมกับ PCL ออก โดยใชน้ํากรอง ที่มีการปนกวน (ใช

เครื่องกวนแมเหล็ก) ตลอดเวลา ซึ่งใชน้ําในการลางประมาณ 100 มิลลิลิตรตอ
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โครงเลี้ยงเซลล 1 อัน และเปลี่ยนน้ําที่ใชในการลาง ที่เวลา 30 นาท,ี 1 ชั่วโมง, 2 

ชั่วโมง และ 4 ชั่วโมง หลังจาก 4 ชัว่โมงแลว ลางตอไปอีกประมาณ 4 – 8 ชั่วโมง 

8. ระเหยน้ําที่ลางออกโดย นาํโครงเลี้ยงเซลลใสในตูดูดความชืน้ (Desiccators) 

นาน 2 วนั 

9. ฆาเชื้อ โดยแชในสารละลาย 70% เอทานอล นาน 30 นาท ีเปนจาํนวน 3 คร้ัง 

10. กอนนําไปใชงานตองทําการระเหยเอทานอลออก โดยทิ้งไวใน Laminar Flow 

Hood ที่มีอากาศไหลผานตลอดเวลา นาน 1 วัน 

 

     
  (ก)          (ข)         (ค) 

รูปที่ 3.3 รูปแมแบบในการหลอโครงเลี้ยงเซลลและโครงเลี้ยงเซลล 

(ก) แมแบบ 

(ข) โครงเลี้ยงเซลลรูปใบหู 

(ค) โครงเลี้ยงเซลลแบบแผนหนา 
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3.6.4 วิธีการเพาะเซลล (Seeding) ลงในโครงเลีย้งเซลล PCL-Alginate  
การผลิตโครงเลี้ยงเซลลโดยใชพอลิเมอรผสม โดยใช PCL และ Alginate เปนวิธีทีค่ิดคน

ข้ึนซึ่งใชขอดีของพอลิเมอรแตละชนิดมาประกอบกัน คือโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก PCL นัน้ชวยใน

การเพิม่จํานวนของเซลล และโครงเลี้ยงเซลลจาก Alginate ชวยให มีการกระจายตัวของเซลลทัว่

โครงเลี้ยงเซลลและชวยในการเปลี่ยนแปลงรูปรางจากเซลลกระดูกออนเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนได

ดี  

1. เตรียมโครงเลีย้งเซลลจาก PCL แบบพรุน 

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

นําไปผสมกับเซลลกระดูกออนและอาหาร โดยทาํการผสมใหไดความเขมขนของ

เซลลที่ 25 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร และใหไดความเขมขนสุดทายของ Alginate 

ที่ 1.2% 

3. ฉีดสารละลายเซลลใน Alginate ลงในพมิพทีม่ีโครงเลีย้งเซลลจาก PCL อยู โดย

ใชหลอดฉีดยาขนาด 1 ซม3 และ เข็มเบอร 27 

4. คอยๆ หยดสารละลาย CaCl2 ที่ความเขมขน 102 mM ลงในแบบเพื่อใหเกิดการ 

Crosslink ทําให Alginate เปลี่ยนรูปไปเปนเจล 

5. ทิ้งไวประมาณ 1 นาท ีเพื่อใหเปลี่ยนรูปไปเปนเจลเกิดไดทั่วทั้งแบบ 

6. นํามาเลี้ยงจนกระทัง่เซลลเจริญเติบโตทั่วทั้งโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งใชเวลาประมาณ 

1 สัปดาห 

3.6.5 การเลีย้งเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย (in vitro culture) 
หลังจากเลีย้งเซลลในจานเลีย้งเซลล ใหไดเซลลในปริมาณที่ตองการ จากนั้นทําการเพาะ

เซลลลงบนโครงเลี้ยงเซลลทีค่วามเขมขนเริ่มตนที่ 20 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร เพื่อใหเซลล

เจริญเติบโตบนโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งมีลักษณะคลายกับโครงสรางที่จะนําไปใสใน

รางกาย เพื่อใหกลุมเซลลที่ฉีดลงไปนัน้สามารถเกาะกลุมเปนเนื้อเยื่อที่มีลักษณะตามที่ตองการ 

โดยทัว่ไปการเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลเลี้ยงนาน 1 สัปดาห โดยเลีย้งในอาหารเชนเดียวกับการ

เลี้ยงเซลลในจานเลีย้งเซลล ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียสภายใตบรรยากาศคารบอนไดออกไซด 

5% ในขวดเลีย้งเซลลขนาด 25 มิลลิลิตร ดังแสดงในรูปที่ 3.4 โดยทําการเติมอาหารทุกวนั วันละ 3 

มิลลิลิตร เพื่อปองกนัไมใหเซลลหลุดจากโครงเลี้ยงเซลลจึงไมมีการดูดอาหารออก  

3.6.6 การเลีย้งเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในสัตวทดลอง (in vivo culture) 
หลังจากการเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลในจานเลี้ยงเซลล (Petri Dish) หรือวิธีการเลี้ยง

ภายนอกรางกาย เปนเวลาประมาณ 1 สัปดาห จงึทาํการเลีย้งในสตัวทดลอง ซึ่งในงานวิจัยนี้ใช 
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Nude Mice (BALB/c-nu) เปนสัตวทดลอง โดยใช Nude Mice ที่มีอายุประมาณ 4 – 5 สัปดาห

เปนสัตวทดลอง โดยในการทดลองไดทําการปลูกถาย (Implant) โครงเลี้ยงเซลลที่มีเซลลกระดูก

ออน ที่บริเวณหลังของ Nude Mouse และทําการเลีย้งเซลลใน Nude Mice เปนเวลา 2, 3 และ 6 

เดือน ดงัแสดงในรูปที ่ 3.5 เพื่อใหกลุมเซลลมีการจัดเรียงตัวอยางเปนระเบียบมากขึ้น (ดูวิธีการ

เลี้ยง Nude Mouse ไดที่ภาคผนวก ง) 

 

 
รูปที่ 3.4 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย (in vitro culture) 

 

 
รูปที่ 3.5 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลภายในสัตวทดลอง (in vivo culture) 

 

3.6.7 การทดสอบดานกายภาพ 
เปนการทดสอบคุณสมบัติทางพอลิเมอรของโครงเลี้ยงเซลลคือ การทดสอบแรงดึง 

(Tensile Stress) ซึ่งเปนการทดสอบความแข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลล ในการรองรับแรงที่เกดิขึ้น

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

D.L., 2001) โดยใชเครื่อง Universal Mechanical Machine (ดูวิธีการทดสอบไดที่ภาคผนวก จ) 
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3.6.8 การทดสอบการยอยสลายทางชวีภาพ (Biodegradable) 
3.6.8.1 การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย (In vitro 

biodegradation) 
3.6.8.1.1 การยอยสลายในสารละลาย Phosphate Buffer Saline (PBS) 

1. เตรียมโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนที่ความเขมขนของสารละลาย 

PCL ที่ 20, 25 และ 30% โดยใชผงชูรสและเกลือทั้งสองชนิด 

และเกลือเพียงชนิดเดียวเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ซึ่งขึ้นรูปโดย

ใชวิธีการหลอใหเปนแบบแผนหนาขนาด 2 x 1 x 0.3 ซม. และ

ฆาเชื้อโดยการแชในสารละลายเอทานอลที่ความเขมขน 70% 

นาน 30 นาที จากนั้นทําการระเหยเอทานอลใน Laminar Flow 

Hood นาน 12 ชั่วโมง 

2. แชโครงเลี้ยงเซลลในสารละลาย PBS ที่คา pH = 7.4 (ดูวิธีการ

เตรียมที่ภาคผนวก  ข . )  และอุณหภูมิ  37˚C ปริมาตร  10 

มิลลิลิตร ในกระบอกที่มีฝาปดขนาดเสนผานศูนยกลาง 1.5 นิ้ว 

(ฆาเชื้อดวยวิธีการเดียวกันกับการฆาเชื้อของโครงเลี้ยงเซลล) ซึ่งมี

ลวดสแตนเลส (ฆาเชื้อโดยการ Autoclave) ขัดไวดานบนเพื่อ

ปองกันโครงเลี้ยงเซลลลอยที่ผิวน้ํา 

3. เก็บอยางทุก 1 สัปดาห โดยเก็บตัวอยาง สัปดาหละ 4 ชิ้น 

4. ทําการลางตัวอยางโดยแชในน้ํากลั่น นาน 15 นาที โดยทําการ

ลาง 8 คร้ัง 

5. ระเหยน้ําออกใน Laminar Flow Hood จากนั้นทําใหแหงในตูดดู

ความชื้น เปนเวลา 2 วัน 

6. วัดรอยละของน้ําหนักแหงที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลลที่เวลา
ตางๆ เทียบกับน้ําหนักแหงของโครงเลี้ยงเซลลที่เวลาเริ่มตน โดย

วัดน้ําหนักแหงของโครงเลี้ยงเซลล (ดูตัวอยางการคํานวณไดที่

ภาคผนวก ฉ) เพื่อศึกษาปริมาณของโครงเลี้ยงเซลลที่ยอยสลาย

และระยะเวลาที่โครงเลี้ยงเซลลยอยสลายทั้งหมด (Anseth K.S. 

et al., 2002) 
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3.6.8.1.2 การยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปส 
ในการทดลองนี้ตองการทดสอบการยอยสลายของ PCL ในสารละลาย

เอนไซมไลเปสที่มีปริมาณใกลเคียงกับปริมาณของเอนไซมไลเปส โดยที่ปริมาณ

ของเอนไซมไลเปสในเลือดของผูใหญโดยเฉลี่ยที ่ 30 U/l = 0.03 U/ml (Burtis 

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

1. เตรียมโครงเลีย้งเซลลรูปแบบเดียวกับการทดสอบการยอยสลาย
ในสารละลาย PBS 

2. ผสมสารละลาย PBS ที่ pH 7.4 กับ Sodium Azide ที่ความ

เขมขน 0.02%  (w/v) เพื่อฆาเชื้อและ Sodium Chloride ที่

ความเขมขน 0.6% (w/v) เพื่อกระตุน การทํางานของเอนไซม  

(Burtis C.A. and Ashwood E.R., 1994) และปรับคา pH ของ

สารละลายใหมีคา 7.4  

3. นําสารละลายเอนไซมไลเปส ที่ความเขมขน 30 U/ml (ดูการ

เตรียมสารละลายเอนไซมไลเปสที่ภาคผนวก ข) ผสมกับ

สารละลาย PBS ที่ไดจากขอ 2. โดยผสมโดยใชสารละลาย

เอนไซมไลเปสปริมาตร 1 ml ตอ สารละลาย PBS ปริมาตร 999 

ml 

4. แชโครงเลี้ยงเซลลในสารละลายจากขอ 2 โดยแชในปรมิาณ 10 

ml ตอโครงเลี้ยงเซลล 1 ชิน้ โดยแชใน จานเลีย้งเซลลพลาสติก

กนแบนแบบ 6 หลุม 

5. เก็บตัวอยางทกุ 1 สัปดาห ตวัอยางละ 4 ชิน้ 

6. วิเคราะหการสลายตัวของ PCL ดวยวิธีเดียวกับการทดสอบยอย

สลายในสารละลาย PBS 

7. นําโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนโดยใชผงชูรสและเกลือเปนสารที่ทาํ
ใหเกิดรูพรุนทีค่วามเขมขนของ PCL ในคลอโรฟอรมที่ 30% 

(w/v) จากการยอยสลายในแตละสัปดาห ทําการหาคาพลังงาน

ที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของ PCL โดยใชเครื่อง 

DSC  
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3.6.8.2 การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพภายในรางกาย (In vivo 
biodegradation) 

1. โครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนรูปใบหู โดยมขีนาดเชนเดียวกับโครง

เลี้ยงเซลลที่ใชในการเลีย้งเซลล โครงเลี้ยงเซลลที่ใชนี้ ใชผงชูรส

และเกลือเปนสารที่ทาํใหเกดิรูพรุนที่ความเขมขนของ PCL 30% 

(w/v)ในคลอโรฟอรม 

2. ปลูกถายโครงเลี้ยงเซลลจาก ขอ 1. ที่บริเวณดานหลังของ Nude 

Mice เชนเดยีวกนักับการเลี้ยงเซลลในสตัวทดลอง โดยผาตัด

เอาโครงเลี้ยงเซลลออกมาทาํการวิเคราะหผลที่เวลา 1, 2 และ 3 

เดือน 

3. วิเคราะหปริมาณของโครงเลี้ยงเซลลที่สลายตัวภายใน โดยใช

เครื่อง TGA วัดปริมาณของ PCL ที่เหลืออยูในชวงอุณหภูมิการ

สลายตัวของ PCL ที ่371 – 436 องศาเซลเซียส เปรียบเทียบกับ 

PCL ที่ไมไดปลูกถายในสัตวทดลอง 

4. วัดคาพลงังานที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของ 
Poly-ε-Caprolactone โดยใชเครื่อง DSC  

 
3.6.9 การตรวจสอบเนื้อเยื่อโดยการยอมสี 
ทําการยอมโดยใชการยอมแบบ Hematoxylin and Eosin (H&E) ซึ่งเปนเทคนิคในการ

ยอมสีเซลลโดยทั่วไป โดยตดิสีแดงบริเวณที่เปน ไซโตพลาสซึม (Cytoplasm) สีน้าํเงนิที่บริเวณ

นิวเคลียส และติดสีชมพูปนเทาที่เมตริกซของเนื้อเยื่อกระดูกออน (Young, B. and Heath, J.W., 

2000) ซึ่งวิธีการยอมอยูที่ภาคผนวก ซ 

 

 



บทที่  4 
 

ผลการทดลอง และวิเคราะหผลการทดลอง 

 
การทดลองเลี้ยงเซลลกระดูกออนบนโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งมีวิธีและขั้นตอนในการดําเนินการ

วิจัยดังแสดงในแผนผังรูป 4.1 โดยมีการรายงานผลการทดลองโดยลําดับตอไปนี้ 

4.1 ขยายปริมาณเซลลกระดูกออนในจานเลี้ยงเซลล 
4.2 การผลิตโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL และการวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเลี้ยง

เซลล 

4.2.1 ลักษณะและรูปรางของโครงเลี้ยงเซลล 

4.2.2 ขนาดของรูพรุนและความพรุน 

4.2.3 คาความเคนแรงดึง (Tensile Stress) ของโครงเลี้ยงเซลล 

4.2.4 การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

4.3 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล 
4.3.1 การเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย (in vitro culture) 

4.3.2 การเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (in vivo culture) 
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  (ก)      (ข) 

รูปที่ 4.2 เซลลกระดูกออนที่กําลังขยาย 400 เทา 

(ก) หลังจากการสกัดเซลลจากเนื้อเยื่อกระดูกออนของผูบริจาค 

(ข) หลังจากการเลี้ยงในจานเลี้ยงเชื้อนาน 22 วัน 

 

4.2 การผลิตโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL 
 

 ในขั้นตอนนี้ศึกษาถึงผลของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนตอขนาดจะปริมาณของรูพรุนในโครง

เลี้ยงเซลลที่สรางขึ้น โดยใชสารที่ทําใหเกิดรูพรุน (Porogen) คือ เกลือ (Sodium Chloride) ซึ่งมี

ผลึกเปนลักษณะคลายลูกบาศกและ ผงชูรส (Monosodium glutamate – MSG) ซึ่งมีผลึกยาว 

ขนาดของผลึกของสารตางๆที่นํามาใช แสดงในตารางที่ 4.1  

 

ตารางที่ 4.1 ขนาดของผลึกของสารที่ทําใหเกิดรูพรุน 

สาร รูปผลึก ขนาดของผลกึ (มม.) 

เกลือ 

 
 

 เสนผานศนูยกลาง 0.2 – 0.5  

ผงชูรส 

 

กวาง 0.3 - 0.4 ยาว 0.8 – 1.0 
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 เมื่อพิจารณาขนาดของสารที่ทําใหเกิดรุพรุนที่สงเสริมตอการเจริญเติบโตของเนื้อเยื่อ ซึ่ง

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

ผงชูรสมาใชเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ซึ่งใชอัตราสวนในการผสมที่ เกลือ 7.5 เทา และ ผงชูรส 7.5 

เทาของน้ําหนักของ PCL สําหรับโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุนและ

ผสมเกลือที่ 15 เทาของน้ําหนักของ PCLสําหรับโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน 
 
 4.2.1 ลักษณะของโครงเลี้ยงเซลล 
 โครงเลี้ยงเซลลที่ใชข้ึนรูปดวยวิธีการหลอโดยเทสารผสมระหวางสารละลายพอลิเมอรและ

สารที่ทําใหเกิดรูพรุนใสแบบที่มีลักษณะเปนใบหูที่มีขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 2 ซม. มีความหนาที่ 

0.2 – 0.5 ซม. ดังรูปที่ 4.3 ก และแบบแผนหนาขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 2 ซม. และหนา 0.3 ซม. 

ดังรูปที่ 4.3 ข เพื่อศึกษาความเปนไปไดในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนบนโครงเลี้ยงเซลล

เพื่อที่นําไปใชทดแทนอวัยวะเดิมที่มีรูปทรงงายๆ (แบบแผนหนา) และรูปทรงที่ซับซอนขึ้น (รูปใบหู) 

 

    
    (ก) รูปใบหู          (ข) แผนหนา 

รูปที่ 4.3 โครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนที่ผลิตได  

  
 4.2.2 ขนาดของรูพรุนและความพรุน (Pore Size and Porosity) 

จากการทดลองวัดขนาดของรูพรุน, ความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล และ ความพรุน

ไดผลดังตารางที่ 4.2 
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ตารางที่ 4.2 คุณสมบัติทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุน 
ความเขมขนของ

สารละลาย PCL 

(% w/v) ใน

คลอโรฟอรม 

ชนิดของสารที่ทําให

เกิดรูพรุน (ความ

เขมขน 15 เทาของ 

PCL) 

ขนาดของรูพรุน

โดยประมาณ 

(ไมครอน) 

(นับ 4 ตัวอยาง 

ตัวอยางละ 120 รู) 

ความหนาแนนของ

โครงเลี้ยงเซลล 

(กรัม/ซม3) 

(ทดสอบ 5 ตัวอยาง) 

ความพรุน (%) 

(ทดสอบ 5 

ตัวอยาง) 

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 อาจมีผลตอกิจกรรมตางๆ ของเซลล เชน การ

แบงตัว การเคลื่อนที่ หรือการเปลี่ยนแปลงรูปราง ในงานวิจัยนี้ไดทําการวัดขนาดของรูพรุน

โดยประมาณจากภาพถายของโครงเลี้ยงเซลลจาก SEM ทั้งสิ้น 4 ชิ้นงาน ชิ้นงานละ 3 ภาพ ภาพ

ละ 40 รู โดยทําการวัดขนาดของรูจากแกนเอกและแกนโท จากนั้นนําคาที่ไดนํามาหาคาเฉลี่ย 

(Mean) โครงเลี้ยงเซลลจาก PCL ที่มีเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (รูปที่ 4.4) มีขนาด

ของรูพรุนโดยประมาณที่ 150, 161 และ 205 ไมครอน สําหรับโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นจาก

สารละลาย PCL ในคลอโรฟอรม ที่ความเขมขน 20, 25 และ 30% (w/v) ตามลําดับ ในขณะที่โครง

เล้ียงเซลลจาก PCL ที่มีเกลือเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (รูปที่ 4.5) มีขนาดของรูพรุนเฉลี่ย

โดยประมาณที่ 105, 156 และ 170 ไมครอนตามลําดับ เมื่อทําการเปรียบเทียบความแตกตางทาง

สถิติแบบที (T-test) ที่ระดับความเชื่อมั่น 95% พบวาความเขมขนของสารละลาย PCL และชนิด

ของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนไมมีผลตอขนาดของรูพรุนอยางมีนัยสําคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

ของโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 2 ชนิด (ดูภาคผนวก ฌ) เมื่อทําการวิเคราะหโดยใชกลองจุลทรรศน

อิเล็กตรอนแบบสองกราด พบวา มีรูพรุนกระจายอยูทั่วไป รูพรุนมีลักษณะที่เชื่อมตอกันไดดี ซึ่ง

สังเกตไดจากการหยดน้ําผานโครงเลี้ยงเซลลที่สรางขึ้นพบวาน้ําสามารถไหลผานไปไดงาย  
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(ข) 

     
  

(ก) 

  (ค)              (ง) 

    
(จ) (ฉ) 

 

รูปที่ 4.4 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลีย้งเซลลจาก PCL แบบพรุน 

โดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุน 

(ก) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 20%ที่กําลังขยาย 35 เทา 

(ข) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 20%กําลังขยาย 100 เทา 

(ค) ที่คว มขนของสารละลาย ยาย 3  

(ง) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 25%กาํลังขยาย 100 เทา 

L 30%กําลังขยาย 100 เทา 

ามเข 5 เทา  PCL 25%กําลังข

(จ) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 30%กําลังขยาย 35 เทา 

(ฉ) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PC
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          (ข) 

 
     (ง) 

(ก) 

  
(ค)      

  
   (จ)              (ฉ) 

รูปที่ 4.5 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลีย้งเซลลจาก PCL แบบพรุน 

โดยใชเกลือเปนสารทาํใหเกดิรูพรุน  

(ก) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 20%ที่กําลังขยาย 35 เทา 

(ข) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 20%กําลังขยาย 100 เทา 

(ค) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 25%กําลังขยาย 35 เทา 

(ง) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 25%กาํลังขยาย 100 เทา 

(จ) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 30%กําลังขยาย 35 เทา 

(ฉ) ที่ความเขมขนของสารละลาย  PCL 30%กําลังขยาย 100 เทา 
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ขนาดของรูพรุนเมื่อเทียบผลจากงานวิจัยอื่นๆ  พบวาขนาดของรูพรุนที่มีความเหมาะสม

สําหรับโครงเลี้ยงเซลล ในการเลี้ยงเซลลกระดูกออนมีคาประมาณ 100 - 200 ไมครอน 

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

โครงเลี้ยงเซลลจาก สารละลายของ PCL และ Poly-L-Lactic acid (อัตราสวน 1:1) ที่ความเขมขน 

0.1% (w/v) ใน Dioxane และขึ้นรูปโดยการระเหิดแหงที่ -30°C ซึ่งใหขนาดของรูพรุนเฉลี่ยที่ 100 

ไมครอนไดทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนบ อจาก Lewis Rat ที่จํานวนเซลลเร่ิมตนที่ 108 

เซลลตอมิลลิลิตร หลังจากทําการเลี้ยงใน Nude Mouse เปนเวลา 1 เดือน พบวาเซลลสามารถ

เปลี่ยนเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนได (Honda M. et al. 2000) 

 จะเห็นวาคาความเขมขนของสารละลาย PCL ที่ใชในการทดลองนี้ มีคามากกวาความ

เขมขนของการศึกษาของ Honda M. และคณะ ถึง 300 เทาเนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นมาที่

ความเขมขน 0.1% (w/v) ในคลอโรฟอรมมีคุณสมบัติเชิงกลไมดีเนื่องจากใช PCL เพียงอยางเดียว 

ในงานวิจัยนี้ได เลือกใช PCL เพียงอยางเดียว มีศึกษาพบวา PCL มีคุณสมบัติที่ชวยในการเพิ่ม

ปริมาณเซลล (Cell Proliferation) ไดมากขึ้นถึง 1.54 – 4.51 เทาในการเลี้ยงภายนอกรางกาย 

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

D.W. และคณะ ไดทําการเลี้ยงเซลล Fibroblast ซึ่งเซลลสามารถผลิต ECM ในเวลา 2 สัปดาห 

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

 
4.2.2.2  (P rosity

 

อและผสมกับ

สารที่ทาํ ามพรุนสูงสุดที ่  93% 

(Hutma 03) ข้ึนอยูกับปริมาณ

ของเกล ูปโดยกระบวนการนี้

มีคาควา ., 2000; Lu L. et al., 

2001) วามพรุนที่ไดจากการ

ทดลองน สมการ 

ริเวณข

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

แตเมื่อ Poly-L-L ปนพิษตอเซลลดังนั้นactic acid ยอยสลายจะได Lactic Acid เปนผลิตภัณฑซึ่งเ

คาความพรุน o ) 
ความพรุนมีความสาํคัญตอโครงเลี้ยงเซลลในดานการสนับสนนุการเคลื่อนที่ของเซลล 

การแพรผานของอาหารและน้ําจากภายนอกเขาสูเซลล และสงผลตอปฏิกิริยาระหวางเซลลดวยกนั

(Cell-cell interaction) คาความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่ข้ึนรูปโดยเทคนิคการหล

ใหเกดิรูพรุนนัน้ ถาหากใชเกลือเปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุน จะมีคาคว

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

ือทีน่ํามาผสมกับสารละลายพอลเิมอร โดยทัว่ไปโครงเลี้ยงเซลลที่ข้ึนร

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

ในขณะที่การทดลองนี้มีคาความพรุนในชวง 78 – 86% ซึ่งคาค

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

−=
ρ
ρε      ------- (3.1) 

เมื่อคา ε คือคาความพรุน  

คา ρ* คือคาความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล โดยคํานวณจากน้ําหนักแหงของโครงเลี้ยงเซลล 

                หารดวยปริมาตรของโครงเลี้ยงเซลลซึ่งวัดโดยการแทนที่น้ํา

คา ρ คือคาความหนาแนนของ PCL (Salgado A.J. et al. 2002) ซึ่งมีคาเทากับ 1.145 กรัมตอซม

  
3  

 

จากการทดลองไดคาความพรุนของโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆ ดังตารางที่ 4.2 (ดูตัวอยางการ

คํานวณคาความพรุนไดที่ภาคผนวก ค.) และรูปที่ 4.6 ซึ่งเห็นไดวาคาความพรุนลดลงเมื่อความ

เขมขนของสารละลาย PCL มีคาเพิ่มข้ึน เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลที่หลอจากสารละลาย PCL ที่

ความเขมขนสูงกวามีปริมาณของ PCL ตอปริมาตรมากกวาโครงเลี้ยงเซลลที่หลอจากสารละลาย 

PCL ที่ความเขมขนต่ํากวา ซึ่งมีแนวโนมเกือบจะเปนเสนตรง อยางไรก็ตามคาความพรุนที่ไดนั้น

เปนคาที่ไดจากการคํานวณ ถือเปนการหาคาความพรุนโดยออม ซึ่งอาจมีความผิดพลาดได เชน

การวัดปริมาตรของน้ําที่ถูกแทนที่ การหาคาความพรุนโดยตรงสามารถหาไดโดยใชเคร่ือง BET 

(Brunauer-Emmett-Teller) 
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ความเขมขนของสารละลาย PCL ในคลอโรฟอรม (%(w/v))
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รูปที่ 4.6 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาความพรนุและ ความเขมขนของสารละล
 

าย PCL 

ของโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL แบบพรุน (♦) ผงชูรสและเกลือเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (□) เกลือ

เปนสารทําใหเกิดรูพรุน (n = 5) 
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4.2.3 คาความเคนแรงดึงของโครงเลี้ยงเซลล 
โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตไดถูกวิเคราะหคาความเคนแรงดึง ซึ่งทําการวัดโดยใชเครื่อง Universal 

Testing ง

เซลล โดยความเคนแรงดึงมีผลตอการเสียรูปของโครงเลี้ยงเซลลในระหวางการปลูกถาย ความสัมพันธ

ล ทําใหขนาดของรูพรุนใหญขึ้นมาก (ดูตารางที่ 4.2) มีผลทําใหคาความ

นแรงดึงไมสูงขึ้นมากเหมือนกับการใชเกลืออยางเดียวเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน เมื่อเปรียบเทียบจาก

รายงานการศึกษาซึ่งใชโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL ผสมกับ Poly-L-lactic acid ในอัตราสวน 1:1 

โดยใชเกลือเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ที่ความเขมขน 1%(w/v) ในคลอโรฟอรม ไดคาความเคนแรงดึงที่ 

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

ความเขมขน 0.1%(w/v) ใน Dioxane ไดคาความเคนแรงดึงที่ 0.0324 MPa (Honda M. et al. 2000) จะ

เห็นไดวาความเคนแรงดึงที่ไดมีคาใกลเคียงกับงานวิจัยของ Honda M. และคณะ โดยโครงเลี้ยงเซลลที่

ผลิตขึ้นสามารถนําไปใชในการปลูกถายในสัตวทดลองไดและเมื่อทําการปลูกถายโครงเลี้ยงเซลล PCL 

(30%w/v) รูปใบหูโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ใตผิวหนังในสัตวทดลองเปนเวลา 5 

เดือน โครงเลี้ยงเซลลยังสามารถคงรูปอยูได (รูปที่ 4.8) 

 

ตารางที่ 4.3

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

ระหวางความเขมขนและคาความเคนแรงดึงไดดังตารางที่ 4.3 และ รูปที่ 4.7 โครงเลี้ยงเซลลจาก PCL 

โดยมีเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุน ที่ความเขมขนของ PCL ในคลอโรฟอรมที่ 20, 25 และ 

30% (w/v) มีคาความเคนแรงดึงที่ 0.0147, 0.0271 และ 0.0303 MPa (n = 6) ตามลําดับ ในขณะที่โครง

เล้ียงเซลลที่มีเกลือเปนสารทําใหเกิดรูพรุนอยางเดียว มีคาความเคนแรงดึงที่ 0.0322, 0.0380 และ 

0.0784 MPa  (n = 6) โดยปกติคาความเขมขนของ PCL สูงจะมีคาความเคนแรงดึงสูงขึ้น เนื่องจากมี

ปริมาณของ PCL มากขึ้น แตเนื่องจากในงานวิจัยนี้ใชอัตราสวนของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนตอ PCL ที่ 

15:1 เทากันทั้งหมด ที่ความเขมขนของ PCL 30%(w/v) จะมีปริมาณของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนเทากับ 15 

กรัมตอสารละลาย 1 มิลลิลิตร เมื่อใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน จะทําใหเกิดชองวาง

ขนาดใหญภายในโครงเลี้ยงเซล

เค

 คาความเคนแรงดึงของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุน 

ความเขมขนของสารละลาย ชนิดของสารที่ทําใหเกิดรูพรุน คาความเคนแรงดึง (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 กราฟแสดงความสัมพันธระหวางคาความเคนแรงดึงและ ความเขมขนของสารละลาย 

PCL ของโครงเลี้ยงเซลลโดยใช (♦) ผงชูรสและเกลือเปนสารทาํใหเกดิรูพรุน, (□) เกลือเปนสาร

ทําใหเกิดรูพรุน (n = 6) 

 

 
รูปที่ 4.8 โครงเลี้ยงเซลลที่ปลูกถายใตผิวหนังในสัตวทดลองที่เวลา 5 เดือน โดยโครงเลี้ยงเซลลรูป

ใบหูยังคงรูปไดดี 

ลล 
.2.4.1 การยอยสลายทางชวีภาพภายนอกรางกาย (In vitro biodegradation) 

การศึกษาการยอยสลา ยนอกรางกายใน 2 รูปแบบ สลาย

ในสารละลาย PBS ซึ่งเปนการ ผลการยอยสลายในบัฟเฟอรอยางเดีย ายใน

ละสายเอนไซมไลเปสใน การศึกษาผลการยอยสลาย ไซมที่

คลายคลึงกับสภาวะในระบบเล งรางกาย 

การศึกษาการยอยสลา ยนอกรางกายของโครงเลี้ยงเซลล อยละ

้ําหนักทีห่ายไปเทียบกบัเว โครงเลีย้งเซลลแผนหนาม  ซม3 

มีน้ําหนักเฉลีย่ที ่ 0.0492 ± 0.0045 กรัม พเีอช 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเ  ะลาย 

 
4.2.4 การยอยสลาย
      4

ทางชวีภาพของโครงเลี้ยงเซ

ยทางชีวภาพภา  ไดแก การยอย

ศึกษา วและการยอยสล

สาร PBS ซึ่งเปน ในสภาวะที่มีเอน

ือดขอ

ยทางชีวภาพภา  ในรูปของร

ีขนาด 2  1 x 0.3ของน ลา ทําโดยการแช  x

ซลเซยีส ในสารล
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PBS และในสารละลายเอนไซมไลเปสที่ความเขมขน 30 U/l ซึ่งเปนคาความเขมขนของเอนไซมไล

เปสในเลือดของผูใหญ (Burtis, C.A., and Ashwood, E.R., 1994) เพื่อศึกษาการยอยสลายของ

โครงเลี้ยงเซลล โดยปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส (Hydrolysis) ของพันธะเอสเตอรในโครงสรางของ PCL 

(Kweon H.Y. et al. 2003)  

PCL มีโครงสรางเปนพอลิเอสเตอร พันธะเอสเตอรของโครงสรางจะถกูตัดไดดวยเอนไซม 

ไลเปส (Liu L., et al., 2000) ที่คาพีเอชที่เหมาะสม (Optimum pH) ที่ 8.0 (Worthington 

Biochemical, 2004) สําหรับในงานวจิัยนี้ไดทําการทดสอบการยอยสลายทีพ่ีเอช 7.4 เนื่องจาก

เปนคาพีเอชของระบบหมนุเวียนโลหิตในรางกาย (Campbell N.A., et al., 1999) จากรายงานการ

วิจยัที่ใชเอนไซมไล-เปสในการทดสอบการยอยสลายทางชวีภาพของ PCL (Gan Z., et al., 1997, 

e 

l., 

ยตัดที่พนัธะ -1,4Glycosidic ของสารประเภทที่ชอบน้ํา (Hydrophilic) และไมไดมี

ความสามารถในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสของพนัธะเอสเตอร  

การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลอืและผงชูรสเปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุนใน

สารละลาย PBS (รูปที่ 4.9) ในเวลา 10 สัปดาห ที่ความเขมขนของ PCL ที่ 20% 25% และ 

30%(w/v) มีคาของน้าํหนกัทีห่ายไปที่ 5.06%, 4.47% และ 3.99% ในขณะทีก่ารยอยสลายใน

สารละลายเอนไซมไลเปสนัน้ โครงเลี้ยงเซลลถูกยอยสลายไดเร็วกวาประมาณ 5 เทา คือ มีคาของ

น้ําหนกัทีห่ายไปที่ 21.77%, 22% และ 22.13% การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือเปน

ณะทีก่ารยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสนัน้ มีคาของน้าํหนักที่หายไปที่ 

2.03%, 21.89% และ 22% ซึ่งเมื่อเปรียบเทยีบกับโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีเกลือและผงชูรสเปนสารทาํ

ใหเกิดรู ยทีใ่กลเคียงกนัคอื 1.67% ตอ

สัปดาห

1999, Liu L., et al., 2000, Li S., et al., 2002) พบวา PCL ไมยอยสลายในเอนไซม Lysozym

ซึ่งเปนเอนไซมที่สําคัญที่ใชการยอยสลายสิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย (Campbell N.A., et a

1999) เนื่องจาก Lysozyme สามารถเรงปฏิกิริยาการไฮโดรไลซิสของสารประเภท Peptidoglycan 

βโด

สารที่ทาํใหเกดิรูพรุน (รูปที ่4.10) ในสารละลาย PBS มีคาของน้าํหนักที่หายไปที ่4.99%, 4.86% 

และ 4.39% ในข

2

พรุนนัน้ พบวาอัตราการยอยสลายนัน้มีอัตราการยอยสลา
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รูปที่ 4.9 กราฟความแสดงความสัมพันธ 

พรุนแบบแผนหนา ที่ความเขมขนของ PCL ( โดยใช 

ยอยสลายในสารละลาย PBS (สัญลักษณ ความเขมข

2 3 4 5

เวลา (สัปดาห

ระหวางรอยละของน้าํหนักที่หายไปตอเวลา การย

♦) 20%, (■) 25% และ (▲) 30% (w/v) 

ทึบ) แทนการยอยสลายในเอนไซมไลเปสที่

6 7 8 9

อยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของโครงเลี้ยงเซลล

เกลอืและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (สัญลักษณ

น 30 U/l (n=4) 

10

จาก PCL แบบ

โปรง) แทนการ
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รูปที่ 4.10 กราฟความแสดงความสัมพนัธระหวางรอยละของน้าํหนกัทีห่ายไปตอเวลา การยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของโครงเลีย้งเซลลจาก PCL แบบ

พรุนแบบแผนหนา ที่ความเขมขนของ PCL (♦) 20%, (■) 25% และ (▲) 30% (w/v) โดยใชเกลอืเปนสารทําใหเกิดรูพรุน (สัญลักษณโปรง) แทนการยอยสลายใน

สารละลาย PBS (สัญลักษณทึบ) แทนการยอยสลายในเอนไซมไลเปสที่ความเขมขน 30 U/l (n=4) 
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ผลจากการศึกษานี้ คาความแตกตางของคารอยละของน้าํหนักที่หายไปในสารละลาย 

PBS และไลเปสใน PBS เมื่อนํามาวิเคราะหทางสถิติแบบที ที่ระดับความเชื่อมัน่ ความ

เขมขนของสารละลาย PCL และชนิดของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุน ไมมีผลตอการ ยางมี

นัยสําคัญ (ดภูาคผนวก ฌ) ดังนั้นความเขมขนของสารละลาย PCL ที่นํามาห งเลีย้ง

เซลลไมมีผลตอการยอยสลายทางชวีภาพภายนอกรางกาย อาจเปนผลมาจาก สารที่

ทําใหเกิดรูพรุนที่ใชในอัตราเดียวกนัทัง้หมดที่ 15 เทาของน้าํหนักของ PCL สงผล พรุนมี

คาใกลเคียงกนั อีกประการหนึง่การยอยสลายโครงเลีย้งเซลลแบบพรุนเปน bulk ัตรา

การยอยสลายขึ้นอยูกับพื้นทีผิ่ว การทดลองการยอยสลายของโครงเลีย้งเซลลเป  10 

สัปดาหพบวามีอัตราการยอยสลายประมาณ 0.28% ตอสัปดาหใน PBS และ 1 นไซม

ไลเปส อยางไรก็ตามอัตรานี้นาจะเพิ่มข้ึนเปนทวีคูณเมื่อเวลาผานไป เนื่องจ สัมผัส

เพิ่มข้ึนมากเมือ่เวลาผานไปนานๆ 

การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลในสารละลาย PBS โดยใชผลึก PCL ท 3 ซม. 

พบวาการยอยสลายอยูที ่ 3% ในเวลา 6 สัปดาห (Kweon H.Y. et al. 2003) 

เลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL มีอัตราการยอยสลายที่ 3.36% ที่เวลา 6 สัปดาห

โครงสรางที่เปนแบบพรุนซึ่งมีพื้นที่ผิวมากกวาโครงสรางที่เปนผลกึ รายงานศึก

ของฟลม PCL ในสารละลายเอนไซมไลเปสที่ความเขมขน 8,000 U/l พบวา ี ่

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

สลายของโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL-co-Poly-L-lactide (50:50) แบบพรุนโดยใช

ใหเกิดรูพรุนทีค่วามเขมขน 7.5 กรัมตอกรมัพอลิเมอร โครงเลี้ยงเซลลขนาด 40 x  

ในสารละลาย PBS ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส พีเอช 6.9 พบวาโครงเลี้ยงเ

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

PCL มีการยอยสลายที่ชา เมื่อเทียบกับพอลิเอสเตอรชนิดอื่นที่นาํมาศึก 

กระดูกออน เชน Polyglycolic acid, Poly-D,L-Lactic acid ซึ่งเปนการยอยสลายแบบ  

Erosion เหมอืนกนั เนื่องจากคุณสมบัตขิอง PCL ที่มคีวามไมชอบน้ําสงู โครงส ี

สายโซคารบอนหลกัขนาดยาวกวา Polyglycolic acid และ Poly-D,L-lactic ac

เขามาในโมเลกุลไดยาก (Siepmann, J. and Göpferich A., 2001) แตถาสา ี

เอนไซมไลเปสอยูดวย ก็จะชวยในการเรงปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสที่พันธะเอสเตอรข 

ซึ่งชวยใหน้ําสามารถเขาไปตัดพันธะเอสเตอรของโครงสรางทีเ่ปนผลกึ PCL ไดเร็ว

เมื่อทําการวิเคราะหปริมาณโครงสรางผลึก ของโครงเลี้ยงเซลลหลัง

สารละลายเอนไซมไลเปสโดยใชเครื่อง DSC โครงเลี้ยงเซลลแผนหนาที่ใชเกลือแ

ที่ทาํใหเกิดรูพรุน (รูปที่ 4.11) โดยใชความเขมขนของสารละลาย PCL 30% ในค

95% พบวา

ยอยสลายอ

ลอเปนโคร

ปริมาณของ
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รูปที่ 4.11 กราฟการดูดความรอนที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึก (ΔHf) ของโครงเลี้ยง

เซลลแบบแผนหนาจากโครงเลี้ยงเซลล PCL (30%w/v) แบบพรุนโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่

ทําใหเกิดรูพรุน หลังจากการยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสทีเ่วลาตางๆ 
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ซึ่งเปนสูตรเดยีวกนักับที่ใชในการเพาะเลีย้งเซลลกระดูกออน (รายละเอียดทีห่ัวขอ 4.3) หลงัจาก

ยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสทีเ่วลา 1 – 10 สัปดาห โดยกราฟไดแสดงใหเหน็ถงึพลงังาน

ที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางทีเ่ปนผลึกของ PCL ที่จุดต่ําสุดของกราฟ ซึ่งเปนอุณหภูมิ

หลอมตัวผลึก (Tm) ของ PCL มีการเปลีย่นแปลงไปเล็กนอยในชวง 63.64 – 64.88 องศาเซลเซียส 

แตเปนการเปลี่ยนแปลงอยางไมมีแนวโนม ซึ่งอาจคลาดเคลื่อนในการวิเคราะหตวัอยาง พลงังานที่

ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึก (ΔHf) กอนการยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปส มี

คาประมาณ  ที ่ 62.2 จูลตอกรัม คา ΔHf  นี้มีคาลดลงเรื่อยๆ เมื่อเวลาในการยอยสลายเพิ่มข้ึน 

และที่สัปดาหที่ 10 คา  ΔHf มีคาประมาณ 40.6 จูลตอกรัม หรืออีกนยัหนึง่คารอยละของ

โครงสรางที่เปนผลึก (Percent Crystallinity) มีคาลดลงจาก 45.9% ไปเปน 29.96% (คํานวณจาก

การเทยีบคา ΔHf ที่ 135.5 จูลตอกรัม เมื่อ PCL มีโครงสรางผลึกสมบูรณ หรือ 100% 

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

4.2.4.2 การยอยสลายทางชีวภาพภายในรางกาย (In vivo biodegradation) 
 ศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกายของสัตวทดลอง ในรูป

ของรอยละของน้าํหนักที่หายไปโดยใชเครื่อง TGA และ คา ΔHf ของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจาก 

PCL (30%w/v) รูปใบห ู ซึ่งเปนแบบที่เลือกในการทดลองสรางเนื้อเยื่อกระดูกออนโดยทําการฝง

โครงเลี้ยงเซลลชนิดที่ใชเกลอืและผงชูรสเปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุน ทีบ่ริเวณหลังของ Nude Mouse 

เพศเมียอาย ุ4 – 5 สัปดาห เปนเวลานาน 1, 2 และ 3 เดอืน  

 ผลการวิเคราะหปริมาณของโครงเลี้ยงเซลลที่ไมถูกยอยสลายไปดวยเครื่อง TGA (รูปที่ 

4.12) พบวายอดกราฟ (peak) ของอุณหภูมิในการสลายตัวของ PCL อยูที่ 425 องศาเซลเซียส 

โดยมีชวงอุณหภูมิสลายตัวของ PCL ในชวง 361 – 493 องศาเซลเซียส การประมาณน้ําหนักที่

หายไปของ PCL จากกราฟโดยวัดจากอุณหภูมิที่เปนจุดเริ่มของยอดกราฟ (อุณหภูมิที่เร่ิมมีการ

สลายตัว, จุด ก) ไปถึงอุณหภูมิที่เปนจุดสิ้นสุดของยอดกราฟ (อุณหภูมิที่สารสลายตัวไปทั้งหมด, 

จุด ข) จากนั้นลากเสนไปยังเสนของน้ําหนักที่หายไป (ผลตางของรอยละของน้ําหนักที่หายไปของ 

จุด ค และจุด ง) พบวาปริมาณของ PCL เหลืออยูในโครงเลี้ยงเซลลที่ 60.68, 53.99 และ 48.23% 

ดเร็ว ถึง 39.32% 

และหลังจากนั้นมีอัตราการยอยสลายที่ประมาณ 1.57% ตอสัปดาห ซึ่งใกลเคียงกับอัตราการยอย

สลายภายนอกรางกายซึ่งมีคาประมาณ 1.67% ตอสัปดาห (เมื่อคิดจากสัปดาหที่ 1 เปนตนไป) 

โดยสาเหตุที่ทําใหคาการยอยสลายตางกันนั้น เปนผลมาจากเสนเลือดที่เขามาในโครงเลี้ยงเซลล 

ชี้ใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลมีการยอยสลายไป 39.32, 46.01 และ 51.77% โดยน้ําหนัก ในเวลา 1, 

2 และ 3 เดือนตามลําดับ เมื่อทําการวาดกราฟที่แสดงถึงความสัมพันธปริมาณของโครงเลี้ยงเซลล

ที่ยอยสลายกับเวลาดังรูปที่ 4.13 จะเห็นวาเดือนแรกมีการยอยสลายไปอยางรว
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ค
ค 

ก 
361 491 

 

ง 

ข 

91.60 

43.37 

ร  PCL ูโดยใชเูปที่ 4.12 กราฟการวิเคราะหการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลลจาก (30%w/v) แบบพรุนรูปใบห กลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุนโดยใชเครื่อง 

TGA หลังจากการยอยสลายภายในรางกายของสัตวทดลองที่เวลาตางๆ

้ําหนักที่หายไประหวางการสลายตัว 

 รเปลี่

น

โดยเสนหนาแสดงถึงอัตรากา ยนแปลงน้ําหนักตอนาที และเสนบางแสดงถึงรอยละของ



 60 

0

10

20

30

40

50

60

0 2 4 6 8 10 1

บบพรุนจาก

ชเกลือและผ

นการสงเสร

 และแรงภา

ขมขนของเอ

รทดลองนี้ ก

เวลา 6 เดือน

โดยใชเครื่อง

รณมหาวิทย

 1.071 มิล

 57.6% หลังจา

 สัปดาห) (ดูกา

ายของโครงเลี้ย

เกิดจากสภาวะท

 โดยไมมีเจลขอ

ซึ่งมีหนาที่ทําลา

L ไดงายกวา  

2

ระยะเวลา (สัปดาห)

รอ
ยล
ะข
อง
น้ํา
ห
นัก
ที่
ห
าย
ไป

 (
%

)

 
รูปที่ 4.13 กราฟแสด รอยละของน้ําหนักที่ ของโครงเลี้ยงเซลลแ  PCL 

(30%w/v) รูปใบหูตอเวลา ที่มีการยอยสลายภายในรางกายสัตวทดลอง โดยใ งชูรส

เปนสารทําใหเกิดรูพรุน (n = 2)  

 

ปริมาณมากใน 4 สั แรกและ ผลจากการอักเสบของแผลผาตัด ซึ่งมีผลใ ิมการ

ยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลทําใหอัตราการยอยสลายสูงมากใน 4 สัปดาหแรก ยนอก

ที่กระทําตอโครงเลี้ยงเซลล เชน แรงกดของผิวหนัง, คาความแตกต งของความเ นไซม

ไลเปสในหนูทดลองและในรางกายของมนุษย 

เมื่อทําการเปรียบเทียบผลการยอยสลายทางชีวภาพของ PCL ในกา ับการ

ยอยสลายของโครงเลี้ยง น เปน  ใน

สัตวทดลอง ปริมาณ PCL ที่เหลืออยู ี้ยงเซลล PCL-Alginate วิเคราะห  TGA 

(ทดสอบโดย ผศ.ดร.พิชญ ศุภผล วิทยาลัยปโตรเลียมและปโตรเคมี จุฬาลงก าลัย)

แสดงดังรูปที่ 4.14  ชิ้นเนื้อเยื่อที่กระดูกออนที่สรางขึ้นโดยใชโครงเลี้ยงเซลล PCL-Alginate มี

ปริมาณของ PCL ที่เหลืออยูประมาณ 46.38% โดยน้ําหนักหรือคิดเปนน้ําหนัก ลิกรัม 

(ตัวอยางที่นําไปทดสอบหนัก 2.310 มิลลิกรัม) แสดงวา PCL มีการยอยสลายไป ก

การเลี้ยงเซลลภายนอกรางกายและภายในสัตวทดลอง (รวมเวลา 6 เดือน 1 ร

คํานวณเปอรเซ็นตการยอยสลายที่ภาคผนวก ฉ3) ซึ่งใกลเคียงกับการยอยสล ง

เซลล PCL อยางเดียวเปนเวลา 3 เดือน (51.77%, จากรูปที่ 4.13) ทั้งนี้อาจ ี่

แตกตางกัน กลาวคือการปลูกถายเฉพาะโครงเลี้ยงเซลล PCL อยางเดียว ง 

และเซลลกระดูกออน อาจมีผลใหเซลลเม็ดเลือดขาว (Macrophage ย

ิ่งแปลกปลอมที่เขาสูรางกาย) เขามาโครงเลี้ยงเซลลและหลั่งเอนไซมทําลาย PC

ง หายไป

ปดาห

า

 PCL-Alginate ที่มีการเลี้ยงเซลลกระดูกออ

ในโครงเล

Alginate 

ส
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กระดูกออน

โครเลี้ยงเซลล

PCL (น้ําหนักที่หายไป)

กระดูกออน (น้ําหนักที่หายไป)

โครงเลี้ยงเซลล (น้ําหนักที่
หายไป)

  รูปที่ 4.14 กราฟการวิเคราะหการสลายตัวของโครงเลี้ยงเซลล PCL-Alginate ที่มีการใชเลี้ยงเซลล อนของมนุษยเปนเวลา 6 เดือนโดยเครื่อง TGA โครงเลี้ยง

ี่ท ามีปริมาณของ PCL เหลืออยู 46.38% โดยเสนหนา

หายไประหว ัว  

กระดูกอ

จากการประมาณพบว

างการสลายต

เซลล PCL (30%w/v) แบบพรุนรูปใบหูโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารท

แสดงถึงอัตราการเปลี่ยนแปลงน้ําหนักตอนาที และเสนบางแสดงถึงร

ําใหเกิดรูพรุน 

อยละของน้ําหนักที่
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โครงเลี้ยงเซลลที่มีเจลของ Alginate อยู และเมื่อทําการเปรียบเทียบกับรายงาน รยอย

สลายภายในรางกายของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุน จาก PCL โดยใชเกลือเปนสาร รูพรุน

ที่ความเขมขน 4 กรัมตอกรัมพอลิเมอรโครงเลี้ยงเซลลที่มีความหนา 10 ไมครอน  80% 

และทําการปลูกถายใตผิวหนังของหนู wild-type 129/SvEv พบวามีการยอยส  ใน

เวลา 1 เดือน (Sung H.J. et al. 2004) ซึ่งคาที่ไดมีคาใกลเคียงกับผลการยอยสลายโครงเลี้ยง

เซลลที่ใชในงานวิจัยนี้ 

พื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลลกอนและหลงัจากการฝงในสัตวทดลองถูกตรวจสอบโดยใชกลอง

จุลทรรศนอิเลก็ตรอนแบบสองกราด (รูปที ่4.15) พบวาพื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลล รปลกู

ถายในสัตวทดลองเปนเวลา 1 เดือน พบวามีโครงสรางที่เปนรูพรุนขนาดเล็กทีเ่หน็ ผนงัรู

พรุนของโครงเลี้ยงเซลล (รูปที่ 4.15 ข) ในเดือนที ่ 2 (รูปที่ 4.15 ค) รูพรุนเหลาน  

ซึ่งคาดวาเกิดจากรูพรุนขนาดเล็กที่รวมตวักัน และในเดอืนที ่ 3 (รูปที ่ 4.15 ง) โ

เลี้ยงเซลลมีการยุบตัว เนื่องจากโครงสรางบางสวนถูกทาํลายไป ทาํใหสามารถรับ

 การวิเคราะหปริมาณโครงสรางผลึกในโครงเลี้ยงเซลล PCL (30%w/v) 

และผงชูรสเปนสารทีท่าํใหเกิดรูพรุน โดยใชเครื่อง DSC (รูปที่ 4.16) พบวา

หลอมเหลว (Tm) ของโครงเลี้ยงเซลลหลังจากการปลูกถายในหนูเปนเวลา 1 – 

เปลี่ยนแปลง ในขณะที่คา ΔHf มีการลดลงตามเวลาของการปลูกถายเชนเดียว

ทางชีวภาพนอกรางกาย โครงเลี้ยงเซลลทีป่ลูกถายในสตัวทดลองระยะเวลา 1, 2 ี

คา ΔHf ที่ 31.3, 19.7 และ 14.2 จูลตอกรัม หรือมีโครงสรางผลึกประมาณ 23.1  

10.48% โครงสรางผลึกของโครงเลี้ยงเซลล PCL ลงดวยอัตราประมาณ 6.24%  

ตอสัปดาห) ในขณะที่โครงเลีย้งเซลลทีย่อยสลายดวยเอนไซมไลเปสภาย

ระยะเวลา 1, 2 เดือน และ 2 เดือนครึ่ง มคีา ΔHf เทากบั  52.9, 46.5 และ 40.6 ี

โครงสรางผลกึประมาณ 39.04%, 34.32% และ 29.96% โดยลดลงทีอั่ตรา 1.44

ที่ 4.17 และ 4.18) อัตราการยอยสลายโครงสรางผลึกของ PCL จากการยอยส

กวาอัตราการยอยสลายภายนอกรางกาย ดวยสาเหตุเนื่องมาจากปจจัยอื่นๆ เ

ของปริมาณของเอนไซมไลเปสในหนูทดลองกับในรางกายของมนุษย หรือปริมา

เปสที่เพิ่มข้ึนเมื่อเกิดการอักเสบที่อาจชวยในการเรงการยอยสลายใหเร็วขึ้น, การ

เขาสูโครงเลี้ยงเซลล ใน 4 สัปดาหแรกของการยอยสลายซึง่ชวยสงเสริมการยอ ,  

ผลจากแรงกดที่กระทําตอโครงเลี้ยงเซลลระหวางการปลกูถายในสัตวทดลอง เมื่

ละของโครงสรางผลึกกับอัตราการหายไปของน้าํหนัก เห็นวาแนวโนมตรงกัน

ลายมีการยอยสลายทั้งสวนที่เปนอสัณฐาน (Amorphous) และสวนที่เ  

rystalline) ควบคูกัน 

การวิจัยกา

ที่ทําใหเกิด

 ความพรุน

ลายไป 45%

 หลังจากกา

ไดที่บริเวณ

ั้นมีขนาดใหญข้ึน

ครงสรางของโครง

แรงไดนอยลง  

รูปใบหูที่ใชเกลือ

 คาอุณหภูมิการ

3 เดือน ไมมกีาร

กบัการยอยสลาย

 และ 3 เดือน ม

%, 14.54% และ

ตอเดือน (1.56%

นอกรางกายเปน

จูลตอกรัม หรือม

% ตอสัปดาห (รูป

ลายในรางกายสงู

ชนความแตกตาง

ณของเอนไซมไล

งอกของเสนเลือด

ยสลายใหเร็วขึ้น

อเปรียบเทียบรอย

เนื่องจากการยอย

ปนโครงสรางผลกึส

(C
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(ก) (ข) 

  
       (ค)          (ง) 

รูปที่ 4.15 รูปจากกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลจากยอยสลาย

ภายในรางกายสัตวทดลอง ของโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL (30%w/v) แบบพรุนรูปใบหู โดยใชเกลือ

และผงชูรสเปนสารทาํใหเกดิรูพรุน 

(ก) กอนทําการฝงใตผิวหนงัหน ู

(ข) หลังจากการฝงใตผิวหนังหนเูปนเวลา 1 เดอืน 

(ค) การฝงใตผิวหนังหนเูปนเวลา 2 เดอืน 

(ง) หลังจากการฝงใตผิวหนังหนเูปนเวลา 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 กราฟการดูดความรอนที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของโครงเลี้ยงเซลลรูป

ใบหูจาก PCL (30%w/v) แบบพรุนโดยใชเกลือและผงชรูสเปนสารทีท่าํใหเกิดรูพรุน หลังจากการ

ยอยสลายในรางกายสัตวทดลองที่เวลาตางๆ 

 

 

 

ΔHf = -62
Tm = 64.5
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รูปที่ 4.17 กราฟแสดงคาพลังงานที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของโครงเลี้ยงเซลลรูป

ใบหูจาก PCL (30%w/v) แบบพรุนโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารทีท่ําใหเกิดรูพรุน หลังจากการ

ยอยสลายที่เวลาตางๆ (♦) แทนการยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสในหองปฏิบัติการ (□) 

แทนการยอยสลายภายในรางกายสัตวทดลอง 
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ปที่ 4.18 กราฟแสดงคารอยละของโครงสรางผลึกของโครงเลี้ยงเซลลรูปใบหูจาก PCL (30%w/v) 

บบพรุนโดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารทีท่ําใหเกิดรูพรุน หลังจากการยอยสลายที่เวลาตางๆ (♦) 

ทนการยอยสลายในสารละลายเอนไซมไลเปสในหองปฏิบัติการ (□) แทนการยอยสลายภายใน

รางกายสัตวทดลองโดยเทยีบจากคา ∆Hf ที่ 135.5 จูลตอกรัมมีคาโครงสรางผลึก 100% (Corden 

T.J. et al., 2000) 

รู

แ

แ
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 4.3 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลล PCL 
 โครงเลี้ยงเซลล PCL (30%w/v) ที่มีเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ถูกเลือกใช

ในการเพาะเลี้ยงเซลลกระดูกออนของมนุษย เนื่องจาก ความเห็นของศัลยแพทยที่เห็นวาโครงเลีย้ง

เซลลชนิดนี้มีความทนทานตอแรงกดเหมาะสมในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนใตผิวหนังของ

สัตวทดลอง โครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้มีขนาดของรูพรุนเฉลี่ยที่ใหญที่สุดคือที่ 205 ไมครอน ซึ่งคาดวา

โครงลี้ยงเซลลชนิดนี้จะมีการแลกเปลี่ยนอาหาร น้ําและกาซไดดี, มีเนื้อที่ในรูพรุนขนาดใหญที่จะ

บรรจุเจลของ Alginate ไดมาก  

การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลทําการเลี้ยงโดย นพ.ถนอม บรรณประเสริฐ ภาควิชาโสต 

ศอ นาสิกวิทยา คุณสุปราณี บูรณประดิษฐกุล ภาควิชาอายุรศาสตร คณะแพทยศาสตร 

จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย คุณโสม ทองอินทร สํานักงานบริการโลหิตแหงชาติ สภากาชาดไทย 

(สําหรับการเลี้ยงสัตวทดลอง) และยอมสีเซลลและเนื้อเยื่อ พรอมทั้งพิสูจนเนื้อเยื่อทาง Histology 

เลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย (in vitro culture) 
เซลลกระดูกออนที่ทําการสกัดแยกออกมาไดแลวนั้น ถูกนํามาผสมกับสารละลาย 

Alginate ความเขมขนเริ่มตนที่ 20 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร จากนั้นหยดบนโครงเลี้ยงเซลลและทํา

การ Crosslink เจลของ Alginate ดวยสารละลาย CaCl2 และนําไปเลี้ยงที่อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ภายใตบรรยากาศ 5%CO2 นาน 1 สัปดาห พบวามีเซลลเขาไปดานในของโครงเลี้ยง

เซลลได ดังรูปที่ 4.19  

 

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

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 
4.3.1 การเลีย้งเซลลบนโครง

   
 (ก) กําลังขยาย 100 เทา    (ข) กําลังขยาย 500 เทา 

รูปที่ 4.19 เซลลกระดูกออนในโครงเลี้ยงเซลลหลังทําการเลี้ยงภายนอกรางกายนาน 1 สัปดาห  
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 เมื่อเทียบกับรายงานการทดลองเลี้ยงเซลลภายนอกรางกาย ซึ่งทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออน

ริเวณข

การปลูกถายไดดี (รูปที่ 4.20ค) 

 

บ อตอของมนุษย (Human Articular Cartilage) บนแผนฟลมของ PCL ที่ขึ้นรูปโดยการหลอ ที่

ความเขมขนของสารละลาย PCL ที่ 1.5% (w/v) ใน Methylene Chloride พบวา PCL นั้นมีสวนชวยใน

การเพิ่มอัตราการแบงตัวของเซลล (Ishuag-Riley, S.L., et al., 1999) Alginate มีสวนชวยในการเปลี่ยน

รูปราง (Differentiation) โดยการเรงการสราง ECM (Schluze M.  et al., 2000, Masuda K. et al., 

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

 
4.3.2 การเลี้ยงเซลลบนโครงเลี้ยงเซลลภายในรางกาย (in vivo culture) 

เมื่อทําการเลี้ยงเซลลกระดูกออนในโครงเลี้ยงเซลลภายนอกรางกายเปนเวลา 1 สัปดาห แลวจึง

นํามาปลูกถายในสัตวทดลอง เปนเวลา 2, 3 และ 6 เดือน สังเกตพบเนื้อเยื่อ Fibroblast และหลอดเลือด

หุมที่โครงเลี้ยงเซลลในเดือนที่ 2 (รูปที่ 4.20ก) ในเดือนที่ 6 สังเกตเห็นเนื้อเยื่อ Fibroblast ที่หุมภายนอก

มีปริมาณลดลง มีเนื้อเยื่อลักษณะแข็งสีขาวเกิดขึ้นดานในโครงเลี้ยงเซลล และพบหลอดเลือดแทรก

ระหวางเนื้อเยื่อ (รูปที่ 4.20ข) เมื่อผาดูภายในโครงเลี้ยงเซลลพบวาเนื้อเยื่อกระดูกออนมีการเจริญเติบโต

และโครงเลี้ยงเซลลสามารถคงรูปในระหวาง

 
ก) 

 
  (ข) (

 
(ค) 

รูปที่ 4.20 ชิ้นเนื้อเยื่อที่ไดจากการเลี้ยงในสัตวทดลอง 

(ก) ที่เวลา 2 เดือน 

(ข) ที่เวลา 6 เดือน 

(ค) ภาพตัดขวางของชิ้นเนื้อเยื่อที่เวลา 6 เดือน 
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ในระยะเวลา 2 เดือนแรกของการเลี้ยงเซลลในสัตวทดลอ พบวามีเสนเลือดไปหลอเลี้ยง

เนื้อเยื่อที่เกิดขึ้น ดังรูปที่ 4.21 (ก) และเมื่อทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อทาง Histology โดยใชเทคนิค

การยอมสี (Staining) แบบ H&E พบวาชิ้นเนื้อเยื่อที่ไดนั้น มีการสรางเซลลกระดูกออนและ ECM 

ข้ึนมาบางสวน โดยพบวาชิ้นเนื้อติดสีชมพูปนเทา (บริเวณ A) ซึ่งมีขนาดที่ 624 ± 178.62 ไมครอน 

(n=5) เซลลกระดูกออนสวนใหญยังคงมีรูปรางเปนกระสวย (B) (Spindle-shaped หรือ Fusiform) 

และบางสวนเริ่มมีการเติบโตไปเ

ง

ปนเซลลกระดูกออนใน Lacunar (C) ซึ่งการพบเซลลกระดูกออน

ใน Lacunar โดยท ูก

ออนที่เจ

ตริกซมีขนาดใหญข้ึนซึ่งมี

ขนาดที่ ± 111.43 ไมครอน เซลลกระดูกออนมีการเปลี่ยนแปลงเปนเซลลกระดูกออนใน 

Lacunar เพิ่มข้ึน เมตริกซเพิ่มข้ึนมากกวาเดือนที่ 2 แตยังคงพบเซลลรูปกระสวย สวนปริมาณของ

หลอดเลือดและ Fibroblast ปริมาณลดลง 

ในเดือนที่ 6 (รูปที่ 4.21ค) ของการเลี้ยงเซลลในสัตวทดลองพบวา ขนาดของกระดูกออนที่

สรางมีขนาดใหญข้ึนที ่ 1196 ± 54.26 ไมครอน และเซลลมีพัฒนาการที่ด ี โดยมากเซลลกระดูก

ออนอยูใน Lacunar และ มีเมตริกซรอบๆจํานวนมาก สวนเซลลกระดูกออนในรปูกระสวยพบใน

ปริมาณนอยมาก ปริมาณของหลอดเลือด Fibrob

จากรูปที่ 4.21 (ก) (ข) และ (ค) เซลลสวนที่ติดอยูกับ PCL  (สวนที่เปนชองวางสีขาว) มี

ลักษณะเปนรูปกระสวย, ม ีFibroblast และ Macrophage ปะปนอยู   ในขณะที่เซลลที่อยูในเนือ้

เจลของ Alginate นั้นมีการสรางเมตริกซของเนื้อเยื่อกระดูกออนและมีการเปลี่ยนแปลงไปเปน

เซลลกระดูกออนใน Lacunar แสดงใหเห็นวา PCL ไมสนับสนุนในการเปลีย่นแปลงจากเซลล

กระดูกออนไปเปนเนื้อเยื่อกระดูกออน ซึง่สอดคลองกับงานวิจัยที่ทาํการเลี้ยงเซลลกระดูกออนของ

มนุษยบริเวณขอ บนโครงเลีย้งเซลล PCL แบบเสนใยเปนเวลา 1 เดอืน พบวา PCL ไมสนับสนุน

การเปลี่ยนแปลงของเซลลกระดูกออนไปเปนเน ูกออน (Hutmacher D.W., et. al., 

ลี่ยนแปลงจากเซลลกระดูกออนไปเปนเนื้อเยื่อ

กระด านวจิัยทีท่ําการเลีย้งเซลลกระดูกออนของมนษุยบริเวณขอในเจล Alginate 

รูปท ลิเมตร เปนเวลา 2 สัปดาห พบวาม ีGAGs และคอลลาเจนชนิด II เกิดขึ้น 

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

ั่วไปจะเปนตัวบงชี้วาเซลลกระดูกออนมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อกระด

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

เลือด (D), Fibroblast และ Macrophage (E) ที่เขามายอย PCL ที่บริเวณรอยตอระหวางเซลล

และ PCL  

ในเดือนที่ 3 ของการเลี้ยงเซลลในสัตวทดลองพบวามีเสนเลือดไปหลอเลี้ยงเนื้อเยื่อที่

เกิดขึ้น เชนเดียวกับเดือนที่ 2 และเมื่อทําการตรวจสอบเนื้อเยื่อทาง Histology โดยใชเทคนิคการ

ยอมสี (Staining) แบบ H&E (รูปที่ 4.21ข) พบวาชิ้นเนื้อเยื่อที่ไดนั้น เม

 648 

, last และ Macrophage มีปริมาณลดลง 

ื้อเยื่อกระด

2003)  ในขณะที่เจล Alginate นั้นสงเสริมการเป

ูกออน 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 เมตริกซของกระดูกออน (B) คือเซลลกระดูกออนรูปกระสวย (C) คือเซลลกระดูกออน

ใน Lacunar หรือกระดูกออนที่สมบูรณ (Ma

รูปที่ 4.21 ชิน้เนื้อเยื่อที่ไดจากการเลี้ยงเซลล

กระดูกออนมนุษยในสัตวทดลองที่ผานการยอม

C 

สีแบบ H&E 

ture Cartilage) (D) คือเสนเลือด (E) คือเซลล 

Fibrobl

จาก

งานวิจยั

ast และ Macrophage 

 

 

ตารางที่ 4.4 เปนการเปรียบเทียบสภาวะของวิศวกรรมเนื้อเยื่อของกระดูกออน

นีก้ับงานวิจัยของ Honda M. และคณะ ซึง่ทาํการเลี้ยงเซลลกระดูกออนของ Lewis rat ที่

ความเขมขนของเซลลเร่ิมตนที ่ 108 เซลลตอซม3 โดยใชโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL ผสมกับ Poly-L-

Lactic acid (PLLA) ที่ความเขมขนของพอลิเมอรที่ 0.1% (w/v) ในขณะทีง่านวจิัยนี้ไดใชเซลล

กระดูกออนของมนษุยและโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL เพียงอยางเดยีว โดยมีการใชเซลลเร่ิมตนนอย

กวาประมาณ 5 เทา จะเหน็ความหนาแนนของเซลลกระดูกออนบริเวณภายในรู แตบริเวณชองวาง 

คือผนังของรูพรุนของโครงเลีย้งเซลลที่ไมถกูยอยสลายไปในเวลา 6 เดือน แสดงถงึลักษณะการขึ้น

รูปโครงเลี้ยงเซลล ที่จะตองมีการปรับปรุงใหมีความหนาของผนังรูพรุนนอยลง เพื่อใหความ

หนาแนนของเซลลสูงขึ้น 
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ตารางที่ 4.4 เป เทยีบสภาวะการเลยงเซลลกระดูกออนในสัตวทดลองระหวางงานวิจยันี้และ

งานวิจยัของ Honda M. และคณะ 

 งานวิจยันี ้ งานวิจยัของ Honda M. และคณะ 

(2000) 

รียบ ี้

ชนิดของพอลิเมอรที่

นํามาใชผลิตโครงเลี้ยงเซลล 

PCL (30%w/v) ในคลอโรฟอรม 1:1 PCL/PLLA (0.1%w/v) ใน 

Dioxane 

วิธีการขึ้นรูปของโครงเ

เซลล 

การหลอ (Casting) Freeze Dry ลี้ยง

รูปรางและขนาดของโครง

เลี้ยงเซลล 

รูปหูขนาด 2x1x  

ซม. หนา 2 มม. 

0.35 ซม. จาน (Disc) เสนผาศนูยกลาง 1

ขนาดของรูพรุน 205 ไมครอน 100 ไมครอน 

ชนิดของเซลลที่ใชเลี้ยง Human rib chondro yte cyte Lewis rat articular chondroc

ปริมาณเซลลเร่ิมตน 20 x 106 เซลลตอมิลลิลิตร 10 x 108 เซลลตอมิลลิลิตร 

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

สภาวะที่ใชเลีย้ง Nude Mouse เพศเมยี อายุ 5 

สัปดาห 

Nude Mouse เพศผู อาย ุ4 

สัปดาห 

ภาพแสดงการยอมสีแบบ 

H&E ของชิ้นเนื้อเยื่อที่ได 

 
ที่เวลา 6 เดือน 

 
ที่เวลา 1 เดือน 

 

 งานวิจัยนี้เปนความพยายามครั้งแรกที่จะพัฒนาโครงเลี้ยงเซลล PCL ใหเปนโครงแข็งที่

สามารถทนทานตอแรงกดอันจะเกิดขึ้นในการปลูกถาย และใช Alginate เปนตัวชวยกระจายเซลล

ใหมีความสม่ําเสมอภายในโครงเลี้ยงเซลลและสนับสนุนการเจริญเติบโต การแบงตัวและการ

เปลี่ยนแปลงรูปราง งเซลลกระดูกออน การทดสอบคุณสมบัติทางกายภาพและทางกลของโครง

เลี้ยงเซลลจึงมีความจําเป

ขอ

น นอกเหนือจากการทดสอบการเลี้ยงเซลล 

 าความเคนแรงดึง นั้นเปนดัชนีที่ชี้วัดการรับแรงดึงวาโครงเลี้ยงเซลลนั้นสามารถรับแรง

ดึงไดมากนอยเพียงใด ซึ่งในงานวิจัยนี้ไดทําโครงเลี้ยงเซลลที่สรางขึ้นนี้เปนแบบพรุนที่มีการปลูก

ถายในส ทดลอง ซึ่งควรมีการวัดคาเพื่อตรวจสอบดูวาโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นสามารถทนตอ

ค

ัตว
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แรงดึงเมื่อมีการปลูกถายไดหรือไม ซึ่งคาที่ไดจากการทดลองนี้มีคาใกลเคียงกับคาที่ไดจาก

การศึกษาของ Honda M. และ คณะ คือมีคาความเคนแรงดึงที่ 0.0324 MPa หลังจากการปลูก

ายใตผิวหนังสัตวทดลองพบวาโครงเลี้ยง ถทนตอแรง

 การวัดอัตราการยอยสลายภายนอกรางกายโดยการแชในสารละลาย P ุณสมบัติ

อรในระบ .4 

ก็ตามสวนประกอบของของเหลวในรางกาย (B ) นั้นมี

 เอนไซม, obulin, Cytokine ดสอบ

ยสลายของ PCL ในสารละลาย PBS ตั้งอยูบนสมมติฐานที่วา การยอยสลายทางชีวภาพ

ิริยาไฮ เดียว

r D.W. 2000) การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพของโครงเล ซมไล

ิกิริยาไฮโดรไลซิสของพ างของ PCL ไลเปส

ที่บริเวณ ลือด

/l (Burtis C 1994) 

ขึ้นถูกยอยสลาย ณ 22% ใน

 ไปเพียง 4 – ปฏิบัต

รางกายนั้น โครงเลี้ยงเซลลถูกยอยสลาย ึง 2.2 เทาของการยอยสลายในสารละลาย

ก มีการงอกของเสนเลือดจํานวนมาก ใน 4 สัปดาหแรกของการยอย

ซึ่งสงเสริมใหมีการยอยสลายของโครงเลี้ยงใหเร็วขึ้น อีกทั้งในระบบของ

รางกายนั้นมีสารคัดหลั่งตางๆ ที่มีผลตอการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลนอกจาก เอนไซมไลเปส 

เชนสารประเภท Immunoglobulin, เอนไซมอ่ืนๆ ที่มีผลในการไฮโดรไลซพันธะเอสเตอรของโครง

เลี้ยงเซลลดวย 

 หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลก รงเลี้ยงเซลล PCL ลา 6 

ือน พบวาชิ้นเนื้อหลังการเพาะเลี้ยงมีปริมาณของ PCL เหลืออยูประมาณ 46.38% แสดงวา

ัตรากา

รับผูปวยที่มีความตองการ

ื้อเยื่อ

ถ เซลลสามาร กดและคงรูปใบหูไดอยางชัดเจน 

BS ซึ่งมีค

คลายกับระบบบัฟเฟ

สภาวะในรางกายได อยางไร

บเลือด มีคาพีเอชในชวง 6.4 - 7 ซึ่งสามารถนําไปเทียบเคียงกับ

ody fluid

สวนประกอบอื่นๆ อีก เชน

การยอ

ฮอรโมน, Immunogl เปนตน การท

ของพอลิเมอรมีเพียงปฏิก

Hutmache

โดรไลซิสเกิดขึ้นเพียงอยาง  (Mohan C.,1999 และ 

ี้ยงเซลลดวยเอนไ

เปสจะชวยเรงปฏ ันธะเอสเตอรในโครงสร  โดยเอนไซม

สามารถพบไดที่น้ํายอย ลําไสเล็ก, น้ําลาย และในเ  เอนไซมไลเปสในเลือดมีความ

เขมขนประมาณ 30 U .A. and Ashwood E.R., ในงานวิจัยนี้พบวาโครงเลี้ยง

เซลล PCL ที่ผลิต ดวยเอนไซมไลเปสประมา เวลา 10 สัปดาห แตการ

ยอยสลายใน PBS 5% ในเวลา 10 สัปดาห ในหอง

เร็วกวาถ

ิการสําหรับการยอยสลายใน

เอนไซมไลเปสทั้งนี้เนื่องจา

สลายภายในสัตวทดลอง 

ระดูกออนในโค -Alginate เปนเว

เด

อ รยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL ที่ผลิตไดชากวาอัตราการสรางเนื้อเยื่อ

ของเซลลกระดูกออน ซึ่งอาจแกไขไดโดยการลดความเขมขนของ PCL ที่ใช หรือเพิ่มปริมาณของ

สารที่ทําใหเกิดรูพรุนเพื่อใหอัตราการยอยสัมพันธกับอัตราการสรางเนื้อเยื่อกระดูกออนซึ่งจะสงผล

ให การเปลี่ยนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนสมบูรณมากขึ้น อยางไรก็ตามผลจากงานวิจัยนี้ซึ่ง

ชี้ใหเห็นความเปนไปไดในการผลิตเนื้อเยื่อกระดูกออนทดแทนสําห

เน กระดูกออน โดยใชโครงเลี้ยงเซลล PCL-Alginate ที่ผลิตขึ้น โดยจะตองมีการปรับปรุงโครง

แข็งของ PCL ใหมีพื้นที่ผิวสูง มีผนังของรูพรุนที่บางแตยังยังคงความแข็งแรงเพื่อตานทานแรงกด

ได 



บทที่  5 
 

สรุปผลการทดลอง และขอเสนอแนะ  
 
5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

งานวิจยันี้แสดงผลการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนของมนษุย ในโครงเลี้ยงเซลลที่ใช 

PCL และ Alginate เปนครั้งแรก ผลจากการทดลองในงานวิจัยนี้จะถูกนาํมาเปนแนวทางในการ

พัฒนาโครงเลีย้งเซลลเพื่อใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนจากวสัดุที่ยอยสลายไดทาง

ชีวภาพ สองชนิดคือ PCL และ Alginate ซึ่งใหประโยชนตางกัน โดย PCL ซึ่งเปนพอลิเมอร

สังเคราะห ทาํหนาที่เปนโครงแข็งทีท่นแรงกดจากการปลูกถายใตผิวหนังไดและ ใหระยะเวลาใน

การยอยสลายที่ยาวนาน ซึ่งเปนคุณสมบัติที่เหมาะสาํหรับการผลิตเนื้อเยื่อชนิดแข็ง (Hard tissue) 

เมื่อ PCL ยอยสลายในรางกายจะได Caproic acid ซึ่งไมเปนพิษตอเซลล สวน Alginate จะชวย

ใหเซลลกระดกูออนกระจายตัวดีสม่ําเสมอในโครงสราง และสนับสนุนการเปลี่ยนแปลงของเซลล

ไปเปนเนื้อเยื่อกระดูกออน 

 ผลการทดลองจากงานวิจยันีจ้ะสามารถนาํมาเปนแนวทางในการผลิตโครงเลี้ยงเซลล

สําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออน ดงันี ้

1. โครงเลี้ยงเซลล PCL ที่เตรียมโดยวิธีการหลอ โดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําให

เกิดรูพรุนมีคาความพรุนและความเคนแรงดึงนอยกวาโครงเลี้ยงเซลลที่ใชเกลือเพียง

อยางเดียวเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน โดยในงานวิจัยนี้ไดใชโครงเลี้ยงเซลล PCL (30% 

w/v) โดยใชเกลือและผงชูรสเปนสารที่ทําใหเกิดรูพรุน ในการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูก

ออน เนื่องจากความเห็นของศัลยแพทยที่เห็นวาโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้มีความทนทาน

ตอแรงกด เหมาะสมที่จะนําไปเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออน 

2. คาความเขมขนของสารละลาย PCL มีผลตอคาความพรุน และความเคนแรงดึง คือ 

ยิ่งความเขมขนของสารละลาย PCL มากสงผลใหคาความพรุนลดลงแตมีคาความ

เคนแรงดึงมากขึ้น 

3. การยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนจาก PCL เปนการยอยสลาย

แบบ Bulk erosion การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลในสารละลาย PBS ที่ พีเอช 7.4  

อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส มีอัตราการยอยสลายชากวาการยอยสลายในสารละลาย

เอนไซมไลเปสประมาณ 5 เทา และโครงเลี้ยงเซลลที่มีการปลูกถายในสัตวทดลองจะ
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มีอัตราการยอยสลายเร็วกวาการยอยสลายในเอนไซมไลเปสในหองปฏิบัติการ 

ประมาณ 2.35 เทา ทั้งนี้อาจเปนผลมาจากแรงภายนอกที่กระทําตอโครงเลี้ยงเซลล

เชนแรงกดที่กระทํากับโครงเลี้ยงเซลลในขณะที่สัตวทดลองมีการเคลื่อนไหว และผล

จากความเขมขนของเอนไซมไลเปสที่ไมเทากันในรางกายของมนุษยและหนูทดลอง 

โดยเฉพาะเมื่อเกิดการอักเสบของแผลจะมี Macrophage ที่จะผลิตสารที่ชวยในการ

ยอยสลายจํานวนมากออกมา 

4. ความเขมขนของสารละลาย PCL, และชนิดของสารที่ทําใหเกิดรูพรุนไมมีผลตออัตรา

การยอยสลายภายนอกรางกายของโครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนที่ใชในงานวิจัยนี้ ใน

ระยะเวลา 10 สัปดาห 

5. ในการเลีย้งเซลลในสัตวทดลองเพื่อผลิตเนื้อเยื่อกระดกูออนของมนุษย โดยใชโครง

เลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นจาก PCL 30%(w/v) แบบพรุนรูปใบหู และใชเกลือและผงชูรส

เปนสารที่ทาํใหเกิดรูพรุนและการเพาะเลี้ยงเซลลในเจลของ Alginate ในเดือนที่ 2 

เซลลมีการเปลี่ยนแปลงไปเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนที่สมบูรณบางสวน และเมื่อใน

เดือนที่ 6 เซลลสวนใหญเปลี่ยนเปนเนื้อเยื่อกระดูกออนโดยสมบูรณ อยางไรก็ตาม 

อาจจะมกีารปรับปรุงใหความหนาแนนของเซลลมากขึ้นได โดยการผลิตโครงเลี้ยง

เซลลที่มีผนังของรูพรุนบางกวานี ้

 

5.2 ขอเสนอแนะ 
 
 เพื่อใหผลการวิจัยนี้สมบูรณยิ่งขึ้น จึงมีแนวทางปรับปรุงและศึกษาเพิม่เติม ดังตอไปนี ้

1. ขนาดของรูพรุนมีขนาดตางกันคอนขางมาก เนื่องจากไมไดมีการคัดขนาดของสารที่

ทําใหเกิดรูพรุนทีน่ํามาผสมกับสารละลาย PCL ซึ่งแกไขโดยการคัดขนาดใหมีขนาด

ของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุนที่คาใกลเคียงกนั เชนการใชตะแกรงรอน (Sieving) 

2. ปริมาณของเซลลกระดูกออนจากผูบริจาคที่เปนมนุษยมีจํากัด จงึจํากัดปริมาณซ้ํา

ของการศึกษา โดยอาจใชเซลลกระดูกออนบริเวณอื่น เชนกระดูกออนที่เหลือจากการ

ผาตัดเสริมจมกู ซึ่งอาจจะหาไดมากกวา 

3. หลังจากการเพาะเลี้ยงเนื้อเยื่อกระดูกออนในโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL-Alginate เปน

เวลา 6 เดือนพบวาม ี PCL ในชิ้นเนื้อเยือ่ 46.38% แสดงวาอัตราการยอยสลายของ 

PCL ไมสัมพนัธกับอัตราการสรางเนื้อเยือ่ หรือโครงเลีย้งเซลลยอยสลายชาเกนิไป ซึ่ง

อาจแกไขโดยเพิ่มปริมาณของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุนมากขึ้นหรือลดความเขมขนของ 

PCL เพื่อใหผนังของรพูรุนบางและเพิ่มพื้นที่ผิวในการยอยสลายของ PCL 
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5.3 งานวิจยัตอไปในอนาคต 
  

 เพื่อใหการพฒันาโครงเลี้ยงเซลลสมบูรณ อาจจะตองมีการศึกษาเรือ่งตอไปนี ้

1. เปลี่ยนสารทีท่าํใหเกิดรูพรุน ในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL แบบพรุน เชน ผลึก

น้ําแข็ง, คารบอนไดออกไซดเหนือจุดวิกฤติ (Supercritical carbondioxide) เพือ่

ศึกษาผลของชนิดของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุนตอคุณสมบัติโครงเลี้ยงเซลล ซึ่งชนิดของ

สารที่ทาํใหเกดิรูพรุนเหลานีก้ําจัดออกไดงายและมีขนาดเล็ก 

2. ผสม PCL กับพอลิเมอรชนิดอ่ืนที่ไมเปนพษิตอเซลล เพือ่ปรับปรุงการยอยสลายใหเร็ว

ข้ึน 

3. เปลี่ยนรูปแบบของโครงเลี้ยงเซลลจากแบบพรุนเปนแบบเสนใย โดยทดลองใชเสนใย

นาโน หรือเสนใยขนาดไมครอนที่มีขนาดรูพรุน แตจะตองมีความแข็งแรงพอในการ

ปลูกถายในรางกาย 

4.  ศึกษาการขยายจํานวนเซลลในโครงเลี้ยงเซลลจาก PCL-Alginate ใน bioreactor ที่

มีการปนกวนหรือไหลเวยีนของอาหารหรอืมีการปอนอากาศ เพื่อศึกษาผลกระทบของ

การปนกวนหรอืระบบการปอนอากาศตอเซลลในโครงเลี้ยงเซลลซึ่งอาจลดเวลาใน

การสรางเนื้อเยื่อที่สมบูรณลงได 

5. ศึกษาการสรางเนื้อเยื่อกระดกูออนจากการเลี้ยงในสัตวทดลองที่มีความใกลเคียงกับ
มนุษย กอนทีจ่ะนาํไปใชงานจริงในมนษุย 
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ภาคผนวก



ภาคผนวก ก. 
รายชื่อ, หมายเลขผลิตและแหลงผลิตของสารเคมีที่ใช 

  

 สารเคมีทีน่ํามาใชในการทดลองนัน้ ไดมาจากแหลงตางๆ และมีหมายเลขสารเคมี 

(Catalog Number) ดังแสดงในตารางที ่ก.1 

 

ตารางที่ ก.1 รายชื่อ, หมายเลขผลิตและแหลงผลิตของสารเคมีที่ใช 

สารเคมี ผูผลิต 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 ฝายเภสัชกรรม 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 ตอนาที 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. กรองสารทีท่ําการผสมผาน Filter 

ขนาด 0.22 μm 

3. เก็บใสขวดสีชาที่ฆาเชื้อแลวที่ -20 ˚C 

 

Media for 

Chondrocyte 

สารเคม ี

1. Fetal Bovine Serum (FBS) 

2. HAM – F12 Media 

3. Antifungal Agent 

(Fungizone)   

4. Fibroblast Growth Factor ที่

ความเขมขน 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 แลวผสมกับ Antobiotic 

จํานวน 5 ml และ Fibroblast Growth 

Factor ที่ความเขมขน 5 ng/ml 

จํานวน 0.1 ml 

2. ทําการกรอง Media ที่ไดจากขอ 1. 

ผาน Filter Unit ที่ 0.22 μm 

3. เก็บใสขวดที ่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 เปนเวลา 

12 ชั่วโมง 

5. เก็บที ่4 ˚C 

Coated Plate 

1. นําสารละลาย Collagen ที่ไดเตรียมไว 

เทลงบน จานเลี้ยงเซลล จานละ 5 ml 

2. เก็บไวที ่Laminar Hood เปนเวลา 12 

ชั่วโมง 

3. ดูดสารละลาย Collagen ออก เพื่อ

เก็บไวใชไดอีก โดยสารละลาย 

Collagen เกบ็ที่ 4˚C 

4. เก็บจานเลี้ยงเซลลที่ 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. บีกเกอรขนาด 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 ที่ไดจากขอ 1 กับ

สารละลาย Sodium phosphate 

dibasic ที่ไดจากขอ 2 และคนใหเขา

กัน 



4. เก็บสารที่ไดในขวดเก็บสาร 

5. ฆาเชื้อโดยใช Autoclave 

6. เก็บที่อุณหภูมหิอง 

สารละลาย

เอนไซมไลเปส

ใน PBS 

สารเคมี 

1. เอนไซมไลเปส 

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. ปรับคา pH ของสารละลายจากขอ 1. 

โดยใชสารละลาย Potassium 

Hydroxide ความเขมขน 1 โมลาร 

(5.61%) จนกระทั่งไดคา pH ที่ 7.5 

3. ละลายเอนไซมไลเปสจํานวน 500 

Unit สารละลายที่ไดจากขอ 2 ซึ่งจะได

สารละลายเอนไซมไลเปสทีค่วาม

เขมขน 30 Unit/ml 

4. เมื่อนําไปทดสอบการยอยสลาย นํา

สารละลายเอนไซมไลเปสจากขอ 3 

ปริมาตร 1 ml ผสมในสารละลาย PBS 

ที่ pH 7.4 ปริมาตร 999 ml 

 



ภาคผนวก ค. 
การทําพิมพรูปใบหูดวยซิลิโคน 

 
สารและอุปกรณ 
1. ยางซิลิโคนใชหลอแบบ   2. ดินน้ํามนั 

3. พายสาํหรบัปาดน้าํยาง   4. แมแบบ 

 
วิธีทาํ 

1. นําดนิน้าํมนัทีใ่ชเปนฐานมาปาดใหเรียบและแซะบางสวนออก 

2. กดแมแบบที่เปนรูปหูลงไปในดินน้ํามนั โดยกดที่บริเวณที่แซะดินน้ํามนัออก (รูปที่ ค1) 

3. คลึงดินน้าํมนัเปนเสนยาว และลอมกรอบเพื่อเปนที่กัน้น้าํยาง 

4. เทยางซิลิโคนลงไป ใหบางๆ พอครอบคลุมพื้นที่ โดยคอยๆเทลงไปและระวังฟองอากาศที่

อาจเกิดขึ้น (รูปที่ 2) 

5. รอยางซิลิโคนแหงเปนเวลา 3 – 5 ชั่วโมง 

6. เทยางซ้าํอีกครั้งเพื่อปดรอยรั่วและเพิ่มความแข็งแรงใหพิมพ (รูปที่ 3) 

7. รอยางซิลิโคนแหง 
 

     
รูปที่ ค1 แมแบบกอนทําการหลอดวย ซิลิโคน รูปที่ ค2 แมแบบที่เทยางซิลิโคนลงไป

เรียบรอยแลว 

 
รูปที่ ค3 แมแบบที่เทยางซิลิโคนทับลงไปอีกชั้น 



ภาคผนวก ง. 
วิธีการเลี้ยงสัตวทดลอง 

 

สัตวทดลองที่ใชในงานวิจัยคอื Nude Mouse (BALB/c-nu) ซึ่งเปนหนูพนัธุพิเศษที่ไม T-

lymphocyte ซึ่งทาํใหระบบภูมิคุมกันไมสามารถทํางานไดอยางเต็มที ่ดังนัน้การเลีย้งหนูชนิดนี ้จึง

ตองมีวิธทีี่แตกตางจากการเลี้ยงหนูอ่ืนๆ ซึ่งมีวธิีการเลี้ยงดังนี ้

 

1. สภาวะที่ทาํการเลี้ยงที่ 25˚C ความชืน้สมัพัทธ 60 – 70% 

2. กอนทําการเปลี่ยนอุปกรณใดๆ ควรใสถุงมือที่ฆาเชื้อแลว โดยพน Alcohol 70% ที่ถุงมือ 

3. การเปด Filter Cap ควรเปดใน Laminar Flow Hood ทีมอีากาศไหลตลอดเวลา 

4. เปลี่ยนน้ําทุกๆ 2 วนั โดยน้าํที่ใชเปนน้ําทีฆ่าเชื้อแลว (Sterile Water)  

5. เปลี่ยนอาหารทุกๆ 2 วนั โดยทิง้อาหารทีก่นิเหลือ และใสอาหารใหมเขาไป 

6. ขวดน้ํา (รวมทัง้จุกและหลอดน้ํา) เมื่อใชแลวลางใหสะอาดและเขา Autoclave 

7. การเปลี่ยนกรงและขี้เลื่อย เปลี่ยนสัปดาหละ 2 คร้ัง โดย 

a. กรงเมื่อเปลีย่นแลว ใหลางใหสะอาดและผึ่งใหแหง กอนการใชคร้ังตอไปใหฆา

เชื้อโดยเช็ด Alcohol 70% 

b. ข้ีเลื่อย เมื่อใชแลวใหทิง้ และข้ีเลื่อยทีน่ํามาเปลี่ยนใหมใหเขา Autoclave กอนทาํ

การเปลี่ยน 

8. เปลี่ยนแผนกรองอากาศ (Filter Sheet) สัปดาหละ 1 ครั้ง 

 

หมายเหต ุ

• กรงที่ใชเปนกรงพลาสติกใสผลิตจาก Polystyrene มีตะแกรงสําหรับใสขวดน้ําและอาหาร

และมีที่กรองอากาศติดตั้งอยูดานบน 

• ขวดน้ําเปนขวดแกว, จกุเปนจุกยาง และหลอดน้ําเปนหลอดสแตนเลส 

• แผนกรองอากาศมีขนาดที่ 0.22 ไมครอน 

• สัตวทดลอง, อาหาร และอุปกรณที่ใชทัง้หมดทาํการสั่งซื้อมาจากสํานักสัตวทดลอง

แหงชาติมหาวทิยาลยัมหิดล 

 



          
  (ก)      (ข)    (ค) 

  
         (ง)     (จ) 

รูปที่ ง1 อุปกรณที่ใชในการเลี้ยงสัตวทดลอง 

(ก) กรง 

(ข) ขวดน้ําและจกุยาง 

(ค) ข้ีเลื่อยรองนอน 

(ง) Filter cap 

(จ) อาหาร  



ภาคผนวก จ. 
การวัดคาความเคนแรงดึง 

 

การวัดคาความเคนแรงดึงยดึหลักการทดสอบตามมาตรฐาน ASTM D638 ซึ่งมหีลักการในการ

ทดสอบดังนี ้

 
การเตรยีมตวัอยาง 

ชิ้นงานตวัอยางที่ใชในงานวจิัยมีลักษณะเปน Non-rigid body (เปนชิน้งานแบบที่ 4 ตาม

มาตรฐาน ASTM D638) ซึ่งมีการขึน้รูปของชิ้นงานดังรูปที่ จ.1 ซึ่งขึ้นรูปโดยการหลอ

ชิ้นงานในแบบ 

 
  รูป จ.1 แบบของชิ้นงานที่ใชในการวัดคา Tensile Stress 

 

ซึ่งมีขนาดจากในรูป จ.1 ดงันี ้

 Wc – ความกวางทีก่ึ่งกลางของชิ้นงาน = 6 มิลลิเมตร 

W – ความกวางของสวนที่แคบ = 6 มิลลิเมตร 

 WO – ความกวางทัง้หมดของชิ้นงาน = 19 มิลลิเมตร 

G – ความยาวเกจ = 25 มิลลิเมตร 

 L – ความยาวของสวนที่แคบ = 33 มิลลิเมตร 

LO – ความยาวทั้งหมดของชิ้นงาน = 115 มิลลิเมตร 

 R – รัศมีของสวนโคง = 14 มิลลิเมตร 

 RO – รัศมีดานนอก = 25 มิลลิเมตร 

 D – ระยะหางระหวางจุดยึด = 65 มิลลิเมตร 

 T – ความหนาของชิ้นงาน = 3 มิลลิเมตร 

 

 



การทดสอบ 
1. นําชิน้งานใสในเครื่อง Universal Testing Machine (รูปที่ จ.2) โดยยึดชิ้นงานที่จดุยึด 

2. ตั้งคาความหนาและความกวางของชิน้งานในคอมพวิเตอรที่ติดตั้งพรอมกับเครื่อง 
Universal Testing Machine โดยกําหนดความเร็วในการทดสอบที ่50 มิลลิเมตรตอนาท ี

3. เร่ิมทําการทดสอบชิ้นงาน 

4. เมื่อช้ินงานขาด (ทดสอบเสร็จส้ิน) เครื่องคอมพวิเตอรจะรายงานคา แรงที่ใช (Load) 

พื้นที่หนาตัดของชินงาน และคาความเคนแรงดึงรวมทัง้คาอื่นๆ ที่ทาํการกําหนดไปเมื่อทํา

การตั้งคาตางๆ ของการทดสอบ 

 

 
รูป จ.2 เครื่อง Universal Testing Machine 
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รูป จ3 กราฟทีไ่ดจากเครื่อง Universal Testing Machine ซึ่งเปนกราฟแสดงความสมัพันธแรงดึง

และระยะที่ตวัอยางถูกดึงออก 



ภาคผนวก ฉ. 
การวิเคราะหคุณสมบัติทางความรอน 

 

การวัดคาคุณสมบัติความรอนของโครงเลีย้งเซลลในงานวิจยันี้ไดใช การทดสอบดวย

เครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) ในการวิเคราะหหาปริมาณความรอนที่ใชใน

การหลอมเหลวของโครงสรางผลึก เพื่อวิเคราะหปริมาณของโครงสรางทีเ่ปนผลกึ และเครื่อง 

Thermogravimetric Analysis (TGA) ในการหาปริมาณของโครงเลีย้งเซลลที่ยอยสลายไปภายใน

รางกาย โดยแตละเครื่องมีหลักการทํางานและการวิเคราะหขอมูลดังนี ้

 
เครื่อง Differential Scanning Calorimeter (DSC) 
หลักการทาํงาน 
DSC เปนเทคนิคที่อาศัยการเปลี่ยนแปลงความรอนหรือคาความรอนจําเพาะ (Specific 

Heat) ตออุณหภูมิ ซึ่งมีหลกัการทํางานโดย ตัวอยางและตัวอางอิง (Reference) จะอยูที่อุณหภูมิ

เดียวกนั แตปริมาณความรอนที่ใหตางกนั เนื่องจากปริมาณพลังงานที่ใหแกตัวอยางหรือปริมาณ

พลังงานที่ตวัอยางคายออกมา เพื่อที่จะรักษาระดับความแตกตางของอุณหภูมิระหวางตัวอยาง

และตัวอางองิใหมีคาความแตกตางของอณุหภูมิมีคาเปน 0 ซึ่งคาพลงังานนี้จะแสดงในรูปของ

กราฟที่แสดงความสมัพันธระหวางปริมาณความรอนกบัอุณหภูมิหรอืเวลา 

 
การเตรยีมตวัอยาง 
ตัวอยางทีน่ํามาใชควรจะแหง บาง และมีขนาดเล็ก โดยน้ําหนักของตัวอยางไมควรเกิน 5 

มิลลิกรัม เพื่อลดผลกระทบจากความแตกตางของอุณหภูมิ จากนัน้นําวางบนภาชนะที่ใสตัวอยาง

และปดฝาใหสนิทเพื่อปองกันร่ัวไหลของความรอนที่ใชไปสูดานนอก 

ตัวอยางและตัวอางองิจะอยูในสภาวะแวดลอมเดียวกนัเมื่อทําการวเิคราะหโดยตัวอยาง

และตัวอางองิ จะเก็บใน Pan ที่ทาํจากโลหะ ซึง่ตั้งอยูบนเทอรโมมิตอร ดานละตวั ซึ่งมีตัวใหความ

รอนอยูดานลาง (ดงัรูปที่ ฉ.1) 

 



 
รูปที่ ฉ.1 ลักษณะการทาํงานของเครื่อง DSC 

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

 
ผลที่ไดจากการวิเคราะห 
จากการวิเคราะหตัวอยางดวยเครื่อง DSC คาความรอนที่ใชจะอยูในรูปที่เปนฟงกชนักับ

เวลาหรืออุณหภูมิ เมื่อทําการวิเคราะหโดยปราศจากตัวอยาง เสนกราฟที่ไดจะเรียกวา เสนฐาน 

(Baseline) เมื่อทําการวิเคราะหตัวอยาง คาความรอนที่ใชไปที่เวลาหรืออุณหภูมติางๆ มกีาร

เบี่ยงเบนออกจากเสนฐาน ในบางชวงตามคาความรอนที่ใชไป เมื่อส้ินสุดการวเิคราะหเสนกราฟ

จะกลับเขาสูเสนฐาน 

คาสัญญาณทีเ่กิดจากการเปลี่ยนแปลงพลังงานในระบบ ซึ่งคาการเปลี่ยนแปลงจะแสดง

ในรูปของกราฟระหวางปริมาณความรอนและอุณหภูมิหรือเวลาดงัทีก่ลาวไวแลว ซึ่งการ

เปลี่ยนแปลงใดๆที่เกิดขึ้นเนือ่งจากการเปลี่ยนแปลงของพลงังานทําใหเกิดความไมตอเนื่องของ

สัญญาณ ทาํใหเกิดรูปกราฟที่มีลักษณะเปน Peak เกิดขึ้น ซึง่ Peak ที่ไดแสดงถึงการเปลี่ยนแปลง

ของพลังงาน ซึ่งพืน้ที่ใตกราฟแสดงถงึการเปลี่ยนแปลง Enthalpy ที่เกดิขึ้นในสภาวะนั้นๆ (ดงัรูปที่ 

ฉ2) 

 
รูปที่ ฉ.2 รูปกราฟที่ไดจากการวิเคราะหดวยเครื่อง DSC 

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



การวิเคราะหดวยวิธนีี้สามารถนําไปใชหาอุณหภูมิเปลี่ยนสถานะคลายแกว (Glass 

Transition Temperature - Tg), อุณหภมูิหลอมตัวผลกึ (Melting Temperature - Tm) และคา

ความรอนที่ใชในการหลอมเหลวของโครงสรางผลึกของพอลิเมอรได (Heat of Fusion - ΔHf) 

 
เครื่อง Thermogravimetric Analysis (TGA) 
หลักการทาํงาน 
วัดคาน้าํหนักที่เปลี่ยนแปลงไปที่เกิดจากการเปลี่ยนแปลงของสาร เชนวัดน้ําหนกัทีห่ายไป

ของสารตอเวลาหรืออุณหภมูิ ซึง่เกดิจากการสลายตัวหรือการเอาน้าํออก ซึ่งกราฟที่ได

ประกอบดวย คาน้ําหนักที่หายไปในฟงกชันของอุณหภูมิ และอัตราการหายไปของน้ําหนักตอ

อุณหภูมิ โดยกราฟที่ไดนั้น แสดงใหเหน็ถงึลักษณะเฉพาะของสารหรอืระบบหนึง่ๆ เนื่องจากลาํดับ

ของปฏิกิริยาทางเคมีทีเ่กิดขึ้นที่ชวงของอณุหภูมิที่แนนอน การเปลีย่นแปลงของน้ําหนกันี้เปนผล

มาจากการสลายตัว หรือการรวมตัวของสาร ที่อุณหภูมทิี่สูงขึน้ เชนการระเหยตวัของสาร หรือการ

เกิดขึ้นของผลติภัณฑที่มนี้ําหนกัมาก 

 
การเตรยีมตวัอยาง 
ตัวอยางทีน่ํามาใชควรมีขนาดเล็ก โดยน้าํหนักของตวัอยางไมควรเกนิ 10 มิลลิกรมั เพื่อ

ลดผลกระทบจากความแตกตางของอณุหภูมิ จากนั้นนําวางบนภาชนะที่ใสตัวอยาง 

 
ผลที่ไดจากการวิเคราะห 
กราฟที่ไดนั้น ดังทีก่ลาวไวแลวประกอบดวย ฟงกชันระหวางอัตราการเปลี่ยนแปลงของ

น้ําหนกัและอณุหภูมิ และฟงกชันระหวางน้าํหนักที่หายไปตออุณหภูมิ ซึง่กราฟฟงกชนัของอัตรา

การเปลี่ยนแปลงน้าํหนัก จะแสดงถึงชวงอุณหภูมทิี่มกีารเปลี่ยนแปลงน้าํหนัก กลาวคือในชวง

อุณหภมูินัน้มกีารเปลี่ยนแปลงเกิดขึ้น เชนมีการสลายตัวของสาร มีปฏิกิริยาเกิดขึน้ หรือน้ําที่อยูใน

โครงสรางมกีารระเหยออก เปนตน ซึ่งรูปแบบของกราฟนี้จะแสดงในรูปปริมาณของน้ําหนกัที่

หายไปของสวนประกอบแตละสวนที่อุณหภูมิสลายตัวตางๆ ดงัรูปที่ ฉ3  

ในรูป ฉ3 แสดงถึงสวนประกอบตางๆ ในยางอีลาสโตเมอรชนิดหนึ่ง ซึ่งมีสวนประกอบเปน 

น้ํามนั, พอลเิมอร, คารบอน และสารเติมอ่ืนๆ ซึง่เห็นไดวาฟงกชนัของน้าํหนักที่หายไปนัน้ลดลงใน

ลักษณะขั้นบนัได ที่แสดงใหเห็นถึงชวงอุณหภูมิที่สารแตละประเภทสลายตัว จึงสามารถทําให

ทราบไดวามีปริมาณของสารที่เปนสวนประกอบในตัวอยางเปนจํานวนเทาใด ซึง่สามารถนํามา

ประยุกตใชกับการหาปริมาณของ PCL ในตัวอยางที่มสีารอื่นปะปนอยูได 



  
รูป ฉ3 แสดงคารอยละของน้าํหนักที่หายไปที่แสดงถงึสวนประกอบของตัวอยาง ทีอุ่ณหภูมิในการ

สลายตัวตางๆ 

ที่มา Sichina W.J., 2004 

 



ภาคผนวก ช. 
ตัวอยางการคํานวณ 

 
ช.1 การคํานวณรอยละของน้ําหนักทีห่ายไป 
จากการทดลองที่โครงเลี้ยงเซลลแบบพรุนที่มีเกลือและผงชูรสเปนสารทําใหเกิดรูพรุนที่ข้ึนรูปโดย

ใชสารละลายที่ความเขมขนของ Poly-ε-Caprolactone 30% (w/v) มีน้ําหนักกอนการทดลองที ่

0.0487 กรัม และมีน้ําหนักหลังการทดลองที ่0.0471 กรัม ที่เวลา 7 สัปดาห 

 

มีคารอยละของน้าํหนักที่หายไปคือ %285.3%100
0487.0

0471.00487.0% =×
−

=lossweight  

 

ช.2 การคาํนวณหารอยละของน้าํหนกัที่หายไปของ Poly-ε-Caprolactone ในชิ้นเนื้อเยื่อ
กระดูกออนที่ได 

ปริมาณของ Poly-ε-Caprolactone ในชิน้เนื้อเยื่อกระดูกออนที่ได 

ความหนาแนนของชิน้กระดกูออน  (ρC) = 1.05 g/cm3 (Töyräs J. et al., 2002) 

น้ําหนกัของชิน้เนื้อเยื่อกระดูกออน (WC) = 2.31 mg 

ดังนัน้ชิ้นเนื้อเยื่อนี้มีปริมาตร (VC)  = 33

3

3

1022
051

10312 cm.

cm
g.

g. −
−

×=
×   

จากการวิเคราะหดวยเครื่อง TGA พบวามี Poly-ε-Caprolactone อยู 46.38% 

คิดเปน 2.31 x 0.4638 = 1.071 มิลลิกรัม 

 

ปริมาณของ Poly-ε-Caprolactone ในโครงเลี้ยงเซลล 

ความหนาแนนของ Poly-ε-Caprolactone = 1.145 g/cm3

น้ําหนกัของโครงเลี้ยงเซลล   = 1.665 mg 

ดังนัน้โครงเลีย้งเซลลมีปริมาตร   = 33

3

3

10451
1451

106651 cm.

cm
g.

g. −
−

×=
×  

 

ถาโครงเลีย้งเซลลมีปริมาตร 2.2 x 10-3 cm3 มีปริมาณของ Poly-ε-Caprolactone ที ่

mg.
.

.. 5262
10451

10226651
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=
×

××
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−

 



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

ของ Poly-ε-Caprolactone ที่ยอยสลายไปคิดเปน 2.526 – 1.071 = 1.455 mg หรือคิดเปน 

57.6% 

 



 ภาคผนวก ซ. 
การยอมสีชิ้นเนื้อเยื่อและเทคนิคการยอม 

 

ในงานวิจัยนี้ไดทําการพิสูจนชิ้นเนื้อเยื่อที่ไดโดยการยอมสีทางดาน Histology ซึ่งการยอม

เนื้อเยื่อกระดูกออนั้น ไดใชเทคนิคการยอม 2 ประเภทคือ Hematoxylin and Eosin (H&E) และ 

Alcian Blue ซึ่งแตละเทคนิคที่ใชมีคุณสมบัติดังนี้ 

 

Hematoxylin and Eosin (H&E) - เปนเทคนิคที่ใชกันอยางแพรหลายในทาง Histology ซึ่งเปน

การยอมสีเซลลและเนื้อเยื่อข้ันพื้นฐาน โดยสวนของ Hematoxylin จะติดสีมวงอมน้ําเงินใน

โครงสรางที่มีความเปนกรด เชนนิวเคลียส ในขณะที่ Eosin จะติดสีชมพูหรือแดงในโครงสรางที่มี

ความเปนเบส เชนที่ Cytoplasm  

 
เทคนิคการยอมสีชิ้นเนื้อเยื่อ 

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 

 

วิธีการยอม 

1. Deparaffinize โดยการอบใหแหง, แชใน Xylene นาน 10 นาที 3 คร้ัง และ ลาง 

Xylene โดยการแชใน 95% Ethanol นาน 1 นาท ี



2. ลางในน้าํประปา โดยแชใหน้ําไหลผาน นาน 2 นาท ี

3. แชในสาร Mayer’s Hematoxylin นาน 5 นาท ี

4. จุมในสารละลาย Lithium Carbonate 

5. ลางในน้าํประปา โดยแชใหน้ําไหลผาน นาน 5 นาท ี

6. จุมในสารละลาย 95% Ethanol 3 คร้ัง 

7. แชใน Eosin-Phloxine working solution นาน 5 นาท ี

8. จุมใน 95% Ethanol 16 คร้ัง 

9. จุมใน Absolute Alcohol 2 คร้ัง 

10. จุมใน Xylene 2 คร้ัง 

11. ปดฝาสไลดแลวนาํไปดูสี 

 

ผลที่ไดจากการยอมโดยใชเทคนิค Hematoxylin and Eosin 

• ติดสีน้ําเงนิที่นวิเคลียสของเซลล 

• ติดสีแดงที่ Cytoplasm 

 



ภาคผนวก ฌ. 
การวิเคราะหทางสถิติแบบที (T-test) 

 
 ในงานวิจัยนี้มกีารเปรียบเทยีบคาขนาดของรูพรุนและรอยละของน้าํหนกัทีห่ายไป เพื่อ

ศึกษาวาคาที่ไดมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญหรือไม โดยใชการวิเคราะหทางสถติิแบบที ซึง่มี

ข้ันตอนในการวิเคราะหดังนี ้

1. ตั้งสมมติฐาน H0: คาความแตกตางของขอมูลมีคาเทากบัศูนย (ขอมูลไมมีความแตกตาง)  

H1: คาความแตกตางของขอมูลไมคาเทากบัศูนย (ขอมูลมีความแตกตาง) 

2. คํานวณคาโดยแทนคาในสตูร x  คือคาเฉลี่ย, μ0=คาเริ่มตน, n = จํานวนตัวอยาง, 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. เปดคา t ในตารางที ่α=0.05, n = 3 เปดคาในตารางที่ t.95,3 =2.35 ที่ n = 2 เปดคาใน

ตารางที่ t.95,2 =2.92 

5. t ที่คาํนวณไดมากกวา t ทีเ่ปดไดจากตารางก็ปฏิเสธ H0 แสดงวาขอมูลมีความแตกตาง 
 

ทําการวิเคราะห โดยแปรผนัคาความเขมขนของสารละลาย PCL ไดดังตาราง ฌ.1 
 

ตาราง ฌ.1 การวิเคราะหทางสถิติแบบท ีเมื่อแปรผันคาความเขมขนของ 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 

คาเฉลี่ย 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 โดยแปรผนัชนิดของสารทีท่ําใหเกิดรูพรุน ไดดังตาราง ฌ.2 

 

ตาราง ฌ.2 การวิเคราะหทางสถิติแบบท ีเมื่อแปรผันชนดิของสารที่ทาํใหเกิดรูพรุน 
 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 

คาเฉลี่ย 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 

 

คา t คํานวณ ที่ไดจากตาราง ฌ.1 และ ฌ.2 มีคานอยกวาคา t ที่ไดจากตาราง ดังนั้นคา

จากตัวอยางในดานของขนาดของรูพรุนและความเขมขนของสารละลาย PCL สามารถสรุปไดวา

ตัวอยางไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 

 

ตัวอยางการคาํนวณคา t  

 การคํานวณคา t จาก การวิเคราะหโดยแปรผันความเขมขนของ 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 ตารางมีคา 2.35) 

 เพราะฉะนัน้ตวัอยางไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัที่ระดับความเชื่อมั่น 95% 
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