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บทคั ดย่อ ภาษาไทย 
 จุฑาทิพย์ ปัญจมณี : ฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน กลีเซอรอลที่ดัดแปรพ้ืนผิว

ด้วยกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติกบนไวรัสใบยาสูบ. ( BLENDED FILM OF 
THAI SILK FIBROIN GELATIN AND GLYCEROL WITH SURFACE MODIFICATION 
BY ARGINYL GLYCYL ASPATIC ACID (RGD) ON TOBACCO MOSAIC VIRUS) อ.ที่
ปรึกษาหลัก : ศ. ดร.ศิริพร ด ารงค์ศักดิ์กุล, อ.ที่ปรึกษาร่วม : ผศ. ภญ. ดร.จิตติมา ลัคนา
กุล 

  
งานวิจัยนี้มีวัตถุประสงค์ในการพัฒนาฟิล์มไฟโบรอินไหมไทยให้มีความยืดหยุ่น โดยการ

เติมเจลาติน และกลีเซอรอลที่สัดส่วนต่าง ๆ ในฟิล์มไฟโบรอินไหมไทย จากนั้นน าฟิล์มที่ได้ไปผ่าน
กระบวนการอบนิ่มด้วยไอน้ าเพ่ือเพ่ิมความคงตัว ผลการวิเคราะห์พบว่าฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย
และกลีเซอรอล (SF/GA) และฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกลีเซอรอล (SF/GA/Gly) 
ที่มีปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก มีค่าร้อยละการดึงยืด ณ จุดขาด สูงถึงร้อยละ 70 
ค่าอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้วมีค่าลดลงตามปริมาณกลีเซอรอลที่เพ่ิมข้ึน เนื่องด้วยโมเลกุลของกลีเซ
อรอลรบกวนการจัดเรียงตัวของสายโซ่ ส่งผลให้สายโซ่โปรตีนเคลื่อนที่เป็นอิสระมากขึ้น ฟิล์มผสม
จึงมีความยืดหยุ่นมากขึ้น ขณะที่กระบวนการอบนิ่มด้วยไอน้ าเหนี่ยวน าให้โครงสร้างทุติยภูมิของ
โปรตีนไฟโบรอินไหมจากโครงสร้างแบบเกลียวสุ่มไปเป็นแผ่นพลีทเบต้าที่มีความเป็นระเบียบ ส่งผล
ให้ฟิล์มมีความคงตัวมากขึ้น นอกจากนี้ ได้มีการดัดแปรพ้ืนผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบยาสูบที่
ดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก  (TMV-RGD) เพ่ือเพ่ิม
ความสามารถในการยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ จากการทดสอบการเพาะเลี้ยงเซลล์ในระดับ
ห้องปฏิบัติการ พบว่าเซลล์ผิวหนังหนู L929 ที่เพาะเลี้ยงบนแผ่นฟิล์มที่ดัดแปรพ้ืนผิวโดยการเชื่อม
ขวางไวรัส TMV-RGD มีการยึดเกาะและการเจริญเติบโตสูงกว่าฟิล์มที่ไม่ได้เชื่อมขวางด้วยไวรัส 
TMV-RGD ดังนั้นฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่มีปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน้ าหนัก และผ่าน
การอบนิ่มด้วยไอน้ ารวมถึงดัดแปรพื้นผิวฟิล์มด้วยไวรัส TMV-RGD จึงเป็นฟิล์มชีววัสดุทางเลือกท่ีมี
ศักยภาพในการพัฒนาต่อยอดเพ่ือประยุกต์ใช้ในงานด้านชีวเวช 
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บทคั ดย่อ ภาษาอังกฤษ 
# # 5970426421 : MAJOR CHEMICAL ENGINEERING 
KEYWORD: Silk fibroin, Gelatin, Glycerol, Water vapor anneal, Tobacco mosaic 

virus, RGD 
 Jutathip Panchamanee : BLENDED FILM OF THAI SILK FIBROIN GELATIN 

AND GLYCEROL WITH SURFACE MODIFICATION BY ARGINYL GLYCYL 
ASPATIC ACID (RGD) ON TOBACCO MOSAIC VIRUS. Advisor: Prof. SIRIPORN 
DAMRONGSAKKUL, Ph.D. Co-advisor: Asst. Prof. Jittima Luckanagul, Ph.D. 

  
The objective of this work was to develop silk fibroin film with high 

flexibility by blending with gelatin and glycerol as plasticizers. Water vapor 
annealing was also employed to improve the stability of the films. The results 
showed that the incorporation of 20% glycerol into silk fibroin and silk 
fibroin/gelatin films increased the elongation at break of the films up to 70%. The 
glass transition temperatures of the films were gradually decreased with the 
increase of glycerol content. The hydroxyl groups of glycerol interfered the 
arrangement of silk fibroin and gelatin chains, leading to a high chain movement 
which could enhance the flexibility of the films. Furthermore, water vapor 
annealing induced structural transition of silk fibroin from predominated random 
coil to beta sheet structure, resulting in a higher stability of films. Additionally, 
arginyl-glycyl-aspartic acid mutant of tobacco mosaic virus (TMV-RGD) were 
conjugated to the films to enhance cell attachment and proliferation. From in vitro 
cell culture tests, the attachment and proliferation of L929 mouse fibroblasts 
cultured on the films covalently crosslinked with TMV-RGD were greater than those 
without TMV-RGD. In summary, the blended film of silk fibroin, gelatin, and 20% 
glycerol, treated with water vapor annealing and conjugated with TMV-RGD, 
exhibited as a potential biomaterial for biomedical applications. 

 Field of Study: Chemical Engineering Student's Signature ............................... 
Academic Year: 2019 Advisor's Signature .............................. 
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วิทยานิพนธ์ฉบับนี้ส าเร็จลุล่วงด้วยดี โดยได้รับความช่วยเหลือและการสนับสนุนจากบุคคล
หลายท่าน ผู้วิจัยขอขอบพระคุณ ศาสตราจารย์ ดร.ศิริพร ด ารงค์ศักดิ์กุล อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์
หลัก และผู้ช่วยศาสตราจารย์ ภญ. ดร. จิตติมา ลัคนากุล อาจารย์ที่ปรึกษาวิทยานิพนธ์ร่วม เป็นอย่างสูง
ที่ได้ให้ค าปรึกษา และค าแนะน าในการท าวิทยานิพนธ์ การวางแผนงานวิจัย แนวทางในการด าเนินงาน
วิจัย ให้ความรู้ต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัยนี้ อีกทั้งยังคอยให้ก าลังใจและเป็นแรงผลักดันให้ผู้วิจัยก้าว
ต่อไปได้เสมอมา คอยเตือยให้ผู้วิจัยมีสติ สมาธิ ในการอ่านเอาเรื่องทั้งภาษาไทยและภาษาอังกฤษ การใช้
ชีวิต และท าให้ผู้วิจัยตระหนักได้ว่าคนเราสามารถพัฒนาตัวเองให้ดียิ่งขึ้นได้เสมอ  หากเราก าจัดความ
กลัวและพร้อมที่จะกล้าเผชิญหน้ากับปัญหาต่าง ๆ 

ขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.โศรดา กนกพานนท์ ผู้ช่วยศาสตรจารย์ ดร. จุฑามาศ 
รัตนวราภรณ์ และดร.พีรพัฒน์ ทองนึก ที่คอยให้ความรู้ ค าแนะน าต่าง ๆ ที่เกี่ยวข้องกับงานวิจัยนี้ และ
ให้ความช่วยเหลือในทุกด้านการทดลอง จนงานวิจัยนี้ส าเร็จไปได้ด้วยดี 

ขอขอบพระคุณผู้ช่วยศาสตราจารย์ ดร.อภินันท์ สุทธิธารธวัช ประธาน รองศาสตราจารย์ ดร.
สมศักดิ ์วรมงคลชัย กรรมการภายนอก ที่สละเวลาอันมีค่ามาสอบวิทยานิพนธ์ และให้ความรู้ ค าแนะน า
ต่าง ๆ มากมาย 

ขอขอบคุณศูนย์หม่อนไหมเฉลิมพระเกียรติสมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ 
จังหวัดนครราชสีมา ส าหรับความอนุเคราะห์รังไหมส าหรับใช้ในงานวิจัยนี้ 

ขอขอบคุณหน่วยปฏิบัติการวิจัยวิศวกรรมชีววัสดุเพ่ือการแพทย์และสุขภาพ หน่วยปฏิบัติการ
วิจัยวิศวกรรมพอลิเมอร์ คณะวิศวกรรมศาสตร์ หน่วยปฎิบัติการคณะเภสัชศาสตร์ ภาควิชาวิทยาการ
เภสัชกรรมและเภสัชอุตสาหกรรม และศูนย์เครื่องมือวิจัยทางเภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
ส าหรับสถานที ่วัสดุ อุปกรณ์เครื่องมือในการท าวิจัย และความอนุเคราะห์เอื้อเฟื้อในการใช้เครื่องมือต่าง 
ๆ จนงานวิจัยส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ขอขอบพระคุณคุณอัจฉรา เพ็งจันทร์ ที่คอยช่วยเหลือและให้
ค าปรึกษาในเรื่องเอกสารต่าง ๆ ตั้งแต่เรื่องการลงทะเบียนเรียน  ถอดถอนและเพ่ิมรายวิชาเรียน 
ตลอดจนเอกสารส าหรับการสอบจบ ให้ผ่านพ้นไปได้ด้วยดี 

ขอขอบพระคุณคุณชาวี เหล่ามีผล คุณรุ่งนภา แย้มเดช คุณกันยาลักษณ์ แก้วประสิทธิ์ คุณ
อรทัย ศุภวรรณวิบูล คุณอนงค์นาฏ ดวงภักดี คุณปรมาภรณ์ สหไพบูลย์กิจ คุณอวิกา ซุ่นมงคล คุณพัช
ระ อ่ าประเสริฐ Mrs. Ana Cláudia Lima และพ่ี ๆ น้อง ๆ ทุกท่าน รวมทั้งคุณนภพรรณ คุณานุสนธิ์ 
คุณภัทริน โมราและเพ่ือน ๆ จากห้องปฏิบัติการวิจัยวิศวกรรมพอลิเมอร์ ที่ให้ค าแนะน า ความช่วยเหลือ
ชี้แนะในทุกด้านของการทดลอง ให้พลังบวกและก าลังใจจนงานวิจัยส าเร็จลุล่วงไปด้วยดี คอยสนับสนุน 
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สร้างรอยยิ้ม เสียงหัวเราะ สนุกสนานและอบอุ่นตลอดเวลาที่ได้อยู่ด้วยกัน ท าให้แลปเป็นเหมือนอีก
ครอบครัวหนึ่ง และขอบคุณเพ่ือน ๆ จากโรงเรียนวัฒนาวิทยาลัยและมหาวิทยาลัยเกษตรศาสตร์ที่คอย
ให้พลัง ความเชื่อมั่นและก าลังใจดีตลอดเวลา 

สุดท้ายนี้ผู้วิจัยขอกราบขอบพระคุณคุณพ่อ คุณแม่ และอ๊ีภาที่เป็นแรงผลักดัน ให้ค าปรึกษา 
คอยสนับสนุนทุกอย่าง รวมทั้งให้ก าลังใจและท าให้ผู้วิจัยสามารถก้าวผ่านอุปสรรคต่าง  ๆ และ
ด าเนินงานวิจัยจนส าเร็จลุล่วงไปได้ด้วยดี ขอบคุณที่เชื่อใจไม่กดดันจนท าให้เครียด ขอบคุณท่ีช่วยท างาน
บ้านและท าอาหารอร่อย ๆ อาหารบ ารุงสมองให้เพ่ือให้มีเวลาท างานวิจัยเพ่ิมขึ้น ขอบคุณที่คอยสร้าง
รอยยิ้ม พลังใจ พลังกาย และเสียงหัวเราะให้เสมอ และขอบคุณวงดนตรีจากเกาหลีใต้ บังทันโซยอนดัน 
ที่ได้ให้แง่คิดและก าลังใจในวันที่ผู้วิจัยรู้สึกท้อ หมดหวังผ่านเนื้อเพลง ก่อนที่เราจะพบกับแสงสว่าง แสง
นั้นจะอยู่ในจุดที่มืดมิดที่สุด ไม่ว่าตอนนี้จะหยุดอยู่ที่ใด มันเป็นเพียงความท้อ ไม่ใช่การถอย ถ้าบินไม่ได้ก็
ต้องวิ่ง ถ้าวิ่งไม่ไหวก็ต้องเดิน ถ้าเดินไม่ไหวก็ต้องคลาน การที่เราย่ าอยู่กับท่ี มันจะท าให้วันพรุ่งนี้มาถึงช้า
ลง จงอย่ายอมแพ้ และก้าวเดินต่อไปด้วยสติ และขอบคุณตัวผู้วิจัยเองเช่นกันที่สามารถเอาชนะตัวเองใน
อดีตได้ จากที่เคยบอกว่า Dear me, one day I'll make you proud. วันนี้ I can make me proud 
แล้วนะ ฝากถึงตัวเองในอนาคตเช่นกันว่าไม่มีอะไรที่เราท าไม่ได้หากเราตั้งใจและไม่ย่อท้อ  Just 
because it's hard doesn't mean it's impossible!. 
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บทที่ 1 

บทน า 
1.1 ความเป็นมาและมูลเหตุจูงใจ 

วิศวกรรมเนื อเยื่อ เป็นการน้าองค์ความรู้ด้านชีววิทยา วัสดุศาสตร์ เภสัชศาสตร์ 
แพทยศาสตร์ และวิศวกรรมศาสตร์มาประยุกต์ใช้ โดยมีจุดมุ่งหมายเพ่ือทดแทน ซ่อมแซม 
หรือฟ้ืนฟูการท้างานของเนื อเยื่อ หรืออวัยวะที่สูญเสีย หรือบาดเจ็บ และไม่สามารถสร้างใหม่
ได้เอง วิศวกรรมเนื อเยื่อประกอบไปด้วย 3 ส่วนส้าคัญ ได้แก่ (1) เซลล์ (2) สัญญาณทางเคมี 
กายภาพ หรือชีวภาพที่กระตุ้นการท้างานของเซลล์ และ (3) ชีววัสดุซึ่งท้าหน้าที่เป็นโครงเลี ยง
เซลล์ [1] โดยเมื่อใช้วัสดุดังกล่าวในเนื อเยื่อของสิ่งมีชีวิตระบบภูมิคุ้มกันจะต้องมีการตอบสนอง
อย่างเหมาะสม [2] วัสดุสามารถย่อยสลายได้ และผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการย่อยสลายต้องไม่
เป็นพิษ ส่งผลให้วัสดุนั น ๆ มีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ [3, 4] 

ชีววัสดุรูปแบบหนึ่งที่นิยมใช้ในงานด้านวิศวกรรมเนื อเยื่อ ได้แก่ ฟิล์ม ซึ่งเป็นชีววัสดุ
รูปแบบสองมิติที่สามารถใช้งานกับเนื อเยื่อเป้าหมายได้หลากหลาย เช่น เปลือกตา หรือกระจก
ตา [5, 6] นอกจากนี  ฟิล์มยังเตรียมได้ง่ายจากพอลิเมอร์หลากหลายชนิด เช่น พอลิเมอร์
สังเคราะห์ ได้แก่ พอลิแลกติกแอซิด [7] พอลิไกลคอลิกแอซิด [8] พอลิคาโปรแลคโตน [9] 
และพอลิเมอร์ธรรมชาติ ได้แก่ ไฟโบรอินไหม [10] คอลลาเจน [11] เจลาติน [12] กรดไฮยาลู
รอนิก [13] ไคโตซาน [14] พอลิเมอร์ธรรมชาติมีข้อดีเหนือพอลิเมอร์สังเคราะห์คือ สามารถ
เกิดขึ นได้ตามธรรมชาติและได้ผลผลิตในปริมาณมาก และผลิตภัณฑ์ที่เกิดจากการย่อยสลายมี
ความปลอดภัย อย่างไรก็ตาม พอลิเมอร์ธรรมชาติ เช่น คอลลาเจน เจลาติน และกรดไฮยาลูรอ
นิก มีอัตราการย่อยสลายในร่างกายอย่างรวดเร็ว [15, 16] และมีสมบัติทางกลต่้า [17]  
ไฟโบรอินไหม เป็นชีววัสดุประเภทโปรตีนจากธรรมชาติ ที่มีอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพต่้า 
และมีสมบัติทางกลที่ดี [18] จึงมีการน้าพอลิเมอร์ธรรมชาติเหล่านี มาผสมกันเพ่ือให้ฟิล์มมี
สมบัติที่เหมาะสมต่อความต้องการในการน้าไปใช้งาน 

ไฟโบรอินไหมเป็นโปรตีนที่ได้จากหนอนไหมกินใบหม่อน (Mulberry silkworms) สาย
พันธุ์ Bombyx mori ที่มีประวัติการใช้งานทางการแพทย์มาอย่างยาวนาน ในรูปแบบของไหม
เย็บแผล [19] นอกจากนี  ยังมีการศึกษาและใช้งานไฟโบรอินไหมในรูปแบบอ่ืน ๆ เช่น อนุภาค
ขนาดไมครอน โครงเลี ยงเซลล์สามมิติ เส้นใยขนาดนาโน และแผ่นฟิล์ม [20] เนื่องด้วย 
ไฟโบรอินไหมมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ สามารถปรับปรุงอัตราการย่อยสลายได้ และมี
สมบัติทางกลที่โดดเด่น อันเนื่องมาจากการจัดเรียงโครงสร้างทุติยภูมิชนิดแผ่นพลีทเบต้า  
(ß-sheet) ที่เกิดจากอันตรกิริยาระหว่างโมเลกุลไม่มีขั ว (Hydrophobic interaction) และ
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พันธะไฮโดรเจน (Hydrogen bond) [21] จากการศึกษาก่อนหน้านี  มีการพัฒนาแผ่นฟิล์มจาก 
ไฟโบรอินไหมส้าหรับเปลือกตา [22] หรือผิวหนัง [23] โดยมีจุดมุ่งหมายเพ่ือเพ่ิมความคงทน
ต่อการเสียดสีของอวัยวะเหล่านั น อย่างไรก็ตาม ฟิล์มไฟโบรอินไหมดังกล่าวมีลักษณะแข็ง
เปราะ ไม่ยืดหยุ่น ส่งผลให้ไม่สะดวกต่อการใช้งาน ดังนั น จึงมีการปรับปรุงฟิล์มไฟโบรอินไหม
ให้มีความยืดหยุ่นด้วยพลาสติไซเซอร์ (Plasticizers) โดยพลาสติไซเซอร์ที่นิยมน้ามาใช้คือ  
กลีเซอรอล [24] เนื่องด้วยเป็นสารที่ได้รับการรับรองจากคณะกรรมการอาหารและยาแห่ง
สหรัฐอเมริกา (USFDA) ส้าหรับใช้ในทางการแพทย์ 

ถึงแม้ว่าไฟโบรอินไหมจะมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพ แต่โครงสร้างปฐมภูมิของ  
ไฟโบรอินไหมนั นไม่มีล้าดับกรดอะมิโนที่ส่งเสริมการยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ ส่งผล
ให้เซลล์มีอัตราการยึดเกาะต่้า และเจริญเติบโตช้า [25] โดยสมบัติดังกล่าวสามารถปรับปรุงได้
โดยวิธีการต่าง ๆ เช่น การปรับปรุงพื นผิวของแผ่นฟิล์มไฟโบรอินไหมด้วยพลาสมา [26] หรือ
การผสมกับชีววัสดุอ่ืน เช่น เจลาติน เนื่องจากเจลาตินมีล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิล
แอสปาติก (Arginyl-Glycyl-Aspartic acid, RGD) ที่สนับสนุนการยึดเกาะและเจริญเติบโต
ของเซลล์ [27] งานวิจัยก่อนหน้านี  พบว่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ผิวหนังหนู L929 ที่
เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมและเจลาตินเพ่ิมขึ น เมื่อเปรียบเทียบกับฟิล์มไฟโบรอิน
ไหม [28] นอกจากการปรับปรุงสมบัติทางชีวภาพของไฟโบรอินไหม ชีววัสดุผสมระหว่าง 
ไฟโบรอินไหมและเจลาตินยังมีสมบัติทางกายภาพที่ดีขึ น เช่น มีความยืดหยุ่นเพ่ิมขึ น และ
สนับสนุนการยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์ให้ดีขึ น ดังนั นจึงมีการน้าเจลาตินมาประยุกต์ใช้
กับไฟโบรอินไหมในหลายรูปแบบ ได้แก่ ฟิล์ม [29] โครงเลี ยงเซลล์สามมิติ [30] แผ่นเส้นใย 
[31] อนุภาคทรงกลมขนาดไมครอน [32] หรือไฮโดรเจล [33] 

แต่ข้อจ้ากัดของเจลาตินคือ เจลาตินละลายในน ้าได้ง่าย [34] โดยในงานวิจัยก่อนหน้านี 
ได้เพาะเลี ยงเซลล์บนฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมและเจลาติน (อัตราส่วน 80 ต่อ 20 โดยปริมาตร) 
พบว่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์เท่ากับ 60 ถึง 70 [27, 35] และอัตราการเจริญเติบโตของ
เซลล์เพาะเลี ยงลดลงตามระยะเวลาในการเพาะเลี ยงที่เพ่ิมขึ น เนื่องจากอันตรกิริยาระหว่าง  
ไฟโบรอินไหมและเจลาตินเป็นอันตรกิริยาทางกายภาพเท่านั น เจลาตินจึงมีโอกาสที่เกิดการ
ละลายในระหว่างการเพาะเลี ยงเซลล์ [36] ดังนั นเพ่ือพัฒนาฟิล์มผสมให้เซลล์สามารถยึดเกาะ
และเจริญเติบโตได้ดีขึ น จึงน้าไวรัสจากพืชมาประยุกต์ใช้  ซึ่งในปัจจุบันมีการดัดแปลง
พันธุกรรมของไวรัสจากพืชเพ่ือให้ตรงต่อวัตถุประสงค์ที่จะน้าไปใช้งานในทางการแพทย์อย่าง
แพร่หลาย [37] ในงานวิจัยนี  จึงเลือกใช้ไวรัสใบด่างยาสูบ (Tobacco mosaic virus; TMV) ที่
ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโน RGD (TMV-RGD) ในการดัดแปรพื นผิวของฟิล์ม
ด้วยการเคลือบ และการเชื่อมขวางทางเคมี โดยข้อดีของไวรัส TMV-RGD คือ ผลิตได้ใน
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ปริมาณมาก สามารถค้านวณปริมาณล้าดับกรดอะมิโน RGD ได้อย่างแม่นย้าเป็นสัดส่วนต่อ
จ้านวนไวรัส และไวรัสชนิดนี ติดต่อได้เฉพาะในพืช จึงปลอดภัยต่อการใช้งานกับเซลล์สัตว์มี
กระดูกสันหลัง [38, 39] 

ในงานวิจัยนี  มีจุดมุ่งหมายเพ่ือพัฒนาฟิล์มไฟโบรอินไหมที่มีความยืดหยุ่น โดยใช้ 
กลีเซอรอลเป็นพลาสติไซเซอร์ รวมทั งปรับปรุงสมบัติทางชีวภาพที่สนับสนุนการยึดเกาะและ
เจริญเติบโตของเซลล์ โดยผสมเจลาตินในสัดส่วนร้อยละ 20 โดยปริมาตร นอกจากนี  มีการใช้
กระบวนการอบนิ่มด้วยไอน ้า (Water vapor annealing; WVA) เพ่ือเพ่ิมความคงตัวของฟิล์ม 
ฟิล์มที่ได้จะน้าไปวิเคราะห์สมบัติทางกล และความร้อน ความคงตัวในสารละลาย และสมบัติ
ทางเคมี เพ่ือเปรียบเทียบผลของเจลาติน กลีเซอรอลที่ปริมาณต่าง ๆ และกระบวนการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้า ต่อสมบัติดังกล่าวของฟิล์ม จากนั น จึงน้าฟิล์มมาดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส เพ่ือ
ปรับปรุงการยึดเกาะและเจริญเติบโตของเซลล์บนพื นผิวฟิล์ม ซึ่งจะเป็นการส่งเสริมการ
ประยุกต์ใช้ฟิล์มในงานทางการแพทย์ให้มีประสิทธิภาพยิ่งขึ น  

1.2 วัตถุประสงค์ 

1.1.2  ศึกษาผลของการเติมเจลาตินร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก กลีเซอรอลในการเติม
สัดส่วนต่าง ๆ (5 10 20 และ 30 โดยน ้าหนัก) และการอบนิ่มด้วยไอน ้าต่อสมบัติทางกายภาพ
และทางเคมีของฟิล์มไฟโบรอินไหม  

1.2.2 ศึกษาผลการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบโดยการเคลือบ  และ
เชื่อมขวางด้วยสารเคมี EDC/NHS ต่อสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของฟิล์มผสมไฟโบรอิน
ไหม เจลาตินและกลีเซอรอล  

1.3 ขอบเขตงานวิจัย 

1.3.1 เตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทยพันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 สารละลายเจลาติน
ชนิดเอ และกลีเซอรอล 

1.3.2 ขึ นรูปฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมและกลีเซอรอล และฟิล์มผสมไฟโบรอินไหม  
เจลาตินชนิดเอ และกลีเซอรอล 

ตัวแปรที่ศึกษา ได้แก่  
- การเติมเจลาตินร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก ในฟิล์มไฟโบรอินไหมไทย 
- ปริมาณของกลีเซอรอลร้อยละ 5 10 20 และ 30 โดยน ้าหนัก  
- การอบนิ่มด้วยไอน ้าของฟิล์มผสม 
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1.3.3 วิเคราะห์โครงสร้างทางกายภาพและสมบัติทางเคมีของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหม 
และกลีเซอรอล และฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินและกลีเซอรอล ได้แก่ 

- ความแข็งแรงในการทนแรงดึงยืดของฟิล์มผสมด้วยเครื่อง Universal testing 
machine  

- สมบัติทางความร้อนของวัสดุด้วยเครื่องวิเคราะห์สมบัติเชิงกลพลวัต (Dynamic 
mechanical analyzer, DMA)  

- โครงสร้างทางเคมีของฟิล์มผสมด้วยเครื่องฟลูเรียร์ทรานส์ฟอร์ม อินฟราเรดสเปค
โทรมิเตอร์ (Fourier transform infrared spectroscope, FTIR) 

- ความสามารถในการคงตัวของฟิล์มผสม 
1.3.4 สกัดสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ดัดแปลงพันธุกรรม (TMV-wt) และไวรัสใบ

ด่างยาสูบที่ดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก  (TMV-RGD) 
จากต้นยาสูบและศึกษาคุณลักษณะของไวรัสใบด่างยาสูบ 

- วิเคราะห์สัณฐานของไวรัสใบด่างยาสูบด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่อง
ผ่าน (Transmission electron microscope; TEM) 

- หาความเข้มข้นของสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบด้วยเครื่องวัดปริมาณกรด
นิวคลิอิคและโปรตีน (Nano drop spectrophotometer) 

- จ้ าแน ก ชนิ ด ขอ งไว รั ส  โด ย เท ค นิ ค  Matrix-assisted laser desorption/ 
ionization time of flight (MALDI-TOF) 

1.3.5 การดัดแปรพื นผิวของฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ดัดแปลงพันธุกรรม 
(TMV-wt) และไวรัสใบด่างยาสูบที่ดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิล
แอสปาติก (TMV-RGD) โดยวิธีการเคลือบและการเชื่อมขวางด้วย สารเคมี 1-Ethyl-3-(3-
dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) และ N-Hydroxysuccinimide (NHS) 

1.3.6 สมบัติทางชีวภาพของฟิล์มไฟโบรอินไหมไทยผสมเจลาตินและกลีเซอรอลที่ถูกดัด
แปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ ที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จิ
นิลไกลซิลแอสปาติก  

- การยึดเกาะของเซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการ 
- การเจริญเติบโตของเซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการ  
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1.4 ประโยชน์ทีค่าดว่าจะได้รับ 

ได้ฟิล์มผสมไฟโบรอินไหม เจลาติน กลีเซอรอลที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสใบด่างยาสูบที่
ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก  ที่สกัดได้จากใบด่าง
ยาสูบที่มีสมบัติความยืดหยุ่น และช่วยสนับสนุนการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ได้ดี 
สามารถประยุกต์ใช้ในร่างกายแล้วไม่ก่อให้เกิดพิษ และสามารถต่อยอดเพ่ือประยุกต์ใช้ทาง
การแพทย์ได้ 
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บทที ่2 
ทฤษฎีและงานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 

2.1 ชีววัสดุ (Biomaterials) 

2.1.1 ไหม (Silk) 
ไหม เป็นเส้นใยธรรมชาติซึ่งได้มาจากหนอนไหม (Silkworm) หรือแมลงชนิดอ่ืนๆ ส่วน

ใหญ่เป็นแมลงในไฟลัมสัตว์ขาปล้อง (Arthopoda) โดยหนอนไหมแบ่งได้ 2 ประเภท คือ  

1. ไหมบ้าน (Domestic silkworm หรือ Mulberry silkworm) เป็นหนอนที่กินใบ
หม่อนเป็นอาหาร 

Phylum : Arthropoda 
Class  : Insecta 
Sub-Class : Pterygota 
Division : Endopterygota 
Order  : Lepidoptera 
Family  : Bombycidae 
Genus  : Bombyx 
Species : Mori 

2. ไหมป่า (Wild silkworm หรือ Non-mulberry silkworm) เป็นหนอนที่ไม่ได้กินใบ
หม่อนเป็นอาหาร เช่น ไหมป่าอีรี่ (Eri silkworm) ไหมทาซาร์ (Tasar silkworm) และ
ไหมมูก้า (Muga silkworm) โดยไหมป่าทั ง 3 ชนิด ได้ถูกน้ามาเลี ยงในเชิงการค้าแล้ว แต่
ยังคงเรียกว่าไหมป่าเช่นเดิม โดยสามารถอยู่รอดในธรรมชาติได้เอง 

2.1.1.1 โครงสร้างและองค์ประกอบของเส้นใยไหม 
เส้นใยไหมประกอบด้วยกรดอะมิโนหลายชนิดที่เชื่อมกันด้วยพันธะเพปไทด์ ใน

เส้นใยไหมมีโปรตีนเป็นองค์ประกอบหลัก  2 ชนิด ค ือ โปรตีนเซริซิน (Sericin) และ
โปรตีนไฟโบรอิน (Fibroin) โดยโปรตีนเซริซินจะท้าหน้าที่ เป็นกาว ที่ท้าให้เส้นใย 
ไฟโบรอินสามารถยึดติดกันได้  ดังแสดงในรูปที่ 1 โดยมีน ้าหนักโมเลกุลประมาณ  
20 - 310 กิโลดาลตัน และมีสัดส่วนประมาณร้อยละ 20 – 30 ของปริมาณเส้นใยไหม 
โปรตีนเซริซินจะมีสมบัติความชอบน ้ามากกว่าไฟโบรอิน ซึ่งสามารถก้าจัดออกโดยการ
น้าไปต้มกับสารละลายที่มีฤทธิ์เป็นด่างอ่อนหรือในน ้าร้อน ส่วนประกอบหลักอีกส่วนคือ 
โปรตีนไฟโบรอิน (Fibroin) ซึ่งมีสัดส่วนประมาณร้อยละ 70 – 80  ของปริมาณเส้นใย
ไหม องค์ประกอบต่างๆของเส้นใยไหมแสดงในตารางที่ 1  
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ตารางท่ี 1 องค์ประกอบของเส้นใยไหม [20] 
องค์ประกอบ ไฟโบรอินไหม (%) เซริซิน (%) 

คาร์บอน (C) 47.6 46.50 

ไฮโดรเจน (H) 6.39 6.04 

ไนโตรเจน (N) 18.33 16.50 

ออกซิเจน (O) 27.68 30.96 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 1 โครงสร้างของเส้นใยไหมที่ได้จากหนอนไหม ก) ภาพจากกล้องจุลทรรศน์  ข) ภาพวาด [10] 
  

ก 
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1.เซริซิน (Sericin) 
เซริซิน (Sericin) หรือเรียกอีกอย่างว่า กาวไหม เป็นโปรตีนที่ท้าหน้าที่ห่อหุ้มและยึดเส้น

ใยไฟโบรอิน 2 เส้นให้ติดอยู่ด้วยกัน มีประมาณร้อยละ 20 - 30 ของรังไหม เซริซินสามารถ
ละลายน ้าได้ องค์ประกอบหลักของเซริซินคือ หมู่อะมิโนที่มีความเป็นขั วสูงและมีโครงสร้าง 
อสัณฐาน (Amorphous) ได้แก่ กรดแอสปาติก (Aspartic acid, Asp) ทรีโอนิน (Threonine, 
Thr) กรดกลูตามิค (Glutamic acid, Glu) และซีรีน (Serine, Ser)  

โครงสร้างของเซริซินแบ่งออกเป็น 3 ส่วน ได้แก่ เซริซินชั นนอก ซึ่งสามารถละลายออก
ได้ง่ายที่สุด เซริซินชั นกลางซึ่งสามารถละลายได้ในด่างอ่อน และเซริซินชั นใน โดยเซริซินทั ง 3 
ส่วน มีความสามารถในการละลายที่เพ่ิมขึ นตามอุณหภูมิของน ้าและสามารถละลายได้ในด่าง 
[10] 

2. ไฟโบรอิน (Fibroin)  
ไฟโบรอินเป็นเส้นใยโปรตีนที่ไม่ละลายน ้า โดยมีเส้นผ่านศูนย์กลางประมาณ 10 – 25 

ไมโครเมตร ประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 18 ชนิด โดยมีกรดอะมิโนหลัก 4 ชนิด ได้แก่ ไทโรซีน 
(Tyrosine; Tyr) ซีรีน (Serine; Ser) อะลานีน (Alanine; Ala) และไกลซีน (Glycine, Gly) ดัง
แสดงในตารางที่ 2 โครงสร้างไฟโบรอินประกอบไปด้วย 3 องค์ประกอบ ดังแสดงในรูปที่ 2 
ได้แก่  

1. สายโซ่โปรตีนที่มีน ้าหนักโมเลกุลสูง (Heavy chain) หรือเรียกว่า H-chain 
มีน ้าหนักโมเลกุล ประมาณ 350 กิโลดาลตัล ประกอบด้วย ไกลซีนร้อยละ 42.8 โดย
น ้าหนัก อะลานินร้อยละ 32.4 โดยน ้าหนัก และเซรีนร้อยละ 14.7 โดยน ้าหนัก ดัง
แสดงในตารางที่ 2 โดยจะแบ่งเป็นส่วนที่ชอบน ้า (Hydrophilic) และส่วนที่ไม่ชอบน ้า 
(Hydrophobic) เรียงตัวแบบสลับ ซึ่งส่วนที่ไม่ชอบน ้านั นจะประกอบไปด้วยหมู่อะมิโน
คือ [-Gly-Ala-Gly-Ala-Ser-]n โดยจะเรียงตัวเป็นหน่วยซ ้า ซึ่งพบประมาณร้อยละ 70 
ของล้าดับกรดอะมิโนทั งหมด ซึ่งจัดเรียงตัวอยู่ในรูปของแผ่นพลีทเบต้า มีพันธะ
ไฮโดรเจน (Hydrogen bond) เชื่อมระหว่างสายพอลิเพปไทด์ จึงท้าให้ H chain นั นมี
ความไม่ชอบน ้าสูง หน้าที่ของ H-chain คือ เชื่อมสายโซ่โปรตีนที่มีน ้าหนักโมเลกุลต่้าไว้
ด้วยกันด้วยพันธะไดซัลไฟด์ (Disulfide bond) 

2. สายโซ่โปรตีนที่มีน ้าหนักโมเลกุลต่้า (Light chain) หรือเรียกว่า L-chain มี
น ้าหนักโมเลกุล ประมาณ 25 กิโลดาลตัล ประกอบไปด้วย กรดอะมิโนลิวซีน (Leucine, 
Leu) ไอโซลิวซีน (Isoleucine, Ile) วาลีน (Valine, Val) และกรดอะมิโนประเภทที่เป็น
กรด (Acidic amino acid)  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 9 

3. โปรตีน P25 เป็นไกลโคโปรตีนที่มีน ้าหนักโมเลกุลประมาณ 30 กิโลดาลตัล 
โดย P25 จะเชื่อมกับ H-chain – L-chain ด้วยอันตรกิริยาของส่วนที่ ไม่ชอบน ้ า 
(Hydrophobic interaction) โดยอัตราส่วนของ H-chain : L-chain : P25 คือ 6:6:1 
[40] 

 
รูปที่ 2 โครงสร้างโมเลกุลของไฟโบรอิน Hydrophobic interaction of P25, containing Asn-
linked oligosaccharide chains, with the H-L complex of silk fibroin produced by 

Bombyx mori [40] 
 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 10 

ตารางท่ี 2 องค์ประกอบกรดอะมิโนในเส้นใยไฟโบรอินไหมและเซริซิน [41] 

ชนิดกรดอะมิโน กรดอะมิโน 
ไฟโบรอินไหม 

(ร้อยละโดยน ้าหนัก) 
เซริซิน 

(ร้อยละโดยน ้าหนัก) 

กรดอะมิโน 
ชนิดไม่มีขั ว 
(Non-polar  
amino acid) 

Glycine (Gly) 42.8 8.8 

Alanine (Ala) 32.4 4.0 

Leucine (Leu) 0.7 0.9 

Isoleucine (Ile) 0.9 0.6 

Valine (Val) 3.0 3.1 

Phenylalanine 
(Phe) 

1.2 0.6 

Proline (Pro) 0.6 0.5 

กรดอะมิโน 
ชนิดที่เป็นกรด 

(Acidic  
amino acid) 

Glutamic acid 
(Glu) 

1.7 10.1 

Aspartic acid 
(Asp) 

1.9 16.8 

กรดอะมิโน 
ชนิดที่เป็นเบส 

(Basic 
Amino acid) 

Arginine (Arg) 0.9 4.2 

Lysine (Lys) 0.5 5.5 

Histidine (His) 0.3 1.4 

Oxy-amino 
acid 

Threonine (Thr) 1.2 8.5 

Tyrosine (Tyr) 11.8 4.9 

Serine (Ser) 14.7 30.1 

Sulfur complex 
Amino acid 

Tryptophan (Trp) 0.5 0.5 

Methionine (Met) 0.2 0.1 

Cysteine (Cys) 0.1 0.3 
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2.1.1.2 สมบัติของไฟโบรอินไหม 
ไฟโบรอินไหมมีสมบัติที่โดดเด่นหลายประการ ได้แก่ ความสามารถในการย่อย

สลายได้ ทางชีวภาพ ซึ่งมีสมบัติเชิงกลที่ดี จึงท้าให้ไฟโบรอินไหมมีความแข็งแรง  ดัง
แสดงในตารางที่ 3 จะเห็นได้ว่าไฟโบรอินไหมมีความสามารถในการทนต่อแรงดึงได้
ดีกว่าวัสดุอ่ืน ๆ เช่น คอลลาเจน กรดพอลิแลคติค แต่ไม่ดีเท่าเส้นใยแมงมุมและเส้น
ใยเคฟลาร์ นอกจากนี ยังมีความเข้ากันได้กับเซลล์ของสิ่งมีชีวิตโดยไม่ก่อให้เกิดความเป็น
พิษต่อเซลล์ ด้วยสมบัติเหล่านี ท้าให้มีการน้าไหมมาประยุกต์ใช้ในงานวิศวกรรมเนื อเยื่อ
อย่างแพร่หลาย 

ตารางท่ี 3 การเปรียบเทียบสมบัติเชิงกลของไฟโบรอินไหมและวัสดุชนิดอื่นๆ [42] 

Source of biomaterial Modulus (MPa) 
Tensile strength 

(MPa) 
B. mori silk (with sericin) 5 - 12 500 

B. mori silk (Without sericin) 15 - 17 610 - 690 
N. clavipes silk 11 - 13 875 - 972 

Collagen 0.0018 - 0.046 0.9 - 7.4 
Cross-linked collagen 0.4 - 0.8 47 - 72 

Polylactic acid 1.2 - 3.0 28 - 50 
Bone 20 160 
Kavlar 130 3,600 

Synthetic rubber 0.001 50 
 

2.1.1.3 การประยุกต์ใช้งานของไฟโบรอินไหม 
ในปัจจุบันมีการน้าไฟโบรอินไหมมาประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์มากขึ น 

เนื่องจากไฟโบรอินไหมสามารถผลิตเป็นวัสดุทางการแพทย์ได้ง่ายและหลากหลาย
รูปแบบ อาทิ การขึ นรูปเป็นแผ่นฟิล์มเพ่ือใช้ในงานทางการแพทย์ [28] การขึ นรูปเป็น
ไฮโดรเจลเพ่ือใช้เป็นโครงเลี ยงเซลล์ที่มีศักยภาพในการสร้างเนื อเยื่อกระดูก [36] การ
ขึ นรูปเป็นเมมเบรนหรือแผ่นเส้นใยขนาดนาโนเพ่ือใช้เป็นแผ่นปิดแผล  [43] และโครง
เลี ยงเซลล์ [44] เพ่ือประยุกต์ใช้ในงานวิศวกรรมเนื อเยื่อ โดยรายละเอียดแสดงดังตาราง
ที่ 4   
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ตารางท่ี 4 การข้ึนรูปและการประยุกต์การใช้งานของเส้นใยไฟโบรอินไหม [20] 
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2.1.2 เจลาติน (Gelatin) 
เจลาตินเป็นโปรตีนที่ได้จากคอลลาเจน (Collagen) ที่สามารถพบได้ในธรรมชาติและ

เป็น องค์ประกอบหลักของผิวหนัง กระดูก เอ็นและเนื อเยื่อเกี่ยวพันของสัตว์ เช่น หมู วัว และ 
ปลา โดยโครงสร้าง ของคอลลาเจนประกอบไปด้วยสายโซ่ของพอลิเพปไทด์ 3 สาย พันกันเป็น
เกลียวสาม (Triple helix structure) แบบวนขวา โดยภายในโมเลกุลจะยึดเกี่ยวกันด้วยพันธะ
โควาเลนต์และระหว่างโมเลกุลจะถูกเชื่อมขวางด้วยพันธะไฮโดรเจน เมื่อน้าคอลลาเจนมาผ่าน
กระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยกรดหรือด่าง จะท้าให้โครงสร้างเกิดการเสียสภาพกลายเป็น 
เจลาติน ซึ่งสายโซ่โมเลกุลที่สั นลงและมีลักษณะเป็นขดแบบสุ่ม (Random coil) โดยที่สมบัติ
ของเจลาตินจะแตกต่างกันไป ทั งนี ขึ นกับแหล่งที่มาของคอลลาเจน และกระบวนการ 
ไฮโดรไลซิส [45] 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 3 กระบวนการผลิตเจลาตินชนิดเอ และชนิดบี [46] 
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ชนิดของเจลาตินสามารถแบ่งได้ตามกระบวนการผลิต โดยแบ่งออกเป็น 2 ชนิด ดังรูปที่ 3 คือ 

1. เจลาตินชนิดเอ (Gelatin type A; GA)  
เจลาตินชนิดนี ได้มาจากกระบวนการใช้กรด (Acid process) เจลาตินชนิดนี ได้จากการที่

น้าหนังหมูมาผ่านกระบวนการไฮโดรไลซิสด้วยกรด ซึ่งกรดที่ใช้ส่วนมาก ได้แก่ กรดไฮโดรคลอ
ริก (HCl) กรดซัลฟิวริก (H2SO4) และกรดฟอสฟอริก (H3PO4) เป็นต้น ซึ่งวิธีนี เป็นวิธีที่ท้าให้
เกิดการสลายหมู่เอไมด์ (Amide group) ในสายโซ่คอลลาเจนซึ่งเกิดขึ นได้ค่อนข้างยาก ส่งผล
ให้เจลาตินชนิดนี มีค่า Isoelectric point (pI) ใกล้เคียงกับคอลลาเจน คือ ประมาณ 9 ดังนั น
จึงท้าให้เจลาตินชนิดเอ เหมาะกับการใช้งานร่วมกับโปรตีนที่มีสมบัติเป็นกรด 

2. เจลาตินชนิดบี (Gelatin type B; GB)  
เจลาตินชนิดนี ได้มาจากการน้าคอลลาเจนจากหนังและกระดูกวัว มาผ่านกระบวนการ

ไฮโดรไลซิสด้วยด่าง เช่น แคลเซียมไฮดรอกไซด์ เป็นต้น ซึ่งเป็นวิธีที่ท้าให้เกิดการไฮโดรไลซิส 
กลุ่มเอไมด์ในคอลลาเจน โดยจะได้เจลาตินที่มีกลุ่มคาร์บอกซิลจ้านวนมาก และมีค่า 
Isoelectric point ที่ประมาณ 5 จึงท้าให้เจลาตินชนิดนี มีประจุเป็นลบ ดังนั นเจลาตินชนิดบี
จึงเหมาะส้าหรับการใช้งานร่วมกับโปรตีนที่มีสมบัติเป็นเบส 

 

2.1.2.1 โครงสร้างและองค์ประกอบของเจลาติน 
เจลาตินประกอบไปด้วยกรดอะมิโน 18 ชนิด เชื่อมกันด้วยพันธะเพปไทด์ 

(Peptide bond) โดยมีกรดอะมิโนหลัก 3 ชนิด คือ ไกลซีน (Glycine, Gly) โพรลีน 
(Proline, Pro) และไฮดรอกซีโพรลีน (Hydroxyproline, Hyp) จัดเรียงตัวเป็น
หน่วยที่ซ ้าๆกัน [-Gly-Pro-Hyp-]n และยังมีล้าดับกรดอะมิโน Arginyl-Glycyl-
Aspatic (RGD) ที่ช่วยในกระตุ้นกิจกรรมต่างๆของเซลล์ โดยปริมาณของกรดอะมิโน
ในองค์ประกอบ ของเจลาตินที่ได้จากเนื อเยื่อเกี่ยวพันของหมู แสดงในตารางที่ 5 ซึ่ง
โครงสร้างของเจลาตินจะมีลักษณะเป็นขดแบบสุ่ม (Random coil) และมีช่วง
น ้าหนักโมเลกุลที่ค่อนข้างกว้าง ในช่วง 20,000 – 200,000 ดาลตัน โดยน ้าหนัก
โมเลกุลของเจลาตินขึ นอยู่กับชนิดและแหล่งที่มา กรดอะมิโนเหล่านี จะแสดงสมบัติ
ความชอบน ้า (Hydrophilic amino acids) เจลาตินจึงสามารถละลายในน ้าได้ดี   
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ตารางท่ี 5 โครงสร้างของเจลาตินที่ได้จากเนื้อเยื่อเกี่ยวพันของหมู [47] 

กรดอะมิโน ร้อยละ 

Alanine (Ala) 8.9 

Arginine (Arg) 7.8 

Aspartic (Asp) 6.0 

Glutamic acid (Glu) 10.0 

Glycine (Gly) 21.4 

Histidine (His) 0.8 

Hydroxylysine (Hyl) 1.0 

Hydroxyproline (Hyp) 11.9 

Isoleucine (Ile) 1.5 

Leucine (Leu) 3.3 

Lysine (Lys) 3.5 

Methionine (Met) 0.7 

Phenylanine (Phe) 2.4 

Proline (Pro) 12.4 

Serine (Ser) 3.6 

Threonine (Thr) 2.1 

Tyrosine (Tyr) 0.5 

Valine (Val) 2.2 

รวม 100 
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2.1.2.2 สมบัติของเจลาติน 
เจลาตินมีความชื นประมาณร้อยละ 8 – 12 โดยน ้าหนัก และความหนาแน่น

ประมาณ 1.3 – 1.4 กรัมต่อลูกบาศก์เซนติเมตร [11] เจลาตินสามารถพองตัวได้ใน
น ้าเย็นและละลายได้ในน ้าที่อุณหภูมิสูงกว่า 40 องศาเซลเซียส อีกทั งเจลาตินยังมี
ความสามารถในการละลายได้ในสารละลายอินทรีย์ที่มีขั ว สารละลายประเภทพอ
ลิไฮดริกแอลกอฮอล์ (Polyhydric alcohol) เช่น กลีเซอรอล เป็นต้น แต่ไม่สามารถ
ละลายได้ในสารละลายอินทรีย์ที่ไม่มีขั ว 

เจลาตินมีสมบัติทางกายภาพที่ส้าคัญคือ การเกิดเจลแบบผันกลับได้ด้วย
อุณหภูมิ (Thermal reversible) กล่าวคือ เมื่อเราให้ความร้อนกับสารละลาย 
เจลาติน สารละลายจะมีสถานะเป็นของเหลว แต่หากทิ งไว้ที่อุณหภูมิห้องหรือต่้า
กว่าอุณหภูมิห้อง เจลาตินจะมีสภาพเป็นเจล โดยเจลที่เกิดขึ นเกิดจากการเรียง
ติดกันของพันธะภายในสายโซ่ ซึ่งอาจเป็นแรงจากพันธะไฮโดรเจน หรืออันตรกิริยา
ระหว่างโมเลกุลที่ไม่ชอบน ้า (Hydrophobic interaction) และยังสามารถผันกลับ
จากสภาวะเจลกลายเป็นสารละลายได้เมื่อเพ่ิมอุณหภูมิ เนื่องจากความร้อนจะเข้า
ไปท้าลายพันธะ และเมื่อมีการลดอุณหภูมิลง สารละลายเจลาตินสามารถสร้าง
พันธะใหม่เกิดเป็นเจลได้อีกครั ง เจลาตินสามารถเป็นได้ทั งกรดและเบส เรียกว่า 
แอมโฟเทอริก (Amphoteric) คือ สารละลายเจลาตินที่เป็นกรดจะมีประจุเป็นบวก
และจะรวมตัวกับประจุลบในสนามไฟฟ้า แต่สารละลายเจลาตินที่เป็นเบสจะมีประจุ
ลบและรวมตัวกับประจุบวกในสนามไฟฟ้า โดยตารางที่ 6 แสดงสมบัติทางกายภาพ
ของเจลาตินชนิดเอและเจลาตินชนิดบี ซึ่งมีค่า Isoelectric point (pI) เท่ากับ 9 
และ 5 ตามล้าดับ [48] ซึ่งขึ นอยู่กับแหล่งของคอลลาเจนที่น้ ามาสกัด และ
กระบวนการสกัด สมบัติที่โดดเด่นของเจลาตินทางด้านชีวภาพคือ สามารถย่อย
สลายทางชีวภาพ สามารถเข้ากับเซลล์ของสิ่งมีชีวิตโดยไม่ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อ
เซลล์ และช่วยในการยึดเกาะของเซลล์  
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ตารางท่ี 6 สมบัติของเจลาตินชนิดเอและชนิดบี [49] 

คุณสมบัติ เจลาตินชนิดเอ เจลาตินชนิดบี 

ค่าความเป็นกรดด่าง (pH) 3.8 – 5.5 5.0 – 7.5 

ความชื น (%) 8 – 12 8 - 12 
ค่าไอโซอิเล็กทริก 

(Isoelectric point, pI) 
9 5 

ค่าความแข็งแรงของเจล 
(Gel strength) 

50 – 300 50 – 300 

ความหนืด (Viscosity) 
(mps) 

15 – 75 20 – 75 

เถ้า (%) 0.3 – 2.0 0.5 – 2.0 
 

2.1.2.3 การประยุกต์ใช้งานของเจลาติน  
เจลาตินได้จากคอลลาเจนซึ่งเป็นพอลิเมอร์ธรรมชาติ มีความปลอดภัยสูง จึงถูก

น้ามาใช้งานในทางการแพทย์อย่างแพร่หลาย เนื่องจากสามารถเข้ากันได้ทางชีวภาพกับ
เซลล์ของสิ่งมีชีวิต (Biocompatibility) อีกทั งยังสามารถย่อยสลายได้ทางชีวภาพ 
(Biodegradable) ท้าให้ เจลาตินถูกน้ามาใช้ประโยชน์ทางด้าน เภสัชศาสตร์และ
แพทยศาสตร์โดยใช้เป็นส่วนประกอบของยา และทางการแพทย์อย่างแพร่หลาย อีกทั ง
ยังน้ามาใช้งานด้านวิศวกรรมเนื อเยื่อด้วยเนื่องจากเจลาตินนั นมีสมบัติในการช่วย
สนับสนุนให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี และสามารถขึ นรูปเจลาตินให้มี
ลักษณะตามที่ต้องการ เช่น การปลูกถ่ายเนื อเยื่อ การท้าแผ่นปิดแผล การขึ นรูปเป็น
โครงเลี ยงเซลล์ส้าหรับประยุกต์ในงานวิศวกรรมเนื อเยื่อ เป็นต้น  [50] นอกจากนี  
เจลาตินยังผ่านการรับรองจากองค์การอาหารและยา (United States Food and 
Drug Administration; FDA) ซึ่งได้รับการพิจารณาแล้วว่าสามารถใช้งานได้อย่าง
ปลอดภัย (Generally Recognized as safe; GRAS) ดังนั นเจลาตินจึงเป็นที่นิยม
น้ามาใช้เป็นวัสดุในอุตสาหกรรมอาหารและยา ยา เครื่องส้าอาง และวัสดุทางการแพทย์  
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2.2 กลีเซอรอล (Glycerol) 
 กลีเซอรอล (Glycerol) หรือ กลีเซอรีน (Glycerin) เป็นพลาสติไซเซอร์ (Plasticizer) ทีใ่ช้ใน

กระบวนการผลิตพอลิเมอร์เพ่ือให้พอลิเมอร์มีความอ่อนตัวเพ่ิมขึ น โดยที่พลาสติไซเซอร์ไม่ได้
เกิดปฏิกิริยากับพอลิเมอร์แต่จะแทรกตัวอยู่ระหว่างโมเลกุลพอลิเมอร์ที่เชื่อมต่อกันด้วยแรงแวนเดอร์
วาล์ว (Van der Waal) และท้าให้แรงแวนเดอร์วาล์วลดลง จึงส่งผลให้โมเลกุลของพอลิเมอร์ที่อยู่
ใกล้เคียงอ่อนตัวลง จึงท้าให้สมบัติของพอลิเมอร์เปลี่ยนไป เช่น มีความอ่อนนุ่มหรือความยืดหยุ่น
เพ่ิมขึ น ทนต่อสภาวะความเป็นกรดด่าง [51] 

2.2.1 โครงสร้างของกลีเซอรอล 
กลีเซอรอลเป็นสารประกอบอินทรีย์ประเภทแอลกอฮอล์ มีโครงสร้างโมเลกุลเป็น 

พอลิออล (Polyol) ที่มีคาร์บอน (C) 3 อะตอม และมีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 3 หมู ่ดังแสดงใน
รูปที่ 4 มีสูตรโมเลกุลคือ C3H8O3 น ้าหนักโมเลกุล 92.09 กรัมต่อโมล [24] 

 

 
 
 

รูปที่ 4 โครงสร้างของกลีเซอรอล [24] 

2.2.2 สมบัติของกลีเซอรอล 
กลีเซอรอลสามารถละลายได้ดีในแอลกอฮอล์และน ้า จึงท้าให้มีสมบัติในการจับตัวกับ

น ้า (Hydroscopic) แต่ไม่สามารถละลายได้ในไขมัน สามารถดูดความชื นจากอากาศได้ เป็น
สารที่เป็นของเหลว ใส ไม่มีสี ไม่มีกลิ่น มีจุดเดือด 290 องศาเซลเซียส และจุดหลอมเหลว 
19 องศาเซลเซียส และไม่มีความเป็นพิษต่อเซลล์ เนื อเยื่อ หรือสิ่งมีชีวิต [51] 

2.2.3 การประยุกต์ใช้งานของกลีเซอรอล  
กลีเซอรอลเป็นสารที่ไม่มีพิษในทุกรูปแบบของการประยุกต์ใช้ ไม่ว่าจะใช้เป็นสารตั ง

ต้น หรือสารเติมแต่ง ท้าให้กลีเซอรอลเป็นสารเคมีที่ได้รับความสนใจ และน้าไปประยุกต์ใช้
ในทางการแพทย์ด้วย  ]52[ อีกทั งยังเป็นตัวพลาสติไซเซอร์ที่ส้าคัญส้าหรับวัสดุที่มีความแข็ง 
เพ่ือเพ่ิมความยืดหยุ่นให้กับวัสดุและป้องกันการแตกหัก ในงานวิจัยนี จึงเติมกลีเซอรอลไปใน
ฟิล์มผสมเพ่ือช่วยเพ่ิมความยืดหยุ่น ฟิล์มผสมที่ได้จะมีลักษณะทางกายภาพที่ดี และสามารถ
คงความยืดหยุ่น  
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2.3 ไวรัสใบด่างยาสูบ (Tobacco mosaic virus; TMV) 
ไวรัสจัดเป็นจุลินทรีย์ชนิดหนึ่งที่นิยมน้ามาใช้ในทางการชีวการแพทย์กันอย่างแพร่หลาย 

เนื่องจากไวรัสสามารถผลิตได้ง่ายและได้ผลผลิตที่มีจ้านวนมาก โดยที่มีรูปร่างลักษณะที่เหมือนกัน อีก
ทั งไวรัสพืชนั นสามารถติดเชื อและเพ่ิมจ้านวนได้เฉพาะในพืชเท่านั น ไม่มีการติดเชื อในคน โดยไวรัสที่
มีสมบัติทางกายภาพและทางเคมีที่คงที่มากกว่าไวรัสชนิดอ่ืน ๆ คือ ไวรัสใบด่างยาสูบ (Tobacco 
mosaic virus) [53] โดยในงานวิจัยนี เรียกไวรัสชนิดนี ว่า ไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม 
(Tobacco mosaic virus wild type; TMV-wt) 

2.3.1 โครงสร้างของไวรัสใบด่างยาสูบ 
ไวรัสใบด่างยาสูบ มีลักษณะรูปร่างเป็นท่อนตรง (Rod) มีความยาว 300 นาโนเมตร 

ขนาดเส้นผ่านศูนย์กลาง 18 นาโนเมตร ดังรูปที่ 5ก โดยไวรัสใบยาสูบ 1 ท่อน ประกอบไป
ด้วยโปรตีนหน่วยย่อย (Protein subunit) จ้านวน 2,130 หน่วยย่อย ซึ่งโปรตีนแต่ละหน่วย
หน่วยมีระยะห่างระหว่างกันประมาณ 20 – 40 อังสตรอม เกาะตัวแบบบันไดเวียน (Helix) 
ล้อมรอบกรดนิวคลีอิก RNA ที่มีนิวคลีโอไทด์ 6400 ตัว เรียงตัวเป็นเส้นเดียว  (Single 
stranded genomic RNA) [39] มีลักษณะเป็นเกลียวหรือขดสปริง ดังแสดงในรูปที่ 5ข 
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รูปที่ 5 ก) รูปร่างลักษณะของไวรัสใบด่างยาสูบ ข) โครงสร้างของไวรัสใบด่างยาสูบ [39, 54] 
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2.3.2 การประยุกต์ใช้งานของไวรัสใบด่างยาสูบ 
ในปัจจุบันมีการน้าไวรัสมาประยุกต์ใช้งานในทางด้านชีวการแพทย์กันอย่างแพร่หลาย 

โดยการน้าไวรัสใบด่างยาสูบ (Tobacco mosaic virus wild type; TMV-wt) มาดัดแปร
คุณลักษณะ โดยการดัดแปลงล้าดับพันธุกรรมของไวรัส เช่น การดัดแปลงพันธุกรรมของ
ไวรัสด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก (RGD) ซึ่งการดัดแปลงพันธุกรรมนั น 
สามารถท้าได้ 2 วิธี คือการดัดแปลงพันธุกรรม (Genetic modification) และการดัดแปลง
ทางเคมี (Chemical modification) ซึ่งในงานวิจัยนี ได้ใช้วิธีการดัดแปลงพันธุกรรมของไวรัส
ใบด่างยาสูบด้วยล้าดับกรดอะมิโน RGD โดยวิธี Genetic modification ตามในงานวิจัยของ 
Andrew Lee และคณะ [37] โดยในงานวิจัยดังกล่าวได้ดัดแปลงล้าดับกรดอะมิโนไกลซิล 
(Glycyl) อาร์จินิล (Arginyl) แอสปาติก (Aspartic acid) เซอรีน (Serine) เพียวรีน (Purine) 
และไกลซิล (Glycyl) (GRGDSPG) ไปในสาย RNA ของไวรัสใบด่างยาสูบและเรียกไวรัสใบ
ยาสูบชนิดนี ว่า TMV-RGD เนื่องจากล้าดับกรดอะมิโน RGD เป็นล้าดับกรดอะมิโนที่มี
ความจ้าเพาะต่ออินทิกรินที่เยื่อหุ้มเซลล์ จึงท้าให้เซลล์สามารถยึดเกาะที่พื นผิวได้ดี โดยการ
ประยุกต์ใช้ไวรัสใบยาสูบที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยกรดอะมิโน RGD นั นมีข้อดีเหนือการใช้ 
RGD สังเคราะห์คือ  

1. ไวรัส 1 แท่งมีปริมาณ RGD อยู่ 2130 ตัว ซึ่งเป็นปริมาณที่แน่นอน และ
เหมือนกันทุกแท่ง 

2. ล้าดับอะมิโน RGD ในแต่ละหน่วยย่อยของโปรตีนมีความสม่้าเสมอของ 
RGD ที่บริเวณพื นผิวของไวรัสที่มี ซึ่งส่งผลต่อการยึดเกาะของเซลล์  

3. กระบวนการที่ได้มาซึ่งการดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโน RGD 
บนไวรัส ไม่ต้องใช้สารท้าละลายอินทรีย์เข้ามาเกี่ยวข้อง อีกทั งยังผลิตง่าย ได้ปริมาณ
มาก และปลอดภัยกว่า RGD สังเคราะห ์
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2.4 การอบนิ่มด้วยไอน ้า (Water vapor annealing) 
 การอบนิ่มด้วยไอน ้า เป็นกระบวนการภายใต้สภาวะสุญญากาศซึ่งไอน ้าจะเข้าไปแทรกตัวอยู่
ในสายโซ่พอลิเมอร์ ท้าให้สายโซ่พอลิเมอร์มีการเคลื่อนที่และจัดเรียงตัวใหม่เป็นระเบียบมากขึ น โดย
กระบวนการอบนิ่มด้วยไอน ้าของโปรตีน (แสดงในรูปที่ 6) จะช่วยให้โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนมี
การจัดเรียงตัวเป็นระเบียบมากขึ น ส่งผลให้สมบัติทางกลของวัสดุภายหลังการอบนิ่มด้วยไอน ้าจึงมี
ความแข็งแรงมากกว่าก่อนการอบนิ่มด้วยไอน ้า [55, 56] 

 
 

รูปที่ 6 การอบนิ่มนิ่มด้วยไอน้ าของโปรตีน 
 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 23 

Heat & Vacuum 

2.5 การเชื่อมขวาง (Crosslinking) 
 การเชื่อมขวาง คือ การสร้างพันธะเคมีระหว่างโมเลกุลพอลิเมอร์สองโมเลกุลขึ นไปที่อยู่

ใกล้เคียงกัน เพ่ือท้าให้สมบัติของพอลิเมอร์เปลี่ยนแปลงไป เช่น อัตราการย่อย สลายช้าลง ปรับปรุง
สมบัติเชิงกลของพอลิเมอร์ เพ่ือให้มีความเหมาะสมในการน้ามาประยุกต์ใช้งานด้านต่าง ๆ  ]57[ การ
เชื่อมขวางแบ่งเป็น 2 ประเภทหลัก คือ การเชื่อมขวางทางกายภาพ (Physical crosslinking) และ
การเชื่อมขวางทางเคมี (Chemical crosslinking) 

 2.5.1 การเชื่อมขวางทางกายภาพ (Physical crosslinking) 
การเชื่อมขวางทางกายภาพเป็นวิธีการที่ได้รับความนิยมในงานด้านการแพทย์ 

เนื่องจากไม่มีการใช้สารเคมีในวิธีการด้าเนินการ แต่ใช้วิธีการทางกายภาพเช่น การเชื่อม
ขวางด้วยความร้อน การเชื่อมขวางด้วยรังสีอัลตราไวโอเล็ต เป็นต้น พอลิเมอร์ที่ผ่านการ
เชื่อมขวางทางกายภาพจะมีร้อยละการเชื่อมขวางค่อนข้างน้อย แต่ข้อดีคือไม่มีสารเคมีที่เป็น
พิษตกค้างในพอลิเมอร์  ]58[ การเชื่อมขวางทางกายภาพ แบ่งออกเป็น 3 ประเภท ได้แก่  

2.5.1.1 การเชื่อมขวางด้วยความร้อนแบบก้าจัดน ้าออก (Dehydrothermal 
treatment, DHT) 

การเชื่อมขวางทางกายภาพด้วยความร้อนแบบก้าจัดน ้าออก เป็นเทคนิคลด
ความดัน ของระบบให้อยู่ในสภาวะสุญญากาศภายในตู้อบที่อุณหภูมิสูงกว่า 90 
องศาเซลเซียส ท้าให้เกิดการสร้างพันธะเอไมด์จากปฏิกิริยา Amidation ระหว่าง
หมู่อะมิโนอิสระ (Free amino group) และหมู่คาร์บอกซิล (Carboxyl group) ที่
อยู่ใกล้กัน และมีการก้าจัดน ้าออกจากโมเลกุลของพอลิเมอร์โดยผ่านปฏิกิริยา
ควบแน่น ดังแสดงในรูปที่ 7 ซึ่งเป็นการเชื่อมขวางคอลลาเจนด้วยความร้อนแบบ
ก้าจัดน ้าออก นอกจากนี ยังพบว่าเมื่อเพ่ิมอุณหภูมิและระยะเวลาในการเชื่อมขวาง 
ส่งผลให้ค่าร้อยละของการเชื่อมขวางเพ่ิมขึ นและท้าให้พอลิเมอร์มีสมบัติทางกลที่
แข็งแรงมากขึ น แต่ข้อเสียของวิธีนี คือความร้อนสูงอาจท้าให้โปรตีนเกิดการเสีย
สภาพ (Protein denature) ได้เช่นเดียวกัน [57] 

 

 
 
 

รูปที่ 7 การเชื่อมขวางคอลลาเจนด้วยความร้อนแบบก้าจัดน ้าออก [57] 
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2.5.1.2 การเชื่อมขวางโดยการใช้รังสีอัลตราไวโอเลต (Ultraviolet irradiation) 
การเชื่อมขวางทางกายภาพโดยการฉายรังสีอัลตร้าไวโอเลต (Ultraviolet; UV) 

เป็นกระบวนการย่อยสลายด้วยแสง (Photodegradation) เมื่อโปรตีนสัมผัสกับรังสี 
UV บริเวณหมู่ฟังก์ชันที่เป็นวงแหวนอะโรมาติกจะเกิดการตัดสายโซ่ระหว่างพันธะ
ภายในโมเลกุลของพอลิเมอร์เกิดเป็นอนุมูลอิสระ (Free radiacal) ของหมู่เอมีนอิสระ 
และหมู่เอมีนอิสระที่เกิดขึ นจะไปเชื่อมขวางกับพอลิเมอร์โมเลกุลอ่ืน ๆ ข้อดีของการ
เชื่อมขวางวิธีนี คือ ระยะเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวางสั น ไม่ก่อให้เกิดสารเคมีตกค้าง แต่
ข้อจ้ากัดของการเชื่อมขวางวิธีนี คือการเชื่อมขวางจะขึ นกับจ้านวนกรดอะมิโนที่มี
โครงสร้างเป็นวงแหวนอะโรมาติกในพอลิเมอร์ และถ้าหากฉายแสง UV นานเกินไป จะ
ท้าให้สายโซ่พอลิเมอร์สั นลง นอกจากนี พบว่าการเชื่อมขวางวิธีนี ไม่มีการใช้ความร้อน 
จึงนิยมน้าไปประยุกต์ใช้กับคอลลาเจน และเจลาติน ซึ่งสลายตัวได้ง่ายด้วยความร้อนใน
กระบวนการผลิต [59] 

2.5.1.3 การเชื่อมขวางโดยการฉายรังสีแกมมา (Gamma radiation) 
การเชื่อมขวางโดยการฉายรังสีแกมมาเป็นวิธีการที่น้ามาใช้เพ่ือปรับปรุงสมบัติ

ของพอลิเมอร์ เมื่อน้าพอลิเมอร์ไปฉายรังสี พลังงานจากรังสีที่ถูกถ่ายทอดไปยังโมเลกุล
ของพอลิเมอร์สามารถเหนี่ยวน้าให้เกิดการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างพอลิเมอร์ได้ โดยมี
ปฏิกิริยาที่เกิดขึ นพร้อมกันสองชนิด ได้แก่ ปฏิกิริยาการย่อยสลาย (Degradation) และ
ปฏิกิริยาการเชื่อมขวาง (Crosslinking) ลักสองประการ คือทั งนี ขึ นอยู่กับปัจจัยห
โครงสร้างทางเคมีของพอลิเมอร์และปริมาณรังสีที่ฉาย  (Kilogray; kGy) ซึ่งจะส่งผล
กระทบต่อสมบัติเชิงกลและสมบัติเชิงความร้อนของพอลิเมอร์ [60] 

รังสีแกมมา (Gamma Ray) ใช้สัญลักษณ์เป็นตัวอักษรกรีกว่า  เกิดจากการที่ 
นิวเคลียสของธาตุที่ เป็นไอโซโทปกัมมันตรังสี (Radioisotope elements) ที่อยู่ใน
สถานะ กระตุ้นกลับสู่สถานะพื นฐานโดยการปลดปล่อยรังสีแกมมาออกมา รังสีแกมมา
คือโฟตอน ของการแผ่คลื่นแม่เหล็กไฟฟ้าเช่นเดียวกับรังสีเอ็กซ์ แต่มีความยาวคลื่นสั น
กว่าและมีอ้านาจ ในการทะลุทะลวงสูงมากกว่ารังสีเอ็กซ์ ไม่มีประจุไฟฟ้าและมวล ไม่
เบี่ยงเบนในสนามไฟฟ้า และสนามแม่เหล็กและเคลื่อนที่ด้วยความเร็วเท่าแสง การ
ประยุกต์ใช้งานของการเชื่อมขวาง ด้วยวิธีนี  ได้แก่ เทคโนโลยีพันธุกรรม (Genetic 
Technology) โดยที่รังสีแกมมามีพลังงานที่ ก่อให้เกิดการเปลี่ยนแปลงกับดีเอ็นเอ 
(Deoxyribonucleic acid; DNA) ซึ่งจะเหนี่ยวน้าให้เกิดการกลายพันธุ์ในสิ่งมีชีวิต รังสี
แกมมาสามารถท้าลายเชื อโรคในอาหารเนื่องจาก รังสีแกมมามีพลังงานสูง โดยการไป
ท้าลายเซลล์สิ่งมีชีวิต รวมไปถึงสารพันธุกรรมต่าง ๆ และไม่ส่งผลกระทบกับอาหาร จึง
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น้ามาประยุกต์ ใช้ในเทคโนโลยีการถนอมอาหาร นอกจากนี รังสีแกมมาสามารถ
ประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์โดยใช้ในการรักษาโรคมะเร็งระยะแรกบางชนิด โดยการ
ฉายรังสีแกมมาที่ได้จากโคบอลต์ 60 (Cobalt-60) เพ่ือท้าลายเซลล์มะเร็ง [61] 

2.5.2 การเชื่อมขวางทางเคมี (Chemical crosslinking)     
การเชื่อมขวางทางเคมีเป็นการใช้สารเคมีที่ประกอบด้วยหมู่ฟังก์ชัน 2 หมู่ในโมเลกุล

เดียวกัน มาท้าปฏิกิริยากับหมู่ฟังก์ชันของโปรตีนเพ่ือให้เกิดการสร้างพันธะโควาเลนต์ [62] 
ได้แก่ การเชื่อมขวางด้วยกลูตารัลดีไฮด์ การเชื่อมขวางด้วยฟอร์มอลดีไฮด์ การเชื่อมขวางด้วย 
1-ethyl-3-(3-dimethylaminoprpyl) carboiimide (EDC) แ ล ะ  N-hydroxysuccinimide 
ester (NHS) เป็นต้น ค่าร้อยละการเชื่อมขวางที่ได้จากวิธีทางเคมีจะมีค่าค่อนข้างสูง แต่ข้อเสีย
ของวิธีนี คืออาจมีสารเคมีที่เป็นพิษตกค้างอยู่ในพอลิเมอร์ภายหลังการเสร็จสิ นกระบวนการ
เชื่อมขวาง การเชื่อมขวางทางเคมีแบ่งออกเป็น 4 ประเภท ดังนี  

2.4.2.1 การเชื่อมขวางด้วยกลูตารอลดีไฮด์ (Glutaraldehyde)  
โครงสร้างของกลูตารอลดีไฮด์เป็นสายโซ่ตรงประกอบด้วยคาร์บอน 5 อะตอม 

หมู่แอลดีไฮด์ (-CHO) 2 หมู่ อยู่ที่ปลายทั งสองข้างของโมเลกุล ดังแสดงในรูปที่ 8 ซึ่งหมู่
แอลดีไฮด์นี จะท้าปฏิกิริยากับหมู่เอมีน (NH2) ของโปรตีนและปลดปล่อยน ้าออกมา ดัง
แสดงในรูปที่ 9 การเชื่อมขวางด้วยกลูตารอลดีไฮด์ขึ นกับค่าความเป็นกรดด่าง ตัวท้า
ละลาย ความเข้มข้น และความบริสุทธิ์ของกลูตารอลดีไฮด์ ข้อดีของการเชื่อมขวางด้วย
วิธีนี คือ ราคาไม่แพง ประสิทธิภาพในการเชื่อมขวางสูง ระยะเวลาในการเชื่อมขวาง
เกิดขึ นอย่างรวดเร็ว สมบัติทางกลของพอลิเมอร์ดีขึ น อัตราการย่อยสลายช้าลง  
พอลิเมอร์ที่ เชื่อมขวางด้วยวิธีนี จะมีความแข็งแรงกว่าพอลิเมอร์ที่ เชื่อมขวางด้วย
ฟอร์มอลดีไฮด์ [58] ข้อเสียของวิธีการนี คือ กลูตารอลดีไฮด์มีความเป็นพิษต่อเซลล์  
จึงต้องก้าจัดกลูตารอลดีไฮด์ส่วนเกินออกด้วยการล้างไกลซีน เนื่องจากไกลซีนมีหมู่ 
เอมีน (-NH2) ซึ่งกลูตารอลดีไฮด์ส่วนเกินจะจับกับหมู่เอมีนของไกลซีนแทน [63]  
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รูปที่ 8 โครงสร้างของกลูตารอลดีไฮด์ [63] 
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รูปที่ 9 กลไกการเชื่อมขวางด้วยกลูตารอลดีไฮด์ [64] 
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Aminomethylol derivative 

Methylene bridge 

2.4.2.2 การเชื่อมขวางด้วยฟอร์มอลดีไฮด์ (Formaldehyde) 
การเชื่อมขวางด้วยฟอร์มอลดีไฮด์มีหลักการเหมือนกับการเชื่อมขวางด้วยกลูตา

รอลดีไฮด์ โดยที่ฟอร์มอลดีไฮด์จะท้าปฏิกิริยากับหมู่เอมีนของโปรตีน (-NH2) เกิดสาร
อนุพันธ์ในรูปไม่เสถียร เรียกว่า Aminomethylol derivative ซึ่งท้าหน้าที่ในการเชื่อม
ขวางกับหมู่อะมิโนของโปรตีน และเกิด Methylene bridge ที่มีความเสถียร ดังแสดง
ในรูปที่ 10 ข้อเสียของวิธีการนี คือ ท้าให้พอลิเมอร์แข็งเปราะ มีการเปลี่ยนแปลงสี 
ประสิทธิภาพของการเชื่อมขวางด้วยวิธีนี จะน้อยกว่าการเชื่อมขวางด้วยกลูตารอลดีไฮด์ 
นอกจากนี การเชื่อมขวางด้วยฟอร์มัลดีไฮด์มีความเป็นพิษ หากล้างออกไม่หมดอาจ
ก่อให้เกิดความเป็นพิษต่อเซลล์ และอาจก่อให้เกิดปฏิกิริยาข้างเคียงได้ [65] 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 10 การเชื่อมขวางด้วยฟอร์มอลดีไฮด์ [66] 
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2.4.2.3 การเชื่อมขวางด้วยสารประกอบอีพอกซี่ (Epoxy compound) 
การเชื่อมขวางด้วยสารประกอบอีพอกซ่ี เช่น เอทิลีนไกลคอลไดไกลซิดิลอีเทอร์ 

(Ethylene glycol diglycidyl ether) ไก ล ค อ ล พ อ ลิ ไก ล ซิ ดิ ล อี เท อ ร์  (Glycol 
polyglycidyl ether) และเมทิลไกลซิดิลอีเทอร์ (Methylglycidyl ether) เป็นต้น 
ข้อดีคือวัสดุที่ผ่านการ เชื่อมขวางด้วยวิธีการนี จะมีความยืดหยุ่นกว่าวัสดุที่เชื่อมขวาง
ด้วยกลูตารอลดีไฮด์ [67] การเชื่อมขวางด้วยสารประกอบอีพอกซี่เป็นการท้าปฏิกิริยา
ระหว่างหมู่เอมีน (Amine group) กับหมู่อีพอกไซด์ (Epoxide) โดยจะเกิดการเชื่อมต่อ
กันไปเรื่อย ๆ ระหว่างโมเลกุล ดังรูปที่ 11 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 รูปที่ 11 การเชื่อมขวางด้วยสารประกอบอีพอกซ่ี [68] 
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2.4.2.4 ก า ร เ ชื่ อ ม ข ว า ง ด้ ว ย  1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) 
carbodiimide (EDC) และ N-hydroxysuccinimide esters (NHS) 

การ เชื่ อ ม ขวางด้ ว ย  1-ethyl-3-(3-dimethylaminoprpyl) carboiimide 
(EDC) จะเกิดขึ นโดย EDC ท้าปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลิกในสายโซ่โปรตีน เกิดเป็นสาร
ที่อยู่ในรูปไม่เสถียร (Intermediate) เรียกว่า O-acylisourea ester intermediate 
ซึ่ ง  O-acylisourea ester intermediate มี ค ว าม ไว ต่ อ ป ฏิ กิ ริ ย า ไฮ โด ร ไล ซิ ส 
(Hydrolysis) ซึ่ งสามารถกลับมาอยู่ ในรูปคาร์บอกซิลิกได้ อีก จึงจ้าเป็นต้องเติม  
N-hydroxysuccinimide esters (NHS) เพ่ือให้มีความเสถียรมากขึ น และป้องกันไม่ให้
กลับมาอยู่ในรูปคาร์บอกซิลิก ได้อีก โดย NHS ท้าปฏิกิริยากับหมู่เอมีนในสายโปรตีน 
และเกิดเป็นพันธะเพปไทด์ที่มีความเสถียร ดังแสดงในรูปที่ 12 ข้อดีของการเชื่อมขวาง
ด้วยวิธีนี คือ ภายหลังการเชื่อมขวางจะได้อนุพันธ์ยูเรีย ซึ่งไม่เป็นพิษต่อร่างกาย และ
สามารถล้างออกได้ง่ายด้วยน ้า นอกจากนี ยังไม่มีสารเคมีเป็นองค์ประกอบในโมเลกุล
ภายหลังการเชื่อมขวางด้วย [69] 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

รูปที่ 12 การเชื่อมขวางของคอลลาเจนด้วย EDC และ NHS [70] 
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2.6 ความเข้ากันได้ทางชีวภาพ (Biocompatibility) 
 ความเข้ากันได้ทางชีวภาพเป็นสมบัติที่มีความส้าคัญอย่างหนึ่งของชีววัสดุ เมื่อน้าชีววัสดุไป

ประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ วิศวกรรมชีวเวช หรือประยุกต์ใช้กับระบบภายในร่างกาย วัสดุเหล่านี 
จ้าเป็นต้องมีความเข้ากันได้ทางชีวภาพกับร่างกาย โดยการทดสอบความเข้ากันได้ทางชีวภาพท้า ได้
โดยการทดสอบการตอบสนองของเซลล์ต่อวัสดุในห้องปฏิบัติการ โดยการเพาะเลี ยงเซลล์บนวัสดุที่
ระยะเวลาหนึ่งและศึกษาการยึดเกาะของเซลล์ และการเจริญเติบโตของเซลล์ [71] ซึ่งปัจจัยที่ท้าให้
เซลล์สามารถยึดเกาะบนพื นผิวของวัสดุมีหลายปัจจัย อาท ิ[72] 

- ความขรุขระของพื นผิว (Surface roughness) เซลล์จะสามารถแผ่ขยายและยึดเกาะ
ได้ดีถ้าพื นผิวของวัสดุมีความขรุขระ  

- ความแข็งของพื นผิว (Stiffness surface) เซลล์สามารถยึดเกาะบนพื นผิวที่มีความ
แข็งได้ดี 

- ความชอบน ้าของพื นผิว (Hydrophilic surface) โดยมีค่ามุมสัมผัสระหว่างหยดน ้า
และพื นผิวประมาณ 20o – 40o  

- พื นผิวที่มีประจุเป็นบวก (Positive charge surface) เนื่องจากเยื่อหุ้มเซลล์มีประจุ
เป็นลบ ดังนั นจึงสามารถยึดเกาะที่พื นผิวที่เป็นประจุบวกได้ดี  จึงได้มีงานวิจัยที่
เคลือบพื นผิวของวัสดุด้วย Poly-D-lysine (PDL) [61] Silane [39] ซ่ึงปรับปรุง
พื นผิวของวัสดุให้มีประจุเป็นบวก เพ่ือสนับสนุนการยึดเกาะของเซลล์ให้ดีขึ น  

- ล้าดับกรดอะมิโน Arginine Glycine Aspartic acid หรือ RGD เนื่องจากเป็นล้าดับ
กรดอะมิโนที่มีความจ้าเพาะต่ออินทิกรินที่เยื่อหุ้มเซลล์ จึงท้าให้เซลล์สามารถยึดเกาะ
ที่พื นผิวได้ 

โดยในงานวิจัยนี ได้มีการดัดแปรพื นผิวของวัสดุโดยการดัดแปรไวรัสใบด่างยาสูบบนพื นผิวของ
ฟิล์ม เพ่ือให้พื นผิวมีความขรุขระ อีกทั งไวรัสใบด่างยาสูบที่ใช้มีการดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับ
กรดอะมิโน RGD เพ่ือเพ่ิมความสามารถในการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์บนฟิล์ม 
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เซลล์ (Cell) 

เซลล์ เป็นโครงสร้างและหน่วยที่เล็กที่สุดของเนื อเยื่อในสิ่งมีชีวิตแทบทุกชนิด ใน
บางครั งอาจเรียกว่าหน่วยที่เป็นองค์ประกอบของชีวิต เซลล์ประกอบด้วย 3 ส่วนหลัก คือ 
นิวเคลียส (Nucleus) ออร์กาเนล (Organelle) และส่วนที่ห่อหุ้มเซลล์ คือโครงสร้างที่อยู่ถัด
ออกมาจากเยื่อหุ้มเซลล์ เช่น ผนังเซลล์ (Cell wall) ที่พบในพืช รา สาหร่าย และเมทริกซ์
นอกเซลล์ (Extracellular matrix) ที่พบในเซลล์สัตว์ โดยส่วนใหญ่เป็นไกลโคโปรตีน ซึ่ง
ได้ แก่  ค อลล าเจน  (Collagen) โพ รที โอ ไกลแคน  (Proteoglycan) ไฟ โบ ร เน คติ น 
(Fibronectin) ซึ่งท้าหน้าในการเชื่อมต่อกับบริเวณรับของอินทิกริน (Integrin receptor) ใน
เยื่อหุ้มเซลล์ และอินทิกรินท้าหน้าที่เชื่อมต่อกับระบบเส้นใยภายในเซลล์ (Cytoskeleton) 
ท้าให้เกิดการประสานระหว่างเมทริกซ์นอกเซลล์ และไซโทพลาสซึม (Cytoplasm) ภายใน
เซลล์ [73] 

ในงานวิจัยนี  เลือกใช้เซลล์เนื อเยื่อผิวหนังของหนู (L929 mouse fibroblast; 
L929) ในการทดสอบกับฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน กลีเซอรอลที่ถูกดัดแปรพื นผิว
ด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ ซึ่ง L929 เป็นเซลล์มาตรฐานที่ใช้ในการทดสอบความเข้ากันได้ทาง
ชีวภาพของวัสดุในระดับห้องปฏิบัติการ 

เซลล์ผิวหนังของหนู (L929 mouse fibroblast) [74] 

  เซลล์ผิวหนังของหนู (L929 mouse fibroblast) เป็นเซลล์ชนิดหนึ่งที่สังเคราะห์
เมทริกซ์นอกเซลล์ (Extracellular matrix) และคอลลาเจน ซึ่งเป็นส่วนประกอบของเนื อเยื่อ
ในสัตว์ โดยพบมากในเนื อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissue) สัณฐานวิทยาของเซลล์ขึ นกับ
ต้าแหน่งที่เซลล์อาศัยและหน้าที่ของเซลล์ ส่วนใหญ่มักพบว่า เซลล์มีลักษณะเรียวยาว ดัง
แสดงในรูปที่ 13 หน้าที่หลักของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ คือ รักษาโครงสร้างของเนื อเยื่อเกี่ยวพัน
ให้สมบูรณ ์ 

 

  

 

 
รูปที่ 13 สัณฐานวิทยาของเซลล์ผิวหนังของหนูที่ก าลังขยายของกล้อง 100 เท่า (สเกลบาร์เท่ากับ 
100 ไมครอน) [74] 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 32 

2.7 งานวิจัยท่ีเกี่ยวข้อง 
2.7.1 การพัฒนาฟิล์มผสมระหว่างไฟโบรอินไหมและเจลาติน 

ในปี 2009 Bilman B. M. และคณะ [29] ได้ศึกษาการควบคุมการปลดปล่อยสาร
จากฟิล์มหลายชั น จากไฟโบรอินไหมจากไหมสายพันธุ์  Bombyx mori และเจลาตินชนิดเอ 
ที่อัตราส่วนต่าง ๆ โดยแช่ฟิล์มในสารละลายเมทานอล เพ่ือชักน้าโครงสร้างแผ่นพลีทเบต้า
ของไฟโบรอิน โดยท้าการเปรียบเทียบจ้านวนชั นของฟิล์มไฟโบรอินไหมผสมกับเจลาติน  
1 ชั น 3 ชั น และ 5 ชั น และเปรียบเทียบสัดส่วนไฟโบรอินไหมต่อเจลาติน 1:1 2:1 และ 4:1 
จากการศึกษาพบว่า พฤติกรรมการควบคุมการปล่อยสารจากฟิล์มผสมขึ นกับสัดส่วนการ
ผสมไฟโบรอินและเจลาติน จ้านวนชั นของฟิล์มผสม และอัตราการย่อยสลายทางชีวภาพ เมื่อ
เพ่ิมอัตราส่วนของเจลาติน ส่งผลให้สมบัติทางกลของฟิล์มผสมด้อยลง อัตราการย่อยสลาย
เร็วขึ น และอัตราการปลดปล่อยสารช้าลง นอกจากนี พบว่าการเพ่ิมจ้านวนชั นฟิล์มผสมช่วย
ให้อัตราการย่อยสลายช้าลง อีกทั งปลดปล่อยสารช้าลงด้วย และเมื่อน้าฟิล์มผสมไฟโบรอิน
และเจลาตินไปเลี ยงเซลล์ พบว่าเซลล์เจริญเติบโตได้ดี เมื่อเทียบกับฟิล์มไฟโบรอินไหมเพียง
อย่างเดียว ซึ่งแสดงให้เห็นว่าเจลาตินช่วยสนับสนุนการเจริญเติบโตของเซลล์ไฟโบรบลาสต์ได้ 

ในปี 2009 Watcharin O. และคณะ [75] ได้ศึกษาสัณฐานวิทยา โครงสร้างทุติยภูมิ
และสมบัติทางความร้อนของฟิล์มไฟโบรอินไหม ฟิล์มเจลาติน และฟิล์มผสมไฟโบรอินไหม
และเจลาติน จากการศึกษาพบว่าฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมและเจลาตินประกอบด้วยโครงสร้าง
แผ่นพลีทเบต้าและเกลียวแอลฟ่า ซึ่งมีลักษณะคล้ายกันกับไฟโบรอินไหม และเจลาติน จาก
การวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องกราด (Scanning Electron Microsphere, 
SEM) เพ่ือศึกษาสัณฐานวิทยา พบว่าฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาตินมีพื นผิวเรียบ
กว่าเมื่อเทียบกับฟิล์มไฟโบรอินไหมเพียงอย่างเดียว แสดงให้เห็นว่าเจลาตินช่วยให้พื นผิวของ
ไฟโบรอินไหมเรียบ นอกจากนี ผลจากการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงน ้าหนักของสารโดย
อาศัยสมบัติทางความร้อน (Thermogravimetric Analysis, TGA) พบว่าเสถียรภาพทาง
ความร้อน (Thermal stability) ของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมและเจลาตินเพ่ิมขึ นเมื่อเทียบ
กับฟิล์มไฟโบรอิน และฟิล์มเจลาติน 

ในปี 2010 Simchuer W. และคณะ [76] ได้ศึกษาการขึ นรูปฟิล์มผสมระหว่าง 
ไฟโบรอินไหมสายพันธุ์ Bombyx mori และเจลาตินชนิดเอที่อัตราส่วนเจลาตินต่างๆ คือ 0 
5 10 20 30 40 และ 50 โดยน ้าหนัก เพ่ือประยุกต์ใช้ในการควบคุมการปลดปล่อยยาที่มี
สมบัติชอบน ้า จากการศึกษาพบว่าเมื่อเพ่ิมอัตราส่วนเจลาติน ส่งผลให้ฟิล์มผสมมีความอ่อน
ตัวสูงขึ นเมื่อเทียบกับฟิล์มไฟโบรอินไหมเพียงอย่างเดียว อีกทั งพบว่าคลอเฮ็กซีดีน 
(Chlorhexidine, CHX) ถูกปลดปล่อยอย่างต่อเนื่องตลอดระยะเวลา 48 ชั่วโมง โดยฟิล์ม
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ผสมที่มีอัตราส่วนของเจลาตินเป็นองค์ประกอบอยู่มากจะส่งผลให้อัตราการปลดปล่อย
ค่อนข้างช้า เมื่อเทียบกับฟิล์มผสมที่มีอัตราส่วนของเจลาตินปริมาณน้อยกว่าเนื่องจากคลอ
เฮ็กซีดีนและเจลาตินมีความชอบน ้า ส่งผลให้อันตรกิริยาที่เกิดขึ นระหว่างโมเลกุลของคลอ
เฮ็กซีดีนและเจลาตินมีความแข็งแรงมากกว่าไฟโบรอินไหมเพียงอย่างเดียว  

ในปี 2015 Luyuan Y. และคณะ [27] ได้ศึกษาการดัดแปรฟิล์มไฟโบรอินไหมจาก
ไหมสายพันธุ์ Bombyx mori ด้วยเจลาตินชนิดเอส้าหรับเสริมการเจริญเติบโตของเซลล์ โดย
ใช้เซลล์ NIH 3T3 เป็นเซลล์ที่พัฒนาจากไฟโบรบลาสต์ตัวอ่อนของหนู และเปรียบเทียบ
ปริมาณเจลาตินที่เติมในสารละลายไฟโบรอินร้อยละ 0.625 1.25 2.5 5 10 และ 20 โดย
น ้าหนัก จากนั นแช่ฟิล์มในเมทานอล เพ่ือชักน้าโครงสร้างทุติยภูมิของไฟโบรอินไหม และน้า
ฟิล์มผสมไปศึกษาสมบัติทางกายภายและทางชีวภาพ จากการศึกษาพบว่า เมื่อเพ่ิมสัดส่วน
ของเจลาติน ส่งผลให้เซลล์เจริญเติบโตและยึดเกาะได้ดีบนพื นผิวเมื่อเทียบกับฟิล์มไฟโบรอิน
ไหมเพียงอย่างเดียวเนื่องจากโครงสร้างของเจลาตินมีล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอส 
ปาติกประกอบอยู่ จึงท้าให้เซลล์สามารถยึดเกาะที่พื นผิวของฟิล์มได้ นอกจากนี พบว่า 
เจลาตินช่วยปรับปรุงพื นผิวของฟิล์มไฟโบรอินให้เรียบเนียนขึ น  
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2.7.2 การดัดแปรฟิล์มไฟโบรอินไหมไทยด้วยกลีเซอรอล 
 ในปี 2010 Shenzhou Lu S. และคณะ [77] ได้ศึกษาผลของการเติมกลีเซอรอลใน
อัตราส่วนต่าง ๆ คือ 2 5 10 20 30 40 และ 50 โดยน ้าหนัก ที่มีผลต่อความยืดหยุ่นของ
ฟิล์มไฟโบรอินไหมสายพันธุ์ Bombyx mori จากการศึกษาพบว่าการเติมกลีเซอรอลร้อยละ 
2 -5 โดยน ้าหนัก ไม่ได้ส่งผลต่อความยืดหยุ่นของฟิล์มไฟโบรอินไหม และเมื่อเพ่ิมปริมาณ 
กลีเซอรอลในฟิล์มเป็นร้อยละ 10 ถึง 20 โดยน ้าหนัก พบว่าฟิล์มผสมมีความยืดหยุ่นเพ่ิม
สูงขึ นอย่างต่อเนื่อง แต่พบว่าความยืดหยุ่นของฟิล์มผสมที่มีปริมาณกลีเซอรอลเป็นร้อยละ 
30 ถึง 50 โดยน ้าหนัก ไม่แตกต่างกับฟิล์มผสมที่มีปริมาณกลีเซอรอลอย่างมีนัยส้าคัญ 
ชี ให้เห็นว่าปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก เป็นปริมาณสูงสุดที่กลีเซอรอลสามารถ
เข้าไปแทรกตัวในสายโซ่ไฟโบรอินและท้าให้ฟิล์มผสมมีความยืดหยุ่นสูงสุด 

ในปี 2013 Wang Y. และคณะ [52] ได้ศึกษาการขึ นรูปฟิล์มไฟโบรอินไหมและ 
กลีเซอรอลที่ผ่านการเชื่อมขวางด้วยเจนิพิน (Genipin) โดยเติมกลีเซอรอลเพ่ือปรับปรุง
สมบัติทางกลและสมบัติทางกายภาพของฟิล์ม จากการทดสอบสมบัติทางกลพบว่าเมื่อ
ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 ค่าความแข็งแรงในการทนแรงดึงยืดของฟิล์มผสมเพ่ิมขึ น แต่
เมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 60 ค่าความแข็งแรงลดลง ค่าร้อยละการดึงยืดมีค่าเพ่ิมขึ น 
และค่ามอดุลัสของยัง (Young’s modulus) ลดลง 

ในปี 2016 Joseph E. B, และคณะ [78] ได้ศึกษาการขึ นรูปฟิล์มผสมไฟโบรอินไหม
และกลีเซอรอลในอัตราส่วนกลีเซอรอลต่อไฟโบรอินไหมเป็น 1:99 5:95 10:90 20:80 
30:70 40:60 โดยน ้าหนักตามล้าดับ เพ่ือศึกษาสมบัติทางความร้อนและทางกายภาพของ
ฟิล์มผสม จากการศึกษาสมบัติทางความร้อนพบว่าเมื่อปริมาณกลีเซอรอลกลีเซอรอลเพ่ิมขึ น 
ส่งผลให้ค่าอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้ว (Glass transition temperature) ลดต่้าลง เนื่องจาก
โมเลกุลของกลีเซอรอลท้าหน้าที่เป็นสารเสริมสภาพพลาสติกแทรกตัวอยู่ระหว่างสายโซ่ของ
ไฟโบรอินไหม จึงส่งผลรบกวนการจัดเรียงตัวของสายโซ่ไฟโบรอินให้เคลื่อนที่เป็นอิสระมาก
ขึ น และจากผลการศึกษาโครงสร้างทุติยภูมิของฟิล์มผสมพบว่า โครงสร้างเกลียวแอลฟ่าใน
ฟิล์มผสมที่มีปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 30 โดยน ้าหนักมีปริมาณมากกว่าในฟิล์มไฟโบรอิน
ไหม โดยกลไกที่เกิดขึ นระหว่างโมเลกุลของกลีเซอรอลและไฟโบรอินไหมเกิดพันธะไฮโดรเจน
ระหว่างหมู่ไฮดรอกซิลของกลีเซอรอลและหมู่ เอมีนของไฟโบรอินไหม ดังนั นการเติม 
กลีเซอรอลในฟิล์มไฟโบรอินไหมจึงท้าให้ฟิล์มผสมมีความยืดหยุ่นเพ่ิมมากขึ น 
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2.7.3 การอบนิ่มด้วยไอน  าของไฟโบรอินไหมไทย 
ในปี 2011 Xiao H. และคณะ ]55[   ได้รายงานผลการอบนิ่มด้วยไอน ้าที่อุณหภูมิต่าง 

ๆ (4 25 37 50 และ 95 องศาเซลเซียส ) ต่อโครงสร้างของฟิล์มไฟโบรอินไหม พบว่า
สเปกตรัมการดูดกลืนของฟิล์มไฟโบรอินไหมที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า ปรากฏ ที่ยอดคลื่น  

1648 ต่อเซนติเมตร ซึ่งแสดงถึงโครงสร้างแบบเกลียวสุ่ม และเมื่อน้าฟิล์มไฟโบรอินไหมไป
อบนิ่มด้วยไอน ้า ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะพบยอดคลื่นที่ 1626 ต่อเซนติเมตร ซึ่ง
แสดงถึงโครงสร้างแผ่นพลีทเบต้า และเมื่อเพ่ิมเวลาของการอบนิ่มด้วยไอน ้า จะพบว่า 
สเปกตรัมการดูดกลืนของไฟโบรอินไหมจะปรากฏยอดคลื่น 1626 ต่อเซนติเมตรที่ชัดเจน 
แสดงให้เห็นว่าการอบนิ่มด้วยไอน ้าส่งผลต่อสายโซ่ไฟโบรอินไหมมีการจัดเรียงตัวที่เป็น
ระเบียบมากขึ น  

ในปี 2010 Qiang L. และคณะ [28] ได้ศึกษาการเปรียบเทียบผลของการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้าและการอบไอด้วยสารละลายเมทานอลของฟิล์มไฟโบรอิน เพ่ือชักน้าโครงสร้าง
ทุติยภูมิแบบแผ่นพลีทเบต้าให้แก่ไฟโบรอินไหม จากผลการศึกษาโครงสร้างทุติยภูมิของฟิล์ม
ไฟโบรอินพบว่าการอบนิ่มด้วยไอน ้าเป็นเวลา 6 ชั่วโมง สามารถชักน้าโครงสร้างทุติยภูมิที่
เป็นระเบียบให้แก่ไฟโบรอินไหมได้ใกล้เคียงกับการอบไอด้วยเมทานอลที่ความเข้มข้นของ
สารละลายเมทานอลร้อยละ 80 เป็นเวลา 1 ชั่วโมง อีกทั งสมบัติทางกายภาพของฟิล์ม 
ไฟโบรอินที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าและอบไอด้วยสารละลายเมทานอลไม่แตกต่างกันอย่างมี
นัยส้าคัญ และมีความแข็งแรงมากกว่าเมื่อเทียบกับฟิล์มไฟโบรอินไหมที่ ไม่ ได้ผ่าน
กระบวนการทั งสอง แสดงให้เห็นว่าการอบนิ่มด้วยไอน ้าเป็นเวลา 6 ชั่วโมง สามารถชักน้า
โครงสร้างทุติยภูมิของสายโซ่ไฟโบรอินไหมให้เป็นระเบียบเทียบเท่าการอบไอด้วยสารละลาย
เมทานอลเป็นเวลา 1 ชั่วโมง 

ในปี 2007 Xiao hu และคณะ [79] ได้ศึกษาผลของการอบนิ่มด้วยไอน ้าต่อสมบัติ
ทางความร้อนของฟิล์มไฟโบรอินไหม จากการศึกษาพบว่าเมื่อน้าฟิล์มไฟโบรอินไปผ่าน
กระบวนการอบนิ่มด้วยไอน ้า โมเลกุลของไอน ้าจะแทรกเข้าไปในสายโซ่ของไฟโบรอิน สายโซ่
ไฟโบรอินจึงเคลื่อนที่เป็นอิสระมากขึ น และจัดเรียงตัวเป็นระเบียบได้มากขึ น ส่งผลให้ค่า
อุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้ว (Glass transition temperature; Tg) ของฟิล์มไฟโบรอินที่ผ่าน
การอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าสูงกว่าฟิล์มไฟโบรอินที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 
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2.7.4 การดัดแปรพื นผิววัสดุด้วยไวรัสใบด่างยาสูบที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล าดับ
กรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก 

ในงานวิจัยของ L.Andrew Lee และคณะ [37] ได้ศึกษาการดัดแปรพื นผิวถาด
เพาะเลี ยงเซลล์ด้วยไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (TMV-wt) และไวรัสใบด่าง
ยาสูบที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก (TMV-RGD) 
โดยใช้สารละลายไวรัสที่มีความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากการศึกษาพบว่าเซลล์ไต
ของลู กห นู แฮมส เตอร์  (Baby hamster kidney cell; BHK) สามารถยึ ด เกาะและ
เจริญเติบโตบนพื นผิวที่ถูกดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD ได้ดีกว่าในพื นผิวที่ถูกดัดแปรด้วย
ไวรัส TMV-wt เนื่องจากไวรัส TMV-RGD มีล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก ซึ่ง
จ้าเพาะต่ออินทิกริน (Integrin) ที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์ซ่ึงจะจับกับล้าดับกรดอะมิโน RGD ที่อยู่
บนพื นผิวของไวรัส TMV-RGD จึงส่งผลให้เซลล์สามารถยึดเกาะที่พื นผิวที่ดัดแปรด้วยไวรัส 
TMV-RGD ได้ดีขึ น 

ในงานวิจัยของ Pongkwan S. และคณะ [39] ได้ศึกษาการดัดแปรพื นผิ ว  
3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) ด้วยไวรัส TMV-wt และไวรัส TMV-RGD โดย
ใช้สารละลายไวรัสที่มีความเข้มข้น 0.2 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากการศึกษาสัณฐานพื นผิวด้วย
กล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม Atomic Force Microscope (AFM) พบว่าการดัดแปรพื นผิว 
APTES ด้วยไวรัสทั งสองชนิดนั น ส่งผลให้พื นผิว APTES มีความขรุขระเพ่ิมมากขึ น และเมื่อ
ศึกษาสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของเซลล์สตรอมอลจากไขกระดูก (Bone marrow 
stromal cells; BMSc) ที่เพาะเลี ยงบน APTES ที่ถูกดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสทั งสองชนิด 
พบว่าจ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะและเจริญเติบโตบนพื นผิวที่ถูกดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD มี
ปริมาณมากกว่าพื นผิวที่ถูกดัดแปรด้วยไวรัส TMV-wt เนื่องจากล้าดับกรดอะมิโน RGD มี
ความจ้าเพาะต่ออินทิกรินที่บริเวณเยื่อหุ้มเซลล์ จึงท้าให้เซลล์สามารถยึดเกาะที่พื นผิวที่ถูก
ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD ได้ดีกว่าพื นผิวที่ถูกดัดแปรด้วย TMV-wt 
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บทที่ 3 

วัสดุและวิธีการด าเนินการวิจัย 
3.1 วัสดุและสารเคมี 

3.1.1 ไหมไทย (สายพันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 จากศูนย์หม่อนไหมแห่งชาติเฉลิมพระเกียรติ
สมเด็จพระนางเจ้าสิริกิติ์พระบรมราชินีนาถ จังหวัดนครราชสีมา) 

3.1.2 เจลาตินชนิดเอ (น ้าหนักโมเลกุล 1 00 กิโลดาลตัน , Isoelectric point (pl) = 9 (Nitta 
Gelatin Inc., ญี่ปุ่น) 

 3.1.3 กลีเซอรอลเกรดงานวิเคราะห์ (Glycerol; C3H8O3) 

 3.1.4 สารละลายไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (TMV-wt) 

 3.1.5 สารละลายไวรัสใบด่างยาสูบที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโน RGD  

(TMV-RGD) 

 3.1.6 โซเดียมคาร์บอเนต (Sodium carbonate; Na2CO3) (Ajax Finechem, ออสเตรเลีย) 

 3.1.7 ลิเทียมโบรไมด์ (Lithium bromide; LiBr) (Sigma-Aldrich, เยอรมนี) 

 3.1.8 กรดไฮโดรคลอริก (HCl; 36.5-38%, J.T. Baker, NJ, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.9 1-ethyl-3-(3-Dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) 
(Nacalai Tesque ญี่ปุ่น) 

 3.1.10 N-hydroxysuccinimide (NHS) (Nacalai Tesque ญ่ีปุ่น) 

 3.1.11 แม่พิมพ์แก้ว (Glass mold) ขนาด 7 x 7 ตารางเซนติเมตร 

 3.1.12 เครื่องชั่งน ้าหนักแบบดิจิตอล (AL204, Mettler TOLEDO, สหรัฐอเมริกา) 

3.1.13 เยื่อเลือกผ่านส้าหรับการไดอะลิซิส (molecular weight cut-off (MWCO) 12-16 
กิโลดาลตัน, Viskase Company, ญี่ปุ่น)  

  3.1.14 2-mercaptoethanol (Sigma-Aldrich, เยอรมัน) 

  3.1.15 บิวทานอล (n-butanol) (99.5%, Qrec chemical Co., Ltd., นิวซีแลนด์) 

  3.1.16 คลอโรฟอร์ม (Chloroform) (Sigma-Aldrich, เยอรมัน) 

 3.1.17 โซเดียมคลอไรด์ (≥ 99.5% (AT), Sigma-Aldrich, Inc. CAS Number 7647-14-5) 
  3.1.18 พอลิเอทิลีนไกลคอล (Polyethylene glycol) 

  3.1.19 สารละลายซูโครส (Sigma-Aldrich, เยอรมัน) 
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  3.1.20 บัฟเฟอร์ฟอสเฟต (PBS, pH 6.5, Bio basic Inc., แคนาดา) 

3.1.21 Dulbecco’s modified eagle powder medium with high glucose (DMEM, 
Hyclone,  
GE Healthcare, สหรัฐอเมริกา) 

  3.1.22 Fetal bovine serum (FBS, Hyclone, GE Healthcare, สหรัฐอเมริกา) 

  3.1.23 Trypan blue Stain 0.4% (Gibco, สหรัฐอเมริกา) 

  3.1.24 Sodium hydrogen carbonate (NaHCO3, MW 84.01 g/mol, Merck, เยอรมัน) 

3.1.25 SDS lysis buffer Sodium dodecylsulfate (SDS, C12H25OSO3Na, MW 288.38 
g/mol, Biotech Basic Canada Inc., แคนาดา) 

  3.1.26 กระจกสไลด์ (Glass slide, 25.4 x 76.2 x 1.2 mm, Sail band, จีน) 

3.2 อุปกรณ์ 
 3.2.1 เครื่องหมุนเหวี่ยง (Centrifuge) (Universal 320R, Hettich เยอรมนี) 

 3.2.2 ตู้เย็น (NR-BU343, Panasonics ไทย) 

 3.2.3 ปิเปตต์อัตโนมัติ (Automatic pipette) (Eppendrof เยอรมัน) 

 3.2.4 เครื่องกวนสารละลาย (Magnetic stirrer) / เตาให้ความร้อน (Hot plate) (RCT 
Basic, lka labortecgnik เยอรมัน) 

 3.2.5 ตู้อบ (VD23, Binder, เยอรมัน) 

 3.2.6 เครื่องวัดค่าความเป็นกรดด่าง (pH meter, professional meter, pp-50, เยอรมัน) 

 3.2.7 เครื่อง Zetasizer (650, Malvern, อังกฤษ) 

3.2.8 เครื่องวิ เคราะห์สมบัติทางกลพลวัต  (Dynamic mechanical analyzer ,DMA) 
(242C, NETZSCH เยอรมัน) 

 3.2.9 เครื่องทดสอบยูนิเวอร์แซล )Universal Testing machine))Instron 5567  

สหรัฐอเมริกา) 

3.2.10 Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR, Perkin Elmer 
Spectrum One, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.11 กล้ อ งจุ ล ท รรศน์ แ รงอะต อม  (Atomic Force Microscope) (MFP-3D-BIO, 
Asylum Research สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.12 เครื่องปั่น (Panasonics, ไทย) 
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 3.2.13 เครื่องปั่นเหวี่ยงแยกสารความเร็วสูงแบบยิ่งยวดชนิดควบคุมอุณหภูมิ  

(Ultracentrifuge) 

 3.2.14 เครื่องวัดปริมาณกรดนิวคลีอิคและโปรตีน (Nanodrop, Impren, เยอรมัน) 

 3.2.15 MALDI TOF (Autoflex Speed, Bruker, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.16 อ่างควบคุมอุณหภูมิ (1235 PC, Shel-Lab, สหรัฐอเมริกา) 

 3.2.17 เครื่อง Microplate Reader (FLUOstar Omega, BMG LABTECH, เยอรมัน) 

3.2.18 กล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่าน (Transmittion Electron Microscope, JEM-1400 
JEOL Ltd., ญี่ปุ่น) 

 3.2.19 กล้องจุลทรรศน์ (Microscope Nikon, Eclipse 80i, ญี่ปุ่น) 

 3.2.20 ตู้ดูดความชื น (SR Lab, ไทย) 

 3.2.21 ตู้ปลอดเชื อ (Laminar Flow Cabinet, ScanLaf, Mars 1800, เดนมาร์ก) 

3.2.22 ตู้เพาะเชื อบรรยากาศคาร์บอนไดออกไซด์ (CO2 Incubator, Galaxy 170R, New 
Brunswick, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.23 จานเพาะเลี ยงเซลล์  24 หลุม (24-well polystylene tissue culture plates) 
(Corning, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.24 จานเพาะเลี ยงเซลล์  96 หลุม (96-well polystylene tissue culture plates) 
(Corning, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.25 Polystylene tissue culture flask (Corning, สหรัฐอเมริกา) 

3.2.26 emocytometer (Boeco, เยอรมัน)  
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3.3 แผนผังการด าเนินงานวิจัย 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 14 แผนผังการด าเนินงานวิจัย 

การด้าเนินงานวิจัยแบ่งออกเป็น 2 ส่วนหลัก ดังแสดงในรูปที่ 14 ได้แก่ กระบวนการขึ นรูป 
ฟิล์มผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทยกับกลีเซอรอล และฟิล์มผสมระหว่างไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน 
และกลีเซอรอล และการทดสอบสมบัติทางกายภาพและทางเคมี เพ่ือคัดเลือกฟิล์มผสมที่มีสมบัติ
เหมาะสม จากนั นดัดแปรพื นผิวของฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt และ TMV-RGD โดย
วิธีการเคลือบและการเชื่อมขวาง และน้าไปศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพ 
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3.4 ขั นตอนการด าเนินงานวิจัย  
3.4.1 การเตรียมสารละลายผสมไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน 

3.4.1.1 การเตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทย 
เตรียมสารละลายไฟโบรอินไหมไทยโดยวิธีซึ่งดัดแปลงจากงานวิจัยของ 

Kim U. และคณะในปี 2004 [25] ดังแสดงในรูปที่ 15 โดยต้มรังไหม 40 กรัมใน
สารละลายโซเดียมคาร์บอเนต ความเข้มข้น 0.02 โมลาร์ ปริมาตร 1 ลิตร เป็นเวลา 
20 นาที จากนั นล้างเส้นใยไหมที่ได้ในน ้าปราศจากไอออน (deionized water) 
และท้าซ ้าอีกครั งเพ่ือก้าจัดกาวไหม ผึ่งเส้นใยไฟโบรอินไหมไทยที่ได้อุณหภูมิ  25 
องศาเซลเซียส ละลายเส้นใยไฟโบรอินในสารละลายลิเทียมโบรไมด์ ความเข้มข้น 
9.3 โมลาร์ ในอัตราส่วนเส้นใยไฟโบรอินต่อสารละลายลิเทียมโบรไมด์ 1 ต่อ 4 โดย
น ้าหนักต่อปริมาตร ณ อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 4 ชั่วโมง 

บรรจุสารละลายไฟโบรอินที่ได้ในถุงเยื่อเลือกผ่านส้าหรับการไดอะลิซิส 
(dialysis tube) และไดอะลิซิสในน ้าปราศจากไอออน 5 ลิตร ณ อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นระยะเวลา 48 ชั่วโมง โดยเปลี่ยนน ้าส้าหรับไดอะลิซิส 8 ครั ง จากนั น 
น้าสารละลายที่ได้ไปปั่นเหวี่ยงด้วยเครื่องหมุนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 9,000 รอบต่อ
นาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที เพ่ือก้าจัดตะกอนสิ่งสกปรก 
วิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอินไหมไทยที่เตรียมได้โดยเปรียบเทียบ
น ้าหนักของสารละลายก่อน และหลังอบแห้ง และเก็บสารละลายไฟโบรอินไหมที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

การก้าจัดกาวไหม (เซริซิน) 

1) น้ารังไหมไทยสายพันธุ์นางน้อยศรีสะเกษ 1 มาท้าความสะอาดโดยก้าจัดสิ่ง
สกปรกออกจากรังไหม จากนั นชั่งน ้าหนักรังไหม 40 กรัม  

2) ต้มรังไหมในสารละลายโซเดียมคาร์บอเนต (Na2CO3) ความเข้มข้น 0.02 โมล
ต่อลิตร เป็นเวลา 20 นาท ี

3) น้ารังไหมที่ผ่านการต้มแล้วมาล้างด้วยน ้าปราศจากไอออน (Deionized water) 
ประมาณ 5 ครั ง ครั งละ 5 ลิตร เพ่ือก้าจัดเซริรินและสารลายละลายโซเดียม
คาร์บอเนต 

4) ท้าซ ้าข้อ 2) และ 3) อีก 1 ครั ง 
5) น้าเส้นใยไหมไฟโบรอินที่ผ่านการก้าจัดกาวไหมไปผึ่งให้แห้งเป็นเวลา 2 – 3 วัน 
6) ฉีกเส้นใยไหมไฟโบรอินให้ฟู เพ่ือเพ่ิมพื นที่ผิวสัมผัส ส้าหรับเตรียมสารละลาย
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ไหมไฟโบรอินต่อไป 

การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 

1) น้าเส้นใยไหมไฟโบรอินที่ผ่านการก้าจัดกาวไหมแล้วละลายในสารละลาย
ลิเทียมโบรไมด์ (LiBr) ความเข้มข้น 9.3 โมลต่อลิตร ในอัตราส่วน เส้นใยไฟโบรอิน
ไหม 4 กรัม ต่อ สารละลายลิเทียมโบรไมด์ 16 มิลลิลิตร โดยน้าไปอบที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 4 ชั่วโมง จนได้สารละลายไหมไฟโบรอินที่มีลักษณะเหลือง
ใส 

2) น้าสารละลายไฟโบรอินไหมที่ได้มาไดอะไลซ์ในน ้าปราศจากไอออนด้วยถุง
ไดอะไลซ์ (MWCO เท่ากับ 12,000-16,000) อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 
48 ชั่วโมง เพ่ือก้าจัดลิเทียมโบรไมด์ โดยเปลี่ยนน ้าปราศจากไอออนที่เวลา 20 40 
และ 60 นาที ในชั่วโมงแรก จากนั นเปลี่ยนน ้าวันละ 3 ครั ง (เช้า กลางวัน เย็น) 

3) น้าสารละลายไหมไฟโบรอินที่ผ่านการไดอะไลซ์แล้วไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 
9,000 รอบต่อนาที อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที โดยท้าซ ้าทั งหมด 
2 รอบ เพ่ือก้าจัดตะกอนส่วนที่ไม่ละลายน ้าและสิ่งสกปรกออกจากสารละลาย
ดังกล่าว จากนั นน้าสาระลายไหมไฟโบรอินไปเก็บที่ อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

4) วิเคราะห์ความเข้มข้นของสารละลายไหมไฟโบรอินด้วยการอบแห้งเพ่ือหา
น ้าหนักของไฟโบรอิน โดยสารละลายไหมไฟโบรอินจะมีความเข้มข้นประมาณร้อย
ละ 6.0 – 7.0 โดยน ้าหนัก ซึ่งสามารถค้านวณได้จากสมการ 

 

ความเข้มข้นของสารละลายไฟโบรอิน (%) = 
น ้าหนักไฟโบรอินแห้ง

น ้าหนักของสารละลาย
 x 100%…(สมการที่ 1) 
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รังไหม 40 กรัม 
(สายพันธ์ุนางน้อยศรสีะเกษ 1) 

ต้มรังไหมใน 0.02 M Na2CO3 
20 นาที ซ ้า 2 รอบ 

เส้นใยไฟโบรอินไหม 
ที่ก้าจัดกาวไหมแล้ว 

ละลายไฟโบรอินไหมใน 
0.9 M LiBr ที่อุณหภูมิ 60oC 

 4 ช่ัวโมง 

สารละลาย 
ไฟโบรอินไหมใน LiBr 

ไดอะไลซด์้วยน ้า
ปราศจากไอออนและ

เปลี่ยนน ้า 3 วัน 

สารละลายไฟโบรอิน
ความเข้มข้น 6-7% 

โดยน ้าหนัก 

 

ขั นตอนที่ 1 การก้าจัดกาวไหม 

 

   

  

  

 

 

 

ขั นตอนที่ 2 การเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 

 

 

  

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 15 ขั้นตอนการเตรียมสารละลายไฟโบรอิน 
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3.4.1.2 การเตรียมสารละลายเจลาติน 
เตรียมสารละลายเจลาตินชนิดเอ ความเข้มข้นร้อยละ 5 โดยน ้าหนัก โดยแช่ผง

เจลาตินในน ้าปราศจากไอออนเป็นเวลา 1 ชั่วโมง และปั่นกวนสารละลายเจลาติน ณ 
อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที เพ่ือให้ได้สารละลายที่เป็นเนื อเดียวกัน 

3.4.2 การวิเคราะห์ค่าศักย์ซีตา (Zeta potential) ของสารละลายด้วยเครื่อง Zeta sizer 
วิเคราะห์ค่าศักย์ซีตาของสารละลายไฟโบรอินไหม เจลาติน กลีเซอรอล และสารละลาย

ผสม ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ค่าความเป็นกรดด่าง 2 – 9 ด้วยเครื่อง Zeta sizer โดยใช้
เทคนิค Laser Doppler Electrophoresis (LDE) 

3.4.3 การขึ นรูปฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกลีเซอรอล  
1( เตรียมสารละลายผสมระหว่างสารละลายไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน ความเข้มข้น

รวมร้อยละ 4.0 โดยน ้าหนัก โดยอัตราส่วนโดยน ้าหนักของไฟโบรอินไหมไทยต่อเจลาตินคิดเป็น 
80 ต่อ 20 และผสมกลีเซอรอลในสัดส่วนร้อยละ 5 10 20 30 โดยน ้าหนักของสารละลาย
โปรตีนผสม ปั่นกวนสารละลายให้เป็นเนื อเดียวกันที่อุณหภูมิ 45 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 
30 นาท ี

2( เทสารละลายผสมปริมาตร 20 มิลลิลิตรลงในแม่พิมพ์แก้วขนาด 7  x 7 ตาราง
เซนติเมตร และผึ่งให้แห้งที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 72 ชั่วโมง จะได้ฟิล์ม
ผสมที่มีความหนาประมาณ 150 ไมโครเมตร  

3.4.4 การอบนิ่มด้วยไอน  าของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกลีเซอรอล 
การอบนิ่มด้วยไอน ้า )Water vapor annealing; WVA) ของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย  

เจลาติน และกลีเซอรอล มีวัตถุประสงค์เพ่ือเพ่ิมความคงตัวของฟิล์มในน ้า โดยกระบวนการ
ดังกล่าวสามารถกระตุ้นการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนไฟโบรอินให้มีความเป็น
ระเบียบเพิ่มขึ น [45] กระบวนการอบนิ่มด้วยไอน ้าท้าได้โดยบรรจุฟิล์มสูตรผสมที่เตรียมได้ในโถ
แก้ว )Desiccator) ที่บรรจุน ้าปริมาตร 1 ลิตร และปรับสภาวะภายในโถแก้วให้เป็นสุญญากาศ
เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั นจึงน้าฟิล์มไปอบที่อุณหภูมิ 60 
องศาเซลเซียส เป็นระยะเวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือก้าจัดความชื น 

3.4.5 การวิเคราะห์สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของฟิล์มผสม  
3.4.5.1 การทดสอบความแข็งแรงในการทนแรงดึงด้วยเครื่อง Universal Testing 
Analyzer 

การทดสอบความแข็งแรงในการทนแรงดึงของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมและ 
กลีเซอรอลและฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกลีเซอรอล ก่อนและหลังการ
อบนิ่มด้วยไอน ้า โดยตัดฟิล์มผสมขนาด 1 x 7 ตารางเซนติเมตร และน้าไปทดสอบแรง
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ดึงด้วยเครื่อง Universal testing machine ตามมาตรฐาน ASTM-D882-2 ความเร็วใน
การดึง 12.5 มิลลิเมตรต่อนาที ใช้ก้อนน ้าหนัก )Load cell) ขนาด 1 กิโลนิวตัน ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ท้าซ ้า 10 ชิ น ซึ่งความแข็งแรงในการทนแรงดึงยืดของฟิล์ม
ผสมพิจารณาได้จาก  

 ร้อยละการดึงยืด ณ จุดขาด )Elongation at break) 

ค่าความยืดหยุ่นของฟิล์มผสม สามารถหาได้จากร้อยละการดึงยืด ณ จุดขาด 
)%Elongation at break) ดังสมการ 

% Elongation at break = 
L−L0

L0
 x 100%  =  

∆L
L0

 x 100%           …(สมการที่ 2) 

 ค่ามอดุลัสของยัง )Young’s modulus, E) 

ค่ามอดุลัสของยังส์มีความส้าคัญในเชิงวิศวกรรมที่ เกี่ยวข้องกับการ
เปลี่ยนแปลงรูปร่างของ ฟิล์มผสม หาได้จากกราฟความสัมพันธ์ความเค้นและ
ความเครียด ในช่วงที่ฟิล์มผสมมีการเปลี่ยนแปลงรูปร่างแบบอิลาสติก ถ้าน้าแรงที่
กระท้าต่อชิ นงานออกไปจะท้าให้รูปทรงของฟิล์มผสมกลับคืนสู่สภาพเดิมได้ ซึ่ง
เป็นไปตามกฎของฮุค )Hook’s Law) ค้านวณได้จากสมการ 

Young’s modulus = 
𝜎 ในช่วงที่ฟิล์มผสมอยู่ในช่วงอิลาสติก

ε ในช่วงที่ฟิล์มผสมอยู่ในช่วงอิลาสติก
                  …(สมการที่ 3) 

โดยที่    คือ ความเค้นทางวิศวกรรม (Engineering stress) 

                   คือ ความเครียดทางวิศวกรรม (Engineering strain) 

L คือ ความยาวสุดท้ายของฟิล์มผสม 

L0 คือ ความยาวเริ่มต้นของฟิล์มผสม 
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3.4.5.2 การทดสอบสมบัติทางความร้อนของฟิล์มผสมด้วยเครื่อง Dynamic 
mechanical analyzer 

การทดสอบสมบัติทางความร้อนของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน 
และกลีเซอรอล ก่อนและหลังการอบนิ่มไอน ้า โดยการตัดฟิล์มผสมขนาด 0.5  x 3 
ตารางเซนติเมตร และน้าไปทดสอบ ที่ช่วงอุณหภูมิ 25 ถึง 250 องศาเซลเซียส ความถี่ 
1 เฮิรตซ์ อัตราการให้ความร้อน 3 องศาเซลเซียสต่อนาที ในการวิเคราะห์สมบัติทาง
ความร้อนของฟิล์มผสมนั น สามารถหาได้จากพีคของค่า Damping factor หรือค่า 
Tan(delta) ซึ่งบ่งบอกถึงอัตราส่วนของมอดุลัสสูญเสียต่อมอดุลัสสะสมจะเกิดในช่วง
ของการเปลี่ยนสถานะคล้ายแก้วพอลิเมอร์ ซึ่งพอลิเมอร์จะเปลี่ยนสภาพจากคล้ายแก้ว
เป็นคล้ายยาง เนื่องจากการเคลื่อนที่ของสายโซ่โมเลกุลในโครงสร้างพอลิเมอร์ ซึ่งที่
จุดสูงสุดของกราฟ Tan(delta) จะสอดคล้องกับค่าอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้ว )Glass 
transition temperature, Tg) ของพอลิเมอร์ 

โดยหาได้จากสมการดังนี   

E* = E’ + E”                              …(สมการที่ 4) 

                                                              Tan = 
E"

E'
                           …(สมการที่ 5) 

โดยที ่ E* =  มอดุลัสเชิงซ้อน (Complex modulus)  
E’  = มอดุลัสสะสม (Storage modulus) 
E”   = มอดุลัสสูญเสีย (Loss modulus) 
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3.4.5.3 การวิเคราะห์สมบัติทางเคมี 
การวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของฟิล์มผสมด้วยเครื่อง Attenuated Total 

Reflectance Fourier transform infrared spectroscopy (ATR-FTIR) ข อ ง ฟิ ล์ ม
ผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกลีเซอรอล ก่อนและหลังการอบนิ่มด้วยไอน ้า โดย
อาศัยหลักการดูดกลืนคลื่นรังสีอินฟราเรดในช่วงกลาง )Middle infrared region) ที่
ความละเอียด 4 ต่อเซนติเมตร ช่วงความยาวคลื่น 400 – 4,000 ต่อเซนติเมตร เพ่ือ
ตรวจสอบหมู่ฟังก์ชันเคมีที่บ่งชี ถึงคุณลักษณะเฉพาะโปรตีนไฟโบรอินไหม เจลาติน และ
กลีเซอรอล นอกจากนี  น้าข้อมูลในช่วง Amide I (ช่วงคลื่นประมาณ 1600 – 1700 ต่อ
เซนติเมตร( ซึ่งเป็นพีคหลักที่ใช้ในการวิเคราะห์โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน เนื่องจาก
เป็นพีคทีมีความเข้มสเปกตรัมสูง และมีความว่องไวต่อการเปลี่ยนแปลงพันธะของสาย
พอลิเพปไทด์ไปเป็นโครงสร้างแบบทุติยภูมิ ซึ่งประกอบด้วยการสั่นแบบยืดของพันธะ 
C=O มากถึงร้อยละ 80 อย่างไรก็ตามพีคที่ปรากฏจะมีลักษณะกว้าง )Broaden peak) 
ซึ่งท้าให้ไม่สามารถศึกษาโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนได้อย่างละเอียด ดังนั นวิธี 
Fourier self-deconvolution (FSD) จึงได้รับการพัฒนาเพ่ือช่วยวิเคราะห์สเปกตรัม
ของ FTIR โดยการน้าสเปกตรัมที่ได้มาวิเคราะห์ในเชิงปริมาณด้วยเทคนิค Curve 
fitting ซึ่งจะได้พีคย่อยหลายพีค และน้าเลขคลื่นของแต่ละพีคย่อยมาวิเคราะห์หา
โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนและหมู่ไทโรซีน ดังแสดงข้อมูลในตารางที่ 7 จึงท้าให้
สามารถวิเคราะห์ทั งองค์ประกอบและปริมาณของโครงสร้างโปรตีนได้ 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

ตารางท่ี 7 โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนและหมู่ไทโรซีน [80] 

เลขคลื่น (ซม-1) โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนและหมู่ไทโรซีน 

1,605 – 1,615 หมู่ไทโรซีน (Tyrosine) 

1,616 – 1,621 แผ่นพลีทเบต้า (-sheet) 

1,638 – 1,653 เกลียวสุ่ม (Random coil) 

1,656 – 1,622 เกลียวแอลฟ่า (Alpha helix) 

1,663 – 1,696 เบต้าเทิร์น (-turn) 
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3.4.5.4. ความคงตัวของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหม เจลาติน และกลีเซอรอล 
การวิเคราะห์ความสามารถในการคงตัวในน ้าของฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์ม

ผสม SF/GA/Gly ก่อนและหลังการอบนิ่มด้วยไอน ้า มีขั นตอนดังนี  

1. ตัดฟิล์มผสมขนาด 1x1 ตารางเซนติเมตร และชั่งน ้าหนักแห้งของฟิล์มผสม 
)W1) จากนั นน้าฟิล์มผสมไปแช่สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ )PBS, ค่าความเป็นกรดด่าง
เท่ากับ 7.4) ปริมาตร 10 มิลลิลิตร ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง 

2. น้าฟิล์มผสมภายหลังการแช่สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ไปตากให้แห้งในตู้
ดูดความชื น อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั นชั่งน ้าหนักแห้ง
ของฟิล์มผสม )W2) 

จากนั นประเมินความสามารถในการคงตัวในน ้าของฟิล์มผสม ได้จาก 

- การวิเคราะห์ร้อยละน ้าหนักแห้งของฟิล์ม 

การวิเคราะห์ร้อยละน ้าหนักแห้งของฟิล์มผสมของไฟโบรอินไหม
ไทย เจลาติน และกลีเซอรอลก่อนและหลังการอบนิ่มด้วยไอน ้า ภายหลัง
การแช่ในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ สามารถหาได้จากสมการ 

ร้อยละน ้าหนักแห้งของฟิล์ม 
W1−W2

W1
 x 100%    …(สมการที่ 6) 

- การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่ละลายออกมา 

การวิเคราะห์ปริมาณโปรตีนที่ละลายออกมาวิเคราะห์โดยใช้ชุด
ตรวจวัดโปรตีน Bio-Rad Bradford protein assay โดยน้าสารละลาย
โปรตีนปริมาตร 10 ไมโครลิตร ผสมกับสีย้อม Coomassie blue dye 
reagent ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ผสมให้ เข้ากัน ทิ งไว้ 5 นาที  ที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จากนั นน้าไปวัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความ
ยาวคลื่น 595 นาโนเมตร ซึ่งเป็นค่าการดูดกลืนแสงสีน ้าเงินของสีย้อม 
Coomassie blue และค้านวณค่าปริมาณโปรตีนโดยการเปรียบเทียบกับ
กราฟมาตรฐานโปรตีน Bovine serum albumin (BSA) ซึ่งสีย้อมนี จะท้า
พันธะด้ วยแรงดึ งดูดระหว่างโมเลกุลที่ ไม่ ชอบน ้ า  )Hydrophobic 
interaction) และแรงยึดเหนี่ยวระหว่างไอออนิกกับกรดอะมิโนที่เป็นเบส 
ซึ่งประกอบด้วยกรดอะมิโนอาร์จินีน )Arginine) ฮิสทีดีน )Histidine) 
และไลซีน )Lysine) และยังท้าปฏิกิริยากับกรดอะมิโนที่มีโครงสร้างเป็น 
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วงอะโรมาติก เช่น ฟีนิลอลานีน )Phenylalanine) โพรลีน )Proline) 
ทริปโตแฟน )Tryptophan) และไทโรซีน )Tyrosine) [81] 

3.4.6 การเตรียมสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบ  
การเตรียมสารละลายไวรัสใบยาสูบทั งสองชนิด )ไวรัส TMV-wt และไวรัส TMV-RGD) 

มีขั นตอนในการเตรียม )แสดงในรูปที่ 16( [82] ดังต่อไปนี  

1( ฉีดสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบแต่ละชนิดที่ใบยาสูบแต่ละต้นเพ่ือขยายพันธุ์ไวรัสใบ
ด่างยาสูบ และควรปลูกต้นใบยาสูบทั งสองชนิดให้ห่างกัน เพ่ือป้องกันการติดเชื อและปนเปื้อน
ของไวรัสอีกชนิดหนึ่ง เพาะเลี ยงต้นใบด่างยาสูบเป็นระยะเวลา 2 เดือน )ความสูงของต้น
ประมาณ 20 เซนติเมตร( จากนั นตัดใบด่างยาสูบที่มีลักษณะหยิกและมีรอยด่างไปแช่แข็งที่
อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

2( บดใบยาสูบที่แช่แข็งให้ละเอียด และผสมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ปริมาตร 3 
เท่าของปริมาตรใบยาสูบ และเติม 2-mercaptoethanol ซึ่งเป็น reducing agent ความ
เข้มข้นร้อยละ 0.2 ถึง 0.3 โดยน ้าหนักต่อปริมาตร เพ่ือใช้ท้าลายพันธะไดซัลไฟด์ในสารละลาย
ใบด่างยาสูบ จากนั น น้าไปปั่นกวนด้วยความเร็วระดับต่้าเป็นระยะเวลา 2 นาที และปั่นกวน
ด้วยความเร็วสูงเป็นระยะเวลา 3 นาที 

3( กรองสารละลายใบยาสูบด้วยผ้าขาวบาง น้าสารละลายที่ได้ปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 
13,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ระยะเวลา 30 นาที เพ่ือแยกส่วนตะกอน 
และส่วนของเหลวเหนือตะกอน  

4( ผสมส่วนของเหลวเหนือตะกอนกับตัวท้าละลาย n-butanol และ chloroform ใน
อัตราส่วน 2:1:1 )สารละลายใบยาสูบต่อ n-butanol ต่อ chloroform) โดยปริมาตร  

5( น้าสารผสมที่ได้ไปปั่นกวนที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส  เป็นเวลา 30 นาที แล้ว
น้าไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 12,500 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 
นาท ี

6( ผสมส่วนของเหลวเหนือตะกอนกับสารละลายโซเดียมคลอไรด์ )NaCl) ความเข้มข้น 
0.2 โมลาร์ และพอลิเอทิลีนไกลคอล )น ้าหนักโมเลกุล 8,000 ดาลตัน( )PEG-8000( ความ
เข้มข้นร้อยละ 8 โดยน ้าหนักต่อปริมาตร จากนั นปั่นกวนเป็นเวลา 30 นาที โดยใส่น ้าแข็งไว้
รอบนอกภาชนะเพ่ือควบคุมอุณหภูมิ และน้าสารละลายผสมไปปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 13,500 
รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 20 นาที โดย PEG-8000 จะจับตัวกับไวรัส
และตกตะกอนลงมา 
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7( ผสมตะกอนไวรัสจากข้อ 6 กับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความเข้มข้น 10 มิลลิ 
โมลาร์  

8( ปั่นเหวี่ยงสารละลายผสมที่ได้จากข้อ 8 ที่ความเร็วรอบ 9,500 รอบต่อนาที 
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อก้าจัด PEG-8000 ส่วนเกินออก 

9( ปิเปตส่วนของเหลวเหนือตะกอนใส่ในหลอดขนาดเล็ก )Ultracentrifuge tube) 
และปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 42,000 รอบต่อนาที ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียสเป็นเวลา 2.5 
ชั่วโมง เพ่ือแยกตะกอนของไวรัส )Virus pellet) 

10( น้าตะกอนของไวรัสที่ได้จากข้อ 9 มาผสมกับสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ความ
เข้มข้น 100 มิลลิโมลาร์ และเก็บที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทิ งไว้ข้ามคืน 

11( น้าสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบมาปั่นเหวี่ยงที่ความเร็ว 9,500 รอบต่อนาที ที่
อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 10 นาที เพื่อก้าจักเศษตะกอนส่วนที่ไม่ละลายน ้า 

12( เก็บสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบที่ผ่านการท้าให้บริสุทธิ์ที่ อุณหภูมิ -20 องศา
เซลเซียส 

 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 51 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 16 ขั้นตอนการเตรียมสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบ 

เพาะเลี ยงต้นใบยาสูบ 
 

ต้นใบยาสูบที่พร้อมฉดี 
ไวรัสใบด่างยาสูบ 

(อายุประมาณ 3 เดือน) 

ฉีดสารละลายไวรสัใบด่างยาสูบ 
(ความเข้มข้น 10mM) 

เพาะเลี ยงต้นใบยาสูบท่ีติดเชื อ
ไวรัสใบด่างยาสูบจนใบเริม่หงิก

งอ 

เก็บใบด่างยาสูบ 
ท่ีอุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส 

ปั่นใบด่างยาสูบและเติม  
2- mercaptoethanol 

 

สารละลายภายหลังปั่นเหวี่ยง 
แยกของเหลวเหนือตะกอนไป

ผสม n-butanol และ chroloform 
และน้าไปปั่นเหวี่ยงต่อ 

หลังการปั่นเหวี่ยง แยกของเหลวเหนือ
ตะกอนไปผสม PEG8000 และน้าไปปั่น

เหวี่ยงต่อ 

หลังการปั่นเหวี่ยง เก็บตะกอนสี
ขาว ผสมกับบัฟเฟอร์ และน้าไป

ปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วสูง 

หลังการปั่นเหวี่ยงด้วยความเร็วสูง 
เก็บสารละลายไวรสัเหนือตะกอน 
และน้าไปปั่นเหวี่ยงความเร็วปกต ิ

สารละลายไวรัสใบด่างยาสูบ 

ขั นตอนที่ 1 เตรียมใบด่างยาสูบ 

ขั นตอนที่ 2 สกัดไวรัสใบด่าง
ยาสูบ 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 52 

3.4.7 การวิเคราะห์คุณลักษณะและความเข้มข้นของไวรัสใบด่างยาสูบ 
3.4.7.1 สัณฐานของไวรัสใบด่างยาสูบ 

โครงสร้างสัณฐานของไวรัสใบด่างยาสูบถูกวิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบ
ส่องผ่าน )Transmittion Electron Microscope; TEM) โดยหยดสารละลายไวรัสใบ
ด่างยาสูบบนแผ่น Grid แล้วย้อมสีด้วย Uranyl actate 1% [83] และส่องอนุภาคไวรัส
ด้วยกล้องจุลทรรศน์แบบส่องผ่านที่ก้าลังขยาย 50,000 100,000 200,000 เท่า เพ่ือดู
รูปร่างและลักษณะของไวรัสใบด่างยาสูบ และน้าภาพที่ได้มาวิเคราะห์รูปร่างและหา
ขนาดไวรัสโดยใช้โปรแกรม Image J วัดขนาดของไวรัสใบด่างยาสูบทั งหมด 20 แท่ง 
และค้านวณหาขนาดไวรัสใบด่างยาสูบเฉลี่ยและค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน 

3.4.7.2 การหาความเข้มข้นของสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบ 
การตรวจวัดปริมาณ RNA ของไวรัสใบด่างยาสูบ วิเคราะห์โดยการใช้เครื่องดูด

กลืนแสงระดับนาโน )Nanodrop) โดยน้าสารละลายไวรัสปริมาตร 5 ไมโครลิตร น้าไป
วัดค่าการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ตามกฎของเบียร์และแลมเบิร์ต 
)Beer-Lambert law) จากนั นแทนค่าในกฎของเบียร์และแลมเบิร์ต [37] 

A = bc                           ……..…(สมการที่ 7) 

โดย A = ค่าการดูดกลืนแสงของสารละลาย 

 = ค่าสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (Extinction coefficient; ) ของ
ไวรัสใบด่างยาสูบทั งสองชนิด (TMV-wt และ TMV-RGD) ซึ่งเท่ากับ 3 (L 
mol-1 cm-1) [84] 

b = ระยะทางที่แสงผ่านตัวอย่าง (cm) 

c = ความเข้มข้นของสารละลาย (M) 

การตรวจห าความบริสุ ท ธิ์ ขอ งสารละลายไวรั ส ใบด่ างยาสู บ  (RNA 
purification) สามารถหาได้จากสัดส่วนของค่าการดูดกลืนแสงของ RNA ที่ 260 นาโน

เมตร ต่อค่าการดูดกลืนแสงของโปรตีนที่ 280 นาโนเมตร (
𝐴260

𝐴280
) โดยค่าความบริสุทธิ์

ของสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบโดยทั่วไปมีค่าอยู่ในช่วง 1.2 – 1.3 โดยโครงสร้างของ
ไวรัสใบยาสูบประกอบไปด้วย RNA ที่เป็นแกนกลาง และมีโปรตีนหุ้มล้อมรอบ ดังนั น
หากค่าสัดส่วนนี มีค่าสูงหรือต่้ากว่าในช่วงดังกล่าว หมายถึงลักษณะของไวรัสไม่สมบูรณ์ 
เช่นกรณีค่าสัดส่วนสูง อาจหมายความว่าไวรัสแตกและมี RNA หลุดออกมา หรือในกรณี
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ค่าสัดส่วนต่้าอาจหมายถึงโปรตีนที่หุ้มล้อมหลุดออกมาหรือมีการปนเปื้อนจากโปรตีนอ่ืน 
[37] 

3.4.7.3 ก า ร จ า แ น ก ช นิ ด ข อ ง ไว รั ส  โด ย เท ค นิ ค  Matrix-assisted laser 
desorption/ionization time of flight (MALDI-TOF) 

การจ้าแนกชนิดของไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt และไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-
RGD สามารถวิเคราะห์ได้โดยเทคนิค MALDI-TOF ซึ่งเป็นการรวมตัวกันเป็นผลึก (Co-
crystallization) ระหว่างสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบประมาณ 1 – 2 ไมโครลิตร กับ
สารเมตริกซ์ Sinapic acid 0.1% และ Tri-Fluro acetic acid (TFA) และเมื่อมีการ
กระตุ้นด้วยแสงเลเซอร์ความยาวคลื่นช่วงยูวีซึ่งเป็นความยาวคลื่นที่เมตริกซ์สามารถ
ดูดกลืนแสงได้ดี จะท้าให้สารแตกตัวเป็นไอออนในวัฏภาคแก๊ส ไอออนจะถูกเร่ง
ความเร็ว (Accelerated) และถูกส่งเข้าไปในท่อสุญญากาศ (Vacuum flight tube) ซึ่ง
ในท่อนี ไอออนจะถูกแยก (Seperated) ตามความเร็วในการเคลื่อนที่ขอไอออนโดย
ความเร็วของการเคลื่อนที่นี ขึ นกับอัตราส่วนของมวลต่อประจุ (Mass/Charge ratio: 
m/z) โดยที่ m คือ มวลของสารที่กลายเป็นไอออนบวกในหน่วยดาลตัน และ z คือค่า
ประจุบวกของไอออนนั นซึ่งเกิดจากการสูญเสียอิเล็กตรอนและรับโปรตอน (H+) เข้ามา
ในโมเลกุลเรียกว่ากระบวนการ Protonation ดังนั น m/z จึงบ่งบอกมวลของสารได้ ใน
กรณีที่ z มีค่าเท่ากัน ไอออนที่มีค่า m/z สูงคือมีมวลมากจะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าไอออนที่
มีค่า m/z ต่้ากว่า ส่วนในกรณีที่มวลเท่ากันแต่ z ไม่เท่ากันก็จะท้าให้ค่า m/z แตกต่าง
ไป โดยไอออนที่มีค่า z มากกว่าท้าให้ค่า m/z ต่้าจะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าไอออนที่มี z 
น้อยกว่า วิธีการนี จะใช้จ้าแนกโปรตีนซึ่งก็คือสายเพปไทด์ที่มีกรดอะมิโนเรียงตัวกัน 
โปรตีนที่มีล้าดับกรดอะมิโนต่างกันก็จะมีน ้าหนักของสายเพปไทด์ (Peptide mass) ที่
ต่างกันด้วย ซึ่งก็จะถูกตรวจวัดด้วย detector ผลการตรวจวัดจะแสดงค่าออกมาในรูป 
Mass spectrum ที่สามารถจ้าแนกน ้าหนักของโปรตีนและจะถูกน้าไปใช้จ้าแนกชนิด
ไวรัสได้ [85]  
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3.4.8 การดัดแปรพื นผิวของฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt และ TMV-RGD 
โดยวิธีการเคลือบและการเชื่อมขวางด้วย EDC/NHS และการประเมินประสิทธิภาพของ
การดัดแปรทั งสองวิธี 

3.4.8.1 โดยวิธีการเคลือบ 
การดัดแปรพื นผิวของฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบโดยวิธีการเคลือบท้าได้

โดย กรองสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบด้วยหัวกรองขนาด 0.22 ไมครอน เพ่ือให้
สารละลายไวรัสใบด่างยาสูบมีความบริสุทธิ์ จากนั นหยดสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบ
ความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตรต่อพื นที่ 0.32 ตาราง
เซนติเมตรของฟิล์มผสม SF/GA/Gly และตากให้แห้งในตู้ปลอดเชื อ อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง จากนั นประเมินประสิทธิภาพของการดัดแปรพื นผิวฟิล์ม
ผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบโดยวิธีการเคลือบได้จาก 

1. แช่ฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสใบด่างยาสูบในน ้าปราศจากประจุ 
ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง  

2. น้าน ้าปราศจากประจุที่แช่ฟิล์มผสมไปทดสอบหาปริมาณไวรัสใบด่างยาสูบ
ที่หลุดออกมาจากฟิล์มผสม โดยวัดค่าการดูดกลืนแสงของ RNA ที่ 260 นาโนเมตร 
เพ่ือหาความเข้มข้นของไวรัสด่างยาสูบที่ละลายในน ้า (Ca) [85] 

 

จากนั นค้านวณหาร้อยละของไวรัสที่คงเหลืออยู่บนฟิล์มผสม 

ร้อยละของไวรัสที่คงเหลือบนฟิล์มผสม = 
𝐶𝑖−𝐶𝑎

𝐶𝑖
 x 100%          ..(สมการที่ 8) 

โดยที่ Ci = ความเข้มข้นของสารละลายไวรัสก่อนการดัดแปรบนพื นผิวฟิล์มผสม 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

Ca = ความเข้มข้นของไวรัสในน ้าปราศจากประจุภายหลังการแช่ฟิล์มผสม 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  
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3.4.8.2 โดยการเชื่อมขวางด้วย EDC/NHS  
1. แ ช่ ฟิ ล์ ม ผ ส ม ใน ส า ร เชื่ อ ม ข ว า งที่ ป ร ะ ก อ บ ด้ ว ย  1-ethyl-3-(3-

Dimethylaminopropyl) carbodiimide hydrochloride (EDC) ความ เข้ มข้น  10 
มิลลิโมลาร์ ร่วมกับ N-hydroxysuccinimide (NHS) ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ และ
เติมสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบความเข้มข้น 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ในสารละลาย
ฟอสเฟสบัฟเฟอร์ความเข้มข้นร้อยละ 10 มิลลิโมลาร์ ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เป็น
เวลา 24 ชั่วโมง เพ่ือให้ เกิดการเชื่อมขวางระหว่างไวรัสใบด่างยาสูบและฟิล์มผสม 
ภายหลังการเชื่อมขวาง เก็บสารละลาย EDC/NHS ที่ใช้ในการเชื่อมขวางไวรัสใบด่าง
ยาสูบกับฟิล์มผสม (C1) [86] 

2. เมื่อครบก้าหนดเวลาที่ใช้ในการเชื่อมขวาง ล้างฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปรพื นผิว
ด้วยไวรัสใบยาสูบโดยการเชื่อมขวางด้วย EDC/NHS ด้วยสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 
ความเข้มข้น 10 มิลลิโมลาร์ 3 ครั ง ครั งละ 20 นาที เพ่ือก้าจัด EDC ส่วนเกินออก เก็บ
สารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ทั งสามรอบ จากนั นวัดค่าการดูดกลืนแสงของ RNA ที ่260 
นาโนเมตร เพ่ือหาความเข้มข้นของไวรัสใบด่างยาสูบในสารละลายฟอสเฟสบัฟเฟอร์ทั ง
สามรอบ (C2, C3, C4)  

จากนั นค้านวณหาร้อยละความส้าเร็จในการเชื่อมขวางของฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปร
พื นผิวด้วยไวรัสใบด่างยาสูบโดย EDC/NHS ได้จาก 

ร้อยละของไวรัสที่ถูกเชื่อมขวางบนฟิล์มผสม = 
𝐶𝑖−(𝐶1+𝐶2+𝐶3+𝐶4)

𝐶𝑖
 x 100%     .(สมการที ่9) 

Ci = ความเข้มข้นของสารละลายไวรัสก่อนการเชื่อมขวาง (mg/ml) 

C1 = ความเข้มข้นของไวรัสในสารละลาย EDC/NHS ที่ใช้ในการการเชื่อมขวาง 
(มิลลิกรัม/มิลลิลิตร) 

C2, C3, C4 = ความเข้มข้นของไวรัสในสารละลายบัฟเฟอร์ที่ใช้ในการล้างฟิล์มผสม
รอบท่ี 1, 2, 3 ตามล้าดับ (มิลลิกรัม/มิลลิลิตร)  

จากนั นประเมินประสิทธิภาพของการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่าง
ยาสูบโดยวิธีการเชื่อมขวางได้เช่นเดียวกับวิธีการเคลือบ (สมการที่ 8) และเพ่ือยืนยัน
ประสิทธิภาพของการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบโดยวิธีการเชื่อม
ขวางด้วย EDC/NHS ในเชิงคุณภาพ จึงวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานของพื นผิวฟิล์ม
ผสมภายหลังการแช่ในน ้าปราศจากประจุด้วยกล้องจุลทรรศน์แรงอะตอม (Atomic 
force microscopy; AFM) โหมดกึ่งสัมผัส (Tapping mode) คลื่นความถี่ที่ใช้คือ 
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300 กิโลเฮิรตซ์ ให้แรงคงที่ 40 นิวตันต่อเมตร และอัตราการเปลี่ยนค่าความต่างศักย์
ในการวิเคราะห์ คือ 0.75 เฮิรตซ์ ในการวิเคราะห์พื นผิว ซึ่ง  AFM เป็นเทคนิค
วิเคราะห์ลักษณะพื นผิวของฟิล์มบางระดับนาโน โดยใช้หลักการส่งผ่านแสงเลเซอร์ลง
ปลายแหลม (Tip) บนคานยื่น (Cantilever) ที่สามารถเคลื่อนที่ขึ นลงได้ตามลักษณะ
ของพื นผิววัสดุ ด้วยแรงปฏิกิริยาที่กระท้าในแนวตั งฉากระหว่างอะตอมบนพื นผิววัสดุ
และอะตอมบนปลายแหลมของคานยื่น แล้วตรวจวัดออกมาในรูปแบบของพลังงาน 
และแปลงเป็นภาพสามมิติ ข้อมูลค่าเฉลี่ยผลรวมก้าลังสอง (Root mean square, 
RMS) แสดงถึ งความขรุขระของพื นผิ ว ได้ จากซอฟต์แวร์  Argyle Light และ 
Gwyddion การวิเคราะห์ค่า RMS ของพื นผิวจะตรวจวัดจากพื นที่ 5 ต้าแหน่งของ
ตัวอย่าง (พื นที่แสกน 10 x 10 ไมโครเมตร สเกลความสูงของภาพสามมิติสูงสุดที่ 30 
นาโนเมตร) และรายงานเป็นค่าเฉลี่ย ± ค่าเบี่ยงเบนมาตรฐาน (n=5) 
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3.4.9 การวิเคราะห์สมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของฟิล์มผสม 
3.4.9.1. การเตรียมเซลล์ไฟโบรบลาสต์ผิวหนังหนู (L929 mouse fibroblast) 

การเตรียมเซลล์ไฟโบรบลาสต์ผิวหนังหนู (L929) ท้าได้โดยเพาะเลี ยงเซลล์ 
L929 ด้วยอาหารเลี ยงเซลล์ชนิด DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) 
ซึ่งจะประกอบไปด้วย DMEM ที่มีเซรั่ม (Fetal Bovine serum; FBS) ร้อยละ 10 โดย
ปริมาตร แอลกลูตามีน (L-Glutamine) ร้อยละ 1 โดยปริมาตร ที่อุณหภูมิ 37 องศา
เซลเซียส ภายในสภาวะแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 โดยปริมาตร จากนั นเปลี่ยน
อาหารเลี ยงเซลล์ทุก ๆ 3 วัน เมื่อจ้านวนเซลล์ L929 มีการเจริญเติบโตร้อยละ 80 ของ
พื นทีภ่าชนะ ให้แบ่งเซลล์ (Subculture) ด้วยการ Trypsinization เพ่ือท้าให้เซลล์หลุด
ออกจากพื นผิวของภาชนะ โดยใช้สารละลายทริปซิน (Trypsin) และบ่มที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ในสภาวะบรรยากาศของคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5% เป็นเวลา 
5 นาที จากนั นหยุดการท้างานของเอนไซม์ทริปซินด้วยอาหารเลี ยงเซลล์และแบ่ง
สารละลายเซลล์ที่ได้เติมลงภาชนะเพาะเลี ยงใหม่ แล้วเพาะเลี ยงเซลล์จนได้ปริมาณที่
เพียงพอส้าหรับการทดสอบการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ในขั นต่อไป  

3.4.9.2. การยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ในระดับห้องปฏิบัติการ 

1. ขึ นรูปฟิล์มผสมในถาดเลี ยงเซลล์พอลิสไตรีนขนาด 96 หลุม (พื นที่ผิวต่อ
หลุมเท่ากับ 0.32 ตารางเซนติเมตร) และท้าให้ปราศจากเชื อ (Sterilization) ด้วยวิธีอบ
แก๊สเอธิลีนออกไซด์ (Ethylene oxide; EO) โดยกลุ่มตัวอย่างที่ใช้ในการทดสอบ จะ
แบ่งเป็น 5 กลุ่มดังนี  

กลุ่มท่ี 1 : ฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมเจลาตินและกลีเซอรอลที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 

กลุ่มท่ี 2 : ฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมเจลาตินและกลีเซอรอลที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 
ที่ดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt โดยวิธีการเคลือบ 

กลุ่มท่ี 3 : ฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมเจลาตินและกลีเซอรอลที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 
ที่ดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-RGD โดยวิธีการเคลือบ 

กลุ่มท่ี 4 : ฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมเจลาตินและกลีเซอรอลที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 
ที่ดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt โดยวิธีการเชื่อมขวางด้วย 
EDC/NHS 
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กลุ่มท่ี 5 : ฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมเจลาตินและกลีเซอรอลที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 
ที่ดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-RGD โดยวิธีการเชื่อมขวาง
ด้วย EDC/NHS 

2.เติมอาหารเลี ยงเซลล์ลงไปฟิล์มผสมหลุมละ 150 ไมโครลิตร หลังจากนั นน้า
สารละลายเซลล์ L929 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร เพาะเลี ยงลงไปบนฟิล์มผสม ที่ความ
หนาแน่นเท่ากับ 1 x 104 เซลล์ต่อตารางเซนติเมตร จากนั นน้าไปเพาะเลี ยงที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ภายใต้สภาวะแก๊สคาร์บอนไดออกไซด์ร้อยละ 5 โดยปริมาตร โดยท้า
การเปลี่ยนอาหารเลี ยงเซลล์ทุก 2 วัน  

3.ภายหลังการเพาะเลี ยงเซลล์ตามระยะเวลา (6 ชั่วโมง 1 3 5 7 วัน) ดูด
สารละลายเซลล์ออกให้หมด จากนั นเติมสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ (PBS) ลงไป เพ่ือ
ก้าจัดเซลล์ที่ไม่ได้เกาะบนพื นผิวฟิล์มออก  

4.น้าฟิล์มที่ได้ไปแช่แข็งที่ อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซียส และน้ามาละลายที่
อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จนครบ 3 รอบ แล้วเติมสารละลาย SDS และบ่มที่อุณหภูมิ 
37 องศาเซลเซียส ในสภาวะบรรยากาศของคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5% เป็น
เวลา 1 ชั่วโมง เพ่ือให้เซลล์ทั งหมดแตก จากนั นท้าให้สารละลายเป็นเนื อเดียวกัน  

5.ดูดสารละลายด้านบน (Supernatant) ปริมาตร 0.1 มิลลิลิตร เติมลงในจาน
เพาะเลี ยงเนื อเยื่อสีด้าขนาด 96 หลุม แล้วเติมสารละลาย Hoechst 33258 0.1 
มิลลิ ลิตร ในที่ มื ดและน้ าไปวัดค่ าการดูดกลืนแสงด้ วย เครื่อง Fluorescence 
microplate reader ที่ช่วงความยาวคลื่น 355/460 นาโนเมตร [18] ซึ่งการวิเคราะห์
ปริมาณเซลล์ด้วยการวัดปริมาณดีเอ็นเอของเซลล์เป็นการวัดสารเรืองแสงของดีเอ็นเอที่
เกิดจากการย้อมสีด้วย Hoechst 33258 และเทียบกับกราฟมาตรฐานของเซลล์ L929 
โดยงานวิจัยนี ได้ศึกษาความสามารถในการยึดเกาะของเซลล์ L929 บนฟิล์มผสม
หลังจากระยะเวลาการเพาะเลี ยง 6 ชั่วโมง และการเจริญเติบโตของเซลล์ L929 บน
ฟิล์มผสมหลังระยะเวลาการเพาะเลี ยง 1 3 5 และ 7 วัน ซึ่งร้อยละการยึดเกาะของ
เซลล์ (Percentage of cell attachment) สามารถค้านวณได้จาก 

ร้อยละการยึดเกาะ = 
จ้านวนเซลล์ที่ยึดเกาะในฟิล์มผสมหลังการเพาะเลี ยง

จ้านวนเซลล์ทั งหมดที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสม
 x 100%   (สมการที่ 10) 
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อัตราการเจริญ เติบโตจ้าเพาะของเซลล์  (Specific growth rate, ) และ
ระยะเวลาที่เซลล์เพ่ิมจ้านวนขึ นเป็น 2 เท่า หรือเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (Population 
doubling time) บนฟิล์มผสมค้านวณได้จาก 

ก) อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะของเซลล์ (Specific growth rate)  

                                                        = 
1

X

dx

dt
                                   …(สมการที่ 11) 

                           ∫ dt
t2

t1
 = ∫

1

x

x2

x1
 dx                            …(สมการที่ 12) 

                                             (t2-t1) = ln X2 − ln X1                       …(สมการที่ 13) 

                                                     = 
ln X2−ln X1

(t2-t1)
                              …(สมการที่ 14) 

              โดย  X1 คือ จ้านวนเซลล์ที่เวลา t1 

              X2 คือ จ้านวนเซลล์ที่เวลา t2 

 ข) เวลาการแบ่งตัวทีคูณ (Population doubling time, PDT) 

PDT = 
ln2

µ
                                       …(สมการที่ 15) 
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3.5 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติ 
 การวิเคราะห์ข้อมูลทางสถิติท้าโดยน้าข้อมูลเชิงปริมาณที่ได้จากการทดลองมาหาค่าเฉลี่ยและ
ส่วน เบี่ยงเบนมาตรฐาน จากนั นวิเคราะห์ความแตกต่างทางสถิติด้วยวิธี ANOVA ที่ระดับความ
เชื่อมั่นร้อยละ 95 (p-value < 0.05) 

3.6 สถานที่ท างานวิจัย 
- หน่วยปฏิบัติการวิจัยวิศวกรรมชีววัสดุเพ่ือการแพทย์และสุขภาพ ภาควิชาวิศวกรรมเคมี 

คณะวิศวกรรมศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
- ห้องปฏิบัติการวิจัยวิศวกรรมพอลิเมอร์ ภาควิชาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร์ 

จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย 
- ห้องปฎิบัติการคณะเภสัชศาสตร์ ภาควิชาวิทยาการเภสัชกรรมและเภสัชอุตสาหกรรม คณะ

เภสัชศาสตร์ จุฬาลงกรณ์มหาวิทยาลัย  
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บทที่ 4 

ผลการทดลองและวิเคราะห์ผลการทดลอง 
งานวิจัยนี ได้ขึ นรูป และศึกษาสมบัติทางกายภาพ และเคมีของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทยและ

กลีเซอรอล (SF/Gly) และฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกลีเซอรอล (SF/GA/Gly) ที่เติม
กลีเซอรอลร้อยละ 5 ถึง 30 โดยน ้าหนักต่อปริมาตร รวมทั งเปรียบเทียบผลของการอบนิ่มด้วยไอน ้า 
(Water vapor annealing; WVA) ต่อสมบัติของฟิล์มผสมทั งสองชนิด จากนั น คัดเลือกฟิล์มผสมสูตร
ที่เหมาะสม ไปดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสใบด่างยาสูบที่ดัดแปลงพันธุกรรมให้มีล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิล
ไกลซิลแอสปาติก (arginine-glycine-aspartic acid; RGD) บนพื นผิวไวรัส โดยวิธีการการเชื่อมขวาง
ด้วย EDC/NHS และศึกษาสมบัติทางชีวภาพของฟิล์มผสมดังกล่าว ผลการศึกษาแสดงรายละเอียดดัง
หัวข้อต่อไปนี  

4.1 สมบัติของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมไทยและกลีเซอรอล SF/Gly( ) และฟิล์มผสม 
ไฟโบรอินไหมไทย เจลาติน และกลีเซอรอล (SF/GA/Gly) ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน  า 

4.1.1 ค่าศักย์ซีตาของสารละลาย 
ผลการศึกษาค่าศักย์ซีตาของสารละลาย แสดงถึงค่าประจุไฟฟ้าบริเวณระนาบ

เฉือน  (Shear Plane) ของอนุภาคที่ แขวนลอยอยู่ ในชั นของสารละลาย การ
เปลี่ยนแปลงค่าศักย์ซีตาหรือค่าประจุทางไฟฟ้าของสารละลายจะขึ นกับสมดุลของประจุ
บวกและประจุลบ (Charge balance) ที่อยู่ในสารละลาย โดยสามารถปรับค่าความเป็น
กรดด่าง (pH) ของสารละลายให้มีสภาพเป็นกรดด้วยกรดไฮโดรคลอริก (Hydrochloric 
acid; HCl) โดยโมเลกุลของกรดไฮโดรคลอริกจะสามารถแตกตัวให้โปรตอน (Proton; 
H+) ที่แสดงประจุบวก ท้าให้ค่าศักย์ซีตาที่ได้เมื่อค่าความเป็นกรดด่างต่้าลงมีค่าประจุ
ของสารละลายเป็นบวก นอกจากนี เมื่อปรับค่าความเป็นกรดด่างของสารละลายให้มี
สภาพเป็นด่างเพ่ิมขึ นด้วยโซเดียมไฮดรอกไซด์ (Sodium Hydroxide; NaOH) อิทธิพล
ของประจุลบจากหมู่ไฮดรอกซิล (OH-) ในโมเลกุลของโซเดียมไฮดรอกไซด์จะท้าให้ค่า
ศักย์ซีตาของสารละลายที่ได้มีค่าเป็นลบ  

จากผลการศึกษาค่าศักย์ซีตาของสารละลายแต่ละชนิดดังแสดงในตารางที่ 8 
พบว่าสารละลายไฟโบรอินไหมไทย (SF100) สารละลายเจลาตินชนิดเอ (GA) และ
สารละลายกลีเซอรอล )Gly) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่างที่ 
5.5 มีค่าศักย์ซีตาเท่ากับ -7.61 ± 0.31,  5.34 ± 0.51 และ - 4.49 ± 1.46 มิลลิโวลต์ 
ตามล้าดับ เมื่อพิจารณาจากโครงสร้างของโมเลกุล พบว่าโครงสร้างกลีเซอรอล 1 
โมเลกุล มีหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 3 หมู่ จึงท้าให้ค่าศักย์ซีตาแสดงประจุลบ ในขณะที่ค่า
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ศักย์ซีตาของสารละลายเจลาตินชนิดเอแสดงค่าเป็นบวก เนื่องจากอิทธิพลของประจุ
บวกจากสายโซ่รอบข้างของกรดอะมิโนอาร์จินีน (Arginine) กรดอะมิโนไลซีน (Lysine) 
และกรดอะมิโนฮีสทิดีน (Histidine) ที่เป็นองค์ประกอบในสายโซ่โมเลกุลของเจลาติน 
[45, 47] และค่าไอโซอิเล็กทริกของเจลาตินชนิดเอมีค่าเท่ากับ 9 [49] ซึ่งสูงกว่าค่า
ความเป็นกรดด่างของสารละลาย (pH = 5.5) จึงส่งผลให้ค่าศักย์ซีตาของสารละลายเจ
ลาตินชนิดเอมีค่าเป็นบวก ในขณะที่ค่าไอโซอิเล็กทริกของไฟโบรอินไหมมีค่าเท่ากับ 
4.53 [87] ซึ่งมีค่าต่้ากว่า pH ของสารละลาย (pH = 5.5) จึงส่งผลให้ค่าศักย์ซีตาของ
ส า ร ล ะ ล า ย 
ไฟโบรอินไหมมีค่าเป็นลบ  

ผลการวิเคราะห์ค่าศักย์ซีตาของสารละลายผสมระหว่างไฟโบรอินไหมและเจ
ลาติน (80/20) ที่เติมกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก (SF/GA/Gly) ที่อุณหภูมิ 25 
องศาเซลเซียส และค่าความเป็นกรดด่าง (pH) ตั งแต่ 2.0 ถึง 9.0 ดังแสดงในรูปที่ 17 
พบว่า ศักย์ซีตาของสารละลายผสมที่ค่าเป็นบวกที่ช่วงความเป็นกรดด่างต่้า และมีค่า
เป็นลบที่ช่วงความเป็นกรดด่างสูง โดยที่ความเป็นกรดด่างที่ 4 และ 5 สารละลายผสมมี
ค่าศักย์ซีตา 5.10 และ -2.64 มิลลิโวลต์ ตามล้าดับ ท้าให้สามารถประมาณค่าไอโซอิ
เล็กทริกของสารละลายผสม SF/GA/Gly ได้ที่ 4.6 และเมื่อพิจารณาที่ค่าความเป็นกรด
ด่าง 5.5 ซึ่งใช้ในการเตรียมฟิล์มผสม SF/GA/Gly พบว่าค่าศักย์ซีตาของสารละลายผสม
มีค่า -2.65  0.36 มิลลิโวลต์ ซึ่งมีผลมาจากค่าศักย์ซีตาของสารละลายแต่ละชนิดที่ได้
ระบุในตารางที่ 8 โดยเมื่อเปรียบเทียบกับ ผลงานวิจัยของ Jetbumpenkul P. และ
คณะ ซึ่งได้ศึกษาค่าศักย์ซีตาของสารละลายผสมไฟโบรอินไหมและเจลาตินที่สัดส่วน
ต่าง ๆ (0:100, 20:80, 40:60, 50:50, 60:40, 80:20, 100:0) ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 
5.6  พบว่าสารละลายผสมที่มีสัดส่วนของเจลาตินเป็นองค์ประกอบสูงจะแสดงประจุ
บวก เนื่องจากค่าไอโซอิเล็กทริกของเจลาตินมีค่ามากกว่าค่าความเป็นกรดด่างของ
สารละลาย ในขณะที่สารละลายที่มีองค์ประกอบของไฟโบรอินไหมมาก ค่าศักย์ซีตาจะ
แสดงประจุลบ โดยค่าศักย์ซีตาของสารละลายผสมไฟโบรอินไหมและเจลาตินที่มี
สัดส่วนของการผสม 80/20 มีค่า -2.54  0.14 มิลลิโวลต์ [88]  
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รูปที่  17 ค่าศักย์ซีตาของสารละลายผสมไฟโบรอินไหม เจลาตินและกลีเซอรอล ความเข้มข้น 
ร้อยละ 1 โดยน้ าหนัก ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส ในช่วงค่าความเป็นกรดด่าง 2-9 
  

ตารางท่ี 8 ค่าศักย์ซีตาของสารละลายไฟโบรอินไหม สารละลายเจลาติน สารละลายกลีเซอรอล  
และสารละลายผสมไฟโบรอินเจลาตินและกลีเซอรอล ความเข้มข้นร้อยละ 1 โดยน้ าหนกั ในน้ า
ปราศจากประจุ (pH 5.5) ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส 

ตัวอย่าง ค่าศักย์ซีตา (มิลลิโวลต์) 

สารละลายไฟโบรอินไหม 
(SF100) 

- 7.61 ± 0.31 

สารละลายเจลาตินชนิด A 
(GA100) 

  5.34 ± 0.51 

สารละลายกลีเซอรอล 
(Gly) 

- 4.49 ± 1.46 
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4.1.2 สมบัติของฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม SF/GA/Gly 
4.1.2.1 ผลการทดสอบความแข็งแรงของฟิล์มผสมในการทนแรงดึง  

ผลการทดสอบแรงดึงของฟิล์มผสม SF/Gly ที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า แสดง
ในรูปที่ 18(ก) พบว่าร้อยละการดึงยืด ณ จุดขาด (Elongation at break) ของฟิล์ม
ผสม SF/Gly ที่มีปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 5 โดยน ้าหนัก ไม่แตกต่างจากฟิล์มที่
ปราศจากกลีเซอรอล และเมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลจากร้อยละ 5 เป็น 10, 20 และ 
30 โดยน ้าหนัก พบว่าร้อยละการดึงยืด ณ จุดขาด เพิ่มขึ นตามปริมาณกลีเซอรอลที่มาก
ขึ นตามล้าดับ จากร้อยละ 2.14 เป็น 55.34 และเมื่อพิจารณาค่ามอดุลัสของยัง 
(Young’s modulus) ที่แสดงในรูปที่ 18(ข) ของฟิล์มผสม SF/Gly พบว่า ฟิล์มผสม 
F/GlS y ที่มีปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 5 โดยน ้าหนัก มีค่ามอดุลัสของยังไม่แตกต่างจาก

ฟิล์มที่ปราศจากกลีเซอรอล และเมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลจากร้อยละ 5 เป็นร้อยละ 
30 โดยน ้าหนัก พบว่าค่าดังกล่าวลดลงตามล้าดับ จาก 23.55 เป็น 2.49 เมกะปาสคาล 

เมื่อพิจารณากรณีอบนิ่มด้วยไอน ้าของฟิล์มผสม SF/Gly พบว่าร้อยละการดึงยืด 
ณ จุดขาดของฟิล์มที่ปราศจากกลีเซอรอล มีค่าไม่แตกต่างจากฟิล์มผสมที่มีปริมาณกลี
เซอรอลจากร้อยละ 5 โดยน ้าหนัก และเมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลจากร้อยละ 5 เป็น 
30 โดยน ้าหนัก พบว่าค่าการดึงยืด ณ จุดขาดมีค่าเพ่ิมขึ นเล็กน้อยจากร้อยละ 1.46 เป็น 
23.26 และค่ามอดุลัสของยังของฟิล์มที่ปราศจากกลีเซอรอลและที่มีปริมาณกลีเซอรอล
เพ่ิมขึ นจากร้อยละ 5 เป็น 30 โดยน ้าหนัก มีค่าลดลงจาก 177.49 เป็น 49.69 เมกะ
ปาสคาล ตามล้าดับ  

เมื่อพิจารณาผลของการอบนิ่มด้วยไอน ้าต่อฟิล์มผสม SF/Gly พบว่าร้อยละการ
ดึงยืด ณ จุดขาดของฟิล์มที่ปราศจากกลีเซอรอล และมีปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 5 
และ 10 โดยน ้าหนักที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า มีค่าไม่แตกต่างจากฟิล์มผสมที่ไม่ผ่าน
การอบนิ่มด้วยไอน ้า และเมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลเป็นร้อยละ 20 และ 30 โดย
น ้าหนัก พบว่าค่าดังกล่าวต่้ากว่าฟิล์มผสมที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าอย่างชัดเจน 
และค่ามอดุลัสของยังของฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าสูงกว่าฟิล์มผสมที่ไม่
ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าอย่างเด่นชัด  
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รูปที่ 18 (ก) ค่าการดึงยืด ณ จุดขาด (ข) ค่ามอดุลัสของยัง ของฟิล์มผสม SF/Gly ที่ไม่
ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (WVA) 
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รูปที่ 19(ก) แสดงร้อยละการดึงยืด ณ จุดขาดของฟิล์มผสม SF/GA/Gly พบว่า 
ค่าดังกล่าวของฟิล์ม SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (No WVA) มีค่าสูงกว่า
ฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (WVA) เล็กน้อย เช่น เมื่อพิจารณาฟิล์มผสมที่มี
ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก พบว่าฟิล์มผสมที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า
มีค่าการดึงยืด ณ จุดขาดร้อยละ 70 โดยประมาณ ในขณะที่ฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้ามีค่าร้อยละ 60 โดยประมาณ 

ค่ามอดุลัสของยัง (Young’s modulus) ของฟิล์มผสม SF/GA/Gly เมื่อปริมาณ
กลีเซอรอลเพ่ิมขึ นจากร้อยละ 0 เป็น 20 โดยน ้าหนัก แสดงในรูป 19(ข) พบว่าค่ามอ
ดุลัสของฟิล์มที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าลดลงจาก 
23.04 เป็น 1.22 เมกะปาสคาล และ จาก 18.13 เป็น 3.40 เมกะปาสคาล ตามล้าดับ 
แต่ค่ามอดุลัสของยังของฟิล์มผสมทั งสองชนิดมีค่าไม่แตกต่างกันเมื่อปริมาณของ 
กลีเซอรอลเพ่ิมขึ นจากร้อยละ 20 เป็นร้อยละ 30 โดยน ้าหนัก   
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รูปที่ 19 (ก) ค่าการดึงยืด ณ จุดขาด (ข) ค่ามอดุลัสของยัง ของฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่าน  
(No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน้ า (WVA) 
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เมื่อพิจารณาผลของเจลาตินต่อสมบัติการดึงยืดของฟิล์มโปรตีนผสมกลีเซอรอล 
พบว่าเจลาติน (ร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก)  มีผลชัดเจนต่อฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ผ่านการ
อบนิ่มด้วยไอน ้า เมื่อเทียบกับฟิล์มผสม SF/Gly ในขณะที่ ฟิล์มผสม SF/Gly และ 
SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าดังกล่าวใกล้เคียงกัน โดยค่ามอดุลัสของยัง
ของฟิล์มผสม SF/Gly ที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า อยู่ในช่วง 50-180 เมกะปาสคาล 
ซึ่งสูงกว่าฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่มีค่าอยู่ในช่วง 3-25 เมกะปาสคาล เช่นเดียวกับใน
กรณีของฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า โดยพบว่าฟิล์มผสม SF/Gly มีค่ามอดุลัส
ของยังอยู่ในช่วง 3-30 เมกะปาสคาล ขณะที่ค่าของฟิล์มผสม SF/GA/Gly มีค่าระหว่าง 
5 - 18 เมกะปาสคาล จากผลการทดลองดังกล่าว แสดงให้เห็นว่าฟิล์มผสมที่มีเจลาติน 

(SF/GA/Gly ) มีความยืดหยุ่นมากกว่าฟิล์มผสมที่ไม่มีเจลาติน (SF/Gly )ผลการทดลองนี 
สอดคล้องกับงานวิจัยของ  Biman B. และคณะ [65] ที่ศึกษาการทดสอบแรงดึงของ

ฟิล์มผสมไฟโบรอินไหมและเจลาตินแบบเคลือบหลายชั นส้าหรับควบคุมการปลดปล่อย
ยา พบว่า เมื่อปริมาณเจลาตินเพ่ิมขึ นจากร้อยละ 0 ถึงร้อยละ 50 โดยน ้าหนัก ค่ามอ
ดุลัสของยังมีค่าลดลงอย่างต่อเนื่อง แสดงให้เห็นว่าเจลาตินมีผลต่อความยืดหยุ่นของ
ฟิล์ม  

เมื่อพิจารณาผลของการเติมกลีเซอรอลที่มีต่อฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม 
SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่าน และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า พบว่าการเติมกลีเซอรอลในฟิล์มทั ง
สองประเภท จะท้าให้ร้อยละการดึงยืดเพ่ิมสูงขึ น และค่ามอดุลัสของยังลดลง แสดงให้
เห็นว่า การเติมกลีเซอรอลช่วยเพ่ิมความยืดหยุ่นของฟิล์ม เนื่องมาจากกลีเซอรอลท้า
หน้าที่เป็นพลาสติไซเซอร์ โดยการลดแรงระหว่างโมเลกุลของพอลิเมอร์ จึงท้าให้สายโซ่
โมเลกุลโปรตีนเคลื่อนตัวมากขึ น [8] ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Shenzhou Lu และ
คณะ [77] ที่รายงานผลของการเติมกลีเซอรอลที่ปริมาณต่าง ๆ ในฟิล์มไฟโบรอินไหม 
พบว่า เมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 5 ถึง 50 โดยน ้าหนัก ฟิล์มไฟโบรอินมีความ
ยืดหยุ่นเพิ่มขึ นตามล้าดับ 

เมื่ อพิจารณาผลของปริมาณกลี เซอรอลที่ เติมในฟิล์มผสม SF/Gly และ 
SF/GA/Gly  พบว่าการเติมกลีเซอรอลร้อยละ 5 โดยน ้าหนัก ไม่ได้ส่งผลต่อความ
ยืดหยุ่นของฟิล์มผสม SF/Gly แต่ส่งผลต่อฟิล์มผสม SF/GA/Gly เล็กน้อย และเมื่อเพ่ิม
ปริมาณกลีเซอรอลจากร้อยละ 5 เป็น 10 และ 20 โดยน ้าหนัก พบว่าฟิล์มผสมทั งสอง
ชนิดมีความยืดหยุ่นเพ่ิมขึ นตามล้าดับ และเมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลจากร้อยละ 20 
เป็น 30 โดยน ้าหนัก พบว่าฟิล์มผสม SF/Gly ที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า ยังคงมีความ
ยืดหยุ่นเพ่ิมขึ น ในขณะที่ฟิล์มผสม SF/Gly ที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า และ ฟิล์มผสม 
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SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า ค่าการดึงยืด ณ จุดขาด และค่ามอ
ดุลัสของยังไม่แตกต่างกัน ซึ่งอาจแสดงถึงปริมาณกลีเซอรอลสูงสุดที่มีผลต่อสมบัติทาง
กลของฟิล์ม กล่าวคือปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนักในฟิล์มผสมอาจ
เพียงพอต่อการแทรกตัวระหว่างสายโซ่โมเลกุลของโปรตีนในฟิล์มผสมแล้ว  

เมื่อพิจารณาผลของการอบนิ่มด้วยไอน ้าต่อผลการทดสอบแรงดึงของฟิล์มผสม 
พบว่า ฟิล์มผสม SF/Gly ที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า มีค่าการดึงยืด ณ จุดขาด และค่า
มอดุลัสของยัง แตกต่างจากฟิล์มผสมที่ ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าอย่างชัดเจน 
เนื่องจากฟิล์มผสม SF/Gly ที่มี โปรตีนไฟโบรอินไหมเพียงอย่างเดียว เมื่อผ่าน
กระบวนการอบนิ่มด้วยไอน ้า ซึ่งเป็นการน้าฟิล์มไปไว้ในสภาวะที่ อ่ิมตัวด้วยไอน ้า 
โมเลกุลของน ้าจึงแทรกตัวเข้าไปในสายโซ่ไฟโบรอิน ท้าให้สายโซ่ไฟโบรอินเคลื่อนที่ได้
อิสระมากขึ น และจัดเรียงตัวใหม่เป็นโครงสร้างที่เป็นระเบียบ [55] ส่งผลให้ฟิล์มผสม 
SF/Gly ที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีความแข็งมากขึ น ส่วนกรณีฟิล์มผสม SF/GA/Gly 
ที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าไม่มีความแตกต่างที่ชัดเจนจากกรณีที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอ
น ้า อาจเนื่องมาจากฟิล์มผสม SF/GA/Gly มีโปรตีนเจลาตินซึ่งเป็นโปรตีนที่มีสมบัติอ่อน
นิ่ม และแทรกตัวอยู่กับโมเลกุลไฟโบรอิน ท้าให้สายโซ่ไฟโบรอินไม่สามารถจัดเรียง
โครงสร้างให้มีระเบียบ ส่งผลให้สมบัติการทนแรงดึงยืดไม่มีการเปลี่ยนแปลง 

ผลจากการศึกษาข้างต้นสรุปได้ว่า เจลาตินและกลีเซอรอลมีผลเพิ่มความยืดหยุ่น
ของฟิล์มผสม โดยการเติมกลีเซอรอลจะส่งผลชัดเจนเมื่อมีการผสมกลีเซอรอลร้อยละ  
10 ถึง 20 โดยน ้าหนัก และการอบนิ่มด้วยไอน ้าส่งผลต่อสมบัติทางกลของฟิล์มผสม 
SF/Gly โดยท้าให้ฟิล์มผสม SF/Gly ที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีความแข็งมากขึ นอย่าง
ชัดเจน ในขณะที่สมบัติทางกลของฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าไม่
แตกต่างจากฟิล์มผสมที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า    
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4.1.2.2 ผลการทดสอบสมบัติทางความร้อน  
การทดสอบสมบัติทางความร้อนของฟิล์มผสม SF/Gly และ SF/GA/Gly เพ่ือหา

อุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้ว (Glass transition temperature; Tg) ซึ่งเป็นค่าที่แสดงการ
เปลี่ยนแปลงสมบัติของวัสดุจากสภาพคล้ายแก้ว (Glassy state) เป็นสภาพคล้ายยาง 
(Rubbery state) โดยอาจใช้ค่าดังกล่าวเพ่ืออธิบายอันตรกิริยาระหว่างสายโซ่พอลิเมอร์
ได้ [89] ในงานวิจัยนี  ได้ศึกษาสมบัติดังกล่าวด้วยการวิเคราะห์สมบัติเชิงกลพลวัต 
(Dynamic mechanical analyzer ;DMA) ซึ่งเป็นการวิเคราะห์การเปลี่ยนแปลงสมบัติ
ทางกลของวัสดุในช่วงอุณหภูมิต่าง ๆ เมื่อมีแรงกระท้า ความถี่ และความเครียด โดยค่า 
Tg ห าได้ จากจุ ดยอดกราฟ  (Peak) ของค่ าสั มประสิ ทธิ์ ก ารหน่ วง (Damping 

coefficient) หรือ Tan  (แสดงในภาคผนวก ข) ซึ่งค้านวณจากสัดส่วนของค่ามอดุลัส
สูญเสีย (Loss modulus) ต่อมอดุลัสสะสม (Storage modulus) ของวัสดุ 

ผลการวิเคราะห์อุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้วของฟิล์มไฟโบรอินไหมที่ปราศจากกลี
เซอรอล ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า แสดงในรูปที่ 20ก มีค่า 212.0 และ 
204.2 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ ซึ่งใกล้เคียงกับรายงานของ Qichun Liu และคณะ 
[90] ซึ่งพบว่า Tg  ของฟิล์มไฟโบรอินไหมมีค่า 218.92 องศาเซลเซียส ส่วนฟิล์มผสม 
SF/Gly ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า ที่ปราศจากกลีเซอรอล มีค่าอุณหภูมิ
เปลี่ยนสภาพแก้ว 212.0 และ 204.3 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ และเมื่อเพิ่มปริมาณกลี
เซอรอลจากร้อยละ 5 เป็น 30 โดยน ้าหนัก พบว่า ค่า Tg มีค่าลดลงจาก 173.8 เป็น 
118.8 และ 189.4 เป็น 134.9 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ (รูปที่ 20(ก)) เช่นเดียวกันกับ
ในกรณีของฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า ที่ปราศจากกลี
เซอรอลมีค่า Tg เท่ากับ 216.7 และ 216.4 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ และเมื่อเพ่ิม
ปริมาณกลีเซอรอลจากร้อยละ 5 เป็นร้อยละ 30 โดยน ้าหนัก พบว่าค่า Tg มีค่าลดลง
จาก 184.1 เป็น 105.8 องศาเซลเซียส  และ 187.3 เป็น  130.1 องศาเซลเซียส 
ตามล้าดับ (รูปที่ 20(ข))  
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รูปที่ 20 ค่าอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้วของ (ก) ฟิล์มผสม SF/Gly และ (ข) ฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่
ไม่ผ่าน (No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน้ า (WVA) 
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เมื่อเปรียบเทียบค่า Tg ของฟิล์มไฟโบรอินผสมกลีเซอรอลซึ่งไม่มีเจลาติน 
(SF/Gly) ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า พบว่า ค่า Tg อยู่ในช่วง 135 – 204 
และ 118 – 212 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ ในขณะที่ค่า Tg ของฟิล์มที่ผสมเจลาติน 
(SF/GA/Gly) อยู่ในช่วง 130 – 216 และ 105 – 216 องศาเซลเซียส ตามล้าดับ จะ
เห็นได้ว่าค่า Tg ของฟิล์มทั งสองชนิดอยู่ในช่วงใกล้เคียงกัน แสดงให้เห็นว่าเจลาตินที่
สัดส่วนร้อยละ 20 อาจไม่มีผลชัดเจนต่ออุณหภูมิสภาพแก้วของฟิล์มผสม 

เมื่อพิจารณาผลของกลีเซอรอลต่อสมบัติทางความร้อนของฟิล์มผสม พบว่าการ
เติมกลีเซอรอลส่งผลให้ ค่า Tg ของฟิล์มผสมลดลง เนื่องจากโมเลกุลของกลีเซอรอลซึ่ง
ท้าหน้าที่เป็นสารเสริมสภาพพลาสติก แทรกตัวระหว่างสายโซ่โปรตีนไฟโบรอิน และ 
เจลาติน จึงส่งผลรบกวนการจัดเรียงสายโซ่โปรตีนที่เป็นระเบียบ ท้าให้โมเลกุลของสาย
โซ่เคลื่อนที่เป็นอิสระมากขึ น [78] จึงท้าให้ค่าอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้วลดต่้าลงอย่าง
ต่อเนื่องตามปริมาณกลีเซอรอลที่เพิ่มขึ น ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบแรงดึงของฟิล์ม
ผสมที่สามารถดึงยืดได้มากขึ นเมื่อปริมาณกลีเซอรอลเพิ่มขึ น  

เมื่อพิจารณาผลของการอบนิ่มด้วยไอน ้าต่อสมบัติทางความร้อนของฟิล์มผสม 
SF/Gly พบว่าค่า Tg ของฟิล์มผสมที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าใกล้เคียงกับกลุ่มที่
ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า  ส่วนค่า Tg ของฟิล์มผสม SF/GA/Gly ในกลุ่มที่ผ่านการอบ
นิ่มด้วยไอน ้ามีค่าสูงกว่ากลุ่มที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าเล็กน้อย เนื่องจากการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้าส่งผลให้สายโซ่โปรตีนมีการจัดเรียงตัวเป็นระเบียบมากขึ น ท้าให้ฟิล์มผสม 
SF/GA/Gly ที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีความยืดหยุ่นน้อยกว่าและมีความแข็งมากกว่า
กรณีที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า ดังผลการทดสอบแรงดึงที่พบว่าฟิล์มผสมกลุ่มที่ผ่าน
การอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าการดึงยืด ณ จุดขาดต่้า และค่ามอดุลัสของยังสูง  
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4.1.2.3 สมบัติทางเคมีของฟิล์มผสม 
จากการศึกษาผลการทดสอบความแข็งแรงของฟิล์มผสมในการทนแรงดึง และ

ผลการทดสอบสมบัติทางความร้อนของฟิล์มผสมไฟโบรอินไหม (SF100) และฟิล์มผสม
ไฟโบรอินไหมและเจลาติน (SF/GA) ที่ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 5 10 20 และ 30 โดย
น ้าหนัก จะเห็นได้ว่าการเติมกลีเซอรอลมีผลต่อความยืดหยุ่นของฟิล์มผสมทั งสองชนิด 
และเม่ือพิจารณาปริมาณของกลีเซอรอลที่ผสมในฟิล์มผสม พบว่า เมื่อเติมกลีเซอรอล 

ร้อยละ 5 จนถึงร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก ฟิล์มผสมมีความยืดหยุ่นเพ่ิมมากขึ น แต่
ะซอรอลเป็นร้อยลเมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเ  30 โดยน ้าหนัก พบว่าความยืดหยุ่นไม่แตกต่าง

จากฟิล์มผสมที่มีปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 ดังนั นจึงได้เลือกสูตรฟิล์มผสม  SF/Gly 
และฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ มีป ริมาณ กลี เซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้ าหนั กมา
ท้าการศึกษาสมบัติทางเคมีของฟิล์มผสม หมู่ฟังก์ชันทางเคมี และสัดส่วนโครงสร้างทุติย
ภูมิของฟิล์มผสม ตรวจวิเคราะห์โดยใช้เทคนิคฟูเรียร์ทรานสฟอร์มอินฟราเรดสเปกโตรส
โกปี  (FT-IR spectroscopy) โหมด Attenuated Total Reflectance (ATR) ที่ช่วง
อินฟราเรดกลาง (700 – 4000 ซม-1)  

รูปที่ 21 แสดงสเปกตรัมการดูดกลืนแสงของฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม 
SF/GA/Gly ที่ ไม่ ผ่ าน  (No WVA) และผ่ านการอบนิ่ มด้ วยไอน ้ า  (WVA) พบว่ า 
สเปกตรัมการดูดกลืนของฟิล์มผสม แสดงพีคจ้าเพาของโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนที่
ชัดเจน  4 ต้าแหน่ง กล่าวคือ ต้าแหน่งที่หนึ่ง จะพบ 2 พีค โดยพีคแรกเกิดที่เลขคลื่น 

1652 ซม-1 ที่มีในโครงสร้างแบบเกลียวสุ่ม (Random coil) [18] และเลขคลื่น 1621 
ซม-1 ซึ่งสอดคล้องกับพันธะเอไมด์ I (Amide I) ที่เกิดจากการสั่นแบบยืดของพันธะ 
C=O (C=O stretching) ที่มีในโครงสร้างแบบแผ่นพลีทเบต้า (Beta sheet) ต้าแหน่งที่
สอง เกิดพีคที่ เลขคลื่น 1533 ซม -1 โดยพีคที่ปรากฏสอดคล้องกับพันธะเอไมด์ II 
(Amide II) ที่เกิดจากการสั่นแบบงอของพันธะ N-H (N-H bending) พีคที่ต้าแหน่งที่
สามที่เลขคลื่น 1238 ซม-1 แสดงถึงพันธะเอไมด์ III (Amide III) ที่เกิดจากการสั่นของ
พันธะ C-N (C-N stretching) ซึ่งเป็นลักษณะโครงสร้างแบบเกลียวสุ่ม/เกลียวแอลฟา 
[30] และต้าแหน่งที่สี่แสดงพีคจ้าเพาะของหมู่ C-OH ที่เลขคลื่น 1045 ซม-1 [28] เมื่อ
พิจารณาสเปกตรัมการดูดกลืนของฟิล์มที่ไม่มีการเติมกลีเซอรอล (ฟิล์ม SF100 และ
ฟิล์มผสม SF/GA) พบว่ายอดพีคของฟิล์มทั งสองจะปรากฏที่เลขคลื่น 1055 ซม-1 ซึ่ง
แสดงถึงการสั่นแบบยืดของ C=O (C=O stretching) ในสายโซ่โปรตีน [78] แต่เมื่อ
ฟิล์มมีการเติมกลีเซอรอล (ฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม SF/GA/Gly) พบว่ายอดพีค
ของฟิล์มผสมทั งสองมีลักษณะกว้างขึ นที่บริ เวณเลขคลื่น 1045 ซม -1 เนื่องจาก
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โครงสร้างของกลีเซอรอลประกอบด้วยหมู่ไฮดรอกซิล (-OH) 3 หมู่ จึงท้าให้พีคที่
ต้าแหน่ง 1045 ซม-1 ที่จ้าเพาะต่อหมู่ไฮดรอกซิลในกลีเซอรอลปรากฏขึ น [28] และเมื่อ
เปรียบเทียบกับสเปกตรัมการดูดกลืนของฟิล์มไฟโบรอินไหม (SF100) และฟิล์มผสมไฟ
โบรอินไหมและกลีเซอรอล (SF/Gly) ที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (No WVA) พบว่า
ยอดพีคปรากฏที่เลขคลื่น 1652 ซม-1 ที่แสดงถึงโครงสร้างแบบเกลียวสุ่ม และเมื่อน้า
ฟิล์มผสมทั งสองชนิดไปผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (WVA) จะพบว่ายอดพีคที่แสดงถึง
โครงสร้างแบบเกลียวสุ่มมีความชัดเจนลดลงเล็กน้อย และปรากฏยอดพีคใหม่ที่เลขคลื่น 
1621 ซม-1 ที่แสดงถึงโครงสร้างแบบแผ่นพลีทเบต้า แต่เมื่อพิจารณาสเปกตรัมการ
ดูดกลืนของฟิล์มผสม SF/GA และฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้า พบว่าไม่เห็นความแตกต่างที่เด่นชัด จึงจ้าเป็นต้องใช้โมเดลทางคณิตศาสตร์ 
Fourier self-deconvolution (FSD) ของสเปกตรัมช่วงพีค Amide I ในการวิเคราะห์
โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนอย่างละเอียด เนื่องจากพีค Amide I เป็นพีคที่มีความเข้ม
ของสเปกตรัมการดูดกลืนสูง (High intensity) และมีความว่องไวต่อการเปลี่ยนแปลง
พันธะของสายพอลิเพปไทด์ที่แสดงโครงสร้างทุติยภูมิ ซึ่งพบการสั่นแบบยืดของพันธะ 
C=O มากถึงร้อยละ 80 [30] โดยช่วงเลขคลื่นที่สอดคล้องกับโครงสร้างทุติยภูมิของ
โปรตีนและหมู่ไทโรซีนแสดงดังตารางที่ 9 

ทั งนี โครงสร้างทุติยภูมิ (Secondary structure) จะบ่งบอกถึงรูปร่างของโปรตีน 
ซึ่งมีโอกาสที่จะเกิดได้เป็นหลายรูปร่าง โดยเกิดจากสายพอลิเพปไทด์มีลักษณะม้วนตัว 
(Folding) เป็นรูปแบบที่ซ ้ากันและสม่้าเสมอท้าให้เกิดลักษณะที่เป็นเกลียว (Helix) 
หรือแผ่นพลีท (Pleated sheet) ที่เกิดจากการสร้างพันธะไฮโดรเจนระหว่างหมู่คาร์บอ
นิลและหมู่อะมิโนในสายพอลิเพปไทด์ ท้าให้โครงสร้างของโปรตีนมีความเป็นระเบียบ
และเสถียรมากขึ น จ้าแนกได้ดังนี  [31] 

1. โครงสร้างแบบเกลียวแอลฟา (Alpha helix) เป็นสายพอลิเพปไทด์ที่มี
โครงสร้างลักษณะเป็นแท่งแข็ง (Rigid rodlike structure) เกิดจากการม้วนตัวของสาย
พอลิเพปไทด์ หมู่คาร์บอกซิลของกรดอะมิโนแต่ละตัวจะสร้างพันธะไฮโดรเจนกับหมู่ 
เอมีนของกรดอะมิโนในต้าแหน่งที่ 4 ตัวถัดมาและเป็นเช่นนี ซ ้า ๆ กัน ท้าให้เกิดเกลียว
แอลฟา ที่มีทั งเกลียววนขวา และวนซ้าย โดยชนิดเกลียววนขวาจะเสถียรกว่าเกลียววน
ซ้าย 

2. โครงสร้างแผ่นพลีทเบต้า (Beta sheet) เป็นโครงสร้างที่มีลักษณะแผ่นพับ
ซ้อนกันไปมา โดยสายพอลิเพปไทด์ที่อยู่ใกล้กันจะมีการจับตัวกันด้วยพันธะไฮโดรเจนที่
เกิดระหว่างหมู่คาร์บอกซิลของสายพอลิเพปไทด์สายหนึ่งกับหมู่เอมีนของสายพอลิเพป
ไทด์อีกสายหนึ่ง จึงท้าให้การจัดเรียงตัวของโครงสร้างเป็นผลึกซึ่งเป็นสัณฐานที่มีความ
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เป็นระเบียบสูง การจับตัวกันแบบแผ่นพลีทเบต้าจะเกิดได้ 2 ลักษณะ โดยขึ นกับทิศ
ทางการเรียงตัวของกรดอะมิโนบนสายพอลิเพปไทด์ที่อยู่ติดกัน กล่าวคือถ้ากรดอะมิโน
บนสายพอลิเพปไทด์ที่อยู่ใกล้กันมีการจัดเรียงตัวจาก N-terminal ไปยัง C-terminal 
เหมือนกันทั ง 2 สาย จะเรียกว่าการจัดเรียงตัวแบบทิศทางเดียวกัน (Parallel) แต่ถ้า
การเรียงตัวของกรดอะมิโนเป็นไปในทิศตรงข้ามจะเรียกว่าการจัดเรียงตัวแบบทิศทาง
สวนกัน (Antiparallel) โดยทั่วไปโครงสร้างแบบทิศทางสวนกันจะเสถียรกว่าแบบ
ทิศทางเดียวกันส่งผลให้การจัดเรียงตัวของโปรตีนเป็นระเบียบมากขึ น 

3. โครงสร้างแบบเบต้าเทิร์น (Beta turn) เป็นโครงสร้างที่เปลี่ยนทิศทาง
เพ่ือให้เกิดการม้วนพับของสายพอลิเพปไทด์ที่เกิดจากพันธะไฮโดรเจน โดยมีกรดอะมิโน
ที่พบมากในโครงสร้างนี คือ ไกลซีน (Glycine) และโพรลีน (Proline) เนื่องจากไกลซีนมี
หมู่ R ในกรดอะมิโนเป็น ไฮโดรเจน (-H) ซึ่งมีขนาดเล็ก จึงสามารถสวมเข้าได้กับ
โครงสร้างสามมิติของโปรตีน ในขณะที่หมู่ R ของกรดอะมิโนชนิดอ่ืนๆหันออกข้างนอก 
จึงท้าให้เกิดการม้วนพับ หรือการโค้งของสายพอลิเพปไทด์ ส่วนโพรลีนจะมีอะตอมของ
ไนโตรเจนอยู่ในวงแหวนไพโรลิดีน (Pyrrolidine ring) จึงไม่มีการเปลี่ยนโครงรูป ท้าให้
สายพอลิเพปไทด์เกิดการโค้งงอได้ 

โปรตีนที่มีโครงสร้างทุติยภูมิที่กล่าวมาข้างต้นจัดว่าเป็นโปรตีนที่มีความเสถียร 
โดยหากจัดเรียงตามโครงสร้างที่มีความเป็นผลึก (Crystallization structure) พบว่า
โครงสร้างแบบแผ่นพลีทเบต้ามีความเป็นผลึก และจัดเรียงตัวเป็นระเบียบสูงสุด ถัดมา
คือโครงสร้างแบบเกลียวแอลฟา และแบบเบต้าเทิร์นตามล้าดับ [91, 92] 

นอกจากนี ยังมีโครงสร้างแบบเกลียวสุ่ม (Random coil) ซึ่งเป็นโครงสร้าง 
อสัณฐาน (Amorphous structure) มีลักษณะไม่เป็นระเบียบ เนื่องจากสายพอลิเพป
ไทด์ไม่ได้มีการจัดเรียงตัวให้อยู่ในรูปเสถียร รวมถึงหมู่ไทโรซีนที่มีหมู่อะโรมาติก
ไฮโดรคาร์บอนซึ่งจัดเป็นโครงสร้างแบบอสัณฐานที่แสดงถึงความไม่เป็นระเบียบใน
โครงสร้างของโปรตีน ]93[  
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รูปที่ 21 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของฟิล์ม SF100 ฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่
ไม่ผ่าน (No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน้ า (WVA)  
 

ตารางท่ี 9 โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีนและหมู่ไทโรซีน [80] 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

เลขคลื่น (ซม-1) 
โครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน 

และหมู่ไทโรซีน 

1,605 – 1,615 หมู่ไทโรซีน (Tyrosine) 

1,616 – 1,621 แผ่นพลีทเบต้า (-sheet) 

1,638 – 1,653 เกลียวสุ่ม (Random coil) 

1,656 – 1,622 เกลียวแอลฟ่า (Alpha helix) 

1,663 – 1,696 เบต้าเทิร์น (-turn) 
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โครงสร้างทุติยภูมิของ
โปรตีน 

ร้อยละของโครงสร้างทุติยภูมิและหมู่ไทโรซีน 

ฟิล์มผสม SF/GA ฟิล์มผสม SF/GA/Gly 

No WVA WVA No WVA WVA 

แผ่นพลีทเบต้า 38.07 44.61 29.27 40.78 

เกลียวแอลฟ่า 8.94 3.88 10.37 4.34 

เบต้าเทิร์น 15.53 24.12 11.93 18.23 

เกลียวสุ่ม 30.07 22.94 43.55 31.99 

หมู่ไทโรซีน 7.40 4.45 4.88 4.66 

 

ตารางท่ี 10 ร้อยละโครงสร้างทุติยภูมิและหมู่ไทโรซีนของฟิล์ม SF100 และฟิล์มผสม SF/Gly และ
ฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่าน (No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน้ า (WVA) 

โครงสร้างทุติยภูมิของ
โปรตีน 

ร้อยละของโครงสร้างทุติยภูมิและหมู่ไทโรซีน 

ฟิล์ม SF100 ฟิล์มผสม SF/Gly 

No WVA WVA No WVA WVA 

แผ่นพลีทเบต้า 20.36 44.05 14.85 38.21 

เกลียวแอลฟ่า 3.64 6.94 6.76 7.86 

เบต้าเทิร์น 15.04 15.76 13.61 12.77 

เกลียวสุ่ม 53.07 26.67 49.19 35.80 

หมู่ไทโรซีน 7.89 6.58 5.59 5.36 

ตารางท่ี 11 ร้อยละโครงสร้างทุติยภูมิและหมู่ไทโรซีนของฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่าน (No WVA) 
และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (WVA) 
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เมื่อพิจารณาผลของการเติมเจลาตินที่มีต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้างทุติยภูมิ
และหมู่ไทโรซีนในฟิล์มผสม โดยการเปรียบเทียบระหว่างฟิล์มที่ไม่มีการเติมเจลาติน 
(ฟิล์ม SF100 และฟิล์มผสม SF/Gly) (แสดงในตารางที่  10) และฟิล์มที่มีการเติม 
เจลาติน (ฟิล์มผสม SF/GA และฟิล์มผสม SF/GA/Gly) (แสดงในตารางที่ 11) กรณีที่ไม่
ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (No WVA) พบว่าฟิล์มผสมที่มีเจลาตินมีปริมาณโครงสร้าง
แผ่นพลีทเบต้าและเกลียวแอลฟามากกว่าฟิล์มที่ ไม่มีการเติมเจลาติน ในขณะที่
โครงสร้างแบบเกลียวสุ่มลดลง ส่วนในกรณีของฟิล์มที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า พบว่า
ฟิล์มผสมที่มีเจลาตินจะมีปริมาณโครงสร้างแผ่นพลีทเบต้า และเบต้าเทิร์นเพ่ิมขึ น 
โครงสร้างเกลียวแอลฟาและเกลียวสุ่มมีปริมาณลดลงเมื่อเทียบกับฟิล์มผสมที่ไม่มี 
เจลาติน ซึ่งเมื่อพิจารณาฟิล์มผสมทั งสองกรณีที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 
พบว่าการเปลี่ยนแปลงของโครงสร้างทุติยภูมิของฟิล์มผสมเมื่อเติมเจลาตินคือ การ
เพ่ิมขึ นของโครงสร้างแผ่นพลีทเบต้า และการลดลงของโครงสร้างเกลียวสุ่ม จึงคาดว่าเจ
ลาตินมีแนวโน้มชักน้าโครงสร้างทุติยภูมิของไฟโบรอินไหมให้มีความเป็นระเบียบมากขึ น 
แต่ทั งนี ผลการวิเคราะห์โครงสร้างทางเคมีของฟิล์มผสมด้วยวิธี FSD นี ไม่สอดคล้องกับ
ผลการทดสอบความแข็งแรงของฟิล์มผสมในการทนต่อแรงดึงยืด ที่พบว่าการเติม 
เจลาตินในฟิล์มผสมส่งผลให้ฟิล์มผสมมีความยืดหยุ่นเพ่ิมมากขึ น ทั งนี การวิเคราะห์
ปริมาณโครงสร้างทางเคมีนี ค้านวณจากหนึ่งชิ นงานตัวอย่างขนาดเล็ก ซึ่งอาจมีความ
คลาดเคลื่อนได้ ในขณะที่สมบัติทางกลที่ทดสอบเป็นสมบัติระดับมหภาค 

เมื่อพิจารณาผลของการเติมกลีเซอรอลต่อโครงสร้างทุติยภูมิของฟิล์มที่ผสม 
กลีเซอรอล (ฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม SF/GA/Gly) ในกรณีที่ไม่ผ่านการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้า พบว่าโครงสร้างที่มีปริมาณเพ่ิมขึ นเมื่อฟิล์มผสมทั งสองชนิดมีการเติมกลีเซ
อรอลร้อยละ 20 20 โดยน ้าหนัก คือ โครงสร้างเกลียว แอลฟา และเกลียวสุ่ม ในขณะที่
โครงสร้างแผ่นพลีทเบต้า เบต้าเทิร์น และหมู่ไทโรซีนมีปริมาณลดลง และเมื่อพิจารณา
ในกรณีที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า พบว่าฟิล์มที่ผสมกลีเซอรอล มีโครงสร้างแผ่นพลีท
เบต้าและเบต้าเทิร์นลดลง และโครงสร้างแบบเกลียวสุ่มเพ่ิมมากขึ นเช่นเดียวกับในกรณี
ของฟิล์มผสมที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า แต่โครงสร้างเกลียวแอลฟาและหมู่ไทโรซีน
ไม่มีความแตกต่างจากในกรณีของฟิล์มที่ไม่ผสมกลีเซอรอล (ฟิล์ม SF100 และฟิล์ม 
SF/GA) แสดงให้เห็นว่าการเติมกลีเซอรอลมีส่วนช่วยในการชักน้าโครงสร้างที่มีความ
เป็นระเบียบให้ลดลง จึงท้าให้ฟิล์มที่ผสมกลีเซอรอลมีความยืดหยุ่นเพ่ิมมากขึ น ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการทดสอบการทนแรงดึงยืดที่ได้กล่าวไปในหัวข้อ 4.1.2.1 ที่แสดงให้
เห็นว่าเมื่อมีการผสมกลีเซอรอลในฟิล์ม ส่งผลให้ร้อยละการดึงยืด ณ จุดขาดมีค่า
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มากกว่า และค่ามอดุลัสของยังมีค่าน้อยกว่าฟิล์มที่ไม่การผสมกลี เซอรอล ซึ่งสอดคล้อง
กับผลการทดสอบสมบัติเชิงกลพลวัติที่พบว่าค่าอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้วของฟิล์มที่
ผสมกลีเซอรอลมีค่าต่้ากว่าฟิล์มที่ไม่ผสมกลีเซอรอล ในงานวิจัยของ Shenzhou Lu 
และคณะ [77] ได้ศึกษาผลของการเติมกลีเซอรอลที่ปริมาณต่าง ๆ (1, 2, 5, 10, 20 
และ 30 โดยน ้าหนัก) ในฟิล์มไฟโบรอินไหม จากผลการศึกษาโครงสร้างทุติยภูมิของ
ฟิล์มผสมที่มีการเติมกลีเซอรอลตั งแต่ร้อยละ 5 เป็น 20 โดยน ้าหนัก พบว่าโครงสร้างที่
พบมากที่สุดคือ โครงสร้างแบบเกลียวแอลฟา ที่มีประมาณร้อยละ 50 โดยปริมาณของ
เกลียวแอลฟาจะเพ่ิมขึ นตามปริมาณกลีเซอรอลที่เพ่ิม และปริมาณโครงสร้างที่ลดลงคือ
โครงสร้างเบต้าเทิร์น  

เมื่อพิจารณาผลของการอบนิ่มด้วยไอน ้าต่อโครงสร้างทุติยภูมิของฟิล์มทั ง 4 สูตร
ที่แสดงในตารางที่ 10 และ 11 พบว่า โครงสร้างที่มีปริมาณเพ่ิมขึ นอย่างชัดเจนภาย
หลังจากการอบนิ่มด้วยไอน ้าคือโครงสร้างแผ่นพลีทเบต้า ในขณะที่โครงสร้างแบบ
เกลียวสุ่มมีปริมาณลดลง แสดงให้เห็นว่าการอบนิ่มด้วยไอน ้าส่งผลต่อโครงสร้างทุติยภูมิ
ของโปรตีน โดยการชักน้าให้สายโซ่โปรตีนเกิดการเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบมากขึ น ซึ่ง
สอดคล้องกับผลการทดสอบการทนแรงดึงของฟิล์มผสม ที่แสดงให้เห็นว่าเมื่อฟิล์มผสม
ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าจะมีร้อยละการดึงยืด ณ จุดขาดต่้ากว่ากรณีที่ไม่ผ่านการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้า และค่ามอดุลัสของยังของฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าสูงกว่าฟิล์ม
ผสมที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า และพบว่าอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้วของฟิล์มผสมที่
ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าสูงกว่าในกรณีที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 

ในงานวิจัยของ Xiao Hu  และคณะ [55] ได้ศึกษาผลของการอบนิ่มด้วยไอน ้าที่
อุณหภูมิต่าง ๆ (4, 25, 37, 50 และ 95 องศาเซลเซียส ) ต่อโครงสร้างของฟิล์ม 
ไฟโบรอินไหม พบว่าสเปกตรัมการดูดกลืนของฟิล์มไฟโบรอินไหมที่ไม่ผ่านการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้า ปรากฏยอดคลื่นที่ประมาณ 1648 ซม-1 ซึ่งแสดงถึงยอดคลื่นแบบเกลียวสุ่ม 
และเมื่อน้าฟิล์มไฟโบรอินไหมไปอบนิ่มด้วยไอน ้า ที่อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส จะพบ
ยอดคลื่น 1626 ซม-1 ที่ชัดเจน แสดงให้เห็นว่าการอบนิ่มด้วยไอน ้าส่งผลต่อสายโซ่ไฟโบ
รอินไหมมีการจัดเรียงตัวที่เป็นระเบียบมากขึ น 
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4.1.2.4 ผลการทดสอบความคงตัวในน  าของฟิล์มผสม 
เพ่ือยืนยันผลการทดลองในหัวข้อสมบัติทางเคมีของฟิล์มผสม ที่พบว่าการเติม 

เจลาติน กลีเซอรอล และการอบนิ่มด้วยไอน ้า ส่งผลต่อการเปลี่ยนแปลงโครงสร้าง 
ทุติยภูมิของไฟโบรอินไหม จึงได้มีการทดสอบความคงตัวของฟิล์มผสม SF/Gly และ 
SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่าน (No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (WVA) โดยประเมิน
จากร้อยละน ้าหนักแห้งคงเหลือของฟิล์มผสม (รูปที่ 22ก และ 22ข) และปริมาณโปรตีน
ที่ละลายน ้า (รูปที่ 23ก และ 23ข) ภายหลังการแช่ฟิล์มผสมสูตรต่าง ๆ ในน ้าปราศจาก
ประจุ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 

โดยเมื่อพิจารณาผลของการเติมเจลาตินต่อความคงตัวของฟิล์ม พบว่าภายหลัง
การแช่น ้าฟิล์มไฟโบรอินที่ไม่มีเจลาติน (SF100) ไม่สามารถคงสภาพเป็นแผ่นฟิล์มได้ 
โดยฟิล์มละลายและแยกเป็นชิ นเล็ก ๆ ในขณะที่ฟิล์มผสมที่มีเจลาติน (SF/GA) ยังคง
สภาพเป็นแผ่นเดียว โดยมีบางส่วนละลายออกไปในน ้า ทั งนี ร้อยละน ้าหนักแห้งคงเหลือ
ของฟิล์ม SF100 ที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า (รูปที่ 22ก) มีค่าประมาณร้อยละ 31 
ในขณะที่ฟิล์ม SF/GA (รูปที่ 22ข) มีค่าประมาณร้อยละ 68 ซึ่งสูงกว่ากรณีที่ไม่มีการ
เติมเจลาตินอย่างชัดเจน และเมื่อพิจารณาในกลุ่มของฟิล์มผสมกลีเซอรอลที่ไม่มี 
เจลาติน (SF/Gly) (รูปที่ 22ก) และมีเจลาติน (SF/GA/Gly) (รูปที่ 22ข) พบว่าร้อยละ
น ้าหนักแห้งคงเหลือของฟิล์มผสม SF/Gly ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า มีค่า
ต่้ากว่าฟิล์มผสม SF/GA/Gly ทั งสองกรณี ซึ่งสอดคล้องกับปริมาณโปรตีนที่ละลายในน ้า
ภายหลังการแช่ฟิล์มซึ่งมีน้อยลงเมื่อฟิล์มมีการผสมเจลาติน ดังแสดงในรูปที่ 23ก และ 
23ข แสดงให้เห็นว่าการเติมเจลาตินช่วยให้ฟิล์มไฟโบรอินไหมมีความคงตัวมากขึ น อาจ
เนื่องมาจากค่าศักย์ซีตา (Zeta potential) ที่ได้กล่าวไปในหัวข้อ 4.1.1 กล่าวคือค่า
ศักย์ซีตาของสารละลายไฟโบรอินไหมและกลีเซอรอลมีค่าเป็นลบ ในขณะที่สารละลาย 
เจลาตินมีค่าเป็นบวก เมื่ออยู่ในรูปสารละลายผสมระหว่างไฟโบรอินไหมและกลีเซอรอล
จึงท้าให้ประจุรวมของสารละลายมีค่าเป็นลบ ในขณะที่สารละลายผสมไฟโบรอิน  
เจลาติน และกลีเซอรอล ประจุรวมของสารละลายมีค่าเข้าใกล้ศูนย์  ซึ่งเมื่อน้า
สารละลายผสมมาขึ นรูปเป็นฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม SF/GA/Gly และน้าฟิล์ม
ผสมทั งสองชนิดแช่ ในน ้ าที่ มีขั วจึ งมีแนวโน้มที่ ท้ าให้ ฟิล์มผสมที่ ไม่มี เจลาติน 
(SF/GA/Gly) ที่มีประจุรวมเข้าใกล้ศูนย์ จึงส่งผลให้ฟิล์มผสม SF/GA/Gly มีความคงตัว
มากกว่าฟิล์มผสม SF/Gly ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบสมบัติทางเคมีของฟิล์มผสมที่
ได้กล่าวมาข้างต้นว่าเจลาตินสามารถชักน้าโครงสร้างทุติยภูมิของไฟโบรอินไหมท่ีมีความ
เป็นระเบียบให้มีปริมาณเพ่ิมขึ น 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 81 

เมื่อพิจารณาผลของกลีเซอรอลต่อสมบัติความคงตัวของฟิล์มทั ง 4 สูตร พบว่า
การเติมกลีเซอรอลในฟิล์มสามารถช่วยให้ฟิล์มมีความคงตัวในน ้าได้ เช่น ในกรณีของ
ฟิล์ม SF100 ที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า มีค่าร้อยละน ้าหนักแห้งคงเหลือประมาณ
ร้อยละ 30 และเมื่อเติมกลีเซอรอลเพียงร้อยละ 5 โดยน ้าหนัก พบว่าค่าดังกล่าวเพ่ิมขึ น
อย่างชัดเจน เป็นร้อยละ 77 สอดคล้องกับปริมาณโปรตีนที่ละลายในน ้าของฟิล์มที่ลดลง
จากร้อยละ 68 เป็น 20 ดังแสดงในรูปที่ 23ก แสดงให้เห็นว่าการเติมกลีเซอรอลช่วยให้
ฟิล์มผสมทั ง 4 สูตรสามารถคงตัวอยู่ได้ในน ้าได้มากขึ น เนื่องจากโมเลกุลกลีเซอรอลชัก
น้าให้สายโซ่โปรตีนจัดเรียงตัวเป็นระเบียบมากขึ น  โดยเกิดพันธะไฮโดรเจนระหว่าง
หมู่ไฮดรอกซิลของกลีเซอรอล และหมู่เอไมด์ (NH2) ของโปรตีน ที่จะส่งผลให้สายโซ่ 
ไฟโบรอินเรียงตัวเป็นระเบียบมากขึ น ด้วยอันตรกิริยาที่ไม่ชอบน ้า  (Hydrophobic 
interaction) จากกรดอะมิโนไกลซีน (Glycine) และอลานีน (Alanine) ที่เรียงตัวซ ้า 
จึงท้าให้ฟิล์มมีความสามารถในการละลายน ้าได้ลดลงเมื่อมีปริมาณกลีเซอรอลเพ่ิมมาก
ขึ น [94] 

เมื่อพิจารณาผลของการอบนิ่มด้วยไอน ้าต่อสมบัติความคงตัวของฟิล์มทั ง 4 สูตร
ที่แสดงในรูปที่ 22 พบว่าฟิล์มในกลุ่มที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีค่าร้อยละน ้าหนักแห้ง
คงเหลือมากกว่าในกลุ่มที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า โดยเมื่อเปรียบเทียบในกรณีของ
ฟิล์ม SF100 ก่อนและหลังการอบนิ่มด้วยไอน ้า (รูปที่ 22ก) พบว่าร้อยละน ้าหนักแห้ง
คงเหลือของฟิล์มเพ่ิมขึ นมากกว่าเท่าตัว จากร้อยละ 32 เป็น 80 เช่นเดียวกับฟิล์มผสม 
SF/GA (รูปที่  22ข) ที่พบว่าค่าดังกล่าวเพ่ิมขึ นจากร้อยละ 69 เป็น 91 ค่าร้อยละ
น ้าหนักแห้งคงเหลือของฟิล์มผสม SF/Gly และ SF/GA/Gly ในกรณีที่ผ่านการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้ามีค่ามากกว่าในกรณีที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าเช่นกัน สอดคล้องกับปริมาณ
โปรตีนที่ละลายในน ้าของฟิล์ม (รูปที่ 23) ซึ่งมีค่าลดลงเมื่อฟิล์มผสมผ่านการอบนิ่มด้วย
ไอน ้า แสดงให้เห็นว่าการอบนิ่มด้วยไอน ้ามีผลต่อสมบัติความคงตัวของฟิล์มผสมทั งสอง
ชนิด เนื่องมาจากกระบวนการอบนิ่มด้วยไอน ้าส่งผลให้การจัดเรียงตัวของสายโซ่ไฟโบ
รอินเป็นระเบียบมากขึ น [19] จึงท้าให้ฟิล์มละลายน ้าได้น้อยลงเมื่อเทียบกับฟิล์มที่ไม่
ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า ซึ่งสอดคล้องกับผลการทดสอบสมบัติทางเคมีที่กล่าวมาข้างต้น 
ที่พบว่าการอบนิ่มด้วยไอน ้าส่งผลต่อการเหนี่ยวน้าโครงสร้างทุติยภูมิแบบแผ่นพลีทเบต้า
ของไฟโบรอินให้มากยิ่งขึ น มีการเชื่อมระหว่างสายโซ่พอลิเพปไทด์ด้วยพันธะไฮโดรเจน
ซึ่งเป็นพันธะที่มีความไม่ชอบน ้าสูง ท้าให้โมเลกุลของสารละลายเข้าไปไฮโดรไลซ์ได้น้อย   
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รปูที่ 22 ร้อยละน้ าหนักแห้งคงเหลือของ (ก) ฟิล์มผสม SF/Gly และ (ข) ฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ไม่
ผ่าน (No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน้ า (WVA) ภายหลังการแช่ในน้ าปราศจากประจุ อุณหภูมิ 
25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง  
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รูปที่  23 ร้อยละปริมาณโปรตีนที่ละลายน้ าของ  (ก ) ฟิล์มผสม SF/Gly และ (ข ) ฟิล์มผสม 
SF/GA/Gly ที่ ไม่ผ่าน (No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน้ า (WVA) ภายหลังการแช่ในน้ า
ปราศจากประจุ อุณหภูมิ 25 องศาเซลเซียส เป็นเวลา 24 ชั่วโมง 
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4.2 คุณลักษณะและสมบัติของไวรัสใบด่างยาสูบท่ีไม่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (TMV-wt) และถูก
ดัดแปลงพันธุกรรมด้วยกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก (TMV-RGD) 

การศึกษาคุณลักษณะของไวรัสใบด่างยาสูบ (Tobacco mosaic virus; TMV) 2 ชนิด คือไวรัส
ใบด่างยาสูบที่ไม่ได้ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (TMV-wt) และ ไวรัสที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยกรด 
อะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก (TMV-RGD) ที่เตรียมได้ เพ่ือยืนยันความถูกต้องและความบริสุทธิ์
ของไวรัสแต่ละชนิด โดยวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐาน ปริมาณ RNA ความบริสุทธิ์ของไวรัส และจ้าแนก
ชนิดของไวรัสทั งสองชนิดโดยเทคนิค Matrix-assisted laser desorption/ionization time of 
flight (MALDI-TOF) มีรายละเอียดในหัวข้อต่อไปนี  

4.2.1 สัณฐานของไวรัสใบด่างยาสูบ  
การวิเคราะห์โครงสร้างสัณฐานของไวรัสใบด่างยาสูบ (Tobacco mosaic virus, TMV) 

โดยใช้กล้องจุลทรรศน์ อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (Transmission Electron Microscopy, 
TEM) แสดงในรูปที่ 24 ซึ่งสุ่มไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD ชนิดละ 20 แท่ง มาวัดด้วย
โปรแกรม ImageJ และหาค่าเฉลี่ยจากการวัด สังเกตได้ว่า โครงสร้างของไวรัสใบด่างยาสูบทั ง
สองชนิดมีลักษณะเป็นแท่ง (rod shape) และมีขนาดใกล้เคียงกัน โดยไวรัสใบด่างยาสูบ 
TMV-wt (รูปที่ 24ก) มีความยาวประมาณ 300.5  2.2 นาโนเมตร และความกว้าง 18.3  
0.6 นาโนเมตร และไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-RGD (รูปที่ 24ข) มีความยาวประมาณ 301.3  

7.9 นาโนเมตร และความกว้าง 18.8  0.9 นาโนเมตร ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Klug A 
[35] ที่รายงานว่าไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt มีลักษณะเป็นแท่ง ความยาว 300 นาโนเมตร
และความกว้าง 18 นาโนเมตร และในงานวิจัยของ Pongkwan S. และคณะ [39] รายงานว่า
ไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-RGD มีความยาวประมาณ 300 นาโนเมตร และความกว้างประมาณ 
15 – 20 นาโนเมตร  
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รูปที่ 24 ลักษณะสัณฐานของ (ก) ไวรัส TMV-wt (ข) ไวรัส TMV-RGD ที่ก้าลังขยาย 150,000 เท่า  
 (สเกลบาร์ 200 นาโนเมตร) (ค) ไวรัส TMV-RGD ที่ก้าลังขยาย 500,000 เท่า (สเกลบาร์ 50 นาโน
เมตร) วิเคราะห์ด้วยกล้องจุลทรรศน์อิเล็กตรอนแบบส่องผ่าน (TEM) 
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4.2.2 ความเข้มข้นของสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบ 
การตรวจวัดความเข้มข้นของสารละลายไวรัสใบด่างยาสูบจากค่าการดูดกลืนแสงที่

ความยาวคลื่น 260 นาโนเมตร ค้านวณได้จากกฎของเบียร์-แลมเบิร์ต (Beer Lambert’s 

law) โดยสัมประสิทธิ์การดูดกลืนแสง (Extinction coefficient; ) ของไวรัสใบด่างยาสูบทั ง
สองชนิด (TMV-wt และ TMV-RGD) มีค่าเท่ากับ 3 (มิลลิลิตร/มิลลิกรัม-1เซนติเมตร-1) [41] 
ซึ่งพบว่าความเข้มข้นของสารละลายไวรัส TMV-wt ที่เตรียมได้ เท่ากับ 12 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร 
และความเข้มข้นของสารสะลายไวรัส TMV-RGD มีค่า 9 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร จากนั นน้า
สารละลายไปเจือจางเป็น 0.1 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ด้วยฟอสเฟตบัฟเฟอร์ 0.1 โมลาร์ เพ่ือใช้ใน
การทดลองในหัวข้อถัดไป ส่วนความบริสุทธิ์ของไวรัส (Virus purification) ที่แสดงถึงความ
สมบูรณ์ของโครงสร้างไวรัส ซึ่งประกอบด้วยแกนกลาง (Core) ของ RNA และมีโปรตีนหุ้ม
ล้อมรอบ (Capsid) วิเคราะห์ได้จากสัดส่วนของค่าการดูดกลืนแสงของ RNA ต่อค่าการดูดกลืน

แสงของโปรตีน (
𝐴260

𝐴280
) ซึ่งมีค่าอยู่ช่วง 1.20 – 1.30 [37] โดยคาดว่าหากค่าสัดส่วนนี มีค่าสูง

หรือต่้ากว่าในช่วงดังกล่าว อาจหมายถึงลักษณะของไวรัสไม่สมบูรณ์ เช่นกรณีค่าสัดส่วนสูง 
อาจหมายความว่าไวรัสแตกและมี RNA หลุดออกมา หรือในกรณีค่าสัดส่วนต่้าอาจหมายถึง
โปรตีนที่หุ้มล้อมหลุดออกมาหรือมีการปนเปื้อนจากโปรตีนอ่ืน โดยไวรัส TMV-wt และ TMV-
RGD ที่เตรียมได้ มีค่าดังกล่าวเท่ากับ 1.28 และ 1.26 ตามล้าดับ ซึ่งสอดคล้องกับรายงานวิจัย
ของ MA Bruckman และคณะ ที่ได้รายงานสัดส่วนค่าการดูดกลืนแสงของ RNA ต่อโปรตีนใน
ไวรัส TMV-wt ว่าอยู่ในช่วง 1.2 – 1.3  ]86[ และรายงานวิจัยของ Andrew Lee และคณะ ที่
ระบุค่าดังกล่าวของไวรัส TMV-RGD เท่ากับ 1.26 – 1.27  ]37[  ซึ่งจากผลความบริสุทธิ์ของ
ไวรัสในหัวข้อนี สอดคล้องกับลักษณะโครงสร้างไวรัสที่มีลักษณะแท่งที่สมบูรณ์ที่ได้กล่าวใน
หัวข้อ 4.2.1   
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4.2.3 ผลการจ าแนกชนิดของไวรัส 
การจ้าแนกชนิดของไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ได้ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (TMV-wt) และ 

ไวรัสที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก )TMV-RGD) สามารถ
วิเคราะห์ได้จากน ้าหนักโมเลกุลของไวรัสซึ่งตรวจวัดด้วยเทคนิค Matrix-assisted laser 
desorption ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) โด ยน้ า
ข้อมูลที่ได้จากการวิเคราะห์น ้าหนักโมเลกุลของเพปไทด์และพีคของมวลของสารต่อประจุบวก
ของไอออน (Mass/charge ratio; m/z) ที่เรียงตัวกันเป็น Peptide mass fingerprint (PMF) 
มาเปรียบเทียบกับฐานข้อมูล โดย m คือมวลของสารที่กลายเป็นไอออนบวกในหน่วยดาลตัน 
และ z คือค่าประจุบวกของไอออน ซึ่งเกิดจากการสูญเสียอิเล็กตรอนและรับโปรตอน (H+) เข้า
มาในโมเลกุลเรียกว่าการ protonation ดังนั น m/z จึงบ่งบอกมวลโมเลกุลของสารได้ ในกรณี
ที่ z เท่ากัน ไอออนที่มีค่า m/z สูงคือมีมวลโมเลกุลมาก จะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าไอออนที่มี m/z 
น้อยกว่า ส่วนในกรณีที่มวลเท่ากัน แต่ z ไม่เท่ากันจะท้าให้ค่าอัตราส่วน m/z แตกต่างไป โดย
ไอออนที่มี z มากกว่าท้าให้ค่า m/z ต่้าจะเคลื่อนที่ได้ช้ากว่าไอออนที่มี z น้อยกว่า [45] (แสดง
ในภาคผนวก ง รูปที่ 34) จากรูปที่ 25ก แสดงให้เห็นกราฟสเปกตรัมมวลต่อประจุของไวรัสใบ
ด่างยาสูบ TMV-wt ปรากฏพีคที่ต้าแหน่ง 17519.99 ซึ่งใกล้เคียงกับงานวิจัยของ A Klug และ
คณะ ที่พบว่าสเปกตรัมมวลต่อประจุของไวรัส TMV-wt ปรากฏพีคที่ต้าแหน่ง 17534 [39] 
และเมื่อพิจารณาในรูปที่  25ข ซึ่ งแสดงสเปกตรัมมวลต่อประจุของไวรัสใบด่างยาสูบ  
TMV-RGD ปรากฏพีคที่ 18163.94 ซึ่งสอดคล้องกับงานวิจัยของ Andrew Lee และคณะ ที่
พบว่าสเปกตรัมของไวรัส TMV-RGD ปรากฏที่ต้าแหน่ง 18161 [36] และเมื่อพิจารณาน ้าหนัก
โมเลกุลของไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD (ไวรัส TMV-wt ที่มีการดัดแปรพื นผิวด้วยล้าดับ
กรดอะมิ โน  Glycine Alanine Glycine Aspartic Serine Proline Glycine; GRGDSPG) 
พบว่าน ้าหนักโมเลกุลของล้าดับกรดอะมิโน GRGDSPG มีค่า 644.64 ดาลตัน โดยการค้านวณ
ด้วยโปรแกรม Molecular weight amino sequence calculator [46] จึงสอดคล้องกับการ
เพ่ิ มขึ นของน ้ าหนั ก โมเลกุลของไวรัส  TMV-wt เป็ น  TMV-RGD จาก 17519.99 เป็ น 
18163.94 ดาลตัน  
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รูปที่ 25 กราฟสเปกตรัมมวลต่อประจุของ (ก) ไวรัส TMV-wt และ (ข) ไวรัส TMV-RGD ที่วิเคราะห์
ด้วยเทคนิค Matrix-assisted laser desorption ionization time-of-flight mass spectrometry 

(MALDI-TOF MS) ที่สัดส่วนมวลต่อประจุบวกของไอออนเป็น 1:1 
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4.3 ผลการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัส TMV-wt และไวรัส TMV-RGD โดยวิธีการเคลือบ
และการเชื่อมขวางด้วยสารเคมี 

จากผลการทดสอบสมบัติทางกายภาพและทางเคมีของฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม 
SF/GA/Gly ที่ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 
พบว่าฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า มีโครงสร้างทุติยภูมิที่เป็นระเบียบมากกว่ากรณีที่ไม่ผ่าน
การอบนิ่มด้วยไอน ้า จึงส่งผลให้ฟิล์มสามารถคงตัวในน ้าได้มากกว่าฟิล์มผสมที่ไม่ผ่านการอบนิ่มด้วย
ไอน ้า ซึ่งความคงตัวในน ้ามีความส้าคัญต่อสมบัติทางชีวภาพ เนื่องจากฟิล์มต้องสัมผัสกับอาหารเลี ยง
เซลล์เป็นเวลา 7 วัน ดังนั นฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า จึงมีความเหมาะสมในการน้าไปศึกษา
สมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ และเพ่ือเพ่ิมความสามารถในการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของ
เซลล์ [40] ในงานวิจัยนี จึงได้เลือกฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก 
ที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า มาดัดแปรพื นผิวฟิล์มด้วยไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม 
(TMV-wt) และไวรัสใบด่างยาสูบที่ดัดแปลงพื นผิวด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก 
(TMV-RGD) ความเข้มข้น 0.1 ไมโครกรัม/ไมโครลิตร ปริมาตร 20 ไมโครลิตร โดยวิธีการเคลือบ 
(Coating) และวิธีการเชื่อมขวางด้วยสารเคมี (Chemical crosslinking) ซึ่งผลการดัดแปรพื นผิวฟิล์ม
ผสมด้วยไวรัสทั งสองวิธี ประเมินได้จากปริมาณไวรัสในสารละลายฟอสเฟตบัฟเฟอร์ที่หลุดออกมาจาก
ฟิล์ม ภายหลังการแช่ฟิล์มผสมในฟอสเฟตบัฟเฟอร์ ความเข้มข้น 0.1 M ที่ อุณหภูมิ 25 องศา
เซลเซียส เป็นเวลา 6 ชั่วโมง โดยเมื่อเปรียบเทียบวิธีในการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสโดย
วิธีการเคลือบและการเชื่อมขวาง พบว่าปริมาณของไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD ที่หลุดออกมา
จากฟิล์มโดยวิธีการเคลือบ มีค่า 1.92 ± 0.03 และ 1.90 ± 0.03 ไมโครกรัม คิดเป็นร้อยละ 96 และ 
95 ของปริมาณไวรัสเริ่มต้น ตามล้าดับ ในขณะที่ปริมาณของไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD ที่หลุด
ออกจากฟิล์มโดยวิธีการเชื่อมขวางมีปริมาณน้อยกว่า ซึ่งมีค่า 0.08 ± 0.01 และ 0.09 ± 0.01 
ไมโครกรัม คิดเป็นร้อยละ 4 และ 4.5 ของปริมาณไวรัสเริ่มต้น ตามล้าดับ แสดงให้เห็นว่าการดัดแปร
พื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสโดยวิธีเชื่อมขวางด้วยสารเคมีสามารถท้าให้ไวรัสทั งสองชนิดคงอยู่บนฟิล์ม
ผสมได้ถึงประมาณร้อยละ 96 ซึ่งมากกว่าวิธีการเคลือบที่มีไวรัสเหลือเพียงประมาณร้อยละ 5 ของ
ปริมาณไวรัสเริ่มต้น 

เมื่อพิจารณาอันตรกิริยาทางไฟฟ้าสถิต (Electrostatic interaction) ระหว่างไวรัสใบด่าง
ยาสูบและฟิล์มผสม SF/GA/Gly พบว่า ค่า Isoelectric point ของไวรัสใบด่างยาสูบมีค่าประมาณ 
3.5 [60] ในสารละลายฟอตเฟสบัฟเฟอร์ ที่ค่าความเป็นกรดด่าง 6.7 ส่งผลให้ไวรัสในสารละลาย
ดังกล่าวมีสภาพประจุเป็นลบ (Negative charge) และค่าศักย์ซีตาของสารละลายผสม SF/GA/Gly มี
สภาพประจุรวมเข้าใกล้ศูนย์ ซึ่งได้รายงานไปในหัวข้อ 4.1.1 จึงท้าให้ไม่มีอันตรกิริยาทางไฟฟ้าสถิตที่
ดึงดูดกันระหว่างไวรัสและฟิล์มผสม การเคลือบไวรัสบนพื นผิวฟิล์มจึงไม่สามารถท้าให้ไวรัสคงอยู่บน
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พื นผิวได้เมื่อสัมผัสกับน ้าหรืออาหารเลี ยงเซลล์ โดยในงานวิจัยก่อนหน้าได้รายงานว่าไวรัสใบด่างยาสูบ
สามารถยึดติดที่พื นผิวที่มีประจุบวก (Positive charge) ได้ เช่น พื นผิวที่มีหมู่ Silane (SiH4) [37] 
พื นผิวที่เคลือบทอง [95] พื นผิวที่เคลือบด้วย Poly-D-Lysine (PDL) [37] จากงานวิจัยข้างต้นจะเห็น
ว่าไวรัสใบด่างยาสูบสามารถยึดเกาะบนพื นผิวซึ่งมีประจุบวกได้ทั งหมด เช่นเดียวกับงานวิจัยของ 
David W. และคณะ ที่รายงานว่าไวรัสใบด่างยาสูบสามารถยึดติดได้ดีกับวัสดุที่มีประจุบวก และ
พื นผิวที่ไม่ชอบน ้า (Hydrophobic surface) [96] 

ในกรณีการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสโดยการเชื่อมขวางด้วยสารเคมี สามารถอธิบาย
กลไกการเชื่อมขวางในรูปที่ 26 โดย EDC จะท้าปฏิกิริยากับหมู่คาร์บอกซิลิกในไวรัสใบด่างยาสูบ เกิด
เป็นสารที่ไม่เสถียร หรือ intermediate ซึ่งคือ O-acylisourea intermediate โดย O-acylisourea 
intermediate ที่เกิดขึ นมีความไวต่อปฏิกิริยาไฮโดรไลซิส ดังนั นเพ่ือป้องกันไม่ให้สามารถกลับมาอยู่
ในรูปของหมู่คาร์บอกซิลิกได้อีก จึงจ้าเป็นต้องเติม NHS เพ่ือเพ่ิมอัตราการเกิดปฏิกิริยาในการเชื่อม
ขวางและเพ่ือให้มีความเสถียรมากขึ น โดย NHS จะท้าปฏิกิริยากับ O-acylisourea intermediate 
เกิดเป็น O-acylisourea ester ซึ่งเป็นสารที่มีความเสถียร จากนั น O-acylisourea ester จะท้า
ปฏิกิริยาต่อเนื่องกับหมู่เอมีนในฟิล์มโปรตีนผสมเกิดเป็นพันธะเพปไทด์ที่มีความเสถียร [70] 

เพ่ือยืนยันผลเชิงคุณภาพของการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสโดยวิธีการเชื่อมขวาง จึงน้า
ฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสภายหลังการแช่บัฟเฟอร์เป็นเวลา 6 ชั่วโมง ไปทดสอบสัณฐาน
พื นผิว ด้วยเครื่อง Atomic Force Microscope (AFM) ผลการทดสอบแสดงในรูปที่ 27ก พบว่า
พื นผิวของฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัสมีความขรุขระเป็นลักษณะแท่งคล้ายไวรัส  โดยในรูปที่ 27ข 
พบว่าสีที่ปรากฏในรูปที่มีลักษณะเป็นแท่ง มีความเข้มสีอยู่ในช่วงความสูง 15 – 30 นาโนเมตร (เทียบ
กับแถบสีที่แสดงระยะความต่้า-สูงของภาพ ที่ 0 – 30 นาโนเมตร) และเมื่อพิจารณาระยะต่้า – สูง
ของพื นผิวฟิล์มโดยการใช้หัวเข็มที่ติดอยู่บนคานกระเดื่องของเครื่อง AFM เคลื่อนที่กวาดไปตามแนว
เส้นสีขาวในรูปที่ 27ข และแปรผลออกมาเป็นกราฟในรูปที่  28 พบว่าความสูงของพื นผิวในบริเวณ
ดังกล่าวมีค่าประมาณ 15 – 25 นาโนเมตร และมีค่า Root mean square (RMS) เท่ากับ 0.25  
0.05 นาโนเมตร ซึ่งความสูงของพื นผิวดังกล่าวมีค่าใกล้เคียงกับเส้นผ่านศูนย์กลางของไวรัสที่ได้กล่าว
ไปในหัวข้อ 4.2 (ขนาดประมาณ 18 – 20 นาโนเมตร  )โดยบริเวณที่สูงกว่า 20 นาโนเมตรอาจเกิด
จากการซ้อนทับกันของแท่งไวรัสใบด่างยาสูบ 

จากผลการดัดแปรพื นผิวของฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่างยาสูบทั งสองชนิดโดยวิธีการเคลือบและ
การเชื่อมขวางด้วยสารเคมี โดยการแช่ฟิล์มผสมในบัฟเฟอร์เป็นเวลา 6 ชั่วโมง พบว่าการดัดแปร
พื นผิวฟิล์มผสม SF/GA/Gly ด้วยไวรัสทั งสองชนิดโดยวิธีการเชื่อมขวางด้วยสารเคมี สามารถช่วยให้
ไวรัสยึดเกาะบนฟิล์มผสมได้มากกว่าวิธีการเคลือบ และเพ่ือยืนยันผลการเปรียบเทียบวิธีการดัดแปร
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พื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัส และการเปรียบเทียบชนิดของไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD จึงได้ศึกษา
ความเข้ากันได้ทางชีวภาพของฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัสทั งสองชนิดโดยวิธีการเคลือบและการเชื่อม
ขวางด้วยสารเคมีในหัวข้อถัดไป 

  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 26 การเชื่อมขวางทางเคมีของไวรัสใบด่างยาสูบกับฟิล์มผสม SF/GA/Gly ด้วย EDC ร่วมกับ 
NHS โดยที่ R1 คือ ฟิล์มผสม SF/GA/Gly และ R2 คือไวรัสใบด่างยาสูบ [69] 
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รูปที่ 27 สัณฐานพ้ืนผิวฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD ที่ความเข้มข้น 0.1M 
โดยวิธีการเชื่อมขวางทางเคมี วิเคราะห์ด้วยเครื่อง Atomic force microscope (AFM) ก) ภาพสาม
มิติ ข) ภาพสองมิติ (ระดับความสูงของข้อมูลภาพที่ 30 นาโนเมตร) 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 28 การเปลี่ยนแปลงความสูง - ต่ าของพ้ืนผิวฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-
RGD ที่ความเข้มข้น 0.1 M ด้วยวิธีการเชื่อมขวางทางเคมี จากการกวาดหัวเข็มไปบนพ้ืนผิวฟิล์มที่
บริเวณเส้นสีขาวในภาพ 27ข (ระดับความสูงของข้อมูลภาพที่ 30 นาโนเมตร) 
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4.4 สมบัติทางชีวภาพของฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ถูกดัดแปลง
พันธุกรรม (TMV-wt) และที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยกรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก 
(TMV-RGD) 

การทดสอบสมบัติทางชีวภาพของฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสใบด่างยาสูบ
ที่ไม่ถูกดัดแปรพันธุกรรม (TMV-wt) และที่ถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิลไกล
ซิลแอสปาติก (TMV-RGD) โดยวิธีการเคลือบ (Coating) และวิธีการเชื่อมขวาง (Crosslinking) ด้วย
การเพาะเลี ยงเซลล์ผิวหนังของหนู (เซลล์ L929) ด้วยอาหารเลี ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส ความเข้มข้นของคาร์บอนไดออกไซด์ 5% เป็นเวลา 7 วัน โดยพิจารณาผลการยึดเกาะ
ของเซลล์ เป็นเวลา 6 ชั่วโมง และการเจริญเติบโตของเซลล์ ด้วยวิธี DNA assay มีรายละเอียดดังนี  

4.4.1 ผลการยึดเกาะของเซลล์บนฟิล์มผสม  
ผลการศึกษาร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ L929 บนพื นผิวต่าง ๆ ภายหลังการเพาะเลี ยง

เป็นเวลา 6 ชั่วโมง แสดงในตารางที่ 12 พบว่า เซลล์ที่เพาะเลี ยงบนถาดเพาะเลี ยงพอลิสไตลีน 
(TCP) ซึ่งใช้เป็นตัวควบคุมในการทดลอง มีค่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ ประมาณ 97 
ในขณะที่เซลล์ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ไม่ได้ดัดแปรพื นผิว (Unmodified) มีค่า
ร้อยละการยึดเกาะประมาณ 61 ซึ่งมีค่าน้อยกว่าเซลล์ที่เพาะเลี ยงบน TCP อย่างมีนัยส้าคัญ 
ดังนั นเพ่ือปรับปรุงสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพของฟิล์มผสม SF/GA/Gly เพ่ือให้เซลล์
สามารถยึดเกาะได้ดีขึ น จึงดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัส TMV-wt และ ไวรัส TMV-RGD 
โดยวิธีการเคลือบ จากการศึกษาพบว่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บนฟิล์มผสมที่ดัดแปร
พื นผิวด้วยไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD มีค่าประมาณร้อยละ 61 และ 68 ซึ่งมีค่าใกล้เคียง
กับฟิล์มผสม Unmodified แสดงให้เห็นว่าการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสโดยวิธีการ
เคลือบไม่มีผลต่อการยึดเกาะของเซลล์บนพื นผิวฟิล์ม จึงได้ใช้วิธีการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสม
ด้วยไวรัสโดยการใช้สารเคมี EDC ร่วมกับ NHS ในการเชื่อมขวางระหว่างไวรัสและฟิล์มผสม 
จากผลการเพาะเลี ยงเซลล์พบว่า เซลล์ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส TMV-
wt และ TMV-RGD โดยวิธีการเชื่อมขวางด้วยสารเคมี มีค่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์
ประมาณ 87 และ 99 ตามล้าดับ ซึ่งเมื่อเทียบกับฟิล์มผสม Unmodified แล้วพบว่าร้อยละ
การยึดเกาะของเซลล์ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัสทั งสองชนิดโดยวิธีการเชื่อม
ขวางด้วยสารเคมี สูงกว่าบนฟิล์มผสม Unmodified อย่างมีนัยส้าคัญ เนื่องจากการดัดแปร
ไวรัสบนฟิล์มผสม ท้าให้พื นผิวของฟิล์มผสมมีความขรุขระมากขึ น ซึ่งช่วยส่งเสริมให้เซลล์
สามารถยึดเกาะบนพื นผิวได้ดีขึ นเมื่อเทียบกับฟิล์มผสม Unmodified ซึ่งมีพื นผิวเรียบ โดย
ลักษณะความขรุขระของพื นผิว (Surface topography) เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อพฤติกรรม
การยึดเกาะของเซลล์ (Cell adhesion) ]97[  นอกจากนี เมื่อพิจารณาวิธีในการดัดแปรพื นผิว
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ฟิล์มผสมด้วยไวรัสโดยวิธีการเคลือบและการเชื่อมขวางที่มีผลต่อการยึดเกาะของเซลล์ พบว่า
เซลล์สามารถยึดเกาะบนฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสโดยวิธีการเชื่อมขวางได้ดีกว่า
วิธีการเคลือบ เนื่องจากการดัดแปรโดยวิธีการเคลือบไม่มีอันตรกิริยาทางไฟฟ้าสถิตที่ดึงดูด
ระหว่างไวรัสและฟิล์มผสม จึงต้องใช้ EDC/NHS ในการเชื่อมขวางระหว่างไวรัสและฟิล์มผสม 
และเมื่อพิจารณาสัณฐานของเซลล์ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสม เป็นเวลา 6 ชั่วโมง (รูปที่ 29) 
พบว่า เซลล์ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมในกลุ่มที่ดัดแปรโดยวิธีการเคลือบจะมีการแผ่ได้น้อยโดย
เซลล์มีรูปร่างค่อนข้างกลม ในขณะที่เซลล์ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมในกลุ่มที่ดัดแปรโดยการ
เชื่อมขวางจะมีลักษณะแผ่อย่างชัดเจน  

เมื่อพิจารณาชนิดของฟิล์มผสมที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส TMV-wt และไวรัส TMV-RGD 
โดยวิธีการเชื่อมขวาง ที่มีผลต่อการยึดเกาะของเซลล์ พบว่าร้อยละการยึดเกาะของเซลล์บน
ฟิล์มผสมที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส TMV-RGD มากกว่าบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัส  
TMV-wt เนื่องจากไวรัส TMV-RGD มีล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินีน (Arginine) ไกลซีน (Glycine) 
และกรดแอสปาติก (Aspartic acid) หรือ RGD (Arg-Gly-Asp) เรียงตัวกัน  ซึ่ งอินทิกริน 
(Integrin) ที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์จะจับกับล้าดับกรดอะมิโน RGD ที่อยู่บนพื นผิวของไวรัส TMV-
RGD จึงส่งผลให้เซลล์สามารถยึดเกาะที่พื นผิวของฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD ได้ดี
ขึ น ดังแสดงในรูปที่ 30 และเมื่อเปรียบเทียบกับเซลล์ที่ เพาะเลี ยงบนถาดเพาะเลี ยงพอลิ 
สไตลีน (TCP) ซึ่งใช้เป็นตัวควบคุมในการทดลอง ที่มีร้อยละการยึดเกาะของเซลล์ประมาณ 97 
ซึ่งไม่แตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเทียบกับฟิล์มผสมที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส TMV-RGD โดย
วิธีการเชื่อมขวาง แสดงให้เห็นว่าฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD สนับสนุนให้เซลล์ยึด
เกาะบนพื นผิวฟิล์มผสมได้ดี สอดคล้องกับงานวิจัยของ Kamolrat M. และคณะ ที่ได้ศึกษา
อิทธิพลของพื นผิวที่แตกต่างกันที่มีผลต่อเซลล์ต้นก้าเนิดมีเซนไคมอล (Messenchymal stem 
cells) โดยเลี ยงเซลล์บนพื นผิว PVA (ตัวควบคุม) และ PVA ที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส TMV 
(PVA-TMV) และ PVA ที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส TMV-RGD (PVA-TMV/RGD) จากการศึกษา
พบว่าเซลล์ที่เลี ยงบนพื นผิว PVA ที่มีลักษณะเรียบ ไม่สามารถแผ่ขยายได้ ในขณะที่เซลล์ที่
เลี ยงบน PVA-TMV/RGD มีการแผ่ขยายมากกว่าเซลล์บน PVA ผู้วิจัยจึงสรุปว่า ลักษณะพื นผิว
ที่มีความขรุขระ และการดัดแปรพื นผิวด้วยล้าดับกรดอะมิโน RGD  เป็นปัจจัยส้าคัญที่สามารถ
ท้าให้เซลล์ยึดเกาะได้ดี [98] 
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ตารางที่ 12 ร้อยละการยึดเกาะ (Percentage of attachment) อัตราการเจริญเติบโตจ้าเพาะ 

(Specific growth rate, ) และระยะเวลาการแบ่งตัวทวีคูณ (Population doubling time, PDT) 
ของเซลล์ L929 บนฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ไม่ถูกดัดแปรพื นผิว (Unmodified) และฟิล์มผสมถูกดัด
แปรพื นผิวด้วยไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD โดยวิธีการเคลือบและการเชื่อมขวาง เปรียบเทียบกับ
เซลล์ที่เพาะเลี ยงบนถาดเพาะเลี ยงพอลิสไตลีน (TCP) 

 

(a - c แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของร้อยละ
การยึดเกาะของเซลล์ L929 ที่ระยะเวลาเพาะเลี ยง 6 ชั่วโมง) 

(d - e แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของอัตรา
การเจริญเติบโตจ้าเพาะของเซลล์ L929) 

(f - k แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญที่ระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 0.05 ของ
ระยะเวลาการแบ่งตัวทวีคูณของเซลล์ L929) 

  

ฟิล์มผสม SF/GA/Gly ร้อยละการยึดเกาะ 
อัตราการเจริญเติบโต

จ้าเพาะ 

(x10-2, ชม.-1) 

ระยะเวลาการ
แบ่งตัวทวีคูณ 
(PDT, ชม.) 

TCP 96.87 ± 0.01c 3.70 ± 0.10e 18.49 ± 0.24j 

Unmodified 61.45 ± 0.02a 2.30 ± 0.20d 29.89 ± 1.09f 

การเคลือบ 
(Coating) 

TMV-wt 61.62 ± 0.03a 2.50 ± 0.20d 27.72 ± 2.39f 

TMV-RGD 67.68 ± 0.02a 2.40 ± 0.20d 28.88 ± 2.98f 

การเชื่อมขวาง 
(Crosslink) 

TMV-wt 87.18 ± 0.01b 4.00 ± 0.10e 17.22 ± 0.27j 

TMV-RGD 99.16 ± 0.01c 4.50 ± 0.10e 15.39 ± 0.29k 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 96 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
รูปที่ 29 รูปร่างของเซลล์ผิวหนังหนู (L929) เมื่อเพาะเลี้ยงบนฟิล์มผสมที่ไม่ดัดแปร (Unmodified) 
และดัดแปรด้วยไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD โดยวิธีการเคลือบ (Coating) และวิธีการเชื่อมขวาง 
(Crosslinking) ที่ระยะเวลาต่าง ๆ ก าลังขยาย  (20x) 
 

 

 

 

 
 

 
รูปที่ 30 อันตรกิริยาระหว่างอินทีกรินบนเยื่อหุ้มเซลล์กับล าดับกรดอะมิโน RGD บนไวรัสใบด่างยาสูบ
ที่ดัดแปรบนฟิล์มผสม SF/GA/Gly  
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4.4.2 ผลการเจริญเติบโตของเซลล์บนฟิล์มผสม 
การศึกษาผลของการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังหนู (เซลล์ L929) ภายหลังการ

เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรไวรัส TMV-wt และไวรัส TMV-RGD โดยวิธีการเคลือบ 
(Coating) และวิธีการเชื่อมขวาง (Crosslinking) เป็นเวลา 1, 3, 5 และ 7 วัน (แสดงดังรูปที่ 
31) พบว่า จ้านวนเซลล์ที่เลี ยงบน TCP ที่ใช้เป็นตัวควบคุมในการทดลองนี  มีปริมาณเพ่ิมสูงขึ น
ตามระยะเวลาในการเพาะเลี ยง เนื่องจากพื นผิวของ TCP มีการทรีทด้วยออกซิเจนพลาสมา
ส่งผลให้พื นผิวมีสภาพประจุเป็นลบเล็กน้อย อีกทั งพื นผิวมีความแข็งมากกว่าผิวฟิล์มโปรตีน
ผสม จึงท้าให้เซลล์สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตได้ดี  และเมื่อพิจารณาจ้านวนเซลล์ที่
เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมที่ไม่ได้ดัดแปรไวรัส (Unmodified) และฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัส 
TMV-wt และ TMV-RGD โดยวิธีการเคลือบ (Coating) เป็นเวลา 3 วัน พบว่ามีค่าประมาณ 
7,045, 7,186 และ 7,087 เซลล์ ตามล้าดับ (ความหนาแน่นเซลล์เริ่มต้น 5,000 เซลล์/หลุม) 
ซึ่งจ้านวนเซลล์ทั งสามกลุ่มไม่แตกต่างกันอย่างมีนัยส้าคัญ และเมื่อเพาะเลี ยงเซลล์เป็นเวลา 5 
และ 7 วัน พบว่าเซลล์ L929 ที่เลี ยงบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรไวรัสทั งสองชนิดมีจ้านวนเซลล์
มากกว่าฟิล์มผสมที่ไม่ดัดแปรด้วยไวรัสเล็กน้อย ในขณะที่จ้านวนเซลล์ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสม
ที่ดัดแปรด้วยไวรัสทั งสองชนิดโดยการเชื่อมขวาง มีมากกว่าที่เลี ยงบนฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปร
พื นผิวด้วยไวรัสทั งสองชนิดโดยวิธีการเคลือบอย่างมีนัยส้าคัญ จึงสามารถสรุปได้ว่าการดัดแปร
พื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสโดยวิธีการเชื่อมขวางด้วยสารเคมีมีประสิทธิภาพที่สามารถท้าให้ เซลล์
เจริญเติบโตได้ดีกว่าการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสโดยวิธีการเคลือบ  

เมื่อพิจารณาชนิดของฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัส TMV-wt และ 
TMV-RGD โดยการเชื่อมขวาง ที่มีผลต่อการเจริญเติบโตของเซลล์ พบว่าจ้านวนเซลล์ที่
เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD มีปริมาณมากกว่ากรณีฟิล์มผสมที่ดัดแปร
ด้วยไวรัส TMV-wt อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ แสดงให้เห็นว่าเซลล์ L929 สามารถเจริญเติบโต
บนฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD ได้ดีกว่าฟิล์มท่ีดัดแปรด้วยไวรัส TMV-wt เนื่องจาก
ล้าดับกรดอะมิโน RGD ที่ถูกดัดแปรบนพื นผิวไวรัส TMV-RGD มีผลช่วยเหนี่ยวน้าให้เซลล์
สามารถยึดเกาะ และเจริญเติบโตได้มากขึ น โดยในงานวิจัยของ Pongkwan S. และคณะได้
ศึกษาการดัดแปรโครงเลี ยงเซลล์ด้วยไวรัส TMV-wt และไวรัส TMV-RGD โดยการเคลือบไวรัส
ทั งสองชนิดบน 3-aminopropyltriethoxysilane (APTES) จากการศึกษาพบว่าจ้านวนเซลล์
ที่ยึดเกาะและเจริญเติบโตบนพื นผิวที่ถูกดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD มีปริมาณมากกว่าพื นผิว
ที่ถูกดัดแปรด้วยไวรัส TMV-wt [39] เช่นเดียวกับรายงานวิจัยของ Andrew Lee และคณะที่
พบว่าเซลล์ Chinese hamster ovary (CHO cells) สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตบน
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พื นผิว APTES ที่ถูกดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD ได้ดีกว่าพื นผิวที่ถูกดัดแปรด้วยไวรัส TMV-wt 
[37] 

จากกราฟการเติบโตของเซลล์ L929 ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส
โดยวิธีการเคลือบและวิธีการเชื่อมขวาง (รูปที่ 32 ) พบว่า กราฟดังกล่าวไม่ปรากฏช่วง Lag 
phase ซึ่งเป็นช่วงที่เซลล์อยู่ในระยะพักตัวและปรับตัวเพ่ือให้เข้ากับสภาวะใหม่  ทั งนี อาจ
เป็นไปได้ที่ Lag phase อยู่ในช่วงต่้ากว่า 6 ชั่วโมง จากนั นเซลล์จะเข้าสู่ช่วงระยะแบ่งตัว 
(Exponential phase หรือ Log phase) เป็นระยะที่เซลล์มีอัตราการเจริญเติบโตเร็วที่สุด ซึ่ง
กราฟจะมีค่าความชันสูงที่สุด โดยจากกราฟในรูปที่ 31 พบว่าที่ช่วงระยะเวลาในการเพาะเลี ยง
เซลล์ที่  6 ถึง 24 ชั่วโมง เป็นช่วงที่ เซลล์มีการเจริญเติบโตเร็วที่สุด อีกทั งเซลล์ L929 มี
ระยะเวลาในการแบ่งตัวทวีคูณ (Population doubling time, PDT) ประมาณ 18 ชั่วโมง 
[71] ดังนั นจึงได้เลือกช่วงระยะเวลาในการเพาะเลี ยงเซลล์ 6 ถึง 24 ชั่วโมง เพ่ือค้านวณการ
เจริญเติบโตของเซลล์ L929 ดังแสดงในตารางที่ 12 โดยพบว่าเวลาที่ใช้ในการแบ่งตัวทวีคูณ
ของเซลล์ที่เลี ยงบนฟิล์มผสมที่ไม่ดัดแปรและดัดแปรไวรัสทั งสองชนิดโดยการเคลือบมีค่าอยู่
ในช่วง 28 – 30 ชั่วโมง ซึ่งไม่มีความแตกต่างอย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ ในขณะที่ฟิล์มผสมที่ไม่
ดัดแปรและดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัสโดยการเชื่อมขวางมีระยะเวลาในการแบ่งตัวทวีคูณน้อยกว่า
ในกลุ่มที่ดัดแปรโดยการเคลือบอย่างมีนัยส้าคัญ โดยเมื่อพิจารณาระยะเวลาในการแบ่งตัว
ทวีคูณของฟิล์มทั งสองชนิดในกรณีที่ดัดแปรโดยการเชื่อมขวาง พบว่าเซลล์ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์ม
ที่ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD มีระยะเวลาในการแบ่งตัวทวีคูณ 15 ชั่วโมง ซึ่งน้อยกว่าฟิล์มที่
ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-wt ซึ่งมีค่าประมาณ 17 ชั่วโมง อย่างมีนัยส้าคัญทางสถิติ แสดงให้เห็น
ว่าเซลล์ L929 สามารถเจริญเติบโตบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-RGD ได้ดีกว่าฟิล์มที่
ดัดแปรด้วยไวรัส TMV-wt เนื่องจากล้าดับกรดอะมิโน RGD บนพื นผิวไวรัส TMV-RGD ช่วย
เหนี่ยวน้าให้เซลล์สามารถยึดเกาะ และเจริญเติบโตได้มากขึ นนั่นเอง  
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รูปที่ 31 ปริมาณเซลล์ L929 ที่ถูกเพาะเลี้ยงบน ถาดเพาะเลี้ยงพอลิสไตลีน (TCP) ฟิล์มผสมที่ไม่ถูก
ดัดแปร (Unmodified) และถูกดัดแปรด้วยไวรัส TMV-wt และ TMV-RGD โดยวิธีการเคลือบ 
(Coating) และวิธีการเชื่อมขวาง (Crosslinking) ในอาหารเลี้ยงเซลล์ชนิด DMEM ที่อุณหภูมิ 37 
องศาเซลเซียส เป็นเวลา 6 ชัว่โมง 1, 3, 5 และ 7 วัน ในสภาวะบรรยากาศของคาร์บอนไดออกไซด์
ความเข้มข้น 5% (a – q แสดงถึงความแตกต่างอย่างมีนัยส าคัญท่ีระดับความเชื่อมั่น 95%, p < 
0.05) 
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รูปที่ 32 กราฟการเติบโตของเซลล์ L929 ที่เพาะเลี้ยงบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วยไวรัสโดย ก) วิธีการ
เคลือบ ข) วิธีการเชื่อมขวาง เป็นเวลา 6 ชั่วโมง, 1, 3, 5 และ 7 วัน ที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ใน
สภาวะบรรยากาศของคาร์บอนไดออกไซด์ความเข้มข้น 5% 
  

Unmodified 

Unmodified 
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บทที่5 
สรุปผลการทดลองและข้อเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
งานวิจัยนี ได้พัฒนาฟิล์มไฟโบรอินไหมไทย (SF100) และฟิล์มผสมที่มีอัตราส่วนผสมโดย

น ้าหนักของไฟโบรอินไหมไทยต่อเจลาติน  80:20 (SF/GA) ให้มีความยืดหยุ่นเพ่ิมขึ นโดยการเติม 
เจลาติน และกลีเซอรอลที่ปริมาณต่าง ๆ (ร้อยละ 5 10 20 และ 30 โดยน ้าหนัก) และพัฒนาให้ฟิล์ม
มีความคงตัวได้ดี โดยผ่านกระบวนการอบนิ่มด้วยไอน ้า อีกทั งดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสใบด่าง
ยาสูบที่ไม่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (TMV-wt) และถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินิล
ไกลซิลแอสปาติก (TMV-RGD) เพ่ือช่วยเพ่ิมการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนั งหนู 
(L929) บนฟิล์ม 

ผลการศึกษาความแข็งแรงของฟิล์มผสมในการทนต่อแรงดึงยืด สรุปได้ว่า ฟิล์มผสมมีความ
ยืดหยุ่นเพ่ิมขึ นอย่างมีนัยส้าคัญเมื่อเติมกลีเซอรอลร้อยละ 5 จนถึงร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก สอดคล้อง
 กับค่าอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้ว(Tg) ที่ลดต่้าลงตามปริมาณกลีเซอรอลที่เพ่ิมขึ น เป็นผลมาจาก
โมเลกุลของกลีเซอรอลที่ท้าหน้าที่เป็นสารเสริมสภาพพลาสติก แทรกตัวระหว่างสายโซ่โปรตีน 
ไฟโบรอินไหมไทยและเจลาติน จึงส่งผลรบกวนการจัดเรียงสายโซ่โปรตีนที่เป็นระเบียบ ท้าให้โมเลกุล
ของสายโซ่โปรตีนเคลื่อนที่เป็นอิสระมากขึ น แต่เมื่อเพ่ิมปริมาณกลีเซอรอลเป็นร้อยละ 30 โดย
น ้าหนัก พบว่าความยืดหยุ่นไม่แตกต่างจากฟิล์มผสมที่มีปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก 
ดังนั นปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนักน่าจะเป็นปริมาณสูงสุดที่สามารถแทรกตัวระหว่าง

สายโซ่โมเลกุลของโปรตีนในฟิล์มผสม เมื่อน้าฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่มี
ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 มาผ่านกระบวนการอบนิ่มด้วยไอน ้า พบว่าฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่ม
ด้วยไอน ้ามีปริมาณโครงสร้างทุติยภูมิแบบแผ่นพลีทเบต้าซึ่งเป็นโครงสร้างที่มีความเป็นระเบียบ
เพ่ิมขึ นอย่างชัดเจน ในขณะที่โครงสร้างแบบเกลียวสุ่มซึ่งเป็นโครงสร้างที่ไม่เป็นระเบียบมีปริมาณ
ลดลง แสดงให้เห็นว่าการอบนิ่มด้วยไอน ้าส่งผลต่อโครงสร้างทุติยภูมิของโปรตีน โดยการชักน้าให้สาย
โซ่โปรตีนเกิดการเรียงตัวอย่างเป็นระเบียบมากขึ น และพบว่าการเติมเจลาตินในฟิล์มผสมส่งผลให้
โครงสร้างแผ่นพลีทเบต้ามีปริมาณเพ่ิมขึ น และโครงสร้างเกลียวสุ่มมีปริมาณลดลง แสดงให้เห็นว่าการ
อบนิ่มด้วยไอน ้าและการเติมเจลาตินในฟิล์มผสมสามารถชักน้าโครงสร้างทุติยภูมิของไฟโบรอินไหมให้
มีความเป็นระเบียบมากขึ น ส่งผลให้ฟิล์มผสมที่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าและมีเจลาตินมีความคงตัวใน
สารละลายได้ดีกว่ากรณีท่ีไม่ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้าและไม่มีเจลาติน  

เพ่ือพัฒนาฟิล์มผสมให้มีสมบัติความเข้ากันได้ทางชีวภาพ จึงดัดแปรพื นผิวของฟิล์มผสมด้วย
ไวรัสใบด่างยาสูบที่ไม่ถูกดัดแปลงพันธุกรรม (TMV-wt) และถูกดัดแปลงพันธุกรรมด้วยล้าดับ 
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กรดอะมิโนอาร์จินิลไกลซิลแอสปาติก (TMV-RGD) โดยวิธีการเคลือบและการเชื่อมขวางด้วยสารเคมี 
EDC/NHS ผลการประเมินความส้าเร็จในการดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัสทั งสองวิธี พบว่าวิธีการ
เชื่อมขวางด้วยสารเคมีมีประสิทธิภาพมากกว่าวิธีการเคลือบ เนื่องจากวิธีการเคลือบฟิล์มผสมด้วย

ไวรัสไม่มีอันตรกิริยาทางไฟฟ้าสถิตที่ดึงดูดระหว่างกัน  

ผลการศึกษาความเข้ากันได้ทางชีวภาพของฟิล์มผสม SF/GA/Gly โดยการศึกษาการยึดเกาะ
และการเจริญเติบโตของเซลล์ผิวหนังของหนู (L929) ที่เพาะเลี ยงบนฟิล์มผสมที่ดัดแปรพื นผิวด้วย
ไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt และ TMV-RGD พบว่าเซลล์ L929 สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโตบน
พื นผิวฟิล์มผสมที่ถูกดัดแปรด้วยไวรัสใบด่างยาสูบทั งสองชนิดได้มากกว่าฟิล์มผสมที่ไม่ได้ดัดแปรด้วย
ไวรัสใบด่างยาสูบ (Unmodified) อย่างมีนัยส้าคัญ เนื่องจากการดัดแปรไวรัสบนฟิล์มผสม ช่วยท้าให้
พื นผิวของฟิล์มผสมมีความขรุขระมากขึ น ซึ่งช่วยส่งเสริมให้เซลล์สามารถยึดเกาะบนพื นผิวได้ดีขึ นเมื่อ
เทียบกับฟิล์มผสมที่ไม่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส ซึ่งมีพื นผิวเรียบ โดยลักษณะความขรุขระของพื นผิว
เป็นปัจจัยหนึ่งที่มีผลต่อพฤติกรรมการยึดเกาะของเซลล์ และเมื่อวิเคราะห์ชนิดของฟิล์มผสมที่ดัดแปร
พื นผิวด้วยไวรัส TMV-wt และไวรัส TMV-RGD พบว่าเซลล์ L929 สามารถยึดเกาะและเจริญเติบโต
บนฟิล์มผสมที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส TMV-RGD ได้มากกว่าฟิล์มผสมที่ดัดแปรพื นผิวด้วยไวรัส 
TMV-wt อย่างมีนัยส้าคัญเนื่องจากไวรัส TMV-RGD มีล้าดับกรดอะมิโนอาร์จินีน ไกลซีน และกรด
แอสปาติก หรือ RGD ซึ่งอินทิกริน (Integrin) ที่อยู่บนเยื่อหุ้มเซลล์จะจับกับล้าดับกรดอะมิโน RGD ที่
อยู่บนพื นผิวของไวรัส TMV-RGD จึงส่งผลให้เซลล์สามารถยึดเกาะพื นผิวของฟิล์มผสมที่ดัดแปรด้วย
ไวรัส TMV-RGD ได้ดีขึ น 

จากผลการวิจัยสรุปได้ว่าฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ 20 โดยน ้าหนัก ที่
ผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า และดัดแปรพื นผิวฟิล์มผสมด้วยไวรัส TMV-RGD โดยวิธีการเชื่อมขวางด้วย 
EDC/NHS เป็นฟิล์มผสมที่มีสมบัติยืดหยุ่นสูง มีความคงตัวได้ดี อีกทั งยังช่วยสนับสนุนการยึดเกาะ
และการเจริญเติบโตของเซลล์ จึงมีความเหมาะสมในการน้าไปประยุกต์ใช้ในทางการแพทย์ต่อไป  
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5.2 ข้อเสนอแนะ 

1. ถึงแม้ว่ามีงานวิจัยก่อนหน้าที่รายงานว่าการใช้ไวรัสใบด่างยาสูบมีความปลอดภัย และ
สนับสนุนการยึดเกาะและการเจริญเติบโตของเซลล์สัตว์มีกระดูกสันหลัง [32] แต่เนื่องจากโครงสร้าง
ของไวรัสใบด่างยาสูบ ประกอบด้วยแกนกลางที่เป็นกรดนิวคลีโอไทด์ ซึ่งเป็นสารพันธุกรรม RNA และ
มีโปรตีน 2130 หน่วยย่อย หุ้มล้อมรอบสายพันธุกรรม จึงอาจมีโอกาสที่สายพันธุกรรมของไวรัสจะ
เกิดการกลายพันธุ์ได้ [33] ดังนั นเพ่ือป้องกันโอกาสในการกลายพันธุ์ของสายพันธุกรรมในการ
ประยุกต์ใช้งานในทางการแพทย์ จึงอาจท้าลายสารพันธุกรรม RNA ของไวรัส และใช้เฉพาะล้าดับ
กรดอะมิโน RGD บนโปรตีนแต่ละหน่วยย่อย [34] 

2. ควรน้าไปทดสอบต่อในสัตว์ทดลองเพ่ือศึกษากระบวนการสร้างใหม่ของเนื อเยื่อ 
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ภาคผนวก ก 
ความสัมพันธ์ระหว่างความเค้นและความเครียดต่อความแข็งแรงของฟิล์มในการทนแรงดึง 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 33 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเค้น (Tensile stress) และความเครียด (Tensile strain) 
ของ (ก) ฟิล์ม SF100 ฟิล์มผสม SF/Gly ที่ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ (ข) 5 (ค) 10 (ง) 20 และ (จ) 
30 โดยน ้าหนัก  
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รูปที่ 34 กราฟความสัมพันธ์ระหว่างความเค้น (Tensile stress) และความเครียด (Tensile strain) 
ของ (ก) ฟิล์ม SF/GA ฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ปริมาณกลีเซอรอลร้อยละ (ข) 5 (ค) 10 (ง) 20 และ 
(จ) 30 โดยน ้าหนัก  
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ภาคผนวก ข 

สมบัติทางความร้อนของฟิล์มผสม 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 35 กราฟอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้วของฟิล์มไฟโบรอินไหม และฟิล์มผสม SF/Gly ที่ปริมาณกลี
เซอรอลต่าง ๆ (5, 10, 20 และ 30 โดยน้ าหนัก) (ก) ก่อนการอบนิ่มด้วยไอน้ า และ (ข) หลังการอบ
นิ่มด้วยไอน้ า 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 36 กราฟอุณหภูมิเปลี่ยนสภาพแก้วของฟิล์มไฟโบรอินไหม และฟิล์มผสม SF/Gly ที่ปริมาณกลี
เซอรอลต่าง ๆ (5, 10, 20 และ 30 โดยน้ าหนัก) (ก) ก่อนการอบนิ่มด้วยไอน้ า และ (ข) หลังการอบ
นิ่มด้วยไอน้ า 
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รูปที่ 37 กราฟมอดุลัสสะสม (Storage modulus) ของฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ปริมาณกลีเซอรอล
ต่าง ๆ (5, 10, 20 และ 30 โดยน ้าหนัก) (ก) ก่อนการอบนิ่มด้วยไอน ้า และ (ข) หลังการอบนิ่มด้วยไอ
น ้า  

 

 

 

  

 

 

   

 

รูปที่ 38 กราฟมอดุลัสสูญเสีย (Loss modulus) ของฟิล์มผสม SF/GA/Gly ที่ปริมาณกลีเซอรอลต่าง 
ๆ (5, 10, 20 และ 30 โดยน ้าหนัก) (ก) ก่อนการอบนิ่มด้วยไอน ้า และ (ข) หลังการอบนิ่มด้วยไอน ้า  
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ภาคผนวก ค 

สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของฟิล์มผสม SF100, SF/Gly และ SF/GA/Gly 
 ที่ไม่ผ่านและผ่านการอบนิ่มด้วยไอน ้า 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
รูปที่ 39 สเปกตรัมการดูดกลืนแสงของฟิล์มไฟโบรอิน (SF100) ฟิล์มผสม SF/Gly และฟิล์มผสม 

SF/GA/Gly ที่ไม่ผ่าน (No WVA) และผ่านการอบนิ่มด้วยไอน้ า (WVA)  
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Comment 1 TMV-WT

Comment 2

Acquisition Parameter

2019-06-14T09:11:23.000 Date of acquisition

Acquisition method name D:\Methods\SCIF\SCIF_LP_1-20_kDa.par 

Aquisition operation mode Linear 

POS Voltage polarity

Number of shots 2500 

Name of spectrum used for calibration  

Protein1CalibStandard Calibration reference list used

Instrument Info

BDAL@DEUser

Instrument ATS-00647

Instrument type autoflexTOF/TOF 

D:\Data\SCIF\2019-06\190614_CU_ZT2\0_I19\1\1SLin 

printed: 6/14/2019 1:46:46 PMBruker Daltonics flexAnalysis

ภาคผนวก ง 
กราฟสเปกตรัมมวลต่อประจุของไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt และ TMV-RGD 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

รูปที่ 40 กราฟสเปกตรัมมวลต่อประจุของ (ก) ไวรัสใบด่างยาสูบ TMV-wt (ข) ไวรัสใบด่างยาสูบ 
TMV-RGD ที่ค่าประจุบวกของไอออนแตกต่างกัน  
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ภาคผนวก จ 
กราฟมาตรฐานของการวัดจ านวนเซลล์ผิวหนังหนู (L929) 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

รูปที่ 41 กราฟมาตรฐานของการวัดจ้านวนเซลล์ผิวหนังหนูโดยวิธี DNA assay (ช่วงความยาวคลื่นที่
ใช้ในการกระตุ้นที่ 355 นาโนเมตร และช่วงความยาวคลื่นของการแผ่รังสีที่ 460 นาโนเมตร) 
 

 

y = 0.1819x
R² = 0.9984
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