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วริทธิ�  อนชุิราชีวะ : ระบบควบคมุการปลดปล่อยสารสกดัจากเนื �อฟันที!ทําจากเจลาตนิ/
ไฟโบรอินไหมไทย: การศกึษาในห้องปฎิบตัิการ. (A CONTROLLED RELEASE 
SYSTEM FOR DENTIN MATRIX EXTRACTS FROM GELATIN/THAI SILK 
FIBROIN: AN IN VITRO STUDY)  อ.ที!ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั : ผศ.ดร. โศรดา  
กนกพานนท์,  อ.ที!ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม : ศ.ทพ.ดร.ประสิทธิ�  ภวสนัต์,  106 หน้า. 
 
งานวิจัยนี �มุ่งเน้นในการสกัด และศึกษาลักษณะสมบตัิของสารสกัดจากเนื �อฟันมนุษย์ 

(DME) ตลอดจนพฒันาระบบควบคมุการปลดปล่อยสารสกดัเนื �อฟันโดยใช้ตวันําส่งที!ผลิตจากเจ
ลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย (G:SF) ในอตัราส่วน 100:0, 70:30, และ 50:50 ซึ!งสามารถเก็บกกั 
DME ด้วยกลไกทางประจุไฟฟ้า  และปลดปล่อยด้วยกลไกการย่อยสลายทางชีวภาพ  การสกัด 
DME จากเนื �อฟันมนษุย์ในงานวิจยันี �มีคา่ร้อยละผลได้อยู่ที! 0.388  และโปรตีนที!สกดัได้ส่วนใหญ่
มีนํ �าหนกัโมเลกลุอยู่ในช่วง 55 - 72 กิโลดาลตนั  สนันิษฐานว่าเป็นกลุ่มเมทริกซ์โปรตีนที!เป็นกรด
ซึ!งมีบทบาทหน้าที!ในการตอบสนองภาวะทางชีวภาพตา่งๆ  DME ที!พีเอช 7.5 และ 5.5 มีคา่ศกัย์

เซต้าอยู่ที! -10.53 0 ± 12 มิลลิโวลต์ และ -13.53 0 ± 31 มิลลิโวลต์ ตามลําดบั  และการทดสอบ
กบัต่อเซลล์ MC3T3-E1 แสดงให้เห็นว่า DME มีผลให้อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์
น้อยลงอย่างมีนยัสําคญั  และ DME ที!ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร จะส่งเสริมให้
เซลล์มีการเปลี!ยนแปลงของเซลล์เป็นกระดกูได้  เนื!องจาก ในวนัที! 10 พบว่ามีกิจกรรมเอนไซม์ 
อลัคาไลน์ฟอสฟาเตสมากขึ �นอย่างมีนยัสําคญั  และในวนัที! 21 พบการสะสมแคลเซียมโดยการ
ย้อม Alizarin red   ตวันําส่ง G:SF 100:0, 70:30 และ 50:50 มีเส้นผ่านศนูย์กลาง 11 มิลลิเมตร 
และมีนํ �าหนกัเฉลี!ย 13.28 ± 0.50, 12.86 ± 0.56 และ 11.36 ± 0.63 มิลลิกรัม ตามลําดบั และมี
การปลดปล่อยสารทนัที (burst release) ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์อยู่ในช่วงร้อยละ 12.93 
± 7.84 ถึง 21.42 ± 1.18  จากผลการศกึษาอตัราการปลดปล่อย DME ภายนอกร่างกายในเวลา 
48 ชั!วโมง พบวา่ อตัราสว่นผสมไฟโปรอินไหมไทยที!มากขึ �นในการผลิตตวันําส่งส่งผลให้อตัราการ
ปลดปล่อย DME ช้าลง  สนันิษฐานว่า DME สามารถยึดเกาะกบัตวันําส่งชนิด G:SF 50:50  ได้ดี
ที!สดุ  และสอดคล้องกบัผลการเปรียบเทียบอตัราการย่อยสลายของตวันําส่งทั �งสามชนิด ที!ว่า ตวั
นําส่งชนิด G:SF 50:50 มีอตัราการย่อยสลายที!ช้าที!สดุด้วย  กล่าวได้ว่า ตวันําส่งเจลาตินผสมไฟ
โบรอินไหมไทยสามารถนํามาพฒันาเพื!อการควบคมุการปลดปลอ่ย DME ได้ตอ่ไป 
 สาขาวิชา    วิศวกรรมชีวเวช  ลายมือชื!อนิสิต  
ปีการศกึษา   2554                                   ลายมือชื!อ อ.ที!ปรึกษาวิทยานิพนธ์หลกั  
 ลายมือชื!อ อ.ที!ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม  



จ 
 

 

# # 5187267121  : MAJOR  BIOMEDICAL ENGINEERING 

KEYWORDS : GELATIN / THAI SILK FIBROIN / DENTIN MATRIX EXTRACT / 
CONTROLLED RELEASE 

WARIT  ANUCHIRACHEEWA  : A CONTROLLED RELEASE SYSTEM FOR DENTIN 
MATRIX EXTRACTS FROM GELATIN/THAI SILK FIBROIN : AN IN VITRO STUDY.  
ADVISOR : ASST. PROF. SORADA KANOKPANONT, Ph.D.,  CO-ADVISOR : 
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The aim of this research is to characterize the dentin matrix extracted from human 
teeth (DME) and develop a controlled release system from gelatin/Thai silk fibroin (G:SF) to 
be used as carrier for DME. The carriers were produced by weight blending ratio of G:SF 
100:0, 70:30, and 50:50.  These carriers was designed to interact with DME by the 
opposite electrostatic charge and provide sustain releasing by biodegradation. The yield 
of extraction is 0.388% by weight. Molecular weights of extracted crude proteins are in the 
range of 55-72 kDa which could be assumed as acidic matrix proteins. The zeta-potential 
of DME are -10.53±0.12 and -13.53±0.31 mV in pH 7.5 and 5.5 solutions, respectively. The 
results of in vitro cell culture using MC3T3-E1 cell line indicated that DME suppressed 
specific growth rate of the cell.  However, 100 µg/ml of DME significantly enhanced the 
osteogenic differentiation as evaluated from ALP activity at day 10 and calcium deposition 
at day 21. The G:SF carriers, which produced by weight blending ratio of 100:0, 70:30, 
and 50:50, weighed 13.28 ± 0.50, 12.86 ± 0.56 and 11.36 ± 0.63 mg, respectively and 
showed a burst releasing of DME around 12.93 ± 7.84 to 21.42 ± 1.18 in PBS. In vitro 
release experiment of DME from these carriers for 48 hours showed controlled-release 
pattern. The increasing of Thai silk fibroin blending amount resulted in the decreasing of 
degradation rate of the carriers.  The slowest releasing pattern of DME could be observed 
in a G:SF 50:50 scaffold, therefore, this ratio had been assumed to be the best scaffold 
interacted with DME. The results indicated that G:SF carriers had a high potential to be 
applied in DME controlled release applications. 
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บทที�  1 

บทนํา 

1.1 ที�มาของงานวิจัย 

ปัจจุบนัปัญหาสุขภาพที�เป็นปัญหาใหญ่ระดบัชาติ  ก็คือ ปัญหาโรคกระดกูและข้อ การ
แก้ไขปัญหาด้วยศลัยกรรมกระดกูนั *น เมื�ออาศยัความรู้ทางวิศวกรรมเนื *อเยื�อกระดกู (bone tissue 
engineering) เข้ามาช่วย ทําให้สามารถปลกูถ่ายกระดกูหรืออดุช่องว่างในกระดกูด้วยการใช้วสัดุ
ทดแทนทางชีวภาพ เพื�อทดแทน และซ่อมแซมเสริมสร้างเนื *อเยื�อกระดูกให้กลบัคืนสู่สภาพปกต ิ 
ความก้าวหน้าทางด้านวิศวกรรมเนื *อเยื�อจะมีประสิทธิภาพมากขึ *นนั *น  จะต้องพฒันาองค์ความรู้ที�
สําคญั 3 สว่น  ได้แก่  การผลิตโครงเลี *ยงเซลล์ (scaffolds)  การใช้สารกระตุ้นการเจริญ หรือ โกรท
แฟกเตอร์ (growth factors)  และการใช้เซลล์ (cells) 

การรักษากระดกูด้วยวิธีทางวิศวกรรมเนื *อเยื�อนั *น  แม้ว่าจะมีการพฒันาโครงเลี *ยงเซลล์จน
ได้โครงเลี *ยงเซลล์ที�เหมาะสมกบัเซลล์กระดกูแล้วนั *น  ยงัพบว่า  ระยะเวลาในการรักษา (healing) 
หรือระยะเวลาในการขยายจํานวนของเซลล์ (cell proliferation) นั *นยงัใช้เวลาคอ่นข้างนานอยู่  จึง
ต้องอาศยัการใช้โกรทแฟกเตอร์ (growth factor) เข้ามาช่วย รายงานวิจัยพบว่าสารเนื *อฟัน 
(dentin matrix) ประกอบด้วย โกรทแฟกเตอร์เป็นจํานวนมาก  โดยเฉพาะโกรทแฟกเตอร์กลุ่ม 
Transforming growth factor beta (TGF-β) และ Bone morphogenetic proteins (BMPs) ซึ�ง
สามารถเหนี�ยวนําการเกิดกระดกูเมื�อฝังในชั *นกล้ามเนื *อได้ [Mizutani et al., 1996]  และจาก
รายงานการศกึษาสารสกดัจากเนื *อฟันโค   พบวา่ มีผลในการกระตุ้นการแบง่ตวัและการสงัเคราะห์
คอลลาเจนของเซลล์ [Yongchaitrakul and Pavasant, 2004]  ดงันั *นการผลิตสารสกดัจากเนื *อ
ฟัน (dentin matrix extract, DME) จากฟันมนษุย์  เพื�อนํามาใช้ในงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อกระดกูจึง
มีความนา่สนใจเป็นอยา่งมากและเพื�อเป็นการสง่เสริมประสิทธิภาพในการใช้งานสารสกดัจากเนื *อ
ฟันนี *  จึงมีความมุ่งหวงัในการพฒันาระบบควมคมุการปลดปล่อย (controlled release system) 
สารสกดัจากเนื *อฟันนี *  จากชีววสัดทีุ�สามารถยอ่ยสลายได้ (biodegradable) อีกด้วย 

เจลาตินเป็นชีววัสดุพอลิเมอร์ธรรมชาติที�ได้รับความสนใจในงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อ 
เนื�องจากคุณสมบัติที� เหมาะสม คือ สามารถเข้ากันได้กับเซลล์สิ�งมีชีวิต (biocompatibility) 
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สามารถยอ่ยสลายได้ (Biodegradable) ไม่ก่อให้เกิดการสร้างภูมิคุ้มกนัโรค (non-immunogenic) 
และง่ายตอ่การขึ *นรูปในหลากหลายรูปแบบ  จากการศึกษาพบว่า เจลาตินถกูใช้เป็นวสัดหุลกัใน
การผลิตตวันําส่ง (carrier) สําหรับระบบควบคุมการปลดปล่อยสารโกรทแฟคเตอร์ โดยอาศยั
คณุสมบตัิทางประจ ุได้ด้วย [Patel et al., 2008, Okhawilaia et al., 2010]  อย่างไรก็ตาม  พบว่า 
เจลาตนิมีอตัราการย่อยสลายที�คอ่นข้างเร็ว  จึงต้องอาศยัการเชื�อมขวาง (crosslinking)  หรือการ
ผสมชีววสัดอืุ�นที�ชว่ยให้อตัราการยอ่ยสลายช้าลง 

ไฟโบรอินไหมเป็นวสัดทีุ�ไม่เป็นพิษต่อเซลล์สิ�งมีชีวิต  มีคณุสมบตัิเชิงกลที�ดี  และมีอตัรา
การยอ่ยสลายที�ช้า  ซึ�งคณุสมบตัเิหลา่นี *เหมาะสมในงานด้านวิศวกรรมเนื *อเยื�อเป็นอย่างยิ�ง  อีกทั *ง
ยงัพบรายงานวา่  ไฟโบรอินไหมถกูนํามาใช้ในงานควบคมุการปลดปล่อยสาร  เช่น โกรทแฟคเตอร์
ของระบบประสาท (nerver growth factors)  และเดกซ์แทรน (dextran) เป็นต้น [Hofmann et 
al., 2006, Uebersax et al., 2007]  

จากรายงานการวิจยัตา่งๆ  พบว่า  ชีววสัดผุสมระหว่างเจลาตินและไฟโบรอินไหมไทยนั *น  
สามารถขึ *นรูปได้หลากหลายรูปแบบ  เช่น อนภุาคขนาดเล็ก  ฟิล์ม  เส้นใยจากการปั�นแบบไฟฟ้า
สถิต  หรือโครงสร้างสามมิติที�มีรูพรุนเชื�อมต่อกัน  ซึ�งสามารถนําไปใช้ในงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อได้
เป็นอย่างดี  อีกทั *งไฟโบรอินไหมไทยยงัช่วยให้อตัราการย่อยสลายของวัสดชุ้าลง  แต่ไม่รบกวน
คุณสมบัติของ เจลาตินที� ส่ ง เส ริมการยึด เกาะและการ เจ ริญเติบโตของ เซลล์กระดูก 
[Chamchongkaset et al., 2008, Jetbumpenkul et al., 2009, Vachiraroj et al., 2009] 

ดงันั *นงานวิจยันี *จึงมุ่งเน้นการสกดัสารสกดัเนื *อฟันของมนษุย์  ศกึษาลกัษณะสมบตัิของ
สารสกัดเนื *อฟัน และพัฒนาการใช้เจลาตินเป็นวัสดุหลักในการผลิตตวันําส่ง เพื�อควบคุมการ
ปลดปล่อยสารสกัดจากเนื *อฟัน  และเพื�อเพิ�มประสิทธิภาพของการควบคมุการปลดปล่อย  จึงมี
การผสมไฟโบรอินจากไหมไทยร่วมกบัเจลาตนิ  เพื�อชว่ยยืดระยะเวลาการยอ่ยสลายของตวันําสง่ 

1.2 วัตถุประสงค์ของการวิจัย 

เพื�อสกัดและศึกษาลักษณะสมบตัิของสารสกัดเนื *อฟันจากฟันมนุษย์  อีกทั *งผลิตและ
ทดสอบประสิทธิภาพของตวันําสง่สารสกดัเนื *อฟันดงักล่าว  โดยใช้เจลาติน และไฟโบรอินจากไหม
ไทย เป็นวสัดหุลกัในการผลิตตวันําสง่ 
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1.3 ขอบเขตของการวิจัย 

1.3.1 สกดัสารเนื *อฟันจากฟันมนษุย์  และศกึษาลกัษณะสมบตัติา่งๆ ของสารสกดัเนื *อฟัน 

 1.3.2 ทดสอบผลของสารสกดัเนื *อฟัน ในการกระตุ้นการเจริญเติบโต และสญัญาณการ
เปลี�ยนแปลงของเซลล์ไลน์กระดกู ชนิด MC3T3-E1 

1.3.3 ผลิตตวันําส่งจากเจลาติน  และเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทยพันธุ์นางน้อย 
ศรีสะเกษ1  โดยวิธีทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง (freeze-drying) ร่วมกบัสารเชื�อมขวาง  โดยมีตวัแปร
ที�จะศึกษาคือ  อัตราส่วนผสมโดยนํ *าหนักของเจลาติน  กับไฟโบรอินไหมไทย  ได้แก่  100/0, 
70/30 และ 50/50  และวิเคราะห์ลกัษณะ สมบตัทิางกายภาพ  และการยอ่ยสลายของตวันําสง่ 

1.3.4 ทดสอบระบบควบคุมการปลดปล่อยสารในห้องปฏิบตัิการ  โดยศึกษาอัตราการ
ปลดปล่อยสาร และผลของระบบควบคมุการปลดปล่อยสารในการกระตุ้นการเจริญเติบโต และ
สญัญาณการเปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ไลน์กระดกู ชนิด MC3T3-E1 

1.4 ประโยชน์ที�ได้รับ 

 1.4.1 วิธีการในการสกดั และลกัษณะสมบตัิของสารสกดัจากเนื *อฟันมนษุย์  ตลอดจนผล
ของสารสกดัเนื *อฟันในการกระตุ้นการเจริญเติบโตและสญัญาณการเปลี�ยนแปลงของเซลล์  เพื�อ
นําไปใช้ในงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อตอ่ไป 

 1.4.2 ข้อมูลในการพฒันาระบบควบคมุการปลดปล่อยสารสกดัเนื *อฟัน  และการพฒันา
ตวันําสง่ที�ผลิตจากเจลาตนิผสมไฟโบรอินไหมไทย 
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บทที�  2 

ทฤษฎีและงานวิจัยที�เกี�ยวข้อง 

2.1 กระดูก (Bones) 

2.1.1 ลักษณะโครงสร้างของกระดูก 

กระดกู (bones) เป็นอวยัวะที�ประกอบขึ *นเป็นโครงร่างแข็งภายใน (endoskeleton) ของ
สตัว์มีกระดูกสันหลัง หน้าที�หลกัของกระดกูคือการคํ *าจุนโครงสร้างของร่างกาย การเคลื�อนไหว 
การสะสมแร่ธาตแุละการสร้างเซลล์เม็ดเลือด กระดกูประกอบด้วยส่วนที�เป็นสารอินทรีย์  สารอนิ
นทรีย์  และนํ *า  โดยสดัส่วนทั *งสามนี *จะเปลี�ยนไปตามอายุของกระดกู  กระดกูที�เจริญเต็มที�จะมี
สว่นประกอบของสารอินทรีย์ประมาณร้อยละ 25 สารอนินทรีย์ร้อยละ 65 และนํ *าร้อยละ 10 

ส่วนที�เป็นสารอินทรีย์ของกระดกู  ประกอบด้วยคอลลาเจนถึงร้อยละ 93  ที�เหลือเป็นสาร
จําพวกโปรตีโอไกลแคน (proteoglycan) และโปรตีนอื�นๆ ซึ�งไม่ใช่คอลลาเจน (non-collagen 
proteins)  โดยการจดัเรียงตวัที�เหมาะสมเป็นระเบียบของคอลลาเจน  การผสมผสานกันอย่าง
พอเหมาะของคอลลาเจนและแร่ธาตตุา่งๆ ในเนื *อเยื�อพื *นมีความสมัพนัธ์โดยตรงตอ่การที�กระดกูมี
อตัราส่วนของความแข็งแรงต่อนํ *าหนัก (strength to weight ratio) สูงเมื�อเปรียบเทียบกับ
โครงสร้างอื�นๆ ในร่างกาย  และช่วยให้กระดกูสามารถต้านทานต่อแรงดึงและแรงบิด (tractional 
and torsional forces) [Duthie and Bentley, 1983]  ในขณะที�ส่วนที�เป็นสารอนินทรีย์คือ เกลือ
แร่ต่างๆ ที�สําคัญคือแคลเซียมและฟอสเฟต  เนื *อเยื�อส่วนนี *จะทําให้กระดูกมีความแข็งแรง 
(rigidity) และสามารถทนตอ่แรงอดั (compressive strength) 

กระดูกไม่ได้เป็นโครงสร้างที�แข็งทึบเพียงอย่างเดียว หากแต่มีช่องว่างที�อยู่ระหว่าง
โครงสร้างแข็ง ถ้าพิจารณาตามลกัษณะเนื *อกระดกูสามารถแบ่งออกได้เป็น 2 ส่วน คือ ส่วนด้าน
นอกของกระดกูจะมีเนื *อกระดกูที�แข็งมากๆ และมีชอ่งว่างของเนื *อกระดกูน้อยมาก เรียกว่า กระดกู
เนื *อแน่น (compact bone หรือ cortical bone)  คิดเป็นประมาณร้อยละ 80 ของเนื *อกระดกู ส่วน
ด้านในของกระดูกจะมีลักษณะที�โปร่งคล้ายเส้นใยสานกัน เรียกว่า กระดูกเนื *อโปร่ง (spongy 
bone หรือ cancellous bone) ซึ�งทําให้กระดกูมีความเบา และเป็นที�อยู่ของหลอดเลือดและไข
กระดกู (bone marrow)  ดงัรูปที� 2.1  และจะมีเยื�อหุ้มกระดกู (periosteum) หุ้มด้านนอกสดุของ
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กระดกูอยูโ่ดยรอบ และมีหลอดเลือดและเส้นประสาทมาเลี *ยงเนื *อกระดกู ยกเว้นที�บริเวณข้อตอ่ จะ
ไมมี่เยื�อหุ้มกระดกูอยู ่

 

 

รูปที� 2.1 กระดกูต้นขาตดัแบบขวาง  แสดงลกัษณะของกระดกูเนื *อแนน่ (compact bone) 
และกระดกูเนื *อโปร่ง (cancellous bone) [Baker and Fernandes, 2008 : online] 

 

เนื *อเยื�อพื *นฐานของกระดูกคือเนื *อเยื�อเกี�ยวพันชนิดพิเศษ เรียกว่าเนื *อเยื�อกระดูก 
(osseous tissue) ประกอบขึ *นจากวสัดคุอมโพสิทที�มีความแข็งแรงแตมี่นํ *าหนกัน้อย ซึ�งส่วนใหญ่
จะประกอบด้วยแคลเซียมฟอสเฟต (calcium phosphate) ในรูปของแคลเซียมไฮดรอกซีอะพา
ไทท์ (calcium hydroxyapatite) ซึ�งเป็นสารประกอบที�มีความแข็งเกร็ง (rigidity) สงู และตอ่ต้าน
แรงกดได้มาก [Paul et al., 2008]  นอกจากนี *ยงัมีคอลลาเจนซึ�งเป็นโปรตีนเส้นใย ช่วยเพิ�มความ
ยืดหยุน่ของกระดกู 

เมื�อดูโครงสร้างของกระดูกเนื *อแน่นใต้กล้องจุลทรรศน์ จากรูปที� 2.2 จะพบว่าเนื *อเยื�อ
กระดูกมีลักษณะที�เป็นวงซ้อนๆกัน โดยที�มีศนูย์กลางเป็นช่องขนาดใหญ่ที�เรียกว่า ช่องฮาเวอร์
เชียน (Haversian canal) ซึ�งเป็นที�อยูข่องหลอดเลือดที�มาเลี *ยงเนื *อเยื�อกระดกู และวงรอบๆจะเป็น
ที�อยูข่องเซลล์กระดกูที�โตเตม็ที�แล้ว 
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รูปที� 2.2 ภาคตดัขวางของกระดกูแบบยาว แสดงโครงสร้างภายในของกระดกู 
[Darling, 2012 : online] 

 

2.1.2 องค์ประกอบของกระดูก (Organization of bone) 

ในเนื *อเยื�อกระดกูจะประกอบด้วยองค์ประกอบที�สําคญั 2 ส่วน คือ เซลล์กระดกู (bone 
cells) และ เนื *อเยื�อกระดกู (bone tissue)  โดยเซลล์ที�เกี�ยวข้องกบัการสร้างกระดกูและการสลาย
แบง่ออกเป็น 4 ชนิด (รูปที� 2.3) ได้แก่ 

- ออสตโิอโปรเจนิเตอร์ (osteoprogenitor) เป็นเซลล์ต้นกําเนิดเซลล์กระดกู  เจริญมาจาก
เซลล์ต้นกําเนิด mesenchymal stem cells  โดยมีความสามารถในการเจริญเพิ�มจํานวนเซลล์ 
(proliferation) จนเซลล์เจริญเต็มพื *นที� (confluency) เมื�อเซลล์เจริญเข้ามาสมัผสักันจะกระตุ้น
กลไลยบัยั *งวัฏจกัรเซลล์ไม่ให้มีการแบ่งตวั  แต่มีการเจริญพฒันาเปลี�ยนแปลง (differentiation) 
เป็นเซลล์ออสตโิอบลาสต์   

- ออสติโอบลาสต์ (osteoblast) เป็นเซลล์สร้างเนื *อกระดกูที�เจริญพฒันามาจากเซลล์ต้น
กําเนิดเซลล์กระดกู (osteoprogenitor cells) มีการแสดงออกของโปรตีนตา่งๆ เช่น อลัคาไลน์ฟอส
ฟาเทส (alkaline phosphatase; ALP) ออสติโอแคลซิน (osteocalcin; OC) และ ออสติโอพอนติน 
(osteopontin; OPN)  และสร้างโปรตีนที�เรียกว่า  ออสติออยด์ (osteoid) ซึ�งโปรตีนดงักล่าวนี *จะมี
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สารอนินทรีย์มาสะสมและกลายเป็นเนื *อกระดกู รวมทั *งสร้างสารนอกเซลล์อื�นๆอีกด้วย (รูปที� 2.3) 
[สิทธิศักดิ| หรรษาเวก และ วินัย พากเพียร, 2550] 

- ออสติโอไซต์ (osteocyte) เป็นเซลล์ที�เจริญต่อมาจากออสติโอบลาสต์ที�ได้สร้างเนื *อ
กระดกูจนล้อมรอบตวัเซลล์ และเป็นเซลล์กระดกูที�เจริญเตม็ที�แล้ว รอบๆเซลล์จะเป็นช่องที�เรียกว่า 
ลากูนา (lacuna) และแต่ละลากูนาจะติดต่อกันด้วยช่องทางผ่านเล็กๆ ที�เรียกว่า คานาลิคูไล 
(canaliculi) ซึ�งทําให้เซลล์แตล่ะตวั มีการติดตอ่สื�อสารกันได้ ออกซิเจนและสารอาหารก็จะถกูส่ง
จากหลอดเลือดภายในช่องฮาเวอร์เชียนเข้ามายงัแต่ละเซลล์ผ่านทางช่องดงักล่าวนี * แม้ว่าเซลล์ 
ออสติโอไซต์จะเป็นเซลล์กระดูกที�โตเต็มที�แล้ว แต่ก็ยงัคงมีหน้าที�ในการควบคุมระดบัแคลเซียม
และสารนอกเซลล์อื�นๆ ด้วย  

- ออสตโิอคลาสต์ (osteoclast) เป็นเซลล์ขนาดใหญ่ที�มีหลายนิวเคลียส และเจริญมาจาก
เซลล์ต้นกําเนิดโมโนไซต์ (monocyte stem cells) เซลล์นี *มีหน้าที�สําคญัในกระบวนการปรับแตง่
รูปกระดูก (bone remodeling) โดยอาศัยการผลิตเอนไซม์แอซิด ฟอสฟาเทส (acid 
phosphatase) เพื�อย่อยสลายเนื *อกระดกู (bone resorption) ให้กระดกูมีลกัษณะที�เหมาะสม 
นอกจากนี * กระบวนการดงักล่าวยงัทําให้มีการนําแคลเซียมออกสู่กระแสเลือดอีกด้วย [Netter et 
al., 1987] 
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รูปที� 2.3 ขั *นตอนการเจริญพฒันาจากเซลล์ต้นกําเนิด mesenchymal stem cell เปลี�ยนเป็นเซลล์ 
osteoblast และ เซลล์ osteocyte  และการแสดงออกของยีนที�เกี�ยวข้องในแตล่ะขั *นตอน  โดย – 
หมายถึง ไม่พบการแสดงออกของยีน, -/+ หมายถึง เริ�มพบการแสดงออก, +,++,+++ หมายถึง 
พบการแสดงออกของยีนอย่างชดัเจน (มากน้อยตามจํานวนเครื�องหมาย +)  , ? หมายถึง ยงั
ต้องการการตรวจสอบเพิ�มเตมิ [Aubin, 2008.]  

 

2.1.3 การสร้างกระดูก (Bone formation) 

การเจริญพัฒนาของกระดูกจะเริ�มตั *งแต่ช่วงที�อยู่ในครรภ์ โดยกระบวนการสร้างเนื *อ
กระดกู (ossification) สามารถแบง่ออกได้เป็นสองรูปแบบ ได้แก่ 
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1. Intramembranous ossification: เป็นการสร้างเนื *อกระดกูจากการรวมตวัของกลุ่ม
เซลล์ต้นกําเนิด mesenchymal stem cells ซึ�งเป็นเซลล์ที�เกี�ยวข้องกับการสร้าง
เนื *อเยื�อเกี�ยวพนัชนิดตา่งๆ การรวมตวัของเซลล์ดงักล่าวจะทําให้เกิดจดุศนูย์การสร้าง
กระดกูปฐมภูมิ (primary ossification center) และตามด้วยการสะสมแคลเซียมใน
บริเวณดงักล่าว กระบวนการนี *จะดําเนินต่อไปจนเสร็จสมบรูณ์ การสร้างเนื *อกระดกู
ในลกัษณะนี *มกัพบในกระดกูแบบแบน (flat bone) เชน่กะโหลกศีรษะ  

2. Endochondral ossification: เป็นการสร้างเนื *อกระดกูที�มีแบบมาจากกระดกูอ่อน 
(cartilage) ที�มีการเจริญมาก่อนแล้ว โดยที�กลุ่มเซลล์มีเซนไคม์ (mesenchyme) จะ
เข้าไปแทนที�เซลล์กระดกูอ่อนผ่านทางหลอดเลือด เริ�มจากส่วนกลางของกระดกูซึ�ง
เป็นจุดการสร้างกระดูกปฐมภูมิ เมื�อเซลล์มีเซนไคม์ มีการพัฒนาไปเป็นเซลล์ต้น
กําเนิดเซลล์กระดกู จงึมีการสะสมของเนื *อกระดกูมากขึ *น นอกจากนี * มกัพบว่าจะมีจดุ
ศนูย์การสร้างกระดกูทุติยภูมิ (secondary ossification center) ที�บริเวณปลาย
กระดกู โดยการสร้างกระดกูในจุดนี *จะเริ�มหลงัจากคลอด การสร้างกระดกูในทั *งสอง
จดุจะดําเนินต่อไปจนกระทั�งมาบรรจบกนัที�แนวแผ่นอิพิไฟเซียล (epiphysial plate) 
ซึ�งเป็นแนวของกระดกูอ่อนที�ยงัสามารถทําให้เกิดการยืดของกระดกูได้ จนกระทั�งเข้า
สูว่ยัผู้ ใหญ่ แนวดงักลา่วนี *จะถกูแทนที�ด้วยกระดกูทั *งหมด  ดงัรูปที� 2.3 

สําหรับในผู้ ใหญ่ แม้กระบวนการเจริญพัฒนาของกระดูกจะหยุดไปแล้ว แต่ยังคงมี
กระบวนการปรับแต่งรูปของกระดูกอย่างต่อเนื�อง เพื�อซ่อมแซมความเสียหายเล็กๆน้อยๆ ของ
กระดกู และเป็นการรักษาระดบัแคลเซียมในกระแสเลือดอีกด้วย [Bryan et al., 2005] 
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รูปที� 2.4 การสร้างเนื *อกระดกูที�มีแบบมาจากกระดกูอ่อน (Endochondral ossification) 

[Darling : online] 

การศกึษาการเกิดแร่ธาตจุากเซลล์จําพวกเซลล์สร้างกระดกู (osteoblastic cells) ที�ได้
จากการแยกจากเนื *อเยื�อกระดกูของมนษุย์  และหน ูนํามาเพาะเลี *ยงเซลล์ ซึ�งเซลล์ที�แยกออกมาได้
จะสังเคราะห์โปรตีน  และเอนไซม์ ที�เกิดขึ *นในกระดูก เช่นอัลคาไลน์ ฟอสฟาเทส (alkaline 
phosphatase;  ALP) ออสติโอแคลซิน (osteocalcin; OC) และ คอลลาเจน ชนิดที�1 (collagen-1; 
Col-1)  ในการเพาะเลี *ยงเซลล์ปฐมภูมิที�แยกมาจากกระดกูของมนษุย์ สามารถเลี *ยงไว้ได้นาน 30 
วนั และเซลล์จะสร้างปุ่ มขนาดเล็กขึ *น  ซึ�งปุ่ มนี *บรรจสุารเมทริกซ์ (matrix) ที�หนาแน่น  โดยมีผลึก
ของแคลเซียมฟอสเฟตเป็นสว่นประกอบ เมื�อเซลล์ต้องการเริ�มต้นในการเกิดแร่ธาตขุองกระดกู จะ
เกิดกระบวนการปลดปล่อยถุงบรรจุสารแมทริกซ์นี *ออกมาจากเซลล์  ในการเพาะเลี *ยงเซลล์นั *น 
จําเป็นต้องมีการชกันําเพื�อให้เกิดการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นเซลล์กระดกูที�ประกอบไปด้วย
แร่ธาต ุซึ�งสารที�มีคณุสมบตัใินการชกันําเพื�อให้เกิดการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นเซลล์กระดกูนี * 

(osteoconductivity) ได้แก่ เบต้ากลีเซอโรฟอสเฟต (β -glycerophosphate, glucocorticoids) 
โซเดียมเบต้ากลีเซอโรฟอสเฟต (sodium β-glycerophosphate) แคลเซียมเฮกโซสโมโนฟอสเฟต 
(calcium hexose monophosphate) และ เดกซาเมทาโซน (dexamethasone) [Kim et al., 
2005] 

 จากการศกึษาโดยการเพาะเลี *ยงเซลล์กระดกูในห้องปฎิบตัิการ (in vitro cells culture) 
พบวา่  ในการเพาะเลี *ยงเซลล์ระยะแรก ยีนซึ�งสมัพนัธ์กบัการเจริญเพิ�มจํานวนเซลล์ (เช่น histone 

H4, c-fos, TGF-β และ AP-1) แสดงออกลดลง ขณะที�ไฟโบรเนคติน (fibronectic; FN) และ 
คอลลาเจนชนิดที� 1 (collagen-1; Col-1) ซึ�งเกี�ยวข้องกบัการสร้างสารเมทริกซ์นอกเซลล์แสดงออก
เพิ�มขึ *น เมื�อเซลล์หยดุการเจริญเพิ�มจํานวนก็จะมีการแสดงออกของ ALP และโปรตีนที�มีกรดกลตูา



11 

 

มิค (matrix glutamic acid containing protein; MGP) หลงัจากนั *นจะเกิดกระบวนการสะสมแร่
ธาตแุคลเซียม (mineralization) พร้อมกบัมีการแสดงออกของ OPN และ OC (รูปที� 2.5) [สิทธิ
ศักดิ| หรรษาเวก และ วินัย พากเพียร, 2550] 

 ในปี 2004 Kalajzic และคณะได้มีการศึกษาถึงการแสดงออกของ ALP และยีนตา่งๆที�
เกี�ยวข้องในเพาะเลี *ยงเซลล์ออสติโอบลาสต์จากกระโหลกศีรษะของหนเูมาส์ (mouse calvarial 
osteoblast) โดยดกูารแสดงออกของ ALP ในวนัที� 4, 11, 18, 25 ของการเพาะเลี *ยง ด้วยเทคนิค 
Histochemical staining พบว่า การแสดงออกของ ALP จะมีมากที�สุดในวันที� 11 ของการ
เพาะเลี *ยง และแสดงออกน้อยลงในวนัที� 18 และ 25 ตามลําดบั (รูปที� 2.6 A) และดกูารแสดงออก
ของยีนตา่งๆ ในวนัที� 4, 7,11, 18, 21, 25 ด้วยเทคนิค Northern blot พบว่า Col-1 เริ�มที�การ
แสดงออกตั *งแตว่นัที� 4 และมากขึ *นเรื�อยๆ จนแสดงออกชดัเจนในวนัที� 11 เป็นต้นไป  BSP เริ�มมี
การแสดงออกในวนัที� 11 โดยแสดงออกชดัเจนในวนัที� 18 และชดัเจนมากขึ *นในวนัที� 21 และ 25  
ในขณะที� OPN มีพบการแสดงออกตั *งแตว่นัที� 4 จนถึงวนัที� 25 และมีการแสดงออกมากที�สดุใน
วนัที� 7 ของการเพาะเลี *ยง  และ OC เริ�มพบการแสดงออกในวนัที� 18 และแสดงออกมากขึ *นในวนัที� 
21 และ 25 (รูปที� 2.6 B)  [Kalajzic  et al., 2004] 

 

รูปที� 2.5 ความสมัพนัธ์ผกผนัระหว่างยีนที�เกี�ยวข้องกบัการเจริญเพิ�มจํานวนเซลล์ และการเจริญ
พฒันาเปลี�ยนแปลงเป็นเซลล์ออสตโิอบลาสต์ในการเพาะเลี *ยง [สิทธิศักดิ| หรรษาเวก และ วินัย 
พากเพียร, 2550] 
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รูปที� 2.6 การแสดงออกของ ALP ในวนัที� 4, 11, 18, 25 ของการเพาะเลี *ยง ด้วยเทคนิค 
Histochemical staining และการแสดงออกของยีนตา่งๆ ในวนัที� 4, 7,11, 18, 21, 25 ด้วยเทคนิค 
Northern blot  ในการเพาะเลี *ยงเซลล์ออสติโอบลาสต์จากกะโหลกศีรษะของหนเูมาส์ [Kalajzic  
et al., 2004] 

 

2.1.4 การปรับแต่งรูปกระดูก (Bone remodeling) 

การสลายกระดกูเก่าและการสร้างกระดกูใหม่ หรือเรียกว่าการปรับแตง่รูปกระดกู (bone 
remodeling) นั *นเกิดขึ *นตลอดชีวิต   มีการผลดัเปลี�ยนเนื *อกระดกูทดแทนกนัตลอดเวลา  เพื�อทํา
ให้กระดกูมีสขุภาพดี  และดํารงความแข็งแกร่งของกระดกูไว้  การย่อยสลายเนื *อกระดกูจะเกิดขึ *น
ก่อน และการสร้างกระดกูใหม่จะเกิดขึ *นในตําแหน่งนั *น   ทําให้ได้ผลลพัธ์คือกระดกูใหม่ที�แข็งแรง
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ทดแทนกระดกูเก่าที�สขุภาพด้อยลงแล้ว ส่วนการสร้างกระดกูใหม่จะสามารถซ่อมส่วนของกระดกู
ที�ถูกกร่อนสลายไปได้ทั *งหมดหรือไม่นั *นขึ *นกับสิ�งแวดล้อมภายในร่างกาย และ การเคลื�อนไหว
ร่างกายของบคุคลนั *นๆ [สรีุย์พร บญุจง, 2001] 

กระบวนการปรับแตง่รูปกระดกู (รูปที� 2.7) ประกอบด้วย  

1. Resorption: เป็นขั *นตอนที�กระตุ้นให้ออสติโอคลาสต์เกิดการเจริญเติบโต และ
ดําเนินการยอ่ยสลายกระดกูจนเกิดเป็นหลมุขนาดเล็ก 

2. Reversal: เป็นขั *นตอนที�เกิดขึ *นเมื�อการย่อยสลายสิ *นสุด กลุ่มเซลล์โมโนนิวเคลียร์ 
(mononuclear cells) จะเข้ามาเพื�อปรับพื *นผิวกระดกูส่วนนั *น เตรียมพร้อมให้เซลล์
ออสตโิอบลาสต์สร้างกระดกูใหม ่

3. Formation: เซลล์ออสติโอบลาสต์สร้างเนื *อกระดกูจนเต็ม เกิดการสะสมแคลเซียม
และแร่ธาตตุา่งๆ จนได้กระดกูใหมที่�แข็งแรง 

4. Resting: พื *นผิวของกระดกูถกูปกคลมุด้วยเซลล์เยื�อบผุิวเรียบ (flat lining cells) มี
กิจกรรมภายในเซลล์กระดูกเกิดขึ *นตามปกติ จนกระทั�งเกิดการปรับแต่งรูปกระดูก
รอบใหม ่

 

 

  รูปที� 2.7 กระบวนการปรับแตง่รูปกระดกู  [Sardone, 2010 : online] 
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2.1.5 การสมานแผลของกระดูก (Bone healing) 

เมื�อเกิดกระดกูหกัเส้นเลือดในกระดกูจะฉีกขาด เกิดเลือดออก (hematoma) ภายในและ
รอบๆ กระดกูที�หกั หลงัจากนั *นจะเกิดร่างแหของไฟบริน (fibrin) ภายในบริเวณที�มีเลือดออก ทําให้
เกิดก้อนเลือดแข็งหุ้มกระดกูที�หกัไว้ พบการสร้างเส้นเลือดฝอยและการแบ่งตวัของเซลล์ไฟโบรบ
ลาสต์ (fibroblast) เป็นจํานวนมาก ในขณะเดียวกันลิ�มเลือด (blood clot) และเซลล์อกัเสบ 
บริเวณกระดูกที�หัก จะหลั�งไซโตคายน์ (cytokines) และโกรทแฟกเตอร์ ออกมากระตุ้นเซลล์
แหล่งกําเนิดกระดกู (osteoprogenitor cells) ที�อยู่ภายในเยื�อหุ้มกระดกู (periosteum) ช่องไข
กระดกู (medullary cavity) และเนื *อเยื�อรอบ ๆ บริเวณที�หกั เมื�อผ่านไป 1 สปัดาห์จึงเกิดเนื *อเยื�อ
นิ�ม ๆ ล้อมรอบบริเวณกระดูกหัก เรียกเนื *อเยื�อนี *ว่า โปรคลัลัส (procallus) ซึ�งประกอบไปด้วย 
เซลล์ไฟโบรบลาสต์ เซลล์มีเซนไคม์ เซลล์แหลง่กําเนิดกระดกู หลอดเลือดฝอย และเซลล์อกัเสบ 

หลังจากนั *นเซลล์ออสติโอบลาสต์ที�อยู่บ ริ เวณใต้เ ยื�อหุ้ มกระดูก (subperiosteal 
osteoblasts) จะสร้างกระดกูใหม่ที�ยงัเจริญไม่เต็มที� (woven bone) เรียงตวัตามแนวยาวของ
กระดกูและตามรอยหกัของกระดกู ส่วนเซลล์มีเซนไคม์ภายในโปรคลัลสั จะเปลี�ยนแปลงเป็นคอน
โดรไซต์ (chondrocytes) แล้วสร้างกระดกูอ่อน (cartilage) จนเต็มบริเวณกระดกูที�หกั ระยะนี *กิน
เวลาประมาณ 2-3 สัปดาห์ กระดูกจะเชื�อมต่อกัน แต่ยังไม่สามารถรับนํ *าหนักได้ บริเวณปลาย
กระดกูที�หกัทั *ง 2 ข้างที�มีกระดกูอ่อน มาสมัผสักับกระดกูใหม่ที�ยงัเจริญไม่เต็มที� จะเกิดการสร้าง
เนื *อกระดกูที�มีแบบมาจากกระดกูอ่อน (enchondral ossification) ขึ *น จนมีเนื *อกระดกูอยู่แทนที�
กระดกูออ่น เนื *อกระดกูนี *เรียกว่า โบนนี�คลัลสั (bony callus) หลงัจากนั *นจะเกิดการสะสมเกลือแร่ 
และการปรับแตง่รูปของกระดกู ภายในโบนนี�คลัลสั ในที�สดุบริเวณที�หกัจะมีความแข็งแรง และ รับ
นํ *าหนกัได้  ดงัรูปที� 2.8 
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 รูปที� 2.8 กระบวนการสมานแผลของกระดกู  

[Orthofix Holdings Inc., 2010 : online] 

 
 

2.2 สารสกัดจากเนื Iอฟัน (Dentin matrix extracts; DMEs) 

 ฟัน (teeth) เป็นอวยัวะที�อยู่ภายในช่องปากของคนและสตัว์ มีส่วนราก (root) ติดอยู่กบั

ขากรรไกรและมีตวัฟัน (crown) โผล่พ้นเหงือกออกมา ฟันเป็นอวยัวะที�เจริญมาจากเนื *อเยื�อ

ชั *นนอก (ectoderm) หน้าที�หลักของฟันคือ ฉีก บด อาหารให้คลุกเคล้ากับนํ *าลาย ฟัน

ประกอบด้วยสว่นตา่งๆ  ดงัตอ่ไปนี *  (รูปที� 2.9) 

- เคลือบฟัน (enamel) : เป็นส่วนที�แข็งที�สดุของฟันมีส่วนประกอบของแคลเซียมและ
ฟอสเฟต 

- เนื *อฟัน (dentin) : เป็นส่วนที�แข็งน้อยกว่าเคลือบฟัน มีความแข็งพอๆกบักระดกู ชั *นนี *
มีการสร้างและสลายอยูต่ลอดเวลา 
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- เนื *อเยื�อในโพรงประสาทฟัน (pulp) : เป็นที�อยู่ของเส้นเลือดที�นําอาหารมาหล่อเลี *ยง
ฟัน และนําของเสียออกจากฟัน และมีเส้นประสาทรับความรู้สกึของฟัน  

- เคลือบรากฟัน (cementum) : เป็นส่วนของเนื *อเยื�อปริทนัต์ที�อยู่ภายในรากฟัน ซึ�งมี
เส้นประสาทไหลเวียนมาก  

- ชั *นร่องเหงือก (gingival crevice) : ร่องระหว่างเหงือกตวัฟันกบัขอบเหงือก มีความ
ลกึประมาณ 2 มิลลิเมตร  

- เหงือก (gingiva) : เนื *อเยื�อที�หุ้มตวัฟันและกระดกูขากรรไกรไว้  
- กระดกูเบ้ารากฟัน (alveolar bone) : สว่นกระดกูที�รองรับรากฟัน 

  
  รูปที� 2.9 สว่นตา่งๆ ของฟัน 

[Studio Dentaire, 2011 : online] 

 สารเนื *อฟัน (dentin matrix, DM) ประกอบด้วยโปรตีน 2 กลุ่มหลกั คือ คอลลาเจน
ประมาณร้อยละ 90 และ โปรตีนที�ไม่ใช่คอลลาเจน (non-collagenous proteins) ร้อยละ 10  ดงั
แสดงในตารางที� 2.1  โดยโปรตีนที�ไม่ใช่คอลลาเจน ที�สําคญัคือ โปรตีนเมทริกซ์ที�เป็นกรด (acidic 
matrix proteins) ได้แก่ 

- dentin sialophosphoprotein (DSPP) ซึ�งแยกออกได้เป็น 
� dentin phosphoprotein (DPP) (95 kDa) 
� dentin sialoprotein (DSP) (95 kDa) 

- dentin matrix protein-1 (Dmp1) (57 kDa) 
- bone sialoprotein (BSP) (72-80 kDa) 
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- osteopontin (OPN) (60-65 kDa) 
- osteonectin (ON) (40 kDa) 
- osteocalcin (OC) หรือ bone Gla protein (BGP) (5-6 kDa) 

 
โปรตีนเหล่านี *มีศกัยภาพในการส่งสญัญาณระหว่างเซลล์ และโมเลกลุเมทริกซ์นอกเซลล์

อีกมากกมาย ที� มีบทบาทหน้าที� ในการตอบสนองภาวะทางชีวภาพต่างๆ รวมไปถึงการ

เปลี�ยนแปลงของเซลล์ (cell differentiation)  

ปี ค.ศ.1967 Urist M.R. และคณะ ได้พบว่า สารเนื *อฟันจากฟันของกระตา่ยที�สกดัเอาแร่
ธาตอุอกแล้ว (Demineralized dentin matrices, DDM) นั *น ช่วยชกันํา (induce) การสร้างกระดกู
ในช่องระหว่างชั *นกล้ามเนื *อของกระต่าย [Urist et al., 1967] หลังจากนั *นก็มีการทําวิจัยใน
สตัว์ทดลองเกี�ยวกบัคณุสมบตัิการชกันําให้เซลล์เจริญไปเป็นเซลล์กระดกู (osteoinductive) ของ 
DDM พบว่า DDM ช่วยชกันําให้เกิดการสร้างกระดกูผิดที�ในบริเวณใต้ผิวหนงัและในช่องระหว่าง
ชั *นกล้ามเนื *อของสตัว์ฟันแทะตา่งๆ  [Huggins et al., 1970, Butler et al., 1977]  

 ปี ค.ศ. 1991 Bessho K. และคณะสามารถสกดัโปรตีนที�มีกิจกรรมคล้ายกบักลุ่มโปรตีนที�
มีคณุสมบตัิชกันําให้เซลล์เจริญไปเป็นเซลล์กระดกู (bone morphogenetic proteins, BMPs) 
ออกมาจากเนื *อฟันของมนษุย์ได้ แตพ่บว่า กรดอะมิโนปลายสาย (NH2-terminal amino acid) ไม่
ตรงกบั BMPs ตอ่มาในปี ค.ศ. 1999 Nebgan D. และคณะ ก็สามารถสกดัสายโพลีเพ็ปไทด์ที�มี
คณุสมบตัชิกันําให้เซลล์เจริญไปเป็นเซลล์กระดกู ได้จากฟันของโค เช่นกนั [Bessho et al., 1991, 
Nebgan et al., 1999] 

 จากผลการวิจยัเรื�อง DDM ในแง่ของการเจริญเติบโตและการสงัเคราะห์คอลลาเจนของ
เซลล์ สามารถบอกได้ว่าใน DDM อุดมไปด้วย growth factors หลากหลายชนิด โดยเฉพาะ 
transforming growth factor beta (TGF-β) และ BMP [Yongchaitrakul and Pavasant, 2004] 
ทําให้สามารถคาดการณ์ได้ว่า สารสกัดจากเนื *อฟันจะส่งผลตอ่การเจริญเติบโตของเซลล์และการ
เปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูด้วยเชน่เดียวกนั 
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ตารางที� 2.1 องค์ประกอบของสารเนื *อฟัน [Goldberg et al., 2004] 
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2.3 วิศวกรรมเนื Iอเยื�อ (Tissue engineering) 

 งานด้านวิศวกรรมเนื *อเยื�อ (tissue engineering) เป็นศาสตร์ที�นําหลกัการของวิศวกรรม 
และชีววิทยามาประยุกต์ใช้ในการฟื*นฟูรักษา และพัฒนาหน้าที�การทํางานของเนื *อเยื�อ (tissue 
function) ซึ�งส่งผลกระทบตอ่ระบบสาธารณสขุและเศรษฐกิจ จากการประมาณการของกระทรวง
สาธารณสุขของประเทศสหรัฐอเมริกานั *น ค่าใช้จ่ายในการรักษาโรคกระดูกและข้อประมาณ 
400,000 ล้านเหรียญตอ่ปี หรือประมาณ 17.5 ล้านล้านบาท [Langer et al., 2000] ซึ�งนบัว่าเป็น
จํานวนเงินที�มากที�ไมอ่าจมองข้ามได้ ในประเทศไทยนั *นงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อเป็นศาสตร์ในแขนงที�
ยงัใหม ่เป็นสว่นหนึ�งของงานทางด้านวิศวกรรมชีวการแพทย์ (biomedical engineering) โดยต้อง
นําความรู้ทางด้านวิศวกรรมศาสตร์มาผสานกับความรู้ทางด้านแพทยศาสตร์ เพื�อแก้ปัญหาและ
สง่เสริมสขุภาพ รวมทั *งพฒันาเทคโนโลยีการวินิจฉยัโรค และการฟื*นฟสูภาพ 
 วิศวกรรมเนื *อเยื�อกระดกู (bone tissue engineering) มีบทบาทมากขึ *นเรื�อยๆ เนื�องจาก
ในปัจจบุนัปัญหาสขุภาพที�เป็นปัญหาใหญ่ระดบัชาต ิก็คือ ปัญหาโรคกระดกูและข้อ โดยเฉพาะใน
ผู้สงูอาย ุประมาณกนัวา่ครึ�งหนึ�งของโรคเจ็บป่วยเรื *อรังในผู้สงูอายคืุอโรคกระดกูและข้อ  การแก้ไข
ปัญหาด้วยศลัยกรรมกระดกูนั *น สามารถปรับเปลี�ยนทดแทนได้โดยการปลูกถ่ายกระดกูหรือการ
อุดช่องว่างในกระดูกด้วยการใช้วัสดทุดแทนทางชีวภาพ ซึ�งบางครั *งจําเป็นต้องใช้วัสดทุดแทน
กระดกูเสริมให้ในภาวะหรือโรคที�เกิดความผิดปกติและจําเป็นต้องได้รับการผ่าตดั เช่น กระดกูหกั 
กระดกูไม่ติดกนั กระดกูแหว่ง เนื *องอกในกระดกู และกระดกูติดเชื *อ อนัจะก่อให้เกิดความพิการ
และทพุพลภาพตอ่ผู้ ป่วย อีกทั *งยงัเป็นปัญหาทางสาธารณสขุที�สําคญัของประชากรในประเทศไทย 
โดยเฉพาะอย่างยิ�งผู้ ป่วยโรคเนื *องอกในกระดูก และผู้ สูงอายุที�ป่วยเป็นโรคกระดูกติดเชื *อซึ�ง
จําเป็นต้องได้รับการผ่าตดันําเอาส่วนของกระดกูบริเวณที�มีพยาธิสภาพออก จําเป็นต้องได้รับการ
ทดแทน และซอ่มแซมเพื�อเสริมสร้างเนื *อเยื�อกระดกูให้กลบัคืนสูส่ภาพปกต ิ
 ในต่างประเทศ  วสัดทุดแทนกระดกูได้ถกูจดัว่าเป็นวสัดปุลกูถ่ายที�สําคญัรองจากการให้
เลือดและผลิตภณัฑ์จากเลือด การรักษาโดยใช้วสัดทุดแทนกระดกูประกอบด้วยวสัดปุลกูถ่ายจาก
ตวัผู้ ป่วยเอง (autograft) วัสดุปลูกถ่ายจากผู้ อื�น (allograft) และวัสดุอื�นที�ประดิษฐ์ขึ *น 
(biomimetric materials) ความรู้ความก้าวหน้าทางด้านวิศวกรรมเนื *อเยื�อ จึงมีส่วนเข้ามาพฒันา
วสัดทุดแทนกระดกูให้มีประสิทธิภาพมากขึ *น โดยจะต้องศกึษาพฒันาองค์ความรู้ที�สําคญั 3 ส่วน 
ได้แก่ โครงสร้างสามมิติ  สารโปรตีนกระตุ้นการเจริญ  หรือโกรทแฟคเตอร์  และเซลล์  ดงัรูปที� 
2.10 

 



  รูปที� 

 

2.4 ระบบควบคุมการปลดปล่อยสาร 

 เนื�องจากการสารสกัดจากเนื *อฟันจะถูกกําจดัอย่างรวดเร็วโดยกระบวนการของร่างกาย 
ระบบควบคมุการปลดปล่อยสารจึงถูกนําเข้ามาใช้ เพื�อควบคมุการปลดปล่อยสาร 
release) โดยมีเป้าหมายคือ เพื�อทําให้เกิดการปลดปล่อยสารอย่างตอ่เนื�อง
ในร่างกายด้วยกลไกการย่อยสลายของวัสดุตัวนําส่ง 
(gelatin) และเจลาตินผสมไฟโบรอินไหม 
กบัวสัดตุวันําส่ง หลงัจากนั *นวสัดตุวันําส่งจะค่อยๆย่อยสลายโดยกระบวนการของร่างกาย 
สารสกดัจากเนื *อฟันจะคอ่ยๆหลดุ หรือถกูปลดปลอ่ยออกมา ในปริมาณน้อยๆอยา่งตอ่เนื�อง
 

2.5 โครงเลี Iยงเซลล์ (Scaffold)

 ในงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อ วสัดแุละการออกแบบโครงเลี *ยงเซลล์เป็นสิ�งสําคญั โครงเลี *ยง
เซลล์ (scaffold) หรือ เมทริกซ์เทียมนอกเซลล์
ชั�วคราวทรงสามมิติเพื�อให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตและสร้างเนื *อเยื�อขึ *นใหม่ได้ โดยอาจทําการ
ฉีดเซลล์เข้าไปในโครงเลี *ยงเซลล์และเซลล์จะเจริญเติบโตอยู่ภายในซึ�งต้องมีอาหารและการ
ควบคมุโมเลกลุที�ต้องแพร่ผ่านโครงเลี *ยงเซลล์ 
กายภาพและเชิงกล อณุหภูมิ ความดนัและการขนส่งมวลสารต้องเหมาะสมกบัการงอก การแบ่ง

 

รูปที� 2.10 หลกัการเบื *องต้นของวิศวกรรมเนื *อเยื�อกระดกู 
[Khadidja, 2011 : online] 

ระบบควบคุมการปลดปล่อยสาร (Controlled release system) 

เนื�องจากการสารสกัดจากเนื *อฟันจะถูกกําจดัอย่างรวดเร็วโดยกระบวนการของร่างกาย 
ระบบควบคมุการปลดปล่อยสารจึงถูกนําเข้ามาใช้ เพื�อควบคมุการปลดปล่อยสาร 

โดยมีเป้าหมายคือ เพื�อทําให้เกิดการปลดปล่อยสารอย่างตอ่เนื�อง 
ยกลไกการย่อยสลายของวัสดุตัวนําส่ง (carrier) ซึ�งในการวิจัยนี *คือ เจลาติน 

และเจลาตินผสมไฟโบรอินไหม (silk fibroin) กล่าวคือ สารสกดัจากเนื *อฟันจะเกาะอยู่
กบัวสัดตุวันําส่ง หลงัจากนั *นวสัดตุวันําส่งจะค่อยๆย่อยสลายโดยกระบวนการของร่างกาย 
สารสกดัจากเนื *อฟันจะคอ่ยๆหลดุ หรือถกูปลดปลอ่ยออกมา ในปริมาณน้อยๆอยา่งตอ่เนื�อง

(Scaffold) 

ในงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อ วสัดแุละการออกแบบโครงเลี *ยงเซลล์เป็นสิ�งสําคญั โครงเลี *ยง
เมทริกซ์เทียมนอกเซลล์ (artificial extracellular matrix

ชั�วคราวทรงสามมิติเพื�อให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตและสร้างเนื *อเยื�อขึ *นใหม่ได้ โดยอาจทําการ
ฉีดเซลล์เข้าไปในโครงเลี *ยงเซลล์และเซลล์จะเจริญเติบโตอยู่ภายในซึ�งต้องมีอาหารและการ
ควบคมุโมเลกลุที�ต้องแพร่ผ่านโครงเลี *ยงเซลล์ (โปรตีนและโกรทแฟคเตอร์ เป็นต้น
กายภาพและเชิงกล อณุหภูมิ ความดนัและการขนส่งมวลสารต้องเหมาะสมกบัการงอก การแบ่ง
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หลกัการเบื *องต้นของวิศวกรรมเนื *อเยื�อกระดกู  

เนื�องจากการสารสกัดจากเนื *อฟันจะถูกกําจดัอย่างรวดเร็วโดยกระบวนการของร่างกาย 
ระบบควบคมุการปลดปล่อยสารจึงถูกนําเข้ามาใช้ เพื�อควบคมุการปลดปล่อยสาร (Controlled 

 (sustained release) 
ซึ�งในการวิจัยนี *คือ เจลาติน 

กล่าวคือ สารสกดัจากเนื *อฟันจะเกาะอยู่
กบัวสัดตุวันําส่ง หลงัจากนั *นวสัดตุวันําส่งจะค่อยๆย่อยสลายโดยกระบวนการของร่างกาย ทําให้
สารสกดัจากเนื *อฟันจะคอ่ยๆหลดุ หรือถกูปลดปลอ่ยออกมา ในปริมาณน้อยๆอยา่งตอ่เนื�อง 

ในงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อ วสัดแุละการออกแบบโครงเลี *ยงเซลล์เป็นสิ�งสําคญั โครงเลี *ยง
racellular matrix) คือ วสัดทีุ�สร้างขึ *น

ชั�วคราวทรงสามมิติเพื�อให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตและสร้างเนื *อเยื�อขึ *นใหม่ได้ โดยอาจทําการ
ฉีดเซลล์เข้าไปในโครงเลี *ยงเซลล์และเซลล์จะเจริญเติบโตอยู่ภายในซึ�งต้องมีอาหารและการ

โปรตีนและโกรทแฟคเตอร์ เป็นต้น) สิ�งกระตุ้นทาง
กายภาพและเชิงกล อณุหภูมิ ความดนัและการขนส่งมวลสารต้องเหมาะสมกบัการงอก การแบ่ง
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เซลล์ และการเกิดเนื *อเยื�อหรืออวยัวะใหม่ ในขณะเดียวกันที�เนื *อเยื�อหรืออวยัวะเกิดขึ *นมาใหม่นั *น 
วสัดทีุ�ใช้โครงเลี *ยงเซลล์ต้องสามารถย่อยสลายและไม่ทิ *งสิ�งแปลกปลอมไว้ในร่างกาย [Peter et 
al., 2004] โดยทั�วไปเรานําโครงเลี *ยงเซลล์ใช้กบัผิวหนงั กระดกู ประสาทและตบั เป็นต้น 
 

2.6 ชีววัสดุ (Biomaterial) 

2.6.1 เจลาตนิ (Gelatin) 

เจลาตินเป็นโปรตีนที�ได้จากการนําคอลลาเจนทําปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสบางส่วน (Partial 
hydrolysis) จากนั *นผ่านกระบวนการทําให้บริสทุธิ|และทําให้แห้งได้เจลาตินที�มีลกัษณะเป็นผงสี
เหลือง คอลลาเจนเป็นโปรตีนหลกัที�พบในเส้นเอ็น ผิวหนงั กระดกูและเนื *อเยื�อของสตัว์เลี *ยงลูก
ด้วยนม เช่น ววัและหม ู เป็นต้น เจลาตินประกอบด้วยโปรตีนร้อยละ 84-90, แร่ธาตรุ้อยละ 1-2 
และนํ *าร้อยละ 8-15 ซึ�งองค์ประกอบของเจลาตินจะแตกตา่งกนัไปขึ *นอยู่กบัชนิดของคอลลาเจนที�
ใช้และกระบวนการเกิดปฎิกิริยาไฮโดรไลซิส เจลาตินมีขนาดโมเลกลุเท่ากับ 100 กิโลดาลตนั 
(kDa)  ประกอบด้วยกรดอะมิโน 19 ชนิด โดยมีปริมาณกรดอะมิโนไกลซีน, โพรลีนและไฮดรอกซี
โพรลีนเป็นองค์ประกอบส่วนใหญ่  โดยรายละเอียดปริมาณกรดอะมิโนชนิดตา่งๆ ในเจลาตินสรุป
ดงัตารางที� 2.2  กรดอะมิโนของเจลาตินโดยทั�วไปคือ –Ala-Gly-Pro-Arg-Gly-Glu-4Hyp-Gly-Pro- 
โครงสร้างของเจลาตนิแสดงดงัในรูปที�  2.11 

เจลาตินเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติที�ได้รับความสนใจในงานวิศวกรรมเนื *อเยื�อ เนื�องจากเจ
ลาตินมีสมบตัิที�เหมาะสม คือ สามารถเข้ากนัได้กบัเซลล์สิ�งมีชีวิต (biocompatibility) สามารถ
ย่อยสลายได้ (biodegradable) ไม่ก่อให้เกิดการสร้างภูมิคุ้มกนัโรค (non-immunogenic) และ
ราคาถกู โดยทั�วไปเจลาตนิแบง่ออกเป็น 2 ชนิด  คือ  
 1. Gelatin ชนิด A หรือเรียก Basic gelatin เจลาตินชนิดนี *ได้จากการผ่านกระบวนการ
ไฮโดรไลซิสด้วยกรด เช่น กรดไฮโดรคลอริคและกรดซลัฟูริค เป็นต้น โดยใช้คอลลาเจนที�ได้จาก
หนงัหมเูป็นส่วนใหญ่สมบตัิของเจลาตินชนิดนี * คือ มีประจเุป็นบวก  มีคา่ pI (isoelectric point) 
ประมาณ 9 จึงเหมาะสําหรับการใช้งานควบคมุการปลดปล่อยสารหรือโปรตีนที�มีสมบตัิเป็นกรด 
หรือมีประจเุป็นลบ 
 2. Gelatin ชนิด B หรือเรียก Acidic gelatin ได้มาจากการผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิส
ด้วยเบสนิยมใช้คอลลาเจนจากหนงัววัและกระดกู ปฏิกิริยาไฮโดรไลซิสด้วยเบสนี *เกิดปฏิกิริยาที�
กลุ่มเอไมด์ของคอลลาเจนซึ�งจะได้เจลาตินที�มีกลุ่มคาร์บอกซิล แสดงถึง เจลาตินชนิด B มีคา่ pI 
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ประมาณ 5 จึงเหมาะสําหรับการใช้งานควบคมุการปลดปล่อยสารหรือโปรตีนที�มีสมบตัิเป็นเบส 
หรือมีประจเุป็นบวก [Tabata and Ikada, 1998] 
 กระบวนการผลิตเจลาตินและการเปรียบเทียบสมบตัิของเจลาตินชนิด A และ B แสดงดงั  
2.11 และตารางที� 2.2 ตามลําดบั 

 

 
 

  รูปที� 2.11 โครงสร้างทางเคมีแสดงหน่วยซํ *าของเจลาติน  
[Advameg Inc., 2012 : online] 

 

 

 
  รูปที� 2.12 กระบวนการผลิตเจลาตินชนิด A และ B 

[Tabata and Ikada, 1998] 



ตารางที� 2.2 กรดอะมิโนในเจลาตนิ

Amino acid Amount in g

Glycine 
(Gly; G) 
Proline 
(Pro; P) 

Glutamic acid 
(Glu; E) 
Alanine 
 (Ala; A) 
Arginine 
(Arg; R) 

Aspartic acid 
(Asp; D) 
Lysine 
(Lys; K) 

Leucine 
(Leu; L) 

Serine 
(Ser; S) 

Valine 
(Val; V) 

Threonine 
(Thr; T) 

Phenylalanine  
(Phe; F) 

Isoleucine 
(Ile; I) 

Methionine  
(Met; M) 
Tyrosine 
(Tyr; Y) 

Histidine 
(His; H) 

Cystine 
(Cys; C) 

กรดอะมิโนในเจลาตนิ [Neuman, 1949] [Parrill, 1997] 

Amount in gelatin (%) Chemical structure Isoelectric point

30.50 
 

6.06 

16.30 
 

6.30 

11.70 
 

5.79 

9.20 
 

6.02 

8.80 
 

5.53 

6.30 
 

5.96 

5.10 
 

5.57 

3.20 

 

5.98 

2.90 
 

5.68 

2.70 
 

6.01 

2.20 
 

5.60 

2.10 
 

5.91 

1.50 
 

6.02 

0.80 
 

5.75 

0.69 
 

5.66 

0.67 
 

5.48 

0.09 
 

6.15 
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Isoelectric point Acidity 

2.34 (carboxyl) 
9.6 (amino) 

2.00 (carboxyl) 
10.60 (amino) 

2.10 (carboxyl) 
9.47 (amino) 

2.35 (carboxyl) 
9.69 (amino) 

2.01 (carboxyl) 
9.04 (amino) 

2.10 (carboxyl) 
9.82 (amino) 

2.18 (carboxyl) 
8.95 (amino) 

2.36 (carboxyl) 
9.60 (amino) 

2.21 (carboxyl) 
9.15 (amino) 

2.29 (carboxyl) 
9.72 (amino) 

2.09 (carboxyl) 
9.10 (amino) 

2.58 (carboxyl) 
9.24 (amino) 

2.35 (carboxyl) 
9.68 (amino) 

2.28 (carboxyl) 
9.21 (amino) 

2.20 (carboxyl) 
9.11 (amino) 

1.77 (carboxyl) 
9.18 (amino) 

2.05 (carboxyl) 
10.25 (amino) 
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ตารางที� 2.3 เปรียบเทียบสมบตัขิองเจลาตนิชนิด A และ B  [Yasuhiko et al., 2004] 

Property Type A Type B 

pH 3.8 - 5.5 5.0 - 7.5 

Isoelectric point (pI) 7.0 – 9.0 4.7 – 5.4 

Gel strength (bloom) 50 - 300 50 – 300 

Viscosity (mps) 15 - 75 20 – 75 

Ash (%) 0.3 - 2.0 0.5 – 2.0 

 
ปี ค.ศ. 1999  Kang และคณะ ได้ผลิตโครงเลี *ยงเซลล์จากเจลาตินด้วยวิธีการทําให้แห้ง

แบบเยือกแข็ง (freeze-drying)  โดยอาศยันํ *าที�ซมึซบัอยูใ่นไฮโดรเจลที�เปียกเป็นตวัทําให้เกิดรูพรุน 
(porogen) ภายในโครงสร้าง  การผลิตไฮโดรเจลเริ�มจากการผสมกลตูารอลดีไฮด์ลงในสารละลาย
เจลาติน เพื�อใช้เป็นสารเชื�อมขวาง  เมื�อเจลาตินคงรูปกลายเป็นไฮโดรเจลและผ่านการล้าง 
กลตูารอลดีไฮด์ส่วนเกินออกแล้ว  นําไฮโดรเจลไปแช่แข็งและทําให้แห้งด้วยเครื�องทําให้แห้งแบบ
เยือกแข็ง (freeze-dryer) พบวา่ ลกัษณะรูพรุนจะแตกตา่งกนัออกไปตามอณุหภูมิที�แช่แข็ง  ไฮโดร
เจลที�แช่ในไนโตรเจนเหลวเกิดโครงสร้างรูพรุนในลักษณะเรียงสองมิติ  ในขณะที�ไฮโดรเจลที�
อุณหภูมิประมาณ 203 องศาเซลเซียส เกิดโครงสร้างรูพรุนในลกัษณะสามมิติและเชื�อมต่อกัน  
จากผลการทดลองนี *ทําให้ทราบว่าลกัษณะและขนาดของรูพรุนของไฮโดรเจลแห้งสามารถควบคมุ
ได้ด้วยอณุหภมูิในการแชแ่ข็ง [Kang et al., 1999] 

ปี ค.ศ. 2003 Lee และคณะ ผลิตโครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินผสมเบตา-กลแูคน (β-glucan) 
ที�อตัราส่วนตา่ง ๆ โดยใช้วิธีการทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง โครงเลี *ยงเซลล์มีรูพรุนเชื�อมตอ่กนั โดย
ขนาดรูพรุนเฉลี�ยเท่ากบั 90-150 ไมโครเมตร เมื�อนํามาทดสอบเลี *ยงเซลล์ L929 ซึ�งเป็นเซลล์สร้าง
เส้นใยหน ู(mouse fibroblast) พบว่า การยึดเกาะของเซลล์บนโครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินผสมเบตา-
กลแูคนใกล้เคียงกบัการยึดเกาะของเซลล์บนจานเลี *ยงเซลล์ (polystyrene petri dish) เมื�อเวลา
ผ่านไป 2 วนั จํานวนเซลล์ที�เจริญเติบโตเพิ�มขึ *นอย่างรวดเร็วบนโครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินและโครง
เลี *ยงเซลล์เจลาตินผสมเบตา-กลูแคน ที�อตัราส่วน 90:10 โดยนํ *าหนกั การยึดเกาะและการ
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เจริญเติบโตของเซลล์เพิ�มขึ *นเมื�ออตัราส่วนของเจลาตินตอ่เบตา-กลูแคนเพิ�มมากขึ *น ที�เวลา 48 
ชั�วโมง โครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินผสมเบตา-กลแูคนอตัราส่วน 90:10 โดยนํ *าหนกั มีจํานวนเซลล์
ประมาณ 330,000 เซลล์ ในขณะที�โครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินผสมเบตา-กลแูคนอตัราส่วน 50:50 
โดยนํ *าหนกั มีจํานวนเซลล์ประมาณ 200,000 เซลล์ [Lee et al., 2003] 

ปี ค.ศ. 2004 Okamoto และคณะ ได้ทําการศึกษาการใช้ฟองนํ *าเจลาติน (gelatin 
sponge) เป็นวสัดคุวบคมุการปลดปล่อยสาร bone morphogenetic protein 2 (BMP-2) เพื�อใช้
ประกอบการรักษาภาวะท่อลมอ่อน (tracheomalacia) ในสุนขั  พบว่า 6 เดือนหลงัการผ่าตดัฝัง
ฟองนํ *าเจลาตนิในบริเวณพยาธิสภาพ  กลุม่ตวัอยา่งที�รักษาด้วยการใช้ฟองนํ *าเจลาตินควบคมุการ
ปลดปล่อยสาร BMP-2 มีการสร้างกระดกูอ่อนใหม่ขึ *นอย่างชดัเจน  และท่อลมมีความแข็งแรง
มากกว่ากลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญ  กล่าวได้ว่า ฟองนํ *าเจลาตินสามารถนํามาใช้เป็นวัสดุ
ควบคมุให้คอ่ยๆ เกิดการปลดปล่อยสาร BMP-2 เพื�อช่วยรักษาภาวะท่อลมอ่อนได้ [Okamoto et 
al., 2004] 

ปี ค.ศ. 2005 Sang Bong Lee และคณะ สร้างโครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินโดยใช้วิธี salt-
leaching โดยเปรียบเทียบกบัโครงเลี *ยงเซลล์เจลาตนิที�สร้างขึ *นด้วยวิธีการทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง  
วิธี salt-leaching สามารถสร้างโครงเลี *ยงเซลล์ให้มีรูพรุนได้ตามที�ต้องการ งานวิจยันี *โครงเลี *ยง
เซลล์เจลาตินมีขนาดรูพรุนเฉลี�ยเท่ากบั 350 ไมโครเมตร ความแข็งแรงของโครงเลี *ยงเซลล์ และ
อตัราการย่อยสลายเพิ�มขึ *นเมื�อความพรุนของโครงเลี *ยงเซลล์เพิ�มขึ *น เมื�อนําโครงเลี *ยงเซลล์เจ
ลาตินทดสอบการเลี *ยงเซลล์ด้วยเซลล์สร้างเส้นใยมนษุย์ (human fibroblast) เมื�อเวลา 1 สปัดาห์
ผ่านไป พบว่า โครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินที�สร้างด้วยเทคนิค salt-leaching เซลล์เกาะที�บริเวณรูพรุน
ของโครงเลี *ยงเซลล์ ในขณะที�โครงเลี *ยงเซลล์ที�สร้างด้วยเทคนิคทําแห้งแข็งเซลล์ส่วนใหญ่รวมตวั
กนัอยู่ที�บริเวณด้านบนและด้านล่างโครงเลี *ยงเซลล์ ที�เวลา 2 สปัดาห์ เซลล์มีการเจริญเติบโตที�ดี
และมีเซลล์แผ่ซึ�งแสดงถึงความเข้ากนัได้อย่างดี นอกจากนี *โครงเลี *ยงเซลล์ยงัไม่มีการย่อยสลาย 
การทดลองภายในร่างกาย (in vivo) พบวา่มีการเพิ�มจํานวนเซลล์และมีการสร้างเนื *อเยื�อขึ *นมาใหม ่
[Sang et al., 2005] 
  ปี ค.ศ. 2007 Lien S.M. และคณะ ศึกษาวิธีการเชื�อมขวางโครงเลี *ยงเซลล์เจลาติน
ด้วยกลตูารอลดีไฮด์ (glutaraldehyde; GA) และเจนิปิน (genipin; GP) ที�แตกตา่งกนั  ดงัแสดงใน 
รูปที� 2.13  ได้แก่ วิธีที� 1 (mixing-crosslinking) ผสมสารเชื�อมขวางกบัสารละลายเจลาตินและทํา
ให้แห้งแบบเยือกแข็ง  วิธีที� 2 (scaffold-crosslinking)  นําสารละลายเจลาตินแช่เย็นที�อณุหภูมิ 4 
องศาเซลเซียสเพื�อให้สารละลายเจลาตินเป็นเจล และทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง  จากนั *นทําการ
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เชื�อมขวางโดยการจุ่มในสารละลายตวัเชื�อมขวางและทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง  และวิธีที� 3 (gel-
crosslinking) คล้ายคลึงกบัวิธีที� 2  หลงัจากที�นําสารละลายเจลาตินแช่เย็นที�อณุหภูมิ 4 องศา
เซลเซียสและเปลี�ยนสภาพเป็นเจล  จากนั *นนําเจลจุ่มในสารละลายตวัเชื�อมขวางและทําให้แห้ง
แบบเยือกแข็ง  ตอ่มา Huang T.G. และคณะศกึษาสมบตัิของโครงเลี *ยงเซลล์ที�ผ่านการเชื�อมขวาง
ด้วยวิธีตา่งๆ พบว่าโครงสร้างของโครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินที�สร้างด้วยวิธีที� 1 มีรูพรุนสมํ�าเสมอและ
เชื�อมโยงกนัแตมี่ขนาดรูพรุนเล็กกว่าวิธีที� 2 และ 3 เมื�อนําโครงเลี *ยงเซลล์ทดสอบเลี *ยงเซลล์คอน
โดรไซต์ที�ได้มาจากข้อตอ่ของ Wistar rat  และวิเคราะห์ด้วยการย้อมสี H&E  พบว่าเมื�อเวลาผ่าน 9 
วนั หลงัจากการเพาะเซลล์ โครงเลี *ยงเซลล์ที�เชื�อมขวางด้วย GP มีการสร้างคอลลาเจนและไกลโค
ซามิโนไกลแคน  เมื�อผ่านไป 30 วนัหลงัจากเพาะเซลล์  พบว่าเซลล์มีการกระจายทั�วเนื *อเยื�อ
ลกัษณะเชน่เดียวกบัเนื *อเยื�อกระดกู แสดงให้เห็นวา่โครงเลี *ยงเซลล์เจลาตินที�สร้างด้วยวิธีที� 3 (gel-
crosslinking) สามารถประยกุต์ใช้ในวิศวกรรมเนื *อเยื�อกระดกู [Lien et al., 2008] 
 

 

 

  รูปที� 2.13 วิธีการขึ *นรูปโครงเลี *ยงเซลล์เจลาตนิและเชื�อมขวางด้วยวิธีตา่งๆ  [Lien et al., 2008] 
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2.6.2 ไฟโบรอินไหมไทย (Thai Silk Fibroin) 

 ไหมไทย จัดอยู่ในไหมเลี *ยงสายพันธุ์  Bombyx mori แต่ไหมไทยแตกต่างจากไหม 

Bombyx mori อื�นๆ คือ รังไหมไทยจะมีสีเหลือง และมีกาวไหม (sericin) มากกว่าไหมชนิดอื�น  
เส้นใยของไหมมีลกัษณะเป็นเส้นใยพอลิเมอร์ของโปรตีน  ประกอบไปด้วยโปรตีนสองประเภทคือ 
ไฟโบรอิน (fibroin)  และเซริซินหรือกาวไหม (serecin)  โดยไฟโบรอินจะเป็นแกนของเส้นใยไหม 
และเซริซินจะอยูโ่ดยรอบหุ้มไฟโบรอินไว้  เส้นใยไหมตามโดยธรรมชาตินั *น  มีคณุสมบตัิในต้านแรง
ดงึได้สงู (high tensile strength)  มีความเหนียวและยืดหยุ่นสงู (อาจสงูได้ถึง 35%)  และสามารถ
คงรูปได้ในอณุหภมูิสงูถึง 250 องศาเซลเซียส  โครงสร้างของเส้นใยไหมแสดงในรูปที� 2.14 

 

 
 

รูปที� 2.14 โครงสร้างของเส้นใยไหม  
[FAO, 2012 : online] 

 

 ไฟโบรอินจากไหมนั *นถูกนํามาใช้เป็นชีววัสดุในการทําโครงเลี *ยงเซลล์สําหรับงาน
วิศวกรรมเนื *อเยื�อในหลากหลายรูปแบบ ทั *งในรูปแบบแผ่นเจล เส้นใยนาโน และโครงสร้างพรุน
คล้ายฟองนํ *า  เนื�องด้วยคณุสมบตัิเชิงกลที�ดี  มีความแข็งแรงและยืดหยุ่นสูง ในขณะที�ก็ยงัคงมี
คุณสมบัติทางชีวภาพที�เข้ากันได้กับเซลล์ในร่างกายเป็นอย่างดี  นอกจากนั *นความเป็นผลึกที�
ควบคมุได้ของไฟโบรอิน  ตลอดจนสามารถปรับเปลี�ยนอตัราและความยาวนานในการปลดปล่อย
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สารชีวโมเลกุล  ส่งผลให้ไฟโบรอินเป็นโปรตีนที�ได้รับความสนใจเป็นอยางมาก  ที�จะนํามาใช้ใน
งานควบคุมการปลดปล่อยสาร (controlled release)  และประยุกต์ใช้กับการนําส่งยา (drug 
delivery) ในหลากหลายรูปแบบโครงสร้าง  ทั *งเป็นแผ่นฟิล์ม  เป็นทรงกลมขนาดไมโคร 
(microsphere)  เป็นโครงเลี *ยงเซลล์ (scaffold)  และเป็นโครงสร้างหลายชั *นทบัซ้อน (multilayers) 
[Biman et al., 2009] 

การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหม (รูปที� 2.15 A) เริ�มด้วยการนํารังไหมมาต้มใน
สารละลายดา่ง  เช่น สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3)  เพื�อให้เซริซินหลดุออก  หลงัจาก
นั *นล้างด้วยความปราศไอออน  เส้นใยไฟโบรอินที�ได้เมื�อตากให้แห้งแล้ว  นํามาละลายใน
สารละลายลิเทียมโบรไมด์ (9M LiBr solution) ที�อณุหภูมิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 4 ชั�วโมง  
นําสารละลายที�ได้ไปไดอะไลส์ (dialyze)  ในนํ *าปราศจากไอออน (MWCO 3500, Pierce, 
France) เป็นเวลา 3 วนั  สดุท้ายจะได้สารละลายไฟโบรอินไหม [Kim et al., 2005]   สารละลาย
ไฟโบรอินไหมที�ได้นั *น  สามารถนํามาขึ *นรูปได้หลากหลายแบบ  (รูปที� 2.15 B)  เช่น  ฟิล์ม (film)  
เจล (gel)  แผ่นเส้นใยที�ไม่สานกัน (non woven mats)  หรือทําเป็นโครงสร้างที�มีรูพรุนคล้าย
ฟองนํ *า (sponge) ด้วย porogens หรือ  การทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง (freeze-drying) [Vepari 
and Kaplan, 2007] 
 ปี ค.ศ. 2007 Eun และคณะ  ได้ทําการศึกษาผลจากการผลิตแผ่นเยื�อโปรตีน (protein 
membranes)  โดยใช้สารละลายที�ผสมไฟโปรอินไหมและเจลาตินเข้าด้วยกัน  แล้วใช้เมทานอล
เหนี�ยวนําให้ไฟโบรอินไหมเกิดปฏิกิริยาเป็นผลึก (crystallization) เมื�อศึกษาด้วย Fourier-
transform infrared (FTIR) spectroscopy แล้วนั *น พบว่าปฏิกิริยาการเป็นผลึกของสารละลายไฟ
โบรอินไหมที�ผสมกับเจลาตินแล้วนั *น  ไม่แตกต่างกับปฏิกิริยาการเป็นผลึกของสารละลายไฟโบ
รอินไหมที�ไม่ได้ผสม ทําให้ทราบว่าคุณสมบตัิของไฟโบรอินไหมนั *น  ไม่เปลี�ยนแปลงไปแม้ว่าจะ
ผสมกบัเจลาตนิแล้วก็ตาม [Eun et al., 2007] 

 ปี ค.ศ. 2009 Biman และคณะ ได้ทําการทดลองผลิตแผ่นฟิล์มหลายชั *น 
(multilayer films)สําหรับการควบคมุการปลดปล่อยยา (controlled drug release)  โดยใช้วสัดุ
หลกัคือ สารละลาย ไฟโบรอินไหม และสารละลายเจลาติน  คณะผู้ วิจยัคอ่ยๆ ขึ *นรูปแผ่นฟิล์มชั *น
ต่อชั *น และทําการวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคที�ศึกษาเกี�ยวกับอนัตรกิริยาของแสง (spectroscopy) 
และส่องกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (scanning electron microscopy; SEM) เพื�อ
ดลูกัษณะทางกายภาพที�บง่บอกลกัษณะการเรียงของเนื *อฟิล์มเป็นชั *นๆ หลงัจากนั *นฟิล์มจะถกูทํา
ให้แห้งด้วยเมทานอล และทําการทดสอบการปลดปล่อยสารในห้องปฏิบัติการโดยใช้สารที�มี
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นํ *าหนกัโมเลกลุตา่งกนั คือ Trypan blue (961 Da), FITC-inulin (3.9 kDa) และ FITC-BSA (66 
kDa) จากการทดสอบนี *พบวา่แผน่ฟิล์มนี *มีคณุสมบตัิช่วยในการควบคมุปลดปล่อยสารให้หลั�งสาร
ตอ่เนื�องได้เป็นระยะเวลานานขึ *น (sustained release) การใช้ไฟโบรอินไหมและเจลาตินร่วมกัน 
จึงเป็นตวัเลือกที�ดีในการนํามาใช้เป็นวสัดสํุาหรับงานที�ต้องการควบคมุอตัราการปลดปล่อยสาร 
[Biman et al., 2009] 

ปี ค.ศ. 2009 Vachiraroj และคณะ   ได้ผลิตโครงเลี *ยงเซลล์แบบผสมจากไฟโบรอินไหม 
เจลาติน ไคโตฐาน และไฮดรอกซีอะพาไทต์  เพื�อทดสอบการเข้ากันได้ทางชีวภาพภายนอก
ร่างกาย และการเหนี�ยวนําเซลล์ไลน์กระดกูหนู (MC3T3-E1)  และเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูหน ู
(mouse MSCs) พบวา่  โครงเลี *ยงเซลล์ที�ผลิตจากเจลาตนิผสมไฟโบรอินไหมให้ผลอย่างเดน่ชดัใน
การสง่เสริมการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของเซลล์   [Vachiraroj et al., 2009] 

ปี ค.ศ. 2010 Okhawilai และคณะ  ได้ศกึษาการใช้แผ่นเส้นใยจากการปั�นไฟฟ้าสถิตเพื�อ
งานควบคมุการปลดปล่อยสาร  เส้นใยผลิตจากสารละลายไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินชนิด B 
ในอตัราส่วน 10/90, 20/80, 30/70, 40/60 และ 50/50  พบว่าแผ่นเส้นใยที�ผลิตจากไฟโบรอินไหม
ไทยผสมเจลาตินในอตัราส่วน 10/90 นั *น ย่อยสลายอย่างรวดเร็วในสารละลายคอลลาจีเนสเนื�อง
จากคอลลาจีเนสทําการย่อยสลายเจลาตินโดยตรง  ผลการทดสอบระบบควบคมุการปลดปล่อย
สารภายนอกร่างกาย ซึ�งทดสอบกับสาร 2 ชนิด คือ aZo-casein และ methylene blue พบว่า 
methylene ถูกดูดซับไว้กับแผ่นเส้นใยเป็นอย่างดี เนื�องจากความแตกต่างของประจุไฟฟ้า  
ระหว่าง methylene ที�มีประจเุป็นบวก  และแผ่นเส้นใยไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินชนิด B ที�มี
ประจุเป็นลบ จากผลการทดลองดงักล่าวทําให้กล่าวได้ว่าคณุสมบตัิทางประจุไฟฟ้าของแผ่นเส้น
ใยไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตนิสามารถนํามาใช้ในการสร้างระบบควบคมุการปลดปล่อยสารได้ 
[Okhawilai et al., 2010] 
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 รูปที� 2.15 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหม (A) และวิธีขึ *นรูปสารละลาย 
ไฟโบรอินไหมแบบตา่งๆ (B)  [Vepari and Kaplan, 2007] 



บทที� 3 

วัสดุและวิธีดาํเนินงานวิจัย 

3.1 วัสดุและสารเคมี 

1. L-Ascorbic (Sigma Co., St. Louis, USA) 
2. Bombyx mori cocoon (พนัธุ์นางน้อยศรีษะเกษ 1 สถาบนัหมอ่นไหมแหง่ชาตเิฉลิมพระ

เกียรตสิมเดจ็พระนางเจ้าสิริกิติ|พระบรมราชินีนาถ, จงัหวดันครราชสีมา) 
3. Collagenase from clostridium histolyticum (2.69 units/ml, Fluka, USA) 
4. Dexamethasone (Sigma Co., St. Louis, USA) 
5. Diethylether (K36335621 631, AnalaR, VWR International Ltd., England) 
6. Dimethylsulfoxide (DMSO) (Sigma-Aldrich, Germany) 
7. Ethanol, absolute (VWR international, UK) 
8. Ethanol, 70% (RCM, Thailand) 
9. Fetal bovine serum (FBS) (Hyclone MA, USA)  
10. Gelatin type A (pI 9, Niita gelatin, Japan) 
11. Glutaraldehyde solution (Fluka, Buchs, Germany) 
12. β-glycerophosphate (Fluka, Germany)  L-glutamine (Hyclone, USA) 
13. Litiumbromide (LiBr) (Sigma-ldrich Laborchemikelien, Germany)  
14. Modified eagle medium (MEM) (Hyclone, MA, USA) 
15. MTT  (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (USB 

corporation, Cleveland, OH, USA) 
16. p-Nitrophenol standard solution (Sigma Co., St. Louis, USA) 
17. p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (Sigma Co., St. Louis, USA) 
18. Penicillin-Streptomycin solution (10,000 units/ml, Hyclone)  
19. Phosphate buffer saline without Ca2+ and Mg2+ (1X PBS(-)) (Hyclone, MA, USA) 
20. SDS lysis buffer (Merck KGaA, Darmstadt, Germany) 
21. Sodium hydrogen carbonate (Fluka, Buchs, Germany) 
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22. Sodium hydroxide (Fluka, Buchs, Germany) 
23. Sodium carbonate (Na2CO3) (Ajax Finechem, Pty’Ltd, Australia) 
24. Trypsin/EDTA (0.25% Trypsin in sodium-EDTA) (Hyclone, MA, USA)  

 

3.2 อุปกรณ์ 

1. Absorbance microplate reader (ELx800, BioTek, USA) 
2. Autopipettes (10-100 µl, 100-1000 µl and 1000-5000 µl with tips) (Eppendorf) 
3. Centrifugal tubes, sterilized (15 ml, 50 ml) (Corning, USA) 
4. Centrifuge (Kubota corporation 6500, Japan) 
5. CO2 incubator (Series II 3110 Water Jacketed Incubator, Thermo Forma, USA) 
6. Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDS) (JSM-5800LV, JEOL Ltd., Tokyo, 

Japan)  
7. Ethylene oxide (Steri-vacTMgas sterilizer, 3M , USA) 
8. Filter system, sterilized (0.2 µm)  (Corning, USA) 
9. Fine coat (JFC-1100E, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 
10. Fluorescent microplate reader (F-2000, HITACHI, Japan) 
11. Freezer, -80°C (Heto, powerdry LL3000, USA) 
12. Hemacytometer (Counting chamber, Boeco, Germany) 
13. Homogenizer (EW-04739-01,IKA, USA) 
14. Laminar Flow Hood (HWS Series 254473, Australia) 
15. Low speed cutting machine (ISOMET1000, BUEHLER, Germany) 
16. Lyophilizer (Heto, powerdry LL3000, USA) 
17. Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 
18. Orbital shaker (Innova 2000, New Brunswick, USA)  
19. Paraffin film  (Bemis, USA) 
20. Phase-contrast microscope (IX70, Olympus Optical Co., Japan) 
21. Polystyrene tissue culture discs (6 cm, 10 cm) (Corning, USA) 
22. Polystyrene tissue culture plates (24-well, 48-well) (Corning, USA) 
23. Scanning Electron Microscopy (JSM-5400, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 
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24. Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10 UV scanning) 
25. Tissue culture flask, sterilized (T75) (Cellstar 658-175) 
26. Universal Testing Machine (No. 5567, Instron, USA) 
27. UV-Vis spectrophotometer (UV-2540, Shimadzu, Japan) 
28. Vacuum drying oven and pump (VD23, Binder, Germany) 
29. Vials, sterilized (1.5 ml) (Corning, USA) 
30. Zetasizer (Nano ZS, Malvern, United Kingdom) 

 

3.3 ขั Iนตอนการดาํเนินงานวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที� 3.1 แผนผงัการดําเนินงานวิจยั 

  

สกดัสารสกดัจากเนื *อฟัน 

(Dentin Matrix Extract) 

วิเคราะห์ลกัษณะสมบตัขิองสารสกดัจากเนื *อฟัน 

- ผลได้ของการสกดั 

- นํ *าหนกัโมเลกลุ 

- ประจ ุ

- ผลตอ่การเจริญเติบโตของเซลล์ไลน์กระดกู 

- ผลตอ่การเปลี�ยนแปลงของเซลล์ไลน์กระดกู 

ผลติตวันําสง่ (Carriers) จากเจลาติน 

และเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย 

วิเคราะห์ลกัษณะสมบตัขิองตวันําสง่ 

- ลกัษณะทางกายภาพ 

- ความคงตวัในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

- อตัราการยอ่ยสลายนอกร่างกาย 

การทดสอบระบบควบคมุการปลดปลอ่ยนอกร่างกาย 

(in vitro controlled release test) 



3.3.1 สกัดและศึกษาลักษณะสมบัตขิองสาร

Extract) 

 สารสกดัจากเนื *อฟัน 

จากผู้ ป่วยนอกของคลินิกคณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

ความสวยงามของฟัน โดยได้รับการยินยอม

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ 

เซลเซียส ไม่เกิน 8 สัปดาห์  

ประมาณ 800 ไมโครเมตร

และทําให้แห้งและแช่แข็ง

EDTA  ที� 4 องศาเซลเซียส 

นําส่วนผสมที�ได้ไปปั�นเหวี�ยง 

ไปไดอะไลส์ (dialyze) โดยใช้แผ่นเยื�อ 

ไอออน  เก็บสารละลายที�ได้ไว้ที�

ให้แห้งแบบเยือกแข็ง (freeze

รูปที� 3.2 ตวัอยา่งฟัน
(B) คือฟันที�ผา่นการ

สกัดและศึกษาลักษณะสมบัตขิองสารสกัดจากเนื Iอฟัน (Dentin 

เนื *อฟัน (Dentin Matrix Extract; DME) สกดัจากฟันของมนษุย์ ที�ถกูถอนมา

จากผู้ ป่วยนอกของคลินิกคณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย

ฟัน โดยได้รับการยินยอมจากผู้บริจาคแล้ว ฟันที�ถอนแล้ว

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ซาไลน์ (phosphate buffer saline; PBS) เก็บไว้ที�อณุหภูมิ 

สัปดาห์  หลังจากนั *นตัดตามขวางเป็นแผ่นๆ (ความหนาของแต่ละแผ่น

ไมโครเมตร)  (รูปที� 3.2) ด้วยเครื�อง Low speed cutting machine

และแช่แข็งด้วยไนโตรเจนเหลว หลงัจากนั *นบดให้เป็นผงแล้ว

องศาเซลเซียส  โดยกวนสารด้วย แท่งแม่เหล็ก ตลอดเป็นเวลาสามสปัดาห์

นําส่วนผสมที�ได้ไปปั�นเหวี�ยง (centrifuge) 10,000 รอบตอ่นาที นาน 30 นาที จากนั *นนําส่วน

โดยใช้แผ่นเยื�อ Spectra/Por® (MWCO 12-14,000)

สารละลายที�ได้ไว้ที�อณุหภูมิ -80 องศาเซลเซียส  นําไปทําให้แห้ง

freeze-drying)  ได้ DME ในลกัษณะเป็นผง สีขาวขุน่  

(A) 

 

(B) 

 

ฟันมนษุย์ โดย (A) คือฟันที�ผา่นการล้างทําความสะอาดด้วย 
คือฟันที�ผา่นการตดัตามขวางเป็นแผน่ด้วยเครื�อง Low speed cutting machine
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Dentin Matrix 

จากฟันของมนษุย์ ที�ถกูถอนมา

จากผู้ ป่วยนอกของคลินิกคณะทันตแพทยศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  เนื�องจากปัญหา

แล้ว ฟันที�ถอนแล้วถูกนําไปล้างด้วย

เก็บไว้ที�อณุหภูมิ -80 องศา

ความหนาของแต่ละแผ่น

Low speed cutting machine  (รูปที� 3.3)  

แล้วนําไปแช่ใน 0.5 M 

เป็นเวลาสามสปัดาห์ (รูปที� 3.4)  

นาที จากนั *นนําส่วนบน

14,000)  ด้วยนํ *าปราศจาก

แห้งด้วยกระบวนการทํา

ในลกัษณะเป็นผง สีขาวขุน่  (รูปที� 3.5) 

 

คือฟันที�ผา่นการล้างทําความสะอาดด้วย PBS แล้ว 
Low speed cutting machine 



รูปที� 3.3 เครื�อง Low speed cutting machine 

รูปที� 3.4 ฟันที�ถกูบดจนกลายเป็น
กวนสารด้วยแทง่แมเ่หล็ก

 

 

Low speed cutting machine รุ่น ISOMET1000 ยี�ห้อ BUEHLER 

 

 

ฟันที�ถกูบดจนกลายเป็นผงฟัน  ถกูนํามาแชใ่น 0.5 M EDTA ที� 4 
แทง่แมเ่หล็กเป็นเวลา 3 สปัดาห์  ก่อนนําไปปั�นเหวี�ยงเพื�อแยกสว่นที�ไมล่ะลายออกไป
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BUEHLER (Germany) 

4 องศาเซลเซียส  และ
ก่อนนําไปปั�นเหวี�ยงเพื�อแยกสว่นที�ไมล่ะลายออกไป 



ศกึษาลกัษณะสมบตัขิองสารสกดัจากเนื *อฟัน

3.3.1.1 ผลได้ของการสกดั

 คา่ผลได้ของการสกดัได้มาจากการเปรียบ
ผงฟันที�ได้จากการตดัเป็นชิ *นแล้วนําไปตําให้เป็นผง ตอ่ นํ *าหนกัแห้งของสารสกดัที�ผ่านการทําให้
แห้งแบบเยือกแข็งแล้ว 

 รูปที� 3.5 ผง

3.3.1.2 นํ *าหนกัโมเลกลุ 

 การวิเคราะห์นํ *าหนกัโมเลกุล
Electrophoresis (SDS-
โมเลกุล  โดยอาศยัการใช้สนามไฟฟ้าเหนี�ยวนําให้โปรตี
โปรตีนที�มีขนาดโมเลกุลใหญ่จะเคลื�อนที�ได้ระยะทางน้อยกว่าโปรตีนที�มีขนาดโมเลกุลเล็ก  แต่
เนื�องจากคา่ความเป็นประจขุองโปรตีนแตล่ะชนิดไม่เท่ากนั  จึงต้องอาศยัการใช้
ผิว ที�มีประจลุบ (anionic detergent) 
ลิเปปไทด์ ทําให้ได้ผลิตภณัฑ์
ของโปรตีน  ทําให้คา่ประจขุอง 
ใดก็ตาม  ก็จะเคลื�อนที�ไปในทิศทางเดียวกนัคือเข้าหาขั *ว
มวลหรือมีความหนาแน่นของประจุคงที� เท่ากัน
Polyacrylamide Gel Electrophoresis 
ตวัอย่างกบัโปรตีนมาตรฐานที�ทราบมวลโมเลกลุ 
ตวัอยา่งได้ 

สารสกดัจากเนื *อฟัน ได้แก่ 

ของการสกดั (Yield) 

คา่ผลได้ของการสกดัได้มาจากการเปรียบเทียบร้อยละอตัราส่วนระหว่าง นํ *าหนกัแห้งของ
ผงฟันที�ได้จากการตดัเป็นชิ *นแล้วนําไปตําให้เป็นผง ตอ่ นํ *าหนกัแห้งของสารสกดัที�ผ่านการทําให้

 

ผง DME ที�ได้หลงัผา่นกระบวนการทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง

นํ *าหนกัโมเลกลุ (Molecular Weight) 

การวิเคราะห์นํ *าหนกัโมเลกุลโดยวิธี Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel 
-PAGE)  คือ เทคนิคที�ใช้ในการแยกหน่วยย่อยของโปรตีนและหามวล

โดยอาศยัการใช้สนามไฟฟ้าเหนี�ยวนําให้โปรตีนเคลื�อนที�ผ่านเนื *อเจลโพลีอะคริ
โปรตีนที�มีขนาดโมเลกุลใหญ่จะเคลื�อนที�ได้ระยะทางน้อยกว่าโปรตีนที�มีขนาดโมเลกุลเล็ก  แต่
เนื�องจากคา่ความเป็นประจขุองโปรตีนแตล่ะชนิดไม่เท่ากนั  จึงต้องอาศยัการใช้

anionic detergent)  คือ Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)
ทําให้ได้ผลิตภณัฑ์เป็น SDS-polypeptide complex   ประจขุอง 

ทําให้คา่ประจขุอง SDS-polypeptide complex นี *จะเป็นลบไม่ว่าจะเป็นโปรตีนชนิ
เคลื�อนที�ไปในทิศทางเดียวกนัคือเข้าหาขั *วประจบุวก   และมีอตัราส่วนของประจตุอ่

มวลหรือมีความหนาแน่นของประจุคงที� เท่ากันด้วย  จึงสามารถนําไปเข้าสู่กระบวนการ 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis ได้  เมื�อเปรียบเทียบการเคลื�อนที�ของ

โปรตีนมาตรฐานที�ทราบมวลโมเลกลุ  จะทําให้ทราบถึงมวลโมเลกลุของพอลิ

10 mm 
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เทียบร้อยละอตัราส่วนระหว่าง นํ *าหนกัแห้งของ
ผงฟันที�ได้จากการตดัเป็นชิ *นแล้วนําไปตําให้เป็นผง ตอ่ นํ *าหนกัแห้งของสารสกดัที�ผ่านการทําให้

เยือกแข็ง 

Polyacrylamide Gel 
เทคนิคที�ใช้ในการแยกหน่วยย่อยของโปรตีนและหามวล

นเคลื�อนที�ผ่านเนื *อเจลโพลีอะคริลาไมด์  
โปรตีนที�มีขนาดโมเลกุลใหญ่จะเคลื�อนที�ได้ระยะทางน้อยกว่าโปรตีนที�มีขนาดโมเลกุลเล็ก  แต่
เนื�องจากคา่ความเป็นประจขุองโปรตีนแตล่ะชนิดไม่เท่ากนั  จึงต้องอาศยัการใช้สารสารลดแรงตงึ

SDS)  เข้าจบักบัสายโซ่พอ
ประจขุอง SDS จะบดบงัประจุ

นี *จะเป็นลบไม่ว่าจะเป็นโปรตีนชนิด
มีอตัราส่วนของประจตุอ่

ด้วย  จึงสามารถนําไปเข้าสู่กระบวนการ 
เมื�อเปรียบเทียบการเคลื�อนที�ของพอลิเปปไทด์
จะทําให้ทราบถึงมวลโมเลกลุของพอลิเปปไทด์
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 SDS-PAGE เป็นเทคนิคที�ง่าย รวดเร็ว สามารถใช้ศึกษาปริมาณโปรตีนที�น้อยระดับ
ไมโครกรัมได้   สารผสมโปรตีนที�ต้องการแยกและหามวลโมเลกุลนั *น  ต้องถูกทําให้เสียสภาพ
ธรรมชาติก่อน  โดยการให้ความร้อนที� 100  องศาเซลเซียส  ร่วมกับการใช้สารไธออล (thiol 
reagent) สลายพันธะไดซัลไฟด์  สารไธออลที�ใช้ในการทดลองนี *คือ ไดไธโอธรีอิทอล 
(dithiothreitol; DTT) ผลของการแยกโปรตีน สามารถมองเห็นแถบพอลิเปปไทด์เมื�อนําเจลไปย้อม
สีด้วย Coomassie blue (วิธีการโดยละเอียดแสดงในภาคผนวก ก) 

3.3.1.3 ประจ ุ(Electric charge) 

 การวดัประจโุดยตรงได้นั *นทําได้ไม่ง่ายนกั  จึงใช้การวดัศกัย์ซีต้า (Zeta potential)  แทน  
ศกัย์ซีต้าหมายถึงแรงดนัไฟฟ้าที�แตกต่างกันระหว่างผิวหน้าของอนภุาคกับของเหลวที�อนภุาคนั *น
แขวนลอยอยู่   ถ้าอนุภาคมีคา่ศกัย์ซีต้าที�สูง (ไม่ว่าจะเป็นบวกหรือลบ)  เมื�ออนุภาคเคลื�อนที�เข้า
ใกล้กัน   อนุภาคเหล่านั *นจะผลกักนั  ทําให้เกิดความเสถียรทางด้านการกระจายลอยตวั  ในทาง
ตรงข้ามถ้าอนภุาคนั *นมีคา่ศกัย์ซีต้าที�ตํ�า อนภุาคจะเข้ามาเกาะรวมตวักนัได้ง่าย ทําให้เกิดความไม่
เสถียรของระบบขึ *น  อนุภาคส่วนใหญ่เมื�อกระจายตวัอยู่ในของเหลวที�มีขั *ว เช่น นํ *า  จะเกิดการ
แตกตวัให้ประจทีุ�พื *นผิวของอนภุาค  ซึ�งสามารถเกิดปฏิกิริยากบัประจตุรงข้าม (counter ion) ใน
ตวักลางหรือของเหลวที�อนภุาคกระจายอยู่   ปฏิกิริยาดงักล่าวทําให้เกิดการดดูซบัประจตุรงข้ามที�
พื *นผิวของอนภุาคเพิ�มขึ *น  ปรากฏการณ์ที�เกิดขึ *นนี *จะทําให้เกิดสภาพที�เรียกว่า electrical double 
layer โดยชั *นในที�มีประจอุยู่อย่างหนาแน่นจะเรียกว่า slipping plane จะประพฤติตวัเสมือนเป็น
หนึ�งอนุภาค สมบตัิตรงตําแหน่งนี *มีความสําคญัมาก  เนื�องจากสามารถอธิบายพฤติกรรมของ
อนุภาคได้ดีกว่าประจุที�ผิวของอนุภาค  ซึ�งค่าที�วัดได้ ณ ตําแหน่งนี *ก็คือ ค่าศกัย์ซีต้า  [รุสนี  
กลุวิจิตร, 2551 : ออนไลน์]  ดงัแสดงในรูปที� 3.6 

 การวดัค่าศกัย์ซีต้า  ทําได้โดยการนําสารสกัดจากเนื *อฟันมาผสมในสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์หรือ PBS (พีเอช 7.5) ให้มีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร และผสมในนํ *า
ปราศจากไอออน (พีเอช 5.5) ให้มีความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร เช่นเดียวกนั หลงัจากนั *น
ตวัอย่างนําสารละลายทั *งสองตวัอย่าง ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต่อตวัอย่าง จดัส่งไปตรวจวดัด้วย
เครื�อง Zetasizer รุ่น Nano ZS ยี�ห้อ Malvern (United Kingdom) ที�ศนูย์นาโนเทคโนโลยีแห่งชาต ิ
(Nanotec) อําเภอคลองหลวง จงัหวดัปทมุธานี 
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รูปที� 3.6  ตําแหนง่ในการวดัคา่ศกัย์ซีต้า  [Malvern Instruments Ltd., 2012 : online] 

 

3.3.1.4 ผลของสารสกดัจากเนื *อฟันตอ่การเจริญเติบโตของเซลล์ไลน์กระดกู MC3T3-E1 

 โดยแบง่ออกเป็น 2 การทดลอง  ได้แก่ 

ก. การศึกษาผลของ DME ต่อการเจริญเติบโตของ MC3T3-E1 เมื�อเลี *ยงด้วย
อาหารเลี *ยงเซลล์ที�ผสมซีรัมน้อยกวา่ปกต ิ(2%) 

  โดยปกติแล้วอาหารเลี *ยงเซลล์ที�ใช้เพาะเลี *ยงเซลล์ MC3T3-E1 คือ 

อาหารเลี *ยงเซลล์ชนิด Modified eagle medium หรือ MEM (Hyclone, MA, 

USA) ผสมซีรัม Fetal Bovine Serum (FBS) ให้ได้ความเข้มข้นร้อยละ10 โดย

ปริมาตร  และมีการเปลี�ยนถ่ายอาหารเลี *ยงเซลล์ทุกๆ 3 วนั  การทดลองนี *จึงมี

วตัถปุระสงค์เพื�อดผูลของ DME ว่าส่งเสริมการเจริญเติบโตของ MC3T3-E1 ใน

สภาวะที�มีซีรัมร้อยละ 2 ซึ�งน้อยกว่าปกติ โดย DME สามารถส่งเสริมการ

เจริญเติบโตทดแทนการขาดหายไปของซีรัมได้หรือไม่  โดยประเมินอัตราการ
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เจริญเติบโตของ MC3T3-E1 ในสภาวะที�มีซีรัมร้อยละ 2 ในสภาวะมีและไม่มี 

DME ผสมอยู ่

  สารสกัดจากเนื *อฟันถูกเติมลงไปในอาหารเลี *ยงเซลล์ชนิดผสมซีรัม 2% 

โดยปริมาตร (MEM with 2% FBS) ที�ความเข้มข้น 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร, 100 

ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร, และ 10 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเซลล์ที�เลี *ยงด้วย

อาหารเลี *ยงเซลล์ที�ไม่เติมสารสกดัจากเนื *อฟัน เป็นกลุ่มควบคมุ (n=4) เพาะเลี *ยง

เซลล์ในอตัราสว่น 2x104 เซลล์ตอ่หลมุ ในถาดเลี *ยงเซลล์แบบ 24 หลมุ ในสภาวะ

ที�มี CO2 ร้อยละ 5  อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความชื *นร้อยละ 95 และเก็บ

ตวัอย่างมาวิเคราะห์ผลในระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง โดยไม่มีการเปลี�ยน

อาหารเลี *ยงเซลล์ 

ข. การศึกษาผลของ DME ต่อการเจริญเติบโตของ MC3T3-E1 เมื�อเลี *ยงด้วย
อาหารเลี *ยงเซลล์ที�ผสมซีรัมอตัราปกต ิ(10%) 

  สารสกดัจากเนื *อฟันถกูเติมลงไปในอาหารเลี *ยงเซลล์ชนิดผสมซีรัม 10% 

โดยปริมาตร (MEM with 10% FBS) ในอตัราส่วน 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร, 

และ 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยเซลล์ที�เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ที�ไม่เติมสาร

สกัดจากเนื *อฟัน เป็นกลุ่มควบคุม (n=4) เพาะเลี *ยงเซลล์ในอัตราส่วน 2x104 

เซลล์ต่อหลุม ในถาดเลี *ยงเซลล์แบบ 24 หลุม ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5 

อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความชื *นร้อยละ 95 และเก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ผล

ในระยะเวลา 24, 48 และ 72 ชั�วโมง โดยไมมี่การเปลี�ยนอาหารเลี *ยงเซลล์ 

 การวิเคราะห์อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์  แสดงรายละเอียดในภาคผนวก ข  

ซึ�งมีวิธีการโดยย่อคือ  วัดจํานวนเซลล์โดยวิธี MTT assay และคํานวณอตัราการเจริญเติบโต

จําเพาะ (specific growth rate; µ) ของเซลล์  และเวลาที�ใช้ในการเพิ�มจํานวนจากเดิมเป็น 2 เท่า 

(population doubling time; PDT) ด้วยสมการดงัตอ่ไปนี *  [Roth,  2006] 
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 คือ จํานวนเซลล์ที�เปลี�ยนแปลงตอ่เวลา ในชว่ง log phase 

 ตวัอยา่งการคํานวณแสดงในภาคผนวก ค 

 

3.3.1.5 ผลของสารสกดัจากเนื *อฟันตอ่การเปลี�ยนแปลงของเซลล์ไลน์กระดกู MC3T3-E1 

 โดยแบง่ออกเป็น 2 การทดลอง  ได้แก่ 

ก. การศึกษาเปรียบเทียบผลของ DME กับ Dexamethasone ที�มีต่อการ
เปลี�ยนแปลงของเซลล์ 

  การเพาะเลี *ยงเซลล์เพื�อให้เปลี�ยนแปลงเป็นกระดกูนั *น  ใช้อาหารเลี *ยง
เซลล์ที�มีส่วนผสมของสารที�ช่วยชกันําให้เกิดการเปลี�ยนแปลงเป็นกระดกู  สาร
เหล่านั *นได้แก่ β-glycerophosphate, L-Ascorbic acid และ Dexamethasone 
(Dex)  โดยเรียกอาหารเลี *ยงเซลล์ประเภทนี *ว่า Osteogenic medium  แตจ่าก
การศกึษารายงานวิจยับางฉบบั พบว่า  Dex ไม่มีความจําเป็นตอ่การเพาะเลี *ยง
ให้เซลล์ MC3T3-E1 เปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดกู แค่อาหารเลี *ยงเซลล์ที�ผสม β-
glycerophosphate และ L-Ascorbic acid ก็เพียงพอแล้ว [Lian et al., 1997]    
การทดลองนี *จึงใช้อาหารเลี *ยงเซลล์ที�ไม่ผสม Dex (MEM ผสม 10%FBS + 
10mM β-glycerophosphate + 50µg/ml L-ascorbic acid ; ใช้ตวัย่อว่า OM)  
เป็นอาหารเลี *ยงเซลล์ควบคมุ  โดยสารสกัดจากเนื *อฟัน (DME) ถูกเติมลงไปใน 
OM ให้ได้ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  และเปรียบเทียบกบัผลของ
การผสม 10-7 M  Dex ใน OM   โดยเซลล์ที�เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ที�ไม่เติม
สารสกดัจากเนื *อฟัน เป็นกลุม่ควบคมุ (n=4) แบง่กลุม่การทดลองได้ 4 กลุม่ดงันี * 

 กลุ่ม 1 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM (กลุ่มควบคมุ) 
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 กลุ่ม 2 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + Dex 
 กลุ่ม 3 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 
 กลุ่ม 4 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + Dex+ DME 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร 

 เพาะเลี *ยงเซลล์ในอัตราส่วน 8x104 เซลล์ต่อหลุม คิดเป็นความหนาแน่น

ประมาณ 4.21x104 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร ซึ�งเหมาะสมต่อการศึกษาการ

เปลี�ยนแปลงของเซลล์ MC3T3-E1 ไปเป็นเซลล์กระดกู [Wang et al., 2008]  ใน

ถาดเลี *ยงเซลล์แบบ 24 หลุม ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5 อุณหภูมิ 37 องศา

เซลเซียส ความชื *นร้อยละ 95 และเก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ผลที�ระยะเวลา 5 วนั 

โดยเปลี�ยนอาหารเลี *ยงเซลล์ทุก 3 วัน  แล้วนํามาวิเคราะห์ผลของกิจกรรม

เอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase;  ALP) ที�เกิดขึ *น  

หลังจากนั *นที�ระยะเวลา 21 วัน เก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ผลการสังเคราะห์

แคลเซียมด้วยการย้อมสี Alizarin Red-s  [Carson, 1990]   

ข. การศึกษาเปรียบเทียบผลของ DME ในอัตราส่วนต่างๆ ที�มีต่อการ
เปลี�ยนแปลงของเซลล์ 

  สารสกดัจากเนื *อฟัน (DME) ถกูเติมลงไปในอาหารเลี *ยงเซลล์ผสมพิเศษ 
(MEM ผสม 10% FBS + 10 mM β-glycerophosphate + 50µg/ml L-ascorbic 
acid; ใช้ตวัย่อว่า OM) ในอตัราส่วน 25, 50, 100, และ 500 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร  โดยเซลล์ที�เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ OM ที�ไม่เติมสารสกัดจากเนื *อ
ฟัน  และเซลล์ที�เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ปกติ (10% FBS-MEM; ใช้ตวัย่อว่า 
Growth M)  เป็นกลุม่ควบคมุ (n=4) ดงัจะแบง่ได้แบง่ 6 กลุม่ตวัอยา่งดงันี * 
 
 กลุ่ม 1 : เซลล์เลี�ยงดว้ย Growth M อย่างเดียว 
 กลุ่ม 2 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM อย่างเดียว 
 กลุ่ม 3 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 25 µg/ml 
 กลุ่ม 4 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 50 µg/ml 
 กลุ่ม 5 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 100 µg/ml 
 กลุ่ม 6 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 500 µg/ml 
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เพาะเลี *ยงเซลล์ด้วยความหนาแน่นและสภาวะเดียวกับการทดลองที� 3.3.1.5.ก  
โดยเก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ผลที�ระยะเวลา 10 วนั  โดยเปลี�ยนอาหารเลี *ยงเซลล์
ทกุ 3 วนั  วิเคราะห์ผลของกิจกรรมเอนไซม์ ALP 

 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์ ALP ในเซลล์กระดกู  ทําโดยการให้ทําให้เซลล์แตกใน

สารละลาย sodium dodecyl sulfate (SDS) ซึ�งเป็นสารลดแรงตึงผิวทําให้เยื�อหุ้มเซลล์แตก  

ของเหลวที�อยูภ่ายในจงึถกูปลอ่ยออกมา ได้เป็น cell lysate ที�ประกอบด้วยเอนไซม์ ALP  ซึ�งจะทํา

ปฏิกิริยากับสาร p-Nitrophenyl phostphate  ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ความเข้มข้นของ

ผลิตภณัฑ์จากการทดลองสามารถได้จากคา่การดดูกลืนแสงที� 405 นาโนเมตร  [Bomers and 

McComb, 1975]  ดงัรายละเอียดในภาคผนวก ง 

 การสงัเคราะห์แคลเซียมประเมินได้โดยการย้อมสีเซลล์ด้วย Alizarin Red-s ปริมาณ  

0.5 -1.0 มิลลิลิตร  แช่ไว้เป็นเวลา 2 นาที  แล้วเขย่าเพื�อให้สารละลายที�มากเกินพอหลุดออก  

หลงัจากนั *นทําให้แห้งด้วยการล้างด้วยในอะซิโตน (acetone) 20 ครั *ง  และล้างด้วยสารละลายอะ

ซิโตนผสมไซลีน (xylene) เป็นจํานวน 20 ครั *ง โดยแคลเซียมจะย้อมติดสีส้ม-แดง  [Carson, 

1990]  [IHC World Team, 2003 : Online] 

 

3.3.2 ผลิตและศึกษาลักษณะสมบัตติัวนําส่งเจลาตนิและเจลาตนิผสมไฟโบรอิน

ไหมไทย 

การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย อ้างอิงจากวิธีการของ Kim และคณะ (2005)    
โดยการนํารังไหมไทยพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 ที�แยกเอาปยุไหมออกมาต้มในสารละลายโซเดียม
คาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ เป็นเวลา 20 นาที เพื�อให้เซริซินหลุดออก  
หลงัจากนั *นล้างด้วยความปราศไอออนจนเซริซินหลุดออกหมดจึงนําไปตากให้แห้ง เส้นใยไฟโบ
รอินที�ได้เมื�อตากให้แห้งแล้ว  นํามาละลายในสารละลายลิเทียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 9 โมลาร์ ที�
อณุหภมูิ 60 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 4 ชั�วโมง  นําสารละลายที�ได้ไปไดอะไลส์ (dialyze) ผ่านเยื�อ
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กรอง (MWCO 3500, Pierce, France) ในนํ *าปราศจากไอออน เป็นเวลา 3 วนั  เพื�อให้ได้
สารละลายไฟโบรอินไหมไทย ความเข้มข้นร้อยละ 5.5 – 6.5 โดยนํ *าหนกั   

การเตรียมสารละลายเจลาตินชนิด A ทําโดยการนําเจลาตินชนิด A (pI 9, Nitta, Japan) 

แชใ่นนํ *าปราศจากไอออนเป็นเวลาอย่างน้อย 30 นาที  เพื�อให้เจลาตินบวมตวัอย่างเต็มที�ก่อนการ

ผสม ที�อณุหภูมิห้อง ในอตัราส่วนความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยนํ *าหนกั แล้วจึงปั�นกวนที�อณุหภูมิ 50 

องศาเซลเซียส ด้วยแท่งแม่เหล็กเป็นเวลา 30 นาที  จนสารละลายเป็นเนื *อเดียวกนั   จากนั *นผสม

สารละลายเจลาตินชนิด A ผสมกบัสารละลายไฟโบรอินไหม ในอตัราส่วนเจลาตินต่อไฟโบรอิน

ไหม เป็น 100:0, 70:30, 50:50 ตามลําดบั ได้สารละลายความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยนํ *าหนกั เติม

สารเชื�อมขวาง คือ กลูตารอลดีไฮด์ ความเข้มข้นร้อยละ 0.1 โดยนํ *าหนกั  เทสารละลายที�ได้ลงใน

ภาชนะสําหรับขึ *นรูป  แล้วนําไปแช่เย็นที�อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ในที�ไม่มีแสง เป็นเวลา 24 

ชั�วโมง  เพื�อให้เกิดการเชื�อมขวางของเจลาติน  หลงัจากนั *นนําไปล้างกลตูารอลดีไฮด์ส่วนเกินด้วย

การแช่ในสารละลายไกลซีนความเข้มข้น 0.1 โมลาร์   เป็นเวลา 3 ชั�วโมง  แล้วล้างด้วยนํ *า

ปราศจากไอออน 3 ครั *ง ครั *งละ 3 ชั�วโมง  หลงัจากนั *นแช่แข็งที�อณุหภูมิ -40 องศาเซลเซียส อีก

อย่างน้อย 12 ชั�วโมง  จึงนํามาเข้าสู่การทําแห้งแบบเยือกแข็ง  เมื�อแห้งแล้วจึงตดัตวันําส่งให้มี

ลกัษณะเป็นทรงกระบอกขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 11 มิลลิเมตร สูง 1 มิลลิเมตร  ตวั

นําส่งถกูทําให้ปราศจากเชื *อด้วยกระบวนการพลาสมา (กําลงัไฟฟ้า 1000 วตัต์   ความดนั 10 

ปาสคาล  ใช้ก๊าซ Ar, H2, N2, และ O2)  ที�หน่วยจ่ายกลาง โรงพยาบาลจฬุาลงกรณ์  และเก็บให้

ปราศจากความชื *นที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียส  เพื�อการศกึษาลกัษณะสมบตัติอ่ไป 

 

3.3.2.1 ลกัษณะทางกายภาพ 

การวิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างสัณฐานของตัวนําส่งทําภายใต้ใช้กล้องจุลทรรศน์

อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM-JSM-5420LV JEOL Ltd., 

Japan)  โดยนําตวันําส่งมาตดัเป็นชิ *นเล็กๆ แล้วนําชิ *นส่วนตวันําส่งที�ตดัแล้วไปเคลือบด้วยทอง  

ก่อนทําการถ่ายภาพที�กําลงัขยายตา่งๆ 



44 

 

 การวิเคราะห์ค่าเฉลี�ยของ นํ *าหนกั (weight) ความหนาแน่น (density) และการดดูซบันํ *า 

(water swelling) ของตวันําส่งแบบตา่งๆ  หาคา่อตัราการดดูซบันํ *าโดยวิธีชั�งนํ *าหนกัของตวันําส่ง

ก่อนและหลงัแช่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (พีเอช 7.4) จนอิ�มตวั  เป็นเวลา 3 ชั�วโมง  และ

คํานวณการดดูซบันํ *าดงัสมการที� (3) 

 

 การดดูซบันํ *า (%โดยนํ *าหนกั) = (Ww- Wd)/ Ww x 100 …………..…..(3) 

เมื�อ Ww = นํ *าหนกัเปียก Wd = นํ *าหนกัแห้ง 

 

3.3.2.2 ความคงตวัของตวันําสง่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

  เจลาตินเป็นชีววสัดทีุ�มีความสามารถละลายในนํ *าได้ดี  จึงจําเป็นที�ต้องมีการเชื�อมขวาง

ด้วยกลูตารอลดีไฮด์  เพื�อให้ตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินย่อยสลายและละลายได้ยากขึ *น  จึงทํา

การทดสอบวา่ ตวันําสง่ที�ผลิตจากเจลาตนิที�ผา่นการเชื�อมขวางแล้วนั *น  มีความคงตวัเมื�อถกูแช่ใน

สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์อยา่งไร   โดยวิธีชั�งนํ *าหนกัของตวันําสง่ก่อนและหลงัแชใ่นสารละลาย

ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (พีเอช 7.4) ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 และ 5 วนั  และประเมิน

ความคงตวัจากนํ *าหนกัที�หายไป  ตามสมการ (4) 

 

 ร้อยละนํ *าหนกัที�หายไป (%โดยนํ *าหนกั) = (Wt- Wd)/ Wt x 100 …………..…..(4) 

เมื�อ Wt = นํ *าหนกัของตวันําสง่หลงัแชใ่นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ ณ เวลานั *นๆ 

  Wd = นํ *าหนกัของตวันําสง่แห้งก่อนแชใ่นสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ 

 

3.3.2.3 การยอ่ยสลายของตวันําสง่ภายนอกร่างกาย (in vitro degradation) 

  ตวันําส่งทุกชนิดนํ *าหนกัเฉลี�ย 6.25 ± 0.69 มิลลิกรัม ถูกแช่ในสารละลายฟอสเฟต

บฟัเฟอร์ที�มีเอนไซม์คอลลาจีเนส ชนิดที� 1 (Collagenase type I) ความเข้มข้น 1 หน่วยต่อ

มิลลิลิตร (8 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร) ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปลี�ยนสารละลายทกุๆ 2 วนั 
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ตัวอย่างชิ *นงานถูกนํามาล้างด้วยนํ *าปราศจากไอออน  และทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง  แล้วชั�ง

นํ *าหนกัของตวันําสง่ที�คงเหลือที�เวลา 24, 48, 72 และ 96 ชั�วโมง 

3.3.3  การทดสอบระบบควบคุมการปลดปล่อยภายนอกร่างกาย (in vitro 

controlled release) 

DME (ความเข้มข้น 2.5 ไมโครกรัมตอ่ไมโครลิตร ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 

7.4)  ถูกนํามาดดูซบัลงบนตวันําส่ง โดยดดัแปลงมาจากวิธีการของ Hori K. และคณะ (2007) 

และ Pastel Z. และคณะ (2008) กล่าวคือ ใช้อตัราส่วนสารละลาย DME ปริมาตรไม่เกิน 10 

ไมโครลิตร ตอ่นํ *าหนกัแห้งของตวันําส่ง 2 มิลลิกรัม [Hori et al., 2007] [Pastel et al., 2008]  

หลงัจากนั *นนําตวันําสง่ที�ดดูซบั DME แล้วไปเก็บไว้ที�อณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลาอย่างน้อย 

20 ชั�วโมง เพื�อให้ DME ถกูดดูซบัเตม็ที�และตวันําสง่แห้งสนิท 

 

3.3.3.1 อตัราการปลดปล่อยภายนอกร่างกาย 

ตวันําส่งที�ดูดซับ DME ไว้  ถูกนํามาแช่ลงสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ปริมาตร 1.5 

มิลลิลิตรตอ่ตวันําส่ง 1 ชิ *น  ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  ดดูเก็บสารละลาย 1.5 มิลลิลิตร  และ

เติมสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ใหม่ในปริมาณที�เท่ากนั  ที�เวลา 6, 12, 24, 36 และ 48 ชั�วโมง  

วิเคราะห์ปริมาณโปรตีนในสารละลายด้วยวิธี bicinchoninic acid (BCA) assay  ดงัแสดง

รายละเอียดในภาคผนวก จ  โดยสารละลายที�ผา่นการแชต่วันําสง่เปลา่แตล่ะชนิดเป็นกลุม่ควบคมุ 

 

3.3.3.2 ผลของระบบควบคมุการปลดปล่อยสารสกดัจากเนื *อฟันตอ่การเปลี�ยนแปลงของ

เซลล์ไลน์กระดกู MC3T3-E  

โดยแบง่ออกเป็น 2 การทดลอง คือ 

ก. ผลของระยะเวลาในการใช้ DME ต่อการเปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดูกของเซลล์ 
MC3T3-E1 
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การทดลองนี * มีวตัถปุระสงค์เพื�อศกึษาผลของระยะเวลาในการใช้ DME ตอ่เซลล์ MC3T3-

E1 โดยการเปรียบเทียบปฏิกิริยาของเซลล์ MC3T3-E1 ตอ่การคงสภาวะความเข้มข้นของ DME 

ตลอดระยะเวลาเพาะเลี *ยง 10 วนั  และการใช้ DME เพียง 3 วนัแรกของการเพาะเลี *ยง ว่าการใช้ 

DME แบบใดจะส่งผลส่งเสริมการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ MC3T3-E1 ไปเป็นกระดกูได้ดีกว่ากัน  

DME  โดยเพาะเลี *ยงในถาดเลี *ยงเซลล์โดยไม่ใช้ตวันําส่ง ด้วยความหนาแน่นและสภาวะเดียวกบั

การทดลองที� 3.3.1.5   ในอาหารเลี *ยงเซลล์แบบ OM  (MEM + 10% FBS + 10mM β-

glycerophosphate + 50µg/ml L-ascorbic acid)  1 มิลลิลิตรตอ่หลมุ  มีการเปลี�ยนอาหารเลี *ยง

เซลล์ใหมท่กุ 3 วนั  โดยแบง่กลุม่ตวัอยา่งออกเป็น 4 กลุม่ ได้แก่ 

กลุม่ 1 : ไมเ่ตมิ DME ใช้เป็นกลุม่ควบคมุ (control)  
กลุม่ 2 : เตมิ DME 50 ไมโครกรัม ทกุ 3 วนั  (DME 50) 

 กลุม่ 3 : เตมิ DME 100 ไมโครกรัม ทกุ 3 วนั  (DME 100) 
กลุม่ 4 : เตมิ DME 100 ไมโครกรัมครั *งเดียว  (DME 100x1) 

ข. การศึกษาเปรียบเทียบผลของ DME ในการเพาะเลี *ยงเซลล์บนตวันําส่งต่อการ
เปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ MC3T3-E1 

การทดลองนี * มีวตัถปุระสงค์เพื�อศกึษาผลของ DME ตอ่เซลล์ MC3T3-E1 ที�เพาะเลี *ยงบน

ตวันําสง่  ในสภาวะดงัที�กลา่วมาแล้ว  โดยแบง่กลุม่ตวัอยา่งออกเป็น 6 กลุม่  ได้แก่ 

 กลุม่ 1 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 100:0  ที�ไมมี่ DME (G:SF 100:0) 
กลุม่ 2 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 100:0  ที�มี DME 100 ไมโครกรัม(G:SF 100:0 + DME) 
กลุม่ 3 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 70:30  ที�ไมมี่ DME (G:SF 70:30) 
กลุม่ 4 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 70:30  ที�มี DME 100 ไมโครกรัม(G:SF 70:30 + DME) 
กลุม่ 5 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 50:50  ที�ไมมี่ DME (G:SF 50:50 + DME) 

 กลุม่ 6 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 50:50  ที�มี DME 100 ไมโครกรัม(G:SF 50:50 + DME) 
  
 การทดลองทั *งสอง มีการเก็บตวัอย่างเซลล์ในวันที� 10 ของการเพาะเลี *ยงเพื�อนํามา

วิเคราะห์การแสดงออกของยีน (gene expression) ด้วยเทคนิค Reverse Transcription 
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Polymerase Chain Reaction (RT-PCR) แสดงรายละเอียดใน ภาคผนวก ฉ  โดยใช้ไพรเมอร์ 

(primer) ที�เจาะจงกับ Alkaline Phosphatase (ALP), Collagen-1 (Col-1), Osteopontin  

(OPN), Osteocalcin (OC) และ Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)  

ดงัในตารางที� 3.1  หลงัจากนั *น DNA ที�ได้จากการกระบวนการ RT-PCR คดัแยกด้วยเทคนิค 

Agarose gel electrophoresis ซึ�งใน  Agarose gel มีส่วนผสม ของ Ethidium bromide dye ที�มี

ความสามารถในการจบักบั DNA และทําให้สามารถมองเห็นภายใต้แสง UV ได้  [White, 1997]  

เมื�อถ่ายภาพแถบของ DNA ภายใต้แสง UV แล้วนําภาพดงักลา่วมาวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 

ALP, Col-1, OPN และ OC  ด้วยการเทียบความเข้มแสงกบัการแสดงออกของยีน GAPDH 

 

ตารางที� 3.1 ชื�อยีนและลําดบัเบสของไพรเมอร์ที�ใช้ในกระบวนการ PCR (Quantitative PCR 

Genes and Primer Sequences) 

Gene Name Forward primer sequence (5’ to 3’) Reverse primer sequence (5’ to 3’) 
mouse GAPDH ACTTTGTCAAGCTCATTTCC TGCAGCGAACTTTATTGATG 

mouse ALP GTTGCCAAGCTGGGAAGAACAC CCCACCCCGCTATTCCAAAC 
mouse Col-I GGTGCCCCCGGTCTTCAG AGGGCCAGGGGGTCCAGCATTTC 
mouse OPN CCAACGGCCGAGGTGATAG CAGGCTGGCTTTGGAACTTG 
mouse OC GAACAGACTCCGGCGCTA AGGGAGGATCAAGTCCCG 

 

 

3.4 การวิเคราะห์ทางสถติิ 

 งานวิจัยนี *  แต่ละการทดลองใช้กลุ่มตวัอย่างอย่างน้อย 3 ซํ *า  (ยกเว้นการทดลองที� 

3.3.3.2 เนื�องจากจํานวนตวัอย่างไม่เพียงพอจึงรวมตวัอย่างในแตล่ะกลุ่มเข้าด้วยกนัแล้ววิเคราะห์

ผล PCR เพียงครั *งเดียว)  เปรียบเทียบคา่ความแตกตา่งของข้อมลู  เพื�อวิเคราะห์ความแตกตา่งกนั

อย่างมีนยัสําคญั  โดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติแบบ ANOVA ด้วยโปรแกรมมินิแทบ (Minitab 

system for Windows version 14) ที�ระดบัความเชื�อมั�น 95% (p-value < 0.05) 



ผลการทดลอง และการวิเคราะห์

 

4.1 การสกัดและศึกษาลักษณะสมบัตขิอง

DME) 

 งานวิจยันี * ใช้เนื *อฟันจากฟันของผู้ ป่วยที�
มหาวิทยาลยั  โดยถอนเนื�องจากเป็นฟันคดุ หรือถอนเพื�อการจดัฟัน โดยฟันที�ถอนนั *น จะไม่มีรอย
โรคของฟัน และได้รับความยินยอมจากผู้ ป่วย 
ตอ่ไปจะเรียกว่า DME นั *น มีลกัษณะเป็นผงสีขาวขุ่น 
และใน สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
เวลานานจะเกิดการตกตะกอน 

 

 รูปที� 4.1 ผง

 

 

บทที� 4 

ผลการทดลอง และการวิเคราะห์ผลการทดลอง

ลักษณะสมบัตขิองสารสกัดจากเนื Iอฟัน (Dentin matrix extract, 

งานวิจยันี * ใช้เนื *อฟันจากฟันของผู้ ป่วยที�มาถอนฟันที�คณะทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั  โดยถอนเนื�องจากเป็นฟันคดุ หรือถอนเพื�อการจดัฟัน โดยฟันที�ถอนนั *น จะไม่มีรอย
โรคของฟัน และได้รับความยินยอมจากผู้ ป่วย (informed consent)  สารสกัดจากเนื *อฟัน หรือที�

นั *น มีลกัษณะเป็นผงสีขาวขุ่น (รูปที� 4.1)  และมีปัญห
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  โดยจะมีอนุภาคสีขาวขุ่นแขวนลอยอยู่

เวลานานจะเกิดการตกตะกอน  

 

ผง DME ที�ได้หลงัผา่นกระบวนการทําให้แห้งแบบเยือกแข็งแล้ว
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ผลการทดลอง 

Dentin matrix extract, 

มาถอนฟันที�คณะทนัตแพทยศาสตร์ จฬุาลงกรณ์
มหาวิทยาลยั  โดยถอนเนื�องจากเป็นฟันคดุ หรือถอนเพื�อการจดัฟัน โดยฟันที�ถอนนั *น จะไม่มีรอย

สารสกัดจากเนื *อฟัน หรือที�
และมีปัญหาในการละลายในนํ *า 

โดยจะมีอนุภาคสีขาวขุ่นแขวนลอยอยู่  และเมื�อทิ *งไว้เป็น

เยือกแข็งแล้ว 
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4.1.1 ผลได้ของการสกัด (Yield) 

 ค่าผลได้ของการสกัดได้จากการคํานวณโดยการเทียบร้อยละของอัตราส่วนระหว่าง 
นํ *าหนกัแห้งของผงฟันที�ได้จากการตดัเป็นชิ *นแล้วนําไปบดให้เป็นผงตอ่นํ *าหนกัแห้งของสารสกดัที�
ผา่นการทําให้แห้งแบบเยือกแข็งและผลของการสกดัครั *งแรก  ได้ผลดงันี * 

นํ *าหนกัแห้งของผงฟันเริ�มต้น    = 13,310.94  มิลลิกรัม 
นํ *าหนกัแห้งของสารสกดัที�ผ่านการทําให้แห้งแบบเยือกแข็ง =        51.65 มิลลิกรัม 

คดิเป็นอตัราส่วน 51.65/13310.94 
หรือร้อยละผลได้ = 0.388 % (นํ *าหนกัแห้ง) 

ผลการศึกษาร้อยละผลได้ดงักล่าว  เมื�อเปรียบเทียบกับรายงานวิจยัของ Mizutani และ

คณะ (1996) ซึ�งสกดั DME จากฟันของโค (bovine teeth) ด้วย กรดไฮโดรคลอริกความเข้มข้น 0.6 

โมลาร์ เป็นเวลา 4 วนั  พบว่าผลได้ของสารสกดัจากเนื *อฟันโค คิดเป็นร้อยละ 12 ของนํ *าหนกัแห้ง

เริ�มต้นของฟันโค [Muzutani et al., 1996]  แหล่งที�มาของฟันและวิธีการสกดั  มีผลตอ่คา่ผลได้

ของสารสกัดเป็นอย่างมาก  อย่างไรก็ตาม ยังต้องมีการค้นคว้าและศึกษาเพิ�มเติมเกี�ยวกับการ

เปรียบเทียบการสกดั DME จากฟันมนษุย์คนไทยด้วยวิธีการตา่งๆ ตอ่ไป เพื�อให้ได้วิธีที�เหมาะสม

ที�สดุ 

 

4.1.2  นํ Iาหนักโมเลกุล (Molecular Weight) 

 Gel electrophoresis แบบ SDS-PAGE เป็นเทคนิคที�ง่ายและรวดเร็ว ในการศกึษาโปรตีน
ที�ประกอบด้วยหน่วยย่อยหลายหน่วย โดยใช้ปริมาณโปรตีนที�ต้องการศึกษาน้อยเพียงระดับ
มิลลิกรัม โดยสารผสมโปรตีนที�ต้องการแยกและหานํ *าหนักโมเลกุลต้องถูกทําให้เสียสภาพ
ธรรมชาติโดยให้ความร้อนที�  100 องศาเซลเซียส  ร่วมกับการใช้สารไดไธโอธรีอิทอล 
(dithiothreitol; DTT) ซึ�งทําหน้าที�เป็นตวัรีดิวซ์สลายพนัธะไดซลัไฟด์  จากรูปที� 4.2  แถบสีของ
โปรตีนที�สามารถสงัเกตเห็นได้ชดัที� 55 และ 72 กิโลดาลตนั แสดงให้เห็นว่า โปรตีนใน DME ไม่ได้
ถกูทําให้สลายไปทั *งหมดระหว่างกระบวนการสกัด  และโปรตีนเหล่านี *เมื�อถูกทําให้สญูเสียสภาพ
ด้วยความร้อนจะเห็นแถบสีในช่วงนํ *าหนกัโมเลกลุอยู่ที�ประมาณ 72 กิโลดาลตนั แต่เมื�อถกูทําให้



สญูเสียสภาพและตดัขนาดของสายโปรตีนให้เล็กลง
จะเห็นแถบสีอยู่ในช่วงนํ *าหนกัโมเลกลุอยู่ที�ประมาณ 
สกดัได้ส่วนใหญ่มีคา่นํ *าหนกัโมเลกลุอยู่ในช่วง 
ประกอบไปด้วยโปรตีนในสารเนื *อฟัน ได้แก่ 
sialoprotein (72-80 กิโลดาลตนั
ดาลตนั)  [Goldberg et al., 2004]
 

 รูปที� 4.2  ผล 

 
 ผลการทดลองนี *ไม่พบแถบของ 
ฟันจะมี DSPP อยู่ปริมาณมาก 
โปรตีนสายย่อยอย่างรวดเร็วโดยธรรมชาติ  ทําให้โดยทั�วไปแล้วจะไม่สามารถเห็นแถบของ 
ด้วยเทคนิค SDS-PAGE 
ก็มีบทบาทหน้าที�ในการตอบสนองภาวะทางชีวภาพตา่งๆ รวมไปถึงการเปลี�ยนแปลงของเซลล์
ทั *งยงัมีคณุสมบตัิเป็นโปรตีนกรด 
สามารถนํามาใช้ควบคมุการปลดปล่อยด้วยตวันําส่งที�
A ผสมไฟโบรอินไหมไทย ซึ�งมีคา่ประจเุป็นบวกได้
จะวิเคราะห์ถึงส่วนประกอบในสารสกดั 

สญูเสียสภาพและตดัขนาดของสายโปรตีนให้เล็กลงด้วยการรีดิวซ์สลายพนัธะไดซลัไฟด์
จะเห็นแถบสีอยู่ในช่วงนํ *าหนกัโมเลกลุอยู่ที�ประมาณ 55 กิโลดาลตนั  จึงสามารถกล่าวได้ 
สกดัได้ส่วนใหญ่มีคา่นํ *าหนกัโมเลกลุอยู่ในช่วง 55-72 กิโลดาลตนั  สนันิษฐานว่า 
ประกอบไปด้วยโปรตีนในสารเนื *อฟัน ได้แก่ dentin matrix protein-1 (57 

กิโลดาลตนั)  osteopontin (60-65 กิโลดาลตนั) และ osteonectin (
[Goldberg et al., 2004]  

 

 Gel electrophoresis (แบบ SDS-PAGE) ของสารสกดัเนื *อฟัน

ผลการทดลองนี *ไม่พบแถบของ DSPP ซึ�งมีนํ *าหนกัโมเลกลุ 95 กิโลดาลตนั  แม้ว่าในเนื *อ
อยู่ปริมาณมาก [Butler, 1995]  แต่เนื�องจาก DSPP มกัย่อยสลายกลายเป็น

โปรตีนสายย่อยอย่างรวดเร็วโดยธรรมชาติ  ทําให้โดยทั�วไปแล้วจะไม่สามารถเห็นแถบของ 
PAGE ได้  [Yamakoshi, 2010]  อย่างไรก็ตาม โปรตีนตา่งๆ ที�กล่าวมาข้างต้น

บทบาทหน้าที�ในการตอบสนองภาวะทางชีวภาพตา่งๆ รวมไปถึงการเปลี�ยนแปลงของเซลล์
ทั *งยงัมีคณุสมบตัิเป็นโปรตีนกรด (acidic matrix protein) และมีคา่ประจุเป็นลบ  จึงคาดว่าจะ
สามารถนํามาใช้ควบคมุการปลดปล่อยด้วยตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินชนิด 

ผสมไฟโบรอินไหมไทย ซึ�งมีคา่ประจเุป็นบวกได้ [Okhawilai et al., 2010]
จะวิเคราะห์ถึงส่วนประกอบในสารสกดั DME นี *อย่างเฉพาะเจาะจง จําเป็นต้องใช้เทคนิคอื�นเข้า
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ด้วยการรีดิวซ์สลายพนัธะไดซลัไฟด์แล้วนั *น  
จึงสามารถกล่าวได้ DME ที�

กิโลดาลตนั  สนันิษฐานว่า DME ที�สกดัได้
 กิโลดาลตนั)  bone 
osteonectin (40 กิโล

 

ของสารสกดัเนื *อฟัน 

กิโลดาลตนั  แม้ว่าในเนื *อ
มกัย่อยสลายกลายเป็น

โปรตีนสายย่อยอย่างรวดเร็วโดยธรรมชาติ  ทําให้โดยทั�วไปแล้วจะไม่สามารถเห็นแถบของ DSPP 
อย่างไรก็ตาม โปรตีนตา่งๆ ที�กล่าวมาข้างต้น 

บทบาทหน้าที�ในการตอบสนองภาวะทางชีวภาพตา่งๆ รวมไปถึงการเปลี�ยนแปลงของเซลล์  อีก
และมีคา่ประจุเป็นลบ  จึงคาดว่าจะ

ผลิตจากเจลาตินชนิด A และเจลาตินชนิด 
[Okhawilai et al., 2010]  อย่างไรก็ตามการที�

นี *อย่างเฉพาะเจาะจง จําเป็นต้องใช้เทคนิคอื�นเข้า
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ชว่ย เชน่ การย้อมสีแบบ Silver staining เพื�อตรวจหาโปรตีนที�มีปริมาณน้อยระดบันาโนกรัม  และ 
Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) เพื�อตรวจดหูมู่ฟังก์ชั�นและระบุว่าเป็นสาร
ชนิดใดด้วยสเปคตรัม (spectrum) เป็นต้น  แตเ่ทคนิคดงักล่าวมีข้อจํากดัคอ่นข้างมาก  เนื�องจาก
การย้อมสีแบบ Silver staining นั *นมีค่าใช้จ่ายสูง และเทคนิค FTIR ต้องอาศยัสารต้นแบบ 
(reference) ที�ทราบสเปคตรัมอยูแ่ล้ว เพื�อเทียบในการวิเคราะห์ ซึ�งสารต้นแบบที�ต้องการใช้นี *ยงัไม่
มีการผลิตในเชิงธุรกิจ ต้องอาศยัการสกดัสารต้นแบบขึ *นเอง 

 

4.1.3  ค่าความเป็นประจุ 

เนื�องจาก DME ที�สกัดได้ เป็นโปรตีนรวมกันหลายชนิด  จึงต้องทําการหาค่าความเป็น
ประจุรวม โดยประเมินค่าศกัย์เซต้า (Zeta potential)  คือ ค่าความแตกต่างของประจุไฟฟ้า
ระหว่างชั *นความหนาแน่นของไอออนที�อยู่รอบๆอนภุาคและประจใุนของเหลวที�อยู่ล้อมรอบ  ว่ามี
คา่ศกัย์เป็นลบหรือบวก  เพื�อเป็นข้อมูลในการออกแบบตวันําส่งให้มีสมบตัิทางประจุตรงข้ามกับ 
DME  เพื�อใช้สมบตัิความต่างทางประจุทําให้เกิดปฏิกิริยาดึงดดูกนัระหว่างตวันําส่งและ DME  
วิธีการหาค่าศกัย์เซต้าของ DME เริ�มจากการนํา DME มาผสมในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
(พีเอช 7.5) ในอตัราความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร และผสมในนํ *าปราศจากไอออน (พีเอช
5.5) ในอัตราความเข้มข้น 10 มิลลิกรัมต่อมิลลิลิตร เช่นเดียวกัน หลังจากนั *นตัวอย่างนํา
สารละลายทั *งสองตวัอย่าง ในปริมาตร 1 มิลลิลิตร ต่อตวัอย่าง ส่งไปวดัค่าศกัย์เซต้าด้วยเครื�อง 
Zeta sizer ที�ศนูย์นาโนเทคโนโลยีแหง่ชาต ิ(Nanotec) อ.คลองหลวง จ.ปทมุธานี 
 DME ที�ละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ และ DME ที�ละลายในนํ *าปราศจากไอออน 
(พีเอช 5.5)  มีคา่ศกัย์เซต้า (Zeta potential) เฉลี�ยอยู่ที� -10.53 ± 0.12 และ -13.53 ± 0.31 มิลลิ
โวลต์  ตามลําดับ  (ตารางที�  4.1) มีค่าอัตราการเคลื� อนที� ของโมเลกุลต่อสนามไฟฟ้า 
(Electrophoretic mobility) เฉลี�ยอยู่ที�  -0.83 ± 0.01 และ -1.06 ± 0.02 เซนติเมตรตอ่โวลต์ตอ่
ไมโครเมตร ตามลําดบั  และมีค่าการนําไฟฟ้า (Conductivity) เฉลี�ยอยู่ที�  18.90 ± 1.30 และ 
3.04 ± 0.12 มิลลิวินาทีตอ่เซนตเิมตร ตามลําดบั 

 DME ที�สกดัได้ในการทดลองนี *  มีความเป็นประจลุบคอ่นข้างสงู ที�พีเอช 7.5 (เลือด)  และ 
พีเอช 5.5  (สภาวะความเป็นกรดในช่องปาก)  และยืนยนัข้อสนันิษฐานที�ว่า DME ที�สกัดได้
ประกอบไปด้วยโปรตีนกลุม่เมทริกซ์โปรตีนที�เป็นกรด ซึ�งมีคณุสมบตัิเป็นโปรตีนกรดและมีคา่ประจุ
เป็นลบ  ด้วยสมบตัิทางประจนีุ * DME จึงสามารถยึดเกาะบนตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินชนิด A 
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และเจลาตนิชนิด A ผสมไฟโบรอินไหมไทย ซึ�งมีคา่ประจรุวมเป็นบวก ได้  และจากคา่การนําไฟฟ้า 
(conductivity) พบวา่ DME ที�ละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ มีคา่ความนําไฟฟ้ามากกว่า 
DME ที�ละลายในนํ *าปราศจากไอออน  แสดงว่า  โมเลกลุของ DME สามารถแตกตวัในสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์ได้ดีกว่าในนํ *าปราศจากไอออน  หรืออาจกล่าวได้ว่า DME มีแนวโน้มที�จะ
สามารถละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (พีเอช 7.5) ได้ดีกว่าในนํ *าปราศจากไอออน (พีเอช 
5.5) 

 
ตารางที� 4.1  คา่ศกัย์เซต้าของสารสกดัจากเนื *อฟัน ที�อณุหภมูิ 25 องศาเซลเซียส 

Sample Zeta Potential (mV) *Mob. (cm/Vs/µm) **Cond. (mS/cm) 

DME in DI water 
(pH 5.5) 

-13.53 ± 0.31 -1.06 ± 0.02 3.04 ± 0.12 

DME in PBS 
(pH 7.5) 

-10.53 ± 0.12 -0.83 ± 0.01 18.90 ± 1.30 

*Mob. = Electrophoretic mobility หรือ อตัราการเคลื�อนที�ของโมเลกลุตอ่สนามไฟฟ้า 
 **Cond. = Conductivity หรือ คา่การนําไฟฟ้า 

 

4.1.4 ผลของสารสกัดจากเนื Iอฟันต่อการเจริญเตบิโตของเซลล์ไลน์กระดูก 

MC3T3-E1 

 โดยแบง่ออกเป็น 2 การทดลอง  ได้แก่ 

ก. การศกึษาผลของ DME ตอ่การเจริญเติบโตของ MC3T3-E1 เมื�อเลี *ยงด้วยอาหาร
เลี *ยงเซลล์ที�ผสมซีรัมน้อยกวา่ปกต ิ(2%) 

 สารสกดัจากเนื *อฟันถกูเติมลงไปในอาหารเลี *ยงเซลล์ชนิดผสมซีรัมร้อยละ 2 โดยปริมาตร 
(MEM with 2% FBS) ในอตัราส่วน 1 มิลลิกรัมตอ่มิลลิลิตร, 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร, และ 10 
ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร โดยเซลล์ที�เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ที�ไม่เติมสารสกัดจากเนื *อฟัน เป็น
กลุ่มควบคมุ (n=4) เพาะเลี *ยงเซลล์จํานวนเริ�มแรก 2x104 เซลล์ต่อหลุม  (ประมาณ 1.05x104 
เซลล์ตอ่ตารางเซนติเมตร) ในถาดเลี *ยงเซลล์แบบ 24 หลมุ ในสภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5 อณุหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ความชื *นร้อยละ 95  และเก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ผลในระยะเวลา 24, 48 และ 
72 ชั�วโมง โดยไมมี่การเปลี�ยนอาหารเลี *ยงเซลล์ 
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 การทดลองนี *มีวตัถปุระสงค์เพื�อดผูลของ DME ว่าส่งเสริมการเจริญเติบโตของ MC3T3-
E1 ในสภาวะที�มีซีรัมน้อยกวา่ปกตไิด้หรือไม ่  (สภาวะการเลี *ยงเซลล์ในห้องปฏิบตัิการทั�วไปใช้ซีรัม
ร้อยละ 10)  โดยสาเหตขุองการใช้ซีรัมน้อยลง  ก็เพื�อลดผลของซีรัมให้น้อยที�สดุ  ทั *งนี *เพื�อป้องกนั
ผลของโปรตีน หรือโกรทแฟคเตอร์ ที�มีในซีรัม  มารบกวนผลของ DME   จากผลการทดลองในภาพ
ที� 4.3 A  พบว่า ที�เวลา 24 ชั�วโมง  จํานวนเซลล์ในแต่ละกลุ่มตวัอย่าง ไม่แตกต่างกันอย่างมี
นยัสําคญั  ยกเว้น กลุ่มที�เพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME 1000 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 
มีจํานวนเซลล์น้อยและไม่เพิ�มขึ *นในทกุช่วงเวลาเมื�อเทียบกับกลุ่มควบคมุ  ตอ่มาที�เวลา 48 และ 
72 ชั�วโมง กลุม่ที�อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME 100 ไมโครกรัม มีจํานวนเซลล์น้อยกว่ากลุ่มที�อาหาร
เลี *ยงเซลล์ผสม DME 10 ไมโครกรัมและกลุ่มควบคมุ ตามลําดบั  แตใ่นกลุ่มที�อาหารเลี *ยงเซลล์
ผสม DME 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร มีจํานวนเซลล์ไมแ่ตกตา่งกบักลุ่มควบคมุ  กล่าวได้ว่า อตัรา
การเจริญเติบโตของเซลล์ในช่วงเวลา 72 ชั�วโมง ของเซลล์กลุ่มควบคมุ และกลุ่มที�เพาะเลี *ยงด้วย
อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญั  แตก่ลบั
พบว่า เมื�อเพิ�มปริมาณของ DME ในอาหารเลี *ยงเซลล์ขึ *น เป็น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร และ 
1000 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  จะทําให้อตัราการเจริญเติบโตของเซลล์ลดลงตามลําดบั  แสดงว่า 
DME ไม่สามารถทดแทนซีรัมในการส่งเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ได้  และ DME ไม่ส่งเสริม
การเจริญเตบิโตของเซลล์ MC3T3-E1  การคํานวณอตัราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ) และเวลาใน
การแบง่ตวัเป็น 2 เทา่ (population doubling time; PDT) แสดงในตารางที� 4.2 
 

ข. การศกึษาผลของ DME ตอ่การเจริญเตบิโตของเซลล์ MC3T3-E1 เมื�อเลี *ยงด้วย
อาหารเลี *ยงเซลล์ที�ผสมซีรัมอตัราปกต ิ(10%) 

 สารสกดัจากเนื *อฟันถกูเตมิลงไปในอาหารเลี *ยงเซลล์ชนิดผสมซีรัมร้อยละ 10 โดยปริมาตร 
(10% FBS) ในอตัราส่วน 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร, และ 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร โดยเซลล์ที�
เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ที�ไม่เติมสารสกดัจากเนื *อฟัน เป็นกลุ่มควบคมุ (n=4) ในความหนาแน่น
และสภาวะเดียวกบัที�กลา่วมาในการทดลอง ก.  พบว่า ที�เวลา 24 ชั�วโมง จํานวนเซลล์ทั *งสามกลุ่ม
ตวัอย่าง ไม่มีความแตกต่างกันอย่างมีนยัสําคญั  และที�เวลา 48 ชั�วโมง เซลล์ที�เพาะเลี *ยงด้วย
อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิลิตร  มีจํานวนน้อยกว่าเซลล์กลุ่มควบคมุ
อย่างมีนยัสําคญั  และที�เวลา 72 ชั�วโมง  จํานวนเซลล์ของกลุ่มที�เพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์
ผสม DME 10 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ไม่แตกตา่งกนั  แตท่ั *งสอง
กลุม่มีจํานวนน้อยกวา่เซลล์กลุม่ควบคมุอยา่งมีนยัสําคญั  ดงัแสดงในรูปที� 4.3 B 
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 เมื�อคํานวณอตัราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ) และเวลาในการแบง่ตวัเป็น 2 เท่า (PDT) 
แสดงใน ดงัแสดงในตารางที� 4.2  พบว่า  ในสภาวะปกติ (ซีรัมร้อยละ 10) กลุ่มควบคมุมีอตัราการ
เจริญเติบโตจําเพาะ เท่ากบั  0.029 ± 0.001 และ PDT เท่ากบั 24.09 ± 1.16 ชั�วโมง  ซึ�งเมื�อเทียบ
กบัรายงานวิจยัของ Thi และคณะ (2010) ที�ระบวุ่า PDT มาตรฐานของเซลล์ MC3T3-E1 อยู่ที�
ระหว่าง 19 – 28 ชั�วโมง  และรายงานวิจัยของ Vachiraroj และคณะ (2009) ที�ใช้เซลล์ 
MC3T3-E1 ที�มาจากแหล่งเดียวกนักบังานวิจยันี *  พบว่าเมื�อเพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ผสม
ซีรัมร้อยละ 10 มีค่า PDT เฉลี�ยอยู่ที� 23.95 ± 0.15 ชั�วโมง กล่าวได้ว่า ค่า PDT ที�ได้จากการ
ทดลองนี * ไม่แตกตา่งกบัรายงานวิจยัดงักล่าวอย่างมีนยัสําคญั (p-value < 0.05) แสดงว่า เซลล์ 
MC3T3-E1 ที�เพาะเลี *ยงในสภาวะปกติของการทดลองนี *เจริญเติบโตได้อย่างปกติ  แต่เมื�อลด
ปริมาณซีรัมลงให้น้อยกว่าปกติ (ซีรัมร้อยละ 2)  พบว่า อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะลดลงเหลือ 
0.022 ± 0.007 คดิเป็น 0.76 เท่าเมื�อเทียบกบัสภาวะซีรัมร้อยละ 10  และ PDT เพิ�มขึ *นเป็น 37.07 
± 12.77 หรือแบง่ตวัเป็น 2 เท่าได้ช้าลงประมาณ 1.54 เท่าเมื�อเทียบกบัสภาวะซีรัมร้อยละ 10  
และพบว่าในสภาวะที�มีซีรัมร้อยละ 2  DME ไม่ส่งผลให้ อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะ และ PDT 
ของการเจริญเติบโตของเซลล์ MC3T3-E1 แตกตา่งกบักลุ่มควบคมุอย่างมีนยัสําคญั  แตที่�สภาวะ
ซีรัมร้อยละ 10  กลบัพบว่า DME ส่งผลต่ออตัราการเจริญเติบโตจําเพาะ และ PDT ของเซลล์  
กลา่วคือ เมื�อความเข้มข้นของ DME ในอาหารเลี *ยงเซลล์มากขึ *น  เซลล์ MC3T3-E1 จะมีอตัราการ
เจริญเตบิโตจําเพาะจําเพาะน้อยลง และมีใช้เวลาในการแบง่ตวัเป็น 2 เทา่ช้าลงอยา่งมีนยัสําคญั 
 ผลการทดลองในรูป 4.3 A แสดงให้เห็นว่า ในสภาวะที�มีซีรัมน้อยกว่าปกติ  DME ที�ความ
เข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ส่งผลให้จํานวนเซลล์ MC3T3-E1 ที�เวลา 72 ชั�วโมง  แตกตา่ง
กบักลุ่มควบคมุอย่างมีนยัสําคญั  เนื�องจาก DME ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรส่งผล
ให้เซลล์มีการเพิ�มจํานวนในช่วง 48 ชั�วโมงแรกน้อยมาก  อย่างไรก็ตาม พบว่า DME ไม่ส่งผลตอ่
อตัราการเพิ�มจํานวนของเซลล์ในช่วง log phase  เพราะเมื�อคํานวณ PDT จากช่วง log phase 
แล้ว ไมพ่บความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัระหว่างกลุ่มการทดลอง  และในสภาวะที�มีซีรัมปกต ิ 
DME ที�ความเข้มข้น 10 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร ส่งผลให้จํานวนเซลล์ในระยะเวลา 72 
ชั�วโมงน้อยกว่ากับกลุ่มควบคุมอย่างมีนัยสําคัญ  และยังส่งผลต่อการเพิ�มจํานวนในช่วง log 
phase ด้วย คือ ทําให้คา่ PDT มากขึ *นอย่างมีนยัสําคญั  กล่าวได้ว่า ในสภาวะปกติ  DME ในทกุ
ความเข้มข้น ไมส่ง่เสริมการเจริญเตบิโตของเซลล์ MC3T3-E1 
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รูปที� 4.3  การเพิ�มจํานวนของเซลล์ MC3T3-E1  วิเคราะห์ด้วย MTT assay โดยเพาะเลี *ยงเริ�มแรก
ความหนาแนน่ 1.05 x104 เซลล์ตอ่ตารางเซนตเิมตร  สภาวะที�มี CO2 ร้อยละ 5 อณุหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส  และเก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ โดยไม่มีการเปลี�ยนอาหารเลี *ยงเซลล์ตลอดการเลี *ยง  โดย 
รูป A ใช้อาหารเลี *ยงเซลล์ผสมซีรัมร้อยละ 2,  รูป B ใช้อาหารเลี *ยงเซลล์ผสมซีรัมร้อยละ 10 

( * = แตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p-value < 0.05) เมื�อเทียบระหวา่งกลุม่การทดลอง) 
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ตารางที� 4.2  ผลของสารสกัดจากเนื *อฟันต่ออตัราการเจริญเติบโตจําเพาะ (µ) และเวลาในการ
เพิ�มจํานวนจากเดิมเป็น 2 เท่า (PDT) ของเซลล์ MC3T3-E1 (คํานวณจากผลการทดลองในรูปที� 
4.3) 
 
DME concentration 

in culture media 
µ  PDT (hours) 

2% FBS 10% FBS 2% FBS 10% FBS 
0 µg/ml (Control) 0.022 ± 0.007 0.029 ± 0.001  37.07 ± 12.77 24.09 ± 1.16 

10 µg/ml 0.021 ± 0.005 0.023 ± 0.009 34.48 ± 6.59 33.15 ± 10.55 
100 µg/ml 0.022 ± 0.006 0.017 ± 0.001 34.45 ± 12.04 40.63 ± 2.98 

 
 

4.1.5 ผลของสารสกัดจากเนื Iอฟันต่อการเปลี� ยนแปลงของเซลล์ไลน์กระดูก 

MC3T3-E1 

 โดยแบง่ออกเป็น 2 การทดลอง  ได้แก่ 
 

ก. การศกึษาเปรียบเทียบผลของ DME กบั Dexamethasone ที�มีต่อการเปลี�ยนแปลง
ของเซลล์ 

 การเพาะเลี *ยงเซลล์เพื�อให้เปลี�ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นกระดกูนั *น  ใช้อาหารเลี *ยงเซลล์ที�

มีส่วนผสมของสารที�ช่วยชักนําให้เกิดการเปลี�ยนแปลงเป็นกระดูก  สารเหล่านั *นได้แก่  

β-glycerophosphate, L-Ascorbic acid และ Dexamethasone (Dex)  โดยเรียกอาหารเลี *ยง

เซลล์ประเภทนี *ว่า Osteogenic medium  แตจ่ากการศกึษารายงานวิจยับางฉบบั พบว่า  Dex ไม่

มีความจําเป็นต่อการเพาะเลี *ยงให้เซลล์ MC3T3-E1 เปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดกู แค่อาหารเลี *ยง

เซลล์ที�ผสม β-glycerophosphate และ L-Ascorbic acid ก็เพียงพอแล้ว [Lian et al., 1997]  

การทดลองนี *จึงใช้อาหารเลี *ยงเซลล์ที�ไม่ผสม Dex (MEM ผสม 10%FBS + 10mM β-

glycerophosphate + 50µg/ml L-ascorbic acid ; ใช้ตวัย่อว่า OM)  เป็นอาหารเลี *ยงเซลล์

ควบคมุ  โดยสารสกัดจากเนื *อฟัน (DME) ถูกเติมลงไปในอาหารเลี *ยงเซลล์ควบคมุ (OM) ให้ได้

ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  )  และเปรียบเทียบผลที�มีตอ่เซลล์ MC3T3-E1  กบัการ
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ผสม 10-7 M Dex ใน OM  โดยเซลล์ที�เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ที�ไม่เติมทั *ง DME หรือ Dex เป็น

กลุม่ควบคมุ (n=4) ดงัจะแบง่ได้แบง่ 4 กลุม่ตวัอยา่งดงันี * 

 กลุ่ม 1 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM (กลุ่มควบคมุ) 
 กลุ่ม 2 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + Dex 
 กลุ่ม 3 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 100 ไมโครกรัม 
 กลุ่ม 4 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + Dex + DME 100 ไมโครกรัม 
 
โดยเพาะเลี *ยงเซลล์ในสภาวะเดียวกับข้อ 4.1.4  เก็บตวัอย่างมา ที�เวลา 10 วนั   หลงัจากนั *น
วิเคราะห์ผลการสงัเคราะห์แคลเซียมด้วยการย้อมสี Alizarin Red-s ที�เวลา 21 วนั 
 Dexamethasone (Dex) เป็นฮอร์โมนในกลุม่สเตียรอยด์  ที�นิยมนํามาผสมในอาหารเลี *ยง
เซลล์เพื�อส่งเสริมให้เกิดการเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู  มีรายงานการวิจยักล่าวว่า Dex นั *น
ช่วยส่งเสริมการเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูในการเลี *ยงเซลล์หลายชนิด [Beloti and Rosa, 
2005]  โดยส่งเสริมกิจกรรมเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) การสงัเคราะห์ออสติโอแคลซิน 
(OC) และการสงัเคราะห์คอลลาเจนชนิดที� 1 (collagen type-1)  แตจ่ากการศกึษารายงานวิจยั
บางฉบบั พบวา่  Dex ไม่มีความจําเป็นตอ่การเพาะเลี *ยงให้เซลล์ MC3T3-E1 เปลี�ยนแปลงไปเป็น
กระดกู แคอ่าหารเลี *ยงเซลล์ที�ผสม β-glycerophosphate และ L-Ascorbic acid ก็เพียงพอแล้ว  
อีกทั *งยงัพบว่า Dex ที�ความเข้มข้น 10-7 M ซึ�งเป็นปริมาณปกติที�ใช้ในการผสมอาหารเลี *ยงเซลล์
ชนิด Osteogenic Medium  กลบัส่งผลชะลอการเปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดกูของ MC3T3-E1 อีก
ด้วย  [Lian et al., 1997]  จงึได้ทําการทดลองนี *ขึ *นเพื�อศกึษาเปรียบเทียบผลระหว่างการใช้และไม่
ใช้ Dex ร่วมกบั DME วา่สง่ผลตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญัหรือไม ่
 จากการวิเคราะห์ผลกิจกรรมเอนไซม์ ALP ที�ระยะเวลา 5 วนั   ดงัแสดงในรูปที� 4.4  ทําให้
พบว่า  การผสม Dex  และ DME ลงในอาหารเลี *ยงเซลล์ส่งเสริมกิจกรรมเอนไซม์ ALP มากขึ *นใน
ระยะเวลา 5 วนั  โดยที� Dex ส่งผลให้เกิดกิจกรรมเอนไซม์ ALP มากกว่า DME แตเ่มื�อผสมทั *ง 
Dex และสารสกดัจากเนื *อฟันด้วยกัน  กลบัพบว่า  ส่งผลน้อยกว่าการผสมสารแคอ่ย่างใดอย่าง
หนึ�ง  อย่างไรก็ตามการวิเคราะห์ผลกิจกรรมเอนไซม์ ALP ที�เวลา 5 วนันั *น อาจทําให้ได้ข้อมลูที�ไม่
ชดัเจน  เนื�องอาจไม่ใช่ช่วงที�เกิดกิจกรรมเอนไซม์ ALP สงูที�สดุในการเพาะเลี *ยง  จากรายงานการ
วิจยัของ Luan และคณะ (2012)  พบว่า การเพาะเลี *ยง MC3T3-E1 เมื�อวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ 
ALP ในวนัที� 3, 6 และ 9 ของการเพาะเลี *ยง  พบว่ากิจกรรมเอนไซม์มากที�สดุในวนัที� 6 และลดลง
อย่างมีนยัสําคญัในวนัที� 9  แตใ่นรายงานการวิจยัของ Wang และคณะ (2008) กลบัพบว่า เซลล์ 
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MC3T3-E1 พบกิจกรรมเอนไซม์ ALP สงูที�สดุในวนัที� 14 ของการเพาะเลี *ยง  ดงันั *นจึงกล่าวได้ว่า
ควรมีการวิเคราะห์ค่ากิจกรรมเอนไซม์ ALP ในหลายช่วงเวลา  เพื�อจะได้คา่ที�ในช่วงที�มีกิจกรรม
เอนไซม์ ALP มากที�สดุของเซลล์ MC3T3-E1 ที�ใช้ในงานวิจยันี *  เพราะกิจกรรมเอนไซม์ ALP จะ
เกิดขึ *นในชว่งเวลาใดเวลาหนึ�งแล้วลดลงอยา่งรวดเร็ว  (ดงัแสดงในรูปที� 2.3 และ 2.5) 
 จากการวิเคราะห์ผลการสงัเคราะห์แคลเซียมด้วยการย้อมสี Alizarin Red-s ที�ระยะเวลา 
21 วนั  (รูปที� 4.5)  พบวา่ เซลล์ MC3T3-E1 กลุม่ควบคมุ (OM)  กลุ่มที�อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม Dex  
(OM+Dex) และกลุ่มที�อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME 100 ไมโครกรัม (OM+DME)  มีการย้อมติดสี
ส้ม-แดงอย่างชดัเจน  ในขณะที�กลุ่มที�อาหารเลี *ยงเซลล์ผสมทั *ง Dex และDME (OM+Dex+DME) 
ย้อมติดสีส้มแดงเพียงเล็กน้อย  (จากรูปที� 4.5 เซลล์กลุ่ม OM+Dex มีการหลุดลอกบริเวณตรง
กลาง เนื�องจากด้วยแรงกระทําที�มากเกินไปในช่วงการล้างด้วยสารละลายไซลีน  แตก็่ยงัสามารถ
จะประเมินความปริมาณแคลเซียมจากความเข้มของสีที�ย้อมติดต่อพื *นที�ได้)  กล่าวได้ว่าใน
ระยะเวลาเพาะเลี *ยง 21 วนั เซลล์ MC3T3-E1 ที�เพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ผสมพิเศษกลุ่ม
ควบคุม (OM)  อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม Dex  (OM+Dex) และอาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME 
(OM+DME)  มีการสังเคราะห์แคลเซียมหรือสะสมแร่ธาตุ (mineralization) ขึ *นมากกว่ากลุ่มที�
เพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ผสม Dex และสารสกัดจากเนื *อฟัน (OM+Dex+DME) อย่างมี
นัย สําคัญ  จากผลการทดลองดังกล่าวทําใ ห้ทราบว่า  อาหารเ ลี *ยง เซลล์ ที� ผสมเพียง  
β-glycerophosphate + L-Ascorbic acid สามารถทําให้เซลล์ MC3T3-E1 และการผสม Dex 
หรือ DME อยา่งใดอยา่งหนึ�งในอาหารเลี *ยงเซลล์ก็ช่วยส่งเสริมการสงัเคราะห์แคลเซียมและสะสม
แร่ธาตใุนระยะเวลา 21 วนัของการเพาะเลี *ยงเช่นกัน  ในขณะที�การผสมทั *ง Dex และ DME ใน
อาหารเลี *ยงเซลล์กลบัส่งผลให้การสงัเคราะห์แคลเซียมและสะสมแร่ธาตลุดลงอย่างมีนยัสําคญั  
สอดคล้องกบัผลการวิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ ALP ที�ระยะเวลา 5 วนั ก่อนหน้านี *  เนื�องจาก ALP 
เป็นตวับง่ชี *ช่วงต้น (early marker) ที�พบในช่วงต้นของการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ไปเป็นกระดกู 
และแคลเซียมเป็นตวับ่งชี *ช่วงปลาย (late marker) ที�พบในช่วงปลายของการเปลี�ยนแปลงของ
เซลล์ไปเป็นกระดูก  จึงกล่าวได้ว่า แม้ไม่ได้วิเคราะห์กิจกรรมเอนไซม์ ALP ในช่วงที�กิจกรรม
เอนไซม์มากที�สดุ  แตจ่ากผลการวิเคราะห์การสงัเคราะห์แคลเซียมด้วยการย้อมสี Alizarin Red-s 
ได้แสดงว่า  สารทั *งสองชนิดมีคณุสมบตัิในการส่งเสริมการเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู  แต่
การใช้ทั *ง DME และ Dex ร่วมกัน กลบัไม่ได้ส่งผลส่งเสริมกัน  และเนื�องจากงานวิจยันี *มุ่งเน้น
การศกึษาผลของ DME ตอ่เซลล์ MC3T3-E1  จึงไม่มีการผสม Dex ในอาหารเลี *ยงเซลล์ตลอดการ
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วิจยั  เพื�อขจดัปัจจยัของ Dex ที�ส่งผลตอ่การเปลี�ยนแปลงของเซลล์ออกไป เหลือเพียงแต่ผลของ 
DME เทา่นั *น 
 

 
รูปที� 4.4 ค่ากิจกรรมของเอนไซม์ ALP โดยเปรียบเทียบผลของอาหารเลี *ยงเซลล์ควบคมุ (OM)  
อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม Dex (OM+Dex)  อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME  (OM+DME)  และอาหาร
เลี *ยงเซลล์ผสมทั *ง Dex และ DME (OM+Dex+DME) โดยใช้ DME เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ

มิลลิลิตร  ( * = แตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญั (p-value < 0.05) เมื�อเทียบกบักลุม่ตวัอยา่ง OM) 

 

รูปที� 4.5 การย้อมสีด้วย Alizarin red-s ซึ�งแสดงการสงัเคราะห์แคลเซียมของเซลล์ MC3T3-E1 
ในวนัที� 21 ของการเพาะเลี *ยง โดยเปรียบเทียบผลของอาหารเลี *ยงเซลล์ควบคมุ (OM, control)  
อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม Dex (OM+Dex)  อาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME  (OM+DME)  และอาหาร
เลี *ยงเซลล์ผสมทั *ง Dex และ DME (OM+Dex+DME) โดยใช้ DME เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตร 
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ข. การศกึษาเปรียบเทียบผลของ DME ในอตัราส่วนตา่งๆ ที�มีตอ่การเปลี�ยนแปลงของ
เซลล์ 

 การเติมสารสกดัจากเนื *อฟัน (DME) ในอตัราส่วน 25, 50, 100, และ 500 ไมโครกรัมตอ่
มิลลิลิตร  ลงไปในอาหารเลี *ยงเซลล์ผสมพิเศษ (MEM ผสม10%FBS + β-glycerophosphate  
+ L-Ascorbic acid ; ใช้ตวัย่อว่า OM) โดยเซลล์ที�เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ OM ที�ไม่เติมสาร
สกัดจากเนื *อฟัน  และเซลล์ที�เลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ปกติ (10%FBS-MEM; ใช้ตัวย่อว่า 
Growth M)  เป็นกลุม่ควบคมุ (n=4) มีกลุม่ตวัอยา่ง 6 กลุม่ดงันี * 
 
 กลุ่ม 1 : เซลล์เลี�ยงดว้ย Growth M อย่างเดียว 
 กลุ่ม 2 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM อย่างเดียว 
 กลุ่ม 3 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 25 µg/ml 
 กลุ่ม 4 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 50 µg/ml 
 กลุ่ม 5 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 100 µg/ml 
 กลุ่ม 6 : เซลล์เลี�ยงดว้ย OM + DME 500 µg/ml 
 
เพาะเลี *ยงเซลล์ในสภาวะเดียวกบัที�กล่าวมาแล้ว  และเก็บตวัอย่างมาวิเคราะห์ผลที�ระยะเวลา 10 
วนั โดยเปลี�ยนอาหารเลี *ยงเซลล์ทกุ 3 วนั  แล้วนํามาวิเคราะห์ผลของกิจกรรมเอนไซม์ ALP ที�
เกิดขึ *น   
 ผลการทดลอง  ดงัแสดงในรูปที� 4.6  การอาหารเลี *ยงเซลล์ผสมพิเศษ (OM) นี * ส่งเสริมให้ 
เกิดการสงัเคราะห์ ALP ในระยะเวลา 10 วนั ของเซลล์ MC3T3-E1  มากกว่าอาหารเลี *ยงปกต ิ
(Growth M) อย่างมีนยัสําคญั  การเพิ�มปริมาณ DME ที�ผสมในอาหารเลี *ยงเซลล์มากขึ *น ทําให้
เซลล์มีแนวโน้มการสงัเคราะห์ ALP ในวนัที� 10 มากขึ *น  และการผสม DME ในอาหารเลี *ยงเซลล์
ในอตัราส่วน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร ส่งผลให้เกิดการสงัเคราะห์ ALP มากกว่าการไม่ผสม 
DME ในอาหารเลี *ยงเซลล์ อย่างมีนยัสําคญั  แตก่ารผสม DME 500 ไมโครกรัมตอ่มิลลิตร กลบั
ส่งผลให้การสงัเคราะห์ ALP เกิดขึ *นน้อยจนไม่แตกต่างจากการเพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์
ปกติ  เมื�อดจูากการสงัเคราะห์ ALP ของเซลล์ MC3T3-E1 ในวนัที� 10 ของทดลองนี * กล่าวได้ว่า  
การผสม DME ในอาหารเลี *ยงเซลล์ในอตัราส่วน 100 ไมโครกรัมต่อมิลลิตร  มีผลส่งเสริมการ
เปลี�ยนแปลงของเซลล์ MC3T3-E1  แต่ปริมาณ DME ที�มากเกินไป คือ 500 ไมโครกรัมต่อ
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มิลลิลิตรกลบัส่งผลยบัยั *งการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ MC3T3-E1 ผู้ วิจยัจึงใช้ DME ความเข้มข้น 
100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิตร เพื�อศกึษาในหวัข้ออื�นๆ ตอ่ไป 

 
รูปที� 4.6  ผลของสารสกดัจากเนื *อฟัน (DME) ตอ่กิจกรรมของเอนไซม์ ALP ของเซลล์ MC3T3-E1  
วิเคราะห์ผลในวนัที� 10 ของการเพาะเลี *ยง  โดยเปรียบเทียบอาหารเลี *ยงเซลล์ในส่วนผสมตา่งๆ กบั

คา่กิจกรรมเอนไซม์ ALP ( * = แตกตา่งอย่างมีนยัสําคญั (p-value < 0.05) เมื�อเทียบกบักลุ่ม

ตวัอย่าง Growth M, ** = แตกต่างอย่างมีนยัสําคญั (p-value < 0.05) เมื�อเทียบกบักลุ่ม
ตวัอยา่งอื�น) 

 

4.2 ลักษณะสมบัตขิองตัวนําส่งเจลาตนิและเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย 

ตัวนําส่งจากสารละลายเจลาตินชนิด A ผสมกับสารละลายไฟโบรอินไหมไทย ใน
อตัราส่วนเจลาตินตอ่ไฟโบรอินไหมไทย เป็น 100:0, 70:30, 50:50 ตามลําดบั  มีลกัษณะคล้าย
ฟองนํ *า  เป็นทรงกระบอกขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางประมาณ 11 มิลลิเมตร สงู 1 มิลลิเมตร  ทําให้
ปราศจากเชื *อด้วยกระบวนการพลาสมา ที�หน่วยจ่ายกลาง โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ์  ศึกษา
ลกัษณะสมบตัติา่งๆ ได้แก่ 
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4.2.1 ลักษณะทางกายภาพ 

ลกัษณะทั�วไปของตวันําส่งเจลาตินชนิด A (G:SF 100:0) และตวันําส่งเจลาตินชนิด A 
ผสม ไฟโบรอินไหมไทย ในอัตราส่วน 70/30 และ 50/50 (G:SF 70:30 และ G:SF 50:50  
ตามลําดบั)  แสดงดงัรูปที� 4.7 

 

 
 

รูปที� 4.7 รูปถ่ายตวันําสง่เจลาตนิชนิด A (G:SF 100:0) และตวันําสง่เจลาตนิชนิด A ผสม 
ไฟโบรอินไหมไทย ในอตัราส่วน 70/30 และ 50/50 (G:SF 70:30 และ G:SF 50:50  ตามลําดบั) 

 

ตวันําส่งเจลาติน และเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย  ในอตัราส่วน 100:0, 70:30, และ 
50:50  พบว่ามีคา่นํ *าหนกัเฉลี�ยของชิ *นงานตวันําส่งอยู่ที� 13.28 ± 0.50, 12.86 ± 0.56 และ 11.36 
± 0.63 มิลลิกรัม  ตามลําดบั  และความหนาแน่นของตวันําส่ง  มีค่าเท่ากับ  0.059 ± 0.002, 
0.068 ± 0.003, และ 0.069 ± 0.004 มิลลิกรัมตอ่ลกูบาศก์มิลลิเมตร  ตามลําดบั  (ตารางที� 4.3)  
จะเห็นว่าความหนาแน่นเพิ�มขึ *นตามอตัราส่วนของไฟโบรอินไหมไทยที�ผสมเข้าไป  ในขณะที�เมื�อ
วิเคราะห์ความสามารถในการดดูซบัสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (PBS absorption) ของตวันําส่ง
โดยการวัดนํ *าหนักเปียกของตวันําส่งภายหลังแช่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (PBS) (พีเอช 
7.4) ที� 37 องศาเซลเซียส เทียบกบันํ *าหนกัแห้งของตวันําส่ง ได้คา่ร้อยละในการดดูซบันํ *าเท่ากับ 
90.43 ± 0.29, 87.73 ± 0.29, และ 86.60 ± 0.76  ตามลําดบั  แปรผกผนักบัคา่ความหนาแนน่ 

เมื�อตรวจสอบลักษณะภายใต้กล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning 
electron microscope, SEM) ที�กําลงัขยาย 50 และ 350 เท่า  ตวันําส่งทั *งสามชนิดมีโครงสร้างรู
พรุนที�เชื�อมโยงกนั  โดยตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินอย่างเดียวจะมีขนาดรูพรุนที�ใหญ่กว่า  และมี
ความหนาแนน่น้อยกวา่ตวันําสง่ที�ผลิตจากเจลาตนิผสมไฟโบรอินไหมไทย  และเมื�ออตัราการผสม



ไฟโบรอินไหมไทยมากขึ *น  จะทําให้รูพรุนมีขนาดเล็กลง และโครงสร้างภายในของตวันําส่งมีความ
หนาแนน่เพิ�มขึ *น  ดงัรูปที� 

 
 G:SF 100:0

Vertical 
cross 

section 
(50x) 

Horizontal 
cross 

section 
(50x) 

Vertical 
cross 

section 
 (350x) 

Horizontal 
cross 

section 
(350x) 

 
รูปที�  4.8 รูปถ่ายพื *นผิวแบบตดัขวางแนวตั *งฉาก 
ตดัขวางแนวระนาบ (horizontal cross section) 
ของตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอิน
และ 50:50 (กําลงัขยาย 50 

ไฟโบรอินไหมไทยมากขึ *น  จะทําให้รูพรุนมีขนาดเล็กลง และโครงสร้างภายในของตวันําส่งมีความ
รูปที� 4.8 

G:SF 100:0 G:SF 70:30 

  

  

  

  

รูปถ่ายพื *นผิวแบบตดัขวางแนวตั *งฉาก (vertical cross section) 
horizontal cross section) จากกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่

ตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย (G:SF) ในอตัราส่วน
50 และ 350 เทา่) 
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ไฟโบรอินไหมไทยมากขึ *น  จะทําให้รูพรุนมีขนาดเล็กลง และโครงสร้างภายในของตวันําส่งมีความ

G:SF 50:50 

 

 

 

 

cross section) และพื *นผิวแบบ
กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด

อตัราส่วนผสม 100:0, 70:30 
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ตารางที� 4.3 ลกัษณะสมบตัทิางกายภาพและการดดูซบัสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ของตวันําส่ง
ที�ผลิตจากเจลาตนิ ผสมไฟโบรอินไหมไทยในอตัราส่วนตา่งๆ (ขนาดเริ�มต้นของตวันําส่งเมื�อแห้งมี
เส้นผา่นศนูย์กลาง 11 มิลลิเมตร) 

Gelatin : Thai silk fibroin Weight ( mg ) Density ( mg/mm3 ) PBS* absorption ( % wt/wt ) 

G:SF 100 : 0 13.28 ± 0.50 0.059 ± 0.002 90.43 ± 0.29 

G:SF 70 : 30 12.86 ± 0.56 0.068 ± 0.003 87.73 ± 0.29 

G:SF 50 : 50 11.36 ± 0.63 0.069 ± 0.004 86.60 ± 0.76 

* at 37°c, pH7.4, 3 hours 

 

4.2.2  ความคงตัวของตัวนําส่งในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 

 ตวันําส่งในงานวิจยันี * ถูกออกแบบมาให้สามารถเก็บกกั DME ด้วยกลไกทางประจไุฟฟ้า  
และปลดปลอ่ยด้วยกลไกการยอ่ยสลายทางชีวภาพ  เพื�อให้สามารถประมาณอตัราการปลดปล่อย 
DME ตามอตัราการยอ่ยสลายของตวันําส่ง  จึงทําการทดลองนี *เพื�อทดสอบว่า ตวันําส่งที�ผลิตจาก
เจลาตินที�ผ่านการเชื�อมขวางแล้วนั *น  มีความคงตัวเมื�อถูกแช่ในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์
อย่างไร  เมื�อแช่ตวันําส่งในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ พีเอช 7.4 ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส 
ไว้ 1 และ 5 วัน  พบว่านํ *าหนักของตวันําส่งเจลาติน และเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย  ใน
อตัราสว่น 100:0, 70:30, และ 50:50  ที�ผ่านการแช่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์เป็นเวลา 1 วนั  
หายไปร้อยละ 12.93 ± 7.84, 21.42 ± 1.18, และ 19.34 ± 4.88  ตามลําดบั  และเมื�อผ่านไป 5 
วนั  นํ *าหนกัของตวันําส่งจะหายไป 58.64 ± 29.20, 20.66 ± 6.62, และ 22.37 ± 16.36  
ตามลําดบั  ดงัรูปที� 4.9  ทําให้ทราบว่า  ตวันําส่งยงัคงถกูละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  
แม้ว่าจะผ่านการเชื�อมขวางมาแล้ว  และเมื�อวิเคราะห์ผลการทดลอง  พบว่าตวันําส่งทั *งสามชนิด
จะมีอตัราการละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ไม่ตา่งกนัในช่วง 1 วนัแรก  คือร้อยละ 12.93 
± 7.84 ถึง 21.42 ± 1.18    แตเ่มื�อเวลาผ่านไป 5 วนั  ตวันําส่งที�มีส่วนผสมของไฟโบรอินไหมไทย  
จะสามารถคงตวัไว้ได้ดีกว่าตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินอย่างเดียวซึ�งอาจละลายหายไปเป็นส่วน
ใหญ่  แสดงให้เห็นวา่ ถ้าใช้ตวันําสง่เหลา่นี *ในการปลดปลอ่ยสารโดยการแช่ในสารละลายฟอสเฟต
บฟัเฟอร์  ตวันําส่งน่าจะมีการปลดปล่อยสารทนัที (burst release) คือร้อยละ 12.93 ± 7.84 ถึง 
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21.42 ± 1.18  ในช่วงวนัแรกไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญั  (p-value < 0.05)  แตที่�เวลา 5 วนั 
ตวันําสง่ที�ผลิตจากเจลาตนิอยา่งเดียว  มีความสามารถในการคงตวัน้อยกว่าอย่างมีนยัสําคญัเมื�อ
เทียบกับตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย  โดยมีการปลดปล่อยสารออกมาไม่
น้อยกว่าร้อยละ 58.64 ± 29.20  ในขณะที�ตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย ทั *ง
สองชนิด ยงัคงตวัได้ไม่ต่างกับวนัแรก กล่าวได้ว่า  การผสมไฟโบรอินไหมไทยร่วมกับเจลาตินใน
การผลิตตวันําส่ง  ช่วยเพิ�มความคงตวัของตวันําส่งในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ได้  สอดคล้อง
กบัรายงานการวิจยัของ Okhawilai (2010) และ  Biman (2009) ที�ว่า ไฟโบรอินไหมสามารถนํามา
ผสมร่วมกบัเจลาตินในการผลิตตวันําส่งได้ และการใช้ไฟโบรอินไหมร่วมกบัเจลาตินยงัเพิ�มสมบตัิ
ให้ตวันําส่งคงตวัมากขึ *น เมื�อเทียบกับการใช้เจลาตินเพียงอย่างเดียว [Okhawilai et al., 2010, 
Biman et al., 2009] 
 

 
รูปที� 4.9 ร้อยละนํ *าหนกัของตวันําส่งแบบต่างๆ  ที�สญูเสียไปเนื�องจากถูกละลายในสารละลาย
ฟอสเฟตบฟัเฟอร์  เมื�อแช่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที�อณุหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในเวลา 1 

และ 5 วนั (n=4) ( * = แตกตา่งอย่างมีนยัสําคญั (p-value < 0.05) เมื�อเทียบกบักลุ่มตวัอย่างอื�น
ทั *งหมด) 

 

0

10

20

30

40

50

60

70

80

90

100

Day1 Day5

%
 w

e
ig

h
t 

lo
ss

G:SF 100:0

G:SF 70:30

G:SF 50:50

* 



66 

 

4.2.3  อัตราการย่อยสลายของตัวนําส่งนอกร่างกาย 

 เมื�อแช่ตวันําส่งในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที�มีเอนไซม์คอลลาจีเนส (Collagenase) 
ความเข้มข้น 1 ยูนิต  ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ในช่วงเวลา 12, 24, 72 และ 120 ชั�วโมง  
ได้ผลดงัรูปที�  4.10  พบว่า นํ *าหนกัของตวันําส่งเจลาติน และเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย  ใน
อตัราส่วน 100:0, 70:30, และ 50:50  ที�ผ่านการแช่ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ที�มีเอนไซม์
คอลลาจีเนสเป็นเวลา 12 ชั�วโมง  คงเหลืออยู่ร้อยละ 86.43 ± 3.41, 91.66 ± 2.06, และ 95.41 ± 
2.54  ตามลําดบั  ที�เวลา 24 ชั�วโมง  นํ *าหนกัของตวันําส่งคงเหลืออยู่ ร้อยละ 64.53 ± 10.57, 
86.92 ± 1.44, และ 91.89 ± 1.60  ตามลําดบั  ที�เวลา 72 ชั�วโมง  นํ *าหนกัของตวันําส่งคงเหลืออยู่
ร้อยละ 22.40 ± 5.76, 78.21 ± 3.14, และ 86.07 ± 2.52  ตามลําดบั  และที�เวลา 120 ชั�วโมง  
นํ *าหนกัของตวันําส่งคงเหลืออยู่ ร้อยละ 2.83 ± 0.72, 44.81 ± 9.81, และ 82.61 ± 4.19  
ตามลําดบั  และยงัพบว่า เวลาที�ตวันําส่งถูกย่อยสลายไป ร้อยละ 50 โดยนํ *าหนกั (ครึ�งชีวิต หรือ 

t½) พบว่า ตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินอย่างเดียวถกูย่อยสลายไปร้อยละ 50 ที�เวลาประมาณ 40 
ชั�วโมง  ในขณะที� ตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทยในอตัราส่วน 70:30 ถกูย่อย
สลายไปร้อยละ 50 ที�เวลาประมาณ 110  ชั�วโมง  ดงัแสดงในรูปที� 4.9  ตวันําส่งที�ผลิตจากเจ
ลาตินอย่างเดียว (G:SF 100:0)  มีอตัราการย่อยสลายที�เร็วกว่าอย่างมีนยัสําคญัเมื�อเทียบกบัตวั
นําส่งที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย (G:SF 70:30 และ G:SF 50:50)  การที�อตัราการ
ผสมไฟโบรอินไหมไทยมีผลตอ่อตัราการย่อยสลายอย่างเห็นได้ชดั  สอดคล้องกบัรายงานการวิจยั
ของ Okhawilai และคณะ [Okawilai et al., 2010]  กล่าวคือ เมื�อเพิ�มอตัราการผสมไฟโบรอินไหม
ไทยในการผลิตตวันําสง่  อตัราการยอ่ยสลายช้าลง  แสดงให้เห็นวา่การผสมไฟโบรอินไหมไทยช่วย
ลดอตัราการยอ่ยสลายของตวันําสง่ที�ผลิตจากเจลาตนิได้  เนื�องจากใช้เอนไซม์คอลลาจีเนสเป็นตวั
ทําปฏิกิริยาการย่อยสลาย ซึ�งคอลลาจีเนสจะมีความจําเพาะในการย่อยสลายกลุ่มโปรตีนคอลลา
เจน เชน่ เจลาติน ได้ดี  ทําให้ตวันําส่งที�ผลิตจากส่วนผสมของเจลาตินมากกว่า ถกูย่อยสลายด้วย
เอนไซม์คอลลาจีเนสมากกวา่ เชน่กนั 

จากผลการทดลองในรูป 4.9 และ 4.10 ทําให้สามารถประเมินแนวโน้มการปลดปล่อยสาร
ของตวันําสง่ทั *งสามชนิดได้  เนื�องจากคา่ประจรุวมของพื *นผิวตวันําส่งในสภาวะร่างกาย (คา่พีเอช
ของเลือดประมาณ 7.35 - 7.45) เป็นบวก  จะสามารถเก็บกกัสารที�ต้องการปลดปล่อย คือ DME ที�
มีค่าประจุไฟฟ้าเป็นลบ ไว้ด้วยปฏิกิริยาแรงดึงระหว่างประจุไฟฟ้าที�ต่างกัน  และจะเกิดการ
ปลดปล่อย DME ออกมาจากตวันําส่งเมื�อตวันําส่งนั *นมีการย่อยสลาย  อย่างไรก็ตามผลการ
ทดลองการยอ่ยสลายภายนอกร่างกายนี * อาจแตกตา่งจากผลการทดลองการย่อยสลายในร่างกาย
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สตัว์ทดลอง เนื�องจากภายในร่างกายนั *น  ไม่ได้มีแค่เอนไซม์คอลลาจีเนส  แต่ยงัมีเอนไซม์และ
ปัจจยัอื�นๆ เชน่ ไลโซไซม์ และปฏิกิริยาจากเซลล์และเนื *อเยื�อตา่งๆ  ที�ส่งผลตอ่อตัราการย่อยสลาย
ของตวันําส่งทั *งสามชนิดนี *ด้วย  ประโยชน์ที�ได้จากผลการทดลองนี *ในการเลือกชนิดของตวันําส่ง 
และออกแบบการทดลองให้สอดคล้องกบัวตัถปุระสงค์และความต้องการของงานวิจยัในภายหน้า 
ตอ่ไป 
 

 
รูปที� 4.10 การย่อยสลายของตวันําส่ง ในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (พีเอช 7.4) ที�มีเอนไซม์

คอลลาจีเนส ความเข้มข้น 1 ยูนิต  ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  (n=4), t½ แสดงจุดที�มีการ

ประมาณคา่ครึ�งชีวิตของการยอ่ยสลายของตวันําสง่ 
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4.3  การทดสอบระบบควบคุมการปลดปล่อยภายนอกร่างกาย (in vitro controlled 

release) 

4.3.1 อัตราการปลดปล่อยภายนอกร่างกาย 

เพื�อพิสูจน์ว่า ตวันําส่งสามารถกกัเก็บและปลดปล่อย DME ได้ตามอตัราการย่อยสลาย
ของตวันําส่งหรือไม่  จึงต้องทําการทดสอบการปลดปล่อยภายนอกร่างกาย  โดยนําตวันําส่งที�มี 
DME 100 ไมโครกรัม  แช่ลงในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์   ที�อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  
วิเคราะห์ผลโดยการวดัปริมาณโปรตีนทั *งหมดด้วย BCA assay ที�เวลา 6, 12, 24, 36 และ 48 
ชั�วโมง  โดยมีตวันําส่งเปล่าแตล่ะชนิด (blank) เป็นกลุ่มควบคมุ  ได้ผลดงัรูปที� 4.11 A  พบว่าคา่
ปริมาณโปรตีนในสารละลายที�วดัได้มีคา่สงู  เนื�องจากทั *งตวันําสง่ที�ผลิตจากเจลาตินและไฟโบรอิน
ไหมไทย  และ DME ที�ถูกปลดปล่อยออกมาเป็นสารจําพวกโปรตีนและสามารถตรวจพบได้ด้วย 
BCA assay เหมือนกนั  อย่างไรก็ตามเมื�อทําการหกัลบคา่ที�วดัได้จากกลุ่มควบคมุที�เป็นตวันําส่ง
เปล่า (blank) ออกไป  และทําการทดลองหลายๆ ซํ *า ก็พบความแตกตา่งระหว่างกลุ่มทดลองและ
กลุ่มควบคมุ ดงัรูปที� 4.11 B กล่าวคือ เมื�อเวลาผ่านไป 6 ชั�วโมง  ตวันําส่งชนิด G:SF 100:0 และ 
G:SF 70:30  ปลดปล่อย DME ออกมาประมาณร้อยละ 67.07  และร้อยละ 50.60  ตามลําดบั  
และหลงัจากเวลา 12 ชั�วโมง อัตราการปลดปล่อยสะสมค่อนข้างคงที�  ในขณะที�ตวันําส่งชนิด 
G:SF 50:50 ปลดปล่อย DME ออกมาเพียงเล็กน้อยในเวลา 24 ชั�วโมงแรก  และที� 48 ชั�วโมง
สามารถวดัการปลดปลอ่ย DME สะสมได้เพียงร้อยละ 1.82 เทา่นั *น 

จากผลการทดลองดงักล่าว  แสดงว่า  เมื�ออตัราส่วนการผสมไฟโปรอินไหมไทยที�มากขึ *น
ในการผลิตตวันําส่งนั *น  จะส่งผลให้อตัราการปลดปล่อยสาร DME ช้าลง  สนันิษฐานว่า DME 
สามารถยึดเกาะกับตัวนําส่งชนิด G:SF 50:50  ได้ดีที�สุด ซึ�งจากรายงานการวิจัยของ 
Jetbumpenkul และคณะ (2012) พบวา่ โครงเลี *ยงเซลล์ที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย
ในอตัราส่วน 50:50 มีคา่ศกัย์ซีต้าประมาณ -0.03 ± 0.27 มิลลิโวลต์ ที�พีเอช 7.4  และสอดคล้อง
กบัการเปรียบเทียบอตัราการย่อยสลายของตวันําส่งทั *งสามชนิด ที�ว่า ตวันําส่งชนิด G:SF 50:50 
มีอตัราการยอ่ยสลายที�ช้าที�สดุ ด้วย   
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รูปที� 4.11  การปลดปล่อย DME จากตวันําส่งเจลาติน/ไฟโบรอินไหมไทยแตล่ะชนิด  วิเคราะห์ที�
เวลา 6, 12, 24, 36 และ 48 ชั�วโมง วดัปริมาณโปรตีนรวมด้วย BCA-assay โดย A แสดงปริมาณ
โปรตีนทั *งหมดที�ถกูปลดปลอ่ยออกมาตอ่ช่วงเวลา  และ B แสดงร้อยละของปริมาณโปรตีนรวมหกั
ลบคา่ที�วดัได้จากตวันําสง่เปลา่ (blank) 

 

 อยา่งไรก็ตามจากผลการทดลองดงักลา่ว พบวา่ การวิเคราะห์การปลดปลอ่ยในงานวิจยันี *

ด้วย BCA assay ไมใ่ชที่�เหมาะสมที�สดุ  แตเ่นื�องด้วยระบบควบคมุการปลดปลอ่ยนี *เป็นโปรตีน
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ทั *งหมด  จงึต้องอาศยัวิธีการในการทําให้สามารถแยกความแตกตา่งระหว่างโปรตีนของตวันําสง่

กบัโปรตีนของ DME ได้  เชน่การใช้ fluorescent labeling หรือ ใช้ immunoassay เข้ามาชว่ย  แต่

อปุสรรคที�ไมส่ามารถเชน่นั *นได้เนื�องจาก DME เป็น mixed crude protein คือกลุม่ของโปรตีน

หลายๆชนิดรวมกนั  จงึยากตอ่การที�หาสารโปรตีนสําหรับเทียบ (reference) ที�เฉพาะเจาะจงได้  

แนวทางอื�นที�สามารถนํามาใช้เพื�อวิเคราะห์อตัราการปลดปลอ่ย DME จากตวันําสง่นี *ได้ คือ การ

วิเคราะห์ปฏิกิริยาของเซลล์ที�มีตอ่ DME ที�ถกูปลดปล่อยออกมาจากตวันําสง่ 

คา่ของร้อยละการปลดปล่อย DME สะสม มีคา่เกินร้อยละ 100 ขึ *นไป (จากรูปที� 4.11 B) 
เนื�องมาจากความคลาดเคลื�อนสะสมของผลการทดลองในแต่ละช่วงเวลา แต่ยังคงสามารถ
วิเคราะห์แนวโน้มการปลดปลอ่ย DME ได้ 
 

4.3.2 ผลของระบบควบคุมการปลดปล่อยสารสกัดจากเนื Iอฟันต่อการ

เปลี�ยนแปลงของเซลล์ไลน์กระดูก MC3T3-E1 

 
ก. ผลของระยะเวลาในการใช้ DME ต่อการเปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดูกของเซลล์ 

MC3T3-E1 

การทดลองนี * มีวตัถุประสงค์เพื�อเปรียบเทียบปฏิกิริยาของเซลล์ MC3T3-E1 ต่อการคง

สภาวะความเข้มข้นของ DME ตลอดระยะเวลาเพาะเลี *ยง 10 วนั  และการใช้ DME เพียง 3 วนั

แรกของการเพาะเลี *ยง ว่าการใช้ DME แบบใดจะส่งผลส่งเสริมการเปลี�ยนแปลงของเซลล์ 

MC3T3-E1 ไปเป็นกระดกูได้ดีกว่ากนั  DME  โดยทําการเพาะเลี *ยงเซลล์ MC3T3-E1 ในสภาวะ

เดียวกับที�กล่าวมาแล้ว  โดยไม่ใช้ตวันําส่ง  เพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์แบบ OM  (MEM + 

10% FBS + 10mM β-glycerophosphate + 50µg/ml L-ascorbic acid)  1 มิลลิลิตรตอ่หลมุ  มี

การเปลี�ยนอาหารเลี *ยงเซลล์ใหมท่กุ 3 วนั  โดยแบง่กลุม่ตวัอยา่งออกเป็น 4 กลุม่ ได้แก่ 

กลุม่ 1 : ไมเ่ตมิ DME เป็นกลุม่ควบคมุ (control)  
กลุม่ 2 : เตมิ DME 50 ไมโครกรัม ทกุ 3 วนั  (DME 50) 
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 กลุม่ 3 : เตมิ DME 100 ไมโครกรัม ทกุ 3 วนั  (DME 100) 
กลุม่ 4 : เตมิ DME 100 ไมโครกรัมครั *งเดียว  (DME 100x1) 

ทําการเก็บตวัอยา่งในวนัที� 10 ของการเพาะเลี *ยงเพื�อนํามาวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 

(gene expression) ด้วยเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-

PCR) ดงัแสดงรายละเอียดใน ภาคผนวก ฉ  โดยใช้ไพรเมอร์ (primer) ที�เจาะจงกบั Collagen-1 

(Col-1), Alkaline phosphatase (ALP), Osteopontin (OPN), Osteocalcin (OC) และ 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH)  ได้ผลดงัแสดงในรูปที� 4.12 A 

ข. การศึกษาเปรียบเทียบผลของ DME ในการเพาะเลี *ยงเซลล์บนตวันําส่งต่อการ
เปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดกูของเซลล์ MC3T3-E1 

การทดลองนี * มีวตัถปุระสงค์เพื�อเปรียบเทียบปฏิกิริยาของเซลล์ MC3T3-E1 ตอ่ตวันําส่งที�

มีและไม่มี  โดยทําการเพาะเลี *ยงเซลล์ MC3T3-E1 บนตวันําส่ง  โดยแปรผนัชนิดของตวันําส่งที�มี

การดดูซบั DME เท่ากนัคือ 100 ไมโครกรัม  ในสภาวะดงัที�กล่าวมาแล้ว  และมีการเปลี�ยนอาหาร

เลี *ยงเซลล์ใหม่ทุก 3 วัน  โดยแบ่งกลุ่มตวัอย่างออกเป็น 4 กลุ่ม ได้แก่โดยแบ่งกลุ่มตวัอย่าง

ออกเป็น 6 กลุม่  ได้แก่ 

 กลุม่ 1 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 100:0  ที�ไมมี่ DME (G:SF 100:0) 
กลุม่ 2 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 100:0  ที�มี DME 100 ไมโครกรัม (G:SF 100:0 + DME) 
กลุม่ 3 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 70:30  ที�ไมมี่ DME (G:SF 70:30) 
กลุม่ 4 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 70:30  ที�มี DME 100 ไมโครกรัม (G:SF 70:30 + DME) 
กลุม่ 5 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 50:50  ที�ไมมี่ DME (G:SF 50:50 + DME) 

 กลุม่ 6 : ใช้ตวันําสง่ G:SF 50:50  ที�มี DME 100 ไมโครกรัม (G:SF 50:50 + DME) 
  

ทําการเก็บตวัอยา่งในวนัที� 10 ของการเพาะเลี *ยงเพื�อนํามาวิเคราะห์การแสดงออกของยีน 

(gene expression) ด้วยเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-

PCR) เชน่เดียวกบัการทดลอง ก  ได้ผลดงัแสดงในรูปที� 4.12 B 
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รูปที� 4.12 การแสดงออกของยีน collagen-1, alkaline phophatase, osteocalcin, และ 

osteopontin ของเซลล์ MC3T3-E1 ที�เวลา 10 วนั ด้วยเทคนิค RT-PCR  โดยแผนภาพแสดง

อตัราส่วนค่าความเข้มแสงของการแสดงออกของยีนต่างๆ ตอ่คา่ความเข้มแสงของการแสดงออก

ของยีน GAPDH  โดย A คือ การเพาะเลี *ยงโดยไม่มีตวันําส่ง และ B คือ การเพาะเลี *ยงบนตวันําส่ง

ชนิดตา่งๆ (รูปถ่ายของแถบโปรตีนที�ได้จากกระบวนการ  Agarose gel electrophoresis แสดงใน

ภาคผนวก ฉ) 
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ปัจจัยที�สําคญัประการหนึ�งที�ทําให้เกิดความแตกต่างระหว่างกลุ่มที�เพาะเลี *ยงโดยมีตวั

นําส่งและไม่มีตัวนําส่ง คือการเจริญเติบโตและความหนาแน่นของเซลล์  เนื�องจากเซลล์ที�

เพาะเลี *ยงโดยไม่มีตวันําส่งจะเจริญเติบโตบนถาดเลี *ยงเซลล์ในลักษณะสองมิติ  ในขณะที�การ

เพาะเลี *ยงด้วยตวันําส่ง เซลล์จะสามารถยึดเกาะบนตวันําส่งและเมื�อเวลาผ่านไปผิวภายนอกของ

ตวันําส่งเกิดการย่อยสลาย  ทําให้เซลล์สามารถเข้าไปภายในโครงสร้างรูพรุนภายในตวันําส่งและ

เจริญเติบโตในลักษณะสามมิติได้  เมื�อทําการทดลองโดยใช้เซลล์ในปริมาณเท่ากัน กลุ่มที�

เพาะเลี *ยงร่วมกบัตวันําสง่จะมีความหนาแนน่หรือจํานวนเซลล์ตอ่พื *นที�น้อยกว่า เนื�องจากสามารถ

เจริญเติบโตไปบนตวันําส่งได้  ดงันั *นการวิเคราะห์ผลการทดลองนี *จึงไม่อาจเปรียบเทียบกิจกรรม

เอนไซม์ระหวา่งกลุม่ที�เพาะเลี *ยงโดยมีตวันําสง่และกลุม่ที�เพาะเลี *ยงโดยไมมี่ตวันําสง่ ได้โดยตรง 

จากผลการทดลองในรูปที� 4.12 A พบวา่ ในการเพาะเลี *ยงแบบไม่มีตวันําส่ง  Col-1 มีการ

แสดงออกมากที�สดุเมื�อเทียบกบัการแสดงออกของยีนอื�นๆ ในกลุ่มตวัอย่างเดียวกนั สนันิษฐานได้

ว่า เซลล์ MC3T3-E1 ในช่วงระยะเวลา 10 วนั  ส่วนใหญ่จะอยู่ใน proliferation phase (อ้างอิง

จากรูปที� 2.5)  อย่างไรก็ตามการแสดงออกของยีนดงักล่าว ยงัไม่สามารถสรุปได้แน่ชดั เนื�องจาก

จํานวนตวัอย่างทําซํ *ามีน้อยเกินไป  แต่แนวโน้มที�สังเกตได้คือ  กลุ่มที�เติม DME เข้มข้น 100 

ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรเพียงครั *งเดียว มีการแสดงออกของ ALP ใกล้เคียงกลุ่มที�ไม่เติม DME (กลุ่ม

ควบคมุ) และมีการแสดงออกของ ALP และ OC มากกว่ากลุ่มที�เติม DME แบบตอ่เนื�องทั *งที�ความ

เข้มข้น 50 ไมโครกรัม และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร 

จากผลการทดลองในรูปที� 4.12 B พบว่า เมื�อเปรียบเทียบการเพาะเลี *ยงบนตวันําส่งกับ

แบบไม่มีตวันําส่ง  โดยไม่เติม DME  พบว่า กลุ่มที�เพาะเลี *ยงบนตวันําส่งทุกชนิดมีแนวโน้มการ

แสดงออกของยีน Col-1 และ ALP มากกว่ากลุ่มที�ไม่มีตวันําส่ง  เนื�องจากกลุ่มที�เพาะเลี *ยงบน

ตวันําส่งเป็นการเพาะเลี *ยงเซลล์แบบสามมิติแตมี่จํานวนเซลล์เริ�มต้นเท่ากบัการเพาะเลี *ยงที�ไม่ใช้

ตวัส่งซึ�งเป็นการเพาะเลี *ยงแบบสองมิติ  ทําให้ความหนาแน่นน้อยกว่าซึ�งส่งผลให้เซลล์ MC3T3-

E1 สงัเคราะห์ Col-1 และสนันิษฐานว่าพื *นผิวของตวันําส่งนั *นส่งเสริมการเกิดกิจกรรมเอนไซม์ 

ALP ของเซลล์ MC3T3-E1 สอดคล้องกับรายงานการวิจยัของ Vachiraroj และคณะ (2009) ที�

พบว่า ในวนัที� 4 และ 8 ของการเพาะเลี *ยง พื *นผิวที�เป็นเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทยส่งเสริม
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กิจกรรมเอนไซม์ ALP ของเซลล์ MC3T3-E1 [Vachiraroj et al., 2009]  การแสดงออกของยีนของ

เซลล์ MC3T3-E1 ที�เพาะเลี *ยงบนตวันําส่งทกุชนิดที�มี DME มีแนวโน้มไปในทางเดียวกนัคือ มีการ

แสดงของยีน OPN สงูที�สุด  แตก่ารแสดงออกของ OC น้อยกว่ากลุ่มที�ไม่มี DME  สนันิษฐานใน

ระยะเวลา 10 วนั  DME ที�ถกูปลดปลอ่ยออกมาจากตวันําสง่ สามารถส่งเสริมให้เซลล์ MC3T3-E1 

เกิดการเปลี�ยนแปลงได้บ้าง  แตไ่มม่ากพอให้เข้าสู่ Mineralization phase เนื�องจาก DME มีผลลด

การเจริญเติบโตของเซลล์ MC3T3-E1 (อ้างอิงจากผลการทดลองในข้อ 4.1.4)  จึงทําให้เซลล์ไม่

สามารถขยายจํานวนจนมีความหนาแน่นมากพอให้เกิดการเปลี�ยนแปลงได้  สอดคล้องกบัผลการ

ทดลองในรูปที� 4.12 ก. ที�พบว่า ด้วยจํานวนเซลล์เริ�มต้นเท่ากนั  กลุ่มที�เพาะเลี *ยงโดยมีการเติม 

DME มีการแสดงออกของ OC น้อยกว่ากลุ่มควบคมุ  ทั *งนี *การแสดงออกของยีนในผลการทดลอง

ดงักล่าว ยังไม่สามารถสรุปได้เพราะจํานวนการทําซํ *ามีไม่เพียงพอให้หาความแตกต่างอย่างมี

นยัสําคญัทางสถิตไิด้ เนื�องจากจํานวนตวัอย่างในการทดลองมีไม่เพียงพอ  ทําให้ต้องรวมตวัอย่าง

ในแต่ละกลุ่มเข้าด้วยกันแล้ววิเคราะห์ผล PCR เพียงครั *งเดียว  และไม่สามารถวิเคราะห์การ

แสดงออกของยีนในแตล่ะช่วงเวลาได้  เพราะฉะนั *นงานวิจยัในภายหน้า จึงควรมีการวางแผนการ

ทดลองให้มีการเตรียมจํานวนตวัอย่างซํ *าให้มากขึ *นและวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในหลาย

ช่วงเวลา เพื�อจะเห็นการเปลี�ยนแปลง phase ต่างๆของเซลล์ได้ชดัเจนและเป็นประโยชน์ตอ่การ

นําไปพฒันาระบบควบคมุการปลดปลอ่ย DME ตอ่ไป 

อยา่งไรก็ตามผลการทดลองในชว่งก่อนหน้านี * พิสจูน์ได้ว่า DME มีผลตอ่การเปลี�ยนแปลง

ของเซลล์ MC3T3-E1 ไปเป็นกระดกู  เนื�องจากในระยะเวลา 21 วนั  สามารถพบการสงัเคราะห์

แคลเซียมในการเพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME ได้ (รูปที� 4.5)  ซึ�งการสะสมแคลเซียม

ของเซลล์เป็นตัวบ่งชี *ที� สําคัญของการเปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดูก จึงเป็นการยืนยันได้ว่า 

MC3T3-E1 มีการเปลี�ยนแปลงจากการเพาะเลี *ยงด้วย DME ที�สกดัจากฟันมนษุย์จริง 

 



บทที�  5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 งานวิจยันี *เป็นงานวิจัยแรกในประเทศที�ได้ศึกษาวิธีการสกัดสารสกัดจากเนื *อฟันมนุษย์ 
(Dentin matrix extract; DME)  และลกัษณะสมบตัิของ DME จากเนื *อฟันมนษุย์  ตลอดจนผล
ของ DME ในการกระตุ้นการเจริญเติบโตและสญัญาณการเปลี�ยนแปลงของเซลล์  โดยพบว่าใน
การสกดั DME จากฟันมนษุย์นั *น มีคา่ร้อยละผลได้อยู่ที� 0.388 (นํ *าหนกัแห้ง) และ DME ที�สกดัได้
ประกอบด้วยกลุ่มโปรตีนที�มีนํ *าหนกัโมเลกลุอยู่ในช่วง 55 - 72 กิโลดาลตนั  โดยสนันิษฐานว่าเป็น 
กลุ่มเมทริกซ์โปรตีนที�เป็นกรด (acidic matrix protein) ซึ�งมีบทบาทหน้าที�ในการตอบสนองภาวะ
ทางชีวภาพตา่งๆ รวมไปถึงการเปลี�ยนแปลงของเซลล์  เมื�อทําการวดัคา่ศกัย์ซีต้าของ DME พบว่า 
DME ที�ละลายในสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (PBS) พีเอช 7.5  มีคา่ศกัย์เซต้าอยู่ที� -10.53 ± 
0.12 มิลลิโวลต์ และ DME ที�ละลายในนํ *าปราศจากไอออน พีเอช 5.5  มีคา่ศกัย์เซต้าอยู่ที� -13.53 
± 0.31 มิลลิโวลต์  และจากการศกึษาผลของ DME ตอ่การเจริญเติบโตของ MC3T3-E1 พบว่า ใน
สภาวะที�อาหารเลี *ยงเซลล์มีซีรัมปกติ DME ที�ความเข้มข้น 10 และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร มี
ผลตอ่จํานวนเซลล์ MC3T3-E1 ที�เวลา 72 ชั�วโมงน้อยกว่ากลุ่มควบคมุอย่างมีนยัสําคญั  และเมื�อ
ความเข้มข้นของ DME มากขึ *นทําให้อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะในช่วง 48-72 ชั�วโมงลดลง
อย่างมีนัยสําคญั  แต่ในสภาวะที�อาหารเลี *ยงเซลล์มีซีรัมน้อยกว่าปกติ (ร้อยละ 2) DME ไม่มี
ผลกระทบตอ่อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะในช่วง 48-72 ชั�วโมง (แตกตา่งจากกลุ่มควบคมุ)  เมื�อ
ศกึษาผลของ DME ต่อการเปลี�ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ MC3T3-E1 พบว่า DME 
สามารถกระตุ้นให้เซลล์เกิดการสะสมแคลเซียมในระยะเวลา 21 วนั ได้  โดยไม่ต้องมีการใช้ 
Dexamethasone (Dex)  และจากการศกึษาเปรียบเทียบผลของ DME ในอตัราส่วนตา่งๆ ที�มีตอ่
การเปลี�ยนแปลงของเซลล์ MC3T3-E1 โดยดจูากกิจกรรมเอนไซม์อลัคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) ใน
วนัที� 10 ของการเพาะเลี *ยง  พบว่า DME ที�ความเข้มข้น 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตรมีผลส่งเสริม
การเปลี�ยนแปลงของเซลล์โดยมีคา่กิจกรรมของเอนไซม์ ALP มากกว่ากลุ่มที�ไม่มี DME อย่างมี
นยัสําคญั 

 การพัฒนาตวันําส่ง DME ที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทยเพื�อควบคุมการ
ปลดปล่อย DME อย่างยั�งยืน (sustained release)  มีการศึกษาลักษณะสมบตัิของตัวนําส่ง 
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เจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย ในอตัราส่วน เจลาติน:ไฟโบรอินไหมไทย (G:SF) เท่ากบั 100:0, 
70:30, และ 50:50  ขนาดเส้นผา่นศนูย์กลาง 11 มิลลิเมตร  พบว่ามีคา่นํ *าหนกัเฉลี�ยของชิ *นงานตวั
นําส่งอยู่ที� 13.28 ± 0.50, 12.86 ± 0.56 และ 11.36 ± 0.63 มิลลิกรัม  ตามลําดบั  และความ
หนาแน่นของตวันําส่ง  มีคา่เท่ากบั  0.059 ± 0.002, 0.068 ± 0.003, และ 0.069 ± 0.004 
มิลลิกรัมตอ่ลกูบาศก์มิลลิเมตร  และมีคา่ร้อยละในการดดูซบั PBS เท่ากบั 90.43 ± 0.29, 87.73 
± 0.29, และ 86.60 ± 0.76  ตามลําดบั แปรผกผนักบัคา่ความหนาแน่น  ตวันําส่งในงานวิจยันี * ถกู
ออกแบบมาให้สามารถเก็บกกั DME ด้วยกลไกทางประจไุฟฟ้า  และปลดปล่อยด้วยกลไกการย่อย
สลายทางชีวภาพ  จากการศกึษาความคงตวัของตวันําสง่ใน PBS พบวา่ เมื�อมีการดดูซบั DME ใน
ปริมาณที�เท่ากนัคือ 100 ไมโครกรัมตอ่ตวันําส่ง  ตวันําส่งน่าจะมีการปลดปล่อยสารทนัที (burst 
release)  ร้อยละ 12.93 ± 7.84 ถึง 21.42 ± 1.18  ในช่วงวนัแรกไม่แตกตา่งกนัอย่างมีนยัสําคญั  
แต่ที�เวลา 5 วนั ตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินอย่างเดียวนั *นมีความสามารถในการคงตวัน้อยกว่า
อย่างมีนัยสําคัญเมื�อเทียบกับตัวนําส่งที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอินไหมไทย  โดยมีการ
ปลดปลอ่ยสารออกมาร้อยละ 58.64 ± 29.20  ในขณะที�ตวันําส่งที�ผลิตจากเจลาตินผสมไฟโบรอิน
ไหมไทย ทั *งสองชนิดมีการปลดปล่อยสะสมไม่ตา่งจากวนัแรก  อตัราการย่อยสลายของตวันําส่ง
ด้วยเอนไซม์คอลลาจีเนสความเข้มข้น 1 หน่วยเป็นเวลา 120 ชั�วโมง  พบว่า ตวันําส่ง G:SF 100:0 

และ 70:30 มีคา่ครึ�งชีวิต (t½) ประมาณ 40 และ 110 ชั�วโมง ตามลําดบั  ในขณะที�ตวันําส่ง G:SF 
50:50 ย่อยสลายไปเพียงร้อยละ 17.39 ± 4.19 ภายในระยะเวลา 120 ชั�วโมง  จากการศึกษา
อตัราการปลดปล่อยภายนอกร่างกาย  พบว่า เมื�อเวลาผ่านไป 6 ชั�วโมง  ตวันําส่ง G:SF 100:0 
และ G:SF 70:30  ปลดปล่อย DME ออกมาประมาณร้อยละ 67.07  และร้อยละ 50.60  
ตามลําดบั  และการปลดปล่อยสะสมคอ่นข้างคงที�หลงัเวลา 12 ชั�วโมง ในขณะที�ตวันําส่ง G:SF 
50:50 ปลดปลอ่ย DME ออกมาเพียงเล็กน้อยในเวลา 24 ชั�วโมงแรก  และที� 48 ชั�วโมงสามารถวดั
การปลดปล่อย DME สะสมได้เพียงร้อยละ 1.82 เท่านั *น  จากผลการทดลองดงักล่าว  แสดงว่า  
เมื�ออตัราส่วนการผสมไฟโปรอินไหมไทยที�มากขึ *นในการผลิตตวันําส่งนั *น  จะส่งผลให้อตัราการ
ปลดปล่อยสาร DME ช้าลง   DME สามารถยึดเกาะกบัตวันําส่งชนิด G:SF 50:50  ได้ดีที�สุด  
เนื�องจากความแตกต่างของประจุ  ตวันําส่งชนิด G:SF 50:50 มีอตัราการย่อยสลายที�ช้าที�สุด   
และเมื�อวิเคราะห์การแสดงออกของยีน (gene expression) ในวนัที� 10 ของการเพาะเลี *ยงเซลล์ 
MC3T3-E1 ด้วยเทคนิค Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction (RT-PCR)  พบ
แนวโน้มที�สงัเกตได้คือ  กลุ่มเซลล์ที�เพาะเลี *ยงโดยมีการเติม DME เข้มข้น 100 ไมโครกรัมต่อ
มิลลิลิตรเพียงครั *งเดียว มีการแสดงออกของ ALP ใกล้เคียงกลุ่มที�ไม่เติม DME (กลุ่มควบคมุ) และ
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มีการแสดงออกของ ALP และ OC มากกว่ากลุ่มที�เติม DME แบบตอ่เนื�องทั *งที�ความเข้มข้น 50 
ไมโครกรัม และ 100 ไมโครกรัมตอ่มิลลิลิตร  และกลุ่มที�เพาะเลี *ยงบนตวันําส่งทกุชนิดมีแนวโน้ม
การแสดงออกของยีน Col-1 และ ALP มากกว่ากลุ่มที�ไม่มีตวันําส่ง และการแสดงออกของยีนของ
กลุ่มที�เพาะเลี *ยงบนตวันําส่งทกุชนิดที�มี DME มีแนวโน้มไปในทางเดียวกนัคือ มีการแสดงของยีน 
OPN สงูกว่ายีนอื�นๆ  แตมี่การแสดงออกของ OC น้อยกว่ากลุ่มที�ไม่มี DME  ทั *งนี *การแสดงออก
ของยีนในผลการทดลองดงักล่าว ยงัไม่สามารถสรุปได้เพราะจํานวนการทําซํ *ามีไม่เพียงพอให้หา
ความแตกต่างอย่างมีนยัสําคญัทางสถิติได้ เนื�องจากจํานวนตวัอย่างในการทดลองมีไม่เพียงพอ  
ทําให้ต้องรวมตวัอย่างในแต่ละกลุ่มเข้าด้วยกันแล้ววิเคราะห์ผล PCR เพียงครั *งเดียว  และไม่
สามารถวิเคราะห์การแสดงออกของยีนในแตล่ะชว่งเวลาได้ 

จากผลการทดลองทั *งหมดชี *ชดัว่า DME ที�สกัดจากเนื *อฟันมนษุย์ด้วยวิธีที�ผู้ วิจยัใช้ มีผล

ตอ่การเปลี�ยนแปลงของเซลล์ MC3T3-E1 ไปเป็นเซลล์กระดกูได้  มีการสะสมแคลเซียมของเซลล์

ในการเพาะเลี *ยงด้วยอาหารเลี *ยงเซลล์ผสม DME ได้ ในระยะเวลา 21 วนั  ซึ�งการสะสมแคลเซียม

ของเซลล์เป็นตวับง่ชี *ที�สําคญัของการเปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดกู   ตวันําส่งเจลาตินผสมไฟโบรอิน

ไหมไทยที�ผลิตด้วยวิธีทําแห้งแบบเยือกแข็งและใช้กลูตารอลดีไฮด์เป็นสารเชื�อมขวาง สามารถ

นํามาใช้เป็นวสัดผุลิตตวันําส่ง DME ที�สกัดได้  โดยอตัราส่วนผสมระหว่างเจลาตินและไฟโบรอิน

ไหมไทยที�ใช้ผลิตตวันําส่ง ส่งผลให้อตัราการปลดปล่อย DME แตกต่างกัน  ทั *งนี *ขึ *นอยู่กบัความ

ต้องการของผู้ นําไปใช้ว่า ต้องการปลดปล่อย DME ในระยะเวลานานเท่าใด  โดยเบื *องต้นนี * ผู้ วิจยั

คาดหวังให้การปลดปล่อย DME ดําเนินไปในช่วง 3 สปัดาห์ เพื�อใช้ร่วมกับการรักษาอาการ

บาดเจ็บของกระดกูในช่วงการเกิด Hematoma ถึง ช่วงการเกิด Soft callus เพื�อช่วยกระตุ้นให้

เซลล์เปลี�ยนแปลงไปเป็นกระดกูแข็งตอ่ไป 

งานที�ควรทําตอ่ไป คือ  1. การวิเคราะห์ผลของ DME ตอ่การเปลี�ยนแปลงของเซลล์โดย

วิเคราะห์การแสดงออกของยีนในหลายช่วงเวลาเพื�อจะเห็นการเปลี�ยนแปลง phase ต่างๆของ

เซลล์ได้ชัดเจน  2. การวางแผนการทดลองให้มีการเตรียมจํานวนตวัอย่างซํ *าให้มากขึ *นเพื�อให้

สามารถสรุปผลการทดลองได้แน่ชดั และ 3. การทดสอบระบบควบคมุการปลดปล่อย DME นี *ใน

สตัว์ทดลอง 
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ภาคผนวก ก 

Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE) 

 Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel Electrophoresis คือ  เทคนิคที�ใช้ใน
การแยกหน่วยย่อยของโปรตีนและหามวลโมเลกลุ  โดยใช้สาร Sodium Dodecyl Sulfate (SDS)  
เป็นสารลดแรงตึงผิวประจุลบ (anionic detergent)  มีความสามารถจบักบัสายโซ่พอลิเปปไทด์
ด้วยอัตราส่วน SDS 1.4 ก รัม ต่อ สายโซ่พอลิ เปปไทด์  1กรัม  ไ ด้ผลิตภัณฑ์เป็น 
SDS-polypeptide complex   ประจุของ SDS ไปบดบงัประจุของโปรตีน  ทําให้ค่าประจุของ 
SDS-polypeptide complex นี *จะเป็นลบไม่ว่าจะเป็นโปรตีนชนิดใดก็ตาม  และมีอตัราส่วนของ
ประจุต่อมวลหรือมีความหนาแน่นของประจุคงที�เท่ากัน  จึงสามารถนําไปเข้าสู่กระบวนการ 
Polyacrylamide Gel Electrophoresis ได้เนื�องจากทกุพอลิเปปไทด์คอมเพลกซ์จะเคลื�อนที�ไปใน
ทิศทางเดียวกนัคือเข้าหาขั *วประจบุวก   เมื�อเปรียบเทียบการเคลื�อนที�ของพอลิเปปไทด์ตวัอย่างกบั
โปรตีนมาตรฐานที�ทราบมวลโมเลกลุ  จะทําให้ทราบถึงมวลโมเลกุลของพอลิเปปไทด์ตวัอย่างได้  
[วาสนา สขุมุศริิชาต ิ: online] 

 SDS-PAGE เป็นเทคนิคที�ง่าย รวดเร็ว สามารถใช้ศึกษาปริมาณโปรตีนที�น้อยระดับ
ไมโครกรัมได้   สารผสมโปรตีนที�ต้องการแยกและหามวลโมเลกลุต้องถกูทําให้เสียสภาพธรรมชาติ
โดยให้ความร้อนที� 100OC  และมีการใช้สารไธออล (thiol) ทําหน้าที�เป็นตวัรีดิวซ์ (reducer) สลาย
พนัธะไดซลัไฟด์ สารไธออลที�นิยมใช้คือ 2-เมอร์แคปโตเอธานอล (2-mercaptoethanol) และไดไธ
โอธรีอิทอล (dithiothreitol; DTT)  DTT มีข้อดีคือไม่มีกลิ�นและเป็นตวัรีดิวซ์ ที�ให้ผลเท่ากนักับ 
2-เมอร์แคปโตเอธานอล 

อุปกรณ์และสารเคมี 

• สําหรับเตรียม  Seperating gel จํานวน 1 แผน่ 
o 30% Acrylamide  1.625 มลิลิลิตร 
o 10% Sodium dodecyl sulfate; SDS  50 ไมโครลิตร 
o 10% Ammonium persulfate; APS  (ต้องเตรียมใช้ใหมท่กุครั *ง)  50 ไมโครลิตร 
o Tetramethylethylenediamine; TEMED   6 ไมโครลิตร 
o 1.5 M Trisamine; Tris  (pH 8.8)  1.25 มิลลิลิตร  
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o Double distilled water; ddH2O  2.05 มิลลิลิตร 

• สําหรับเตรียม  Stacking gel จํานวน 1 แผน่ 
o 30% Acrylamide  0.325 มลิลิลิตร 
o 10% SDS  25 ไมโครลิตร 
o 10%  APS (ทําใหมท่กุครั *ง)  15 ไมโครลิตร 
o TEMED  4 ไมโครลิตร 
o ddH2O  1.525 มิลลิลิตร 
o 1 M Trisamine (pH 6.8)  0.65 มิลลิลิตร 

• SDS Running Buffer ความเข้มข้น 5 เทา่ (5x)  1 ลิตร: 
o Trisamine 15 กรัม 
o Glycine 72 กรัม 
o SDS 5 กรัม 
o ddH2O 

• การย้อมสี Coomassie Blue: 
o 10% (v/v) acetic acid 
o 0.006% (w/v) Coomassie Blue dye 
o 90% ddH2O 

• Isopropanol Fixing Solution: 
o 10% (v/v) acetic acid 
o 25% (v/v) isopropanol 
o 65% ddH2O 

• SDS sample loading buffer 40 มิลลิลิตร: 
o ddH2O 16 มิลลิลิตร 
o 0.5 M Trisamine (pH 6.8) 5 มิลลิลิตร 
o 50% Glycerol 8 มิลลิลิตร 
o 10% SDS 8 มิลลิลิตร 
o 2-mercaptoethanol 2 มิลลลิิตร  (เตมิก่อนการใช้ทนัที) 
o bromophenol blue 

• 10% (v/v) acetic acid 
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วิธีการ 
1. เตรียม polyacrylamide gel  โดยเตรียมส่วน Separation gel เทลงใน SDS-page 

apparatus แล้วทิ *งไว้ให้เจลแข็งตวัเป็นเวลาประมาณ 15 นาที  หลงัจากนั *นเทส่วนที�เป็น 
Stacking gel ลงไปแล้วเสียบหวีแบง่ช่อง (Stacking slot comb) ทิ *งไว้ให้เจลแข็งตวัอีก
ประมาณ 15 นาที  จงึดงึหวีแบง่ชอ่งออก 

2. หยอดสารตวัอย่างลงในแต่ละช่องของเจล (หยอดสาร standard protein เพื�อเป็นตวั
เทียบในชอ่งแรกของเจล) จากนั *น เตมิ 1x SDS Running Buffer ให้ท่วมเจล และรันเจล ที� 
200 V  80 mA  เป็นเวลา 45 นาที   

3. นําเจลออกมาวางในกล่องพลาสติก  เท isopropanol fixing solution ให้ท่วมแผ่นเจล  
แล้วเขย่าด้วย shaker  ที�อณุหภูมิห้อง  (ถ้าเจลหนา 0.75 ม.ม. ใช้เวลา 10-15 นาที ถ้า
เจลหนา 1.5 ซ.ม. ใช้เวลา 30-60 นาที) 

4. เท fixing solution ออก  แล้วเติม Coomassie blue staining solution ลงไปให้ท่วมเจล
แล้วเขยา่ด้วย shaker  ที�อณุหภมูิห้องเป็นเวลา 2 ชั�วโมง 

5. เท staining solution ออก แล้วเติม 10% acetic acid ลงไป  แล้วทําการเขย่าด้วย 
shaker ที�อณุหภูมิห้อง เป็นเวลา 10 นาที เพื�อทําการล้าง staining solution ส่วนเกินออก
จากเจล 
 

 

รูปที� ก.1  เครื�อง SDS-PAGE apparatus (Biorad, USA) 
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รูปที� ก.2  หลกัการทํางานของเครื�อง SDS-PAGE apparatus (Biorad, USA) 

[Williams., 2001 : online] 

 

 

รูปที� ก.3  หลกัการแยกโปรตีนของ Polyacrylamide Gel Electrophoresis (PAGE)  

[Wagner., 2003 : online] 
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รูปที� ก.4  ตวัอย่างแถบสีของโปรตีนมาตรฐานในการทํา SDS-PAGE 

[Thermo Fisher Scientific Inc., 2012 : online] 

 

รูปที� ก.5  ตวัอย่างการเทียบแถบสีของโปรตีนที�ต้องการศกึษากบัโปรตีนมาตรฐาน 

ในการทํา SDS-PAGE  [Abcam plc., 2012 : online] 
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ภาคผนวก ข 

การวัดปริมาณเซลล์ด้วยวิธี MTT-assay 

MTT-assay เป็นการวิเคราะห์ผลเชิงปริมาณ โดยทดสอบหาจํานวนเซลล์ที�มีชีวิต  โดย
เซลล์ที�มีชีวิตจะสามารถใช้เอนไซม์ succinate dehydrogenase ในไมโตคอนเดียทําปฏิกิริยากบั
สาร MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)- 2,5-Diphenyltetrazolium bromide) ที�มีสีเหลืองให้
เปลี�ยนเป็น  formazan product ซึ�งมีสีม่วงนํ *าเงิน หลงัจากละลายสีภายในเซลล์ด้วย Dimethyl 
sulfoxide (DMSO) จึงทําการวดัหาปริมาณ formazan product ที�เกิดขึ *น โดยวดัค่า Optical 
Density (OD) ที�ความยาวคลื�น 570 นาโนเมตร  [Cory et al., 1991] 

สารเคมีที�ใช้ 

1. MTT powder 
2. อาหารเลี *ยงเซลล์แบบไมมี่ Phenol red (Media without Phenol red) 
3. 0.1 M Glycine buffer 
4. DMSO 

ขั Iนตอนการทาํ MTT assay ในถาดเลี Iยงเซลล์แบบ 24 หลุม (24-well plate) 

1. ดดูอาหารเลี *ยงเซลล์ออกจากถาดเลี *ยงเซลล์  และล้างถาดเลี *ยงเซลล์ทกุหลมุ 1 ครั *งด้วย
สารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (PBS) ปริมาตร 1.5 มิลลิลิตรตอ่หลมุ 

2. เตรียมสารละลาย MTT  โดยละลาย MTT powder ในอาหารเลี *ยงเซลล์แบบไมมี่ Phenol 
red ในอตัราสว่น MTT 1 มิลลิกรัมตอ่อาหารเลี *ยงเซลล์ 2 มิลลิลิตร 

3. ปิเปตสารละลาย MTT ใสใ่นถาดเลี *ยงเซลล์  ปริมาตร 300 ไมโครลิตรตอ่หลมุ 
4. บม่ (incubate) ที�อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที 
5. ดดูสารละลาย MTT ออกจากถาดเลี *ยงเซลล์  หลงัจากนั *นใสส่ารละลาย Glycine buffer 

ผสม DMSO (125:900) ปริมาตร 1 มิลลิลิตรตอ่หลมุ  เพื�อละลายสีภายในเซลล์ออกมา 
6. เขยา่ด้วย shaker เป็นเวลา 5 นาที  เพื�อละลายสีออกจากเซลล์ให้หมด  หลงัจากนั *นนํา

สารละลายที�ได้ไปวดัคา่การดดูกลืนแสง (optical density) ที�ความยาวคลื�น 570 นาโน
เมตร  ด้วยเครื�อง absorbance microplate reader 
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รูปที� ข.1 สาร MTT ถกูเปลี�ยนเป็น formazan product ด้วยกระบวนการ 

mitochondrial reductase [Cory et al., 1991] 

 

 
รูปที� ข.2  กราฟมาตรฐานของการวดัจํานวนเซลล์ MC3T3-E1 ด้วยวิธี MTT-assay 

  

y = 2E-06x + 0.058
R² = 0.996
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การคาํนวณอัตราการเจริญเตบิโตของเซลล์และเวลาที�เซลล์ใช้ในการเพิ�มจาํนวน

คํานวณอตัราการเจริญเติบโต

จํานวนจากเดิมเป็น 2 เท่า

ด้วยสมการดงัตอ่ไปนี *  [Roth,  2006]

 

 

 เมื�อ  �� คือ จํานวนเซลล์เริ�มต้น

  
��

��
 คือ จํานวนเซลล์ที�เปลี�ยนแปลง

รูปที� ค.1  ตวัอยา่งกราฟแสดงชว่งตา่งๆ ในการเจริญเติบโตของเซลล์  
 

ภาคผนวก ค 

การคาํนวณอัตราการเจริญเตบิโตของเซลล์และเวลาที�เซลล์ใช้ในการเพิ�มจาํนวน

คํานวณอตัราการเจริญเติบโต (growth rate; µ) ของเซลล์  และเวลาที�เซลล์ใช้ในการเพิ�ม

เท่า (population doubling time; PDT) ในช่วง Log phase 

[Roth,  2006] 

μ �  
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��

��
 ……………………...….. (1) 

[hr-1] 

��� �  
�� �
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 ………………………. (2) 

[hr] 

คือ จํานวนเซลล์เริ�มต้นในช่วง log phase 

คือ จํานวนเซลล์ที�เปลี�ยนแปลงตอ่เวลา ในชว่ง log phase

ตวัอยา่งกราฟแสดงชว่งตา่งๆ ในการเจริญเติบโตของเซลล์  [Fulks, 2010 : online]
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การคาํนวณอัตราการเจริญเตบิโตของเซลล์และเวลาที�เซลล์ใช้ในการเพิ�มจาํนวนทวีคูณ 

และเวลาที�เซลล์ใช้ในการเพิ�ม

Log phase ของรูปที� ค.1 

log phase 

 

[Fulks, 2010 : online] 



94 

 

ตวัอยา่งเชน่  การเลี *ยงเซลล์ MC3T3-E1 ในอาหารเลี *ยงเซลล์ชนิดผสมซีรัม 10% โดยเลือก

ชว่งเวลา log phase ที�เวลา 48 – 84 ชั�วโมง  ดงัรูป ค.2 

ที�เวลา 48 ชั�วโมง  มีเซลล์จํานวน 36,687 เซลล์ 

ที�เวลา 84 ชั�วโมง  มีเซลล์จํานวน 103,437 เซลล์ 

อตัราการเจริญเตบิโต      µ = 
�

��
 
��

��
 

        µ � ��
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��
 = �
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�

��
�� 

   µ (� − ��) = ln � – ln �� 

       µ = 
�� �!�� ��

�! ��
 

    = 
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&#! #&
 

    = 0.028793 

PDT = 
�� �
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 = 24.0735 ชั�วโมง 
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รูปที� ค.2  การเจริญเตบิโตของเซลล์ MC3T3-E1 ในอาหารเลี *ยงเซลล์ผสมซีรัม 10% 
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ภาคผนวก ง 

การวัดกจิกรรมเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเตสด้วยวิธี ALP assay 

ALP assay เป็นวิธีการวดัปริมาณของเอนไซม์ ALP ซึ�งจะสร้างขึ *นในเซลล์กระดกู ทําโดย
การให้ทําให้เซลล์แตกโดยใช้ sodium dodecyl sulfate (SDS) ซึ�งเป็นสารลดแรงตงึผิวทําให้ผนงั
เซลล์แตก ของเหลวที�อยู่ภายในถูกปล่อยออกมา ได้เป็น cell lysate โดยเอนไซม์จะอยู่ใน cell 
lysate นั *นด้วย  เอนไซม์ ALP จะทําปฏิกิริยากบัสารตั *งต้น p-Nitrophenyl phostphate โดยบม่ไว้
ที� 37 องศาเซลเซียส 15 นาที หยดุปฏิกิริยาด้วย 3N NaOH วดัคา่การดดูกลืนแสงที� 405 นาโน
เมตร [Bomers and McComb, 1975]   

สารเคมี 
A. p-Nitrophenol standard solution (10 mM, Sigma, store at 4˚C) 
B. p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (pNPP, Sigma, store at -20˚C) 
C. 0.02 N NaOH 
D. SDS lysis buffer (Extract buffer) 

วิธีการ 

1. เตรียมกราฟมาตรฐานโดยใช้ p-nitrophenol  เจือจางในนํ *ากลั�นให้ได้ความเข้มข้น 
10 � 5 � 2.5 � 1.25 � 0.625 � 0.3125 � 0.15625 � 0.078125 มิลลิโมลาร์ 

2. สําหรับตวัอยา่ง  ล้างถาดเลี *ยงเซลล์แตล่ะหลมุด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์  หลงัจาก
นั *นเติมสาร D. 1 มิลลิลิตรลงในถาดเลี *ยงเซลล์แต่ละหลุม  บ่มที� 37 องศาเซลเซียส 24 
ชั�วโมง 

3. ใช้หลมุวา่งที�ไมไ่ด้เพาะเลี *ยงเซลล์ในถาดเลี *ยงเซลล์นั *นเป็นตวัควบคมุ 

4. ปิเปตสารในข้อ 1-3 มา 20 ไมโครลิตร ใส่ลงใน 96-well plate แล้วเติมสาร B. 100 
ไมโครลิตรลงในแตล่ะหลมุ บม่ที� 37 องศาเซลเซียส 15 นาที หยดุปฏิกิริยาด้วยการเติม C. 
80 ไมโครลิตร เอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) จะเปลี�ยน pNPP ให้เป็น  
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p-Nitrophenol ได้สารสีเหลือง วัดค่าการดูดกลืนแสงที� 405 นาโนเมตรด้วยเครื�อง 
absorbance microplate reader 

 

 

 

 
รูปที� ง  กราฟมาตรฐานของการวดักิจกรรมอลัคาไลน์ฟอสฟาเตส ด้วยวิธี ALP-assay 
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ภาคผนวก จ 

การวัดปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA-assay 
 

BCA Protein Assay ใช้หลกัการของปฏิกิริยาไบยูเรต (biuret reaction) คือปฏิกิริยา 
รีดกัชั�นของ Cu2+ ไปเป็น Cu1+  โดย Cu2+ ทําปฏิกิริยากบัโปรตีนในสารละลายดา่ง แล้ว Cu1+ จะ
ทําปฏิกิริยากบั bicinchoninic acid ได้เป็นสารประกอบเชิงซ้อนสีม่วง ที�สามารถวดัคา่การดดูกลืน
แสงได้ที� 562 นาโนเมตร  [Thermo Fisher Scientific Inc., 2011] 

สารเคมี 

1. BCA Solution (bicinchoninic acid, sodium carbonate, sodium tartrate, and 
sodium bicarbonate in 0.1 M NaOH, pH 11.25) 

2. 4% Cupric Sulfate 
3. BSA Standard (2 mg/ml) 

 
ตาราง จ. การเตรียมกราฟมาตรฐาน BSA 

Dilutions for standard assay  

Tube  Volume of BSA  Volume of diluent (DI water) Final BSA concentration  

1  250 µl from 2 mg/ml solution  250 µl  1,000 µg/ml  

2  250 µl from tube 1  250 µl  500 µg/ml  

3  250 µl from tube 2  250 µl  250 µg/ml  

4  300 µl from tube 3  300 µl  125 µg/ml  

5  400 µl from tube 4  100 µl  25 µg/ml  

6  0 (blank) 400 µl  0 µg/ml  

 

การเตรียม BCA working reagent (WR) 

Working reagent เตรียมจากการผสม BCA solution 50 สว่นตอ่ 4% Cupric Sulfate 1 
สว่น 
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การวัดค่ามาตรฐานโดยใช้ microplates 

1. ปิเปตสารมาตรฐาน 25 ไมโครลิตร ลงในแตล่ะหลมุของ 96-well plate 
2. เตมิสาร WR 200 ไมโครลิตร ลงในแตล่ะหลมุ  ปิดฝาแล้วนําไปเขยา่บนเครื�อง 

plate shaker เป็นเวลา 30 วินาที 
3. บม่ที�อณุหภมูิ 37°C เป็นเวลา 30 นาที 
4. ตั *ง 96-well plate ไว้ให้เย็นตวัลง ที�อณุหภมูิห้อง 
5. วดัคา่การดดูกลืนแสงที� 562 นาโนเมตร ด้วยเครื�อง microplate reader 
6. นําคา่ที�ได้มาทําเป็นแผนภาพกราฟมาตรฐาน BSA เพื�อเปรียบเทียบกบัคา่

มาตรฐานของโปรตีนอื�นๆที�จะวดั 
 

การวัดค่าของตัวอย่าง (ตวัอยา่งวิธีการวดัคา่ใน 6 cm plates หรือ T25 flask (25 cm2)) 

1. ดดูอาหารเลี *ยงเซลล์ออก แล้วล้างถาดเลี *ยงเซลล์ด้วย PBS 
2. เตมินํ *าเย็นที�ปราศไอออน  2 มิลลิลิตร ลงในถาดเลี *ยงเซลล์ 
3. ขดูเซลล์ให้หลดุลอกออกจากพื *นผิวถาดเลี *ยงเซลล์ด้วย cell scraper 
4. ดดูสารละลายที�มีเซลล์อยูไ่ปใสใ่นหลอดทดลองขนาด 15 มิลลิลิตร ที�แชใ่นถงันํ *าแข็ง 
5. ทําการ Sonicate ที� 30% amplitude เป็นเวลา 30 วินาที ตอ่ 1 หลอด เพื�อทําลายเยื�อหุ้ม

เซลล์ 

6. ปั�นเหวี�ยง ที�ความเร็ว 1000 รอบตอ่นาที ที�อณุหภมูิ 4°C  เป็นเวลา 3 นาที 
7. ดดูสว่นของเหลวที�ลอยอยู่ด้านบน 200 ไมโครลิตร ลงในแตล่ะหลมุของ 96-well plate 

และเตมินํ *าปราศไอออนปริมาตร 200 ไมโครลิตรเพื�อใช้เป็น blank 

8. เตมิ pNPP 40 ไมโครลิตร ลงในแตล่ะหลมุ นําไปบม่ที�  37°C เป็นเวลา 30 นาที 
9. หยดุปฏิกิริยาด้วย10 N NaOH ปริมาตร 10 ไมโครลิตรตอ่หลมุ(ยกเว้น blanks) 
10. วดัคา่การดดูกลืนแสงที�  405 นาโนเมตร ด้วยเครื�อง microplate reader 
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รูปที� จ  กราฟมาตรฐานของ Bovine serum albumin (BSA) 

โดยใช้การวดัปริมาณโปรตีนด้วยวิธี BCA-assay 
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ภาคผนวก ฉ 

Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) 

 Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR) หรือ RNA–PCR เป็น
เทคนิคการเพิ�มปริมาณ RNA ที�ประกอบด้วยสองปฏิกิริยา คือ ปฏิกิริยา reverse transcription 
(RT) เป็นการสร้างสายดีเอ็นเอคูส่ม (complementary DNA-cDNA) จากแม่พิมพ์อาร์เอ็นเอ โดย
อาศยัเอนไซม์ reverse transcriptase (RT) และปฏิกิริยา polymerase chain reaction (PCR) 
โดยใช้ cDNA ที�สร้างขึ *นเป็นแมพ่ิมพ์ 

 Polymerase chain reaction หรือ (PCR) เป็นเทคนิคสําหรับเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอโดย
อาศยัหลกัการ DNA Replication ซึ�งเป็นการสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอสายใหม่ จาก ดีเอ็นเอต้นแบบ 
(cDNA)  ที�ได้จากการทํา reverse transcriptase (RT)  โดยจะสงัเคราะห์สายดีเอ็นเอใหม่ใน
หลอดทดลองภายในระยะเวลาอันสั *นและได้ดีเอ็นเอสายใหม่เกิดขึ *นเป็นล้านเท่า จุดเด่นของ
เทคนิค PCR คือ สามารถเพิ�มปริมาณดีเอ็นเอ ได้อยา่งเฉพาะเจาะจงโดยมีขั *นตอนการทํางานน้อย
และใช้เวลาน้อย  สามารถนําไปใช้ประโยชน์ได้ทั *งกับงานวิจยัทางชีวโมเลกุลและพนัธุวิศวกรรม 
เชน่ การเพิ�มปริมาณยีน (gene cloning) การวิเคราะห์ลําดบัเบสของยีน (gene sequencing) การ
สร้าง ดี เอ็น เอ ติดตาม (DNA probe) และการวิจยัประยกุต์ เช่น การศกึษาการแสดงออกของยีน
จาก mRNA การสร้างยีนกลายพนัธุ์ (in vitro mutagenesis) การบง่ชี *ตําแหน่งกลายพนัธุ์บนยีน 
(point mutations and deletions) เป็นต้น    หลกัการพื *นฐานในการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่ได้
คราวละ 2 สายพร้อมกัน โดยใช้ไพรเมอร์ (primer) 1 คู่   โดยปฏิกิริยา PCR มี 3 ขั *นตอน และ
หมนุเวียน ตอ่เนื�องกนัไป ภายใต้สภาวะที�เหมาะสมของแตล่ะขั *นตอน  ได้แก่ 

1. Denaturing เป็นการแยกสายดีเอ็นเอ ที�เป็นต้นแบบจากสภาพที�เป็นเส้นคู่ ให้เป็นเส้น
เดี�ยวโดยใช้อณุหภมูิสงู 92-95 องศาเซลเซียส 

2. Annealing เป็นขั *นตอนที�ลดอุณหภูมิลงและจัดให้ไพรเมอร์ ซึ�งเป็นดีเอ็นเอสายสั *น 
ประกอบด้วยนิวคลีโอไทด์จํานวน 14-13 เบส ที�มีลําดบัเบสเป็นคู่สมกับดีเอ็นเอที�เป็น
ต้นแบบจบัคูก่นั  โดยใช้อณุหภมูิในชว่ง 37-60 องศาเซลเซียส 

3. Extension เป็นขั *นตอนการสงัเคราะห์ดีเอ็นเอสายใหม่  โดยสงัเคราะห์ตอ่จากส่วนปลาย 
5 ของไพรเมอร์ ตามข้อมูลบนดีเอ็นเอ ที�เป็นต้นแบบแตล่ะสายโดยอาศยัการทํางานของ
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เอนไซม์ดีเอ็นเอโพลิเมอร์เรส (DNA polymerase) ซึ�งเอนไซม์นี *สามารถทํางานได้ดีที�สดุที�
อณุหภมูิ 72-75 องศาเซลเซียส [White, 1997] 

การสกัด RNA (RNA extraction) 

1. ดดูอาหารเลี *ยงเซลล์ทิ *ง  แล้วล้างเซลล์ด้วยสารละลายฟอสเฟตบฟัเฟอร์ (PBS) 
2. ใสส่ารละลาย Trizol 1 มิลลิลิตร ตอ่จานเลี *ยงเซลล์ 3.5 เซนตเิมตร  (ถ้าเป็นถาดเลี *ยงเซลล์

แบบ 24 หลมุ  ใช้ 0.5 มิลลิลิตรตอ่หลมุ) บม่ไว้อย่างน้อย 15 นาทีที�อณุหภูมิ 15-30 องศา
เซลเซียสเพื�อให้เซลล์แตก 

3. ขดูก้นถาดเลี *ยงเซลล์จนแน่ใจว่าเซลล์หลดุล่อนออกหมด  บม่ไว้อีก5 นาที  ที�อณุหภูมิ 15-
30 องศาเซลเซียส  เพื�อให้มั�นใจว่า เซลล์ทั *งหมดแตกตวัแล้ว  หลังจากนั *นดูดสารผสม
ทั *งหมดใสล่งในหลอดทดลองขนาด 1.5 มิลลิลิตร 

4. เตมิ Chloroform 0.2 มิลลิลิตรตอ่ 1 มิลลิลิตรของ Trizol  ลงไป  จากนั *นเขยา่ด้วย vortex  
5. บม่ที�อณุหภมูิ 15-30 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2-3 นาที 
6. ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 14,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 15 นาที ที�อณุหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส  

จะได้สารละลายที�แยกเป็น 3 สว่น 
7. ดดูของเหลวที�อยูบ่นสดุซึ�งเป็นสว่นที�มี RNA อยู ่ใสห่ลอดทดลองใหม ่
8. ใสส่ารละลาย Isopropanol 0.5 มิลลิลิตรตอ่ 1 มิลลิลิตรของ Trizol แล้วเขยา่ด้วย vortex 
9. บม่ที�อณุหภมูิ 15-30 องศาเซลเซียส เป็นเวลาอยา่งน้อย 3 ชั�วโมง 
10. ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 14000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 15 นาที ที�อณุหภูมิ 2-8 องศาเซลเซียส  

จะเห็นผลกึลกัษณะ Gel-like pellet ที�บริเวณก้นหลอดทดลอง 
11. เทสว่นใสออก เพื�อเอาสารละลาย Isopropanol ออก 
12. เติมสารละลาย 75% เอทานอลปริมาตร  1 มิลลิลิตรตอ่ 1 มิลลิลิตรของ Trizol เพื�อล้าง

สารละลาย isopropanol ออกจากสว่นผลกึ  แล้วเขยา่ด้วย vortex 
13. ปั�นเหวี�ยงที�ความเร็ว 14,000 รอบตอ่นาทีเป็นเวลา 15 นาที ที�อณุหภมูิ 2-8 องศาเซลเซียส 
14. เทสว่นใสออก และทิ *งให้แห้ง (รอจนส่วนผลึกคอ่ยๆใสขึ *น – ใช้ pipette tip คอ่ยๆ ดดู และ

เขี�ยหยดนํ *าออกมา อยา่ให้ทิ *งให้แห้งหมด เพราะอาจจะลด solubility ของสว่นผลกึลง) 
15. ทําละลายผลึก RNA ที�บริเวณก้นหลอดด้วย RNAse-free water (DEPC water) 

ประมาณ  10 มิลลิลิตรตอ่หลอดทดลอง  
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การทาํ Reverse transcriptase (RT) 

RT Master Mix ประกอบด้วย 

1. Improm-II 5x buffer  4 µl / sample 
2. MgCl2 25 mM   4 µl/ sample 
3. dNTP mix 10 mM  1 µl/ sample 
4. RNA seinh   0.5 µl/ sample 
5. Improm-II Rev.   0.9 µl/ sample 
6. Oligo    1 µl/ sample 

ขั *นตอนการทํา Reverse transcriptase (RT) 

1. วดัปริมาณ RNA ที�ถกูทําละลายใน DEPC water  ด้วยเครื�อง Nanodrop 2000  โดย
ใช้ mixed sample ปริมาตร 1 ไมโครลิตร 

2. ผสม RNA sample กบั RT Master mix ที�ผสมไว้ตามอตัราสว่นที�กลา่วข้างต้น 
3. บม่ที�อณุหภูมิ 42 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 90 นาที  และบ่มที�อุณหภูมิ 99 องศา

เซลเซียส เป็นเวลาอีก2 นาที 
4. ได้ cDNA sample และเก็บรักษาที�อณุหภมูิ -20 องศาเซลเซียส 

ตารางที� ฉ.1  สว่นประกอบในการทํา Polymerase chain reaction โดยชดุ Taq DNA 

Polymerase kit  (Invitrogen, Brazil) 

Components Volume Final Concentration 
10X PCR buffer minus Mg 10 µl 1X 

10 mM dNTP mixture 2 µl 0.2 mM each 
50 mM MgCl2 3 µl 1.5 mM 

Primer mix (10 µM each) 5 µl 0.5 µM each 
Template DNA 1–20 µl n/a 

Taq DNA Polymerase (5 U/ µl) 0.2–0.5 µl 1.0–2.5 units 
Autoclaved distilled water to 100 µl n/a 
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การทาํ Polymerase chain reaction (PCR) (Taq DNA Polymerase kit, Invitrogen, Brazil) 

1. ผสมสารตา่งๆ ดงัตาราง ฉ.1  ลงใน sterile 0.5 ml microcentrifuge tube โดยวางอยู่บน
นํ *าแข็ง 

2. นํา tube ของตวัอยา่งทั *งหมด  เข้าเครื�อง Thermal Cycler ยี�ห้อ Biometra รุ่น T-gradient 
(Germany)  เพื�อทําการ PCR 

3. เครื�อง Thermal Cycler จะทําการ incubate ที�อณุหภมูิ 95 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 2 
นาที  ก่อนจะเริ�มกระบวนการ PCR โดยในแตล่ะ thermal cycle ประกอบไปด้วย 

- Denature  ที�อณุหภมูิ 94 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 45 วินาที 
- Anneal  ที�อณุหภมูิ 55องศาเซลเซียส เป็นเวลา 30 วินาที 
- Extend  ที�อณุหภมูิ 72 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 นาที 30 วินาที 

4. จํานวนรอบ Thermal cycle ขึ *นอยู่กบัยีนแตล่ะชนิด  ตามตาราง ฉ.2 
 
ตาราง ฉ.2  จํานวน Thermal cycle ในการทํา PCR ของยีนตา่งๆ 

ชื�อยนี จาํนวน Thermal cycle (รอบ) 
Alkaline phosphatase (ALP) 35 

Collagen type I (Col-1) 22 
Osteopontin (OPN) 30 
Osteocalcin (OC) 35 

Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) 22 
 

5. เตรียม agarose gel โดยละลาย agarose gel (DNA grade) 0.7 กรัม ใน TAE buffer 
(เข้มข้น 1 เทา่) 100 มิลลิลิตร  ต้มให้ละลายเป็นเวลา 2 นาที  เตมิ Ethidium bromide 10 
ไมโครลิตร 

6. เท agarose gel ลงใน gel chamber ที�วางหวีแบง่ชอ่งไว้ แล้วปลอ่ยให้แข็งตวัเป็นเวลา
อยา่งน้อย 30 นาที 

7. ดงึหวีแบง่ช่องออกจาก agarose gel ที�แข็งตวัแล้วออกแล้ว  จากนั *นเตมิ 1X TAE buffer 
ลงใน gel chamber ให้พอท่วม agarose gel 
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8. ผสม DNA 24 µl กบั loading buffer (Fermentas, USA) 6 µl ให้เข้ากนั แล้วเตมิลงในแต่
ละชอ่งของ agarose gel 

9. ทําการรัน agarose gel electrophoresis ที�แรงดนัไฟฟ้า 100 โวลต์ เป็นเวลา 17 นาที 
10. วิเคราะห์แถบโปรตีนใน agarose gel ด้วยการถ่ายภาพภายใต้แสงยวีู 

 

 

รูปที� ฉ  รูปถ่ายภายใต้แสงยวีู  แสดงแถบโปรตีนจากกระบวนการ agarose gel electrophoresis  
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