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             The aim of this research is to study the effects of the Thai silk fibroin/gelatin 

blends that used to modify the surface of human bone. The Thai silk fibroin/gelatin were 

crosslinked using EDC/NHS and freeze-drying into the human bone. The effects of the 

weight blending ratios of Thai silk fibroin/gelatin and the concentration of blend solution 

were investigated. The results showed that the porous structure of human bone was 

filled with Thai silk fibroin/gelatin blend, resulting in smaller pore size and lower bone 

porosity. The compressive modulus of the human bone before and after modification 

was not statistically different. The results of in vitro cell culture using rat bone marrow-

derived mesenchymal stem cells indicated that the modified human bone with Thai silk 

fibroin/gelatin at the weight blending ratio of 50/50 and the solution concentration of 

4wt% (4%SF50G50) could best enhance the attachment, proliferation and osteogenic 

differentiation as evaluated from alkaline phosphatase activity, calcium content and cell 

morphology. It could be concluded from this study that the modified human bone with 

crosslinked Thai silk fibroin and gelatin had great osteoconduction and osteoinduction. 

It could be potentially used as an effective human bone graft. 
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บทที่ 1 

บทนํา 
 

1.1 ที่มาของงานวจิัย 

ตัง้แต่อดีตถึงปัจจุบนั กระดกูหกั (bone fracture) เป็นภาวะที่พบได้บ่อยทัง้ในเด็กและผู้ ใหญ่ 

ส่วนมากมักเกิดจากการได้รับบาดเจ็บ เช่น หกล้ม อุบัติเหตุทางรถยนต์ การเล่นกีฬา และงานทาง 

ทนัตกรรม เป็นต้น ในผู้สงูอาย ุกระดกูเสื่อม ผ ุและเปราะ มกัมีโอกาสหกัง่ายเม่ือได้รับแรงกระแทกเพียง

เลก็น้อย พบได้บอ่ยท่ีบริเวณกระดกูต้นขาหรือสะโพก รักษาได้โดยการใสเ่ฝือกหรือดามกระดกูสว่นท่ีหกั

ไว้ ถ้าหากกระดกูหกัแหลกละเอียดหรือมีบาดแผลเหวอะหวะ ซึง่อาจเสี่ยงตอ่การติดเชือ้รุนแรง อาจต้อง

รักษาด้วยการตดัอวยัวะสว่นนัน้ทิง้ ทําให้กระดกูสว่นท่ีหกับางสว่นหลดุหายไปเกิดเป็นช่องว่างระหว่าง

กระดกู ดงันัน้ในการรักษาจึงจําเป็นต้องใสก่ระดกูทดแทนในบริเวณที่สญูหายไป ซึง่วิธีการที่ดีที่สดุ คือ 

ใช้กระดกูจากตวัผู้ ป่วยเอง (Autograft) มาทดแทน เนื่องจากกระดกูจะสามารถเชื่อมต่อกนัได้ง่ายและ

ไมเ่กิดปฏิกิริยาตอ่ต้าน แตก่ารใช้กระดกูจากตวัผู้ ป่วยเองมีข้อเสีย คือ มีการผ่าตดัท่ีซํา้ซ้อน เสี่ยงตอ่การ

ติดเชือ้เพิ่มมากขึน้ และโดยเฉพาะอย่างยิง่ในผู้ ป่วยสูงอายุและเด็กที่ไม่สามารถนํากระดูกตนเองมา

ใช้ได้ ดังนัน้จึงมีการศึกษาที่จะนํากระดูกผู้ เสียชีวิต (Allograft) จากศูนย์เนื่อเยื่อชีวภาพกรุงเทพฯ  

ในพระอปุถมัภ์ฯ มาใช้ทดแทนเพ่ือลดปัญหาดงักลา่ว แตก่ระดกูผู้ เสียชีวิต (Allograft) ท่ีได้รับบริจาคนัน้

ผ่านกระบวนการทําแห้งแข็งด้วยความเย็น (freeze-drying) จึงทําให้เกิด Microcrack ขึน้ ซึ่งส่งผลให้

เซลล์เกาะติดและเจริญเติบโตได้ไม่ดีนัก ดงันัน้งานวิจัยจึงมุ่งเน้นการดดัแปรพืน้ผิวของกระดูกจาก

ผู้ เสียชีวิตให้เหมาะสมกบัการสร้างเนือ้เย่ือกระดกูตอ่ไป 

จากรายงานท่ีผ่านมาเก่ียวกบัการพฒันาโครงเลีย้งเซลล์จากชีววสัดท่ีุย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 

โดยใช้ไฟโบรอินไหมไทย และเจลาติน พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ที่ผลิตจากโปรตีนไหมไทยเป็นหลัก  

มีศกัยภาพในการพฒันาในงานวศิวกรรมเนือ้เย่ือ เน่ืองจากมีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ และมีอตัราการ

ย่อยสลายที่ช้า ทัง้นีเ้มื ่อมีการดัดแปรโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยโดยการเชื่อมขวางด้วย 

เจลาตินโดยใช้สาร 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) และ  

N-hydroxysuccinimide (NHS) จะช่วยส่งเสริมการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์กระดกู และ  

เซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูได้เป็นอย่างดี 0[Chamchongkaset, J. และคณะ 2008, Vachiraroj, N. 
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และคณะ 2009]

ดงันัน้จากรายงานท่ีผ่านมาในการพฒันาคูผ่สมของชีววสัดไุฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินท่ีมี

สมบตัใินการช่วยสง่เสริมการยดึเกาะและการเจริญเตบิโตของเซลล์ต้นกําเนิด ผู้วิจยัจงึมีแนวคิดในการ

นําชีววัสดุผสมคู่ดงักล่าวมาใช้ดัดแปรพืน้ผิวของกระดูกมนุษย์ที่บริจาคให้กับศูนย์เนื่อเยื่อชีวภาพ

กรุงเทพฯ ในพระอุปถัมภ์ฯ สมเด็จพระเจ้าพี่นางเธอจ้าฟ้ากัลยาณิวัฒนากรมหลวงนราธิวาสราช

นครินทร์ โดยวิธีการดดัแปรพืน้ผิวกระดกูมนุษย์ด้วยการเชื่อมขวาง จากนัน้ทําการศึกษาสมบตัิทาง

กายภาพและสมบตัคิวามเข้ากนัได้ทางชีวภาพในระดบัห้องปฏิบตักิารของกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดั

แปรด้วยชีววสัดเุปรียบเทียบกบักระดกูมนุษย์ที่ไม่ได้รับการดดัแปรโดยใช้เซลล์ต้นกําเนิดจากหนู ผล

จากการศึกษาวิจยันีค้าดว่าจะสามารถปรับปรุงกระดกูมนุษย์ให้มีสมบตัิในการส่งเสริม และกระตุ้น

กระบวนการสร้างกระดูกตามธรรมชาติให้เร็วขึน้ ซึง่จะส่งผลให้การรักษาการสูญเสียมวลกระดูก 

มีประสทิธิภาพสงูขึน้ 

 และจากรายงานของเจตบําเพ็ญกุล [Jetbumpenkul, 2009] เกี่ยวกับการเตรียม 

โครงเลีย้งเซลล์ผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน ด้วยวิธีการเชื่อมขวางโดยการเติมสาร 

EDC/NHS โดยตรงในสารละลายผสมของไฟโบรอินและเจลาติน แล้วขึน้รูปโดยวิธีการทําแห้งแข็งด้วย

ความเย็น ผลการศึกษาการเชื่อมขวางทางเคมีที่มีต่อสมบตัิทางกายภาพของโครงเลีย้งเซลล์ พบว่า 

โครงเลีย้งเซลล์ผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินทัง้ที่ผ่านและไม่ผ่านการเชื่อมขวางนัน้มี 

รูพรุนอย่างสมํ่าเสมอ และโครงเลีย้งเซลล์ที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยสาร EDC/NHS ยังส่งผลให้ค่า

มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์มีคา่สงูกวา่โครงเลีย้งเซลล์ท่ีไมผ่า่นการเช่ือมขวาง  

 

1.2 วัตถุประสงค์ของงานวิจัย 

เพ่ือปรับปรุงกราฟกระดูกมนุษย์ (human bone graft) ให้มีความสามารถในการส่งเสริม 

การยึดเกาะ การเจริญเติบโต และการเปล่ียนแปลงเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกจากหนูไปเป็นเนือ้เยื่อ

กระดกู รวมถึงเหนี่ยวนําให้เซลล์เข้ามายึดเกาะในกระดูกใหม่ได้ดีขึน้ (Osteoconduction) โดยการ 

ดดัแปรพืน้ผิวกระดกูมนษุย์ด้วยชีววสัดผุสมของไฟโปรอินไหมไทยและเจลาตนิ 
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1.3 ขอบเขตงานวจิัย 

  1.3.1 พฒันาวิธีการดดัแปรพืน้ผิวของกระดกูมนษุย์ด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน

- ความเข้มข้นของสารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตนิ ได้แก่ 1%, 2% และ 4% 

โดยนํา้หนกั 

 โดย

วิธีการเคลือบและการเช่ือมขวาง (crosslinking) ด้วย EDC/NHS โดยมีตวัแปรท่ีศกึษา คือ 

- อตัราสว่นผสมโดยนํา้หนกัของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตนิ ได้แก่ 80/20 และ 50/50 

 

 1.3.2 วิเคราะห์คณุลกัษณะและสมบตัิของกระดกูมนุษย์

-โครงสร้างสณัฐาน และขนาดรูพรุน โดยเทคนิคกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning 

electron microscope, SEM) 

 ประเภท Cancellous ท่ีได้จากส่วน

หัวข้อสะโพกบริเวณส่วนบนของกระดูกต้นขามนุษย์ (Femoral head) ที่บริจาคให้กับศูนย์เนื่อเยื่อ

ชีวภาพกรุงเทพฯ ในพระอปุถมัภ์ฯ สมเด็จพระเจ้าพีน่างเธอจ้าฟ้ากลัยาณิวฒันา กรมหลวงนราธิวาส

ราชนครินทร์ เปรียบเทียบกบักระดกูท่ีถกูดดัแปรพืน้ผิวด้วยวสัดเุคลือบไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน  

โดยทําการวิเคราะห์ดงันี ้

- ความพรุน (Porosity) 

- สมบตัทิางกล โดยทดสอบความสามารถในการทนแรงกด (Compressive modulus) 

- ปริมาณธาตุที ่เป็นองค์ประกอบของกระดูก โดยใช้เทคนิค Energy-dispersive X-ray 

spectroscopy (EDX) 

 - ความสามารถในการย่อยสลายทางชีวภาพในระดบัห้องปฏิบตัิการ (In vitro biodegrade-

bility) ด้วยสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส (collagenase) ที่สภาวะจําลองร่างกายมนษุย์ (pH 7.4 

อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส) 
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1.3.3 0ทดสอบสมบตัิความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์โดยใช้เซลล์ต้นกําเนิดไข

กระดกูจากหน ู(bone marrow-derived stem cell)

-ทดสอบการยึดเกาะ (Attachment) ของเซลล์ ที่ช่วงเวลา 6 ชั่วโมง และการเจริญเติบโต 

(Proliferation) ช่วงเวลา 1, 4, 7 และ 14 วนั โดยวิเคราะห์ด้วยวิธี DNA Assay เปรียบเทียบกบักระดกู

มนษุย์ท่ีถกูดดัแปรพืน้ผิว 

  

-ทดสอบการเปลี่ยนแปลงไปเป็นกระดกู (differentiation) 0

-วิเคราะห์โครงสร้างสัณฐาน (Morphology) โดยเทคนิคกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด 

(Scanning electron microscope, SEM) และ วิเคราะห์ปริมาณธาตท่ีุเป็นองค์ประกอบของกระดกู 

โดยใช้เทคนิค Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) 

ของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจาก

หนบูนกระดกูมนษุย์ ช่วงเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั โดยวิเคราะห์ด้วยวิธี DNA Assay, กิจกรรม 

ของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase activity, ALP) และปริมาณแคลเซียม 

เปรียบเทียบกบักระดกูมนษุย์ท่ีถกูดดัแปรพืน้ผิว 

 

1.4 ประโยชน์ที่คาดว่าจะได้รับ 

1.4.1 ลกัษณะสมบตัิของต้นแบบกระดูกมนุษย์ที่ดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินไหมไทย และ 

เจลาตนิในระดบัห้องปฏิบตักิารเพ่ือเพิ่มความสามารถในการสร้างเนือ้เย่ือกระดกูมนษุย์ 

1.4.2 องค์ความรู้ในการดดัแปรพืน้ผิวกระดกูมนษุย์เพื่องานวิศวกรรมเนือ้เยื่อกระดกู สําหรับ

ประยกุต์ใช้ในการดดัแปรวสัดธุรรมชาตอ่ืินเพื่องานทางการแพทย์ 
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บทที่ 2 

ทฤษฎีและงานวจิัยที่เก่ียวข้อง 

 

2.1 กระดกู (Bone) [Bronzino, J.D. และคณะ 2006, Meinel, L. และคณะ 2004, Takahashi, Y. และ

คณะ 2005]        

2.1.1 ลักษณะโครงสร้างของกระดกู 

กระดกูมีส่วนประกอบพืน้ฐานเหมือนเนือ้เยื่ออื่นๆ คือมีเซลล์และเนือ้เยื่อ เนือ้เยื่อของกระดกู

นอกจากจะมีส่วนที่เป็นสารอินทรีย์ ได้แก่ คอลลาเจน proteoglycan glycoprotein ฟอสโฟโปรตีน  

โปรตีโอไลปิด และมิวโคโปลีแซคคาไรด์ สารนีร้วมทัง้หมด เรียก osteoid ซึง่กลายเป็นกระดูกในเวลา

ตอ่มา ในสว่นเนือ้เย่ือกระดกูออ่นจะมีคอลลาเจนชนิดท่ี 1 อยู่มากท่ีสดุ 95% ของจํานวนปริมาณทัง้หมด 

สว่นเนือ้พืน้ของกระดกูยงัมีสว่นท่ีเป็นสารอนินทรีย์หรือเกลือแร่ คือ ไฮดรอกซีอปาไทด์ ซึง่เป็นผลกึขนาด

ใหญ่ไม่ละลายนํา้ (Ca10(PO4)6(OH)2

การแบง่ชนิดของกระดกูตามลกัษณะรูปร่าง แบง่ออกเป็น 4 ชนิด ได้แก่ 

) สารนีใ้นระยะแรกจะฝังตวัอยู่ในส่วนพืน้ฐานอินทรีย์ เรียกว่า 

เกลือแคลเซียมฟอสเฟต ต่อมาภายหลงัแปลงสภาพเป็นผลึกของแข็งแคลเซียมฟอสเฟต นอกจากนีใ้น

กระดกูยงัมีจํานวนผลึกของไอออนคาร์บอน แมกนีเซียม โซเดียม ฟลอูอไรด์ และซลัเฟต สารดงักล่าวนี ้

อยูใ่นสว่นกระดกูเปลือกนอก (cortical bone) และโครงกระดกูยดึภายใน (trabecular)  

- กระดกูทรงกระบอก (Tubular bone) หรือกระดกูยาว (long bone) สว่นใหญ่ ได้แก่ กระดกู

แขนหรือขา 

- กระดกูสัน้ (Short bone) เช่น กระดกูฝ่ามือ ฝ่าเท้า และกระดกูนิว้ 

- กระดกูแบน (Flat bone) เช่น กะโหลกศีรษะ กระดกูเชิงกราน กระดกูสะบกั 

- กระดกูรูปร่างอ่ืนๆ (Irregular bone) เช่น กระดกูสนัหลงั กระดกูข้อมือ และข้อเท้า  
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ถ้าพิจารณาตามลกัษณะเนือ้กระดกูสามารถแบง่ออกเป็น 2 ชนิด ได้แก่  

1. กระดกูเนือ้แน่น (Compact Bone) เนือ้กระดกูทัง้หมดในร่างกายจะเป็นมวลกระดกูเนือ้

แน่นถึงร้อยละ 80 ที่เหลือจะเป็นกระดกูพรุน กระดกูเนือ้แน่นจะทําหน้าที่เป็นส่วนเลือกของกระดกู

เกือบทุกอนัโดยเฉพาะที่ diaphysis ของกระดูกยาวจะมีกระดูกเนือ้แน่นค่อนข้างจะหนากว่าที่อื่นๆ  

จะเห็นเนือ้กระดกูเป็นชัน้บางๆ เรียงตวัเป็นวงซ้อนๆ กนัล้อมรอบ central cana ลกัษณะโครงสร้าง

เช่นนีเ้รียกว่า Haversian System แต่ละหน่วยของระบบโครงสร้างนี ้เรียกว่า osteon ซึง่ประกอบไป

ด้วย central canal ท่ีมี concentric lamellae ล้อมรอบประมาณ 6-15 ชัน้ และเซลล์ osteocyte ท่ีอยู่

ใน lacuna เนือ้กระดกูสว่นท่ีอยู่ระหว่าง osteon แตล่ะหน่วยจะมีการเรียงตวัของเนือ้เป็นชัน้ๆ เช่นกนั  

แตไ่ม่ได้เป็นวง เรียกว่า Interstitial Lamellae สําหรับเนือ้สว่นท่ีอยู่ใกล้ผิวเปลือกนอกซึง่ชิดกบัเย่ือหุ้ม

กระดกู และส่วนที่อยู่ใกล้ผิวด้านใน ซึง่ชิดกบัเยื่อบุภายในกระดกูจะมีการเรียงตวัไปตามเส้นรอบวง

ของผิว  

2. กระดกูพรุน (Spongy Bone) โครงสร้างของกระดกูพรุนจะมีลกัษณะเป็นชิน้กระดกูเล็กๆ 

เรียกว่า trabeculae ประสานตอ่กนัโดยมีช่องว่างแทรกอยู่ ซึง่จะเป็นท่ีอยู่ของไขกระดกู ลกัษณะเช่นนี ้

ทําให้ดพูรุนเหมือนฟองนํา้ การเรียงตวัของ trabeculae ในกระดกูพรุนถึงแม้จะดไูม่เป็นระเบียบแตใ่น

กระดกูยาวท่ีต้องรับนํา้หนกัจะสงัเกตเห็นว่าการเรียงตวัของ trabeculae จะเป็นไปในแนวที่จะช่วยรับ

หรือดูดซบันํา้หนกัที่จะต้องผ่านกระดกูชิน้นัน้ เนือ้กระดกูในแต่ละ trabeculae จะมีการเรียงตวัเป็น

lamellae เช่นเดียวกับในกระดูกเนือ้แน่น แต่เนื่องจาก trabeculae มีขนาดเล็ก การจัดเรียงตวัเป็น 

lamellae จงึยงัดไูมเ่ป็นระเบียบนกั  

เนือ้เยื่อพืน้ฐานของกระดกู คือเนือ้เยื่อเก่ียวพนัชนิดพิเศษ เรียกว่า เนือ้เยื่อกระดกู (osseous 

tissue)ประกอบขึน้จากวสัดคุอมโพสิทท่ีมีความแข็งแรงแตมี่นํา้หนกัน้อย ซึง่สว่นใหญ่จะประกอบด้วย

แคลเซียมฟอสเฟต  (calcium phosphate) ในรูปของแคลเซียมไฮดรอกซีอปาไทด์  (calcium 

hydroxyapatite) ซึง่เป็นสารประกอบท่ีมีความแข็งเกร็ง (rigidity) โดยมีคา่ความแข็งแรงในการทนแรง

กด 130-180 MPa [Paul, K.C. และคณะ 2008] นอกจากนีย้งัมีคอลลาเจน (collagen) เป็นโปรตีน

เส้นใยท่ีช่วยเพิ่มความยืดหยุ่นของกระดกู เมื่อดโูครงสร้างของกระดกูเนือ้แน่นใต้กล้องจลุทรรศน์ จาก

รูปท่ี 2.1 จะพบว่าเนือ้เยื่อกระดกูมีลกัษณะที่เป็นวงซ้อนๆ กัน โดยที่มีศนูย์กลางเป็นช่องขนาดใหญ่ 
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ท่ีเรียกว่า ช่องฮาเวอร์เชียน (Haversian canal) ซึง่เป็นท่ีอยู่ของหลอดเลือดท่ีมาเลีย้งเนือ้เยื่อกระดกู 

และวงรอบๆ จะเป็นท่ีอยูข่องเซลล์กระดกูท่ีโตเตม็ท่ีแล้ว 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.1 ภาคตดัขวางของกระดกูแบบยาว แสดงโครงสร้างภายในของกระดกู 

[http://en.wikipedia.org/wiki/Bone] 

 

2.1.2 องค์ประกอบของกระดกู (Organization of bone) 

เนือ้กระดูกประกอบด้วยองค์ประกอบที่สําคัญ 2 ส่วน คือ เซลล์กระดูก และเนือ้เยื่อเซลล์ 

ของกระดกู ซึง่เซลล์กระดกูแบ่งออกเป็น 4 ชนิด ได้แก่ เซลล์ออสติโอโปรจินิเตอร์ (osteoprogenitors) 

เซลล์ออสติโอบลาสต์ (osteoblast) เซลล์เซลล์ออสติโอไซต์ (osteocytes) และเซลล์ออสติโอคลาสต์ 

(osteoclast)  

- เซลล์ออสติโอโปรจินิเตอร์ (Osteoprogenitor) เ ป็นเซลล์ต้นกําเนิดซึง่ เจริญมาจาก

embryonic mesenchymal cells โดยมีความสามารถในการแบ่งตัวเพิม่จํานวนและเจริญพัฒนา

เปลี่ยนไปเป็นเซลล์ osteoblasts เซลล์ต้นกําเนิดเหล่านีพ้บแทรกอยู่ในโพรงกระดูกชัน้ endosteum 

และผิวนอกกระดูกในชัน้ periosteum นอกจากนีย้ังพบอยู่บนแง่กระดูก (trabeculae) บริเวณ 

metaphysis ของกระดกูท่ีกําลงัเจริญ เซลล์เหลา่นีถ้กูกระตุ้นให้เจริญพฒันาไปเป็นเซลล์ osteoblasts 

2.1.2.1 เซลล์กระดกู 

http://en.wikipedia.org/wiki/Bone�
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เพื่อสร้างเนือ้กระดกูหรือซอ่มแซมเนือ้กระดกูสว่นท่ีถกูทําลายหรือแตกหกัให้มาเช่ือมติดกนัตรงบริเวณ

รอยหกัเรียกวา่ callus 

- เซลล์ออสติโอบลาสต์ (Osteoblast) เป็นเซลล์สร้างเนือ้กระดูกที ่เจริญพัฒนามาจาก 

osteoprogenitor cells เซลล์นีจ้ะอยู่ตามขอบของเนือ้กระดกู และสร้างโปรตีนที่เรียกว่า ออสติออยด์

(osteoid) ซึ่งโปรตีนดังกล่าวนีจ้ะมีสารอนินทรีย์มาสะสมและกลายเป็นเนือ้กระดูก นอกจากนี ้

ออสติโอบลาสต์ยังสร้างเอนไซม์อัลคาไลน์ฟอสฟาเทส (alkaline phosphatase) ซึง่เกี่ยวข้องกับ 

การสร้างเนือ้กระดกู รวมทัง้สารนอกเซลล์อ่ืนๆ อีกด้วย  

-เซลล์ออสติโอไซต์ (Osteocyte) เป็นเซลล์ที่เจริญต่อมาจากออสติโอบลาสต์ที่ได้สร้าง 

เนือ้กระดูกจนล้อมรอบตัวเซลล์ และเป็นเซลล์กระดูกที่เจริญเต็มที่แล้ว รอบๆ เซลล์จะเป็นช่องที่

เรียกว่าลากูนา (lacuna) และแต่ละลากูนาจะติดต่อกนัด้วยช่องทางผ่านเล็กๆที่เรียกว่า คานาลิคไูล 

(canaliculi) ซึง่ทําให้แต่ละออสติโอไซต์มีการติดต่อสื่อสารกนัได้ ออกซิเจนและสารอาหารก็จะถกูส่ง

จากหลอดเลือดภายในช่องฮาเวอร์เชียนเข้ามายงัแตล่ะเซลล์ผา่นทางช่องดงักลา่วนี ้แม้ออสตโิอไซต์จะ

เป็นเซลล์กระดกูท่ีโตเตม็ท่ี แตม่นัยงัมีหน้าท่ีในการควบคมุระดบัแคลเซียมและสารนอกเซลล์อ่ืนๆด้วย  

-เซลล์ออสติโอคลาสต์ (Osteoclast) เป็นเซลล์ขนาดใหญ่ที่มีหลายนิวเคลียส และเจริญมา

จากเซลล์ต้นกําเนิดโมโนไซต์ (monocyte stem cells) เซลล์นีมี้หน้าที่สําคัญในกระบวนการก่อรูป

กระดูก (bone remodeling) โดยอาศัยการผลิตเอนไซม์แอซิดฟอสฟาเทส (acid phosphatase)  

ในการกร่อนเนือ้กระดกู และทําให้กระดกูมีลกัษณะท่ีเหมาะสม นอกจากนีก้ระบวนการดงักลา่วยงัทํา

ให้มีการนําแคลเซยีมออกสูก่ระแสเลือดอีกด้วย [Netter, F.H. และคณะ 1987] 

- สารอนินทรีย์ มีประมาณ 50% ประกอบด้วยแคลเซียม และฟอสฟอรัสเป็นส่วนใหญ่และ 

ยงัพบไบคาร์บอเนต ซิเตรท แมกนีเซียม โปตสัเซียม และโซเดียมด้วย พบว่า แคลเซียมและฟอสฟอรัส

อยูใ่นรูปของผลกึไฮดรอกซอีปาไทด์ 

2.1.2.2 เนือ้เย่ือเซลล์ของกระดกู ประกอบด้วย 2 สว่น คือ สารอนินทรีย์ และสารอินทรีย์  

- สารอินทรีย์ ประกอบด้วยเส้นใยคอลลาเจน 95% ส่วนอีก 5% เป็นพวกสารที่ไม่มีรูปร่าง  

ซึ่งมีไกลโคซามิโนไกลแคนอยู่รวมกบัโปรตีน ซึง่องค์ประกอบของกระดกูจะขึน้อยู่กับปัจจยัหลายตวั  

เชน่ ตําแหนง่การเก็บสารตวัอยา่ง อาย ุเพศ และชนิดของเนือ้เย่ือตา่งๆ ซึง่แสดงดงัตารางท่ี 2.1  
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ตารางที่ 2.1 องค์ประกอบของกระดกูมนษุย์และกระโหลกของววั [Bronzino, J.D. และคณะ 2006] 

Species %H2 Apatite O %dry weight collagen 
Glycosaminoglycan 

(GAG) 

Bovine 9.1 76.4 21.5 Not determined 

Human 7.3 67.2 21.2 0.34 

 

2.1.3 การสร้างกระดกู (Bone formation) 

การเจริญพฒันาของกระดกูจะเร่ิมโดยกระบวนการสร้างเนือ้กระดกู (ossification) สามารถ

แบง่ออกได้เป็น 2 รูปแบบ ได้แก่  

- Intramembranous ossification เป็นการสร้างเนือ้กระดกูจากการรวมตวัของกลุม่เซลล์ชนิด 

มีเซนไคม์ (mesenchymal cells) ซึง่เป็นเซลล์ที่เกี่ยวข้องกับการสร้างเนือ้เยือ่เกี่ยวพันชนิดต่างๆ  

การรวมตวัของเซลล์ดงักล่าวจะทําให้เกิดจุดการสร้างกระดกูปฐมภมูิ (primary ossification center) 

และตามด้วยการสะสมแคลเซียมในบริเวณดงักลา่ว การสร้างเนือ้กระดกูในลกัษณะนีม้กัพบในกระดกู

แบบแบน (flat bone)   

- Endochondral ossification เ ป็นการส ร้าง เ นื อ้กระดูก ที ่มี แบบมาจากกระดูกอ่อน 

(cartilage) ที่มีการเจริญมาก่อนแล้ว โดยที่กลุ่ม mesenchymal cells จะเข้าไปแทนที่เซลล์กระดูก

อ่อนผ่านทางหลอดเลือดเร่ิมจากส่วนกลางของกระดกูซึง่เป็นจุดการสร้างกระดูกปฐมภูมิ เมื่อเซลล์ 

mesenchymal cells มีการพฒันาไปเป็นเซลล์ต้นกําเนิดเซลล์กระดูกจึงมีการสะสมของเนือ้กระดูก

มากขึน้ นอกจากนีพ้บว่าจะมีจดุการสร้างกระดกูทตุิยภมูิ(secondary ossification center) การสร้าง

กระดกูในทัง้สองจดุจะดําเนินต่อไปจนกระทัง่มาบรรจบกนัที่แนวแผ่นอิพิไฟเซียล (epiphysial plate) 

ซึง่เป็นแนวของกระดกูอ่อนที่ยงัสามารถทําให้เกิดการยืดของกระดกูได้จนกระทัง่เข้าสู่วยัผู้ ใหญ่ ซึง่จะ

ถกูแทนท่ีด้วยกระดกูทัง้หมด ดงัรูปท่ี 2.2 
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รูปที่ 2.2 ขัน้ตอนการเจริญพฒันาของกระดกู แบบ Endochondral ossification 

[http://en.wikipedia.org/wiki/Bone] 

 

2.1.4 การสมานกระดกู (Bone Healing) 

กระบวนการที่กระดกูหกัและเชื่อมติดกนัมีอยู่ 2 วิธี กระบวนการที่เป็นที่ทราบกนัดีทัว่ไป คือ 

กระดกูติดแบบทตุิยภมิู (Secondary fracture healing) ซึง่เก่ียวข้องกบัการเกิดสารแข็งคล้ายกระดกู

รอบปลายกระดกูท่ีแตก (callus formation) การดดูกลืนของชิน้สว่นกระดกู (resorption of fracture 

fragments) การเกิดกระดกูใหม่ (new born formation) การปรับสภาพของกระดกู (Remodeling)  

สว่นอีกกระบวนการหนึง่ เรียกว่า กระดกูติดแบบปฐมภมูิ (Primary fracture healing) โดยวิธีการนี ้

เกี่ยวข้องกับการผ่าตัดให้ปลายกระดูกที่แตกมาชิดกันแน่น (osteosynthesis) กล่าวคือเมื่อปลาย

กระดกูหกัสองปลายมาชนกนัอย่างแน่น จะมีการเกิดการดดูกลืนที่ส่วนปลายกระดกูนัน้น้อยมาก แต่

เกิดมีการปรับสภาพของสว่นท่อกลางและวงชัน้กระดกู (osteons) ที่บริเวณปลายกระดกูนัน้ osteons 

ท่ีเกิดใหม่นีจ้ะมีเลือดมาเลีย้งโดยตรงจากเส้นเลือดภายในกระดกู endosteal & peristeal vessels) 

โดยวิธีนีก้ารเช่ือมติดของกระดกูจะไม่มี callus formation คือ osteons จะสร้างกระดกูให้เช่ือมติดกนั

โดยตรงระหวา่งปลายกระดกูท่ีชิดกนั 

 

  

 

 

http://en.wikipedia.org/wiki/Bone�
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2.1.5 ระยะการรักษาบาดแผล แบ่งออกเป็น 3 ระยะ [Thompson, J.C. 2002, Yannas, V. I. 

2001.] 

 2.1.5.1 ระยะอกัเสบ

 การอกัเสบระยะแรก (Early inflammatory phase) เกิดขึน้ในช่วงเวลา 1-2 วนัแรก เซลล์และ

อนุภาคแปลกปลอมถูกย่อยสลายโดยเอนไซม์จากเซลล์ Phagocyte และอนุมูลอิสระออกซิเจน  

เซลล์ endothelium จากขอบของบาดแผลจะเคลือ่นย้าย และเพิม่จํานวนมาตามชัน้ผิวหนงัแท้แล้ว

สร้างเนือ้เย่ือเก่ียวพนั (basemest membrane) ภายใน 24-48 ชัว่โมง 

 (Inflammation phase) การอกัเสบของบาดแผลแบ่งออกเป็น 2 ระยะ 

คือ ระยะแรกและระยะหลงัขึน้อยู่กบัเวลา ช่วงเวลาของการตอบสนอง และชนิดของเซลล์ที่เก่ียวข้อง

กบัการอกัเสบ 

 การอกัเสบระยะหลงั (Late inflammatory phase) เกิดขึน้ในวนัที่ 2-3 เซลล์ macrophage 

ทําหน้าท่ีผลิต growth factor ที่มีความเกี่ยวข้องกบัการเพิม่จํานวน และการผลิต ECM ของเซลล์ 

fibroblast และการ เพิ ่ม จํ านวนของ เซล ล์  endothelial ท่ี มีผลต่อการ เ กิดหลอดเ ลือดให ม ่

(Angiogenesis) ขึน้ในบริเวณท่ีจะซอ่มแซม 

 2.1.5.2 ระยะการเพิ่มจํานวน

-การย้ายที่ของเซลล์ไฟโบรบลาส (Fibroblast migration) เซลล์ fibroblast ย้ายที่เข้ามาใน

บาดแผลในวนัที่ 2-4 หลงัจากเกิดบาดแผล ในขณะที่เซลล์ endothelial ย้ายเข้ามาในบาดแผลในอีก 

1 วนัตอ่มา โดยท่ีเซลล์ fibroblast ย้ายเข้าสูบ่าดแผลด้วยการเหน่ียวนําของ growth factor คือ PDGF 

และ TGF-β ภายในบาดแผลเซลล์ไฟโบรบลาสจะเพิ่มจํานวน และผลิตเมทริกซ์ใหม่ด้วย fibronectin 

และ Hyaluronan ต่อมาจึงผลิต collagen และ Proteoglycan ซึ่งองค์ประกอบเหล่านีทํ้าหน้าท่ี

เสริมสร้าง ECM ใหม่ที่จะช่วยสนับสนุนการเพิม่จํานวนของเซลล์ นอกจากนัน้การเกิดอันตรกิริยา

ระหว่างเซลล์ fibroblast และ ECM จะเป็นตวัช่วยในการควบคมุการสงัเคราะห์ ECM และการสร้าง

แบบจําลองซึง่จะเกิดขึน้ภายหลงั 

 (Proliferative phase) ระยะการเพิ่มจํานวนเร่ิมต้นซ้อนเหลือ่ม

กบัระยะการอกัเสบในวนัท่ี 3 จนถึงสปัดาห์ท่ี 2-4 หลงัจากการเกิดบาดแผล ซึง่ถกูกําหนดโดยการย้าย

ท่ีของเซลล์ fibroblast การสร้าง ECM และการเกิด Granulation tissue ซึง่มีลกัษณะเป็นเนือ้เยื่อเละๆ

สีชมพอู่อน กระบวนการที่สําคญัที่เกิดขึน้ในระยะการเพิม่จํานวน คือ การแทนที่เมทริกซ์ที่สร้างจาก 

fibronectin และ fibrinogen ในระยะการเกิดลิม่เลือดด้วย Granulation tissue ท่ีสร้างขึน้ใหม่ และ

เกิดชัน้หนงักําพร้า (Epithelialization) ซึง่เป็นภาวะสดุท้ายของระยะเพิ่มจํานวน 
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-การเกิด ECM (Formation of the extracellular matrix) ECM เป็นแหลง่ให้เซลล์ยดึเกาะ 

และควบคุมการเจริญเติบโต การเคลือ่นที่และการเปลีย่นสภาพของเซลล์ ECM ประกอบไปด้วย

โ ป ร ตี น ที ่เ ป็ น เ ส้ น ใ ย  ( collagen แ ล ะ  Elastin)  แ ล ะ  interstitial matrix ซึ ง่ ป ร ะ ก อ บ ไ ป ด้ ว ย 

ไกลโคโปรตีนท่ีเป็นตวัยดึเกาะซึง่ฝังตวัอยูใ่น proteoglycan และ glycoaminoglycans 

-การเกิด Granulation tissue (Formation of granulation tissue) Granulation tissue ถกู

สร้างขึน้ในวนัที่ 3-5 มีลกัษณะเป็นเนือ้เยื่อเละๆสีชมพูอ่อน และเกิดเส้นเลือดใหม่ ซึง่เกิดจากปัจจยั

เหน่ียวนําของ growth factor หลายชนิด เช่น VEGF (Vascular endothelial growth factor), PDGF, 

TGF-β และ bFGF (basic Fibroblast growth factor) 

-การเกิดชัน้หนังกําพร้า (Epithelialization) หลงัจากการเกิดบาดแผล เซลล์หนังกําพร้าจะ

เคลือ่นย้ายจากขอบของบาดแผลเข้าสู่บาดแผลจนกระทัง่ปกคลุมทัว่ทัง้บาดแผล การเกิดชัน้หนัง

กําพร้าต้องอาศยัความชืน้จากสิง่แวดล้อมสารอาหารท่ีเพียงพอ และการควบคมุจาก growth factor 

หลายชนิดคือ KGF (Keratynocyte growth factor), EGF และ bFGF 

 2.1.5.3 ระยะปรับแต่ง

 

 (Remodeling phase) เป็นระยะสดุท้ายของการรักษาบาดแผล โดยที่

แผลเป็นดงักลา่วเกิดขึน้เน่ืองจากกลุม่เส้นใย collagen ที่รวมกนัจนมีขนาดเส้นผ่านศนูย์กลางใหญ่ขึน้

ภายใน ECM เกิดการเรียงตวัเป็นเส้นในแนวเดียวกนั (alignment) และกระบวนการจะสิน้สดุเมื่อ 

fibroblast หยดุการทํางานสร้างเนือ้เย่ือถาวร รวมทัง้จะถกูปรับแตง่ให้กลบัสูส่ภาพปกต ิ

2.1.6 กระดกูปลูก (Bone Grafting) [Goldberg, V.M. 2003, Doron, I. และ Amy, L. 2003] 

วิธีสร้างกระดกูแทนที่กระดกูปลกู (osteoconductive) หมายถึง การท่ีกระดกูปลกูทําหน้าท่ี

เป็นตวัโครงร่างให้เซลล์กระดกูเข้ามายึดเกาะ ส่วนการที่กระดกูปลกูเหนี่ยวนําให้มีการสร้างกระดูก 

ขึน้ใหม ่(osteoinductive) คือ การท่ีกระดกูปลกูทําหน้าท่ีเป็นตวักระตุ้นให้สว่นกระดกูของร่างกายท่ีอยู่

บริเวณใกล้เคียงสร้างกระดกูขึน้โดยรอบกระดกูปลกู ในกระดกูปลกูขนาดใหญ่ๆ หรือเป็นท่อนกระดกู 

ที ่ใส่ เ ข้าไปในร่างกายในระยะแรกๆ  จะมีการละลายกระดูกจนเกิดภาวะกระดูกโปร่งบาง

(osteoporosis) ทําให้กระดกูปลกูในระยะนีอ้่อนแอต้านทานนํา้หนกัไม่ได้ กระดกูจะเร่ิมมีการละลาย

ซึง่จะกินเวลานานเป็นเดือนหรือหลายเดือน กระดกูใหม่ก็จะเกิดขึน้ตามแนวแรงกดท่ีกระดกูปลกูได้รับ 

กระดูกปลูกส่วนผนังกระดูก  (cortex) จะติดได้ยากกว่ากระดูกปลูกที ่มีลักษณะคล้ายฟองนํา้ 

(cancellous) เพราะว่าลกัษณะที่เป็นรูพรุนของกระดูกปลูกลกัษณะนีมี้การสร้างหลอดเลือดเข้าไป

ทดแทนได้เร็วกวา่ 
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การทํางานของกระดูกปลูกที่ใส่เข้าไปในบริเวณของร่างกาย เป็นลักษณะการกระตุ้ นให้

ร่างกายสร้างกระดูกขึน้ใหม่โดยรอบบริเวณที่วางกระดูกปลูก หรือมีการงอกเข้าไปแทนที่ในชิน้ 

กระดกูปลกู โดยทําการละลายกระดกูปลกูออกก่อน สรีรวิทยาของกระดกูในภาวะปกตจิะมีการละลาย

กระดูกจากผิวในกระดูก และมีการสร้างกระดูกใหม่ที ่ผิวภายนอก โดยวิธีนีก็้จะทําให้กระดูก 

มีขนาดใหญ่ขึน้ การที่กระดกูหกักลบัเข้าสู่สภาพปกติเป็นการสร้างกระดกูขึน้ใหม่เชื่อมสนิทจนไม่มี

รอยแผลตรงส่วนที่หัก ในการละลายกระดูกหักจะมีเซลล์หลายนิวเคลียส เรียกว่า ออสติโอคลาสต์ 

(osteoclast) จะทําหน้าท่ีทําลายเนือ้กระดกูท่ีประกอบด้วยเกลือแร่แล้วสลายตวัไป สว่นการสร้างเนือ้

กระดกูใหม่ที่เกิดภายหลงัการละลายกระดกูจะมีเซลล์ออสติโอบลาสต์ (osteoblast) ซึ่งเปล่ียนรูปมา

จากเซลล์ต้นกําเนิดในไขกระดกู เซลล์นีจ้ะสร้างเนือ้กระดูกระยะแรก (osteoid) ขึน้ท่ีผิวของกระดูก 

โดยจะมีแร่ธาตมุาพอกเกาะเนือ้กระดกูที่สร้างระยะแรกนี ้และตวัเซลล์ที่สร้างกระดกูก็จะแทรกอยู่ใน

เนือ้กระดูกที ่เซลล์สร้างขึน้เอง ลักษณะของกระดูกที ่สร้างขึน้ใหม่นีบ้างทีไม่สามารถแยกจาก 

เนือ้กระดกูเดมิได้ 

ลักษณะทางกล้องจุลทรรศน์ในการติดของกระดูกปลูกจะเห็นหลอดเลือดเกิดขึน้ใหม ่

ในเนือ้กระดกูปลกูท่ีใสเ่ข้าไปในร่างกาย เพ่ือเป็นการนําเซลล์เข้าไปสร้างและทําลายเนือ้กระดกูในเวลา

เดียวกัน ดงันัน้อาจกล่าวได้ว่าลกัษณะที่กระดูกปลกูติดเร็วหรือช้า ขึน้อยู่กับการเกิดหลอดเลือดใน 

เนือ้กระดกูปลกูที่ใส่เข้าไป และปัจจยัสําคญัอีกประการหนึง่ คือ สภาพของกระดกูปลกู และกระดกู

เดมิท่ีวางกระดกูปลกูลงไป  

  

2.1.7 วัสดุแทนกระดูก (Bone Grafting Materials) [Goldberg, V.M. 2003, Doron, I. และ Amy, 

L. 2003] 

 2.1.7.1 Autografts กระดูกจากตวัผู้ ป่วยเองยงัถือว่าเป็นมาตรฐานสําหรับการทําการปลูก

กระดูก และมีประสิทธิภาพสูงกว่าการใช้วัสดุแทนกระดูกชนิดอื่น แต่การทําการปลูกกระดูกด้วย

เนือ้เยื่อกระดกูของผู้ ป่วยเองนัน้ ต้องมีการผ่าตดัหลายบริเวณ เพื่อให้ได้ปริมาณของกระดกูของผู้ ป่วย

เพียงพอที่จะนํามาปลูกในบริเวณที่มีการสูญเสีย ซึง่สร้างความเจ็บปวดทรมานให้กับผู้ ป่วย 

นอกจากนัน้อาจจะเกิดผลข้างเคียงมากมาย ไม่ว่าจะเป็นการอักเสบจากการติดเชือ้ หรือการ

กระทบกระเทือนอวยัวะข้างเคียงได้ 

2.1.7.2 Allografts คือ เนือ้เยือ่หรืออวยัวะที่ได้รับมาจากสิง่มีชีวิตชนิดเดียวกนัแต่ไม่ใช่ของ

ตัวเองคุณสมบัติของ allografts ขึน้อยู่กับวิธีการเตรียม คือ การแช่แข็งให้เย็นจัด (fresh frozen)  

การทําให้แห้ง (freeze dried) และการลดปริมาณแร่ธาตแุละแคลเซียม (demineralization) กระดกู
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ปลกูชนิดแช่เย็นจดั (fresh frozen allograft) จะมีความแข็งแรงเชิงกลเหมือนกระดกู แต่ก่อให้เกิด

ปฏิกิริยาทางภูมิคุ้มกนัต่อต้าน (immunogenic) ส่วนวิธีการทําให้แห้งด้วยความเย็น (freeze dry)  

จะช่วยลดปฏิกิริยาการต่อต้าน แต่ก็มีผลไปลดความแข็งแรงของกระดูกปลูกมากถึงร้อยละ 50  

และสําหรับกระดกูปลกูชนิด mineralized allograft มีคณุสมบตัิเป็น osteoconductive ท่ีดี แต่เป็น 

osteoinductive ที่ไม่ดี ซึง่ต้องอาศยัเซลล์และฮอร์โมนในร่างกายของผู้ รับในการกระตุ้นให้เกิดการ

สร้างกระดกูตอ่ไป  

 ข้อดีของกระดกูปลกูจากผู้บริจาค (Allografts) คือ หลีกเลี่ยงการบาดเจ็บบริเวณท่ีตดัชิน้ส่วน

กระดกู (no donor site morbidity) และสามารถใช้ได้ปริมาณมากกว่า Autograft ข้อเสียของการใช้ 

allograft เช่น การติดเชือ้และการแพร่เชือ้โรค (disease transmission) การสมานเช่ือมกนักบักระดกู

ของผู้ ป่วย (host bone) เกิดขึน้ช้า เป็นต้น 

2.1.7.3 Xenografts คือ เนือ้เยือ่หรืออวยัวะที่ได้รับมาจากสิ่งมีชีวิตต่างชนิดกนั เช่น การปลกู

กระดูกในคนโดยใช้กระดูกวัว เป็นต้น การใช้ Xenografts มาทดแทนการสูญเสียของกระดูกถือว่า

ได้ผลดี ราคาไม่แพง และไม่มีข้อถกเถียงทางศีลธรรมมากนกั แต่อย่างไรก็ตาม Xenografts ยงัมี

จดุบกพร่องในแง่ของการเกิดโรคติดตอ่ และไม่ยอมรับ Xenografts ของร่างกายโดยมีการตอ่ต้านทาง

ระบบภมิูคุ้มกนั Xenografts ท่ีมีขายอยู่ในท้องตลาด เช่น Pepgen P-15 ของ Dentsply และ Bio-oss 

ของ Osteohealth ซึง่ตา่งก็มีองค์ประกอบเป็นไฮดรอกซอีปาไทด์ ท่ีพฒันามาจาก Bovine Bone  

2.1.7.4 Alloplasts

 

 คือ วสัดสุงัเคราะห์ที่นํามาใช้ทดแทนเนือ้เยื่อและอวยัวะ เช่น เซรามิก,  

ไตรแคลเซียมฟอสเฟต, พอลิเมอร์ตา่งๆ โดยข้อดีของ Alloplasts คือมีปริมาณมาก ราคาไม่แพง ไม่มี

ปัญหาในแง่ของการติดเชือ้โรคติดตอ่จากคน และสตัว์ นอกจากนัน้ยงัมีระยะเวลาในการสลายตวัไปท่ี

นานกว่า ทําให้มีเวลาเพียงพอในการรักษา จนเกิดการสร้างเนือ้เยื่อกระดกูขึน้มาใหม่ แต่ Alloplasts 

ยงัมีข้อเสียในแง่ของการที่ไม่ได้เป็นวัสดุธรรมชาติ ไม่มีคุณสมบตัิในการเหนี่ยวนําเซลล์ต้นกําเนิด     

Alloplasts ท่ีมีขายอยู่ตามท้องตลาด ได้แก่ Osteogen ของ Impladent เป็น synthetic bioactive 

resorbable graft, Cerasorb ของ Curasan ซึง่เป็นเบต้าไตรแคลเซียมฟอสเฟต มีลกัษณะคล้าย 

ไฮดรอกซอีปาไทด์ เป็นต้น 
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2.2 วิศวกรรมเนือ้เยื่อ (Tissue engineering) [Langer, R. และคณะ 2000] 

วิศวกรรมเนือ้เยื ่อเป็นศาสตร์ใหม่ซึง่ผสมผสานความรู้ทัง้วิศวกรรมศาสตร์ วัสดุศาสตร์ 

ชีววิทยาของเซลล์ ฟิสิกส์ และ เคมี เพื่อการออกแบบโครงสร้างของเนือ้เยือ่และอวยัวะตามโครงสร้าง

จริงตามธรรมชาติ โดยการออกแบบโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold) และเพาะเลีย้งเซลล์ในโครงเลีย้งเซลล์

จนได้เนือ้เยื่อขึน้มา ซึง่วสัดทีุ่นํามาทําเป็นโครงเลีย้งเซลล์อาจได้จากวสัดสุงัเคราะห์ที่สลายตวัได้ใน

ร่างกาย หรือ อาจได้จากการนําอวยัวะที่บริจาคมาทําการล้างและขจดัเซลล์ออกหมด แต่ยงัคงความ

เป็นโครงสร้างคํา้จุน เพื่อใช้ในการรักษาโรคกระดกู ซึ่งการสญูเสียกระดกูเกิดขึน้ได้เนื่องจากหลาย

สาเหต ุ เช่น โรคทางกระดกู การผา่ตดั และอบุตัิเหต ุ โดยมีวิธีการรักษาได้หลายรูปแบบด้วยการปลกู

ถ่ายกระดกูซึง่โดยทัว่ไปมี 3 วิธี คือ การปลกูถ่ายด้วยกระดกูจากตวัผู้ ป่วยเอง (autograft) การปลกู

ถ่ายด้วยกระดูกจากผู้ อื่น (allograft) และการปลกูถ่ายด้วยวสัดทุดแทนทางชีวภาพ (biomimetic 

materials) [Zhang, Z.Y. และคณะ 2009] แตท่ัง้ 3 วิธีก็ยงัมีข้อจํากดัอยู่หลายด้าน เช่น ด้านวสัด ุ

พืน้ท่ีผิวท่ีรับการปลกูถ่ายกระดกู ปัญหากายวิภาค และการติดเชือ้ จึงมีการพฒันาวิธีสงัเคราะห์วสัดุ

เพื่อมาแก้ปัญหาดงักล่าว โดยอาศยัความรู้ทางด้านวิศวกรรมเนือ้เยื่อ (tissue engineering) เพ่ือ

พฒันาวสัดทุดแทนและนําไปใช้บริเวณกระดกูท่ีเสียหายเพ่ือกระตุ้นการเจริญเตบิโตของเนือ้เย่ือกระดกู

ภายในร่างกาย ซึง่วสัดทุดแทนหรือท่ีเรียกว่าโครงเลีย้งเซลล์ (scaffold) มกัถกูผลิตขึน้จากวสัดชีุวภาพ

จําพวกโปรตีนและคาร์โบไฮเดรต โดยจะต้องศกึษาพฒันาองค์ความรู้ท่ีสําคญั 3 สว่น ได้แก่ โครงเลีย้ง

เซลล์ (scaffold) สารโปรตีนกระตุ้นการเจริญ (growth factors) และเซลล์ (cells) สําหรับสร้างเนือ้เย่ือ

หรืออวยัวะทดแทน [Pek, Y.S. และคณะ 2004]  

 

รูปที่ 2.3 หลกัการเบือ้งต้นของวศิวกรรมเนือ้เย่ือกระดกู 

[http://www.btec.cmu.edu/tutorial/bone_tissue_engineering/] 

 

http://www.btec.cmu.edu/tutorial/bone_tissue_engineering/�
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2.3 โครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold) 

โครงเลีย้งเซลล์เป็นวสัดทุรงสามมิตท่ีิสร้างขึน้ชัว่คราวเพื่อให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตภายใน

โครงเลีย้งเซลล์และเปลี่ยนแปลงเป็นเนือ้เยื่อที่ต้องการ ซึง่ต้องมีสารอาหารและการควบคมุโมเลกลุที่

ต้องแพร่ผา่นโครงเลีย้งเซลล์ หลกัท่ีต้องคํานงึถึงในการสร้างโครงเลีย้งเซลล์ทัว่ๆ ไป คือ  

 2.3.1 โครงสร้างเป็นสามมิต ิเพ่ือเป็นโครงสร้างคํา้จนุให้เซลล์สามารถเจริญเตบิโต  

 2.3.2 มีความพรุนสูง โดยมีความพรุนมากกว่า 90 เปอร์เซ็นต์และรูพรุนต้องมีขนาดที่

เหมาะสม  โดยทัว่ไปขนาดรูพรุนประมาณ  100-200 ไมโครเมตร  และรูพรุนควรเชื ่อมต่อกัน 

(Interconnected pore) เพื่อให้เซลล์และเนือ้เยื่อสามารถเจริญเติบโตได้ สารอาหารและของเสียตา่งๆ 

สามารถสง่ผา่นภายในโครงเลีย้งเซลล์ได้อยา่งสะดวก  

 2.3.3 มีโครงสร้างทางกายภาพหรือสมบัติทางเคมีสําหรับให้เซลล์สามารถยึดเกาะ 

(Attachment) เจริญเตบิโต (Proliferation) และเปล่ียนแปลงรูปร่างได้  

 2.3.4 มีความสามารถยอ่ยสลายได้เองทางชีวภาพ (biodegradable)  

 2.3.5 มีความเข้ากนัได้ทางชีวภาพ (biocompatible) และไมเ่ป็นพิษตอ่เซลล์  

Lannutti J. พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ (Scaffold) ที่ดีต้องมีปริมาณขนาดของรูพรุนและลกัษณะ

ของพืน้ผิวทัง้ทางกายภาพและเคมีเอือ้อํานวยต่อการชักนําให้เซลล์มายึดเกาะ (Attachment) 

เจริญเติบโต (Proliferation) และเปลี่ยนแปลงไปเป็นเนือ้เยื่อท่ีต้องการ [Lannutti, J. และคณะ 2007] 

โดยงานวิจยัของ Palsson B. ได้รายงานว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีรูปร่างโค้งช่วยให้ปฏิกิริยาตอบสนองกบั

เซลล์และเนือ้เย่ือดี นอกจากนีโ้ครงสร้างของรูพรุนควรมีความเช่ือมโยงกนั เพ่ือให้เส้นเลือดสามารถเข้า

ไปหล่อเลีย้งเซลล์ที่เข้าไปภายในโครงเลีย้งเซลล์ได้ทําให้เกิดการสร้างเนือ้เยื่อใหม่ได้ดี [Paul, K.C. 

และคณะ2008] จากงานวิจัยของ Chang B.S. ได้รายงานว่าโครงเลีย้งเซลล์ที่มีรูพรุนเชื่อมโยงกัน

สามารถช่วยให้เกิดการสร้างกระดกูได้ดีกว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีรูพรุนแบบไม่เช่ือมโยง [Chang, B.S. 

และคณะ 2002] 
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2.4 ชีววัสดุ (Biomaterial) 

2.4.1 ไฟโบรอินไหมไทย (Thai Silk Fibroin) [Vepari, C. และคณะ 2007, Lv, Q. และ

คณะ 2005] 

ไหมไทยจดัอยู่ในไหมเลีย้งสายพนัธุ์ Bombyx mori แตไ่หมไทยแตกตา่งจากไหม Bombyx 

mori อ่ืนๆ คือ รังไหมไทยจะมีสีเหลือง และมีกาวไหม (Sericin) มากกว่าไหมเลีย้งชนิดอื่น เส้นใยของ

ไหมมีลักษณะเป็นเส้นใยพอลิเมอร์ของโปรตีน ประกอบไปด้วยโปรตีน 2 ประเภทคือ ไฟโบรอิน 

(Fibroin) และเซริซินหรือกาวไหม (Serecin) 8ดงัแสดงในรูปท่ี 2.4

ไฟโบรอินจากไหมนัน้ถูกนํามาใช้เป็นชีววสัดใุนการทําโครงเลีย้งเซลล์สําหรับงานวิศวกรรม

เนือ้เยื่อได้หลากหลายรูปแบบ ทัง้ในรูปแบบแผ่นเจล เส้นใยนาโน และโครงสร้างพรุนคล้ายฟองนํา้ 

เน่ืองจากมีคณุสมบตัิเชิงกลท่ีดี มีความแข็งแรง ยืดหยุ่นสงู และมีคณุสมบตัิทางชีวภาพท่ีเข้ากนัได้กบั

เซลล์ในร่างกายได้เป็นอย่างดี นอกจากนัน้ ยงัมีความเป็นผลกึที่ควบคมุได้ ตลอดจนสามารถควบคมุ

การปลดปล่อยสารชีวโมเลกุล ส่งผลให้ไฟโบรอินเป็นโปรตีนที่ได้รับความสนใจเป็นอย่างมาก  

ท่ีจะนํามาใช้ในงานควบคมุการปลดปลอ่ยสาร (Controlled release) และประยกุต์ใช้กบัการนําส่งยา 

(Drug delivery) ในหลากหลายรูปแบบโครงสร้าง ทัง้เป็นแผ่นฟิล์ม เป็นทรงกลมขนาดไมโคร 

(Microsphere) เป็นโครงเลีย้งเซลล์ และเป็นโครงสร้างหลายชัน้ทับซ้อน (Multilayers) [

 โดยไฟโบรอินจะเป็นแกนของเส้นใย

ไหม และเซริซนิจะอยูโ่ดยรอบๆหุ้มไฟโบรอินไว้ เส้นใยไหมโดยธรรมชาตินัน้มีคณุสมบตัิในการต้านแรง

ดงึได้สงู (High tensile strength) มีความเหนียวและยืดหยุ่นสงู (อาจสงูได้ถึง 35%) และสามารถ 

คงรูปได้ในอณุหภมูิสงูถึง 250 องศาเซลเซียส  

Biman, B. 

และคณะ 2009

 

] 

รูปที่ 2.4  โครงสร้างของเส้นใยไหม 

 [http://www.en.rmut.ac.th/prd/Journal/Silk_with_figuresnew.pdf] 

http://www.en.rmut.ac.th/prd/Journal/Silk_with_figuresnew.pdf�
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โครงสร้างของไฟโบรอนิ 

ไฟโบรอินเป็นโปรตีนที่ไม่ละลายนํา้ มีประมาณ 75-80% ของนํา้หนกัไหมดิบ ประกอบด้วย 

กรดอะมิโนประมาณ 15 ชนิด โดยมีกรดอะมิโนหลกั 4 ชนิด คือ ไกลซีน อะลานีน เซรีน และไทโรซีน 

8ดงัแสดงในรูปที่ 2.5 โครงสร้างไฟโบรอินของไหมเลีย้งสว่นใหญ่จะเป็นแบบ (Gly-Ala-Gly-X)n

 

 โดย X 

อาจเป็นเซรีน หรือไทโรซีนไฟโบรอินท่ีเป็นเส้นใยไหมเกิดจากปฏิกิริยา condensation ของกรดอะมิโน 

กลายเป็น polypeptide chainsโดยโครงสร้างหลกัของไฟโบรอินจะเป็นแผ่นพลีตเบต้า (β-pleated 

sheet) หลายแผ่นติดกันด้วยพันธะไฮโดรเจน อีกทัง้ยังมีแรงวันเดอร์วาลส์ระหว่างแผ่นเสริม 

ความแข็งแกร่ง จงึทําให้ไหมมีความแข็งแรงมาก ยืดได้เหนียวทนทาน และมีความเงางาม 

รูปที่ 2.5  โครงสร้างของเส้นใยไฟโบรอิน  

[http://www.concord.org/silk/silk_beta.html] 

โครงสร้างของเซริซนิ  

เซริซินเป็นโปรตีนที่ละลายนํา้มีประมาณ 20–25% เซริซินจะเคลือบอยู่บนเส้นใยไฟโบรอิน

และมีกรดอะมิโนชนิดเซรีน ทรีโอนีน ซึง่เป็น Oxy-amino acid และอาจีนีน และไลซีนของ basic 

amino อยูเ่ป็นจํานวนมาก นอกจากนีย้งัประกอบด้วยกรดอะมิโนอ่ืนๆ อีกท่ีคล้ายคลงึกบัไฟโบรอิน  

 

http://www.concord.org/silk/silk_beta.html�
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2.4.2 เจลาตนิ (Gelatin) [Yasuhiko, T. และคณะ 2004, Young, S. และคณะ 2005] 

เจลาติน คือโปรตีนที ่ไม่ได้เกิดขึน้เองตามธรรมชาติแต่สกัดได้จากคอลลาเจนที ่เป็น

องค์ประกอบหลกัของเนือ้เยื่อ ผิวหนงั กระดกูของมนษุย์และสตัว์ ขัน้ตอนในการผลิตเจลาตินเร่ิมจาก

การสกดัเจลาตินจากคอลลาเจนด้วยกระบวนการ acidic หรือ alkaline process แล้วจึงผ่านขัน้ตอน

การทําให้บริสุทธ์ิ (Purification) เพิ่มความเข้มข้นและการทําให้แห้ง โดยทัว่ไปเจลาตินจะถูกใช้งาน

ทางด้านเภสชักรรม และทางการแพทย์ เน่ืองจากเจลาตินมีสมบตัิในการย่อยสลายทางชีวภาพ และมี

สมบตัิการเข้ากนัได้ดีกบัร่างกายด้วยสมบตัิเหลา่นีทํ้าให้เจลาตินได้รับการยอมรับว่าเป็นสารปลอดภยั

เมื่อนํามาใช้เป็นส่วนประกอบของยา และอวัยวะเทียมเมื่อนํามาใช้ร่วมกับร่างกายมนุษย์ และมี

ลกัษณะท่ีดีในการควบคมุการสง่ผา่น  

 

 
 

รูปที่ 2.6  แสดงขัน้ตอนการสกดั acidic gelatin และ basic gelatin 

 [Yasuhiko, T. และคณะ 2004] 
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เจลาตนิแบง่ออกเป็น 2 ชนิด [รูปท่ี 2.6] คือ  

 - Basic gelatin (ชนิด A) ได้มาจาก acid process สกดัได้ยากกว่าแบบ alkaline process 

และเนื่องจากปฏิกิริยาที่เกิดกับกลุ่มเอไมด์ในคอลลาเจนมีน้อย จึงทําให้เจลาตินมีค่า Isoelectric 

point (pI) ประมาณ 9.0 ซึง่ใกล้เคียงกบัคอลลาเจน และเหมาะกบัการใช้งานร่วมกบัโปรตีนท่ีมีสมบตัิ

เป็นกรด 

- Acidic gelatin (ชนิด B) ได้มาจาก alkaline process เป็นขบวนการไฮโดรไลซิสกลุม่เอไมด์

ในคอลลาเจน ซึ่งจะได้เจลาตินที่มีกลุ่มคาร์บอกซิลปริมาณมาก ทําให้เจลาตินมีประจุลบ และมีค่า 

Isoelectric point (pI) ประมาณ 5.0 ซึง่เหมาะกบัการใช้งานร่วมกบัโปรตีนท่ีมีสมบตัิเป็นเบส สมบตัิ

ของเจลาตนิ ชนิด A และ B สรุปดงัตารางท่ี 2.2 

 

ตารางที่ 2.2 สมบตัขิองเจลาตนิ ชนิด A และ B [Yasuhiko, T. และคณะ 2004] 

 

 

 

 

 

 

 

เจลาตินประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 19 ชนิด และมีปริมาณของกรดอะมิโน glycine, proline 

และ hydroxyproline ซึง่โครงสร้างของเจลาตินประกอบไปด้วยหน่วยซํา้ของกรดอะมิโนท่ีเรียงตวักนั 

คือ glycine-X-Y ซึง่ X และ Y คือ proline และ hydroxyprolin ตามลําดบั แสดงดงัรูปท่ี 2.7 และ

กรดอะมิโนจําพวกนีจ้ะแสดงพฤติกรรมเป็น hydrophilic จึงทําให้เจลาตินละลายนํา้ได้ดีซึง่สามารถ

สรุปปริมาณกรดอะมิโนชนิดตา่งๆ ในเจลาตนิดงัตารางท่ี 2.3 

 

 

                

 

เม่ือ  R = glycine-X-Y triplet, X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามลําดบั 

รูปที่ 2.7 โครงสร้างของเจลาตนิ [Yasuhiko, T. และคณะ 2004] 

Property Type A Type B 

pH 3.8-5.5 5.0-7.5 

Isoelectric Point 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 
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ตารางที่ 2.3 องค์ประกอบของกรดอะมโินในเจลาตนิ [Yasuhiko, T. และคณะ 2004] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

กรดอะมิโน %กรดอะมิโนในเจลาตนิ 

Arginine 7.8 

Glutamic acid 10.0 

Histidine 0.8 

Hydroxyproline 11.9 

Leucine 3.3 

Methionine 0.7 

Proline 12.4 

Theronine 2.1 

Valine 2.2 

Alanine 8.9 

Asperic acid 6.0 

Glycine 21.4 

Hydroxylysine 1.0 

Isoleucine 1.5 

Lycine 3.5 

Phenylanine 2.4 

Serine 3.6 

Tyrosine 0.5 

รวม 100 
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2.5 เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกู (bone marrow-derived mesenchymal stem cell, MSC)  

Mesenchymal stem cell คือ เซลล์ต้นกําเนิดท่ีสามารถเปลี่ยนแปลงรูปร่างเป็นเนือ้เยื่อชนิด

ตา่งๆ ได้ เช่น กระดกู กระดกูอ่อน เนือ้เยื่อไขมนั เส้นเอ็นและกล้ามเนือ้ เซลล์ต้นกําเนิดสามารถแยก

ออกมาจากไขกระดกู เนือ้เยื่อไขมนัและเลือดสายสะดือ (cord blood) เป็นต้น ในปี 1995 Lennon 

และคณะ แยกเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดูกจาก Fisher F-344 rat อายุ 2-4 เดือน [Lennon, D.P. 

และคณะ 1995] เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูเมื่อนํามาเลีย้งในจานเลีย้งเซลล์ เซลล์ยดึเกาะบนจานเลีย้ง

เซลล์และเริ่มเจริญเติบโตรวมกันเป็นกลุ่มหรือเรียกว่า fibroblastic-like cell cluster (fibroblast 

colony forming units: CFU-F) [Sautier, J.M. และคณะ 1993] การควบคมุให้เซลล์ต้นกําเนิดไข

กระดูกเปลีย่นแปลงรูปร่างเป็นเนือ้เยือ่ชนิดต่างๆ สามารถทําได้โดยการใส่ growth factor และ 

cytokines เป็นต้น นอกจากนีก้ารกําหนดให้เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูเปลีย่นรูปร่างเป็นเนือ้เยือ่ชนิด 

ใดนัน้ขึน้อยู่กับส่วนประกอบในอาหารที่ใช้เลีย้งเซลล์ และการเกิดกระดูกต้องการโครงเลีย้งเซลล์

ลกัษณะ 3 มิตเิพ่ือให้เซลล์สามารถเจริญเตบิโตและเปล่ียนรูปร่างได้ ความสามารถของเซลล์ต้นกําเนิด

จากไขกระดกูในการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดต่างๆ แสดงดงัรูปท่ี 2.8 สารที่ใช้ในการเหน่ียวนํา

กระบวนการเกิด Differentiation ของเซลล์ต้นกําเนิดไปเป็นเซลล์ของเนือ้เย่ือตา่งๆ แสดงดงัรูปท่ี 2.9 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.8 ความสามารถของเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูในการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์ชนิดตา่งๆ  

[Ruth, K. และ Lana, R.S. 2001] 
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สถาบนั The Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the International 

Society for Cellular Therapy ได้กําหนดเกณฑ์คณุสมบตัิของเซลล์ต้นกําเนิดชนิด Mesenchymal 

stem cell (MSC) ดงันี ้[Dominici, M. และคณะ 2006]  

1. เซลล์สามารถเจริญเติบโตเกาะพืน้ผิวภาชนะเพาะเลีย้งพลาสติกภายใต้สภาวะเพาะเลีย้ง

มาตรฐานได้ 

2. เม่ือวิเคราะห์โดยวิธี Flow cytometry ต้องปรากฏเซลล์ท่ีมีแอนติเจนเหลา่นีม้ากกว่าร้อยละ 

95 ของเซลล์ทัง้หมด ซึ่งได้แก่ CD73, CD90 และ CD105 และต้องปรากฏเซลล์ที่มีแอนติเจนเหล่านี ้

น้อยกว่าร้อยละ 2 ของเซลล์ทัง้หมด ซึง่ได้แก่ CD45, CD34, CD14 หรือ CD11b, CD79a หรือ CD19 

และ HLA class II 

3. สามารถเกิด Differentiation ไปเป็นเซลล์ Osteoblasts, Adipocytes และ Chondroblasts 

ได้ภายใต้สภาวะการชกันํามาตรฐานนอกร่างกายสตัว์ทดลอง 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.9 สารท่ีใช้ในการเหน่ียวนํากระบวนการเกิด Differentiation ของเซลล์ต้นกําเนิด 

       ไปเป็นเซลล์ของเนือ้เย่ือตา่งๆ [Rocky, S.T. และคณะ 2002] 
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การชกันําให้เกิด Osteogenic differentiation นิยมใช้ Dexamethasone, L‐Ascorbic acid 

2‐phosphate และ β‐Glycerophosphate สําหรับ Dexamethasone เป็นสารกลุม่ Glucocorticoid 

ชนิดหนึ่งซึง่สามารถกระตุ้นหรือยบัยัง้การเกิด Osteogenic differentiation ได้ขึน้อยู่กบัปริมาณท่ีใช้ 

ถ้าใช้ท่ีความเข้มข้นตํ่าจะมีผลกระตุ้นการเกิด Osteogenic differentiation แตถ้่าใช้ท่ีความเข้มข้นสงู

จะเกิดการยบัยัง้ และทําให้เกิด Adipogenic differentiation ขึน้แทน [Nichoas, W.M. และ Jeremy, 

J. M. 2006] หมู่ฟอสเฟตอิสระจากสารชกันําท่ีใช้สามารถเหน่ียวนําการแสดงออกของยีนกําหนดการ

สร้าง Core binding factor alpha 1(Cbfa1) ซึง่สําคญัตอ่กระบวนการเกิด Osteogenesis โดยที ่

Wnt-3a สามารถกระตุ้นกิจกรรรมของเอนไซม์ Alkaline phosphatase โดยไม่มีผลตอ่ระดบัปริมาณ

ของ Cbfa1  สําหรับ Ascorbic acid และ 1,25-dihydroxyvitamin D3 ทําหน้าท่ีช่วยเพิ่มกิจกรรมของ

เอนไซม์ Alkaline phosphatase และกระตุ้นการสร้าง Osteocalcin [Rocky, S.T. และคณะ 2005] 

ภายหลังเริ่มชักนําให้เกิด Osteogenic differentiation จะเกิดการแสดงออกของเอนไซม์ 

Alkaline phosphatase ภายใน 7-14 วนั และเมื่อชกันําเป็นเวลานานจะเกิดการแสดงออกของ Bone 

sialoprotein, Osteocalcin, Osteonectin และเกิดการสะสมผลกึแคลเซียม [Nichoas, W. M. และ 

Jeremy, J. M. 2006] การเปลี ่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ ต้นกํา เ นิดไขกระดูก 

แสดงดงัรูปที่ 2.10 และ 8สารที่หลัง่ออกมาระหว่างการเปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 8

 

แสดงดงัรูปที ่

2.11 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.10 การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู 

[Lian, J.B. และ Stein, G.S. 2000] 
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8รูปที่ 2.11 สารท่ีหลัง่ออกมาระหวา่งการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 

 

[Komori, T.และ Kishimoto, T. 1998] 

2.6 การเช่ือมขวาง (Crosslinking) [Lee, J.M. และคณะ 1996] 

การเช่ือมขวางเป็นวิธีหนึง่ท่ีมีความสําคญัมากในการปรับปรุงสมบตัขิองโครงเลีย้งเซลล์ท่ีนิยม

ใช้กันในปัจจุบนั เนื่องจากการเชื่อมขวางนัน้เป็นการทําให้สมบตัิเชิงกล (mechanical properties) 

อตัราการย่อยสลาย (degradation rate) และความสามารถในการบวมนํา้ (swelling capacity) ของ

โครงเลีย้งเซลล์มีความเหมาะสมท่ีจะนํามาใช้ในงานวิศวกรรมเนือ้เย่ือมากขึน้ เน่ืองจากการเช่ือมขวาง

สามารถควบคุมอตัราการย่อยสลายและอตัราการสร้างเนือ้เยื่อของโครงเลีย้งเซลล์ได้ [Ma, L. และ

คณะ 2003] ซึ่งกระบวนการเชื่อมขวางนัน้มีวิธีการอยู่หลายวิธี โดยจะแบ่งออกเป็น 2 กลุม่ใหญ่ๆ คือ  

การเช่ือมขวางทางกายภาพ และการเช่ือมขวางทางเคมี  

การเช่ือมขวางทางกายภาพ ได้แก่ การใช้อณุหภมูิ หรือ dehydrothermal treatment (DHT) 

การใช้รังสี เช่น UV-irradiation เป็นต้น ส่วนการเชื่อมขวางทางเคมี ได้แก่ การใช้สารเคมีประเภท 

aldehyde เช่น  glutaraldehyde formaldehyde glyceraldehydes การใช้  1-ethyl-3-(3-dimethyl-

aminopropyl) carbodiimide(EDC) การใช้ polyepoxides และการใช้ isocyanates เป็นต้น [Young, 

S. และคณะ 2005]  
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2.6.1 การเช่ือมขวางด้วยวิธีทางกายภาพ 

2.6.1.1 การเช่ือมขวางโดยการใช้ความร้อน (dehydrothermal treatment, DHT)

การเชื ่อมขวางด้วยวิธี DHT เป็นวิ ธีการหนึง่ที ่นิยมใช้เพื ่อหลีกเลีย่งสารเคมีที ่ใช้เป็น 

ตวัเช่ือมขวาง (cross-linker) โดยอาศยัความร้อนภายใต้สญูญากาศ ซึง่กระบวนการนีจ้ะเหน่ียวนําให้

เกิดการสร้างพนัธะเอไมด์ (amide) ในสารจําพวกโปรตีนซึง่มีหมู่เอมีน (amine) เป็นองค์ประกอบจาก

ปฏิกิริยาการรวมตวั (condensation) ด้วยปฏิกิริยา esterification ระหว่างโซ่ของหมู่เอมีนโดยทําการ

ควบคมุอณุหภมูิให้คงท่ีแล้วปรับเปลี่ยนระยะเวลาให้เหมาะสม เพื่อให้ได้โครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีคณุสมบตัิ

ท่ีดีและเหมาะสม ตวัอย่างเช่น โครงเลีย้งเซลล์ท่ีสร้างมาจากคอลลาเจนถกูปรับปรุงให้มีความแข็งแรง

มากขึน้ และมีการยอ่ยสลายทางชีวภาพท่ีช้าลง ด้วยการเช่ือมขวางระหวา่งโซ ่(interchain crosslinks) 

จากปฏิกิริยาการรวมตวั (condensation) ด้วยปฏิกิริยา esterification หรือการสร้างพนัธะเอไมด์ตวั

ใหม ่ระหวา่งหมูเ่อมีนของโมเลกลุคอลลาเจนท่ีอยูต่ดิกนัในโครงเลีย้งเซลล์ เม่ือโครงเลีย้งเซลล์ผ่านการ

เชื่อมขวางด้วยวิธี DHT แล้วจะทําให้ปริมาณหมู่อะมิโนอิสระลดลงและปริมาณนํา้ในโครงเลีย้งเซลล์

ลดลงด้วย สง่ผลให้ tensile strength เพิ่มขึน้ [Pieper, J. และคณะ 2000] และเมื่อมีการนําการเช่ือม

ขวางด้วยวิธี DHT มาใช้กับคอลลาเจนที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง พบว่า

วิธีการนีจ้ะขบันํา้ออกมาจากโมเลกลุของคอลลาเจน และจะทําให้มีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโน

ภายในโซ่ของคอลลาเจน แต่การเชื่อมขวางด้วยวิธีนีก็้ยังไม่เป็นที่นิยม เนื่องจากจะมีผลต่อการ

เปลี่ยนแปลงรูปร่างของคอลลาเจน (denature collagen) และความแข็งแรงของโครงเลีย้งเซลล์ยงัไม่

เป็นท่ีน่าพอใจ แตมี่รายงานวา่ได้มีการนําวิธี DHT ไปใช้ร่วมกบัการเช่ือมขวางด้วยสารเคมี EDC/NHS 

ของโครงเลีย้งเซลล์ที่ทําจากคอลลาเจนผสมกบั chondroitin-6-sulfate การเชื่อมขวางระหว่างหมู่เอ

มีน (-NH

 [Pek, Y.S. 

และคณะ 2004, Wess, T. และคณะ 2000, Friess, W. 1998] 

2) ของคอลลาเจนกบัหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) ของ chondroitin-6-sulfate เร่ิมต้นจากการสร้าง

โครงเลีย้งเซลล์ในอตัราสว่นคอลลาเจน 92% chondroitin-6-sulfate 8% โดยอาศยัเทคนิคการทําแห้ง

แข็ง (freeze-dried) ก่อนแล้วจึงนํามาเช่ือมขวางด้วยวิธี DHT ในตู้อบสญูญากาศ (vacuum oven) ท่ี

สภาวะ 105 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง จากนัน้ความร้อนภายใต้สญูญากาศจะเหน่ียวนําให้

เกิดการสร้างพนัธะเอไมด์จากโมเลกุลที่อยู่ติดกันจากหมู่-NH2 และ-COOH ของคอลลาเจน และหมู ่

-OH ของ chondroitin-6-sulfate ซึง่สามารถเพิ่มความสามารถในการบวมนํา้สงูขึน้ 1.5 เท่า และเพิม่

ความแข็งแรงทางกลสงูขึน้ 3 เท่าให้กบัโครงเลีย้งเซลล์ได้เม่ือเปรียบเทียบกบัการใช้สารเคมี EDC/NHS  

ในการเช่ือมขวางโครงเลีย้งเซลล์เพียงอยา่งเดียว [Pek, Y.S. และคณะ 2004] 
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การเ ชื ่อมขวางด้วยวิ ธีการใ ช้ รัง สี  UV เ กิดจากการป้อนรัง สี  UV โดยกระบวนการ

photodegradation เข้าไปตดัโซ่ระหว่างพันธะภายในโมเลกุลของคอลลาเจนเกิดเป็นหมู่เรดิคอล 

(free radical) ของหมู่เอมีนอิสระขึน้ ซึง่หมู่เอมีนอิสระที่เกิดขึน้นีจ้ะไปเช่ือมขวางกบัหมู่เอมีนอิสระ

ของคอลลาเจนโมเลกลุอื่นทําให้เกิดการเชื่อมขวางระหว่างหมู่เอมีนขึน้ [Sionkowska, A. และคณะ 

2006] ดงัแสดงในรูปท่ี 2.12 

2.6.1.2 การเช่ือมขวางด้วยวิธีการใช้รังสีอลุตร้าไวโอเลต (Ultraviolet Irradiation, UV) 

 

 

 

รูปที่ 2.12 ภาพแสดงการเกิดหมูเ่อมีนอิสระของคอลลาเจนจากการเช่ือมขวาง 

โดยการใช้ UV irradiation [Sionkowska, A. และคณะ 2006] 

 

2.6.2 การเช่ือมขวางด้วยวิธีทางเคมี 

GA เป็นสารเคมี (reagent) ที่นิยมนํามาใช้กนัอย่างแพร่หลายในงานด้านการแพทย์ ซึ่งทํา

หน้าที่เป็นสารเคมีที่ใช้ในการเชื่อมขวาง (crosslinking agent) สําหรับโปรตีน และพอลิแซ็กคาไรด์ 

การเช่ือมขวางของคอลลาเจนจะเกิดระหว่างหมู่แอลดีไฮด์ (-CHO) ของ GA กบัหมู่เอมีน (-NH

2.6.2.1 การเช่ือมขวางโดยใช้ Glutaraldehyde (GA) 

2

 

) ของ

คอลลาเจน ดงัแสดงในรูปท่ี 2.13 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.13 แสดงการเช่ือมขวางของคอลลาเจนกบั GA  

[Zhang, Y. และคณะ 2006] 
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8เมื่อความเข้มข้นของ GA เพิม่ขึน้ส่งผลให้ความสามารถในการบวมนํา้ของโครงเลีย้งเซลล์

ลดลง เนื่องจากการเชื่อมขวางเป็นการทําให้สมบตัิเชิงกลของโครงเลีย้งเซลล์มีความแข็งแรงมากขึน้ 

จึงทําให้ความชอบนํา้ (hydrophilic) ของโครงเลีย้งเซลล์ลดลง และโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีองค์ประกอบท่ี

แตกต่างกนัจะมีระดบัของการย่อยสลายทางชีวภาพที่ไม่เท่ากนั พบว่าเมื่อทําการเชื่อมขวางด้วย GA 

จะช่วยลดระดบัของการย่อยสลายทางชีวภาพให้ช้าลง โดยพบว่าถ้าใช้คอลลาเจนเป็นโครงเลีย้งเซลล์

เพียงอยา่งเดียว จะเกิดการยอ่ยสลายท่ีรวดเร็ว จึงมีการทําการศกึษาเพื่อปรับปรุงสมบตัิของโครงเลีย้ง

เซลล์ โดยนําวสัดชีุวภาพตวัอื่นมาผสมรวมเข้ากับคอลลาเจน ซึง่ไคโตซานเป็นวสัดชีุวภาพตวัหนึง่ที่

นิยมนํามาใช้เพ่ือช่วยต้านทานการย่อยสลายทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ โดยไคโตซานสามารถใช้

หมูเ่อมีน (-NH2) ในการเช่ือมขวางกบัหมูแ่อลดีไฮด์ (-CHO) ของ GA ในโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีคอลลาเจน

เป็นองค์ประกอบหลกั ดงัแสดงในรูปท่ี 2.14 [Ma, L. และคณะ 2003

                   

] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

8รูปที่ 2.14 โครงสร้างของไคโตซานถกูเช่ือมโยงพนัธะด้วยกลตูารัลดีไฮด์ 

 [Ma, L. และคณะ 2003

 

] 
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2.6.2.2 การเ ชื ่อมขวาง ด้วย  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC)

1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) เป็นสารที่นิยมใช้กันมากในการ

เชื่อมขวางเนื่องจากเป็นสารที่ไม่มีพิษ และมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพที่ดีกับเซลล์และเลือด (bio-

compatible) โดยใช้ร่วมกับ N-hydroxysuccinimide (NHS) และบัฟเฟอร์ 2-morpholino-ethane 

sulfonic acid (MES)  

 

[Pieper, J. และคณะ 2000] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 2.15 การเช่ือมขวางด้วย EDC 

 [http://www.piercenet.com/media/edc_coupling] 

                            

การเชื่อมขวางจะเกิดขึน้ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโน aspartic หรือ glutamic  

ดังแสดงในรูปที ่ 2.15 ซึง่แสดงประจุรวมเป็นลบในคอลลาเจนกับ EDC ผลิตภัณฑ์ที ่ได้  คือ  

หมู่O-acrylisourea จากนัน้จะเกิดการเช่ือมขวางตอ่โดยหมู่ O-acrylisourea จะไปทําปฏิกิริยากบัหมู่

เอมีนของกรดอะมิโน lysine หรือ hydroxylysine ซึ่งแสดงประจุรวมเป็นบวกได้เป็นกรดอะมิโนของ 

คอลลาเจนท่ีตอ่กนักบั 1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl)urea และการเติม N-hydroxysuccin-

imide (NHS) ในระหว่างการเชื่อมขวางจะช่วยเพิม่จํานวนการเชื่อมขวาง ลดหมู่อะมิโนอิสระ และ 

เพิม่อัตราของปฏิกิริยาในการเชื่อมขวางโดย NHS จะหยุดปฏิกิริยา 2 ปฏิกิริยา อันดับแรก คือ  

การเ กิดปฏิกิ ริยา hydrolysis ของหมู่  O-acylisourea กลายเป็น 1-ethyl-3-(3-dimethylamino-

http://www.piercenet.com/media/edc_coupling�
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propyl)urea และกลับไปเร่ิมต้นใหม่ที่หมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโน และปฏิกิริยาอันดับสองหมู ่ 

O-acylisourea ท่ีไมเ่สถียร จะจดัเรียงตวัอยู่ในรูปของหมู่ N-acylurea การทํางานของ NHS จะทําการ

เปล่ียนหมู่  O-acylisourea ให้เป็นหมู่  NHS-activated carboxylic ซึง่จะมีความไวต่อปฏิกิ ริยา 

hydrolysis ท่ี pH ต่ําเม่ือเปรียบเทียบกบัหมู ่O-acylisourea [Pek, Y.S. และคณะ 2004]  

ความแตกตา่งระหว่างการใช้สารเคมี EDC และ GA คือโมเลกลุของ EDC จะไม่ตกค้างอยู่ท่ี

หมู่ถูกเชื่อมขวาง เนื่องจากผลิตภัณฑ์หลงัการเชื่อมขวาง คือ อนุพันธ์ุของยูเรีย หรือ 1-ethyl-3-(3-

dimethyl aminopropyl) urea ที่สามารถกําจดัออกได้โดยการละลายนํา้ ทําให้ไม่มีสารตกค้างใน

โมเลกลุสารพวกโปรตีน ด้วยเหตนีุโ้ครงเลีย้งเซลล์ท่ีเช่ือมขวางด้วย EDC จึงมีความเป็นพิษตํ่า อย่างไร

ก็ตาม EDC กําลงัอยู่ในระหว่างกระบวนการรับรองความปลอดภยัจากองค์การอาหาร และยา 8จาก

ประเทศสหรัฐอเมริกา8

 

 [Lee, J.M. และคณะ 1996] สว่นการเช่ือมขวางโดยใช้ GA จะมี GA คงอยูท่ี่หมู่

ท่ีถกูเช่ือมขวาง ซึง่มกัจะมีกระบวนการกําจดัหมู่ aldehyde ท่ีตกค้างอยู่ได้โดยการล้างด้วย glycine 

เ พ่ือทําปฏิกิ ริยากับ  GA ที ่เ กินพอและล้างต่อด้วยนํา้หลายๆ รอบ  [Carmen, A.C. และคณะ  

2003] ผลิตภณัฑ์ท่ีได้จากการเช่ือมขวางด้วย GA มีความเป็นเนือ้เดียวกนัสงู เน่ืองจาก GA มีการ

กระจายตวัของพนัธะทางเคมีอย่างเป็นระเบียบในโมเลกลุ ซึง่ส่งผลให้ผลิตภณัฑ์นัน้มีสมบตัิทางกลที่

สงูขึน้ นอกจากนี ้GA ยงัได้รับรองความปลอดภยัจากองค์การอาหารและยาจากประเทศสหรัฐอเมริกา

แล้วในปัจจบุนั [U.S. Food and Drug Administration. March 3, 2006]  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



31 

 

2.7 งานวิจัยที่เก่ียวข้อง 

Caroline S. และคณะ 2010 ได้ทําการศกึษาเปรียบเทียบระหว่าง bone-graft  6 ชนิด ได้แก่ 

1. Hydroxyl-apatite (Actifuse ABX) 2. synthetic a-TCP (Biobase) 3. synthetic b-TCP (Vitoss) 

4. b-TCP (Chronos) 5. processed human cancellous allograft (Tutoplast) และ 6. processed 

bovines hydroxyapatite ceramic (Cerabone) โดยทําการเพาะเลีย้งเซลล์ human mesenchymal 

stem cells (hMSC) จํานวน 2.5 x 105

 

 เซลล์/โครงเลีย้งเซลล์ เพื่อดกูารยดึเกาะและเจริญเติบโตของ

เซลล์ในวนัท่ี 2, 6 และ 10 วนั จากผลการวิเคราะห์ด้วยวิธี MTT Assay พบว่าจํานวนเซลล์ท่ียดึเกาะ

และเจ ริญเติบโตสูง ท่ีสุด  เ รียงตามลําดับ  ไ ด้แก่  1. Tutoplast 2. Chronos 3. Actifuse ABX  

4. Biobase 5. Vitoss และลําดับสุดท้าย คือ Cerabone ซึง่จากผลการทดลองการยึดเกาะและ

เจริญเติบโต แสดงให้เห็นว่าเซลล์ hMSC ท่ีเพาะเลีย้งใน Tutoplast มี metabolic activity ของเซลล์

มาก และ Tutoplast ยงัมียีนชนิด cbfa-1 ซึง่ทําให้เซลล์มีการยดึเกาะได้ดี  

 

Chamchongkaset J.และคณะ 2008 ได้ขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยด้วยวิธีการ

กําจัดเกลือออก โดยใช้รังไหมไทยพนัธุ์นางน้อยศรีสะเกษ1 แล้วทําการศึกษาผลกระทบจากการ 

คอนจูเกตเจลาตินที่มีต่อสมบตัิทางกายภาพ และทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทย 

พบวา่โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีการปรับปรุงพืน้ผิวด้วยการคอนจเูกตเจลาตินมีการเช่ือมตอ่

ของโครงสร้างที่แข็งแรง โดยดจูากค่ามอดลูสัของแรงกด ซึง่มีค่าสงูขึน้ 93% และสามารถส่งเสริมการ

ยดึเกาะ การเจริญเตบิโตของเซลล์ mouse osteoblast-like cells (MC3T3-E1) บนโครงเลีย้งเซลล์ได้ดี 

Donzelli E. และคณะ 2007 ได้ขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน type I จากบริษัท Gingistat 

เพื่อเลีย้งเซลล์ MSC ท่ีแยกออกจากไขกระดกูของ Sprague-Dawley rat เพศเมีย อาย ุ 10 สปัดาห์ 

โดยเพาะเลีย้งเซลล์ 1x106 เซลล์/โครงเลีย้งเซลล์ เปรียบเทียบการเลีย้งเซลล์ที่ใช้อาหารเลีย้งเซลล์ 

(CTRL) และใช้อาหารเลีย้งเซลล์ที่มีส่วนผสมของ osteogenic supplement (OS medium) ได้แก่ 

dexamethasone,β-glycerolphosphate และ2-phosphate-ascorbic acid พบว่า การเลีย้งเซลล์

ด้วย OS medium ในวนัที่ 7 หลงัจากการเพาะเลีย้งเซลล์มีการเจริญเติบโตของทัว่ทัง้โครงเลีย้งเซลล์

คอลลาเจนและเซลล์เกิดการรวมกนัเป็นกลุ่ม(colony) ในขณะที่การเลีย้งเซลล์ด้วยอาหารเลีย้งเซลล์

ธรรมดา (CTRL) เซลล์เกิดการรวมกนัเป็นกลุม่ในวนัที่ 21 หลงัจากการเพาะเซลล์ และขนาดของกลุม่

เซลล์มีขนาดเล็กว่าการเลีย้งเซลล์ด้วย OS medium ผลการวิเคราะห์ ALP activity assay พบว่าการ

เลีย้งเซลล์ใน OS medium มีคา่ ALP สงูกว่ากลุม่ CTRL เมื่อทดสอบย้อมสีด้วย alizarin red พบว่ามี
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การสะสมของแคลเซียมเพิ่มมากขึน้ในการเลีย้งเซลล์ด้วย OS medium แสดงให้เห็นว่าการเลีย้งเซลล์

ใน OS medium ช่วยกระตุ้นให้ MSC เปล่ียนแปลงเป็นเซลล์กระดกูได้ 

 

Eun S.G. และคณะ 2007 ได้ศกึษาผลจากการผลิตแผ่นเยื่อโปรตีน (Protein membranes) 

โดยใช้สารละลายผสมไฟโปรอินและเจลาตินเข้าด้วยกัน แล้วใช้เมทานอลเปลีย่นแปลงโครงสร้าง 

ไ ฟ โ บ ร อิ น ใ ห้ เ ป็ น ผ ลึ ก  Crystallization) เ มื ่อ ศึ ก ษ า ด้ ว ย  Fourier-transform infrared (FTIR) 

spectroscopy พบวา่ปฏิกิริยาการเกิดผลกึของสารละลายไฟโบรอินไหมท่ีผสมกบัเจลาตินไม่แตกตา่ง

กบัปฏิกิริยาการเกิดผลกึของสารละลายไฟโบรอิน ทําให้ทราบว่าคณุสมบตัิการเกิดผลกึของไฟโบรอิน

นัน้ไมเ่ปล่ียนแปลงไปแม้จะผสมกบัเจลาตนิแล้วก็ตาม 

 

Jetbumpenkul P. 2009 ได้ทําการศึกษาผลของการเชื ่อมขวางโดยการเติม EDC/NHS 

โดยตรงในสารละลายผสมของไฟโบรอินและเจลาติน แล้วนําไปขึน้รูปโดยวิธีการทําแห้งแข็งด้วยความ

เย็น ศึกษาอิทธิพลของสดัส่วนผสมโดยนํา้หนกัระหว่างไฟโบรอินและเจลาติน พบว่า ลกัษณะสณัฐาน

ของโครงเลีย้งเซลล์ผสมระหว่างไฟโบรอินและเจลาตินทุกอัตราส่วนผสม ทัง้ที่ผ่านและไม่ผ่านการ 

เ ช่ือมขวางนัน้ ล้วนแต่ มี รูพ รุนสมํ ่า เสมอ  นอกจากนีย้ังพบว่าโครงเ ลี ย้ง เซลล์ผสมระหว่าง 

ไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินที่ผ่านการเชื่อมขวางจะมีค่านํา้หนักที่หายไปน้อยกว่าที่ไม่เชื่อมขวาง  

คา่มอดลูสัของการกดสงูกว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีไม่ผ่านการเช่ือมขวาง และมีความสามารถในการทนแรง

กดได้ดี โดยมีคา่ใกล้เคียงกนัทัง้ในกรณีท่ีผา่นและไม่ผ่านการเช่ือมขวาง ทัง้นีเ้น่ืองมาจากท่ีสดัสว่นผสม

นีทํ้าให้เกิดแรงดงึดดูระหว่างประจขุองไฟโบรอินและเจลาตินอย่างเหมาะสม การทดสอบการสลายตวั

ทางชีวภาพในระดับห้องปฏิบัติการในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส พบว่า ไฟโบรอินและ 

การเช่ือมขวางมีสว่นช่วยยืดระยะเวลาการสลายตวัของโครงเลีย้งเซลล์ให้นานยิ่งขึน้ 

 

Lv Q. และคณะ 2007 ขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินและคอลลาเจน แบบ hydrogels โดย

การเชื ่อมขวางด้วย 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl)carbodiimide hydrochloride (EDC) ซึ่ง 

hydrogels จะถกูขึน้รูปโดยวิธีการทําแห้ง (freeze-drying) พบว่า เมื่อเชื่อมขวางด้วย EDC จะมีค่า

มอดลูสัของการกดของโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินและคอลลาเจน แบบ hydrogels สงูกว่าท่ีไม่ได้เช่ือม

ขวางด้วย EDC และโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินและคอลลาเจน แบบ hydrogels สามารถรักษารูปร่างได้

ไมเ่กิน 80 องศาเซลเซียส เม่ือนําโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินและคอลลาเจน แบบ hydrogels มาทดสอบ
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การเจริญเตบิโตโดยใช้เซลล์ vascular smooth muscle cells (VSMCs) พบวา่ การเช่ือมขวางไม่ทําให้

สมบตัคิวามเข้ากนัได้ทางชีวภาพของ hydrogels ลดลง 

 

Mao J. และคณะ 2003 ได้ศกึษาสมบตัิของโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาติน ท่ีถกูปรับปรุง

โดยการเชื ่อมขวางด้วย N,N (3 dimethylamino-propyl)-N’-ethyl carbodiimide (EDC) และ N-

hydroxysuccinimide (NHS) ใน 2-morpholinoethane sulfonic acid (MES) ไคโตซานท่ีนํามาใช้ใน

งานนีมี้ viscosity average molecular weight เท่ากบั 2.0x105

 

 และ deacetylation degree เท่ากบั 

85% ซึง่โครงเลีย้งเซลล์ถกูเตรียมโดยวิธีการทําแห้งด้วยความเย็น (freeze drying) จากงานวิจยัพบว่า 

โครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาตินที่ได้รับการเชื่อมขวาง พืน้ผิวจะมีลกัษณะเป็นรูพรุนขนาดเล็กและมี

ลกัษณะเป็นเส้นใย ความสามารถในการดดูซบันํา้มากขึน้ ยืดหยุ่นได้มากขึน้ เมื่อเปรียบเทียบกบัโครง

เลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาตินที่ไม่ได้มีการเชื่อมขวาง และโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาตินที่ได้มีการ

เชื่อมขวาง มีการสนับสนุนการเจริญเติบโตของ fibroblasts แต่จะทําให้อัตราการย่อยสลายของ

โครงสร้างไคโตซาน/เจลาตินลดลง เมื่อเปรียบเทียบกบัโครงเลีย้งเซลล์ไคโตซาน/เจลาตินท่ีไม่ได้มีการ

เช่ือมขวาง  

Meinel L. และคณะ 2004 ได้ทําการศกึษาเปรียบเทียบโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมีรูพรุน 3 ชนิด ได้แก่ 

1.ไฟโบรอิน 2.ไฟโบรอินที่มีการปรับปรุงด้วยการคอนจูเกตกับลําดับหมู่อะมิโน RGD (silk-RGD) 

และ 3.โครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน ทดสอบกับเซลล์ต้นกําเนิดมนุษย์โดยทําการเลีย้งในอาหารเลีย้ง

เซลล์สตูร osteogenic medium พบว่า โครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอินที่มีการปรับปรุงด้วยการคอนจูเกต

หมู่อะมิโน RGD (silk-RGD) แสดงผลการยึดเกาะของเซลล์ที่ดี อีกทัง้สามารถตรวจวดัสญัญาณการ

เกิดกระดกูได้อยา่งเดน่ชดัเม่ือเปรียบเทียบกบัโครงเลีย้งเซลล์ไฟโบรอิน และโครงเลีย้งเซลล์คอลลาเจน  

 

Ratanavaraporn J. 8และคณะ 2009 ได้ทําการศึกษาความสามารถในการยึดเกาะ และการ

แบ่งตัวของเซลล์ต้นกําเนิดไขมัน และเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกบนแผ่นฟิล์ม 3 ชนิด ได้แก่ ฟิล์ม 

เจลาติน ฟิล์มไคโตซานที่มีนํา้หนักโมเลกุลสูง (1,000 กิโลดาลตลั) และฟิล์มไคโตซานที่มีนํา้หนัก

โมเลกลุต่ําหรือไคโตโอลโิกแซคคาไรด์ (1.4 กิโลดาลตลั) พบว่าฟิล์มเจลาติน และฟิล์มไคโตโอลิโกแซค

คาไรด์ ช่วยสนบัสนนุการยดึเกาะและแบ่งตวัของเซลล์ทัง้ 2 ชนิดได้อย่างดีเยี่ยม แต่ฟิล์มไคโตซานไม่

สง่เสริมการยึดเกาะและแบ่งตวัของเซลล์ทัง้ 2 ชนิด และยงัพบอีกว่าเซลล์ต้นกําเนิดไขมนัสามารถยึด
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เกาะและแบง่ตวัได้เร็วกว่าเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกู แตเ่ซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูสามารถเปลีย่นแปลง

ไปเป็นกระดกูได้ดีกวา่เซลล์ต้นกําเนิดไขมนั  

 

Tomihata K. และคณะ 1996 ทําการเปรียบเทียบโครงสร้างของเจลาตินแบบ 2 มิติ โดยใช้

carbodiimide 2 ชนิด คือ carbodiimide ท่ีละลายนํา้ได้ ได้แก่ 1-ethyl-3-(3-dimethyl amino propyl) 

carbodiimide หรือ hydrochloride (EDC) และ carbodiimide ท่ีไม่ละลายนํา้ ได้แก่ 1,3 dicyclo-

hexyl carbodiimide (DCC) พบว่า  carbodiimide ที ่ละลายนํ า้ ไ ด้จะ เ กิดการ เ ชื ่อมขวาง ที ่มี

ประสิทธิภาพมากกว่าชนิดที่ไม่ละลายนํา้ ซึ่งกลไกของการเกิดการเชื่อมขวางของเจลาตินจะเกิดขึน้

โดยปฏิกิริยาเดี่ยวภายใต้สภาวะ heterogeneous และยงัพบว่าความเข้มข้นของเอทานอลท่ีเหมาะสม

ท่ีถกูใช้เป็นตวักลาง เพ่ือป้องกนัการละลายของโครงสร้างเจลาตนิแบบ 2 มิต ิควรมีคา่ประมาณร้อยละ 

80 โดยนํา้หนกั อณุหภมูิสําหรับการเช่ือมขวางควรอยู่ในช่วง 15-25 องศาเซลเซียส ซึง่การเช่ือมขวาง 

โดยใช้ carbodiimide จะมีประสิทธิภาพคล้ายกบัการเชื่อมขวางโดยใช้ glutaraldehyde แต่จะไม่มี

สารพิษตกค้าง 

 

Tritanipakul S. และคณะ 2009 ได้ศกึษาผลกระทบจากการคอนจเูกตเจลาตนิ และการ8สะสม

สารประกอบไฮดรอกซีอะพาไทต์ 8  ที่มีต่อสมบัติทางกายภาพ และทางชีวภาพของโครงเลีย้งเซลล์ 

ไฟโบรอินไหมไทยที่ถูกเตรียมด้วยวิธีการกําจัดเกลือออก จากการศึกษาโครงสร้างสัณฐานของ 

โครงเลีย้งเซลล์แสดงให้เห็นว่า โครงเลีย้งเซลล์ มีพืน้ผิวเรียบ และมีรูพรุนเชื่อมตอ่กนั ความเข้มข้นของ

สารละลายเจลาตินที่ใช้ในการปรับปรุงพืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ ไฟโบรอินไหมไทย มีผลต่อปริมาณ 

เจลาตินที่มาคอนจูเกตบนโครงเลีย้งเซลล์ ลกัษณะสณัฐานของโครงเลีย้งเซลล์และการเจริญเติบโต

ของเซลล์ บนโครงเลีย้งเซลล์ โดยพบว่าโครงเลีย้งเซลล ไฟโบรอินไหมไทยท่ีมีการปรับปรุงพืน้ผิวโดยใช้

สารละลายเจลาตินที่มีความเข้มข้น 1.0% โดยนํา้หนัก มีประสิทธิผลในการชักนําเซลล์ต้นกําเนิด 

ไขกระดกูให้เกิดการเปลีย่นแปลงไปเป็นกระดกูได้ดี ส่วนการสะสมไฮดรอกซีอะพาไทต์บนพืน้ผิวของ

โครงเลีย้งเซลล์ ด้วยวิธีการแช่ สลบัในสารละลายแคลเซียมคลอไรด์ และสารละลายโซเดียมไฮโดรเจน

ฟอสเฟต พบว่า การมี 8ไฮดรอกซีอปาไทด์8

 

 มาสะสมอยู่บนพืน้ผิวของโครงเลีย้งเซลล์สง่ผลให้โครงเลีย้ง

เซลล์มีพืน้ผิวขรุขระ มีความพรุนลดลง และช่วยในการชักนําเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกให้เกิดการ

เปล่ียนแปลงไปเป็นกระดกูได้ดี  
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Yasuhiko T. และคณะ 2004 ได้ขึน้รูปโครงเลีย้งเซลล์เจลาตินผสมเบตา-ไตรแคลเซียม

ฟอสเฟต  (β-tricalcium phosphate: β-TCP) ในปริมาณต่างๆ  และนําไปทดสอบเลีย้งเซลล์ 

mesenchymal stem cells (MSCs) ท่ีแยกจาก bone marrow ของหน ู(Fisher 344 rat เพศผู้  อาย ุ3 

สปัดาห์) เพ่ือศึกษาถึงความสามารถในการเปลีย่นแปลงเป็นเนือ้เยื่อกระดกู เมื่อนําโครงเลีย้งเซลล์ 

เจลาตินผสม β-TCP ที่อตัราสว่นตา่งๆ ซึง่มีขนาดรูพรุน 180-200 ไมโครเมตร ความพรุน 96% 

ทดสอบเลีย้งเซลล์ MSC ในอาหารเลีย้งเซลล์ DMEM ท่ีมี 15% FCS พบว่า ท่ีเวลา 6 ชัว่โมงหลงัจาก

การเพาะเซลล์ลงบนโครงเลีย้งเซลล์ เซลล์สามารถยดึเกาะบนโครงเลีย้งเซลล์ท่ีมี β-TCP อตัราสว่น

ต่างๆ ได้ดีเท่ากัน และเมื ่อเวลาผ่านไป 1 สัปดาห์ เซลล์สามารถเพิม่จํานวนได้อย่างรวดเร็ว  

เมื่อพิจารณาการสร้างเนือ้เยื่อกระดกู พบว่าโครงเลีย้งเซลล์ท่ีประกอบด้วย β-TCP 50% โดยนํา้หนกั

สามารถสง่เสริมให้เซลล์ต้นกําเนิดเกิดการเปลี่ยนแปลงเป็นเนือ้เย่ือกระดกูมากท่ีสดุ 
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บทที่ 3 

วสัดุและวธีิการดาํเนินงานวจิยั 

 
3.1 วัสดุและสารเคมี 

3.1.1 รังไหม Bombyx mori cocoon (พนัธุ์นางน้อยศรีษะเกษ1 สถาบนัหม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระ

เกียรตสิมเดจ็พระนางเจ้าสริิกิติพ์ระบรมราชินีนาถ, นครราชสีมา, ไทย) 

3.1.2 เจลาตนิ ชนิดเอ (พีไอ 9, บริษัท Nitta Gelatin Inc., Tokyo, ญ่ีปุ่ น) 

3.1.3 โซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3

3.1.4 

, บริษัท Ajax Finechem, Pty’Ltd, ออสเตรเลีย) 

3.1.5 สารละลายอีดีซี (EDC, บริษัท Nacalai Tesque, ญ่ีปุ่ น)   

ลเิทียมโบรไมด์ (LiBr, บริษัท Sigma-Aldrich Laborchemikelien, เยอรมนั) 

3.1.6 สารละลายเอ็นเอชเอส (NHS, บริษัท Nacalai Tesque, ญ่ีปุ่ น)  

3.1.7 Dulbecco’s phosphate buffer saline without calcium  and magnesium (PBS(-) powder, 

Nissui Pharmaceutical Co. Ltd) 

3.1.8 

3.1.9 Collagenase from clostridium histolyticum (2.69 units/ml, บริษัท Fluka, สหรัฐอเมริกา) 

โซเดียมอะไซด์ (บริษัท Labchem, APS, ออสเตรเลีย) 

3.1.10 เอทานอล (99.7-100%, บริษัท VWR International, UK) 

3.1.11 Alpha-modified eagle powder medium (α-MEM(s), Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.12 Fetal bovine serum (FBS, Hyclone or Biochrom or ICP) 

3.1.13 สารละลาย Penicillin-Streptomycin (10,000 units/ml, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.14 แอลกลตูามีน (200 mM, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.15 Sodium hydrogen carbonate (NaHCO

  

3

3.1.16 Trypsin/EDTA (0.25% Trypsin in EDTA.4Na, Hyclone, สหรัฐอเมริกา) 

 99%, Fluka, Buchs, เยอรมนั)  

3.1.17 ไดเมทิลซลัฟอกไซด์ (Cell culture tested DMSO, บริษัท Sigma-Aldrich, เยอรมนั) 

3.1.18 SDS lysis buffer 

3.1.19 Hoechst 33258 (1 mg/ml DMSO) 

3.1.20 สารละลายมาตรฐาน p-Nitrophenol (10 mM, บริษัท Sigma-Aldrich, เยอรมนั) 
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3.1.21 p-Nitrophenyl phosphate liquid substrate (pNPP, Sigma-Aldrich, เยอรมนั) 

3.1.22 

3.1.23 1M HCl 

โซเดียมไฮดรอกไซด์ (0.02 N NaOH, บริษัท Analar, องักฤษ) 

3.1.24 CaCO3

3.1.25 O-cresolphythalein complex substrate (OCPC, มวลโมเลกลุ 636.62) 

 standard 

3.1.26 เอทาโนลามีน บฟัเฟอร์ (0.88 mol/l, pH 11) 

 

3.2 อุปกรณ์ 

3.2.1 ตู้ปลอดเชือ้ (Laminar Flow) (HWS Series 254473, ออสเตรเลีย) 

3.2.2 ตู้ เพาะเชือ้บรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2

3.2.3 เคร่ือง Fluorescence microplate reader (Perkin elmer, 1420 multilabel counter,

สหรัฐอเมริกา) 

 incubator) (Series II 3110 Water Jacketed 

Incubator, Thermo Forma, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.4 เคร่ืองดดูปลอ่ยสารอตัโนมตัิ (Micropipette) (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, 

สหรัฐอเมริกา) 

3.2.5 เคร่ืองวดัการดดูกลืนแสง (UV-VIS spectrophotometer) (Thermo Spectronic, Genesys 

10UV scanning, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.6 เคร่ือง Universal Testing Machine (Instron, No. 5567, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.7 กล้องจุลทรรศน์อิเล็คตรอนแบบส่องกราด (Scanning Electron Microscope) (รุ่น JSM-

5410LV จากบริษัท JEOL Ltd., ญ่ีปุ่ น) 

 3.2.8 เคร่ืองป่ันเหว่ียงสาร (Centrifuge) (รุ่น Kubota corporation 6500, ญ่ีปุ่ น) 

 3.2.9 ตู้แช่แข็ง อณุหภมูิ -30 องศาเซลเซียส (ย่ีห้อ Heto, รุ่น PowerDry LL3000, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.10 เคร่ืองทําแห้งแบบแชแ่ข็ง (Lyophilizer) (ย่ีห้อ Christ Loc-1m, รุ่น Alpha 1-4, เยอรมนั) 

 3.2.11 ตู้อบแห้งแบบสญูญากาศ และป๊ัม (VD23, Binder, เยอรมนั) 
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          3.3 ขัน้ตอนการดาํเนินงานวิจัย 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

               

 

 รูปที่ 3.1 แผนผงัการดําเนินงานวิจยั 

  

กระดูกมนุษยป์ระเภท cancellous ท่ีไดจ้าก

ศนูยเ์น่ือเยือ่ชีวภาพกรุงเทพฯในพระอุปถมัภฯ์ 

แยกเซลลต์น้กาํเนิดไขกระดูกของหนูวสิตา้ 

(bone marrow-derived mesenchymal stem cells,MSCs)  

เพาะเซลลต์น้กาํเนิดลงบนกระดูกมนุษยแ์ละกระดูกมนุษยท่ี์ถกูดดัแปร 

 

  

ดดัแปรพ้ืนผวิกระดูกมนุษยด์ว้ยสารละลายผสม 

ไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน  

ทดสอบการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดูก (differentiation)  

ของเซลลต์น้กาํเนิดไขกระดูกบนกระดูกทดสอบ 

- จาํนวนเซลลโ์ดยวธีิวดัปริมาณ DNA  

- Alkaline Phosphatase activity, ALP  

- ปริมาณแคลเซียม 

- ศึกษาโครงสร้างสณัฐาน  

- องคป์ระกอบทางเคมี 

 

 

วเิคราะห์คุณลกัษณะและสมบติั ดงัต่อไปน้ี  

- ปริมาณสารผสมไฟโบรอินและเจลาตินท่ีอยูใ่นกระดูก 

-โครงสร้างสณัฐานของกระดูก 

- ความพรุนและความติดต่อระหวา่งช่องพรุนของกระดูก 

- ความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพ 

 

  

ทดสอบการยดึเกาะ (Attachment) และการเจริญเติบโต (proliferation) 

ของเซลลต์น้กาํเนิดไขกระดูกบนกระดูกทดสอบ 

 

  

วเิคราะห์คุณลกัษณะและสมบติัของกระดูก 

-โครงสร้างสณัฐานของกระดูก 

- ความพรุนและความติดต่อระหวา่งช่องพรุนของกระดูก 

- สมบติัทางกลของกระดูก 

- จาํนวนเซลลท่ี์เหลืออยูบ่นกระดูก 

- องคป์ระกอบทางเคมีของกระดูก 
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 3.3.1 กระดกูมนุษย์ประเภท cancellous [ศนูย์เน่ือเย่ือชีวภาพกรุงเทพฯ ในพระอปุถมัภ์ฯ] 

 กระดูกสดส่วนหัวข้อสะโพกบริเวณส่วนบนของกระดูกต้นขาของมนุษย์ (Femoral head)  

ท่ีบริจาคให้กบัศนูย์เน่ือเยื่อชีวภาพกรุงเทพฯ ในพระอปุถมัภ์ฯ สมเด็จพระเจ้าพี่นางเธอจ้าฟ้ากลัยาณิ-

วฒันา กรมหลวงนราธิวาสราชนครินทร์ ถูกนํามาล้างด้วยนํา้ปลอดเชือ้(Sterile) เพื่อขจดัสิง่สกปรก 

และแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -70 องศาเซลเซียส เพื่อรอกระบวนการตรวจเลือด แล้วทําการตัดกระดูก 

ด้วยเลื่อยจนมีขนาดประมาณ 1 x 1 x 0.2 ซม3 (กว้าง x ยาว x หนา) บรรจกุระดกูในขวดปลอดเชือ้ 

เติมนํา้ปราศจากประจ ุและนําไปเขย่าในเคร่ืองล้างความถ่ีสงู(Ultrasonic Bath) หรือเขย่าด้วยเคร่ือง

เขย่า(Shaker) ท่ี 200 rpm เพื่อทําให้เซลล์เม็ดเลือดแดงแตก (หมายเหต ุเปลีย่นนํา้เร่ือยๆจนกว่าจะ

ใส) เติม NH4Cl 160 mM เพื่อขจดัเซลล์เม็ดเลือดแดงสว่นท่ีเหลือ ล้าง NH4

                                                                   

Cl ด้วยเปปซิน (Pepsin) 

100 μg/ml ในนํา้ปราศจากประจท่ีุอณุหภมูิ 4 องศาเซลเซียสจากนัน้แช่กระดกูในเปปซิน ท่ีอณุหภมูิ 4 

องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชัว่โมง เพ่ือขจดัโปรตีน จากนัน้แช่กระดกูใน NaOH 2 N (pH 8) เป็นเวลา 

12 ชัว่โมง เพื่อยบัยัง้การทํางานของเปปซิน เติม Chloroform : Methanol 2:1 นําไปเขย่าด้วยเคร่ือง 

เขย่า ท่ี 138 rpm 30 นาที เพ่ือขจดัไขมนั ล้างกระดกูด้วยนํา้ปราศจากประจอีุก 2 รอบและเทนํา้ทิง้

ผ่านตะแกรงปลอดเชือ้ ล้างกระดูกด้วย 70% Alcohol 3 รอบ เพื่อไล่นํา้ที่ติดค้างในกระดูกออก นํา

กระดกูท่ีได้มาทําแห้งแข็งด้วยความเย็น (freeze-drying) แล้วทําให้ปลอดเชือ้โดยรังสีแกมมา  

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 3.2 กระดกูที่ผ่านการมาทําแห้งแข็งด้วยความเย็น (freeze-drying) แล้วทําให้ปลอดเชือ้

โดยรังสีแกมมา ขนาด 1 x 1 x 0.2 ซม3  

 

(กว้าง x ยาว x หนา)  
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 3.3.2 การวิเคราะห์คุณลักษณะและสมบัตขิองกระดกูมนุษย์  

3.3.2.1 โครงสร้างสณัฐานของกระดกู

  วิเคราะห์ลักษณะโครงสร้างสณัฐานของกระดูก cancellous รวมถึงลกัษณะรูพรุน โดยใช้ 

กล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องกราด (Scanning electron microscope, SEM-JSM-5410LV, 

JEOL Ltd., Japan) โดยการนํากระดกูมาตดัเป็นชิน้เล็กๆ ด้วยคีมตดักระดกู แล้วนํากระดกูท่ีตดัแล้ว 

ไปเคลือบทอง ก่อนทําการถ่ายภาพที่กําลังขยาย 100 เท่า จากนัน้นําภาพที ่ได้มาวิเคราะห์ 

ขนาดของรูพรุนโดยการสุ่มวัด 100 รูในแนวราบ และแนวตดัขวางด้วยโปรแกรม Image J ค่าของ

ขนาดรูพรุนท่ีรายงานเป็นคา่เฉล่ีย ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน  

 (Morphology)  

 

              3.3.2.2 ความพรุนของกระดกู

วิเคราะห์ความพรุนของกระดกู ด้วยเทคนิคการแทนท่ีเฮกเซนในช่องว่างของกระดกูมนษุย์ ซึ่ง

ดดัแปลงจากวิธีของ Kim, U.J. [Kim, U.J. และคณะ 2005] โดยนําเฮกเซน 1 มิลลิลิตร (แทนปริมาตร

ด้วย 

 (Porosity) 

1V ) ใส่ภาชนะ จากนัน้นํากระดูกมาแช่ในเฮกเซนที่ความดันบรรยากาศเป็นเวลา 5 นาที วัด

ปริมาตรเฮกเซนที่มีกระดูกแช่อยู่ (แทนปริมาตรด้วย 2V ) หลงัจากนัน้นํากระดูกออกแล้วทําการวดั

ปริมาตรท่ีเหลือของเฮกเซน (แทนปริมาตรด้วย 3V ) คํานวณหาความพรุนของกระดกูจากสตูรตอ่ไปนี ้

                               

  ความพรุน (%โดยปริมาตร) 

             

  3.3.2.3 สมบตัทิางกลของกระดกู

วิเคราะห์สมบตัิทางกลโดยทดสอบความสามารถในการทนแรงกด (Compressive modulus) 

ของกระดูกด้วยเครื่อง Universal Testing Machine [Tangsadthakun, C. และคณะ 2007] โดย 

ใช้อัตราการกดคงที่ 0.5 มิลลิเมตรต่อนาที เพื่อคํานวณหาค่ามอดูลัสของการกด (compressive 

modulus) จากค่าความชันระหว่างกราฟของความเค้น (compressive stress) และความเครียด 

(compressive strain) ในช่วง 5-30% แรกของความเครียด โดยทําการทดสอบในสภาวะแบบแห้ง   

และแบบเปียก สําหรับสภาวะแบบเปียก จะนํากระดกูแช่ในสารละลาย phosphate buffer saline  

 (Mechanical strength)  

100×
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ท่ีสภาวะ pH 7.4 เป็นเวลา 24 ชัว่โมง และนํากระดกูออกมาซบันํา้ส่วนเกินออกด้วยกระดาษทิชชู

ปราศจากขุย ก่อนนําไปทดสอบ โดยทําการทดสอบซํา้ 6 ชิน้ เพื่อรายงานผลในรูปค่าเฉลี่ย ± ค่า

เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

  

 3.3.2.4 องค์ประกอบทางเคมีของกระดกู

วิเคราะห์ด้วยเทคนิค Energy-dispersive X-ray spectroscopy (EDX) เพื่อตรวจวดัปริมาณ

ธาตบุนกระดกูทดสอบท่ีถกูปรับปรุงด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน เปรียบเทียบกบักระดกูท่ีไม่ได้

ถกูปรับปรุง โดยใช้ความตา่งศกัย์ 10 กิโลโวลต์ ตวัอยา่งละ 3 ตําแหนง่ 

  

 

3.3.2.5 จํานวนเซลล์ท่ีเหลืออยูบ่นกระดกู

 วิเคราะห์หาจํานวนเซลล์ที่เหลืออยู่บนกระดูกมนุษย์ที่ได้รับมาจากศูนย์เนื่อเยื่อชีวภาพ

กรุงเทพฯ ในพระอปุถมัภ์ฯ เทียบกบักราฟมาตรฐานของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหน ูโดยวิธี DNA 

(DNA Assay) [Takahashi, Y. และคณะ 2005] 

  

-เตรียมกราฟมาตรฐานจากเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกจากหนู จํานวน 1x106 เซลล์ ซึ่งนับ

จํานวนเซลล์โดยใช้ Hemacytometer เพาะเซลล์ใส่ในจานขนาด 24 หลมุ (24-well plate) โดยใช้ 

Media หรือ SDS lysis buffer เร่ิมต้น 1 มิลลลิติร และทําการเจือจางด้วย SDS lysis buffer ให้มีความ

หนาแน่นเป็นคร่ึงหนึง่ของความหนาแน่นเดิมตามลําดบั คือ 5x105, 2.5x105, 1.2x105, 6.2x104, 

3.1x104, 1.5x104, 7.8x103, 3.9x103

-นําตวัอย่างกระดกูบดเป็นชิน้เล็กๆ ด้วยคีมตดักระดกู และเติม SDS lysis buffer 1 มิลลิลิตร

เก็บท่ี -20 องศาเซสเซียส เพื่อทําให้เซลล์แตกและปล่อย DNA ออกมา ก่อนนํามาวดั DNA ต้องนํา

ตวัอยา่งมาละลายก่อน จากนัน้ปิเปตตวัอยา่งมา 100 ไมโครลติร ใสล่งในจานขนาด 96 หลมุ (96-well 

plate) เติมสีย้อม Hoechst 100 ไมโครลิตร เพื่อย้อม DNA แล้วนําไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ 355  

นาโนเมตร(Excitation) และ 460 นาโนเมตร(Emission) 

 เซลล์/1 มิลลลิติร 
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 3.3.3 การเตรียมสารละลายไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาตนิ  

 3.3.3.1 เตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 

 นํารังไหมไทย สายพนัธุ์นางน้อยศรีษะเกษ1 มาต้มด้วยสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 0.02 M 

(รังไหม 40 กรัมตอ่สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต 1000 มิลลิลิตร) เป็นเวลา 20 นาที จํานวน 2 รอบ 

เพื่อละลายเซริซิน หรือกาวไหมออก แล้วนําเส้นใยไฟโบรอินท่ีแห้งแล้วไปละลายด้วยสารละลาย 8

[Kim, U.J. และคณะ 2005] 

ลิเทียมโบรไมด์ 8 9.3 M ท่ีอุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้นําสารละลาย 

ไฟโบรอินที่ได้ไปไดอะไลซ์ (MWCO 12000-16000, Viskase Companies, Inc., Japan) ด้วยนํา้

ปราศจากประจ ุท่ีอณุหภมูิห้อง เป็นเวลา 3 วนั โดยทําการเปลี่ยนนํา้ทกุ 15 นาที ในชัว่โมงแรก จากนัน้

เปล่ียนนํา้ 3 ครัง้ต่อวนั เพ่ือกําจัด 8ลิเทียมโบรไมด์ 8

 

ออก จะได้ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอิน 

ประมาณร้อยละ 6-6.4 โดยนํา้หนกั วิธีการคํานวณหาความเข้มข้นของสารละลาย ทําโดยการอบแห้ง

สารละลายไฟโบรอินที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส วัดนํา้หนักของสารละลายก่อนอบ และนํา้หนัก 

ไฟโบรอินแห้งหลงัอบ เพ่ือคํานวณหาความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอิน ดงัสตูร 

ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอิน (%) = นํา้หนกัไฟโบรอินแห้ง     x 100 

                                                                  นํา้หนกัของสารละลาย 

 

นําเจลาตินชนิดเอ มาละลายในนํา้ปราศจากประจุ ที่อุณหภูมิ 40 องศาเซลเซียส เป็นเวลา  

60 นาที เพ่ือให้ได้สารละลายเจลาตนิตามอตัราสว่นผสมโดยนํา้หนกัของไฟโบรอินและเจลาตนิ 

3.3.3.2 เตรียมสารละลายเจลาตนิ 

    

  3.3.3.3 การดดัแปรพืน้ผิวของกระดูกมนุษย์ด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน โดยวิธี 

การเช่ือมขวาง

นําสารละลายไฟโบรอินไหมไทยมาเติมสารเชื่อมขวาง EDC/NHS (0.5 มก/0.7 มก  

ในสารละลายไฟโบรอิน 1 มล) แล้วทําการป่ันกวนเป็นเวลา 15 นาที และหยดุปฏิกิริยาโดยการเติม  

β-mercaptoethanol 70 ไมโครลิตร/มล จากนัน้ผสมสารละลายเจลาตินลงไปในสารละลายไฟโบรอิน

ไหมไทยและทําการป่ันกวนต่อเป็นเวลา 30 นาที ท่ีอณุหภมูิห้อง ในงานวิจยันีไ้ด้ทําการปรับเปลีย่น

ความเข้มข้นของสารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินท่ีใช้ป็น 1%, 2% และ 4% โดยนํา้หนกั 

และอัตราส่วนผสมโดยนํา้หนักของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน  เท่ากับ 80/20 และ 50/50  

 [Takahashi, Y. และคณะ 2005] 
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นํากระดูกมนุษย์มาแช่ในสารละลายผสมที่เตรียมไว้เป็นเวลา 2 ชั่วโมง ภายใต้สภาวะสูญญากาศ

จากนัน้นําไปทําแห้งแข็งด้วยความเย็น(freeze-drying) โดยแช่แข็งท่ีอุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียส  

เป็นเวลา 24 ชัว่โมง แล้วนําไปทําแห้งแข็ง(Lyophillization) ที ่ความดัน 0.1 Torr อุณหภูมิ -55  

องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชัว่โมง 

 

3.3.4 การวิเคราะห์คุณลักษณะ และสมบัตขิองกระดกูมนุษย์หลังจากการดดัแปรพืน้ผิว 

กระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวแล้ว จะถูกนํามาวิเคราะห์เปรียบเทียบคุณลกัษณะ 

ดงัข้อ 3.3.2.1-3.3.2.4  และ 

3.3.4.1 

หาได้จากการตรวจวดันํา้หนกัที่เพิ่มขึน้ขึน้ภายหลงัการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินไหมไทย

และเจลาติน โดยการเชื ่อมขวางที ่ความเข้มข้นของสารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและ 

เจลาติน เท่ากบั 1%, 2% และ 4% โดยนํา้หนกั และอตัราสว่นผสมโดยนํา้หนกัของไฟโบรอินไหมไทย

และเจลาติน เท่ากบั 80/20 และ 50/50 โดยนํากระดกูมนษุย์มาชั่งนํา้หนกัก่อน และหลงัการดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน ซึ ง่สามารถคํานวณร้อยละนํา้หนักชีววัสดุผสม 

ของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตนิท่ีเข้าไปอยูใ่นกระดกู ได้จากสตูร 

ปริมาณสารผสมไฟโบรอินและเจลาตนิท่ีอยูใ่นกระดกู 

ร้อยละนํา้หนกัชีววสัดผุสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตนิ เทียบกบันํา้หนกักระดกู               

100×
  - 

=
1

12

W
WW

 

เม่ือ    1W  =   นํา้หนกัของกระดกูมนษุย์ก่อนการดดัแปร 

                               2W   =   นํา้หนกัของกระดกูมนษุย์หลงัการดดัแปร 
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3.3.4.2 ความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพ

ทดสอบอตัราการย่อยสลายทางชีวภาพในระดบัห้องปฎิบตัิการของชีววสัดุผสมไฟโบรอิน- 

ไหมไทยและเจลาตินในกระดกูมนุษย์ที่ถูกดดัแปรพืน้ผิว ทําการวิเคราะห์โดยการชั่งนํา้หนกักระดูก

มนุษย์ท่ีถูกดัดแปรพืน้ผิวด้วยชีววัสดุผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินท่ีเหลืออยู่ภายหลงัแช่ใน

สารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส ความเข้มข้น 1 ยนิูต/มิลลิลิตร ท่ีสภาวะ pH 7.4 อณุหภมูิ 37 องศา-

เซลเซียส เทียบกบันํา้หนกักระดกูมนษุย์เร่ิมต้นก่อนนําไปแช่ในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส [Choi, 

Y. S. และคณะ 1999] โดยคํานวณได้จากสตูร  

  

ความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพ (%)  =  [ 100×]
-

 -1
3
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เม่ือ  3W  =   นํา้หนกัแห้งเร่ิมต้นของกระดกูท่ีถกูดดัแปร 

4W   =  นํา้หนกัแห้งของกระดกูท่ีถกูดดัแปรหลงัแช่เอนไซม์คอลลาจีเนสท่ีระยะ 

เวลาตา่งๆ 

 

3.3.5 การเตรียมเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดูก (bone marrow-derived mesenchymal stem cell, 

MSC)  

เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกที่ใช้ทดสอบถูกสกัดจากส่วนขาหลังจากหนูวิสต้า เพศเมีย อาย ุ 

3 สปัดาห์ (จากศนูย์สตัว์ทดลองแห่งชาติ มหาวิทยาลยัมหิดล) ตามวิธีของ Hosseinkhani, H. 

[Hosseinkhani, H. และคณะ 2006] โดยผ่าเอากระดกูต้นขาหลงัของหนูตัง้แต่บริเวณสะโพก กําจดั

เศษชิน้เนือ้ออกให้สะอาดให้เหลือแตก่ระดกู และตดัท่ีปลายทัง้สองข้างของกระดกูจะพบช่องไขกระดกู

ใช้เข็มฉีดยา (26 gauge needle) ดดูอาหารเลีย้งเซลล์ 1 มิลลิลิตร (Alpha-modified eagle medium: 

α-MEM ท่ีมี 15% FBS และ 50 U/ml penicillin streptomycin) ชะล้างผ่านช่องไขกระดกูลงหลอด

ขนาด 1 มิลลิลิตร ที่ผ่านการฆ่าเชือ้แล้ว ทําซํา้หลายครัง้จนกระทัง่ก้อนไขกระดูกหลุดออกหมด  

ทําสารแขวนลอยเซลล์ให้เป็นเนือ้เดียวกนัโดยใช้เข็มฉีดพ่นหลายๆครัง้ จากนัน้ดดูเซลล์ต้นกําเนิดไข

กระดูกที่ได้ 1 มิลลิลิตรใส่จานเลีย้งเซลล์ที่ใส่อาหารเลีย้งเซลล์ 10 มิลลิลิตร นําไปเลีย้งไว้ในตู้บ่ม 

(incubator) ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5%คาร์บอนไดออกไซด์ เปลีย่นอาหารเลีย้งเซลล์ทกุๆ 3 วนั 

เพื่อกําจดัเซลล์เม็ดเลือดที่ไม่เกาะจานเลีย้งเซลล์ ทําการเพาะเลีย้งเป็นเวลาประมาณ 2-3 สปัดาห์

เพ่ือให้ได้เซลล์ passage ท่ี 2 สําหรับการนําไปใช้ทดสอบ 
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3.3.6 การเพาะเลีย้งเซลล์ลงบนกระดกูทดสอบ 

เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูท่ีได้จะถกูนําไปเพาะเลีย้งบนกระดกูทดสอบซึง่แบง่ออกเป็น 2 กลุม่

การทดลอง ได้แก่ 1.กระดูกที่ถูกดัดแปรด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน 2. กระดูกที่ไม่ได้ถูก 

ดดัแปร โดยเตรียมสารละลายเซลล์ 5x105 เซลล์/100 ไมโครลิตร (สําหรับทดสอบการยึดเกาะและ

เจริญเติบโต) และ 1x106

 

 เซลล์/100 ไมโครลิตร (สําหรับทดสอบการเปลี่ยนแปลงไปเป็นกระดูก) 

เพาะเลีย้งลงบนกระดกูตวัอย่าง ที่ฆ่าเชือ้ด้วยก๊าซเอทิลีนออกไซด์ ด้วยวิธีการ agitation seeding ท่ี

ความเร็ว 200 รอบต่อนาที ในตู้บม่  5 %คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 

ชัว่โมง ทําซํา้ 3 ชิน้ ในแตล่ะกลุม่ตวัอยา่ง  

3.3.7 ทดสอบสมบัตกิารยึดเกาะ (attachment) และการเจริญเตบิโต (proliferation) ของเซลล์

ต้นกาํเนิดไขกระดกูจากหนูบนกระดกูทดสอบ 

 นํากระดกูตวัอย่างที่เพาะเลีย้งเซลล์แล้วไปเลีย้งในอาหารเลีย้งเชือ้ท่ีประกอบด้วย α-MEM  

 ท่ีมี 15% FBS และ 50 U/ml penicillin streptomycin ในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 6 หลมุ (6-well 

plate) ในตู้บม่  5%คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส โดยเปลีย่นอาหารทุกๆ 3 วนั 

ตรวจสอบจํานวนเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกที่เกาะติด (attachment) ท่ีเวลา 6 ชัว่โมง และเซลล์ที่

เจริญเติบโต (proliferation) ท่ีเวลา 1, 4, 7 และ 14 วนั ด้วยวิธีการตรวจวดัปริมาณ DNA (DNA 

Assay) ที่กล่าวดงัข้างต้นในหัวข้อ 3.3.2.5 และคํานวณหาอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ 

(Specific growth rate, μ) แสดงดงัภาคผนวก ฉ 8รวมถึงระยะเวลาท่ีเซลล์เพิ่มจํานวนขึน้เป็น 2 เท่า 

(Population doubling time, PDT) 

 

แสดงดงัภาคผนวก ช 

3.3.8 ทดสอบสมบัติการเปล่ียนแปลงไปเป็นกระดูก (differentiation) ของเซลล์ต้นกําเนิด 

ไขกระดกูจากหนูบนกระดกูทดสอบ 

นํากระดูกตัวอย่างที ่เพาะเลีย้งเซลล์แล้วไปเลีย้งในอาหาร Osteogenic Media, OM 

ประกอบด้วย  α-MEM ท่ีมี 10% FBS, 50 U/ml penicillin streptomycin, 50 µg/ml L-ascorbic, 

10-6 M dexamethasone และ1 M β-glycerophosphate ในจานเพาะเลีย้งเซลล์ขนาด 6 หลมุ  

(6-well plate) ในตู้บม่ 5%คาร์บอนไดออกไซด์ อณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส เปลีย่นอาหารทกุๆ 3 วนั 

ตรวจสอบจํานวนเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกด้วยวิธีการตรวจปริมาณ DNA (DNA Assay) ที่กล่าว 

ดังข้างต้นในหัวข้อ 3.3.2.5 การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline 

Phosphatase activity,ALP) และปริมาณแคลเซียม ช่วงเวลา 3, 7, 14, 21 และ 28 วนั ลกัษณะของ
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เซลล์และธาตแุคลเซียม ฟอสฟอรัสที่เซลล์ผลิตขึน้บนกระดกูทดสอบ ด้วยเทคนิค SEM และ EDX  

ท่ีเวลา 28 วนั 

 

การวิเคราะห์กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส

-เตรียมกราฟมาตรฐานจาก p-nitrophenol ความเข้มข้น 10 มิลลิโมล ทําการเจือจางด้วย 

นํา้ปราศจากประจเุป็น   5,  2.5,  1.25,  0.63,  0.31,  0.16,  0.08 มิลลโิมล  

 (Alkaline Phosphatase activity, 

ALP) ตามวธีิของ Hofmann, S. [Hofmann, S. และคณะ 2007] 

-นําตวัอย่างกระดกูบดเป็นชิน้เล็กๆ ด้วยคีมตดักระดกู และเติม SDS lysis buffer 1 มิลลิลิตร 

ลงไป เพ่ือทําให้เซลล์แตก นําไปไว้ในตู้บม่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ปิเปตตวัอย่าง

มา 20 ไมโครลิตร ใสล่งในจานขนาด 96 หลมุ (96-well plate) แล้วเติมสาร p-Nitrophenyl phost-

phate 100 ไมโครลิตรลงในแตล่ะหลมุ นําไปไว้ในตู้บม่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 15 นาที จากนัน้

หยุดปฏิกิริยาด้วยการเติม 8โซเดียมไฮดรอกไซด์ 80 ไมโครลิตร โดย 8เอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส  

จะเปล่ียน p-Nitrophenyl phostphate ให้เป็น p-nitrophenol และวัดค่าการดูดกลืนแสงท่ี 405  

นาโนเมตร  

การวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียม

-เตรียมกราฟมาตรฐานจากแคลเซียมคาร์บอนเนต 20 มิลลิกรัมในกรดไฮโดรครอลิก 1 

มิลลิลิตร ทําการเจือจางเป็น 10,  5,  2.5,  1.25,  0.63,   0.31,  0.16 มิลลิกรัมในกรดไฮโดรครอลิก 1 

มิลลลิติร  

 ตามวธีิของ Takahashi, Y. [Takahashi, Y. และคณะ 2005] 

-นําตวัอยา่งกระดกูบดเป็นชิน้เลก็ๆ ด้วยครีมตดักระดกู และเตมิ SDS lysis buffer 1 มิลลลิิตร 

ลงไปเพื่อทําให้เซลล์แตก นําไปไว้ในตู้บม่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 1 ชัว่โมง จากนัน้ปิเปตตวัอย่าง

มา 100 มิลลิตรและเติมกรดไฮโดรครอลิก 100 มิลลิลิตร นําไปไว้ในตู้บม่ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 

4 ชัว่โมง และทําการปิเปตตวัอย่างมา 10 ไมโครลิตรใสล่งในจานขนาด 96 หลมุ (96-well plate) เติม

สารละลาย ethanolamine buffer 1 มิลลิลิตร และสาร O-cresolphythalein complex substrate 

(OCPC) 100 ไมโครลิตรผสมให้เข้ากัน ซึ่งถ้าตัวอย่างมีแคลเซียมอยู่ สาร O-cresolphythalein 

complex substrate (OCPC) จะไปจบักบัแคลเซยีมของตวัอยา่งเปล่ียนเป็นสีมว่ง แล้วนําไปวดัคา่การ

ดดูกลืนแสงของ O-cresolphythalein complex substrate (OCPC) ท่ีความยาวคล่ืน 570 นาโนเมตร  
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3.4 การวิเคราะห์ทางสถติ ิ

 งานวิจัยนี เ้ปรียบเทียบค่าความแตกต่างของข้อมูล  เพื ่อวิ เคราะห์ความแตกต่างกัน 

อย่างมีนยัสําคญั โดยใช้การวิเคราะห์ทางสถิติแบบ ANOVA ด้วยโปรแกรมมินิแทบ (Minitab system 

for Windows version 14) ท่ีระดบัความเช่ือมัน่ 95% (P-value < 0.05) 
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บทที่ 4 

ผลการทดลอง และการวเิคราะห์ผลการทดลอง 
 

ในการศึกษาผลของชีววสัดผุสมของไฟโบรอินไหมไทย/เจลาตินที่นํามาใช้ดดัแปรพืน้ผิวของ

กระดกูมนษุย์โดยการเชื่อมขวาง (Crosslinking) ด้วยการเติม EDC/NHS ร่วมกบักระบวนการทําแห้ง

แข็งด้วยความเย็น โดยทดสอบสมบัติทางกายภาพและสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 

ในระดับห้องปฏิบัติการของกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยชีววัสดุ เปรียบเทียบกับ 

กระดูกมนุษย์ ที ่ไม่ ไ ด้ถูกดัดแปรพื น้ ผิวโดยใช้ เซลล์ ต้นกําเ นิดไขกระดูกจากหนู  ตัวอย่าง 

กระดูกมนุษย์ที ่ไม่ได้ถูกดัดแปรพืน้ผิวและกระดูกมนุษย์ที ่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยชีววัสด ุ

ตามอัตราส่วนที่กําหนดในการศึกษานีแ้สดงไว้ในตารางที่ 4.1 และลกัษณะภายนอกของตวัอย่าง

กระดกูทัง้หมดแสดงไว้ในรูปท่ี 4.1 

 

ตารางที่ 4.1 ประเภทของกระดกูมนุษย์ที่ไม่ได้ถกูดดัแปรพืน้ผิว และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับ 

ดดัแปรพืน้ผิวที่อตัราส่วนผสมของไฟโบรอินไหมไทย/เจลาตินและความเข้มข้นของสารละลายผสม

ตา่งๆ 

ประเภทของตวัอย่าง ความเข้มข้นของสารละลายผสม สัญลักษณ์ 

กระดูกมนุษย์ที่ไม่ได้ถูกดดัแปร

พืน้ผิว 

0%โดยนํา้หนกั hBONE 

กระดูกมนุษย์ที ่ดัดแปรพืน้ผิว

ด้วยไฟโบร อินไหมไทยและ 

เจลาตินที ่อัตราส่วนผสมโดย

นํา้หนกั 80/20 

1%โดยนํา้หนกั 

2%โดยนํา้หนกั 

4%โดยนํา้หนกั 

1%SF80G20 

2%SF80G20 

4%SF80G20 

กระดูกมนุษย์ที ่ดัดแปรพืน้ผิว

ด้วยไฟโบร อินไหมไทยและ 

เจลาตินที ่อัตราส่วนผสมโดย

นํา้หนกั 50/50 

1%โดยนํา้หนกั 

2%โดยนํา้หนกั 

4%โดยนํา้หนกั 

1%SF50G50 

2%SF50G50 

4%SF50G50 
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       hBONE       (a)                (b)                (c)                 (d)                (e)             (f) 

 

รูปที่ 4.1 ลกัษณะภายนอกของกระดกูมนุษย์ที่ไม่ได้ถกูดดัแปรพืน้ผิว (hBONE) และกระดกูมนุษย์ 

ที่ได้รับดดัแปรพืน้ผิวด้วยชีววสัดผุสมที่อตัราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาติน 80/20, 50/50 และ

ความเข้มข้นของสารละลายผสม 1%-4% (a) 1%SF80G20, (b) 2%SF80G20, (c) 4%SF80G20, 

(d) 1%SF50G50, (e) 2%SF50G50, (f) 4%SF50G50 

 

จากผลการทดลองในรูปท่ี 4.2 ซึง่แสดงเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัท่ีเพิ่มขึน้ของกระดกูมนษุย์ภายหลงั 

การดดัแปรด้วยชีววัสดุผสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินที่อัตราส่วนผสม และความเข้มข้น 

ของสารละลายผสม ซึง่เปอร์เซ็นต์นํา้หนักที ่เพิม่ขึน้นี  ้ คือเปอร์เซ็นต์นํา้หนักของชีววัสดุผสม 

ของไฟโบรอินและเจลาตินที่ถูกเชื ่อมขวางเข้าไปอยู่ภายในรูพรุนของกระดูกมนุษย์ โดยพบว่า  

ที่สดัส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินแต่ละค่า เมื่อความเข้มข้นของสารละลายเพิ่มขึน้จาก 1% 

เป็น 4% ส่งผลทําให้มีเปอร์เซ็นต์นํา้หนักของชีววัสดุผสมที่ถูกเชื่อมขวางเพิ ่มมากขึน้ตามลําดับ  

เน่ืองจากมีปริมาณของชีววสัดผุสมท่ีเข้าไปเช่ือมขวางอยูใ่นรูพรุนของกระดกูมนษุย์มากขึน้  

เมื่อเปรียบเทียบที่ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินและเจลาตินผสมเดียวกัน อัตรา

ส่วนผสมต่างกนั พบว่า สารละลายที่มีอตัราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินที่ 50/50 สามารถถกู

เชื่อมขวางได้มากกว่าสารละลายที่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินที่ 80/20 โดยเฉพาะ 

ท่ีความเข้มข้นของสารละลายผสม 2% และ 4% โดยนํา้หนกั ทําให้มีปริมาณชีววสัดท่ีุเช่ือมขวางอยู่ใน
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กระดูกมนุษย์มากกว่าสารละลายที ่มีอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินที ่ 80/20  

เนื ่องจากมีหมู่ที ่สามารถเกิดการเชื่อมขวางระหว่างเจลาติน และสาร EDC/NHS ได้ 2 หมู่ คือ  

หมู่คาร์บอกซิล และหมู่เอมีน ซึ่งเจลาตินยังมีหมู่อะมิโนอิสระที่สามารถเกิดการเชื ่อมขวางกัน 

ของเจลาตินเองอีกด้วย [Zhang, Y. และคณะ 2006] ทัง้นีจ้ากรายงานของ Barnes, C.P. พบว่า  

การเชื่อมขวางของ EDC/NHS จะเกิดขึน้ระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโน aspartic หรือ 

glutamic และหมู่เอมีน เม่ืออตัราส่วนของเจลาตินเพิม่ขึน้ทําให้มีการเชื่อมขวางได้มากขึน้ [Barnes, 

C.P. และคณะ 2007]   

เมื ่อเปรียบเทียบที่อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินเดียวกัน ความเข้มข้นของ

สารละลายผสมต่างกนั พบว่า เม่ือใช้สารละลายที่มีความเข้มข้นของสารละลายผสมที่ 4% จะทําให้ 

มีเปอร์เซ็นต์นํา้หนักของชีววัสดุผสมของไฟโบรอินและเจลาตินที่เข้าไปอยู่ในรูพรุนกระดูกมนุษย์

มากกวา่กรณีใช้ความเข้มข้นสารละลายผสมท่ี 2% และ1% ตามลําดบั  

จากผลการทดลองสามารถเห็นได้วา่ การใช้อตัราสว่นผสมของไฟโบรอินและเจลาตนิท่ี 50/50 

ความเข้มข้นของสารละลายผสมท่ี 4% จะทําให้มีเปอร์เซน็ต์นํา้หนกัของชีววสัดผุสมของไฟโบรอินและ

เจลาตนิท่ีเข้าไปอยูใ่นรูพรุนกระดกูมนษุย์สงูท่ีสดุ คือ ร้อยละ 34  
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รูปที่  4.2 เปอร์เซ็นต์นํา้หนักที ่เพิม่ขึน้ของกระดูกมนุษย์ภายหลังการดัดแปรด้วยชีววัสดุผสม 

ของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตนิท่ีอตัราสว่นผสมและความเข้มข้นของสารละลายผสม  

 [a, b และ c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)]  
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4.1 สมบัตขิองกระดกูมนุษย์ 

4.1.1 

จากผลการทดลองดังรูปที ่ 4.3 แสดงลักษณะโครงสร้างรูพรุนของกระดูกมนุษย์และ 

กระดกูมนษุย์ที่ได้รับดดัแปรพืน้ผิวที่อตัราสว่นผสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน ท่ีความเข้มข้น

ของสารละลายผสมตา่งๆ จากโครงสร้างรูพรุนของกระดกูมนษุย์จากสว่นหวัข้อสะโพกบริเวณสว่นบน

ของกระดกูต้นขามนษุย์(Femoral head) ท่ีถกูวิเคราะห์ด้วยกล้องจลุทรรศน์อิเล็กตรอนแบบสอ่งกราด 

(รูปท่ี 4.2(a)) พบว่า โครงสร้างภายในของกระดกูมนุษย์ที่ไม่ได้ถกูดดัแปรพืน้ผิวมีความขรุขระ โดยมี 

รูพรุนขนาดเฉล่ีย 255±45 ไมโครเมตร ส่วนโครงสร้างภายในของกระดกูมนุษย์ที่ได้รับดดัแปรพืน้ผิว 

ที่อตัราส่วนผสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน ท่ีความเข้มข้นของสารละลายผสมต่างๆ พบว่า

ภายหลงัการดัดแปรกระดูกมนุษย์ด้วยชีววัสดุผสมของไฟโบรอินและเจลาตินมีชีววัสดุผสมเข้าไป 

เชื่อมขวางอยู่ภายในรูพรุนของกระดูกมนุษย์ในลกัษณะคล้ายกับมีโครงเลีย้งเซลล์จากชีววสัดุผสม

แทรกอยู่ระหว่างรูพรุนของกระดูกมนุษย์ ทําให้สังเกตเห็นรูพรุนมีขนาดเล็กลงเชื ่อมโยงต่อกัน 

เป็นเครือขา่ย 

โครงสร้างสณัฐานของกระดกู 

เมื ่อความเข้มข้นของสารละลายผสมไฟโบรอินและเจลาตินเพิ่มขึน้จาก 1% เป็น 4%  

โดยนํา้หนัก ส่งผลทําให้กระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวมีขนาดรูพรุนลดลง ตามลําดับ  

โดยที่อตัราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาติน 80/20 (รูปท่ี 4.2(b-d)) พบว่า กระดกูมนุษย์ที่ได้รับ 

การดดัแปรพืน้ผิวท่ีความเข้มข้นของสารละลายผสมต่างๆ ได้แก่ 1%SF80G20, 2%SF80G20 และ 

4%SF80G20 มีขนาดรูพรุนเฉล่ีย 157±19, 92±21 และ 85±11 ไมโครเมตร ตามลําดับ เม่ือใช้ 

อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาติน 50/50 (รูปท่ี 4.2(e-g)) พบว่า กระดูกมนุษย์ที่ได้รับการ 

ดัดแปรพืน้ผิวท่ีความเข้มข้นของสารละลายผสมของชีววัสดุ 1%SF50G50, 2%SF50G50 และ 

4%SF50G50 มีขนาดรูพรุนเฉล่ีย 152±20, 98±13 และ 91±15 ไมโครเมตร ตามลําดับ ทัง้นีจ้าก

รายงาน O’Brien พบว่า ขนาดรูพรุนของโครงเลีย้งเซลล์ท่ีเหมาะสมสําหรับการเพาะเลีย้งเซลล์ควรอยู่

ในช่วง  95.9 – 150.5 ไมโครเมตร [O’Brien, F.J. และคณะ 2005] 
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เมื ่อเปรียบเทียบที่อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินต่างกัน ความเข้มข้นของ

สารละลายผสมเดียวกนั พบว่า ขนาดของรูพรุนที่เกิดขึน้ภายในกระดกูมนษุย์ที่ได้รับการดดัแปรไม่มี

ความแตกตา่งกนั  

 

 

 

  

 

                                                      รูพรุน 255 ± 45 ไมโครเมตร 

 

 

 

               

              รูพรุน 157 ± 19 ไมโครเมตร    รูพรุน 92 ± 21 ไมโครเมตร      รูพรุน 85 ± 11 ไมโครเมตร 

 

 

 

 

 

 

               รูพรุน 152 ± 20 ไมโครเมตร   รูพรุน 98 ± 13 ไมโครเมตร     รูพรุน 91 ± 15 ไมโครเมตร 

 

รูปที่ 4.3 ลกัษณะโครงสร้างสณัฐานของกระดูกมนุษย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับดดัแปรพืน้ผิวด้วย 

ชีววัสดุผสมที ่อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาติน  80/20, 50/50 และความเข้มข้นของ 

สารละลายผสม 1%-4% (a) hBONE, (b) 1%SF80G20, (c) 2%SF80G20, (d) 4%SF80G20, (e) 

1%SF50G50, (f) 2%SF50G50 (g) 4%SF50G50 (แถบสเกล = 100 ไมโครเมตร) 

b) 1%SF80G20 c) 2%SF80G20 d) 4%SF80G20 

e) 1%SF50G50 f) 2%SF50G50 g) 4%SF50G50 

 a) hBONE 
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4.1.2 

จากผลการทดลองดังรูปท่ี 4.4 ความพรุนของกระดูกมนุษย์ (hBONE) มีค่าเท่ากับร้อยละ 

91 เมื ่อพิจารณากระดูกมนุษย์ที ่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินทัง้ 6 สูตร

1%SF80G20, 2%SF80G20, 4%SF80G20, 1%SF50G50, 2%SF50G50 และ 4%SF50G50 พบว่า 

มีความพรุนลดลง เม่ือเปรียบเทียบกบักระดกูมนษุย์อยา่งมีนยัสําคญั 

ความพรุน 

 เม่ือความเข้มข้นของสารละลายผสมของชีววสัดเุพิ่มขึน้จาก 1% เป็น 4% โดยนํา้หนกั พบว่า

กระดูกที่ถูกดัดแปรจะมีความพรุนลดลง เนื่องจากมีปริมาณของชีววัสดุผสมของไฟโบรอินและ 

เจลาตินเข้าไปอยู่ภายในรูพรุนของกระดกูมนษุย์มากขึน้ รูพรุนมีขนาดเล็กลง (ดงัที่สงัเกตจากผลของ

โครงสร้างสณัฐานในหวัข้อ 4.1.1) ทําให้มีความพรุนลดลง ซึง่สอดคล้องกบัเปอร์เซน็ต์นํา้หนกัท่ีเพิ่มขึน้

ของกระดกูมนษุย์ภายหลงัการดดัแปร  

เมื่อเปรียบเทียบที่อตัราส่วนผสมตา่งกนั ความเข้มข้นของสารละลายเดียวกนั พบว่า กระดกู 

ที่ถูกดัดแปรเมื่อใช้สารสารลายที่อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาติน 50/50 จะมีความพรุน 

ลดลงเมื่อเปรียบเทียบกับกระดูกที่ถูกดดัแปรเมื่อใช้สารสารลายที่อตัราส่วนผสมของไฟโบรอินและ 

เจลาติน 80/20 เน่ืองจากมีหมู่ท่ีสามารถเกิดการเชื่อมขวางระหว่างเจลาติน และสาร EDC/NHS ได้  

2 หมู่ คือ หมู่เอมีน และ หมู่ของคาร์บอกซิล ส่งผลให้เมื่อมีปริมาณของเจลาตินมากขึน้ก็จะเกิดการ 

เช่ือมขวางได้มากขึน้  

จากผลการทดลองสามารถสรุปได้ว่ากระดกูมนษุย์จะมีความพรุนมากที่สดุ และความเข้มข้น

ของสารละลายผสมของชีววสัด ุอตัราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินท่ีใช้ในการดดัแปรส่งผลต่อ

ความพรุน เน่ืองจากหลงัการดดัแปรกระดกูมนษุย์แล้วรูพรุนมีขนาดเลก็ลง ทําให้มีความพรุนลดลง  
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รูปที่  4.4 ความพรุนของกระดูกมนุษย์ และกระดูกมนุษย์ที่ได้รับดัดแปรพืน้ผิวด้วยชีววัสดุผสม 

ที ่อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน  80/20, 50/50 และความเข้มข้นของ 

สารละลายผสม 1%-4% 

[a, b และ c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



56 

 

4.1.3 

การวิเคราะห์ความสามารถในการทนแรงกด (Compressive modulus) ของกระดูกมนุษย์

(hBONE) และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน ในสภาวะแห้งและ

สภาวะเปียก จะได้คา่มอดลูสัของการกด ดงัแสดงในรูปท่ี 4.5 

สมบตัทิางกลของกระดกู 

สําหรับในสภาวะแห้ง ค่ามอดูลัสของการกดของกระดูกมนุษย์ (hBONE) มีค่าเท่ากับ 

3,746±127 กิโลปาสคาล และกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน 

1%SF80G20, 2%SF80G20, 4%SF80G20, 1%SF50G50, 2%SF50G50 แ ล ะ  4%SF50G50  

มีคา่มอดลูสัของการกด เท่ากบั 3,917±109, 4,139±227, 3,810±198, 3,218±121, 3,846±183 และ

3,596±141 กิโลปาสคาล ตามลําดับ ทัง้นีส้ังเกตได้ว่าค่ามอดูลัสของการกดของกระดูกมนุษย์ 

ไมมี่ความแตกตา่งอยา่งมีนยัสําคญั ยกเว้นสตูร 1%SF50G50   

เมือ่เปรียบเทียบ0คา่มอดลูสัของการกด0ในสภาวะแห้ง และในสภาวะเปียกของตวัอย่างกระดกู

แตล่ะประเภท พบว่า คา่มอดลูสัของการกด0ของกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับดดัแปรพืน้ผิว

ในสภาวะแห้งมีคา่0มอดลูสัของการกด0

 ผลการทดสอบแสดงให้เห็นว่า ชีววัสดุผสมของไฟโบรอินและเจลาตินที่เข้าไปเชื่อมขวาง 

ในรูพรุนของกระดูกมนุษย์ไม่มีผลต่อ 0

มากกวา่เม่ือเทียบกบัในสภาวะเปียก  

ค่ามอดูลัสของการกด 0

                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                     

 ทัง้นีเ้นื่องจากโครงสร้างหลักซึง่เป็น 

กระดกูมนุษย์เป็นสารประกอบอนินทรีย์ทีมี่ความแข็งแรงเมื่อเปรียบเทียบกบัสารอินทรีย์ของชีววสัดุ

ผสมไฟโบรอินและเจลาตินปริมาณเพียงเล็กน้อยที่เข้าไปดัดแปรอยู่ภายในกระดูก ร้อยละ 19-34  

ดงัแสดงในรูปท่ี 4.2 
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รูปที่ 4.5 ค่ามอดลูสัของการกดในสภาวะแห้งและสภาวะเปียกของกระดกูมนุษย์ และกระดกูมนุษย์ 

ท่ีได้รับดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตนิ 

[a และ b แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)] 
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4.1.3 

จากผลการศกึษาดงัรูปท่ี 4.6 ซึง่แสดงร้อยละของนํา้หนกักระดกูท่ีเหลือภายหลงัจากการย่อย

สลายของชีววัสดุผสมของไฟโบรอินและเจลาติน  เมื ่อแช่ในสารละลายคอลลาจีเนส  พบว่า  

กระดูกมนุษย์ (hBONE) นํา้หนักลดลง 1-3% เมื ่อทดสอบเป็นระยะเวลา 3 วัน ทัง้นีอ้าจจะเป็น 

นํา้หนกัของเศษกระดกูที่เกิดจากการตดั และติดอยู่ในชิน้กระดกู เมื่อแช่ในสารละลายคอลลาจีเนส 

อาจเกิดการชะล้างเศษกระดกูออกมาดงัท่ีสงัเกตพบในสารละลาย  

ความสามารถในการยอ่ยสลายทางชีวภาพ 

เมื่อเปรียบเทียบชีววสัดผุสมของไฟโบรอินและเจลาตินท่ีอตัราส่วน 50/50 พบว่า มีแนวโน้ม

ของการย่อยสลายเร็วกว่าชีววัสดุผสมของไฟโบรอินและเจลาตินอัตราส่วน 80/20 เนื ่องจาก 

ที่อตัราส่วน 50/50 มีปริมาณเนือ้สารของเจลาตินมากกว่า และเอนไซม์คอลลาจีเนสมีหน้าที่เฉพาะ 

เจาะจงในการย่อยโปรตีนคอลลาเจน และเจลาติน จึงทําให้เมื่อมีปริมาณของเจลาตินเพิ่มขึน้จะทําให้

เกิดการยอ่ยสลายได้เร็วขึน้ [Yasuhiko, T. และ Ikada, Y. 1998 ] 

เมื่อเปรียบเทียบชีววสัดผุสมของไฟโบรอินและเจลาตินที่ความเข้มข้นของสารละลายต่างๆ 

พบว่า เมื่อใช้ความเข้มข้น 1% และ 2% โดยนํา้หนัก นํา้หนักที่เหลือจะเริ่มคงที่ เมื่อทดสอบเป็น

ระยะเวลา 2-3 วนั เมื่อเปรียบเทียบกบัความเข้มข้น 4%โดยนํา้หนกั จะเห็นได้ว่านํา้หนกัท่ีเหลือจะเร่ิม

คงที่ เมื่อทดสอบเป็นระยะเวลา 4 วนั ทัง้นีน้่าจะเนื่องจากโปรตีนที่เข้าไปเชื่อมขวางในกระดกูมนษุย์ 

ถกูยอ่ยสลายจนหมด 
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รูปที่  4.6 ร้อยละของนํา้หนักกระดูกที่เหลืออยู่ภายหลังแช่ในสารละลายเอนไซม์คอลลาจีเนส  

ความเข้มข้น 1 ยนิูต/มิลลลิติร ในสภาวะ pH 7.4 อณุหภมู ิ37 องศาเซลเซียส 
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4.2 สมบัตทิางชีวภาพ 

4.2.1 

การทดสอบความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของกระดกูมนุษย์ โดยพิจารณาจากการยึดเกาะของ

เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกจากหนูที่เพาะเลีย้งในกระดูกมนุษย์ และกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ดงัแสดงในรูปท่ี 4.7 พบว่าร้อยละของเซลล์ที ่

ยึดเกาะในกระดูกมนุษย์มีค่าประมาณร้อยละ 32 ทัง้นีก้ระดูกมนุษย์ดังกล่าวได้ผ่านการทําความ

สะอาด และกําจดัเซลล์ออกด้วยสารเคมี ซึง่อาจจะมีผลทําให้สมบตัิความเข้ากนัได้ทางชีวภาพของ

กระดกูมนษุย์ด้อยลงได้ นอกจากนีย้งัพบว่ากระดกูมนษุย์ท่ีได้รับดดัแปรพืน้ผิวมีการยดึเกาะของเซลล์

ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนมูากกว่าเมื่อเปรียบเทียบกบักระดกูมนษุย์ โดยมีร้อยละของเซลล์ท่ียดึเกาะ

อยูใ่นชว่ง 32-68  

การยดึเกาะ (attachment) และการเจริญเติบโต (proliferation) ของเซลล์ต้นกําเนิด 

ไขกระดกูจากหน ู 

เมื่อเปรียบเทียบที่อตัราส่วนผสมเดียวกัน ความเข้มข้นของสารละลายผสมต่างกัน พบว่า 

เม่ือใช้ความเข้มข้นของสารละลายผสมของชีววสัดเุพิม่ขึน้จาก 1%-4% โดยนํา้หนกั ในการเช่ือมขวาง 

กระดกูมนุษย์ที่ถกูดดัแปรจะมีเซลล์ต้นกําเนิดมายึดเกาะในปริมาณที่เพิม่ขึน้ตามลําดบั แสดงให้เห็น

ว่า ความเข้มข้นของสารละลายผสมของชีววัสดุผสมไฟโบรอินและเจลาตินที่เพิ่มขึน้ ซึ่งส่งผลให้มี

ปริมาณเนือ้สารผสมท่ีถกูเช่ือมขวางไว้ในกระดกูมนษุย์มากขึน้ สามารถช่วยสง่เสริมให้เซลล์มาเกาะได้

ดีข ึน้   

เมื่อเปรียบเทียบความเข้มข้นของสารละลายผสมเดียวกัน อัตราส่วนผสมต่างกัน พบว่า  

เมื่อใช้สารละลายที่อตัราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาติน 80/20 และ 50/50 จะทําให้มีแนวโน้ม

ของจํานวนเซลล์ท่ีมายดึเกาะในกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรด้วยสารละลายไฟโบรอินและเจลาติน

คล้ายคลึงกัน แต่ที่เห็นได้ชัดเจน คือ เม่ือใช้สารละลายที่อัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาติน 

50/50 ความเข้มข้นของสารละลายผสม 4% โดยนํา้หนัก จะทําให้ได้กระดกูมนุษย์ที่ถูกดดัแปรแล้ว  

มีจํานวนเซลล์มายึดเกาะมากที่สดุ และมีร้อยละของเซลล์ที่ยดึเกาะสงูท่ีสดุ คือ ร้อยละ 68 ซึง่เพิม่ขึน้

ประมาณ 2 เท่าของกระดกูมนษุย์ก่อนการดดัแปร ทัง้นีเ้น่ืองจากเจลาตินมีผลช่วยให้เซลล์สามารถยึด

เกาะได้ดี เพราะมีลําดับของกรดอะมิโน arginine-glycine-aspartic (RGD) [Lee, J.M. และคณะ 
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1996] จากรายงานของ Yoshitake T. และ Yasuhiko T. พบว่า ร้อยละของเซลล์ที ่ยึดเกาะบน 

โครงเลีย้งเซลล์เจลาตินผสมเบตาไตรแคลเซียมฟอสเฟตอยู่ในช่วง 60-70% ในการเพาะเซลล์โดยวิธี 

Agitation seeding ที่ความเร็วรอบ 200 รอบต่อนาที [Yoshitake, T. และ Yasuhiko, T. 2003] และ

จากรายงานของ Chamchongkaset J. พบว่า พืน้ผิวโครงเลีย้งเซลล์ไหมไทยที่คอนจูเกตด้วย 

เจลาตินสามารถช่วยในการเหนี่ยวนําให้เซลล์ยึดเกาะ และเจริญเติบโตได้ดี [Chamchongkaset, J. 

และคณะ 2008] 

 จากผลการทดลองนี  ้พบว่า ความเข้มข้นของสารละลายผสมของชีววัสดุที ่ใช้ในการ 

เ ชื ่อมขวาง  และอัตราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาตินมีผลต่อการยึดเกาะของเซลล์  

โดยมีแนวโน้มของจํานวนเซลล์ท่ียึดเกาะคล้ายคลึงกัน โดยเฉพาะในกรณีของกระดูกที่ได้รับ 

การดดัแปรพืน้ผิวที่อตัราส่วนผสมของไฟโบรอินและเจลาติน 50/50 และความเข้มข้นของสารละลาย

ผสม 4% โดยนํา้หนกั ซึง่มีจํานวนเซลล์มายดึเกาะมากท่ีสดุภายหลงัการเพาะเลีย้งเป็นเวลา 6 ชัว่โมง 

จงึได้ทําการเลือกเฉพาะกระดกูท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยชีววสัดผุสมท่ีอตัราสว่นผสมของไฟโบรอิน

และเจลาตนิ 50/50 มาศกึษาการเจริญเตบิโตและการเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูตอ่ไป 
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รูปที่ 4.7 จํานวนเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูจากหนูที่ยึดเกาะและร้อยละของเซลล์ที่ยึดเกาะ 

บนกระดูกมนุษย์และกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินภายหลัง 

การเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติ  เป็นเวลา 6 ชัว่โมง ท่ีอุณหภูมิ  37 องศาเซลเซียส  

5%คาร์บอนไดออกไซด์ โดยใช้ปริมาณเซลล์ในการเพาะเลีย้ง 5x105

[a, b, c และ d แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)] 

 เซลล์/ตวัอยา่ง 

 

จากการศกึษาผลของการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนูบนกระดกูมนุษย์ 

และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ 

ในอาหารเลีย้งเซลล์ปกติ เป็นเวลา 14 วนั แสดงดงัรูปที่ 4.8 พบว่า ความเข้มข้นของสารละลายผสม 

ชีววัสดุ มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ ซึ่งเมื ่อเพิม่ความเข้มข้นของสารละลายผสมมากขึน้  

สง่ผลให้มีจํานวนเซลล์บนกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรเพิ่มขึน้ 

เมื่อเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนูบนกระดกูมนุษย์ และ

กระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน พบว่า เซลล์สามารถยึดเกาะบน

กระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิวได้ดีกวา่กระดกูมนษุย์ท่ีไมไ่ด้รับการดดัแปรพืน้ผิว  
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จากนัน้พิจารณาท่ีเวลา 1, 4 และ 7 วัน เพื่อดูการเจริญเติบโตของเซลล์บนกระดูกมนุษย์ 

พบว่า เซลล์เจริญเติบโตบนกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวสูตร 4%SF50G50 ได้มากที่สุด 

รองลงมา คือ สูตร 2%SF50G50 โดยมีความแตกต่างกันอย่างมีนัยสําคัญ เมื่อพิจารณาค่า 0เวลา 

การแบ่งตวัทวีคูณ (population doubling time, PDT) ของเซลล์ ซึ่งคํานวณจากช่วงการเพาะเลีย้ง  

1 – 7 วนั พบวา่ จํานวนเซลล์บน0กระดกูมนษุย์ท่ีไมไ่ด้รับการดดัแปรพืน้ผิว มีคา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณู 

เท่ากับ 156 ชั่วโมง และเซลล์บนกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน  

สตูร 1%SF50G50, 2%SF50G50 และ 4%SF50G50 มีค่าเวลาการแบ่งตวัทวีคณู เท่ากบั 123, 112 

และ 91 ชัว่โมง ตามลําดบั เม่ือเปรียบเทียบกบักระดกูมนษุย์ท่ีไมไ่ด้รับการดดัแปรพืน้ผิว พบวา่ กระดกู

มนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินมีคา่เวลาการแบง่ตวัทวีคณูลดลงในทกุสตูร 

ซึ่งกระดูกมนุษย์สูตร 4% SF50G50 มีค่าเวลาการแบ่งตัวทวีคูณน้อยที่สุด ประมาณ 0.6 เท่า 

สอดคล้องกับอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ (µ) ในกระดูกที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วย 

ไฟโบรอินและเจลาติน (4% SF50G50) ซึ่งมีค่าสูงท่ีสุด เท่ากับ 4.12x10-3 เซลล์ต่อชัว่โมง มากกว่า

อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ในกระดกูท่ีไม่ได้รับการดดัแปร (2.58x10-3) ประมาณ 1.6 เท่า 

(แสดงในตารางที่ 4.2) 0ซึง่แสดงให้เห็นว่า กระดกูมนุษย์ 0ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและ 

เจลาติน ช่วยให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่าใน 0กระดกูมนุษย์ที่ไม่ได้รับการดดัแปร ทัง้นีน้่าจะ

เป็นผลมาจากลําดบัของกรดอะมิโน 0

 

arginine-glycine-aspartic (RGD) ดงัที่กล่าวไว้แล้วในผลการ

ทดสอบการยดึเกาะของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหน ู
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0จากผลการทดลองการยึดเกาะ และการเจริญเติบโตของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนูใน

กระดูกมนุษย์ และกระดูกมนุษย์ 0ที่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน ซึง่พบว่า 

กระดกูมนษุย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินสามารถทําให้เซลล์มายึดเกาะ และ

เจริญเตบิโตได้ดีกวา่กระดกูมนษุย์ท่ีไมไ่ด้รับการดดัแปรพืน้ผิว แสดงให้เห็นวา่กระดกู0มนษุย์0ท่ีได้รับการ

ดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินมีสมบตัิ Osteoconduction ท่ีดีกว่า 0กระดกูมนุษย์ที่ไม่ได้รับ

การดัดแปร 0

 

 (สามารถเหนี่ยวนําให้เซลล์เข้ามายึดเกาะได้ดีขึน้) โดยเฉพาะกระดูกมนุษย์สูตร

4%SF50G50 ซึง่มีค่าเวลาการแบ่งตวัทวีคูณสัน้ที่สดุ และมีอตัราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ 

สงูท่ีสดุ 

 

 

รูปที่ 4.8 จํานวนเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูจากหนทีู่เจริญเติบโตบนกระดกูมนษุย์ และกระดกู

มนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน ภายหลงัการเพาะเลีย้ง ในอาหารเลีย้ง

เซลล์ปกต ิเป็นเวลา 1, 4, 7 และ 14 วนั ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5%คาร์บอนไดออกไซด์  

    [a, b และ c แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)] 
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ตารางที่ 4.2 อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ (µ) และค่าเวลาการแบง่ตวัทวีคณู (PDT) ของ

เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนทีู่เพาะเลีย้งบนกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตนิในอาหารเลีย้งเซลล์ปกต ิ

         

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประเภทของตวัอย่าง 

อัตราการเจริญเตบิโตจาํเพาะ

ของเซลล์ (µ) 

 (เซลล์ต่อช่ัวโมง) 

ค่า0เวลาการแบ่งตวัทวีคูณ 

(PDT)  

(ช่ัวโมง) 

hBONE 2.58x10 156 -3 

1%SF50G50 2.97x10 123 -3 

2%SF50G50 3.40x10 112 -3 

4%SF50G50 4.12x10 91 -3 
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4.2.2 การเปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู (differentiation) 

รูปที่ 4.9 จํานวนเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูจากหนบูนกระดกูมนษุย์และกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการ

ดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินภายหลงัการเพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์

เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 3, 7, 14, 21 และ 28 วนั ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส  

5%คาร์บอนไดออกไซด์  

 [a, b, c, d และ e แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)] 
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รู

รูปที่ 4.10 กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสท่ีเกิดขึน้บนกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนษุย์ท่ี

ได้รับการดดัแปรพืน้ผิว ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนู เป็นระยะเวลา 3, 7, 

14, 21 และ 28 วนั ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ท่ีอณุหภมูิ 37 

องศาเซลเซียส 5%คาร์บอนไดออกไซด์ 

[a, b, c, d, e และ f  แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)] 
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รูปที่ 4.11  ปริมาณแคลเซียมท่ีเกิดขึน้บนกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิว

ด้วยไฟโบรอินและเจลาตนิท่ีระยะเวลา 7, 14, 21 และ 28 วนั ของการเพาะเลีย้ง ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ี

ชกันําให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ท่ีอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5%คาร์บอนไดออกไซด์  

[a, b, c, d, e, f และ g แสดงความแตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั (p < 0.05)] 
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การทดสอบการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูกของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกจากหน ู 

บนกระดูกมนุษย์ และกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินภายหลัง 

การเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ที่ชกันําให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 28 

วนั แสดงดงัรูปที่ 4.9 พบว่า จํานวนเซลล์มีการเจริญเติบโตเพิม่จํานวนในช่วงเวลาของการเพาะเลีย้ง  

3 – 14 วัน โดย 0เซลล์บน 0กระดูกมนุษย์ที่ไม่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิว มีค่าเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ 

0(population doubling time, PDT) เท่ากบั 132 ชัว่โมง 0และเซลล์บนกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน 1%SF50G50, 2%SF50G50 และ 4%SF50G50 มีค่าเวลาการ

แบ่งตัวทวีคูณ เท่ากับ 108, 99 และ 86 ชั่วโมง ตามลําดับ ซึง่สอดคล้องกับอัตราการเจริญเติบโต

จําเพาะของเซลล์ (µ) ในกระดกูที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน (4%SF50G50)  

มีค่าสูงที่สุด เท่ากับ 4.53x10-3 เซลล์ต่อชั่วโมง ซึง่มากกว่าอัตราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ 

ในกระดกูที่ไม่ได้รับการดดัแปร (2.76x10-3

 

) ประมาณ 1.6 เท่า (ตารางที่ 4.3) และเมื่อระยะเวลาการ

เพาะเลีย้งในอาหารเลีย้งเซลล์ที่ชกันําให้เซลล์เปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูนานขึน้ จํานวนเซลล์ท่ี

พบในกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรจะเร่ิมไมมี่การเปล่ียนแปลง  

ตารางที่ 4.3 อตัราการเจริญเติบโตจําเพาะของเซลล์ (µ) และค่าเวลาการแบง่ตวัทวีคณู (PDT) ของ

เซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนู ท่ีเพาะเลีย้งบนกระดกูมนุษย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตนิ ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ประเภทของตวัอย่าง 

อัตราการเจริญเตบิโตจาํเพาะ

ของเซลล์ (µ) 

 (เซลล์ต่อช่ัวโมง) 

ค่า0เวลาการแบ่งตวัทวีคูณ 

(PDT)  

(ช่ัวโมง) 

hBONE 2.76x10 132 -3 

1%SF50G50 3.81x10 108 -3 

2%SF50G50 4.32x10 99 -3 

4%SF50G50 4.53x10 86 -3 
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รูปท่ี 4.10 แสดงค่ากิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (Alkaline Phosphatase 

activity, ALP) บนกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตนิ

(1%SF50G50, 2%SF50G50 และ 4%SF50G50) ภายหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ี

ชกันําให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 28 วนั 0 พบว่า ในช่วงวนัท่ี 3-14 ปริมาณ0ของ

เอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสมีค่าเพิ่มขึน้อย่างต่อเนื่องในแต่ละสูตรตัวอย่าง และปริมาณของ

เอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสมีค่าสงูสดุในวนัท่ี 14  เมื่อเพาะเลีย้งเซลล์นานขึน้ในช่วงวนัที่ 14-28 

พบว่า 0 ปริมาณ 0

เมื่อพิจารณา 0

ของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสที่เกิดขึน้มีค่าลดลงในแต่ละสูตรตัวอย่าง  

ซึง่สอดคล้องกับการรายงานของ Zhang D.Y. ท่ีว่า กิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส 

จะสูงสุดในช่วงสองสัปดาห์แรกของการเปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก และถือเป็นสัญญาณ 

การเปล่ียนเป็นกระดกูช่วงแรก [Zhang, D.Y. และคณะ 2009] 

ปริมาณ0ของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสบนกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนษุย์

ที ่ไ ด้ รั บ ก า ร ดัด แ ป ร พื น้ ผิ ว ด้ ว ย ไ ฟ โ บ ร อิ น แ ล ะ เ จ ล า ติ น  (1%SF50G50, 2%SF50G50 แ ล ะ 

4%SF50G50) พบว่า 0ปริมาณ0ของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสบนกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินมีค่าสงูกว่า 0ปริมาณ 0

เม่ือพิจารณา 0

ของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสบนกระดูก 

มนษุย์ท่ีไมไ่ด้ถกูดดัแปรอยา่งมีนยัสําคญั ยกเว้นสตูร 2%SF50G50 ในวนัท่ี 7 ของการเพาะเลีย้ง 

ปริมาณ0ของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสบนกระดกูมนษุย์ที่ได้รับการดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน ทัง้ 3 สตูร (1%SF50G50, 2%SF50G50 และ 4%SF50G50) พบว่า  

0ปริมาณ0ของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสมีคา่สงูขึน้ เมื่อใช้0ความเข้มข้นสารละลายชีววสัดขุองผสม 

ไฟโบรอินและเจลาตินเพิ่มมากขึน้ และจากผลการทดลองแสดงให้เห็นว่า กระดกูภายหลงัการดดัแปร 

สูตร 0

 

4%SF50G50 สามารถชักนําให้เซลล์สร้างกิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตสได้ 

มากท่ีสดุ  
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จากรูปท่ี 4.11 แสดงปริมาณของแคลเซียมบนกระดูกมนุษย์ และกระดูกมนุษย์ที่ได้รับ 

การดัดแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน (1%SF50G50, 2%SF50G50 และ 4%SF50G50) 

ภายหลังการเพาะเลีย้งเซลล์ในอาหารเลีย้งเซลล์ที่ชักนําให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก 

เป็นเวลา 28 วนั 0 พบว่า ปริมาณของแคลเซียมเพิ่มมากขึน้ในกระดกูมนุษย์ทุกประเภท เมื่อเวลาใน 

การเพาะเลีย้งเซลล์นานขึน้ และมีปริมาณของแคลเซียมสูงสุดในวันที ่ 28 อย่างมีนัยสําคัญ 

ซึง่สอดคล้องกบัการรายงานของ 0

0

Kim, U.J. ซึ่งพบวา่ แคลเซียมจะเร่ิมสงูในสปัดาห์ท่ี 3 เป็นต้นไป โดย

เป็น late marker ท่ีแสดงให้เห็นว่าเซลล์ต้นกําเนิดมีการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู [Kim, U.J. 

และคณะ 2005] 

เมื ่อพิจารณาปริมาณของแคลเซียมในกระดูกมนุษย์ทุกประเภทที ่ระยะเวลา 28 วัน  

ของการเพาะเลีย้งเซลล์ 0พบว่า กระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน สตูร 

4%SF50G50 มีปริมาณของแคลเซียมเกิดขึน้สงูท่ีสดุอย่างมีนยัสําคญั ซึง่ผลการวิเคราะห์ปริมาณของ

แคลเซียมที่เซลล์สามารถสร้างขึน้นี ้สอดคล้องกับผลของกิจกรรมเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส 

(ALP) กล่าวคือ สูตรที่ให้กิจกรรมเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส (ALP) สูงท่ีสุดจะให้ 0

 จากผลการทดลองการเปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกูดงัรูปท่ี 4.9 - 4.11 จะพบว่ามีความ

สอดคล้องกบัทฤษฎีของ Komori, T. และ Kishimoto, T. (1998) ดงัแสดงในรูปท่ี 2.11 โดยในช่วงแรก

ของการเพาะเลีย้งเซลล์ เซลล์จะมีการเจริญเติบโต (Proliferation) โดยกระบวนการเจริญเติบโตจะ

ค่อยๆชะลอลดน้อยลง ในขณะที ่กระบวนการ เปลี ่ยนแปลงไปเ ป็นกระดูก  (Osteogenic 

differentiation) จะคอ่ยๆเกิดขึน้ ซึง่ประกอบด้วย ช่วงการเกิด Matrix maturation (วนัท่ี 7-14) ซึ่ งเป็น

การเร่ิมของกระบวนการเกิดเนือ้เยื่อกระดกู เซลล์จะหยดุการเจริญเติบโต โดยจะมีการหลัง่สาร ALP 

ออกมา ซึง่เป็นสญัญาณของการเปลีย่นแปลงเป็นกระดกูในช่วงแรกนี ้ภายหลงัวนัที่ 14 เซลล์จะเข้าสู่

ระยะ Mineralization ซึง่ระยะนีก้ารหลัง่ ALP จะลดลง ในขณะที่จะมีการสะสมของแคลเซียมมากขึน้

อยา่งตอ่เน่ือง ซึง่ถือเป็นสญัญาณการเปล่ียนแปลงเป็นกระดกูอยา่งตอ่เน่ือง 

ปริมาณของ

แคลเซียมมากท่ีสดุด้วย 
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 จากรูปที่ 4.12 แสดง 0ลักษณะของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกจากหนูที่เพาะเลีย้ง 0

 

บนกระดูก

มนษุย์ และกระดกูมนษุย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน ภายหลงัการเพาะเลีย้ง

เซลล์เป็นท่ีเวลา 7 วนั และ 28 วนั ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 

พบว่า กระดกูมนุษย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน ที่เวลา  

4 วนั ลกัษณะของเซลล์มีทัง้ในสว่นท่ียงัไมแ่ผข่ยาย และแผข่ยาย สว่นท่ีเวลา 28 วนั ลกัษณะของเซลล์

สว่นใหญ่จะแผข่ยาย และมีการสร้างเมตริกซ์ ซึง่คาดว่าเซลล์น่าจะอยู่ในระยะของการสะสมแคลเซียม 

โดยการตรวจพบปริมาณแคลเซียมที่สงูที่สดุในช่วงวนัที่ 28 ดงัแสดงในรูปที่ 4.11 นอกจากนีล้กัษณะ

รูปร่างของเซลล์ยงัสอดคล้องกบัการรายงานของ Jennifer, L.M. และ Hockin, H.K.X. ท่ีพบว่า เซลล์มี

รูปร่างแผข่ยาย และสร้างเป็นเมตริกซ์เกิดขึน้ [Jennifer, L.M. และ Hockin, H.K.X. 2009] 
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0รูปที่ 4.12 ลกัษณะของเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูจากหน 0ูท่ีเพาะเลีย้งในกระดกูมนษุย์ hBONE (a-c) 

และกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน 1%SF50G50 (d-f), 

2%SF50G50 (g-i) และ 4%SF50G50 (j-l) 0ก่อนและหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 7 และ 28 วนั  

0ท่ีสภาวะอณุหภมูิ 37 องศาเซลเซียส 5%คาร์บอนไดออกไซด์ เวลา 7 วนั และ 28 วนั (แถบสเกล = 50 

ไมโครเมตร) 

hBONE 

 

1%SF50G50 

 

2%SF50G50 

 

4%SF50G50 

 

b c 

d e f 

g h 

a 

i 

j k l 

หลังการ 

ดัดแปรพืน้ผิว 

 

หลังการเพาะเลีย้ง

เซลล์ เป็นเวลา 7 วัน 

 

หลังการเพาะเลีย้ง 

เซลล์ เป็นเวลา 28 วัน 

  ั  

 



74 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

0รูปที่ 4.13 ลกัษณะของเซลล์ต้นกําเนิดจากไขกระดกูจากหน 0ูท่ีเพาะเลีย้งในกระดกูมนษุย์ hBONE (a-c) 

และกระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน 1%SF50G50 (d-f), 

2%SF50G50 (g-i) และ 4%SF50G50 (j-l) 0

 

ก่อนและหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ เป็นเวลา 7 และ 28 วนั  

หลังการเพาะเลีย้ง

เซลล์ เป็นเวลา 7 วัน 

 

hBONE 

 

1%SF50G50 

 

หลังการเพาะเลีย้ง 

เซลล์ เป็นเวลา 28 วัน 

  ั  

 

2%SF50G50 

 

4%SF50G50 

 

a b c 

d e f 

g h i 

j k l 

หลังการ 

ดัดแปรพืน้ผิว 
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เม่ือวิเคราะห์เปรียบเทียบปริมาณธาตุออกซิเจน ฟอสฟอรัส และแคลเซียม ด้วยเทคนิค 

Energy Dispersive X-ray spectroscopy (EDX) ท่ีมีอยูบ่นพืน้ผิวของกระดกูมนษุย์และกระดกูมนษุย์

ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน หลงัการแช่ในอาหารเลีย้งเซลล์ที่ชกันําให้เซลล์

เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก และหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนูในอาหาร

เลีย้งเซลล์ที่ชกันําให้เซลล์เปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 28 วนั โดยพิจารณาเฉพาะธาตุ

ออกซิเจน ฟอสฟอรัส และแคลเซียม จาก 3 ตําแหน่งบนพืน้ผิวของแต่ละสตูรตวัอย่าง และรายงาน 

ค่าตํ่าสดุและค่าสงูสดุท่ีตรวจพบดงัแสดงในตารางที่ 4.4 จะเห็นว่าปริมาณธาตแุต่ละชนิดในตวัอย่าง

กระดูกแต่ละสูตรภายหลังการดัดแปรจะมีค่าอยู่ในช่วงค่อนข้างกว้าง ซึง่ไม่เห็นความแตกต่าง 

อยา่งชดัเจนระหวา่งกระดกูสตูรตา่งๆ 

เม่ือพิจารณาปริมาณธาตบุนกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วย 

ไฟโบรอินและเจลาตินหลงัการแช่ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 

เป็นเวลา 28 วนั พบวา่ ปริมาณธาตอุอกซเิจน ฟอสฟอรัส และแคลเซียม ยงัคงไมเ่ห็นคา่ความแตกตา่ง

อย่างชดัเจน และเมื่อเปรียบเทียบกบัปริมาณธาตบุนกระดกูมนุษย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับการดดั

แปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน จะเห็นว่าค่าตํา่สดุมีแนวโน้มสงูขึน้เล็กน้อย แตค่า่สงูสดุก็ยงัอยู่

ในช่วงเดียวกนักบักรณีท่ีพบในตวัอยา่งหลงัการดดัแปรโดยไมมี่ความแตกตา่งท่ีชดัเจน 

เมื่อพิจารณาปริมาณธาตบุนกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วย 

ไฟโบรอินและเจลาตินหลงัการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหน ูในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันํา

ให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดูก เป็นเวลา 28 วัน พบว่า ช่วงของปริมาณธาตุแคลเซียมท่ี 

ตรวจพบมีค่าเพิ่มขึน้อย่างชดัเจนเมื่อเปรียบเทียบกบัตวัอย่างใน 2 กรณีแรก (หลงัการดดัแปรพืน้ผิว 

และหลงัการแช่ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์เปลีย่นแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 28 วนั) 

แสดงให้เห็นว่าปริมาณแคลเซียมที่เพิม่ขึน้อย่างมากนีเ้ป็นผลมาจากการเพาะเลีย้งเซลล์ ไม่ได้เป็นผล

มาจากอาหารเลีย้งเซลล์ที่ชกันําให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู ทัง้นีผ้ลการตรวจ0วดัปริมาณ

แคลเซียมด้วยเคร่ือง EDX ซึง่เป็นการตรวจวดัแคลเซียมบนพืน้ผิว จํานวน 3 ตําแหน่งนีช้่วยสนบัสนนุ

ผลการวิเคราะห์ปริมาณแคลเซียมด้วยวิธี 0Calcium contents

 

 ซึ่งเป็นการตรวจวดัแคลเซียมทัง้หมดที่

สะสมอยูใ่นตวัอยา่ง (รูปท่ี 4.11) 
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ตารางที่ 4.4 ปริมาณธาตอุอกซเิจน ฟอสฟอรัส และแคลเซียม ด้วยเทคนิค Energy Dispersive X-ray 

spectroscopy (EDX) ท่ีมีอยู่บนพืน้ผิวของกระดกูมนษุย์ กระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วย

ไฟโบรอินและเจลาตินหลงัการแช่ในอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์เปลี่ยนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 

และหลังการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูกจากหนูในอาหารเลีย้งเซลล์ที ่ชักนําให้เซลล์

เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 28 วนั  

 

ประเภทของ

ตวัอย่าง 

ปริมาณธาตุบน

ตวัอย่างหลังการ 

ดดัแปรพืน้ผิว 

(เปอร์เซน็ต์) 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่าง

หลังการแช่ในอาหาร 

OM* เป็นเวลา 28 วัน 

(เปอร์เซน็ต์) 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่าง 

หลังการเพาะเลีย้งเซลล์ 

ต้นกาํเนิดไขกระดกูจากหนู  

ในอาหาร OM* เป็นเวลา 28 วัน 

(เปอร์เซน็ต์) 

O P Ca O P Ca O P Ca 

hBONE 61-73 9-19 16-22 65-67 12-13 21-22 45-57 11-18 32-42 

1%SF50G50 61-78 7-8 15-31 65-66 10-11 24-25 22-49 12-21 39-57 

2%SF50G50 60-75 10-13 14-27 63-64 11-13 24-25 25-33 12-21 47-61 

4%SF50G50 51-74 7-17 19-32 60-62 11-13 26-27 17-28 10-16    58-71 

       
 

 *OM = อาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์เปล่ียนแปลงไปเป็นเซลล์กระดกู 
 

จากผลการวิเคราะห์สมบตัิทางชีวภาพทัง้หมด สรุปได้ว่ากระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน (1%SF50G50, 2%SF50G50 และ 4%SF50G50) มีการยดึเกาะ 

การเจริญเติบโต และการเปลี่ยนไปเป็นเซลล์กระดูกได้ดีกว่ากระดูกมนุษย์ที่ไม่ได้รับการดัดแปร 

(hBONE) เมื ่อพิจารณาสูตรที่ได้รับการดัดแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินทัง้หมด พบว่า  

กระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน สตูร 4%SF50G50 มีความสามารถ

ในการส่ง เสริมให้เ กิดการยึดเกาะ การเจ ริญเติบโต และการเปลีย่นแปลงไปเป็นกระดูก 

ของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูของหนูนอกร่างกายได้ดีท่ีสดุ แสดงให้เห็นชัดเจนว่าการดดัแปรพืน้ผิว

กระดูกมนุษย์ด้วยไฟโบรอินและเจลาตินช่วยเหนี่ยวนําให้เซลล์เข้ามายึดเกาะและเจริญเติบโตใน

กระดูกได้ดีขึน้ (Osteoconduction) รวมถึงช่วยกระตุ้ นให้เกิดการเปลี ่ยนแปลงเซลล์ต้นกําเนิด 

ไขกระดกูจากหนไูปเป็นเซลล์กระดกู (Osteoinduction) 
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บทที่ 5 

สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

 

5.1 สรุปผลการทดลอง 

ในงานวิจยันีไ้ด้ศกึษาผลของชีววสัดผุสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินที่นํามาใช้ในการ

ดดัแปรพืน้ผิวของกระดูกมนุษย์โดยการเชื่อมขวางด้วยสารเชื่อมขวางประเภท EDC/NHS ร่วมกับ

กระบวนการทําแห้งแข็งด้วยความเย็น โดยทดสอบสมบัติทางกายภาพ  และสมบัติความ 

เข้ากนัได้ทางชีวภาพในระดบัห้องปฏิบตักิารของกระดกูมนษุย์ ผลการทดลอง พบวา่โครงสร้างสณัฐาน

ภายในของกระดกูมนษุย์มีความขรุขระ สว่นโครงสร้างสณัฐานภายในของกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับดดัแปร

พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน โดยกําหนดอตัราส่วนผสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจ

ลาติน คือ 80/20 และ 50/50 และใช้ความเข้มข้นของสารละลายผสมของชีววสัด ุ1%, 2% และ 4% 

พบว่า ภายหลงัการดดัแปรกระดกูมนษุย์ด้วยชีววสัดผุสมของไฟโบรอินและเจลาติน จะมีชีววสัดผุสม

เข้าไปเชื่อมขวางอยู่ภายในรูพรุนของกระดกูมนุษย์ในลกัษณะคล้ายกบัมีโครงเลีย้งเซลล์จากชีววสัดุ

ผสมแทรกอยู่ระหว่างรูพรุนของกระดกูมนุษย์ ทําให้สงัเกตเห็นรูพรุนท่ีมีขนาดเล็กลงเชื่อมโยงต่อกัน

เป็นเครือขา่ย อยา่งสม่ําเสมอ 

กระดูกมนุษย์มีความพรุนร้อยละ 91.3 เมื ่อทําการดัดแปรกระดูกมนุษย์ด้วยไฟโบรอิน  

และเจลาติน พบว่า มีความพรุนลดลงอยู่ในช่วงร้อยละ 75 – 89 เนื่องจากมีปริมาณของชีววสัดผุสม

ของไฟโบรอินและเจลาตนิเข้าไปอยูภ่ายในรูพรุนของกระดกูมนษุย์มากขึน้ รูพรุนมีขนาดเลก็ลง ทําให้มี

ความพรุนลดลง คา่มอดลูสัของการกดของกระดกูมนษุย์ท่ีไมไ่ด้รับการดดัแปร และท่ีได้รับการดดัแปร 0

ไมแ่ตกตา่งกนัอยา่งมีนยัสําคญั0

0

 เน่ืองจากโครงสร้างหลกัของกระดกูมนษุย์เป็นสารประกอบอนินทรีย์ท่ี

มีความแข็งแรงมาก เมื่อเทียบกับสารอินทรีย์(ชีววัสดุ)มีปริมาณเล็กน้อยที่เข้าไปดดัแปรในกระดูก

มนษุย์  

จากการศกึษาสมบตัทิางชีวภาพของกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิว

ด้วยไฟโบรอินและเจลาตินในระดบัห้องปฏิบตัิการ ชีใ้ห้เห็นว่ากระดูกที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วย 

ไฟโบรอินและเจลาตินที่อตัราส่วนผสม 50/50 มีจํานวนเซลล์มายึดเกาะและเจริญเติบโตมากกว่าที่

อตัราสว่นผสม 80/20 และเม่ือใช้ความเข้มข้นของสารละลายผสมเพิ่มขึน้จาก 1% ถึง 4% โดยนํา้หนกั 

พบว่า ความเข้มข้นมีผลต่อการยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ ซึง่เมื ่อเพิ ่มความเข้มข้นของ

สารละลายผสมมากขึน้ ส่งผลให้มีจํานวนเซลล์มายึดเกาะและเจริญเติบโตมากขึน้ สรุปได้ว่าเมื่อมี

อตัราส่วนของเจลาตินมากขึน้ และความเข้มข้นของสารละลายผสมมากขึน้ ทําให้เซลล์สามารถยึด
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เกาะและเจริญเติบโตได้ดี เนื ่องจากเจลาตินมีลําดับของกรดอะมิโน arginine-glycine-aspartic 

(RGD) ซึ่งช่วย0ให้เซลล์สามารถเจริญเติบโตได้ดีกว่าใน 0กระดกูมนษุย์ท่ีไม่ได้รับการดดัแปร สว่นผลการ

เปล่ียนแปลง 0ไปเป็นกระดูก0ของเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดูก0จากหนูใน 0กระดูกมนุษย์สูตรต่างๆ พบว่า 

กระดกูมนษุย์ท่ีได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตินสามารถ0สง่เสริมให้เซลล์ต้นกําเนิดไข

กระดกูจากหน 0ูเปลีย่นแปลง 0ไปเป็นกระดกู 0ได้ดีกว่าเมื่อเปรียบเทียบกบักระดกูมนษุย์ที่ไม่ได้รับการดดั

แ ป ร  โ ด ย เ ฉ พ า ะ ก ร ะ ดูก ม นุษ ย์ ที ่ไ ด้ รั บ ก า ร ดัด แ ป ร พื น้ ผิ ว ด้ ว ย ไ ฟ โ บ ร อิ น ไ ห ม ไ ท ย แ ล ะ 

เจลาตินท่ีอตัราสว่นผสมโดยนํา้หนกั 50/50 ด้วยสารละลายผสมท่ีมีความเข้มข้น 4% (04%SF50G500) 

จะ 0มีการตรวจพบกิจกรรมของเอนไซม์แอลคาไลน์ฟอสฟาเตส และปริมาณของแคลเซียมสูงที่สุด

ภายในการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนใูนอาหารเลีย้งเซลล์ท่ีชกันําให้เซลล์เปล่ียนแปลง

ไปเป็นเซลล์กระดกู เป็นเวลา 28 วนั ดงันัน้จึงสรุปได้ว่า 0กระดกูมนษุย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วย 

ไฟโบรอินและเจลาติน 0

 

ช่วยเหนี่ยวนําให้เซลล์เข้ามายึดเกาะ และเจริญเติบโตในกระดูกได้ดีขึน้ 

(Osteoconduction) และยงักระตุ้นให้เกิดการเปลีย่นแปลงเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูจากหนูไปเป็น

เซลล์กระดกู (Osteoinduction) ได้ดีด้วย 

5.2 ข้อเสนอแนะ 

 1. เปลีย่นแปลงสารที่นํามาใช้เชื่อมขวาง เช่น glutaraldehyde และนําไปทดสอบสมบัต ิ

ทางกายภาพ และสมบตัิทางชีวภาพในระดบัห้องปฏิบตัิการ เพื่อนําไปประยกุต์ใช้ทดสอบในสิง่มีชีวิต 

เนื่องจากสารดงักล่าวได้รับรองความปลอดภยัจากองค์การอาหารและยาจากประเทศสหรัฐอเมริกา

แล้ว 

 2. นํากระดูกมนุษย์ที ่ได้ รับการดัดแปร 0 พืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาติน 0

 

ไปทดสอบ 

ในระดบัสตัว์ทดลอง เพ่ือดคูวามสามารถในการชกันําให้เกิดกระดกูในสตัว์ทดลอง  
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ภาคผนวก ก 
 

ตาราง ก.1 ค่าเฉล่ีย และค่าเบีย่งเบนมาตรฐานของเปอร์เซ็นต์นํา้หนกัที่เพิม่ขึน้ของกระดกูมนษุย์

ภายหลงัการดดัแปรด้วยชีววสัดผุสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตนิ 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

ตาราง ก.2 คา่เฉล่ีย และค่าเบีย่งเบนมาตรฐานของความพรุนของกระดกูมนษุย์ และกระดกูมนษุย์ 

ท่ีได้รับดดัแปรพืน้ผิวด้วยชีววสัดผุสมของไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตนิ 

 

ประเภทของตวัอยา่ง 
ความพรุน (%) 

คา่เฉล่ีย คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

hBONE 91.3 5.2 

1%SF80G20 89.3 3.6 

2%SF80G20 85.6 7.1 

4%SF80G20 80.5 2.7 

1%SF50G50 82.3 3.2 

2%SF50G50 80.4 5.5 

4%SF50G50 75.7 4.9 

 
                   

ประเภทของตวัอยา่ง 
เปอร์เซน็ต์นํา้หนกัท่ีเพิ่มขึน้ 

คา่เฉล่ีย คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

1%SF80G20 21.47 1.49 

2%SF80G20 23.18 1.06 

4%SF80G20 28.29 2.43 

1%SF50G50 19.66 0.68 

2%SF50G50 26.98 2.18 

4%SF50G50 34.31 0.98 



87 
 

                          ภาคผนวก ข 

ความสามารถในการทนแรงกด 

 

คํานวณหาค่ามอดูลัสของการกด  (compressive modulus) จากค่าความชันระหว่าง 

กราฟของความเค้น (compressive stress) และความเครียด (compressive strain) โดยทําการ

ทดสอบซํา้ 6 ชิน้ เพ่ือรายงานผลในรูปคา่เฉล่ีย ± คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากสตูร  

 

Compressive modulus  =      stress (MPa)  x  1,000 x 100             (kPa) 

                                        

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Strain (%) 
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ตวัอย่างการวิเคราะห์ความสามารถในการทนแรงกดของกระดกู โดยคํานวณค่ามอดลูสัของ

การกด จากค่าความชันของกราฟระหว่าง stress (MPa) และ strain (%) ในช่วง strain = 5%-30% 

ซึง่เป็นช่วงท่ีมีความสมัพนัธ์เป็นเส้นตรง จะได้คา่มอดลูสัของกระดกู เท่ากบั 3,746 กิโลปาสคาล 

 
ตาราง ข.1 คา่เฉล่ีย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานคา่มอดลูสัของการกดของกระดกูมนษุย์ และกระดกู

มนษุย์ท่ีได้รับดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตนิ (ในสภาวะแห้ง) 

 

ประเภทของตวัอยา่ง 
คา่มอดลูสั (กิโลปาสคาล) 

คา่เฉล่ีย คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

hBONE 3,746 127.1 

1%SF80G20 3,917 109.2 

2%SF80G20 4,139 227.6 

4%SF80G20 3,810 198.3 

1%SF50G50 3,218 121.7 

2%SF50G50 3,846 183.0 

4%SF50G50 3,596 141.3 
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ตาราง ข.2 คา่เฉล่ีย และค่าเบี่ยงเบนมาตรฐานคา่มอดลูสัของการกดของกระดกูมนษุย์ และกระดกู

มนษุย์ท่ีได้รับดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินและเจลาตนิ (ในสภาวะเปียก) 

 

ประเภทของตวัอยา่ง 
คา่มอดลูสั (กิโลปาสคาล) 

คา่เฉล่ีย คา่เบี่ยงเบนมาตรฐาน 

hBONE 3113 134.3 

1%SF80G20 2975 213.4 

2%SF80G20 3282 152.8 

4%SF80G20 2974 128.1 

1%SF50G50 2593 241.5 

2%SF50G50 2828 173.1 

4%SF50G50 2621 252.2 
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ภาคผนวก ค 
0

 

กราฟมาตรฐานของการวัดจาํนวนเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูโดยวธีิ DNA Assay 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ค 

 
กราฟมาตรฐานของการวดัจํานวนเซลล์ต้นกําเนิดไขกระดกูโดยวิธี DNA Assay 
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ภาคผนวก ง 

0กราฟมาตรฐานของการวัด0

 

กจิกรรมของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป ง 

 

กราฟมาตรฐานการวดักิจกรรมของเอนไซม์ Alkaline phosphatase (ALP) 
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ภาคผนวก จ 

0

 

กราฟมาตรฐานของการวัดปริมาณแคลเซยีม 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูป จ 

 

กราฟมาตรฐานของการวดัปริมาณแคลเซียม 
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ภาคผนวก ฉ 
การคาํนวณอัตราการแบ่งตวัของเซลล์ทวีคณู (Population doubling time, PDT) 

เวลาการแบง่ตวัทวีคณู (population doubling time, PDT) คํานวณจาก 

เวลาแบง่ตวัทวีคณู PDT = 1/r (ชัว่โมง) 

เม่ือ อตัราการแบง่ตวั(multiplication rate, r) คํานวณจาก 

อตัราการแบง่ตวั r  =  จํานวนชัน้อายตุอ่หนึง่หนว่ยเวลา 

=  3.32 (log NH - log NI) / (t2 –t1

โดย N

) (รุ่นตอ่ชัว่โมง) 

I    คือ เป็นจํานวนเซลล์เร่ิมต้น ท่ีเวลา t

       N

1 

H   คือ จํานวนเซลล์ทัง้หมด ท่ีเวลา t

เช่น การเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิดบนกระดกูมนษุย์ในอาหารปกต ิโดยเลือกเวลาท่ีอยูใ่นช่วง log phase 

2 

ท่ีเวลา 1 วนั มีเซลล์ 10x105

ท่ีเวลา 7 วนั มีเซลล์ 15x10

 เซลล์ 
5

อตัราการแบง่ตวั      r = 3.32 [log (2.4x10

 เซลล์ 
5)- log(5x105

= 5.18x10

)] / (24–168) 
3

                         เวลาแบง่ตวัทวีคณู PDT  = 1/r 

 รุ่นตอ่ชัว่โมง 

                                                               = 1/ 6.48x10

                                                               = 156 ชัว่โมง 

3 
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ภาคผนวก ช 

การคาํนวณอัตราการเจริญเตบิโตจาํเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, μ) 

 
อตัราการเจริญเตบิโตจาเพาะของเซลล์ (Specific growth rate, μ) คํานวณจาก 

อตัราการเจริญเตบิโตจําเพาะของเซลล์                                        (ตอ่ชัว่โมง) 

 

 

 

 

 

โดย X1  คือ จํานวนเซลล์ท่ีเวลา t

       X

1 

2   คือ จํานวนเซลล์ท่ีเวลา t

 

2 

เช่น การเลีย้งเซลล์ต้นกําเนิดบนกระดกูมนษุย์ในอาหารปกต ิโดยเลือกเวลาท่ีอยูใ่นช่วง log phase 

ท่ีเวลา 1 วนั มีเซลล์ 2.4x105

ท่ีเวลา 7 วนั มีเซลล์ 5x10

 เซลล์ 
5

อตัราการเจริญเตบิโตจําเพาะของเซลล์ 

 เซลล์ 

                          µ(168-24) = ln (2.4x105) - ln(5x105

           = 2.58 X 10

) 
-3

 

 ตอ่ชัว่โมง 

 
 
 
 
 
 
 
 

 

µ(t2 – t1) = lnX2 – lnX1 
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ภาคผนวก ซ 
การวิเคราะห์ธาตุบนกระดกูมนุษย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับดดัแปรพืน้ผิว 

ด้วยไฟโบรอนิ/เจลาตนิด้วย Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ซ.1 กระดกูมนษุย์ (hBONE) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่าง 

หลังการดดัแปรพืน้ผิว (เปอร์เซนต์) 

1 2 3 

O 73 69 61 

P 11 9 19 

Ca 16 22 20 

1 

3 

2 
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รูปที่  ซ.2 กระดูกมนุษย์ที่ได้รบัการดดัแปรพื้นผวิด้วยไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาติน อตัราส่วน  

50/50 ความเขม้ขน้ของสารละลายผสม 1% โดยน้ําหนกั (1%SF50G50) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างก่อนการเพาะเลีย้ง 

(เปอร์เซนต์) 

1 2 3 

O 73 61 78 

P 8 8 7 

Ca 19 31 15 

2 

3 

1 
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รูปที่ ซ.3 กระดูกมนุษยท์ีไ่ดร้บัการดดัแปรพืน้ผวิดว้ยไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาตนิ อตัราส่วน  

50/50 ความเขม้ขน้ของสารละลายผสม 2% โดยน้ําหนกั (2%SF50G50) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างก่อนการเพาะเลีย้ง 

(เปอร์เซนต์) 

1 2 3 

O 71 75 60 

P 10 11 13 

Ca 19 14 27 

1 2 

3 
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รูปที่ ซ.4 กระดูกมนุษยท์ีไ่ดร้บัการดดัแปรพืน้ผวิดว้ยไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาตนิ อตัราส่วน 

50/50 ความเขม้ขน้ของสารละลายผสม 4% โดยน้ําหนกั (4%SF50G50) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างก่อนการเพาะเลีย้ง 

(เปอร์เซนต์) 

1 2 3 

O 67 74 51 

P 11 7 17 

Ca 22 19 32 

1 2 

3 
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ภาคผนวก ฌ 
การวิเคราะห์ธาตุบนกระดกูมนุษย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับดดัแปรพืน้ผิว 

ด้วยไฟโบรอนิ/เจลาตนิหลังการแช่ในอาหาร OM ที่ระยะเวลา 28 วัน  

สภาวะอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% คาร์บอนไดออกไซด์  

ด้วย Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 
 
 
 

 

รูปที่ ฌ.1 กระดกูมนษุย์ (hBONE) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างหลังการแช่ใน

อาหาร OM เป็นเวลา 28 วัน (เปอร์เซน็ต์) 

1 2 3 

O 66 67 65 

P 12 12 13 

Ca 22 21 22 

1 2 

3 
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รูปที่  ฌ.2 กระดูกมนุษยท์ี่ไดร้บัการดดัแปรพื้นผวิดว้ยไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาตนิ อตัราส่วน 

50/50 ความเขม้ขน้ของสารละลายผสม 1% โดยน้ําหนกั (1%SF50G50) 

 
 
 
 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างหลังการแช่ใน

อาหาร OM เป็นเวลา 28 วัน (เปอร์เซน็ต์) 

1 2 3 

O 65 65 66 

P 10 11 10 

Ca 25 24 24 

1 2 

3 
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รูปที่ ฌ.3 กระดูกมนุษยท์ีไ่ดร้บัการดดัแปรพืน้ผวิดว้ยไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาตนิ อตัราส่วน 50/50  

 ความเขม้ขน้ของสารละลายผสม 2% โดยน้ําหนกั (2%SF50G50) 

 
 
 
 
 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างหลังการแช่ใน

อาหาร OM เป็นเวลา 28 วัน (เปอร์เซน็ต์) 

1 2 3 

O 63 64 64 

P 13 11 12 

Ca 24 25 24 

1 2 

3 
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รูปที่ ฌ.4 กระดูกมนุษยท์ี่ไดร้บัการดดัแปรพื้นผวิดว้ยไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาตนิ อตัราส่วน  

50/50 ความเขม้ขน้ของสารละลายผสม 4% โดยน้ําหนกั (4%SF50G50) 

 
 
 
 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างหลังการแช่ใน

อาหาร OM เป็นเวลา 28 วัน (เปอร์เซน็ต์) 

1 2 3 

O 61 60 62 

P 13 13 11 

Ca 26 27 27 

1 2 

3 
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ภาคผนวก ญ 

การวิเคราะห์ธาตุบนกระดกูมนุษย์ และกระดกูมนุษย์ที่ได้รับดดัแปรพืน้ผิว 

ด้วยไฟโบรอนิ/เจลาตนิหลังการเพาะเลีย้งเซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกู ในอาหาร OM 

ที่ระยะเวลา 28 วัน สภาวะอุณหภมูิ 37 องศาเซลเซียส, 5% คาร์บอนไดออกไซด์  

ด้วย Energy Dispersive X-ray Spectroscopy (EDX) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ ญ.1 กระดกูมนษุย์ (hBONE) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างหลังการเพาะเลีย้ง

เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูจากหนู ในอาหาร 

OM เป็นเวลา 28 วัน (เปอร์เซน็ต์) 

1 2 3 

O 45 57 48 

P 13 11 18 

Ca 42 32 34 

1 2 

3 
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รูปที่ ญ.2 กระดูกมนุษยท์ีไ่ดร้บัการดดัแปรพืน้ผวิดว้ยไฟโบรอนิไหมไทยและเจลาตนิ อตัราส่วน 

50/50 ความเขม้ขน้ของสารละลายผสม 1% โดยน้ําหนกั (1%SF50G50) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างหลังการเพาะเลีย้ง

เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูจากหนู ในอาหาร 

OM เป็นเวลา 28 วัน (เปอร์เซน็ต์) 

1 2 3 

O 22 49 38 

P 21 12 18 

Ca 57 39 44 

1 2 

3 
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รูปที่ ญ.3 กระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน อตัราส่วน 

50/50 ความเข้มข้นของสารละลายผสม 2% โดยนํา้หนกั (2%SF50G50) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างหลังการเพาะเลีย้ง

เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูจากหนู ในอาหาร 

OM เป็นเวลา 28 วัน (เปอร์เซน็ต์) 

1 2 3 

O 33 27 25 

P 20 12 21 

Ca 47 61 54 

1 2 

3 
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รูปที่ ญ.4 กระดูกมนุษย์ที่ได้รับการดดัแปรพืน้ผิวด้วยไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน อตัราส่วน 

50/50 ความเข้มข้นของสารละลายผสม 4% โดยนํา้หนกั (4%SF50G50) 

 

ธาตุ 

ปริมาณธาตุบนตวัอย่างหลังการเพาะเลีย้ง

เซลล์ต้นกาํเนิดไขกระดกูจากหนู ในอาหาร 

OM เป็นเวลา 28 วัน (เปอร์เซน็ต์) 

1 2 3 

O 17 19 28 

P 16 10 14 

Ca 67 71 58 

1 2 

3 
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ประวัตผู้ิเขียนวทิยานิพนธ์ 

 

 นางสาวรุ่งนภา วรภักดี เกิดวันท่ี 8 ตุลาคม พ.ศ. 2529 จังหวัดกรุงเทพมหานคร  

สําเร็จการศึกษาระดับชัน้มัธยมศึกษาตอนปลาย ในปีการศึกษา 2547 จากโรงเรียนหอวัง 

กรุงเทพมหานคร สําเร็จการศึกษาปริญญาตรีในหลักสูตรวิศวกรรมศาสตร์บัณฑิต 2551 จาก

ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ สถาบันเทคโนโลยีพระจอมเกล้าเจ้าคุณทหาร

ลาดกระบงั 2551 หลงัจากนัน้ได้เข้าศึกษาในหลกัสูตรวิศวกรรมศาสตร์มหาบณัฑิต ท่ีภาควิชา

วิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ จฬุาลงกรณ์มหาวิทยาลยั ในปีการศกึษา 2552  

 

ผลงานวิจัยที่มีการนําเสนอในการประชุมวิชาการนานาชาต ิ

- Vorrapakdee R., Kanokpanont S., Waikakul S., Charoenlap C., Damrongsakkul S. 

“Effects of Thai Slik Fibroin/Gelatin on Human Cancellous Bone” 4th East Asian Pacific 

Student Workshop on Nano-Biomedical Engineering, National University of Singapore 

(NUS), Singapore, 15-16 December 2010 

- Vorrapakdee R., Kanokpanont S., Charoenlap C., Damrongsakkul S. “Modification of 

Cancellous Bone using Thai Silk Fibroin and Gelatin” The 17th

 

 Regional Symposium on 

Chemical Engineering, Queen Sirikit National Convention Center, Bangkok, Thailand,  

22-23 November 2010 
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