
ผลของวิธีการเชื่อมโยงพนัธะที่มีตอลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํจากเจลาติน-ไคโตซาน 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

นายนฤนาท ไชยถาวร 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

วิทยานิพนธนี้เปนสวนหนึง่ของการศึกษาตามหลกัสูตรปริญญาวิศวกรรมศาสตรมหาบัณฑิต 

สาขาวิชาวิศวกรรมเคมี ภาควิชาวิศวกรรมเคมี 

คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั 

ปการศึกษา 2550 

ลิขสิทธิ์ของจฬุาลงกรณมหาวทิยาลยั 
 

  

 
 



EFFECTS OF CROSSLINKING METHODS ON CHARACTERISTIC OF GELATIN-

CHITOSAN SCAFFOLD 

 
 
 
 
 
 
 
 

Mr Naruenat Chaithaworn 

 
 
 
 
 
 
 
 

A Thesis Submitted in Partial Fulfillment of the Requirements 

for the Degree of Master of Engineering Program in Chemical Engineering 

Department of Chemical Engineering 

Faculty of Engineering 

Chulalongkorn University 

Academic Year 2007 

Copyright of Chulalongkorn University 
 

  

 
 



หัวขอวทิยานพินธ  ผลของวิธีการเชื่อมโยงพนัธะที่มีตอลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยง 

เซลลทีท่ําจากเจลาติน-ไคโตซาน 

โดย                                           นายนฤนาท ไชยถาวร 

สาขาวิชา    วิศวกรรมเคม ี

อาจารยที่ปรึกษา   อาจารย ดร.โศรดา กนกพานนท 

 

คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลยั อนุมัตใิหนับวิทยานพินธฉบับนี้

เปน 

สวนหนึง่ของการศึกษาตามหลักสูตรปริญญามหาบัณฑติ 

 

………………………………………….. คณบดีคณะวิศวกรรมศาสตร 

(ศาสตราจารย ดร.ดิเรก ลาวัณยศิริ) 

คณะกรรมการสอบวิทยานพินธ 

 

…………………………………………… ประธานกรรมการ 

(รองศาสตราจารย ดร.ศิริพร ดํารงคศักดิก์ุล) 

 

…………………………………………...  อาจารยที่ปรึกษา 

(อาจารย ดร.โศรดา กนกพานนท) 

 

…………………………………………… กรรมการ 

(ผูชวยศาสตราจารย. ดร. ศราวุธ ริมดุสิต) 

 

…………………………………………… กรรมการ 

(ผูชวยศาสตราจารย.ดร. อาทิวรรณ โชตพิฤกษ) 

 

…………………………………………… กรรมการ 

(ดร.ณัฏฐพร พิมพะ) 

 
 



 ง

นฤนาท ไชยถาวร  :  ผลของวิธีการเชื่อมโยงพนัธะที่มีตอลักษณะสมบตัิของโครงเลี้ยงเซลล 

ที่ทาํจากเจลาติน-ไคโตซาน (EFFECTS OF CROSSLINKING METHODS ON 

CHARACTERISTICS OF GELATIN-CHITOSAN SCAFFOLD) อ. ทีป่รึกษา: อ.ดร.โศรดา 

กนกพานนท,108 หนา. 

 
ในงานวิจัยนี้ไดทําการศึกษาผลของการเชื่อมโยงพนัธะโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

(70:30) สําหรับใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนงั โครงเลี้ยงเซลลถูกขึ้นรูปดวยวิธีการทําแหงแข็งและ

เชื่อมโยงพนัธะแบบแชและแบบใชความรอนรวมกบัอบไอสารละลายกลูตารัลดีไฮด (GA) โดยมี

การศึกษาผลของอุณหภูมิ (4, 25, 37 องศาเซลเซยีส), เวลา (6, 12, 24, 48 ชั่วโมง), และความเขมขน

ของสารละลาย GA (0.03, 0.06, 0.085, 0.12% wt/v) ที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ การทดสอบลักษณะ

สมบัติทางกายภาพและทางเคมีพบวาสภาวะที่เหมาะสมสําหรับกระบวนการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและ
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อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมงในที่มืด ตามลาํดับ ทําใหไดโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยง

พันธะแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA มีขนาดรูพรุน 95-105 และ 85-95 

ไมครอน ความทนแรงกด 0.4-0.5 กิโลปาสคาล และ 0.25-0.35 กิโลปาสคาล คาครึ่งชีวิตของการยอย

สลายดวยเอนไซมคอลลาจีเนส 32 ยูนิตตอมิลลิลิตร ภายนอกรางกายประมาณ   8-9 วัน และ 7-8 วัน 
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ดวยความรอน และการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย dimethy laminopropyl 

carbodiimide hydrochloride/N-hydroxysuccinimide (EDC/NHS) ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่

ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบตางๆไมมีความแตกตางอยางมนีัยสาํคัญ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะ

แบบใชสารเคมีมีระดับการเชื่อมโยงพนัธะ ความทนแรงกด การสูญเสียน้าํหนักและการหดตัวสูงกวา

โครงเลี้ยงเซลลแบบ DHT โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มีลักษณะสมบัติใกลเคียงกับ

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช EDC/NHS แตโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองชนิดนีม้ีการสูญเสียน้ําหนกั

และการหดตัวที่คอนขางสูง โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ GA ผานการทดสอบความเปนพษิของโครงเลี้ยง

เซลลดวยวธิี elution test ตามมาตรฐาน ISO 10993  
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The current studies investigated the effects of crosslink methods on characteristics 

of gelatin-chitosan scaffolds (0.5 and 0.8% wt/wt total solids) for soft tissue engineering 

applications. The freeze-dried scaffolds were crosslinked by immersion under 

glutaraldehyde solution (GA) (GAS) or vacuum heat treatment followed by GA vapor 

treatment (DGAV). The crosslink processes were done at variable temperatures (4, 25, 

37°C), time of crosslink (6, 12, 24, 48 h), and concentration of GA solution (0.03, 0.06, 

0.085, 0.12% wt/v). Physico-chemical properties of these scaffolds were evaluated. The 

optimum conditions for GAS process, and DGAV process were 0.06%GA concentration, at 

4°C for 24 hours and 0.0047%GA concentration at 4°C for 24 hours respectively. Pore size 

of these scaffolds were in the range of 95-105 and 85-95 microns, compressive moduli were 

0.4-0.5 and 0.25-0.35 kPa, and their half lives in collagenase (32 U/ml) 8-9 and 7-8 days 

respectively. In comparison to the scaffolds crosslinked using other methods, such as, 

dehydrothermal crosslinking (DHT) and DHT followed by immersion under 

dimethylaminopropyl carbodiimide hydrochloride/N-hydroxysuccinimide solution (DEDC). 

Pore sizes of all scaffolds had no significant differences. However the scaffolds from 

chemical crosslink processes showed higher degree of crosslinking, compressive moduli, 

weight loses and shrinkages than those of the DHT. Characteristics of the scaffolds from 

DGAV method led to more weight loses and shrinkages similar to those from DEDC method. 

The DGAV scaffolds were tested on cytotoxicity (indirect method) and the samples were 

found to be nontoxic according to ISO 10993 (1998).   
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บทที่ 1 
บทนํา 

 
1.1 ที่มาของงานวิจัย 
 ผิวหนังแบงไดเปน 2 ชั้นคือ ผิวหนงักาํพรา (epidermis) และผิวหนงัแท (dermis) เมื่อมีการ

สูญเสียผิวหนงักําพรารางกายสามารถที่จะสรางผวิหนังสวนนั้นขึน้มาใหมได แตเมื่อมีการสญูเสีย

ผิวหนังแท รางกายจะไมสามารถสรางผิวหนงัสวนนัน้ขึน้มาใหมได จงึเกิดปญหาในการรักษาบาดแผล 

เนื่องจากจะทาํใหเกิดแผลเปนขึ้น (scar) กับบริเวณที่สูญเสียผวิหนังไป จึงไดมีการศึกษาและวิจัย

ผิวหนังที่จะมาทดแทนผิวหนังสวนที่สูญเสียไป เชน การใชผิวหนงัจากตางเผาพนัธุ (xenografts), การ

ใชผิวหนังจากเผาพนัธุเดียวกัน (allografts) และการใชผิวหนังของตัวเองจากผวิหนังสวนอืน่มาแทน

ผิวหนังสวนทีสู่ญเสียไป (autografts) แตพบวาการรักษาบาดแผลดวยวธิีเหลานี้ยงัไมไดรับความนิยม 

เนื่องจากปญหาความสามารถที่จะกระตุนใหเกิดการสรางภูมิคุมกนั (antibody) ในรางกาย และ

เนื้อเยื่อที่มาทดแทนไมสามารถเขากับเนือ้เยื่อบริเวณบาดแผลได รวมทัง้ขอจํากัดในปรมิาณของ

ผิวหนังทดแทนที่จะนาํมาใชได [Jones, I. และคณะ, 2002] ดวยสาเหตนุี้การวิจัยดานวิศวกรรม

เนื้อเยื่อจึงไดมกีารเปลี่ยนแปลงแนวทางใหมในการสรางเนื้อเยื่อใหมโดยเปลี่ยนมาใชโครงเลี้ยงเซลล 

(scaffold) โดยสรางเลียนแบบแหลงที่อยูของเซลล ซึง่จะเหนีย่วนําเซลลใหเคลื่อนที่เขามาอยูในโครง

เลี้ยงเซลลเพื่อใหเซลลเกิดการแพรจํานวนเซลลและใหเซลลเจริญเติบโตอยูภายใน โดยโครงเลี้ยงเซลล

ที่ใชตองมีความเขากนักับเซลลไดและมีโครงสรางที่เหมาะสม [Ma, L. และคณะ, 2003] 

 โครงเลี้ยงเซลลที่นาํมาใชสรางขึ้นมาจากพอลิเมอรที่สามารถเขากนัไดดีกับเนื้อเยื่อบริเวณนัน้ 

(biocompatibility) รางกายสามารถยอยสลายไดโดยไมเกิดอันตราย รวมทั้งมอีายุการใชงานนาน

พอที่จะทาํใหสารชีวโมเลกลุตางๆที่รวมอยูกันทํางานไดอยางมีประสิทธิภาพ โดยคณุสมบัติดังกลาวนี้

มักพบอยูในพอลิเมอรที่ไดจากธรรมชาต ิ ซึ่งในปจจุบนัมีอยูดวยกันหลายชนิด และทีน่ิยมนํามาใชข้ึน

รูปเปนโครงเลีย้งเซลลกันมาก คือ คอลลาเจน เนื่องจากมีความเขากนักับเนื้อเยื่อบริเวณที่เกิดบาดแผล

ได, มีความสามารถในการยอยสลายทางชีวภาพที่ดี และใหความปลอดภัยกบัรางกายสงู เมื่อ

เปรียบเทยีบกบัพอลิเมอรธรรมชาติชนิดอืน่ แตมีปญหาอยูบางประการในการนํา คอลลาเจน มาใช

งาน เนื่องจาก คอลลาเจน มีราคาแพง มีอายุการใชงานสั้น เก็บรักษายาก รวมถึงมีอัตราการยอย

สลายทีเ่ร็วเกนิไป และสมบัติเชิงกลที่ต่ํา ซึง่เปนปญหาสําคัญที่จะนาํ คอลลาเจน มาสรางเปนโครง

เลี้ยงเซลลเพียงอยางเดียว [Lee, CH. และคณะ, 2001] เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลที่นาํมาใชในงาน
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วิศวกรรมเนื้อเยื่อ ตองมีอัตราการยอยสลายของโครงเลีย้งเซลลกับอัตราการสรางเนือ้เยื่อที่สอดคลอง

กัน จงึมักมีการนําวัสดุชนิดอื่นผสมเพิ่มเตมิลงไป เชน ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน ไดนําไคโตซาน

ผสมเพิ่มลงไป ซึ่งไคโตซานมีคุณสมบัติในการหามเลือดที่ดี และเรงการสรางเนื้อเยื่อใหม ดงันัน้จึงมี

การนาํคอลลาเจน และไคโตซานมาผสมกันเปนโครงเลีย้งเซลล [Tangsadthakun, C. และคณะ, 

2005]  

เจลาตินเปนโปรตีนจากธรรมชาติอีกชนดิหนึง่มีมวลโมเลกุลประมาณ 100,000 ดาลตัน ซึ่ง

เกิดจากการเสยีสภาพของ คอลลาเจน โดยขบวนการ acidic และ alkaline gelatin โดยทัว่ไปเจลาติน

จะถูกใชงานทางดานเภสัชกรรม และทางการแพทย เนื่องจากเจลาตินมีสมบัติในการยอยสลายทาง

ชีวภาพ  และมีสมบัติการเขากันไดดีกับรางกาย รวมทัง้มีราคาที่ต่ํากวาคอลลาเจนมาก  ดวยสมบัติ

เหลานี้ทาํใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปนสารปลอดภัยเมื่อนํามาใชกับรางกายมนุษย [Young, S. 

และคณะ, 2005] ในการทําวิจัยนี้ไดนําเจลาตินมาผสมรวมกับไคโตซาน โดยมีการควบคุมอัตราการ

ยอยสลายดวยวิธกีารเชื่อมโยงพนัธะทัง้แบบวิธีการใหความรอนในตูอบสูญญากาศ (dehydrothermal 

treatment, DHT)  การใชสารเคมี glutaraldehyde (GA) และ 1-ethyl-3-(3-dimethylamino 

propyl)carbodiimide hydrochloride (EDC) การเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนเปนการเชื่อมโยง

พันธะระหวางโซของโมเลกุลจากปฏิกิริยาการรวมตัว (condensation) ดวยการสรางพนัธะเอไมด

ระหวางหมูเอมีนกับหมูคารบอกซิลิกและมีการขับโมเลกุลของน้าํออกมา [Pieper, J.S, และคณะ, 

2000] การเชือ่มโยงพันธะของ GA เกิดจากหมูแอลดีไฮดของ GA เชื่อมโยงพนัธะกับหมูอะมิโน ของเจ

ลาตนิ โดยวิธนีี้ GA จะเขาไปแทรกอยูภายในโครงเลีย้งเซลล [Ruiz, M. และคณะ, 2002] สวนการ

เชื่อมโยงพนัธะของ EDC เกิดจากหมูเอมีนของ EDC เชื่อมโยงพันธะกับหมูคารบอกซิลิกของเจลาติน 

โดยที ่ EDC จะเขาไปเคลือบผิวของโครงเลี้ยงเซลล มีรายงานวาผลิตภัณฑที่ไดจากการเชื่อมโยงพันธะ

ดวย GA มีความเปนเนือ้เดียวกนัมาก เนื่องจากมกีารกระจายตวัของพนัธะอยางเปนระเบียบใน

โมเลกุลซ่ึงสงผลใหผลิตภัณฑนัน้มีสมบัตทิางกลที่ดีข้ึน นอกจากนี ้ GA ยังไดรับรองคุณภาพจาก

องคการอาหารและยาจากประเทศสหรัฐอเมริกา แต EDC ยังไมไดรับรองคุณภาพจากองคการอาหาร

และยา แตมีความเปนพษิต่ํา เนื่องจากสารที่ไดหลังจากการเชื่อมโยงพนัธะคือ อนุพนัธของยูเรีย ซึ่ง

กําจัดออกไดงายดวยการลางน้าํ [Goissis, G. และคณะ 1998] 

ผูวิจัยไดทาํการศึกษาเปรียบเทียบผลของการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโต

ซาน ไดแก การใชความรอน (DHT), การแชในสารละลาย GA, การใชความรอนรวมกับอบไอ GA และ

การใชความรอนรวมกับ EDC รวมทัง้การศึกษาเปรยีบเทียบลกัษณะสมบัติสําคัญของโครงเลี้ยงเซลล

ที่ผานแตละกระบวนการเชือ่มโยงพันธะ 
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1.2 วัตถุประสงคของงานวิจัย 
 เพื่อศึกษาผลของการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลผิวหนังที่ข้ึนรูปจากเจลาตินผสมกับไค

โตซาน ใหมีความเหมาะสมในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ดวยวธิีการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอน 

หรือ dehydrothermal treatment (DHT) และการใชสารเคมี  ไดแก การใชกลูตารัลดีไฮด(GA) และ

การใช 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) (EDC)   โดยศึกษาลกัษณะสมบัติทางกายภาพ, ทางเคม ี

และทางชีววิทยาของโครงเลีย้งเซลลเจลาตินไคโตซาน 
 
1.3 ประโยชนที่ไดรับจากงานวิจัย 

- ไดทราบถึงปจจัยที่มีผลกับการเชื่อมโยงพนัธะแบบแชและแบบอบไอ GA 

- ไดเขาใจถึงวธิกีารเชื่อมโยงพันธะที่ตางกนัมีผลตอการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลล 

- ไดพัฒนาวิธกีารเชื่อมโยงพนัธะดวยไอของ GA เพื่อลดสารพิษทีต่กคางหลังการเชื่อมโยง

พันธะดวย GA และผานการตรวจสอบความเปนพิษตอเซลลโดยผานมาตรฐาน ISO 10993  

 
1.4 ขอบเขตงานวิจัย 
1.4.1) ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเจลาตินผสมกบัไคโตซาน 0.5 % โดยน้าํหนักในอัตราสวน 7:3 

ดวยวิธกีารทําใหแข็งอยางรวดเร็วที่ -40 องศาเซลเซยีส ในแมแบบแลวทําการระเหิดน้ําออก

ดวยเครื่องทาํแหงแข็ง (freeze-dryer) 

1.4.2)   ข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลเชนเดียวกับขอ 1.4.1 แตใชเจลาตินผสมกับไคโตซาน 0.8% โดยน้าํหนกั  

1.4.3) ทําการเชื่อมโยงพนัธะกับโครงเลี้ยงเซลล ดังนี ้
-  เชื่อมโยงพนัธะโดยการใชใชความรอน  

-  เชื่อมโยงพนัธะแบบแชในสารละลาย GA  

-  เชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกบัอบไอในสารละลาย GA  

-  เชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกบัแชในสารละลาย EDC  

1.4.4)   ศกึษาลักษณะสมบัติในดานตางๆ ของโครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้น ทางกายภาพและทางเคมี 

ไดแก ลักษณะพื้นผวิโดยรวม ขนาดของรูพรุน การดูดน้าํ ความทนทานตอแรงกด ระดับการ

เชื่อมโยงพนัธะ รวมทั้งศกึษาประสิทธิภาพการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ 

GA   



 4

1.4.5)   ศกึษาลักษณะสมบัติทางชีววิทยาของโครงเลีย้งเซลล ไดแก การยอยสลายทางชวีวทิยา 

(biodegradability) และการรอดชีวิตของเซลล L929 ในโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบ

ตางๆ 

1.4.6) ทําการทดสอบมาตรฐานของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ เพื่อที่จะนาํมาผลิตเปน

ผลิตภัณฑเพื่อใชในมนษุย 
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บทที่ 2 
ทฤษฎีและงานวิจัยที่เกี่ยวของ 

 
2.1 โครงเลี้ยงเซลล (scaffold) 
 ในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อโครงเลี้ยงเซลลถกูใชในการซอมแซมเนื้อเยื่อ และอวัยวะตางๆใน

รางกาย เมื่อเนื้อเยื่อและอวัยวะเหลานั้นไดรับความเสียหาย โดยที่โครงเลีย้งเซลลถกูสรางขึ้นใหมี

ลักษณะคลายกับที่อยูของเซลล (extracellular matrix, ECM) ซึ่งทาํหนาที่ดึงดูดใหเซลลบริเวณรอบๆ

เคลื่อนที่เขามาอยูภายในโครงเลี้ยงเซลล จากนั้นเซลลจะทําการแบงตวัและแพรจํานวนเซลล รวมทั้งหลั่ง

สารตางๆทาํใหเกิดการเคลื่อนตัวเขามาของเซลลเพิม่ข้ึน และมีการเปลี่ยนแปลง (differentiation) เกิด

การสรางเนื้อเยื่อใหม และพัฒนากลายเปนเนื้อเยื่อที่สมบูรณ สุดทายโครงเลีย้งเซลลก็จะถกูยอยสลาย

หมดไปเอง [Ma, PX.2004]  

โครงเลี้ยงเซลลที่ใชในงานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ มักสรางขึน้โดยเลยีนแบบสภาวะของ ECM โดย

สวนใหญจะสรางขึ้นมาจาก คอลลาเจน เนื่องจากเปนโปรตีนที่มีมากที่สุดในรางกาย(ประมาณ 30% 

ของโปรตีนทีม่อียูในรางกาย), มีความสามารถในการยอยสลายทางชวีภาพ (biodegradability), มี

ความสามารถเขากับเนื้อเยื่อไดดี (biocompatibility) และไมเปนพษิ (non-toxic) กบัเซลล [Ma, L. และ

คณะ, 2003] แตมีปญหาอยูบางประการในการนําคอลลาเจนมาใชงาน เนื่องจากมีราคาแพง เก็บรักษา

ยาก รวมถึงมอัีตราการยอยสลายทีเ่ร็ว และสมบัติทางกลที่ต่ํา ซึ่งเปนปญหาสําคญัที่จะนํา คอลลาเจน 

มาสรางเปนโครงเลี้ยงเซลลเพียงอยางเดยีว ดงันัน้จึงมีการออกแบบและปรับปรุงคุณสมบัติตางๆของ

โครงเลี้ยงเซลลใหมีคุณสมบัติที่เหมาะสมในการนําไปใชงาน [Lee, CH. และคณะ, 2001] เนื่องจากโครง

เลี้ยงเซลลทีน่าํมาใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อตองมีอัตราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลกับอัตราการ

สรางเนื้อเยื่อทีส่อดคลองกัน จึงมักมีการนําวัสดุชนิดอื่นผสมเพิ่มเติมลงไป เชน ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลา

เจน ไดนาํไคโตซานผสมเพิม่ลงไป ซึ่งไคโตซานมีคุณสมบัติในการหามเลือดที่ดี และเรงการสรางเนื้อเยื่อ

ใหม ดังนัน้จงึมีการนําคอลลาเจน และไคโตซานมาผสมกันเปนโครงเลี้ยงเซลล [Tangsadthakun, C. 

และคณะ, 2005]  

 

2.2 เจลาตนิ 
เจลาตินเปนโปรตีนจากธรรมชาติชนิดหนึง่มีมวลโมเลกลุประมาณ 100,000 ดาลตัน ซึ่งสกัดมา

จากคอลลาเจน โดยขบวนการ acidic และ alkaline process แลวจึงนํามาทําใหบริสุทธิ,์ เพิ่มความ

เขมขน, ผานขั้นตอนการทาํใหปราศจากเชื้อโรค และการทาํใหแหง จะไดผลิตภัณฑออกมา 2 ชนิดคือ 

basic gelatin หรือ เจลาตินชนิด A และ acidic gelatin หรือ เจลาตินชนิด B ซึ่งขั้นตอนการสกัด เจ

ลาตินทั้งสองชนิดนี ้ แสดงดังรูปที ่ 2.1 โดยทั่วไปเจลาตินจะถกูใชงานทางดานเภสชักรรมและทางการ
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แพทย เนือ่งจากเจลาตนิมีสมบัติในการยอยสลายทางชวีภาพและมีสมบัติการเขากันไดดีกับรางกาย 

ดวยสมบัติเหลานีท้ําใหเจลาตินไดรับการยอมรับวาเปนสารปลอดภัยเมื่อนํามาใชเปนสวนประกอบของ

ยา และอวัยวะเทียมเมื่อนํามาใชรวมกับรางกายมนุษย [Young, S. และคณะ, 2005]  

 
 

รูปที่ 2.1 ขั้นตอนการสกัด acidic gelatin และ basic gelatin 

(ที่มา: Tabata, Y., 1998; 31: 287-301.) 

 

เจลาตินแบงออกเปน 2 ชนิด คือ [Tabata, Y. 1998]  

 1. Basic gelatin (Type A gelatin): ไดมาจาก acid process แสดงดังรูปที ่ 2.1 มีคา 

Isoelectric point (pI) ประมาณ 9.0 ซึ่งใกลเคียงกับคอลลาเจนและเหมาะกบัการใชงาน

รวมกับโปรตีนที่มีสมบัติเปนกรด  

 2. Acidic gelatin (Type B gelatin): ไดมาจาก alkaline process ดังรูปที่ 2.1 เปน

ขบวนการไฮโดรไลซิสกลุมเอไมดในคอลลาเจน ซึ่งจะไดเจลาตินที่มีกลุมคารบอกซลิปริมาณ

มาก ทําใหเจลาตินมีประจุลบ และมีคา Isoelectric point (pI) ประมาณ 5.0 ซึ่งเหมาะกับ

การใชงานรวมกับโปรตีนทีม่ีสมบัติเปนเบส  
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สมบัติของเจลาติน Type A และ B สรุปดังตารางที ่2.1 

 
ตารางที่ 2.1 ตารางแสดงสมบัติของเจลาติน ชนิด A และ B 

 
 
ลักษณะเฉพาะของเจลาตนิคือ สารที่ประกอบดวยกรดอะมิโนหลายชนิดที่มีปริมาณสูง เชน 

glycine, proline และ hydroxyproline ซึ่งโครงสรางของเจลาตนิประกอบไปดวยหนวยซ้าํของกรดอะมิ

โนทีเ่รียงตวักนัคือ glycine-X-Y ซึ่ง X และ Y คือ proline และ hydroxyproline ตามลําดับ แสดงดังรูปที ่

2.2  

 
 

R = glycine-X-Y triplet  

X และ Y คือ proline และ hydroxyl proline ตามลําดบั 

  
รูปที่ 2.2 โครงสรางของเจลาติน 

(ที่มา: Lee, SB., 2005; 24: 2503-2511.) 

 

เจลาตินประกอบไปดวยกรดอะมิโน 19 ชนิด และมีปริมาณของกรดอะมิโน glycine, proline 

และ hydroxyproline ที่มากเชนเดียวกบัคอลลาเจนและเนื่องจากมปีริมาณกรดอะมิโน methionine, 

tyrosine และ cystine ที่เพิม่ข้ึน ซึ่งกรดอะมิโนจําพวกนีจ้ะแสดงพฤตกิรรมเปน hydrophilic จึงทําใหเจ

ลาตินละลายน้ําไดดี [Neuman, RE. 1949] ซึ่งสามารถสรุปปริมาณกรดอะมิโนชนดิตางๆ ใน เจลาตินดัง

ตารางที ่2.2 
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ตารางที่ 2.2 องคประกอบในเจลาติน 

 
 

 

ความสาํคัญของเจลาตนิถูกใชเปนอยางมาก ในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อดังทีพ่บไดจากงาน 

วิจัยของ Tabata ในป1999 ที่ศึกษาการใชเจลาตินเปนวัสดุทดแทนผิวหนังที่มีสมบัติในการควบคุมการ

สงผาน (control release) โกรสแฟคเตอร bFGF (basic fibroblast growth factor)โดยในการทดลองทํา

การขึ้นรูปแผนไฮโดรเจลจากเจลาติน แลวเชื่อมโยงพันธะดวยกลตูารัลดีไฮดที่มีความเขมขนตางๆกนั

ภายใตอุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 12 ชั่วโมงหลงัจากนัน้จึงนําแผนไฮโดรเจลที่ไดแชใน
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สารละลายไกลซีน (glycine) เพื่อกาํจัดหมูแอลดีไฮดออก แลวลางดวยน้าํกลัน่ 3 คร้ังที่อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส และทําแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็ง จากนั้นทําการเติม bFGF จากผลการทดลองใชไฮโดรเจล 

ในการควบคุมการสงผาน bFGF (basic fibroblast growthfactor) พบวา bFGF ทีอ่ยูใน basic gelatin 

จะถูกสงผานไดเกือบทั้งหมด ในขณะที ่ bFGF ที่อยูใน acidic gelatin จะถูกสงผานไดนอย และไฮโดร

เจลที่มีคาการดูดซับน้ําสูงกวา จะสลายตวัไดเร็วกวาไฮโดรเจลที่มีคาการดูดซับน้าํที่ต่าํกวา ซึ่งแสดงถึง

ผลการใชเจลาตินในการควบคุมการสงผานโกรสแฟคเตอรในโครงเลี้ยงเซลลเพื่อใชในงานดานวิศวกรรม

เนื้อเยื่อ 

ในงานวิจัยของ Kang และคณะ ในป 1999 ที่ศึกษาวิธกีารเตรียมวัสดุรูพรุน โดยการเตรียม

ไฮโดรเจลที่ยอยสลายไดตามธรรมชาติจากเจลาตินที่มีการเชื่อมโยงพันธะดวยสารละลายกลูตารัลดีไฮด 

หลังจากการลางไฮโดรเจลดวยไกลซนีและน้ํา แลวจงึนาํไฮโดรเจลไปแชแข็งเพื่อทําแหงที่จดุเยอืกแข็ง

ตอไป โดยที่ทาํการปรับเปลีย่นอุณหภูมิในการแชแข็ง 3 อุณหภูมิ คือ -20, -80 และ -196 องศาเซลเซียส 

(ไนโตรเจนเหลว) โครงสรางของรูพรุนที่ไดจากการทําแหงมีลักษณะแตกตางกนัตามอุณหภูมิแชแข็ง โดย

ที่แผนไฮโดรเจลที่ถูกแชแข็งในไนโตรเจนเหลว จะมีโครงสรางทีเ่ปน 2 มิติ (two-dimension) ในขณะที่

แผนไฮโดรเจลที่แชแข็งที่อุณหภูม ิ -20 องศาเซลเซยีส จะมีโครงสรางเปน 3 มิต ิ รูพรุนจะมีความ

ตอเนื่องกนัมากขึ้น โดยมีขนาดรูพรุนประมาณ 250 ไมโครเมตร ซึง่เมื่อแชแข็งทีอุ่ณหภูมิ –80 องศา

เซลเซียส แผนจะมีโครงสรางเปน 2 มิติและมีขนาดรูพรุนประมาณ 85 ไมโครเมตร 

 
2.3 ไคโตซาน 

ไคโตซานคือ อนพุันธของไคตินที่ตัดเอาหมูอะซิติลของน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine 

(เรียกวา deacetylation คือ เปล่ียนน้ําตาล N-acetyl-D-glucosamine เปน glucosamine) ออกตั้งแต 

50 % ข้ึนไป มีชื่อทางเคมวีา poly [β-(1→4)-2-amino-2-deoxy-D-glucopyranose] และไมสามารถ

ละลายในตัวทาํละลายอินทรียเกือบทัง้หมดและน้ําที่มีคา pH เปนกลางหรือดาง แตสามารถละลายใน

กรดออน ไคโตซานที่ไดจะมีสวนผสมของน้าํตาล N-acetyl-D-glucosamine และ glucosamine อยูใน

สายพอลเิมอรเดียวกนั ซ่ึงระดับการกาํจัดหมูอะซิติล (หรือเปอรเซ็นตการเกิด deacetylation) มีผลตอ

สมบัติและการทํางานของไคโตซาน นอกจากนี้น้าํหนักโมเลกุลของไคโตซานบอกถงึความยาวของสายไค

โตซานซึง่มีผลตอความหนืด เชน ไคโตซานที่มนี้ําหนกัโมเลกุลสูงจะมีสายยาวและสารละลายมคีวาม

หนืดมากกวาไคโตซานที่มนี้าํหนักโมเลกุลตํ่า เปนตน ดังนั้นการนําไคโตซานไปใชประโยชนจะตอง

พิจารณาทั้งเปอรเซ็นตการเกดิ deacetylation และน้ําหนักโมเลกุล ซึ่งโครงสรางของไคตินและไคโตซาน

แสดงดังรูปที่ 2.3 



 10 

 
 

รูปที่ 2.3 โครงสรางโมเลกุลของไคโตซาน 

 

ไคตินและไคโตซานนั้นเปนวัสดุเชิงประกอบที่มีความเหนยีวฉีกขาดยาก และสามารถรับแรงได

สูงและไมเปล่ียนรูปรางไดงาย ถาหากพิจารณาในเชงิโครงสรางไคตินจะจัดเรียงตัวเปนโครงสรางผลึก

เหลวแบบคลอเลสเทอริก (cholesteric liquid crystal structure) โดยมีโปรตีนและแคลเซียมคารบอเนต

แทรกทาํใหวัสดุชนิดนีท้นแรงไดทุกทิศทาง ไคตินและไคโตซานมีความเปนวัสดุพิเศษคือ ตัววัสดุสามารถ

ทําหนาทีท่างเคมีหรือทางชวีภาพบางอยางไดดวยตัวเอง ตัวอยางเชน เปนแผนโพลารเมมเบรน (polar 

membrane) ซึง่สามารถใชในการแยกแอลกอฮอล(เจือจาง)โดยกระบวนการเพอรวาพอเรชนั (perva 

poration) เปนตน 

 

สมบัติทางกายภาพและทางเคมีของไคติน-ไคโตซาน (ภาวด ีเมธะคานนท, 2545) 

การละลาย (Solubility) 

ไคตินไมละลายในน้าํ กรดเจือจาง ดางเจือจางและเขมขน แอลกอฮอล และตัวทาํละลายอินทรีย

อ่ืนๆ แตสามารถละลายไดในกรดไฮโดรคลอริก (กรดเกลือ) เขมขน กรดซัลฟูริก (กรดกํามะถัน) เขมขน 

กรดฟอสฟอรกิ (78-97%) กรดฟอรมิก (anhydrous formic acid) และ DMAc-LiCl (N, N-

Dimethylacetamide Lithium chloride) ความยากในการละลายของไคตินในตัวทาํละลายตางๆ เปนผล

มาจากสายโซโมเลกุลที่อยูกนัอยางหนาแนนมพีนัธะเกดิขึ้นทั้งภายในและระหวางโมเลกุล เนื่องจากหมู

ฟงกชันที่ตางกัน (หมูไฮดรอกซิลและหมูอะซีตามิโด) ไคโตซานไมละลายน้าํ ดางและตัวทําละลาย

อินทรีย (organic solvent) แตสามารถละลายไดในสารละลายที่เปนกรดอินทรียเกือบทุกชนิดทีม่ี pH 

นอยกวา 6 กรดอะซีติกและกรดฟอรมกิเปนกรดที่นยิมใชในการละลายไคโตซาน กรดอินทรยีบางชนิด 

เชน กรดไนตริก กรดไฮโดรคลอริกกรดเปอรคลอริก และกรดฟอสฟอริก สามารถละลายไคโตซานได
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เชนกนั แตภายใตการคนที่อุณหภูมิสูงปานกลางอยางไรก็ตามในบางครั้งอาจมตีะกอนขาวคลายวุน

เกิดขึ้นสารละลายไคโตซานมีความเหนียวใส มีพฤติกรรมแบบนอน-นิวโตเนียน (non-newtonian) ใน

สารละลาย หมูอะมโินของไคโตซานจะแตกตัวโดยมีคาสัมประสิทธิก์ารแตกตัว (pKa) ข้ึนอยูกับความ

หนาแนนของประจุพอลิเมอรโดย pKa ของไคโตซานมีคาอยูในชวง 6.2 – 6.8 

 

น้ําหนกัโมเลกลุ (Molecular weight) 

ไคตินในธรรมชาติจะมนี้ําหนักโมเลกุลสูงมากกวา 1 x 105 ในขณะที่ไคโตซานจะมนี้ําหนัก

โมเลกุลอยูในชวง กวา 1 x 105 ถึง 1 x 106 ข้ึนอยูกับข้ันตอนในการผลิต 

 

Degree of Deacetylation 

เปนตัวบงชี้ความเปนไคติน-ไคโตซาน เนือ่งจากไคติน-ไคโตซานเปนพอลิเมอรระหวางสองโมโน

เมอร N-acetyl-D-glucosamine และ D-glucosamine ถาสัดสวนที่อยูรวมกันของมอนอเมอรแรก

มากกวา คือมีคา degree of deactylation ต่ํา จะแสดงสมบัติเดนของไคติน แตถาสัดสวนของโมโนเมอร

ที่สองมากกวา คือมีคา degree of deactylation สูงจะแสดงสมบัติเดนของไคโตซาน 

 

ความหนืด (Viscosity) 

ความหนืดของสารละลายไคโตซานขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง เชน degree of deactylation 

น้ําหนกัความหนืดโมเลกุล ความเขมขน ionic strength ความเปนกรด-ดาง (pH) และอุณหภูมิ 

โดยทัว่ไปแลวความหนืดของสารละลายพอลิเมอรจะลดลงเมื่ออุณหภมูิสูงขึ้น แตชนิดของกรดที่ใชและ

การเปลี่ยนแปลง pH ของสารละลายพอลเิมอรจะใหผลความหนืดที่แตกตางกนั เชนความหนืดของไคโต

ซานในกรดอะซีติกจะเพิม่ข้ึนเมื่อสารละลายมีคา pH ลดลง ในขณะที่ความหนดืของไคโตซานในกรด

ไฮโดรคลอริกจะเพิ่มข้ึนเมื่อ pH ของสารละลายเพิ่มข้ึน 

 

ความสามารถในการตกตะกอน (Coagulating ability) 

ไคโตซานเปนตัวสรางตะกอนและตัวตกตะกอน (flocculant and coagulating agent) ที่ดี 

เนื่องจากการมีหมูอะมิโนจาํนวนมากที่สามารถแตกตวัเปนประจุบวก และจับกับสารที่มปีระจุลบได เชน 

โปรตีน สียอม และพอลิเมอรอ่ืน จากการวิจัยประสทิธภิาพของไคโตซานในการแยกโปรตีนออกจากหาง

นม พบวาความสามารถในการจับโปรตีนเปนสัดสวนผกผันกับน้าํหนักโมเลกุลของไคโตซานนอกจากนี้

ไคโตซานยงัสามารถจับกับโลหะหนกัได โดยไนโตรเจนในหมูอะมิโนของไคโตซานจะทําหนาที่เปนตัวให

อิเล็กตรอน ทําใหไอออนของโลหะสามารถสรางพันธะเชิงซอน(coordinate) กับหมูอะมิโนได นอกจากนี้

ยังพบวา หมูอะมิโนไคโตซานมปีระสิทธิภาพในการจบักับไอออนของโลหะไดดีกวาหมูอะซีติลในไคติน 

ดังนัน้ไคโตซานที่ม ี degree of deacetylation สูงจะมีอัตราการดูดซับหรือความสามารถในการจับกับ
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ไอออนของโลหะสูง ความสามารถในการดูดซับไอออนของโลหะของไคโตซานยังขึ้นอยูกับอีกหลาย

ปจจัย เชน ความเปนผลึก และความสามารถในการบวมน้ําของไคโตซาน 

การประยุกตใชไคโตซานในดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ไดมีการนําไคโตซานมาทําเปนโครงเลี้ยงเซลล 

(Zhang, 2001) เพื่อใชเปนวัสดุปดแผลซึ่งอาจเปนไดทัง้ในรูปของแผนเยื่อบาง (membrane) แผนคลาย

ฟองน้ํา (sponge) หรือผสมรวมกับผาฝาย หรือใชเปนผงละเอียด โดยจะมีผลกระตุนการสรางเซลลใหม 

และปองกนัการติดเชื้อ จึงชวยทาํใหบาดแผลหายเร็วขึ้น (Mi และคณะ, 2001) เปนตน 

จากงานวิจยัของ Tangsadthakun และคณะ ในป 2006 ที่ไดทําการศึกษาเกีย่วกับอิทธิพลของ

มวลโมเลกุลของไคโตซานตอคุณสมบัติทางกายภาพ และชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนและไค

โตซาน ดวยการเตรียมโครงเลี้ยงเซลลดวยเทคนิคการทาํแหงดวยความเย็นแลวเชื่อมโยงพนัธะดวยความ

รอน (dehydothermal crosslinking) ที่อุณหภูมิ 105 °C เปนเวลา 48 ชั่วโมง ที่อัตราสวนของคอลลา

เจนตอไคโตซาน 5 แบบคือ 100/0; 90/10; 70/30; 50/50; 30/70; 10/90 และ 0/100 และทําการเปลี่ยน

คาน้ําหนักโมเลกุลของไคโตซาน (Mw: weight-averaged molecular weight) 4 คาคือ XLMW (49 

kDa), LMW (180 kDa), MMW (460 kDa), HMW (1,450 kDa) จากการทดสอบพบวาในโครงลี้ยงเซลล

ที่มีไคโตซานมวลโมเลกุลสูง (HMW) ที่มอัีตราสวนของไคโตซาน 30 เปอรเซ็นต จะมีคาโมดูลัสเพิ่มข้ึน 

และมีประสิทธิภาพมากในการนาํไปทดสอบการเพาะเลี้ยงเซลล (cell adhesion and proliferation) 

ดวยเซลลผิวหนังของหนูและมนุษย โดยทาํการทดสอบดวยการจําลองสภาวะของสิง่มีชีวิตในหองปฏิบัติ 

การ (in vitro) ดวยจาํนวนเซลล 20,000 เซลลตอหนึง่โครงเลี้ยงเซลล  

งานวิจยัของ Mao และคณะในป 2003 ไดศกึษาถงึการเตรียมโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

ดวยการใชเทคนิคการทาํแหงที่จดุเยือกแข็ง (Freeze drying technique) โครงเลี้ยงเซลลแบบชั้นเดียว 

(monolayer) และแบบ 2 ชั้น (bilayer) ถูกเตรียมแตกตางกนัที่อุณหภูมิแชแข็งโดยโครงเลี้ยงเซลลแบบ

ชั้นเดียว ซึง่ถกูแชแข็งในตูแชที่อุณหภูมิตางกนัคือ -20 องศาเซลเซยีส, -40 องศาเซลเซียส และ -60 

องศาเซลเซยีส ในขณะที่โครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้น ถูกแชโดยตรงดวย lyophilizing plate ที่มอุีณหภูมิ -

56 องศาเซลเซียส แลวทําการศึกษาสมบัติทางกายภาพ ทางกลและทางชวีภาพ จากการศึกษาพบวา

การจัดเรียงตวัของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้น ประกอบดวยชัน้ที่เบากวาซึง่กับสัมผัสอากาศและ

ชั้นทีห่นาแนนกวาซึง่สัมผัสกบัถาดแชแข็ง และการเรียงตวัของรูพรุนในโครงเลี้ยงเซลลแบบ 2 ชั้น มีความ

เปนระเบียบมากกวาโครงเลีย้งเซลลแบบชัน้เดียว นอกจากนั้นยังพบวาอุณหภูมิในการแชแข็งที่เพิ่มข้ึนมี

ผลใหขนาดของรูพรุนเลก็ลง ซึ่งแสดงใหเห็นถึงการใชโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-ไคโตซาน ในการผลิต

โครงเลี้ยงเซลลที่มีขนาดรูพรุนเหมาะสมกบังานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 

 นอกจากนี้ในงานวิจัยของ Phongying, S ในป 2006 ไดศึกษาการเตรียมโครงเลี้ยงเซลลไคโต

ซานในระดับนาโน (chitosan nanoscaffold) ดวยวธิีการเติมกรด (HCl) และการเติมเบส (NaOH) ดัง

แสดงในรูปที่ 2.4 
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รูปที่ 2.4 โครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลไคโตซานในระดับนาโน  

ที่ไดมาจากกระบวนการ deacetylation 

(ที่มา: Phongying, S., 2006; 48: 393-400.) 

 
2.4 คอลลาเจน  

คอลลาเจนเปนโปรตีนที่พบมากที่สุดในมนุษยและสัตวซึ่งมีอยูประมาณรอยละ 30 ของโปรตีนใน

รางกาย คอลลาเจนเปนสวนประกอบของ extracellular matrix (ECM) หรือเรียกวาเปนที่อยูของเซลล 

ซึ่งทาํใหคอลลาเจนทําหนาทีเ่ปนโครงสรางใหกับอวยัวะตางๆ เชน เสนเอ็น กระดูก และเนื้อเยื่อเกี่ยวพนั

ทั้งหมดและยงัคงพบคอลลาเจนในรอยตอของเนื้อเยื่อที่ประกอบขึ้นเปนสวนของอวัยวะ คอลลาเจนชวย

สรางความแข็งแรงใหกับเนือ้เยื่อและอวัยวะ ใหมีโครงสรางที่คงสภาพสมบูรณ ในชวงระยะเวลา 10 ปที่

ผานมามีกลุมวิจัยตางๆ สนใจคอลลาเจนเปนจํานวนมากและไดแบงกลุมคอลลาเจนดังแสดงในตารางที ่

2.3 ซึ่งคอลลาเจนในแตละกลุมจะมหีนวยซ้ําที่เหมือนกนัคือ Gly-X-Y ซึ่ง X แทน proline และ Y แทน 4-

hydroxyproline แสดงดังรูปที ่2.5 คอลลาเจนมีความเขากันไดดีมากกับเซลล เนื่องจากพบมากตามสวน

ตางๆของรางกาย มี R-G-D peptide ไมเปนพิษตอเซลล และมีปฏิกิริยาสรางภมูิคุมกันที่ต่ํา [Friess, W. 

1998] โมเลกลุของคอลลาเจนประกอบไปดวย polypeptide α-chain 3 เสน ซึ่ง α-chain ทั้ง 3 เสนพนั

รวมกันทาํใหคอลลาเจนมีโครงสรางเปนแบบ triplehelix [Gelse, K. และคณะ, 2003] แสดงดังรูปที ่2.6  

การใชประโยชนจากคอลลาเจนในงานวศิวกรรมเนื้อเยือ่มีมาก โดยเฉพาะคอลลาเจนชนิดที่หนึ่ง

ซึ่งนยิมนํามาเปนวัสดุทดแทนผิวหนงัและแผลที่เกิดจากไฟไหม ทัง้นี้เนื่องจากลักษณะสมบัติทางกลที่

เหมาะสมและมีความเขากนัไดดีกับเซลล [Rao, KP.,1995] ซึ่งบริษทัที่ผลิตคอลลาเจน เชน sigma-

aldrich และ Johnson&Johnson และงานทางดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อยังไดพัฒนาการใช คอลลาเจนใน

งานดานอื่นๆ นอกจากผิวหนัง เชน การแทนที่ของทอลําเลียงเลือด ล้ินปดหวัใจ และ เอ็นยึด เนื่องจาก

คอลลาเจนแสดงสมบัติที่มีความสามารถในการหามเลือด โดยเหนี่ยวนาํใหเกิด การจับตัวเปนลิ่มหรือ

กอนของเลือด และแสดงความสามารถในกระบวนการซอมแซมเนื้อเยือ่ [Auger, FA. และคณะ, 1998]  
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รูปที่ 2.5 โครงสรางทางเคมีของคอลลาเจนชนิดที่ 1 

(ที่มา: Friess, W., 1998; 45: 113-136.)  

 

 
รูปที่ 2.6 โครงสรางแบบ triple helix ของคอลลาเจนชนิดที่ 1 

(ที่มา: Gelse, K., 2003; 55: 1531–1546.) 

 
กระบวนการสงัเคราะหคอลลาเจนชนิดที ่1 ในรางกายซึง่พบมากในสวนของกระดูก ผิวหนัง เอ็น

ยึด และกระจกตา ประกอบไปดวย 4 ข้ันตอนหลกั แสดงดังรูปที ่2.7 ดังนี ้[Gelse, K. และคณะ, 2003]  

 - transcription และ translation เปนกระบวนการผลิต mRNA ชนิดตางๆ ซึ่งเปนนิวเคลียสของ

ระบบ และกอกําเนิดเปนคอลลาเจนชนิดตางๆ  

 - posttranslational modifications of collagen เปนกระบวนการถักทอใหเกิดเปนโปรตีน 3 

เสนพันกันซึ่งมีหัวเปน C-propeptide และทายเปน N-propeptide  

 - secretion of collagen เปนกระบวนการตัดหัวและทายของโปรตีนสามเสนที่พันกัน โดย C-

propeptide ถูกตัดโดย C-proteinase และ N-propeptide ถูกตัดโดย N-proteinase  

 - extracellular processing และ modification เปนกระบวนการที่สายของโปรตีน ทั้ง 3 เสนเกดิ

การเชื่อมโยงพันธะกันและกัน และกลายเปนคอลลาเจน  
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คอลลาเจนเหมาะสาํหรับการนํามาสรางเปนโครงเลี้ยงเซลลมนุษย เนื่องจากพบมากในสวน

ตางๆ ของรางกาย ทั้งยังมีสมบัติการเขากนัไดดีกับรางกาย มีการตานตอระบบภูมิคุมกันในรางกายที่ต่าํ 

สามารถยอยสลายทางชีวภาพ และสามารถเพิ่มความสามารถในการชักนําเซลลเขามายึดเกาะและ

เจริญเติบโต แตอยางไรก็ตามมีปญหาบางประการที่นาํคอลลาเจนมาใชงาน ไดแก [Friess, W. 1998 

และ Lee, CH. และคณะ, 2001]  

 - การเตรียมคอลลาเจนชนิดที่หนึ่งใหบริสุทธิ์ตองเสยีคาใชจายสูง เนือ่งจากการสกดัคอลลาเจน

จากเนื้อเยื่อเปนไปไดยากเนือ่งจากโมเลกลุในคอลลาเจนถูกเชื่อมโยงดวยพนัธะโควาเลนตทั้งนี้

ข้ึนอยูกับอายขุองสิ่งมีชวีิตและชนิดของเนือ้เยื่อที่สกัด  

 - เนื่องจากคอลลาเจนเปนพอลิเมอรธรรมชาติที่สกัดไดจากแหลงทีต่างกนั และมอียูตามอวยัวะ

ตางๆในรางกาย จึงทาํใหคอลลาเจนมีความเปนเนื้อเดียวกนัต่ํา หรือ มีความสม่ําเสมอทาง

โครงสรางต่ํา จงึทาํใหเกิดความแปรปรวนตางๆ เชน ความหนาแนนในการเชื่อมโยงพนัธะ ขนาด

ของเสนใย ความบริสุทธิ ์และการยอยสลาย  

 - การคงสภาพโครงสรางโมเลกุลของคอลลาเจนทําไดยาก   เนื่องจากคอลลาเจนมีโครงสราง

โมเลกุลที่ซับซอนตองเก็บรักษาที่อุณหภูมติ่ํา มีการรุกรานของจุลินทรียตางๆงาย และมีรายงาน

การติดเชื้อในคนไข  

 - คอลลาเจนมีสมบัติทางกลที่ไมแข็งแรง คือ มีการหดตัว (contraction) ของเสนใยโดยเฉพาะ 

เมื่ออยูในสารละลายซีรัม  

  

ลักษณะเดนของคอลลาเจนคือ มีปริมาณกรดอะมิโน glycine, proline และ hydroxyproline ที่

สูงซึ่งกรดอะมโินจําพวกนีจ้ะแสดงพฤติกรรมเปน hydrophobic protein และมีปริมาณของ กรดอะมิโน 

tyrosine, tryptophan, isoleucine, cystine และ histidine ที่ต่ํา [Neuman, RE. 1949]  
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รูปที่ 2.7 กระบวนการสังเคราะหคอลลาเจนชนิดที่ 1 

(ที่มา: Gelse, K., 2003; 55:1531– 1546.) 

 

หมายเหตุ SP: signal peptidase; GT: hydroxylysyl galactosyltransferase and galactosylhydroxylysyl 

glucosyltransferase; LH: lysyl hydroxylase; PH: prolyl hydroxylase; OTC: oligosaccharyl transferase 

complex; PDI: protein disulphide isomerase; PPI: peptidyl-prolyl cis-trans-isomerase; NP: procollagen N-

proteinase; CP: procollagen C-proteinase; LO: lysyl oxidase; HSP47: heat shock protein 47, colligin1. 
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ตารางที่ 2.3 สวนประกอบของคอลลาเจนชนิดตางๆ 

 

 
 

 (ที่มา: Gelse, K., 2003; 55:1531– 1546.)  

 

2.5 ไกลโคซามิโนไกลแคน (GAG) 
ไกลโคซามิโนไกลแคน เปนองคประกอบสําคัญที่อยูในชัน้ผิวหนังซึง่อยูระหวางเสนใยคอลลาเจน 

ที่อยูในชัน้หนงัแท (dermis) GAG มีหลายชนิด มีลักษณะที่แสดงประจุเปนลบและมีโครงสรางคลายพอ

ลิแซคคาไรดที่ไมมีสาขา GAG มีหลายชนิด เชน chondroitin-6 sulfate, dermatan sulfate, keratin 

sulfate, hyaluronan และ heparin เปนตน หนาที่หลกัของ GAG คือทําหนาที่เปนตัวเชื่อมพนัธะโควา

เลนตกับโปรตนีสายหลักกลายเปน proteoglycans อีกทั้งยังสามารถเพิ่มความสามารถในการตานทาน
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การยอยสลายของ extracellular matrix และสามารถจับยึดโมเลกุลโปรตีน จําพวกไซโตคายนและโกรส

แฟคเตอรที่มบีทบาทในการควบคุมการทํางานของเซลล ในกระบวนการรักษาบาดแผล เปนตน 

ตัวอยางเชน TGF-β1 (Shafritz,1994) ซึ่งมีอิทธิพลตอการเกาะติด, การเคลื่อนที,่ การเพิ่มจาํนวน, และ

การเปลี่ยนแปลงรูปรางของเซลล 

 

 
 

รูป 2.8 หนวยซ้ําของ chondroitin-6-sulfate (Sharfitz, 1994) 

 
จากรูป 2.8 แสดงหนวยซ้ําของ Chondroitin-6-sulfate (CS) ที่เปนหนึง่ใน GAG พื้นฐานทีพ่บ

ในชั้นหนงัแทที่มีบทบาทสําคัญในการศึกษาทางดานวศิวกรรมเนื้อเยือ่ ดังเห็นจากงานวิจัยที่ผานมาที่มี

การใช chondroitin-6-sulfate (Shafritz และคณะ, 1994; Pek และคณะ, 2004; Leeและคณะ, 2004) 

เปน GAG ในโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนเพื่อเพิ่มประสิทธิภาพของโครงเลี้ยงเซลลดวยการลดอัตราการ

ยอยสลายและเพิ่มความสามารถในการเกาะติดของเซลลในป 1994 Shafritz และคณะไดทําการศึกษา

ผลของ glycosaminoglycan ในโครงเลี้ยงเซลล คอลลาเจน-GAG ที่มีผลตอการหายของบาดแผล 

(delay wound contraction and induces regeneration) โดยทําการศึกษาเปรยีบเทยีบผลจากโครง

เลี้ยงเซลลที่มอีงคประกอบเปน คอลลาเจนชนิดที่ 1 กับ GAG ที่มีความแตกตางกัน 4 ชนิด คือ 

chondroitin-6-sulfate, dermatan sulfate,decorin (a proteoglycan-containing dermatan sulfate 

chain) และ aggrecan (aproteoglycan in which 90 % of chondroitin-6-sulfate) แลวทําการขึ้นรูป

โครงเลี้ยงเซลลซึง่ควบคุมขนาดของรูพรุนดวยการปรับเครื่องทําแหง (lyophilizer) ใหมีอุณหภูมิ -40

องศาเซลเซยีส ถึง -38 องศาเซลเซียส และการเชื่อมโยงพนัธะดวยอุณหภูมิ 105 องศาเซลเซียส ความ

ดัน 50 มิลลิเมตรปรอท เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวปดทับโครงเลี้ยงเซลลดวย poly(dimethylsiloxane) 

เพื่อควบคุมความชืน้ของบาดแผล เมื่อทาํการทดสอบขนาดรูพรุนโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจน-GAG พบ 

วามีขนาด 91±12, 99±23, 102±26, 94±23, และ 160±26 ไมโครเมตร ในโครงเลีย้งเซลล คอลลาเจน-

chondroitin-6-sulfate, คอลลาเจน-aggrecan, คอลลาเจน-dermatan sulfate, คอลลาเจน-decorin, 

และคอลลาเจน ตามลําดับ โดยมีอัตราการยอยสลายดวยการใชเอนไซมคอลลาจีเนส (collagenase) ซึ่ง

พบวามีอัตราการยอยสลายเปน 23.4±3.4, 38.6±6, 8.0±3.9 ในโครงเลี้ยงเซลล คอลลาเจน-
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chondroitin-6-sulfate, คอลลาเจน-aggrecan, คอลลาเจน-dermatan sulfate แตไมสามารถวดัอัตรา

การยอยสลายในคอลลาเจน-decorin ได และมีอัตราการยอยสลาย 12.5-43.5 ในโครงเลีย้งเซลล

คอลลาเจนเพยีงอยางเดยีว และเมื่อทดสอบจลนศาสตรในการปดของบาดแผล (kinetics of wound 

contraction) ในการทดลองในหนูตะเภาพบวา เมื่อเยบ็โครงเลี้ยงเซลล คอลลาเจน-GAG จะมกีารลด

ขนาดของแผลชากวาโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจนเพียงอยางเดียว 

 
2.6 การเชื่อมโยงพันธะ (crosslinking) 

การเชื่อมโยงพันธะเปนวิธหีนึ่งที่มีความสาํคัญมากในการปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล

ที่นยิมใชกนัในปจจุบนั เนื่องจากการเชื่อมโยงพนัธะนั้นเปนการทาํใหสมบัติเชิงกล (mechanical 

properties), อัตราการยอยสลาย (degradation rate), และความสามารถในการบวมน้ํา (swelling 

capacity) ของโครงเลี้ยงเซลลมีความเหมาะสมที่จะนาํมาใชในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อมากขึน้ เนื่องจาก

การเชื่อมโยงพันธะสามารถควบคุมอัตราการยอยสลายและอัตราการสรางเนื้อเยื่อของโครงเลี้ยงเซลลได 

[Ma, L. และคณะ, 2003] ซึ่งพบวาในกระบวนการเชือ่มโยงพันธะนัน้มีวธิกีารอยูหลายวิธี โดยจะแบง

ออกเปน 3 กลุมใหญๆคือ การเชื่อมโยงพนัธะทางกายภาพ, การเชื่อมโยงพันธะทางเคม ี และการ

เชื่อมโยงพนัธะโดยใชตัวเรงปฏิกิริยา  

การเชื่อมโยงพันธะทางกายภาพ ไดแก การใชความรอน หรือ dehydrothermal treatment 

(DHT), การใชรังสี เชน UV-irradiation เปนตน สวนการเชื่อมโยงพนัธะทางเคม ี ไดแก การใชหมูแอลดี

ไฮด เชน กลูตารัลดีไฮด (GA), formaldehyde , glyceraldehydes, การใช 1-ethyl-3-(3-

dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC), การใช polyepoxides, และการใช isocyanates เปนตน 

[Young, S. และคณะ, 2005] นอกจากนี้ยงัมีการนําตวัเรงปฏิกิริยา มาใชในการเชือ่มโยงพันธะอกีดวย 

เชน การใช transglutaminase เปนตน  

 
2.6.1 การเชือ่มโยงพันธะดวยวธิีทางกายภาพ 
ก) การเชื่อมโยงพันธะโดยการใชความรอน (dehydrothermal treatment, DHT) 
 การเชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน เปนวิธกีารหนึง่ที่นยิมใชเพื่อหลีกเลี่ยงสารเคมีที่ใชเปนตวั

เชื่อมโยงพนัธะ (cross-linker) ดาํเนนิการโดยอาศัยความรอนภายใตสุญญากาศทีค่วามดัน 0 มลิลิบาร 

ซึ่งกระบวนการนี้จะเหนีย่วนาํใหเกิดการสรางพันธะเอไมด (amide) ตัวใหมในสารจาํพวกโปรตีนซึง่มีหมู

เอมีน (amine) เปนองคประกอบ จากปฏิกิริยาการรวมตัว (condensation) ระหวางโซของหมูเอมีน โดย

ทําการควบคมุอุณหภูมิใหคงที่แลวปรับเปล่ียนระยะเวลาใหไดระยะเวลาที่เหมาะสมที่สุด เพื่อใหไดโครง

เลี้ยงเซลลที่มคีุณสมบัติที่ดีและเหมาะสมมากที่สุด [Ueda, H. และคณะ, 2002] ตัวอยางเชน โครงเลี้ยง

เซลลที่สรางมาจากคอลลาเจนถูกปรับปรุงใหมีความแขง็แรงมากขึ้นและมีการยอยสลายทางชีวภาพที่ชา

ลง ดวยการเชือ่มโยงพันธะระหวางโซ (interchain crosslinks) จากปฏิกิริยาการรวมตัว (condensation) 
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หรือการสรางพันธะเอไมดตัวใหม ระหวางหมูเอมนีของโมเลกุลคอลลาเจนที่อยูติดกันในโครงเลี้ยงเซลล 

เมื่อโครงเลี้ยงเซลลผานการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนแลว ทําใหปริมาณหมูอะมโินอิสระและ

ความสามารถในการกกัเก็บน้ําในโครงเลี้ยงเซลลลดลง สงผลใหความทนตอแรงดึง (tensile strength) 

เพิ่มข้ึน [Pieper, J.S. และคณะ, 1998] และเมื่อมีการนําการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนมาใชกับ

คอลลาเจน ที่อุณหภูมิ 120 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงพบวาวิธกีารนี้จะขับน้าํออกมาจาก

โมเลกุลของคอลลาเจน และทําใหมีการเปลี่ยนแปลงของกรดอะมิโนในภายในโซของคอลลาเจน ซึ่งเปน

ผลมาจากปฏิกิริยาออกซิเดชั่น (oxidation) ในการเชื่อมโยงพนัธะ แตการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธนีี้ก็ยงัไม

เปนทีน่ิยม เนือ่งจากจะมีผลตอการเปลี่ยนแปลงรูปรางของคอลลาเจน (denature collagen) และความ

แข็งแรงของโครงเลี้ยงเซลลยงัไมเปนทีน่าพอใจ [Wess, T.G. และคณะ, 2000] แตมีรายงานวาไดมีการ

นําวิธีการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนไปใชรวมกับการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมี EDC/NHS ของ

โครงเลี้ยงเซลลที่ทาํจากคอลลาเจนผสมกบั chondroitin-6-sulfate เร่ิมตนจากการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลล

ในอัตราสวนคอลลาเจน 92% chondroitin-6-sulfate 8% โดยอาศัยเทคนิคการทาํแหงแข็ง (freeze-

dried) กอน แลวจึงนํามาเชือ่มโยงพันธะแบบใชความรอนในตูอบสุญญากาศ (vacuum oven) ทีส่ภาวะ 

105 องศาเซลเซียส ความดัน 0 มิลลิบาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง แลวจึงนํามาเชือ่มโยงพันธะอกีครั้งโดย

การแชในสารเคมี EDC/NHS   ซึ่งสามารถเพิ่มความสามารถในการบวมน้าํสูงขึน้ 1.5 เทา และเพิม่ความ

แข็งแรงทางกลสูงขึ้น 3 เทาใหกับโครงเลีย้งเซลล  เมื่อเปรียบเทียบกบัการใชสารเคมี EDC/NHS ในการ

เชื่อมโยงพนัธะโครงเลี้ยงเซลลเพียงอยางเดียว [Pek, Y.S. และคณะ, 2004] 

 
ข) การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธกีารใชรังสีอุลตราไวโอเลต (Ultraviolet Irradiation, UV) 

การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธกีารใชรังสี UV เกิดจากการที่รังสี UV ทาํใหเกิด photodegradation 

และพลังงานแสง เขาไปกระตุนพนัธะภายในโมเลกุลของคอลลาเจนเกิดเปนอนุมูลอิสระ (free radical) 

ซึ่งไวตอการเกดิปฏิกิริยาของหมูเอมนีขึ้น ดังแสดงในรูปที่ 2.9 โดยหมูเอมีนอิสระทีเ่กิดขึ้นนี้จะไป

เชื่อมโยงพนัธะกับหมูเอมนีอิสระของคอลลาเจนโมเลกลุอ่ืนทาํใหเกิดการเชื่อมโยงพันธะระหวางหมูเอมนี 

[Sionkowska, A. 2006] 

 

 
 

รูปที่ 2.9 การเกิดหมูเอมีนอิสระของคอลลาเจนจากการเชื่อมโยงพันธะโดยการใช UV irradiation 

(ที่มา :Sionkoska, A., 2006; 82: 9-15) 
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ค) การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธกีารใชรังสีแกมมา (gamma radiation) 
การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธกีารใชรังสีแกมมา เปนเทคนิคอยางหนึง่ที่ใชในการปรับปรุงคุณสมบัติ

ของพอลิเมอร ซึ่งเทคนิคนี้ไดมีการนาํมาใชกันอยางแพรหลายในดานการแพทย เชน การตรึงเอนไซม 

โดยเอนไซมจะถูกตรึงอยูบนพอลิเมอร ซึ่งเอนไซมทีน่าํมาใชกับเทคนิคนี้ ไดแก urease, cellulose, 

glucose, oxidase, lipase, glucosamylase และ invertase เปนตน โดยดําเนนิการเชื่อมโยงพันธะที่

อุณหภูมิต่ําๆ เมื่อนํารังสีแกมมามาใชกับคอลลาเจนและ poly(L-lactic acid) ที่ยึดเกาะกันดวยพนัธะโค

วาเลนตในโครงเลี้ยงเซลล รังสีแกมมาจะเหนีย่วนําใหคอลลาเจนและ poly(L-lactic acid) เกดิเปน

อนุมูลอิสระข้ึนโดยคอลลาเจนเกิดหมูเอมนีอิสระ (NH2
•) สวน poly(L-lactic acid) เกิดหมูคารบอกซิลิก

อิสระ (COOH•) จากนัน้หมูอะมิโนอิสระที่เกิดขึ้นจะเชือ่มโยงพันธะกนั สงผลใหโครงสรางของโครงเลี้ยง

เซลลมีความเสถียร และมีความสามารถในการบวมน้ําลดลง [Yang, Y. และคณะ, 2002]  

นอกจากนี้รังสแีกมมาถกูนาํมาใชกนัอยางกวางขวาง ในการทําใหกระดูกปราศจากเชื้อ (sterili 

zation of bone) จากเชื้อไวรัสและเชื้อแบคทีเรีย แตการใชรังสีแกมมาจะสรางความเสียหายใหกับ

กระดูก เนื่องจากการเกิดหมูอิสระข้ึนจากการแผรังสี โดยปฏิกิริยา radiolysis กับโมเลกุลของน้ํา ในรูป

ของหมูอิสระของไฮดรอกซลิ (OH•) [Akkus, O. และคณะ, 2005]  

 
2.6.2 การเชือ่มโยงพันธะดวยวธิีทางเคมี 
ก) การเชื่อมโยงพันธะโดยใช Glutaraldehyde (GA) 

GA เปนสารเคมี (reagent) ที่นยิมนํามาใชกนัอยางแพรหลายในงานดานชวีแพทยศาสตร 

(biomedical) ซึ่งทําหนาทีเ่ปนสารเคมทีี่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ (crosslinking agent) สําหรับโปรตีน 

และ พอลิแซคคาไรด   

 การเชื่อมโยงพันธะของคอลลาเจนเกิดขึ้นระหวางหมูแอลดีไฮด (-CHO) ของ GA กับหมูเอมนี (-

NH2) ของคอลลาเจนดงัแสดงในรูปที ่2.10 

 

 
 

รูปที่ 2.10 การเชื่อมโยงพันธะของคอลลาเจนกับ GA 

(ที่มา : Lee, C.R., 2001; 22: 3145-3154) 
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การเชื่อมโยงพันธะไคโตซานกับ GA เกดิจากปฏิกิริยาระหวางหมูแอลดีไฮด (-CHO) ของ GA 

กับหมูเอมีน (-NH2) ของไคโตซาน หลังจากเกิดปฏิกิริยาแลวจะไดโครงสรางอยูในรูปของ imine function 

ซึ่งพบวาการเชื่อมโยงพนัธะไคโตซาน กับ GA ดังแสดงในรูปที่ 2.11 

 

 
 

รูปที่ 2.11 โครงสรางของไคโตซานถูกเชื่อมโยงพันธะดวย GA 

(ที่มา : Ngah, W, 2006; 277: 214-222) 

 

โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตจากคอลลาเจนเพียงอยางเดียวมคีุณสมบัติเชิงกลที่ต่ํา และมีการยอย

สลายทีเ่ร็ว จงึมีการทําการศึกษาเพื่อปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล โดยนาํวัสดุชีวภาพตัวอื่นมา

ผสมรวมเขากบัคอลลาเจน ซึง่ไคโตซานเปนวัสดุชีวภาพตัวหนึง่ทีน่ิยมนํามาใช เนื่องจากไคโตซานมี

คุณสมบัติที่ดีในการหามเลอืดที่ดี (hemostasis), ชวยเรงการสรางเนื้อเยื่อ fibroblast ใหม และชวย

ตานทานการยอยสลายทางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลล โดยไคโตซานสามารถใชหมูเอมีนในการเชื่อมโยง

พันธะกับหมูแอลดีไฮดของ GA ในโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีคอลลาเจนเปนองคประกอบหลัก ดงัแสดงในรูป 

2.12 ดังนัน้ไคโตซานที่นาํมาผสมในโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีคอลลาเจนเปนองคประกอบหลักสามารถใชหมูเอ

มีนชวยในการเพิ่มปริมาณการเชื่อมโยงพนัธะกับหมูแอลดีไฮดของ GA ซึ่งสามารถลดปริมาณสารเคมีที่

ตกคางของ GA ภายหลงัการเชื่อมโยงได 

 

 

 

หมูแอลดีไฮดของ GA หมูแอลดีไฮดของ GA 
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รูปที่ 2.12 โครงสรางของคอลลาเจนกับไคโตซานเชื่อมโยงพันธะกับ GA   

(ที่มา : Ma, L., 2003; 24: 4833-4841)  

 
หมายเหตุ   R แสดงหมูของคารบอนที่อยูในโมเลกุล ซึ่งไมไดเปนหมูฟงกชั่นที่ใชเชื่อมโยงพันธะ 

 

โครงเลี้ยงเซลลที่ผลิตขึ้นระหวางคอลลาเจนกับไคโตซาน แลวมีการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA นั้น

จําเปนที่จะตองศึกษาลักษณะของโครงสรางขนาดเล็ก (microstructure) เพื่อจะไดเห็นถึงลักษณะการ

กระจายตวัของคอลลาเจนและไคโตซานทีอ่ยูในโครงเลีย้งเซลลดวยเครื่อง confocal laser scanning 

microscopy (CLSM) รวมทัง้ความสามารถในการบวมน้าํ, ความสามารถในการยอยสลายทั้งภายใน

รางกาย (in vivo) และภายในหองทดลอง (in vitro) ของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนกบัไคโตซาน เมือ่เพิ่ม

ความเขมขนของ GA สงผลใหความสามารถในการบวมน้าํลดลง เนื่องจากการเชื่อมโยงพนัธะเปนการ

ทําใหสมบัตเิชงิกลของโครงเลี้ยงเซลลมีความแข็งแรงมากขึ้น จึงทําใหความชอบน้ํา (hydrophilic) ของ

โครงเลี้ยงเซลลลดลง และโครงเลี้ยงเซลลที่มีองคประกอบที่แตกตางกันจะมีระดับของการยอยสลายทาง

ชีวภาพที่ไมเทากัน ซึ่งพบวาเมื่อทําการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA สามารถลดระดับของการยอยสลายทาง

ชีวภาพใหชาลงได โดยพบวาถาใชคอลลาเจนเปนโครงเลี้ยงเซลลเพียงอยางเดียว โครงเลี้ยงเซลลจะถูก

ยอยสลายอยางรวดเร็ว  แตเมื่อเพิ่มไคโตซานเขาไปสามารถชวยลดระดับการยอยสลายลงไดเล็กนอย 

แตถามีการเชือ่มโยงพันธะดวย GA เพิ่มเขามา จะทําใหระดับของการยอยสลายทางชีวภาพลดลงอยาง

มาก [Ma, L., และคณะ, 2003] นอกจากนี้การเชือ่มโยงพันธะระหวางเจลาตนิกับ GA มลัีกษณะ

เชนเดียวกนักบัการเชื่อมโยงพนัธะระหวางของคอลลาเจน GA โดยเจลาตนิใชหมูเอมีนในการเชื่อมโยง

พันธะ และ GA ใชหมูแอลดีไฮดในการเชื่อมโยงพนัธะ ในระบบสงผานยาในรางกาย (drug delivery) ได

มีการนาํพอลิเมอรธรรมชาติมาใชมากกวาพอลิเมอรสังเคราะห เนื่องจากไมมีสารพษิ, ราคาถูก, หาได

งาย, และสามารถยอยสลายทางชวีภาพได เซลลูโลสเปนพอลิเมอรธรรมชาติอีกตัวหนึง่ทีถู่กนํามาใชเปน

ตัวควบคุมการสงผานยา (controlled release) โดยในรูปที ่ 2.13 เปนการนําเซลลูโลสมาตรงึเอนไซม

เซลลูเลสและเชื่อมโยงพนัธะดวย GA เพื่อชวยเพิ่มความแข็งแรงในการตรึงเอนไซมเซลลูเลสกับเซลลูโลส  

 

หมูแอลดีไฮดของ GA 
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รูปที่ 2.13 โครงสรางของเซลลูโลสเมื่อเชื่อมโยงพันธะกับ GA   

(ที่มา : Bogomilova, S., 2007; 40: 1646-1650) 
 

 
 จากรูปที่ 2.3 หมูแอลดีไฮดของ GA แทรกเขาไปเชื่อมโยงพนัธะระหวางเซลลโูลสกับเอนไซม

เซลลูเลส โดย GA ใชหมูแอลดีไฮดเชื่อมโยงพนัธะกับหมูไฮดรอกซิล (–OH) ของเซลลูโลส และหมูเอมีน

ของเอนไซมเซลลูเลส เพื่อเพิ่มความแข็งแรงใหกับโครงสราง ในการนํามาใชเปนตัวสงผานยาในรางกาย

ไดเหมาะสมมากขึ้น [Bogomilova, S., และคณะ, 2007] 
 
ข) การเชื่อมโยงพันธะดวย 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC)  
 EDC เปนสารที่นยิมใชกนัมากในการเชื่อมโยงพนัธะ เนือ่งจากเปนสารที่ไมมีพิษ และมีความเขา

กันไดดีกับเซลลและเลือด (biocompatible) โดยทําการเชื่อมโยงพนัธะรวมกับ N-hydroxysuccinimide 

(NHS) และบัฟเฟอร 2-morpholinoethane sulfonic acid (MES)  

 

 
 

รูปที่ 2.14 โครงสรางของ 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide (EDC) 

(ที่มา : Christiaens, P., 2006)  

  

 การเชื่อมโยงพันธะเกิดขึ้นระหวางหมูคารบอกซิลิกของกรดอะมิโน aspartic หรือ glutamic ซึ่ง

แสดงประจุรวมเปนลบในคอลลาเจนกับ EDC ผลิตภัณฑที่ไดคือหมู O-acrylisourea (III) จากนัน้จะเกิด

การเชื่อมโยงพันธะ ตอโดยหมู O-acrylisourea  และไปทําปฏิกิริยากับหมูเอมีนของกรดอะมิโน lysine 

หรือ hydroxylysine ซึ่งแสดงประจุรวมเปนบวก ไดเปนกรดอะมิโนของคอลลาเจน ที่ตอกันกับ  1-ethyl-

3-(3-dimethyl aminopropyl)urea (VIII) และการเติม N-hydroxyl succinimide (NHS) (VI) ในระหวาง

การเชื่อมโยงพันธะจะชวยเพิ่มจํานวนการเชื่อมโยงพันธะ, ลดปริมาณหมูอะมิโนอสิระ และเพิ่มอัตราการ
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ปฏิกิริยาในการเชื่อมโยงพันธะ โดย NHS จะหยุดปฏิกริิยา 2 ปฏิกิริยา อันดับแรกคือ การเกิดปฏิกิริยา 

ไฮโดรไลซิสของหมู O-acylisourea กลายเปน   1-ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl)urea (VIII) และ

กลับไปเร่ิมตนใหมทีห่มูคารบอกซิลิกของกรดอะมิโน และปฏิกิริยาอันดับสองหมู O-acylisourea ที่ไม

เสถียรจะจัดเรยีงตัวอยูในรูปของหมู N-acylurea (V)  การทาํงานของ NHS จะทาํการเปลีย่นหมู O-

acylisourea ใหเปนหมู NHS-activated carboxylic (VII) ซึ่งจะมีความไวตอปฏิกริิยาไฮโดรไลซิสที่ pH 

ต่ําๆ เมื่อเปรียบเทียบกับหมู O-acylisourea [Damink, LO. และคณะ, 1996] ดังแสดงในรูปที ่2.15 

 

 
 

รูปที่ 2.15 การเชื่อมโยงพันธะของคอลลาเจนกับ EDC และ NHS 

(ที่มา :  Olde Damink, 1996; 17: 765-773) 

 

การซอมแซมเนื้อเยื่อที่ถูกทําลาย เชน กระดูกออน (cartilage) , กระดูก (bone) หรือกลามเนื้อ 

(muscle) นัน้  ไดมีการนาํสารที่มีความสามารถเขากันไดดีกับเซลลและเลือด  และสารที่มีความสามารถ

ในการยอยสลายมาใชในการซอมแซมเนื้อเยื่อที่ไดรับความเสียหาย ซึ่งคอลลาเจนเปนสารที่นยิมนํามา 

ใช เนื่องจากมผีลในการยึดเกาะของเซลล (cell-adhesion), การแพรพันธุของเซลล (proliferation) และ

การเกิดเปนเนือ้เยื่อใหม แตขอเสียของการนําคอลลาเจนมาใชคอื มสีมบัติเชิงกล (ความแข็งแรง) ที่ต่ํา 

และมีการยอยสลายทีเ่ร็ว ดังนัน้จึงไดใชกระบวนการเชื่อมโยงพันธะดวยสารเคมีเพื่อใหไดคุณสมบัติ

เชิงกลที่ตองการ โดยไดมีการศึกษาและคัดเลือกสารเคมี ซึง่สารเคมีที่นยิมใชคือ GA โดยจะเขาไปทํา

ปฏิกิริยากับหมูอะมิโน (amino groups) ของคอลลาเจน แตพบวา GA มีความเปนพษิตอเซลลทั้งใน

รางกาย (in vivo) และในหองทดลอง (in vitro) ซึ่งเกิดจากสารพิษทีต่กคาง GA ภายหลงัการเชื่อมโยง

พันธะ ดังนั้นจงึไดมีการพฒันาสารที่ใชเปนตัวเชื่อมโยงพันธะ โดยไดมีการนาํ EDC และ NHS มาทาํการ

เชื่อมโยงพนัธะกับคอลลาเจน ซึ่งมีความเขากันไดดีกับเซลลและเลือด  รวมทัง้สงผลใหเซลลสามารถแพร

พันธุไดดี นอกจากนี้ยงัชวยในการยับยั้งอตัราการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล โดยคอลลาเจนทีน่ํามา

เชื่อมโยงพนัธะสามารถสกัดมาไดจากวัว , หมู และแกะ เปนตน แตถาใชคอลลาเจนที่สกัดมาจากวัวจะ
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คอนขางมีความเสี่ยงจากโรควัวบา (mad cow disease) ซึ่งจะตองผานการตรวจสอบกอนที่จะนาํมาทํา

เปนสารเชื่อมโยงพนัธะ นอกจากนี้กย็ังสามารถเลือกใชคอลลาเจนที่สกัดไดจากมา ซึ่งมีความเสีย่งจาก

การติดเชื้อหรอืโรคติดตอนอยกวาววั ในการวัดระดับการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลสามารถวัด

ไดโดยแชโครงเลี้ยงเซลลลงไปในสาร 2,4,6-trinitrobenzensulfonic acid (TNBS) แลวนาํไปใหความ

รอนเพื่อใหโครงเลี้ยงเซลลเกิดการละลาย จากนัน้จงึนาํไปวัดคาการดูดกลืนแสง (absorbance) ดวย

เครื่อง spectrophotometer เพื่อนําคาทีไ่ดไปคํานวณหาระดับการเชื่อมโยงพนัธะ โดยคิดจากคาการ

ดดูกลืนแสงของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมพันธะกบัโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมพนัธะ [Nagai, 

N. และคณะ, 2004]     ในเวลาตอมาไดมกีารนาํโครงเลีย้งเซลลคอลลาเจนมาผสมกบัไกลโคซามิโนไกล

แคน (GAG) เพิ่มเติมลงไปเพื่อใชในงานวิศวกรรมเนือ้เยื่อ โดย GAG ทีน่ํามาใชจะตองคํานึงถึงปจจัย

ตางๆดังนี้ เชน ชนิด, ตําแหนงของ GAG ในโครงสราง และความสามารถในการยอยสลายทางชีวภาพ

ของโครงเลี้ยงเซลลคอลลาเจนทีน่ํา GAG มาผสมเพิม่ลงไป เมื่อทําการศึกษาพบวา GAG ซึ่งมีหมูคาร

บอกซิลิกสรางพันธะโควาเลนตกับคอลลาเจนซึง่มีหมูเอมีนโดยใช EDC และ NHS เปนตัวเชื่อมโยง

พันธะโดย GAG ที่เลือกใชจะเปน chondroitin sulfate ซึ่งเปน GAG ที่สามารถหาไดงายและพบมาก

ที่สุดดังแสดงในรูป 2.16 

 

 
 

รูปที่ 2.16 การเชื่อมโยงพันธะโควาเลนสระหวาง chondroitin sulfate กับคอลลาเจน โดยใช EDC และ NHS 

(ที่มา : Pieper, J.S., 1999; 20: 1999: 847-858) 

 

การเชื่อมโยงพันธะของคอลลาเจนโดยใช GA โมเลกุลของ GA จะเขาไปแทรกรวมอยูกบั 

คอลลาเจน โดยการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA นี้มักมีสารพิษตกคางหลังจากการเชือ่มโยงพันธะ เนื่องจาก

กําจัด GA ออกจากโครงเลี้ยงเซลลไดไมหมด ซึ่งจะสงผลรายตอเซลล (cytotoxicity) จึงไดมีการ
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พัฒนาการเชือ่มโยงพันธะเพื่อปองกนัสารพิษทีห่ลงเหลือหลังกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะโดยไดมีการ

เปล่ียนสารเคมีที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ (crosslinking agent) เปน EDC และ NHS ซึ่งเปนสารที่

สามารถกําจัดสารพิษที่หลงเหลือหลงักระบวนการเชื่อมโยงพันธะได โดยการลางดวยน้าํกลัน่ซึ่งผลิต 

ภัณฑที่ไดจะเปนอนพุันธของยูเรีย [Wissink, M.J.B. และคณะ, 2001] นอกจากนีก้็ยังสามารถใช GAG 

ตัวอ่ืนๆไดอีกไมวาจะเปน dermatan sulfate , heparin sulfate หรือ heparin มาผสมรวมกับคอลลาเจน  

[Pieper, J.S. และคณะ, 1999] 

ความแตกตางระหวางการใชสารเคมี EDC และ GA คือ โมเลกุลของ EDC จะไมมสีารพิษ

ตกคางอยูในผลิตภัณฑ เนื่องจากผลิตภัณฑที่ไดหลงัการเชื่อมโยงพนัธะ คือ อนุพันธุของยูเรีย หรือ 1-

ethyl-3-(3-dimethyl aminopropyl) urea ที่สามารถกําจัดออกไดโดยการละลายน้าํทําใหไมมีสาร

ตกคางในโมเลกุลของสารพวกโปรตีน ดวยเหตนุี้โครงเลีย้งเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะดวย EDC จึงมีความ

เปนพษิที่ต่าํกวา อยางไรก็ตาม EDC กําลังอยูในระหวางกระบวนการรับรองความปลอดภัยจากองคการ

อาหารและยา [Liu, H. และคณะ, 2004] สวนการเชื่อมโยงพนัธะโดยใช GA จะมี GA ตกคางอยูใน

ผลิตภัณฑหลงัการเชื่อมโยงพันธะ ซึ่งมกัจะมีกระบวนการกําจัดหมูแอลดีไฮดของ GA ที่ตกคางอยูไดโดย

การลางโครงเลี้ยงเซลลดวยไกลซีน เพื่อเขาไปทําปฏิกิริยากับหมูแอลดีไฮดของ GA ที่เกนิพอและลางตอ

ดวยน้าํหลายๆรอบ [Ozeki, M., 2004] ผลิตภัณฑที่ไดจากการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA มีความเปนเนื้อ

เดียวกนัสูงเนือ่งจาก GA มีการกระจายตัวของพนัธะทางเคมีอยางเปนระเบียบในโมเลกุล ซึ่งสงผลให

ผลิตภัณฑที่ไดนั้นมีสมบัติทางกลที่สูงขึน้ [Goissis, G. และคณะ, 1998] นอกจากนี้ GA ยังไดรับรอง

ความปลอดภยัจากองคการอาหารและยาจากประเทศสหรัฐอเมริกาแลวในปจจุบนั [U.S. Food and 

Drug Administration. March 3, 2006]  

 

2.6.3 การเชือ่มโยงพันธะโดยใชตัวเรงปฏิกิรยิา (Enzyme)  
การเชื่อมโยงพันธะดวย transglutaminase 

Transglutaminase เปนเอนไซมชนิดหนึง่สามารถใชในการปรับปรุงคุณสมบัติของโปรตีนโดยที่

สามารถนํามาเปนตัวเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลที่สรางมาจากคอลลาเจน ซึ่งจะทําการเชื่อมโยง

พันธะใหอยูในรูปของ ε(γ-glutamyl)lysine โดยเกิดจากโซดานขาง (side chains) ของไลซีน ในคอลลา

เจนและกลูตามีนใน transglutaminase โดยที ่ transglutaminase จะสรางพันธะโควาเลนตกับ primary 

amino ของคอลลาเจนซึง่จะเรงปฏิกิริยาระหวางหมู γ-carboxamine ของกลูตามนี (ตัวให) กบัหมู 

amino ของ primary amine ในคอลลาเจน(ตัวรับ) ดังแสดงในรูป 2.17 
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รูปที่ 2.17 ปฏิกิริยาระหวาง γ-carboxamine group ของกลูตามีน (donor) กับหมูอะมิโนของ primary amine ใน

คอลลาเจน (acceptor) 

(ที่มา : Punakivi, K, 2006; 68: 1040-1045) 

  

เพื่อที่จะปรับปรุงคุณสมบัติทางกายภาพ, ทางเคม,ี และทางชวีภาพของคอลลาเจน ใหมี

คุณสมบัติที่ดีข้ึน ดวยเหตุผลนี้จึงไดมีการนํา transglutaminase มาประยกุตใชในกระบวนการตางๆ

มากมาย เชน การปรับปรุงคุณสมบัติของคอลลาเจน เพื่อที่จะนําไปทําเปนโครงเลี้ยงเซลล เปนตน 

นอกจากนีย้ังสามารถนํา transglutaminase มาประยกุตใชกับโครงสรางเจลาตินเพื่อเพิ่มความแข็งแรง, 

ความสามารถในการยึดเกาะของเซลล (cell adhesion), และสงผลใหเซลลสามารถแพรพนัธุไดดข้ึีน 

(cell proliferation) [Chau, D.Y.S. และคณะ 2005] นอกจากนี ้ transglutaminase นิยมนาํมาใชอยาง

กวางขวางในอุตสาหกรรมอาหาร เชน พวกอาหารที่เปนผลิตภัณฑของเจลาติน ซึ่งจะเขาไปปรับปรุง

ความสามารถของการละลาย, ความเสถียรในเรื่องความรอน, และปรับปรุงโครงสรางของผลิตภัณฑ เพื่อ

ปรับปรุงใหมีรสชาติที่ดีข้ึน และมีคุณคาทางอาหารมากขึน้ เปนตน [Punakivi, K. และคณะ, 2005] 

 

 
 

รูปที่ 2.18 ปฏิกิริยาของ transglutaminase 

(ที่มา : Gerrard, J.A, 2005; 16: 510-512) 
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จากรูปที ่2.18 จะแสดงปฏิกริิยาที่เกิดขึ้นของ transglutaminase ดังนี ้

1. Protein crosslinking เปนปฏิกิริยาทีเ่กิดขึ้นระหวางหมูกลูตามนีใน transglutaminase กับหมูไลซีน 

ในคอลลาเจน 

2. Incorporation of a free amino เปนปฏิกิริยาที่เกิดขึ้นระหวางหมูกลูตามีนใน transglutaminase กับ 

เอมีนอิสระของคอลลาเจน 

3. Deamidation of a glutamine residue to form glutamate เปนปฏิกิริยากาํจัดเอมีนออกจากหมู 

กลูตามนี และเปลี่ยนไปอยูในรูปของ glutamate [Gerrard, J.A. และคณะ, 2005]  

 
2.7 การทดสอบผลิตภัณฑทางการแพทย 

ในการผลิตจําพวกผลิตภัณฑทางการแพทยหรือเครื่องมือแพทย ตองมีการตรวจสอบมาตรฐาน

ผลิตภัณฑเหลานัน้ โดยมาตรฐานที่ใชในการตรวจสอบเรื่องนี้ คือ ISO/EN30993-1 ซึ่งเปนการทดสอบ

ทางชีววิทยา เพื่อใชเปนมาตรฐานของเครื่องมือทีใ่ชในงานทางการแพทย โดยเครื่องมือที่ผานการ

ทดสอบแบงออกไดเปน 3 กลุมหลักๆ ดงันี ้

 

- surface device 

- external communicating device 

- internal device 

  

เครื่องมือในแตละกลุมถูกแบงออกเปนกลุมยอยๆ เพื่อใชในการทดสอบความเขากันไดทาง

ชีววทิยา (biocompatibility test) สําหรบัเครื่องมือที่ใชเปน surface device ใชกับสวนที่เปน ผิวหนงั 

(skin), เยื่อเมือก (mucous membrane), และผิวรอยแตก (breached surface) โดยทาํการทดสอบ

ความเขากันไดทางชีววิทยา ดังแสดงในตารางที่ 2.4 
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ตารางที่ 2.4 การทดสอบความเขากันไดทางชีววิทยาที่จัดอยูในกลุมของ surface device 

 

surface device 

ระยะเวลาที่ใชทดสอบ 

(วัน) การทดสอบความเขากันไดทางชีววิทยา (Biocompatibility test) 

<1 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

1-30 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

ผิวหนัง >30 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

<1 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

1-30 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

เยื่อเมือก >30 

cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity, 

subchronic toxicity, genotoxicity 

<1 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

1-30 cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity 

ผิวรอยแตก >30 

cytotoxicity, sensitization, Intracutaneous reactivity, 

subchronic toxicity, genotoxicity 

  
(ที่มา : Antonietta M. Gallti, Biocompatibility and Biological tests, 27, 797) 

 
2.7.1 การทดสอบความเปนพิษตอเซลล (cytotoxicity test) 

การทดสอบความเปนพิษทีม่ีตอเซลล (cellular toxicity testing) อยูใน ISO 10993-5 ซึ่งการ

ทดลองจะทําการทดลองนอกรางกาย (in vitro) โดยจะทําการเลี้ยงเซลลจากสัตวเลีย้งลูกดวยนม ซึ่งสวน

ใหญนิยมใชเซลลของหน ู (L929 cell) มาเลี้ยงในอาหารเลี้ยงซึ่งบรรจุอยูในขวดฟลาสก (flask) แลวทํา

การประเมนิการยึดเกาะของเซลล เพื่อศึกษาจํานวนเซลลที่รอดชีวิต 

 

วิธีการทดสอบ 

 นําเซลลไปเพาะเลี้ยงในฟลาสก และทําการทดสอบดวยวธิี elution test  เปนวธิีการสกัดจาก

เนื้อวัสดุที่นาํมาทดสอบและเปนตัวควบคุม (control) โดยทาํการสกัดออกมาจากอาหารเลีย้งภายใต

สภาวะมาตรฐาน ยกตวัอยางเชนนาํ 0.2 กรัม/มิลลิลิตร ของอาหารเลีย้ง ที่เวลา 24 ชั่วโมง อุณหภูมิ 37 

องศาเซลเซยีส มาทดสอบ โดยในการทดสอบอาหารเลี้ยงจะตองเปนอาหารเลี้ยงที่สดและใหม (fresh) 

ทั้งในวัสดุที่นาํมาทดสอบและตัวควบคุม จากนัน้จงึนาํไปบม (incubate) ที่ 37 องศาเซลเซียส เพื่อนํามา

ทดสอบการรอดชีวิตของเซลลโดยการศึกษาดวยกลองจลุทรรศน ภายในชวงเวลา 3 วัน ซึ่งจะศึกษาการ

รอดชีวิตของเซลลจากภาพถาย เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงขนาดของเซลล  
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เกณฑมาตรฐาน  
ตารางที่ 2.5 ระดับการรอดชีวิตของเซลล 

 
ระดับ กระบวนการ สภาวะของการเลี้ยง 

0 ไมมี ไมมีเซลลตาย 

1 เล็กนอย เซลลตายไมเกินรอยละ 20 ของเซลลทั้งหมด 

2 ไมรุนแรง เซลลตายไมเกินรอยละ 50 ของเซลลทั้งหมด 

3 ปานกลาง เซลลตายไมเกินรอยละ 70 ของเซลลทั้งหมด 

4 รุนแรง เซลลตายเกือบทั้งหมด 

 

   
2.7.2 การทดสอบสภาวะที่ไวตอสิ่งกระตุน (sensitization test) 
 การทดสอบสภาวะที่ไวตอส่ิงกระตุนอยูใน ISO 10993-10 ซึ่งปฏิกิริยา sensitization เกิดขึ้น

จากการสัมผัสกับสารเคม ี ซึ่งมีผลตอระบบภูมิคุมกัน โดยปฏิกิริยานี้จะเกดิขึ้นมากกับเซลลผิวหนัง 

(dermal cell) เชน การสวมใสถุงมือกาวเปนเวลาหลายสัปดาหหรือหลายเดือน ปรากฎวาจะสงผล

กระทบตอมือหรือขอมือ ซึง่ปฏิกิริยา sensitization อาจเกิดจากองคประกอบทางเคมีของถุงมือ ซึ่งอาจ

สงผลใหเกิดอาการแพหรือระคายเคือง  

 

วิธีการทดสอบ 

ในการทดสอบจะทาํการทดสอบกับเซลลสัตวตาม Buehler test โดยเฉพาะเซลลที่ไดจากหนู

ตะเภา (guinea pig) เพื่อทดสอบสภาวะที่ไวตอส่ิงกระตุนในชัน้ผิวหนงัแทของหนู ซึง่จะใชหนทูี่มีอายุอยู

ระหวาง 6-8 สัปดาห โดยเริ่มตนจากการนําวัสดุที่ใชในการทดสอบฝงไวบริเวณแผนหลงัของหน ูแลวตัด

ผิวหนังบริเวณที่ฝงวัสดุทดสอบภายหลงัเยบ็แผลอยางนอย 6 ชั่วโมง ทาํการทดลองซ้ํา 3 คร้ังตอสัปดาห 

เปนเวลา 3 สัปดาห เพื่อดูการเปลี่ยนแปลงแผนหลังของหนูบริเวณที่มกีารฝงวัสดุทดสอบ 

 
2.7.3 การทดสอบการโตตอบใตผิวหนัง (intracutaneous reactivity) 
 สารเคมีที่ปลอยออกมาจากเครื่องมือแพทย เมื่อสัมผัสกับรางกายอาจทําใหผิวหนงัหรือตา เกิด

อาการระคายเคืองได ซึ่งอาจเกิดขึ้นทนัที หรือเกิดขึ้นอยางชาๆ เชน การตกคางของ ethylene oxide ใน

เครื่อง gas-sterilized ซึ่งสามารถทําใหเกิดการระคายเคืองได โดยสาเหตุสวนใหญจะมาจากปริมาณ

สารตกคาง หรือมีส่ิงปนเปอนเจือปนจึงเปนสาเหตหุนึง่ที่ไมสามารถยอมรับใหเปนเครื่องมือแพทยเพื่อ

นํามาใชกับผูปวยได ในการทดสอบการระคายเคืองนั้นจะทําการทดสอบในรางกาย (in vivo) ซึ่งสามารถ

ทําการทดสอบได 3 บริเวณ คือ intracutaneous, primary skin, และ ocular เชน การทดสอบใตผิวหนัง

ของกระตาย (Albino rabbits) ซึ่งจะตองทาํการควบคุมสภาวะตางๆใหเหมาะสม ไดแก อุณหภูม,ิ เวลา, 
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และปริมาณพืน้ที่สัมผัสของเซลลกับผลิตภัณฑทางการแพทย จากนัน้จึงฝงผลิตภัณฑทางการแพทยลง

ไปบริเวณแผนหลังของกระตาย และทาํการแปรผันกบัเวลา เพื่อศึกษาลักษณะการยึดเกาะของเซลล 

รูปรางและขนาดของเซลลทีเ่ปล่ียนไป [Richard, F. และคณะ, 1998] 

 

วิธีการทดสอบ 

 ทําการทดสอบโดยใชวิธ ีallergy test เร่ิมตนจากเตรียมสารที่สกัดไดจากวัสดุที่ทาํการทดสอบไว 

ที่สภาวะอุณหภูมิและเวลาทีใ่ชในการทดสอบ รวมทั้งอัตราสวนระหวางพืน้ที่ผิวและปริมาตรของสารที่

สกดั จากนัน้ใชเข็ม small-bore needles ฉีดลงไปยังแผนหลงัของกระตาย โดยฉีดในปริมาณที่เทากันทัง้

ในตัววัสดุทดสอบ และในตวัควบคุม ภายหลงั 24, 48, และ 72 ชั่วโมงหลงัการฉีด บริเวณที่ใชฉีดวัสดุที่

ทดสอบกับบริเวณที่ควบคุมถูกนาํมาทดสอบการคั่งของโลหิต (erythema) เพื่อดูความเปนสีแดง หรือ

อาการบวม (edema) เนื่องจากมีของเหลวสะสมมากเกนิไปในบริเวณเนื้อเยื่อสวนนัน้ 

 
2.7.4 การทดสอบความเปนพิษเรื้อรัง (subchronic toxicity) 
 การทดสอบความเปนพิษเร้ือรังทดสอบตามมาตรฐาน ISO 10993-1 เร่ิมตนจากการคัดเลือก

ชวงเวลา ชนดิและปริมาณของสัตวทดลองที่ใช อายุ เพศ และปริมาณยาที่ใชตอคร้ัง ซึ่งในการศึกษา

ความเปนพษิเร้ือรัง จะใชสัตวทดลองที่มีชวงชวีิตต่ํากวา 10% ของชวงชีวิตทั้งหมด โดยทัว่ไปจะเลือกใช

สัตวที่มฟีนแทะ (rodent) และสัตวที่ไมมฟีนแทะ (nonrodent) มาเปนสัตวทดลอง ซึ่งสัตวที่มีฟนแทะจะ

เปนพวกหน ู และสัตวที่ไมมีฟนแทะจะเปนพวกสนุัข โดยสัตวทั้ง 2 ชนิดนีน้ยิมใชกนัอยางกวางขวาง 

เนื่องจากเปนสัตวทีห่าไดงาย และในบางกรณีสามารถที่จะฝงเครื่องมือทางการแพทยลงไปในตัวสัตวได

งาย ยกตัวอยางเชน สุนัขนิยมนํามาใชมากกวาหนูสําหรับการทดสอบ catheter device (ทอกลวง

สําหรับระบายของเหลวจากโพรงรางกาย)  

 

วิธีการทดสอบ 

 การทดสอบการเปนพิษเร้ือรังใชวิธี clinical test ดําเนนิการโดยศึกษาจาก น้าํหนักของรางกาย, 

การกนิอาหาร, เลือดและปสสาวะ, และการมองเหน็ 

 การทดสอบแบบ clinical มี 2 องคประกอบหลักๆ คือ โลหิตวิทยา (hematology) และสารเคมี 

(clinical chemistry) การทดสอบแบบโลหิตวทิยาแบงออกเปน 2 แบบ คือ การตรวจปสสาวะและการ

วิเคราะหเลือดตัวอยาง ซึ่งการวิเคราะหเลอืดจะแยกเม็ดเลือดแดง เมด็เลือดขา และเกร็ดเลือด ออกมา

โดยใชเครื่องปนแยกเม็ดเลือดออกจากพลาสมา (hematocrit) โดยเมด็เลือดแดงและเม็ดเลือดขาวจะใช

วิธีการนับจํานวนเม็ดเลือด สวนเกร็ดเลือดจะดูจากเวลาที่กอนเลือดแข็งตัว (clotting time) สวนการ

ทดสอบสารเคมี จะใชซีรัม (serum) ในการแยกเม็ดเลอืดจากพลาสมา รวมทั้งทดสอบความสมดุลของ
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สารประกอบทีเ่ปนตัวนําไฟฟาและแตกตัวเปนไอออน (electrolyte balance)  กระบวนการเผาผลาญ

คารโบไฮเดรต (carbohydrate metabolism)  
 
2.7.5 การทดสอบความเปนพิษตอยีน (genotoxicity) 
 ถึงแมวาในรางกายของมนษุยจะมีความซับซอนมาก แตก็สามารถอธิบายความเปนพิษของยีน

จากหนวยที่เลก็ที่สุด คือ เซลล โดยการทดสอบความเปนพษิของยนีแบงออกเปน 3 แบบใหญๆ คือ การ

เปล่ียนแปลงของยีน (gene mutation), ความผิดปกติของโครโมโซม (chromosomal aberration), และ

ผลของ DNA (DNA effect)  

 

วิธีการทดสอบ 

1) การเปลี่ยนแปลงของยีน  

 เปนการเปลี่ยนแปลงในสวนที่เล็กของโมเลกุล DNA โดยทั่วไปจะทดสอบการเปลี่ยนแปลงของ

ยีนดวยวิธี Ames bacteria reverse mutation assay โดยใชแบคทีเรีย Salmonella typhimurium ซึ่ง

เปนแบคทีเรียที่ข้ึนกับ histidine (กรดอะมิโนชนิดหนึ่ง) ทดสอบโดยการนําไมโครโซม (microsome) ของ

ตับหนูมาทดสอบ เร่ิมตนจากการสกัดของเหลวออกมาจากไมโครโซม จากนั้นจึงนําไปเลี้ยงในอาหารที่มี

แบคทีเรีย Salmonella typhimurium ซึ่งปราศจาก histidine แลวจึงนําไปเปรียบเทียบกับตัวควบคุมเชิง

บวกและตัวควบคุมเชิงลบ ถาแบคทีเรียมีการเจริญเติบโตแสดงวาเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน เนื่องจาก

แบคทีเรียชนิดนี้จําเปน ตองอาศัย histidine ในการเจริญเติบโต แตถาไมมีการเติบโตของแบคทีเรียแสดง

วาไมเกิดการเปลี่ยนแปลงของยีน 

 

2) ความผิดปกติของโครโมโซม 

  การทดสอบนี้เปนการตรวจสอบความเสียหายของโครโมโซมภายหลังการแบงเซลล เนื่องจาก

โครงสรางที่เปล่ียนแปลงในขั้นตอนการแบงเซลลที่โครโมโซมปรากฏตัวในแนวกลางตามขวางบนกลุมรูป

กระสวย หรือเรียกระยะนี้วาเมตาเฟส (metaphase) ซึ่งทําการทดสอบในเซลลรังไขของ Chinese 

hamster เพื่อทดสอบการเปลี่ยนแปลงโครโมโซมเมื่อเกิดกิจกรรมการสันดาป (metabolic activation) 

เพื่อศึกษาลักษณะของเซลลที่เปลี่ยนแปลงไป 

 

3) ผลกระทบของ DNA  

 การเปลี่ยนแปลงของยีนมีผลกับความเสียหายของ DNA ไดจากหลายๆกระบวนการ ในการ

ทดสอบนิวเคลียสขนาดเล็ก (micronucleus) ในไขกระดูกของหนู ระหวางขั้นตอนการแบงเซลล 

โครโมโซมถูกทําใหเพิ่มข้ึนจากการแบงตัวของนิวเคลียส แตถาโครโมโซมที่เกิดขึ้นในขั้นตอนนี้เกิดความ

เสียหาย แลวเขาไปรวมกันเกิดเปนนิวเคลียสอีกตัวหนึ่ง (secondary nuclei) แทนนิวเคลียสตัวหลัก 
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(main nucleus) ซึ่งมีขนาดเล็กกวามาก ดังนั้นจึงเกิดการเปลี่ยนแปลงภายในโครโมโซม ซึ่งมีผลกระทบ

กับ DNA เมื่อสังเกตจากภาพถายจะเห็นนิวเคลียสขนาดเล็กปนอยูกับนิวเคลียสขนาดใหญภายใน

โครโมโซม (Medical Device & Diagnostic Industry, 1998)    

 

2.8 งานวิจัยที่เกี่ยวของ 
 ที่ผานมาไดมงีานวิจัยหลายชิ้นที่ปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล โดยใชวธิกีารเชื่อมโยง

พันธะ ไดแก การใชความรอน (dehydrothermal treatment, DHT) และการใชสารเคมี ไดแก กลูตารัลดี

ไฮด (GA), และ 1-ethyl-3-(3-dimethyl)cabodiimide (EDC) รวมกับการใช N-hydroxysuccinimide 

(NHS) 

 ในป ค.ศ. 1987 Yannas และคณะ นาํพอลิเมอรที่ผสมกันระหวางคอลลาเจนกับ GAG โดย 

GAG ที่ใชเปน chondroitin-6-sulfate แลวขึ้นรูปเปนโครงเลี้ยงเซลลดวยวิธกีารทาํแหงแข็งที่ 0 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง จากนัน้จงึนาํมาเชื่อมโยงพันธะดวยกลูตารลัดีไฮดดวยวิธกีารแชใน

สารละลาย GA ความเขมขน 0.25 เปอรเซ็นต โดย GA ใชหมูแอลดีไฮดมาเชื่อมโยงพนัธะกับหมูอะมิโน

ของคอลลาเจน และหมูคารบอกซิลิกของ chondroitin-6-sulfate แลวทําการกาํจัด GA ที่ตกคางหลังการ

เชื่อมโยงพนัธะดวยวธิีการลางดวยน้าํกลัน่เปนเวลา 24 ชั่วโมง ซึง่ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลข้ึนกับ

อุณหภูมิที่ใชในการทําแหงแข็ง โดยที่อุณหภูมิที่ใชทําแข็งต่ํามากๆ โครงเลี้ยงเซลลจะถูกทําใหแข็งอยาง

รวดเร็ว สงผลใหผลึกที่ไดมีขนาดเล็ก และขนาดรูพรุนมขีนาดเล็กดวย 

 ในป ค.ศ.1992 Gorham และคณะ ไดนาํคอลลาเจนมาเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีการใชความรอน 

หรือ DHT โดยทําการแปรผนัอุณหภูมทิี่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะที ่60, 80, 100, และ120 องศาเซลเซียส 

ภายใตสภาวะความดันสุญญากาศ พบวาคอลลาเจนทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะดวยความรอนมีระดับการ

เชื่อมโยงพนัธะ และระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายสูงขึ้น แตความสามารถในการละลาย (solubility) มี

คาลดลง ซึ่งแปรผกผันกับระดับการเชื่อมโยงพันธะและระยะเวลาที่ใชในการยอยสลาย เมื่ออุณหภูมิที่ใช

ในการเชื่อมโยงพนัธะสงูขึ้น  

 ในป ค.ศ.1997 Scolchford และคณะ ไดนําคอลลาเจนมาผสมกับ poly(vinyl alcohol) หรือ 

PVA แลวทาํการเชื่อมโยงพนัธะดวยวธิี DHT นอกจากนี้ไดนําสารเคมี กลตูารัลดีไฮด (GA) มาใชในการ

เชื่อมโยงพนัธะ แลวทาํการศึกษาการยึดเกาะและการรอดชีวิตของเซลล เปรียบเทียบกนัระหวางการ

เชื่อมโยงพนัธะแบบ DHT กับการใชสารเคมี GA โดยการใชอัตราสวนระหวางคอลลาเจนกับ PVA ที่

ตางกนั ไดแก 0/100, 30/70, 50/50, 70/30, และ 100/0 พบวาที่อัตราสวนคอลลาเจนตอ PVA 0/100, 

30/70 เทานัน้ ที่เชื่อมโยงพันธะดวยสารเคมี GA แลวมีการรอดชีวิตของเซลลทีสู่งกวา แตเมือ่เพิ่ม

ปริมาณคอลลาเจนขึน้ไปที่อัตราสวน 50/50, 70/30, และ 100/0 พบวาการรอดชีวิตของเซลลที่เชือ่มโยง

พันธะดวยวิธ ีDHT มีการรอดชีวิตที่สูงกวาการใชสารเคม ีGA  
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 ในป ค.ศ.1999 Kang และคณะ ไดนําไฮโดรเจลเจลาตินมาเชื่อมโยงพนัธะในสารละลาย GA 

โดยศึกษาความแตกตางกนัของโครงสรางที่เปนรูพรุน (porous structure) ซึ่งทาํการแปรผันอุณหภูมิที่ใช

ทําแข็ง (freezing temperature) กอนการทาํแหง (lyophilized) ทัง้นีไ้ดนําการทําแข็งดวย

ไนโตรเจนเหลวที ่ -196 องศาเซลเซยีสมาเปรียบเทียบรวมดวย เมื่อศึกษาลกัษณะทางกายภาพพบวา 

เมื่อใชอุณหภูมิในการทําแขง็ที ่ -20, -80, และ -196 องศาเซลเซยีส มีขนาดรูพรุนลดลง (250, 85, 45 

ไมโครเมตรตามลําดับ) ซึง่แปรผกผันกับความหนาแนนที่มีคาสงูขึ้น (9, 11.03, 29.13 ไมโครกรัมตอ

ลูกบาศกมิลลิเมตรตามลําดบั) 

 ในป ค.ศ.1999 Pieper และคณะ ไดนํา EDC และ NHS มาเชื่อมโยงพนัธะกับคอลลาเจนที่ผสม

กับไกลโคซามโีนไกลแคน (GAG) โดย GAG ที่ใชเปน chondroitin sulfate (CS) ซึ่งไดทําการศกึษาถึง

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ โดยใชหลักของการดูดกลืนแสง ภายหลงัทาํปฏิกิริยากับ 2,4,6-trinitrobenzene 

sulfonic acid (TNBS) ดวยเครื่อง spectrophotometer โดยความเขมขนของ EDC ที่ใชเชื่อมโยงพนัธะ

ไดแก 0, 14, และ 33 มิลลิโมลาร พบวาเมื่อความเขมขนของ EDC สูงขึ้น ปริมาณหมูอะมโินอิสระ และ

การยอยสลายดวยเอนไซมคอลลาจีเนสมีคาลดลง 

 ในป ค.ศ. 2001 Park และคณะ ไดนํา EDC มาเชื่อมโยงพนัธะกับคอลลาเจนซึง่ผสมกับ GAGs 

อีกตัวหนึ่ง คอื hyaluronic acid โดยทาํการแปรผันอณุหภูมิที่ใชทําแข็งที่ -20, -70, และ -196 องศา

เซลเซียส รวมทั้งแปรผันความเขมขนของ EDC ในชวง 1-100 มิลลิโมลาร พบวาเมือ่เพิ่มอุณหภูมใินการ

ทําแข็งขึ้น ขนาดของรูพรุนมคีาสูงขึ้น ทั้งแบบที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะ (60-65 ไมโครเมตร) และแบบที่

ไมผานการเชือ่มโยงพันธะ (84-190 ไมโครเมตร) จากนั้นศึกษาการยอยสลายดวยเอนไซมคอลลาจีเนส 

พบวาเมื่อเชื่อมโยงพนัธะดวย EDC ที่ความเขมขนสูงขึน้ ระยะเวลาในการยอยสลายจะสูงขึ้นดวย 

 ในป ค.ศ. 2003 Mao และคณะนําโครงเลี้ยงเซลลทีผ่สมกันระหวางเจลาติน ไคโตซาน และ 

hyaluronic acid ที่ผลิตจากวิธกีารทาํแหงแข็ง มาเชื่อมโยงพนัธะโดยแชในสารละลาย EDC และ NHS 

จากนั้นจงึศึกษาการยึดเกาะของเซลล fibroblast เทียบกับโครงเลี้ยงเซลลที่ผสมกนัระหวางเจลาติน ไค

โตซานที่ไมม ีhyaluronic acid พบวาโครงเลี้ยงเซลลทีม่ี hyaluronic acid มีการยดึเกาะของเซลลเพิ่มข้ึน 

สวนการเจริญเติบโตของเซลล fibroblast พบวาโครงเลีย้งเซลลทั้งสองชนิดมีคาใกลเคียงกนั 

 ในป ค.ศ. 2005 Rho และคณะ ไดนําคอลลาเจนมาสรางเสนใยระดบันาโนดวยวิธกีารปนขึน้รูป

ทางไฟฟา (electrospinning) ใน 1, 1, 1, 3, 3, 3-hexafluoro-2-propanol (HEIP) โดยขึ้นรูปเสนใย

ระดับนาโนจาก 8% คอลลาเจน ซึง่เสนผาศูนยกลางมคีาเฉลี่ยอยูในชวง 100-1200 นาโนเมตร เมื่อนํา

เสนใยคอลลาเจนมาเชื่อมโยงพนัธะดวย 25% ไอของกลูตารัลดีไฮด เปนเวลา 12 ชั่วโมง ตามดวยการ

ลางดวยไกลซนี คาความเปนรูพรุน (porosity) ของคอลลาเจนลดลงจาก 89% เหลือ 71% แตความ

แข็งแรงทางกล (tensile strength) มีคาสูงขึ้น เมื่อเปรียบเทียบกับเสนใยระดับนาโนที่ไมผานการ

เชื่อมโยงพนัธะ 
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 ในป ค.ศ. 2006 Zhang ไดนําเสนใยเจลาตนิระดับนาโนความหนาประมาณ 0.1 มิลลิเมตร ที่ข้ึน

รูปดวยวิธกีารปนขึ้นรูปดวยไฟฟา จากนัน้จึงนํามาเชื่อมโยงพนัธะดวยไอของ GA ที่อุณหภูมหิอง เปน

เวลา 3 วัน เมื่อศึกษาถึงความแข็งแรงดวยการดึง พบวาเสนใยเจลาตินระดับนาโนที่ผานการเชื่อมโยง

พันธะดวยไอของ GA พบวามีความแข็งแรงเพิ่มข้ึนจาก 1.28 เปน 12.62 เมกกะปาสคาล และมคีายัง

โมดูลัสเพิ่มข้ึนจาก 46.5 เปน 424.7 เมกกะปาสคาล 

 
2.9 เอกสารสิทธิ์ (patents) 
1. US Patent no. 5126328 
 ในป ค.ศ 1992 Bower และคณะ ทําการเชื่อมโยงพนัธะพวกโปรตีน ซึ่งประกอบดวย น้าํตาล, 

เกลือ, และน้ํา ดวยวิธกีารใหความรอน โดยใหมีระดับความชืน้ (moisture content) ขององคประกอบ

อยางนอย 3% โดยน้าํหนกั และใชความรอนในการเชื่อมโยงพนัธะที่ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 

นาท ี

  

 การอางสิทธิ ์

- โปรตีนทีน่ํามาใชในการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีการใหความรอนเปนเจลาติน โดยเลือกนาํมา

ทดสอบทัง้ 2 ชนิด คือ ชนิด A และ ชนิด B ซึ่งนํามาผสมกับน้าํตาลที่จัดอยูในกลุมของน้าํตาลโมเลกุล

เดี่ยว พวกกลูโคส และฟรุกโตส เกลือที่ใชอยูในกลุมที่สามารถละลายในน้ําได ไดแก พวก sodium 

carbonate, potassium carbonate, calcium sulfate, and calcium phosphate ซึ่งเปนพวก

คารโบไฮเดรต 

- เชื่อมโยงพนัธะในนาํที่อุณหภูมิ 100 องศาเซลเซียส เปนเวลา 3 นาที  

- อัตราสวนที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนใชเจลาติน bloom 50-300 น้าํหนัก 10-30% 

โดยน้าํหนัก น้าํตาล 5-20% โดยน้าํหนัก เกลือ 1-10% โดยน้ําหนัก และน้ํา 3-60% โดยน้ําหนัก 

 
2. US Patent no. 6509039 
 ในป ค.ศ. 2003 Nies และ Berthold ทําการเชื่อมโยงพนัธะระหวางไคโตซานหรือเจลาตินกับ 

pyromellitic dianhydride หรือ polymaleic anhydride ในการผลิตเปนไฮโดรเจล (hydrogel) เพื่อ

นําไปใชกนัอยางแพรหลายในงานดานเภสชักรรมและการแพทย 

  

 การอางสิทธิ ์

- ใชพอลิเมอร 2 ตัวคือ ไคโตซานและเจลาตินมาเชื่อมโยงพนัธะกับ polymaleic anhydride และ

เปรียบเทยีบความแตกตางระหวาง 2 ระบบ 

- ไคโตซานที่ใชมีระดับ deacetylation 87% และมีน้ําหนักโมเลกุล 300000 
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- ในการเชื่อมโยงพนัธะดวยเจลาตินมีขอเสียเปรียบกวาการใชไคโตซาน เนื่องจากเจลาตินเปน

สารที่มีคุณสมบัติชอบน้ํา (hydrophilic) จึงไมคอยจะเหมาะสมทีน่ํามาใชทาํเปนไฮโดรเจน 

- ทําการเชื่อมโยงพนัธะระหวางไคโตซานหรือเจลาตินกับ polymaleic anhydride ในสารละลาย

กรดอะซีติก ทีล่ะลายอยูกับอะซีโตน  

- สาร polymaleic anhydride มีน้ําหนกัโมเลกุล 1000 มีหมูอะมโินของไคโตซานหรือเจลาตินทํา

ปฏิกิริยากับหมู anhydride ของ polymaleic anhydride เพื่อนาํไปใชในการทํายาแคปซูล (capsule) 

และทําวัสดุที่ใชเย็บแผล 
 
3. US Patent no. 6831058 
 ในป ค.ศ. 2004 Ikada และคณะ เชือ่มโยงพันธะเจลาตินเจล โดยบรรจุ basic fibroblast 

growth factor (bFGF) เจลาตินเจล ที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะ ถูกนาํไปใชในงานสงถายยา (drug 

delivery) เพื่อควบคุมการปลดปลอย bFGF เมื่อนาํเขาสูรางกาย (in vivo) โดยทําการศึกษาจากความ

แตกตางการดูดซับน้ํา (water content) และการยอยสลายของเจลาตนิเจล 

  

 การอางสิทธิ ์

- เจลาตินเจลทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะโดยวิธีการทําแหงแข็ง (lyophilized) สําหรับใชในการ

ควบคุมการปลดปลอย bFGF จะตองมคีาการดูดน้าํ 63.1-99% ซึ่งทําการรวม bFGF ลงไปในขั้นตอน

หลังทําการเชือ่มโยงพันธะแลวผานการทําแหงแข็ง 

- เจลาตินตองมคีา isoelectric point (IEP) 4.9 สารที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะเปนสารเคมี คือ 

กลูตารัลดีไฮด หรือ carbodiimide  

 
4. US Patent no. 20040147016 
 ในป ค.ศ. 2004 Rowley และคณะ ทาํการสรางโครงเลีย้งเซลลแบบ 3 มิติ จากกระบวนการทาํ

แหงแข็งของไฮโดรเจล แลวทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยใชสารเคมี EDC รวมกับสารเคมี NHS หรือสารเคมี 

sulfo NHS 

 

การอางสิทธิ ์

- ทําการขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลดวยวิธทีาํแหงแข็งแบบไฮโดรเจล โดยแชแข็งที่อุณหภูม ิ-70 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 4 ชั่วโมง จากนัน้นาํมาทําแหงเปนเวลา 24 ชัว่โมง 

- พอลิเมอรที่ใชในการขึ้นรูป ไดแก hyaluronic และ alginate  

- ความเขมขนทีใ่ชในการเชื่อมโยงพันธะดวย EDC อยูในชวง 25-200%  
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5. US Patent no. 20050112173 
ในป ค.ศ. 2005 Mao และ Jian นาํโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเขากันไดกับเซลล 

(biocompatibility) เชน เจลาติน ผสมรวมกับพอลเิมอรตัวอ่ืน ไดแก คอลลาเจน เพื่อนาํไปสังเคราะห

เนื้อเยื่อใหม โดยมีการเติม TGF-beta เพิ่มเติมลงไป และจะนําไปฝงยังบริเวณทีต่องการสรางเนื้อเยื่อ

ใหม ไดแก กะโหลกศรีษะ และเอ็น เปนตน 

 

การอางสิทธิ ์

 - โครงเลี้ยงเซลลเจลาตินที่ผสมกับคอลลาเจน เพื่อนําไปใชในการสงัเคราะหเนื้อเยื่อใหม บริเวณ

กะโหลกศรีษะ มีการเติม growth factor เพิ่มเติมลงไป โดยจะบรรจุ rhBMF-2 ของ TGF-beta และนําไป

ฝงในสัตวทดลองที่เนื้อเยื่อเสนใย (fibrous tissue) สามารถเจริญเตบิโตได ไดแก หนู rat, หน ู mouse, 

และกระตาย 

- โครงเลี้ยงเซลลที่ใชมีลักษณะเหมือนขนมปงประกบ (sandwich) โดยเปนเจลาตนิ 2 ชั้น ประกบ

กับคอลลาเจน 1 ชั้น หรือเปนแบบคอลลาเจน 2 ชั้น ประกบกับเจลาตนิชั้นเดียว 
 
6. US Patent no. 20060115644  
 ในป ค.ศ. 2006 Ma และคณะ ทําการเชือ่มโยงพันธะวสัดุที่มีรูพรุน 3 มิติ โดยใช poly(L-lactic 

acid) (PLLA), polyglycolic acid (PGA), poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) ซึ่งวัสดุเหลานี้อยาง

นอยตองมีรูพรุนระดับนาโนเมตร (10-9) ผสมรวมอยูกับรูพรุนระดบัไมครอน (10-6) ดังนัน้จงึไดมีการ

ปรับปรุงและเปลี่ยนแปลงลกัษณะของพื้นผิวโครงสรางใหมีความเสถยีรมากขึ้น โดยการกําหนดสภาวะที่

ใชในการปรับปรุงขนาดรูพรุนไวลวงหนา และมีการนาํวสัดุธรรมชาติมาทาํการเคลือบผิว 

  

 การอางสิทธิ ์

- ทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยทาํการแปรผันความหนาแนนในการเชื่อมโยงพนัธะ เพื่อใหได

คุณสมบัติทางกลที่เหมาะสมประกอบดวย ลักษณะพืน้ผิว และสมบัติของการบวมน้ํา โดยวัสดุที่มีรูพรนุ

จะเปนพวกวัสดุที่สามารถยอยสลายไดทางชีวภาพและใชในการสรางเนื้อเยื่อใหม 

- วัสดุธรรมชาตทิี่นาํมาใชในการเคลือบผิว vitronectin, fibronectin, laminin, peptides, 

polypeptides, hyaluronate, ไคโตซาน, และเจลาติน 

- วัสดุทีน่ํามาใชเปนโครงสราง 3 มิติ คือ poly(L-lactic acid) (PLLA), polyglycolic acid (PGA), 

poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) 
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บทที่ 3 
อุปกรณและวิธีดําเนินการวิจัย 

 
3.1 แผนการดําเนินงานวิจัย 

งานวิจยัประกอบดวย 2 สวนหลกั คือ การขึ้นรูปและการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลล กับการ

ทดสอบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล ดังแสดงอยูในแผนผังรูปที ่3.1  

วิธีการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลทีท่ํามาจากเจลาตินกับไคโตซานแบงออกเปน 3 วิธ ี

การใหญๆ ไดแก  

ก) การเชื่อมโยงพันธะทางกายภาพ 

- การใชวิธทีางความรอน (dehydrothermal treatment, DHT) 

ข) การเชื่อมโยงพันธะทางเคม ี

- การใชสารเคมกีลูตารัลดีไฮด (GA) 

ค) การเชื่อมโยงพันธะทางกายภาพรวมกับทางเคม ี

- การใชวิธทีางความรอนรวมกับสารเคมี GA 

- การใชวิธทีางความรอนรวมกับสารเคม ี 1-ethyl-3-(3-dimethylaminopropyl) carbodiimide 

(EDC) 
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ขึ้นรูปโครงเลี้ยงเซลลโดยใชเจลาตินผสมกับไคโตซานในอัตราสวน 7:3 (โดยน้ําหนัก) 

โดยใชปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% ดวยวิธีการทําแหงแข็ง 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

    

           

 

 

 

รูปที่ 3.1 แผนผังการขึ้นรูปและการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล 

 
 

เชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอในสารละลาย GA 

จากนั้นทําการเปรียบเทียบสมบัติทางกายและสมบัติทางเคมีไดแก ลักษณะพื้นผิวโดยรวม, ขนาดรู

พรุน, ความสามารถในการบวมน้ํา, ความสามารถในการทนแรงกด, ระดับการเชื่อมโยงพันธะและ

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระดวยวิธี TNBS โดยแปรผันอุณหภูมิกับเวลา และความเขมขนของ

สารละลาย GA ที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะ  

คัดเลือกโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA  

ที่มีสมบัติทางกายภาพและสมบัติทางเคมีที่เหมาะสมที่สุด 

 

เปรียบเทียบสมบัติทางกายและสมบัติทางเคมีกับโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการ

เชื่อมโยงพันธะดวยความรอน และโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ

ดวยความรอนรวมกับ EDC 

ศึกษาคํานวณปริมาณ 

GA:NH2 ที่ใชสําหรับการ

เชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยง

เซลลแบบใชความรอน

รวมกับอบไอ GA 

ทดสอบลักษณะสมบัติทางชีวภาพ 

- การเขากันไดกับเซลล 

L929 ภายนอกรางกาย (In 

vitro biocompatibility) 

- การยอยสลายทางชีวภาพ

ภายนอกรางกาย (In vitro 

biodegradation) 

สงทดสอบความเปนพิษกับเซลล 

(cytotoxicity) ดวยวิธีการ elution 

test ของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการ

เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน

รวมกับอบไอ GA 

ประมวลผล เสนอแนวทางพัฒนาและการใชงาน 
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3.2 วัตถุดิบและสารเคมี และอุปกรณที่ใชในการทดลอง  
ก) วัตถุดิบ  

- เจลาตินชนดิ A (300 bloom, pI 9, food grade, Nitta Gelatin Inc., Tokyo, Japan )  

- ไคโตซานมวลโมเลกุลสูง (1,450 kDa, Fluka, Sigma-Adrich, Japan) 

- น้ํากลั่น (double-distilled water)  

- 2,4,6-trinitrobenzene sulphonic acid (TNBS) (nacalai tesque, Japan)  

- β-Alanine (Nacalai Tesque, Inc., Kyoto, Japan)  

- Sodium hydrogen carbonate (NaHCO
3 
99%, Fluka, Buchs, Germany)  

- Dimethylaminopropyl carbodiimide hydrochloride (EDC) (nacalai tesque,     Japan)  

- N-hydroxysuccinimide (NHS) (nacalai tesque, Japan)  

- Enzyme bacterial collagenase (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)  

- Glycine ultrapure (Usb Corporation , USA)  

- Mouse skin fibroblasts (L929 or murine fibroblasts)  

- Dulbecco’s modified eagle medium, DMEM (10%medium + L-glutamine + AB, 

Hyclone, Utah, USA)  

- Trypsin-EDTA (0.25% trypsin with EDTA⋅Na, Gibco BRL, Canada)  

- 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (USB corporation, 

Cleveland, OH, USA) 

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

- Dimethylsulfoxide, DMSO (Sigma-Aldrich, Germany)  

- Hydrochloric acid (HCl 36.5-38%, J.T. Baker, NJ, USA)  

- Ethanol (99.7-100%, VWR International Ltd., Poole Dorset, United Kingdom)  

- Glutaraldehyde (Ajax Finechem, Newzealand)  

- Sodium chloride (Usb corporation, USA) 

- Sodium dihydrogen phosphate monohydrate (NaH
2
PO

4
⋅H

2
O, Merck, Darmstadt, 

Germany)  

- Sodium phosphate dibasic heptahydrate (Na
2
HPO

4
⋅7H

2
O, Sigma Co., St. Louis, 

USA)  
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ข) อุปกรณ  
- เครื่องชั่ง 4 ตําแหนง (4-digit balance) ของบริษัท Mettler Toledo, Switzerland 

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

Switzerland 

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

  ของบริษทั Ika labortechnik, Germany 

- เครื่องฆาเชือ้ดวยไอน้ําความดันสงู (Autoclave) รุน HVE 25/50 ของบริษัท 

  Hirayama, Japan 

- ตูอบสุญญากาศ (Vacuum drying oven and pump ) รุน VD23 ของ บริษัท Binder 

  ประเทศเยอรมัน 

- เครื่องทาํความเยน็ -40°C รุน Heto, PowerDry LL3000 ประเทศอเมริกา 

- Lyophilizer รุน Heto, PowerDry LL3000 ประเทศอเมริกา 

- Fine coat (JFC-1100E, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 

- Scanning Electron Microscopy (JSM-5400, JEOL Ltd., Tokyo, Japan) 

- Universal Testing Machine (No. 5567, Instron, USA) 

- Laminar Flow (Safe/Maxi Safe 2010,Holten, USA) 

- CO2 incubator (New Brunwick Scientific, Innova CO170, USA) 

- Polystyrene tissue culture discs (NUNC, Denmark) 

- 24-well and 48-well polystyrene tissue culture plates (NUNC, Denmark) 

- Micropipette (Pipetman P20, P200, P1000 and P5000, USA) 

- กระดาษไมมขุีย 

- โถดูดความชืน้ (Desiccators, SR Lab, Thailand) 

- อางควบคุมอุณหภูมิ (Water bath,1235 PC, Shel-Lab) 

- กลองจุลทรรศน (Phase contrast microscope) 

 - Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning)  

 - Laminar flow hood (BH 18, Labcaire)   

 - Spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning)  

 

 

 

 

 



 43 

3.3 วิธีการทดลอง  
3.3.1 การขึ้นรูปโครงเลีย้งเซลล 
ก) การเตรียมสารละลายเจลาติน 

เตรียมสารละลายเจลาตินชนิด A ความเขมขน 0.5% และ 0.8% (โดยน้ําหนัก) ในสารละลายอะ

ซิติกเขมขน 0.5 และ 0.8% โมลาร ตามลาํดับ โดยแชเจลาตินทิ้งในสารละลายอะซีตกิเปนเวลา 30 นาที

กอน จากนัน้จงึนาํไปปนกวนที่อุณหภูม ิ37 °C เปนเวลา 1 ชั่วโมง 
 
ข) การเตรียมสารละลายไคโตซาน 

เตรียมสารละลายไคโตซานน้ําหนกัโมเลกลุสูง (1,450 kDa) ความเขมขน 0.5% และ 0.8% 

(โดยน้ําหนัก) ในสารละลายอะซิติกเขมขน 0.5 และ 0.8% โมลาร ตามลําดบั โดยการปนกวนที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 3 ชัว่โมง  
 
ค) การขึน้รูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 
 นําสารละลายเจลาตินและสารละลายไคโตซานที่เตรียมไวในขอ ก และขอ ข มาผสมกนัใน

อัตราสวน 70:30 โดยน้าํหนกั ปนกวนสารละลายผสมทีอุ่ณหภูมิ 37 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 1.5 ชั่วโมง 

แลวจึงทําใหสารละลายที่ผสมแลวไมมีฟองดวยปมสุญญากาศ หรือทิ้งไวโดยไมปนกวนเปนเวลา 30 

นาท ี หลังจากนัน้จึงดูดสารละลายที่ไมมฟีองใสลงในหลุมของจานเพาะเชื้อขนาด 24 หลุม (24-well 

culture plates) ปริมาตรหลุมละ 1 มิลลิลิตร นําไปแชแข็งในตูเย็น (Heto, PowerDry LL3000 ประเทศ

อเมริกา) ที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมงแลวจงึนําไปทาํแหงดวยการระเหิดน้ําออกที่

อุณหภูมิ    -40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยเครื่องทําแหงแข็ง (Lyophilizer, Heto, 

PowerDry LL3000 ประเทศอเมริกา) 
 
3.3.2 การเชือ่มโยงพันธะ 

เมื่อข้ึนรูปโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ตามขั้นตอนในขอ 3.3.1 แลว จากนั้นจงึนําไปทาํ

การเชื่อมโยงพันธะดวยวิธดีังตอไปนี้ 
 
ก) การเชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน (dehydrothermal treatment, DHT) 

นําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน เชื่อมโยงพนัธะดวยการใหความรอนที่อุณหภมูิ 140 องศา

เซลเซียส ความดัน 0 มิลลิบาร เปนเวลา 48 ชั่วโมง โดยใชตูอบสุญญากาศ (Vacuum oven, VD23 ของ

บริษัท Binder ประเทศเยอรมัน)  
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ข) การเชื่อมโยงพันธะโดยวิธกีารแชในสารละลายกลูตารัลดีไฮด (glutaraldehyde, GA) 
นําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ไปทําการเชื่อมโยงพันธะดวยการแชในสารละลายที่

ประกอบดวยอะซีโตนกับกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 0.01 โมลาร ในอัตราสวน 75:25 ในขวด flask โดยทาํ

การหอดวยกระดาษตะกัว่ (foil) เพื่อให GA เชื่อมโยงพันธะไดอยางมีประสิทธิภาพมากที่สุด เนื่องจาก 

GA จะทํางานไดดีในสภาพที่เปนกรดและในที่มืด จากนัน้ทาํการแปรผันความเขมขนของสารละลาย GA 

ที่ 0.03, 0.06, 0.085, และ 0.12% และแปรผันอุณหภูมิที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะที ่ 4, 25, และ 37 

องศาเซลเซยีส 
 
ค) การเชื่อมโยงพันธะดวยความรอนรวมกับการแชในสารละลาย EDC  

นําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานไปเชือ่มโยงพันธะดวยการใหความรอน ที่อุณหภูม ิ 140 

องศาเซลเซยีส ความดนั 0 มิลลิบาร เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชตูอบสุญญากาศ (Vacuum oven, VD23 

ของบริษัท Binder ประเทศเยอรมัน) กอน จากนัน้นาํโครงเลี้ยงเซลลที่ไดไปเชื่อมโยงพนัธะอีกครั้ง โดย

การแชในสารละลายที่ผสมกนัระหวางสารละลาย EDC 14 มลิลิโมลาร กับสารละลาย N-hydroxy-

succinimide (NHS) 5.5 มลิลิโมลาร ที่อุณหภูมิหองเปนเวลา 2 ชั่วโมง จากนัน้นาํไปแชใน phosphate 

bufferd saline (PBS) เปนเวลา 2 ชั่วโมง ตามดวยการลางดวยน้าํกลัน่ 4 คร้ัง คร้ังละ 1 ชั่วโมง แลวจึง

นําไประเหิดน้าํออกที่อุณหภูมิ -40 องศาเซลเซียส เปนเวลา 48 ชั่วโมงดวยเครื่องทําแหงแข็ง 

(Lyophilizer, Heto, PowerDry LL3000 ประเทศอเมรกิา)  
 
ง) การเชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนรวมกับการอบไอสารละลาย GA  

นําโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ไปทําการเชื่อมโยงพนัธะดวยการใหความรอน ที่อุณหภูม ิ

140 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยใชตูอบสุญญากาศ (Vacuum oven, VD23 ของบริษัท 

Binder ประเทศเยอรมัน) กอน จากนัน้นําโครงเลี้ยงเซลลที่ไดไปเชื่อมโยงพันธะอีกครั้งดวยการอบไอ โดย

การนาํโครงเลีย้งเซลลจาํนวน 20 ชิ้น วางไวบนตะแกรงในขวดโหลสุญญากาศ ซึ่งประกอบดวย

สารละลายอะซีโตนกับกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 0.01 โมลาร ในอัตราสวน 75:25 แลวทําการหอดวย

กระดาษตะกัว่ (foil) ดังแสดงในรูปที่ 3.3 จากนั้นทําการแปรผันความเขมขนของสารละลาย GA ที่ 0.03, 

0.06, 0.085, และ 0.12%, แปรผันอุณหภูมิที ่4, 25, และ 37 องศาเซลเซียส และแปรผันเวลาที ่6, 12, 

24, และ 48 ชั่วโมง  
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รูปที่ 3.2 อุปกรณที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ GA  

 

ในการเชื่อมโยงพนัธะโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซาน ทั้งวิธีการใชอุณหภูมิและสารเคมี 

สามารถเขยีนใหอยูในรูปรหสัสูตรของโครงเลี้ยงเซลลไดดังแสดงในตารางที ่3.1 
 

ตารางที่ 3.1 รหัสสูตรตางๆ ของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 

 

รหัสสูตร 

ของโครงเลี้ยงเซลล 

วิธีการเชื่อมโยงพนัธะ 

GCH โครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะ 

DHT โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะดวยความรอน 

GAS โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะดวยการแชในสารละลาย GA 

DEDC โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะดวยความรอนรวมกับสารเคม ีEDC  

DGAV โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะดวยความรอนรวมกับการอบไอดวย

สารละลาย GA  
 

3.3.3 การทดสอบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล 
ก) ลักษณะพืน้ผิวโดยรวม  

พิจารณาลกัษณะพื้นผวิโครงเลี้ยงเซลลโดยรวมดวยกลองจุลทรรศนอิเล็กตรอนแบบสองกราด 

(Scanning electron microscope หรือ SEM) ดวยเครื่อง Joel JSM 5400 ที่มีความตางศักย 12-15 kV 

ทําการเคลือบทองโครงเลี้ยงเซลลดวย Ion sputtering device, JFC 1100 ซึ่งพิจารณาลักษณะพื้นผวิ

โดยใชใบมีดโกนตัดโครงเลีย้งเซลลในแนวตัดขวาง (cross-section) และแนวราบ (horizontal)  
 
ข) ขนาดของรูพรุน  

ขนาดของรูพรุนของโครงเลีย้งเซลลสงผลตอการเคลื่อนทีแ่ละการกระจายตัวของเซลลในโครง

เลี้ยงเซลลและมีผลกระทบตอสมบัติทางกล โดยทั่วไปเมื่อขนาดของรูพรุนเพิ่มข้ึนจะทาํใหความแข็งแรง

ทางโครงสรางของโครงเลี้ยงเซลลลดลง [Karageorgiou, V. 2005]  
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การหาขนาดของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลไดดัดแปลงมาจากวธิีของ HW. Kang โดยวัดขนาด

ของรูพรุนทีม่ีขนาดเสนผานศนูยกลางแบบสุม 200 รู ในแนวราบ (horizontal) และแนวตัดขวาง (cross-

section) จากนั้นนําขนาดของรูพรุนที่ไดมาหาคาเฉลี่ย [Kang, HW. และคณะ, 1999]  
 
ค) ความสามารถในการบวมน้ํา  

ความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลมีความสาํคัญในการดูดซับของเหลวในรางกาย 

การเคลื่อนที่ของสารอาหารสําหรับเซลล และขบวนการ metabolite ของเซลล ซึ่งการทดสอบ

ความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลทําไดโดยดัดแปลงวิธขีอง SJ. Mao โดยคํานวณไดจาก

ผลตางของน้ําหนกัแหงและน้ําหนกัเปยกของโครงเลี้ยงเซลล น้ําหนกัเปยกของโครงเลี้ยงเซลลทาํไดโดย

แชโครงเลี้ยงเซลลที่แหงสนทิในสารละลาย PBS buffer ที ่pH 7.4 อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

3 ชั่วโมง จากนั้นซับโครงเลีย้งเซลลทั้งสองดานดานละ 10 วินาทีดวยกระดาษไมมีขุย และชั่งน้าํหนักของ

โครงเลี้ยงเซลลทันท ี จะไดเปนคาน้ําหนกัเปยกของโครงเลี้ยงเซลล ซึง่สามารถคํานวณความสามารถใน

การบวมน้ํา (swelling ratio) ไดจากสูตร  

 

ความสามารถในการบวมน้าํ (%)  =  
0

0

W
WWso −  x 100 

 

โดย  W
so 
คือ น้าํหนกัของโครงเลี้ยงเซลลหลงัจากที่ถกูดูดซับน้าํ และ  

         W
o 
 คือ น้าํหนกัเริ่มตนของโครงเลี้ยงเซลล [Mao, SJ. และคณะ, 2003] 

 
ง) ระดับการเชื่อมโยงพนัธะและปรมิาณหมูอะมิโนอิสระ  

การวัดระดับการเชื่อมโยงพนัธะดัดแปลงมาจากวธิีของ N. Nagai ซึ่งวัดไดโดยใช 2, 4, 6-

trinitro-benzensulfonic acid (TNBS) โดยทาํการศึกษาจากการดดูซับคา absorbance โดยทําการ

เปรียบเทยีบตัวอยางที่ตองการศึกษากับแบลงค (blank) ซึ่งจะมีตัวอยาง 2 ชนิด คือ ตัวอยางทีผ่านการ

เชื่อมโยงพนัธะและตัวอยางที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะ ซึ่งสามารถคํานวณหาระดับการเชื่อมโยงพนัธะ

ไดจากปริมาณหมูอะมิโนอสิระที่ลดลง แตเนื่องจากมีปริมาณเนื้อสารในแตละสภาวะไมเทากัน จงึมีการ

ประมาณระดบัการเชื่อมโยงพนัธะไดจากสูตร 

 

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ (%) =        
A

BA −  x 100 

 

โดยที่ A คือ น้าํหนักโครงเลีย้งเซลลกอนเชื่อมโยงพนัธะ x ปริมาณหมูอะมิโนอิสระกอนเชื่อมโยงพนัธะ 

         B คือ น้าํหนักโครงเลีย้งเซลลหลังเชือ่มโยงพันธะ x ปริมาณหมูอะมิโนอิสระหลังเชื่อมโยงพนัธะ 
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TNBS สามารถบงบอกถึงปริมาณหมูอะมโินอิสระหรือ –NH2 ในโมเลกลุ เนื่องจากหมู      –NH2 

เปนองคประกอบที่พบในเจลาติน ซึ่งถาปริมาณหมูอะมิโนในโครงเลีย้งเซลลหลังจากการเชื่อมโยงพนัธะ

เหลือตํ่าลงแสดงวาเกิดการเชื่อมโยงพนัธะภายในโครงเลีย้งเซลลสูงขึ้น โดยเปรียบเทียบกับกราฟมาตร 

ฐาน (standard curve) ทีเ่ตรียมจากสาร β-alanine โดยแสดงวิธกีารเตรียม และกราฟมาตรฐานใน

ภาคผนวก ค 
 
จ) การนําสารละลาย GA มาใชใหมในการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบใชความรอน
รวมกับอบไอ GA  
  ในการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมี GA มักมีสารพิษหลงเหลือจากการเชื่อมโยงพนัธะปะปนอยู

ในโครงเลี้ยงเซลล เนื่องจากไมสามารถกาํจัด GA ไดหมดหลังการเชือ่มโยงพันธะ ผูวิจัยจงึมีความสนใจ

ที่จะศึกษากระบวนการที่สามารถลดการใช GA โดยการเชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ 

GA แทนวิธีการแช GA ที่โครงเลี้ยงเซลลตองสัมผัสกับกับ GA โดยตรง ดังนั้นจงึไดศึกษาประสทิธิภาพ

ของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อเชื่อมโยงพันธะโดยอบไอ GA ดวยวธิีการอบไอซ้ําๆ (เปล่ียนตัวอยางใหมและใช

สารละลายเดิม) ซึ่งในการเชื่อมโยงพนัธะในแตละครั้งใชตัวอยางครั้งละ 127 มิลลิกรัม และ 202 

มิลลิกรัม สําหรับโครงเลี้ยงเซลลปริมาณของแข็งทัง้หมด 0.5% และ 0.8% โดยน้าํหนัก ตามลําดบั แลว

โครงเลี้ยงเซลลที่ไดถูกนาํไปประเมินระดับการเชื่อมโยงพันธะและปรมิาณหมูอะมิโนอิสระดวยวิธ ี TNBS 

เพื่อศึกษาถงึประสิทธิภาพในการเชื่อมโยงพนัธะดวยวธิกีารอบไอของ GA    

 
ฉ) ความทนตอแรงกด  

โครงเลี้ยงเซลลควรจะมีความสามารถในการรับแรงกดไดมาก ทั้งนีเ้พื่อจะคงสภาพรูปรางของ

โครงเลี้ยงเซลลในการสงผานอาหาร และอากาศสาํหรับเซลล รวมทั้งไมเกิดการหดตัวของโครงเลีย้งเซลล 

เมื่อนําไปใชงานจริงจงึมีการทดสอบสมบัตทิางกลของโครงเลี้ยงเซลลโดยวัดจาก การทนทานตอแรงกด 

(compression test) จากเครื่อง  universal testing machine (UTM, INSTRON No.4465, NY, USA) 

โดยใชอัตราการกด 0.5 มิลิเมตรตอนาท ี เพื่อคํานวณหาคา young modulus โดยหาไดจากคาความชัน

ระหวางกราฟของความเคน (compression stress) และความเครียด (compression strain) ที่ initial 

stress-strain ในชวง 5-20% แรกของแรงกด โดยแสดงตวัอยางการคํานวณและกราฟในภาคผนวก ข 
 
ช) การยอยสลายทางชวีภาพภายนอกรางกาย 

โครงเลี้ยงเซลลที่ใชสําหรับผิวหนงัควรจะมกีารยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย (in vitro 

biodegradation) ในชวง 2 ถึง 4 สัปดาห [Yannas, IV. 2001] การทดสอบหาการยอยสลายของโครง

เลี้ยงเซลลเลยีนแบบสภาวะในรางกายโดยใชเอนไซมคอลลาจีเนส (collagenase) โดยดัดแปลงวิธีของ 

YS. Pek โดยแชโครงเลี้ยงเซลลในสารละลาย phosphate-buffered saline (PBS buffer) ที ่pH 7.4 ที่มี

เอนไซมคอลลาจีเนส ความเขมขน 32 ยูนติ/มิลลิลิตร และเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 
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0.25, 0.5, 1, 3, 5, 7, 10, 14 และ 21 วัน จึงนาํออกมาลางดวยน้าํกลัน่ 3 คร้ัง คร้ังละ 30 นาท ีกอนที่จะ

ทําใหแหงที่อุณหภูมิเยือกแข็งและชั่งน้ําหนัก โดยที่การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลสามารถคาํนวณได

จากสูตร  

 

% น้ําหนกัทีเ่หลืออยู =     100   -  
o

to

w
ww −  x 100 

  

 ขณะที่ wo คือ น้าํหนักตอนเริ่มตน  

  และ  wt   คือ น้ําหนกัที่เวลาใดๆ  [Pek, YS. และคณะ, 2003] 

  

 โดยทาํการทดลองตัวอยางซ้าํ 4 คร้ัง (n=4) จากนัน้จึงนํามาหาคาครึง่ชีวิต (t1/2) ของโครงเลี้ยง

เซลล เมื่อโครงเลี้ยงเซลลถกูยอยสลายจนน้ําหนกัลดลงเหลือ 50% เมื่อเทียบกบัน้าํหนกัในตอนเริ่มตน  

 
ซ) การทดสอบจํานวนเซลลสัมพัทธในหองปฏิบัติการ 

โครงเลี้ยงเซลลควรจะมีความเขากนัไดกับเซลลไดดีจึงทาํการวิเคราะหการเขากนัไดของโครง

เลี้ยงเซลลกับเซลลไลนมาตรฐานของผวิหนังหน ู (L929 mouse fibroblast) ในสภาพภายนอกรางกาย 

(in vitro biocompatibility) โดยประเมนิไดจากการยดึเกาะของเซลล การเพิ่มจาํนวนเซลล และการ

เพาะเลี้ยงเซลล โดยวิเคราะหปริมาณเซลลที่เวลา 5, 48, และ 72 ชัว่โมง ดวยวิธ ีMTT assay ซึ่งจะวัด

กิจกรรมของเซลลที่มีชวีิต โดยดัดแปลงวธิีของ H. Liu [Lui, H. และคณะ, 2004] ซึ่งวธิีการเตรียมและ

การคํานวณแสดงในภาคผนวก ง   
 
ฌ) ความเปนพิษของโครงเลี้ยงเซลล (cytotoxicity) ตามมาตรฐาน ISO 10993-5 โดยกรมวิทยา 
ศาสตรการแพทย 
 การตรวจสอบความเปนพษิของโครงเลี้ยงเซลลใชวิธ ี indirect method แบบ elution titration 

test  เปนการสกัดตัวอยางกอนโดยใชอาหารเลี้ยงเซลลเปนสารสกัด จากนั้นนําสารสกัดที่ไดมาทาํการ

เจือจางในอัตราสวนตางๆ และทดสอบกบัเซลลที่เลี้ยงเปนแบบ monolayer ตามมาตรฐาน ISO 10993-

5 (1999) โดยสงไปทดสอบยังสํานักงานยาและวัตถุเสพติด กรมวทิยาศาสตรการแพทย ซึง่เปนบุคคลที่

สามที่ไมมีสวนเกีย่วของในการวิจยัเปนผูทดสอบ ดังแสดงในภาคผนวก จ 
 
3.3.4 การวิเคราะหผลทางสถิติ 

ทุกการทดลองจะมีการทําซ้าํอยางนอย n=3 และมีการเปรียบเทียบความแตกตาง โดยใช t-test 

ที่ระดับนัยสาํคัญที่ p<0.05 โดยใชผลจากโครงเลีย้งเซลลเจลาติน-ไคโตซานทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะ
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แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA และโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA เปน

ตัวเปรียบเทยีบ รวมทั้งมกีารเปรียบเทียบระหวางกลุม 

 
3.4 สถานที่ทําการวิจัย 

ทําการวิจยั ณ หองปฏิบตัิการวิศวกรรมเคมี ตึกอาคารอนุสาสนยันตรกรรม ชัน้ 5 ภาควิชา

วิศวกรรมเคม ีคณะวิศวกรรมศาสตร และหองปฏิบัติการวิศวกรรมเนือ้เยื่อ ชั้น 9 ตึก อ.ป.ร. คณะแพทย

ศาสตร จุฬาลงกรณมหาวทิยาลัย 
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บทที่ 4 
ผลการทดลองและวิเคราะหผลการทดลอง 

 

ในการศึกษานีโ้ครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (70:30) ที่ข้ึนรูปดวยกระบวนการทําแหงแข็ง 

(freeze-dried) ปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 หรือ 0.8 โดยน้ําหนักแลว ถูกนาํมาเชื่อมโยงพันธะ

ดวยกระบวนการที่แตกตางกัน 4 กระบวนการดังแสดงในรูปที ่ 4.1 โดยมีการเปรียบเทียบลกัษณะของ

โครงเลี้ยงเซลลในดานกายภาพ เคมี และชีววทิยา เพื่อใหไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเหมาะสมในการ

นําไปใชสําหรับงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อออน (soft tissue engineering) เชน ผิวหนังแท โดยมีรายงาน

ลักษณะสมบตัิที่เหมาะสมของโครงเลี้ยงเซลลดังนี ้ ขนาดรูพรุนประมาณ 70 ไมครอน [Yannas., และ

คณะ, 1982], ความทนตอแรงกด (compressive modulus) 0.029 กิโลปาสคาล [Freyman., และคณะ, 

2001], การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลอยูในชวง 2-4 สัปดาห [Yannas, และคณะ, 2001] 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

รูปที่ 4.1 ขั้นตอนการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆ 

 

ทําแหงแข็งเจลาติน-ไคโตซาน  อัตราสวน 70:30  

ปริมาณของแข็ง 0.5 % หรือ 0.8% w/w (GCH)   

อบที่ 140°C ความดัน 0 

มิลลิบาร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

ในตูอบสูญญากาศ 

ลางน้ํากลั่น 5 

ครั้ง ครั้งละ 2 

ช่ัวโมง  

DHT GAS DGAV DEDC 

ทําแหงแข็ง 

แช 0.1 M ไกลซีน 

1.5 ช่ัวโมง 

แช GA 

อบที่ 140°C ความดัน 0 

มิลลิบาร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

ในตูอบสูญญากาศ 

อบที่ 140°C ความดัน 0 

มิลลิบาร เปนเวลา 48 ช่ัวโมง 

ในตูอบสูญญากาศ 

อบไอ GA 

แช 0.1 M ไกลซีน 

1.5 ช่ัวโมง 

แช EDC/NHS 

แช PBS บัฟเฟอร เปน

เวลา 2 ช่ัวโมง 

ลางน้ํากลั่น 5 

ครั้ง ครั้งละ 2 

ช่ัวโมง  

ลางน้ํากลั่น 4 

ครั้ง ครั้งละ 1 

ช่ัวโมง  

ทําแหงแข็ง ทําแหงแข็ง 
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รูปที่ 4.2 โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆ 

 

การศึกษาผลของการเชื่อมโยงพนัธะมีการศึกษาและเปรยีบเทยีบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลล

ชนิดตางๆดังนี ้

4.1 ผลของการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอในสารละลายกลูตารัลดี

ไฮด (GA) โดยศึกษาจากอณุหภูมิเวลาและความเขมขนที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ 

4.2 ผลของการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบอื่นๆทีม่ีรายงานมากอน 

4.3 ผลของการนําสารละลาย GA มาใชใหมในการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบใชความ

รอนรวมกับอบไอ GA 

 
4.1 ผลของการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและแบบใชความรอนรวมกับอบไอในสาร 

ละลายกลูตารัลดีไฮด (GA) 
โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานที่ข้ึนรูปดวยกระบวนการทาํแหงแข็ง (freeze-dried) ปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 โดยน้ําหนกั ในอัตราสวนเจลาตินตอไคโตซาน 70:30 ถูกนํามาเชือ่มโยง

พันธะดวยสารละลายกลูตารลัดีไฮด (glutaraldehyde, GA) 2 แบบ ไดแก แบบแชในสารละลาย GA 

และแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ซึ่งเปนวิธเีชื่อมโยงพนัธะที่ดัดแปลงมาจากการ

เชื่อมโยงพนัธะแบบแชในสารละลาย GA ที่โครงเลีย้งเซลลตองสัมผัสกับสารละลาย GA โดยตรงและวิธี

นี้ใชไอระเหยของ GA ในการเชื่อมโยงพนัธะ เพื่อลดปริมาณ GA ซึ่งเปนสารพษิทีก่อใหเกิดโรคมะเร็งวิธนีี้

จึงเปนวิธทีี่ดีในการลดสารพษิในกระบวนการเชื่อมโยงพันธะ โดยมีการศึกษาผลของอุณหภูมเิวลาและ

ความเขมขนทีใ่ชในการเชื่อมโยงพันธะ โดยมีการศึกษาลักษณะสมบัติทางกายภาพ ไดแก ลักษณะ

พื้นผวิ, ขนาดรูพรุน, น้ําหนกัคงเหลือ, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, ความสามารถในการบวมน้าํ 

และความทนตอแรงกด รวมทั้งลกัษณะสมบัติทางเคม ีไดแก ระดับการเชื่อมโยงพนัธะและปริมาณหมูอะ

มิโนอิสระของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะทัง้ 2 แบบ เพื่อเลือกโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีความ

เหมาะสมไปทดสอบในขั้นตอนตอไป  
 
4.1.1 ผลของอุณหภูมิและเวลาที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะ 

เมื่อทําการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบแชในสารละลาย GA ความเขมขน 0.06% 

(wt/v) เปนเวลา 24 ชั่วโมง โดยแปรผันอณุหภูมิ (4, 25, และ 37 องศาเซลเซยีส) แมวาลักษณะพื้นผิว

  GCH       DHT GAS    DGAV DEDC 
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ของโครงเลี้ยงเซลลดูแตกตางกนั แตขนาดรูพรุนไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญัทางสถิติ เนื่องจาก

ความเบีย่งเบนของขอมูล (SD) สูง (รูปที่ 4.3) โดยขนาดของรูพรุนเฉลี่ยมีแนวโนมลดลงเมื่ออุณหภูมิที่ใช

ในการเชื่อมโยงพนัธะสงูขึ้น โดยมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยอยูในชวง 85-95 ไมครอน สวนการเชื่อมโยงพนัธะ

แบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย ขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเลี้ยงเซลล เมื่อทําการเชื่อมโยง

พันธะที่อุณหภูมิและเวลาทีต่างกนัมีขนาดรูพรุนไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญ เมื่อใชเวลาอบไอ 6-24 

ชั่วโมง โดยมีขนาดรูพรุนเฉลีย่ 60-90 ไมครอน (รูปที่ 4.4 และรูปที่ 4.5) ขนาดรูพรุนเฉลี่ยมีแนวโนมลดลง

เมื่ออุณหภูมิและเวลาที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะสงูขึ้น และลดลงอยางมีนยัสําคัญ (ต่ํากวา 30 ไมครอน) 

เมื่อทําการเชื่อมโยงพนัธะที่เวลา 48 ชั่วโมง ที่อุณหภูมิสูงกวา 4 องศาเซลเซียส 

การเปลี่ยนแปลงขนาดรูพรุนภายในโครงเลีย้งเซลลอาจขึ้นอยูกับปจจัยหลายอยาง ไดแก ระดับ

ของการเชื่อมโยงพนัธะในโครงเลี้ยงเซลล [Lee, C.R., 2001] ซึ่งในการศึกษานี้แสดงใหเหน็วาการ

สูญเสียน้าํหนกัหลงักระบวนการและการหดตัว มีผลตอการเปลี่ยนแปลงขนาดของรพูรุนดวย นอกจากนี้

ขนาดรูพรุนยังขึ้นอยูกับอุณหภูมิที่ใชในการทําแข็งกอนที่นาํไปทาํแหง (lyophilized) เปนโครงเลีย้งเซลล 

Kang, และคณะ (1999) พบวาเมื่อแชแขง็ที่อุณหภูมิตางกนั ไดแก -20, -80, และ -196 องศาเซลเซียส 

ขนาดของรูพรุนมีแนวโนมลดลงและมีความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลลสูงขึ้น เมื่อทําแหงที่อุณหภูมิต่ํา 

แตในการเชื่อมโยงพนัธะโครงเลี้ยงเซลลในงานวิจัยนี้มกีระบวนการทาํแหงแข็งที่อุณหภูมิเดียวกนัคือ -40 

องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ดังนัน้ขนาดรูพรุนที่เปล่ียนแปลงไปจึงไมเปนผลจากการทําแข็งแต

เปนผลจากกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะ โครงเลี้ยงเซลลที่นาํมาเชื่อมโยงพนัธะมีเจลาตินซึง่เปนพอลิเมอร

ที่ละลายน้าํไดเปนองคประกอบหลัก ในระหวางกระบวนการเชื่อม โยงพันธะทีม่ีการแชในน้ํา (รูปที่ 4.1) 

จึงมีเจลาตินบางสวนละลายหายไปในขณะที่ปฏิกิริยาเชือ่มโยงพันธะยงัไมสมบูรณ มีผลใหความหนา 

แนนของโครงเลี้ยงเซลลลดลง รวมทัง้บางกระบวนการมกีารใชความรอน บางกระบวนการมีการใชน้ําใน

ระหวางกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะลวนมีผลกระทบตอลักษณะทางกายภาพของโครงเลี้ยงเซลล 

โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะแบบแช GA เมื่อใชอุณหภูมิในการเชือ่มโยงพันธะที่

สูงขึ้น น้าํหนกัทีห่ายไปนอยกวา 5% และการหดตวัของโครงเลี้ยงเซลลอยูระหวาง 30-40% (รูปที่ 4.6) 

สวนโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ GA เมื่อใชอุณหภูมิในการเชื่อมโยงพนัธะสูงกวา 

4 องศาเซลเซยีส มีการหดตวัที่สูงกวาแบบแช โดยมีคาอยูในชวง 50-75% และมีการหดตัวสูงขึน้อยางมี

นัยสําคัญ แตมีการสูญเสียน้ําหนกัไมแตกตางกันเมื่อใชอุณหภูมิและเวลาในการเชือ่มโยงพันธะทีต่างกนั 

โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ GA นี้ไดผานการเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนทีอุ่ณหภูมิ 140 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมงกอนจะนํามาอบไอ จึงอาจมีผลทาํใหโครงเลี้ยงเซลลมีการหดตวัทีสู่งกวา 

ดังที่ Wess, และคณะ (2000) เคยรายงานไววาการใชความรอนในการเชื่อมโยงพนัธะมีผลตอน้าํหนักที่

หายไปและการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล ความรอนทําใหอัตราการเกิดปฏิกิริยาการเชื่อมโยงพันธะเร็ว

ข้ึน สงผลใหโครงเลี้ยงเซลลเกิดการหดตัวจากความเร็วของปฏิกิริยาในแตละจุดไดเร็วไมเทากัน สวนการ

สูญเสียน้าํหนกัอาจเกิดจากการละลายออกไปบางสวนของผนงัโครงเลีย้งเซลลที่เปนเจลาติน สงผลใหมี
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ขนาดรูพรุนที่ใหญข้ึน ในขณะที่การหดตวัของโครงเลีย้งเซลลสงผลใหมีขนาดรูพรุนที่ลดลง อนึ่งโครง

เลี้ยงเซลลทุกแบบผานกระบวนการทาํแหงแข็งเปนกระบวนการสุดทาย เพื่อความสะดวกในการเก็บ

รักษา แตเมื่อนํามาใชงานจะตองมีการนาํมาแชสารละลายบัฟเฟอรใหอ่ิมตัว อาจจะทําใหมีขนาดรูพรุน

ใหญกวาขนาดที่รายงานในงานวิจยันี ้

 

  
 

 
 
 

รูปที่ 4.3 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบแชใน

สารลาย GA เปนเวลา 24 ชั่วโมง (ความเขมขน  GA 0.06% v/v) ที่ 4, 25, และ 37 องศาเซลเซียส 
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 รูปที่ 4.4 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอของสารละลาย GA ที่ 4, 25, และ 37 องศาเซลเซียส  

เปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ชั่วโมง

4 °C 

25 °C 

37 °C 

  54 



 55 

0

30

60

90

120

150

180

GAS DGAV6 DGAV12 DGAV24 DGAV48

โครงเลี้ยงเซลล

ขน
าด
รูพ
รุน

 (ไ
มค
รอ
น)

รูปที่ 4.5 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ความเขมขน GA 0.06% v/v ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ 
a-b แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ทําการ

เช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ช่ัวโมง 
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รูปที่ 4.6 รอยละน้ําหนักที่หายไปและรอยละการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ความเขมขน GA 0.06% 

v/v ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ 
a-d แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ทําการ

เช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ช่ัวโมง 

   

 เมื่อพิจารณาระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลลทั้งสองแบบ ระดับการเชือ่มโยงพันธะ

ของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแชมีแนวโนมลดลงแตไมแตกตางอยางมีนยัสําคัญ เมื่อใช

อุณหภูมิในการเชื่อมโยงพันธะสูงขึ้น สวนโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอเมื่อใชอุณหภูมิใน

การเชื่อมโยงพันธะสูงขึน้ ระดับการเชื่อมโยงพนัธะมีแนวโนมลดลงเชนเดียวกนั แตเมื่อใชเวลาในการ

เชื่อมโยงพนัธะสูงขึ้นถึง 24-48 ชั่วโมง ระดบัการเชื่อมโยงพันธะมีแนวโนมสูงขึ้นอยางมนีัยสาํคัญ และ

เทาๆกับระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลลแบบแช GA เปนเวลา 24 ชั่วโมง (รูปที ่ 4.7) สวน
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ความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะทัง้สองแบบต่ําลง เมื่อระดับการเชื่อม 

โยงพันธะสูงขึน้ (รูปที่ 4.8) โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ เมื่อใชอุณหภูมิและเวลาในการ

เชื่อมโยงพนัธะสูงขึ้นความสามารถในการบวมน้าํมีแนวโนมลดลงอยางมีนยัสําคัญ แตสูงกวาการบวม

น้ําของโครงเลีย้งเซลลแบบแช โดยทัว่ไปความสามารถในการบวมน้าํจะบงบอกถงึระดับการเชื่อมโยง

พันธะทีเ่ปล่ียนไป โดยถามีการเชื่อมโยงพนัธะมากขึน้ความสามารถในการบวมน้าํลดลง [Ozeki, M., 

และคณะ, 2004]  อยางไรก็ตามแมวาระดับการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบ

แชจะไมแตกตางกับระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลีย้งเซลลแบบอบไอที่ 24 และ 48 ชั่วโมง แตกลับ

มีความสามารถในการบวมน้าํที่ต่ํากวาอยางมีนยัสําคัญ อาจเนื่องมาจากการที่โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ

มีการสูญเสียน้ําหนกัและการหดตัวที่สูงกวา ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบ

อบไอ ไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญั เมื่อใชเวลาและอุณหภูมสูิงขึ้น (รูปที ่ 4.9) แตมีคาสูงกวา

ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบแชอยางมนีัยสําคัญ แมวาโครงเลี้ยงเซลลที่

เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอที่ 24 และ 48 ชั่วโมง จะมีระดับการเชือ่มโยงพันธะทีใ่กลเคียงกบัโครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช แตโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบอบไอมีน้ําหนกัทีห่ายไปสูงกวาจึง

ทําใหมีความหนาแนนต่ํากวา สงผลใหความทนตอแรงกดต่ํากวาโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแช 
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รูปที่ 4.7 ระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV (0.06% v/v) 
a-b แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ทําการ

เช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ช่ัวโมง 
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รูปที่ 4.8 ความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (70:30) ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5 % 

โดยน้ําหนัก ที่เชื่อมโยงพันธะโดยใชสารละลาย GA 
a-c แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 
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รูปที่ 4.9 ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (70:30) ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5 % โดยน้ําหนัก

ที่เชื่อมโยงพันธะโดยใชสารละลาย GA 
a-b แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ทําการ

เช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ช่ัวโมง 
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4.1.2 ผลของความเขมขนของสารละลาย GA ที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะโครงเลี้ยงเซลล 
 เมื่อทําการเชื่อมโยงพนัธะโดยการแปรผันอณุหภูมิและเวลาที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะในหวัขอ 

4.1.1 แลวจากนัน้ไดเลือกสภาวะที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะแบบแชและแบบอบไอ GA ที่อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซยีส เชื่อมโยงพนัธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง มาทําการศึกษาผลความเขมขนของ GA ที่ใชในการ

เชื่อมโยงพนัธะ เนื่องจากที่อุณหภูมิและเวลาดงักลาวทาํใหโครงเลีย้งเซลลที่ผานกระบวนการเชื่อมโยง

พันธะทัง้สอง มีขนาดรูพรุนกับน้ําหนกัคงเหลือสูง ปริมาตรคงเหลือกับรอยละการหดตัวต่ํา ระดับการ

เชื่อมโยงพนัธะและ ความทนตอแรงกดสูง ลักษณะพื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแช 

GA และแบบอบไอ GA ที่ความเขมขนของ GA แตกตางกนัแสดงในรปูที่ 4.10 โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ

มีลักษณะคลายเสนใย และผนังของรพูรุนบางกวาแบบแช GA ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยง

พันธะแบบแช GA และแบบอบไอ GA มีแนวโนมสูงขึ้นเมื่อความเขมขนของ GA สูงขึ้น แตไมมีความ

แตกตางอยางมีนัยสาํคัญ ซึง่โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแช GA มีขนาดรูพรุนที่ใหญกวาโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบอบไอ GA ทุกความเขมขน GA แตไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญ 

(รูปที่ 4.11) น้ําหนกัทีห่ายไปและการหดตัวของโครงเลีย้งเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะทัง้สองแบบ มี

แนวโนมสูงขึน้เมื่อความเขมขน GA สูงขึ้น แตไมแตกตางกันภายในกลุมอยางมนีัยสําคัญ โครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA มนี้ําหนกัทีห่ายไปและการหดตัวของโครงเลีย้งเซลลที่สูงกวาโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบอบไอ GA ทุกความเขมขน GA (รูปที่ 4.12) 

 โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA มีขนาดรูพรุนสูงขึน้ เมือ่ใชความเขมขน GA ในการ

เชื่อมโยงพนัธะสูงขึ้น [Ma, L., และคณะ, 2003] อาจเนื่องมาจากปฏิกิริยาการเชือ่มโยงพันธะของ GA 

เกิดขึ้นอยางรวดเร็วและในเวลาเดียวกนัโครงเลี้ยงเซลลบางสวนก็เกิดการละลายดวย โดยขนาดรูพรุน

ของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA มีขนาดรูพรุนเพิ่มข้ึนอยูในชวง 88-106 ไมครอน และ

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มีขนาดรูพรุนเพิม่ข้ึนอยูในชวง 75-89 ไมครอน โครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มีการหดตัวและมีน้ําหนักที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลลสูงกวาโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA มาก ซึ่งเปนผลมาจากกระบวนการเชื่อมโยงพันธะ

ที่ตางกัน ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ GA มีน้ําหนกัที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลลสูงกวา

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA อยางเหน็ไดชัดในทุกความเขมขน GA เมื่อความเขมขนของ 

GA ที่ใชในการเชื่อมโยงพันธะสูงขึ้น มีผลทําใหยิ่งสูญเสยีเนื้อสารมากขึ้น ซึ่งอาจเกดิจากที่ความเขมขน

ของ GA สูงๆ ปฏิกิริยาของการเชื่อมโยงพันธะเกิดไดไมสมบูรณ ซึ่ง GA ที่ความเขมขนมากกวาจะแพร

เขาไปทําปฏิกริิยากับหมูเอมนีไดมากกวา จงึเกิดความแตกตางของความหนาแนนในการเชื่อมโยงพนัธะ 

(crosslinking density) ที่ขอบและภายในของโครงเลีย้งเซลล อาจเปนผลใหเกิดการละลายของสวนที่ 

GA ยังไปไมถงึและการหดตัวที่มากกวา ผลการทดลองในหวัขอนี้แสดงใหเห็นวาความเขมขนของ GA ไม

มีผลตอการหดตัวและน้ําหนักที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลล ถากระบวนการเชื่อมโยงพันธะตางกัน โดย

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช จะมนี้ําหนักที่หายไปและการหดตวัที่ต่ํากวาโครงเลี้ยงเซลลที่

เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอเสมอดวยปฏิกิริยาเชื่อมพันธะที่เกิดขึ้นไดเร็วกวา เนื่องจากการนํา GA เขาสู
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โครงเลี้ยงเซลลดวยสารละลายทาํไดรวดเร็วกวาการนาํ GA โดยไอของอะซีโตน และโครงเลี้ยงเซลลแบบ

แชไมไดผานกระบวนการอบดวยความรอนมากอนจึงอาจทําใหการหดตัวนอยกวามาก (รูป 4.1) 

อยางไรก็ตามเมื่อพิจารณาถงึระดับการเชือ่มโยงพันธะ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแช 

GA และโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบอบไอ GA มีระดับการเชื่อมโยงพนัธะสูงขึ้น เมื่อเพิม่ความ

เขมขน GA ถงึ 0.085% อยางมนีัยสาํคัญ (รูปที่ 4.13) โครงเลี้ยงเซลลแบบแช GA มีระดับการเชือ่มโยง

พันธะสูงกวาโครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ GA ทุกความเขมขน แตไมมีนัยสาํคัญ  ในขณะเดียวกนั

ความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลแบบแช GA และโครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอ GA ลดลง 

เมื่อเพิ่มความเขมขน GA ในการเชื่อมโยงพันธะอยางมีนยัสําคัญ ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลแบบแช GA มี

ความสามารถในการบวมน้าํต่ํากวาโครงเลีย้งเซลลแบบอบไอ GA ทุกความเขมขนของ GA ที่ใชในการ

เชื่อมโยงพนัธะ (รูปที ่ 4.14) โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแช มีระดับการเชื่อมโยงพนัธะสูงกวา

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อม โยงพันธะแบบอบไอทุกความเขมขน เนื่องจากการเชื่อมโยงพันธะแบบแชใช GA 

0.06% ในสารละลาย 100% (อะซีโตน, กรดไฮโดรคลอริก, และ GA) แตการเชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอใช

การฟุงของไอภายในภาชนะปด ดังนัน้ความเขมขนตอปริมาตรของ GA จึงนอยกวาแบบแช ภาชนะปดที่

ใชมีรูปรางเปนทรงกระบอกเสนผาศนูยกลาง 9 เซนติเมตร สูง 20 เซนติเมตร ปริมาตร 1272 ลูกบาศก

เซนติเมตร สารละลายทีม่ ีGA อยู 0.06% เทากับการเชื่อมโยงพนัธะแบบแช หรือ 0.0047% (v/v) ซึ่งมี

ความเขมขนของ GA ที่นอยกวาความเขมขนของ GA ทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแชประมาณ 12-13 เทา แต

ก็มีระดับการเชื่อมโยงพนัธะที่ใกลเคียงกับแบบแช แสดงวาระบบการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอสามารถ

เชื่อมโยงพนัธะไดดี เมื่อเปรียบเทยีบปริมาณ GA ที่ใชในการเชื่อมโยงพนัธะ นอกจากนี้เมื่อปริมาณของ 

GA สูงขึ้น สงผลใหหมูแอลดีไฮดของ GA สามารถเชื่อมโยงพนัธะกบัหมูอะมโินของโครงเลี้ยงเซลลที่ทาํ

จากเจลาตินและไคโตซานไดมากขึ้น เนื่องจาก 1 หมูแอลดีไฮดของ GA สามารถเชื่อมโยงพนัธะกับ 2 

หมูอะมโินของโปรตีน [Damink, L.H.H.O., และคณะ, 1995] โดยทั่วไปเมื่อเพิ่มความเขมขนของ GA ใน

การเชื่อมโยงพันธะสูงขึน้ ระดับการเชื่อมโยงพันธะมีคาสูงขึ้นดวย [Sheu, M.T., และคณะ, 2000] และ

สงผลใหความสามารถในการบวมน้าํของโครงเลี้ยงเซลลลดลงเมื่อความเขมขนของ GA สูงขึ้น  

เมื่อพิจารณาความทนตอแรงกดโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแช เมื่อเพิ่มความเขมขน 

GA ในการเชือ่มโยงพันธะสงูขึ้น ความทนตอแรงกดมแีนวโนมสูงขึน้ และสูงกวาโครงเลี้ยงเซลลแบบอบ

ไอ GA ทุกความเขมขนอยางมีนยัสําคัญ (รูปที่ 4.15) ความทนตอแรงกดของโครงเลีย้งเซลลทั้งสองแบบ

เพิ่มข้ึนอยางมนีัยสําคัญ เมือ่เพิ่มความเขมขนของ GA ถึง 0.12% ในขณะที่เมื่อใชความเขมขน 0.03-

0.085% คาความทนตอแรงกดของโครงเลีย้งเซลลจากกระบวนการเดยีวกนั ไมแตกตางอยางมนีัยสําคัญ 

แมวาจะมีแนวโนมสูงขึ้นตามความเขมขน GA ที่สูงขึ้น การที่ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลจาก

สองกระบวนการมีคาตางกนัทั้งๆที่ระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลีย้งเซลลทั้งสองมีคาใกลเคยีงกนั 

อาจเนื่องจากความหนาแนนของโครงเลีย้งเซลลหลงัผานการเชื่อมโยงพนัธะที่ตางกนัเนื่องจากการ

สูญเสียน้าํหนกัระหวางกระบวนการ 
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รูปที่ 4.10 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราดของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบแช 

GA และแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA (240 ไมโครลิตร GA/127 มิลลิกรัมโครงเลี้ยงเซลล) ที่ความเขมขน 0.03, 

0.085, 0.12% GA wt/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในภาชนะปดขนาด 1272 ลูกบาศกเซนติเมตร 
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รูปที่ 4.11 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 

ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-e แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05  

 

 

 
รูปที่ 4.12 รอยละน้ําหนักที่หายไปและรอยละการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-d แสดงความแตกตางระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะ

แบบแชในสารละลาย GA, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA  
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รูปที่ 4.13 ระดับการเชื่อมโยงพันธะและปริมาณหมูอะมิโนอิสระของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-b แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 
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รูปที่ 4.14 ความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื่อมโยงพันธะ

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-e แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05, หมายเหตุ   GAS 

เช่ือมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA 
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รูปที่ 4.15 ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 

24 ชั่วโมง ที่ความเขมขน GA ตางๆ 
a-d แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 

 

หมายเหตุ   GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA 

 
4.2 การเปรียบเทียบลักษณะสมบัติของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะดวย
วิธีตางๆ 
 โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะแบบแชและแบบอบไอสารละลาย GA ทีค่วามเขมขน 

GA 0.06% w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง ถูกเลือกมาเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยง

เซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ (GCH) และโครงเลี้ยงเซลลทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะแบบอื่นๆที่มี

รายงานในการผลิตโครงเลี้ยงเซลลอีก 2 กระบวนการ ไดแก โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะดวย

ความรอนเพียงอยางเดียว (DHT) [Ozeki, M., และคณะ, 2004] และโครงเลี้ยงเซลลทีผานการเชือ่มโยง

พันธะดวยความรอนรวมกับแชในสารละลาย 1-ethyl-3-(3-dimethyl amino propyl) carbodiimide 

hydrochloride (DEDC) [Pek, Y.S., และคณะ, 2003] โดยมีกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะที่แตกตางกัน

ดังรูป 4.1 กลาวคือ GCH เปนโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานกระบวนการเชื่อมโยงพนัธะแตผานกระบวนการ

ทําแหงแข็ง ซึง่มีการดึงน้าํออกที่อุณหภูมติ่ําความดนัสงู ในทางทฤษฎีแลวอาจเกิดการเชื่อมโยงพันธะกนั

แตไมมาก DHT เกิดจากการนํา GCH มาอบที่สุญญากาศ และ DEDC เปนกระบวนการคลาย GAS แต

เชื่อมโยงพนัธะโดยการแชในสารเคมีคนละชนิดกนั และการเกิดปฏกิิริยาที่ตางกัน โดยการเชือ่มโยง

พันธะดวย GA เปนการเชื่อมโยงพนัธะซึง่ GA เขาไปแทรกอยูในโครงเลี้ยงเซลล (รูปที่ 2.12) EDC เปน 

coupling agent ซึ่งไมเหลือในโครงสรางของโปรตนีหลงัการเชื่อมโยงพนัธะแลว นอกจากนั้นยังมี
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ความเขมขนของสารละลาย GA ในระบบ 
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การศึกษาผลของการใชปริมาณของแข็งทั้งหมดในโครงเลี้ยงเซลล (รอยละ 0.5 และรอยละ 0.8 โดย

น้ําหนกั)  

แมวาลักษณะพื้นผวิของโครงเลี้ยงเซลลทีผ่านการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีตางๆ จะดูแตกตางกนั

อยางชัดเจน (รูปที่ 4.16) ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะแตละกระบวนการมี

แนวโนมสูงขึน้ แตไมมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญ เนื่องจากคาความผิดพลาด (error bar) ที่สูง และ

มีแนวโนมวาการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมีทั้ง 3 แบบ มีขนาดรูพรุนเล็กกวาแบบ DHT เล็กนอย โดย

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA และโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแช EDC มี

ขนาดรูพรุนเลก็ที่สุด เมื่อสังเกตดวยตา เมือ่เปลี่ยนปริมาณเนื้อสารของแข็งทั้งหมดในโครงเลี้ยงเซลลจาก

รอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้ําหนักไมมีผลตอขนาดรูพรุน (รูปที่ 4.17) ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยง

พันธะแบบอบไอกับโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบแช EDC มีน้ําหนกัทีห่ายไปและการหดตัวสูง

ที่สุด ในขณะที่โครงเลีย้งเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอนเพียงอยางเดียวมีคาใกลเคยีงกับโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบแช (รูปที ่ 4.18) การหดตัวและน้ําหนักที่หายไปของโครงเลี้ยงเซลลเปน

ผลกระทบมาจากปฏิกิริยาการเชื่อมโยงพันธะทีเ่ร็ว-ชา และความเปนเนื้อเดียวของการเกิดปฏิกิริยาทั่ว

โครงเลี้ยงเซลลที่แตกตางกนัทาํใหปฏิกิริยาการเชื่อมโยงพนัธะอาจเกิดขึ้นสมบูรณไมเทากัน โครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มีความเขมขนของ GA ต่ํามาก สวน EDC มีกลไกการเกิดปฏิกิริยา

ซับซอนกวา GA และโอกาสการเชื่อมโยงพนัธะสําเรจ็ข้ึนกับ NHS ดวย ซึง่อาจมีผลตอการเชื่อมโยง

พันธะ แมวาวิธีการเชื่อมโยงพนัธะแบบแชใน GA ตองสัมผัสกับสารละลายซึง่มีน้าํเปนองคประกอบแต

กลับมีน้าํหนักที่หายไปและการหดตัวที่ต่าํกวาโครงเลีย้งเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ เนื่องจากการ

เช่ือมโยงพนัธะแบบแชมีอัตราการเชื่อมโยงพนัธะที่รวดเร็วมาก จงึมกีารละลายของโครงเลี้ยงเซลลขณะ

เชื่อมโยงพนัธะนอยกวาแบบอบไอ รวมทั้งการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอใชความเขมขนต่ํากวาแบบแช

มาก แมวาจะใชสารละลายที่ความเขมขนเดียวกัน แตการเชือ่มโยงพันธะแบบอบไออาศัยวิธกีาร

เชื่อมโยงพนัธะโดยใชไอฟุงกระจายภายในภาชนะปดทีม่ีไอระเหยของ GA ดังนัน้ปริมาตรของภาชนะมี

สวนที่สําคัญในการเชื่อมโยงพนัธะ จึงจาํเปนตองเปรียบเทียบกับปริมาตรทั้งหมดที่ใชในการอบไอ สวน

กระบวนการเชื่อมโยงพนัธะแบบ DHT เปนกระบวนการเดียวที่ไมมกีารแชน้าํ น้าํหนกัทีห่ายไปของโครง

เลี้ยงเซลลจงึต่าํ ดังนั้นน้าํหนักที่หายไปของกระบวนการนี้จงึเปนน้าํหนักของน้ําในโครงสรางทีห่ายไป

จากการอบนัน่เอง (ประมาณ 5% ของน้ําหนกัโครงเลี้ยงเซลล) ในขณะที่ DGAV และ DEDC ไดผานการ

เชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนมากอน จึงทาํใหมนี้าํหนักที่หายไปและการหดตวัของโครงเลี้ยงเซลลสูง

กวาการเชื่อมโยงพนัธะแบบอื่นๆ  
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รูปที่ 4.16 ภาพถายจากกลองจุลทรรศนอิเลคตรอนแบบสองกราด โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน 70:30 ปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 โดยน้ําหนัก และรอยละ 0.8 โดยน้ําหนักที่ผานการเชื่อมโยงพันธะดวยวิธีตางๆที่มีรายงาน

ในตางประเทศเปรียบเทียบกับงานวิจัยนี้ 
หมายเหตุ GCH ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแช GA ที่ความเขมขน 

0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GAที่สภาวะเดียวกับ GAS ความ

เขมขน 0.0047% เมื่ออบไอในภาชนะปด, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 
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รูปที่ 4.17 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 
a-e แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05, หมายเหตุ GCH ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแช GA ที่ความ

เขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GAที่สภาวะเดียวกับ GAS 

ความเขมขน 0.0047% เมื่ออบไอในภาชนะปด, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

 

 

0.5% w/w 

0.8% w/w 
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รูปที่ 4.18 รอยละน้ําหนักที่หายไปและรอยละการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 
a-d แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05, หมายเหตุ GCH ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแช GA ที่ความ

เขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GAที่สภาวะเดียวกับ GAS 

ความเขมขน 0.0047% เมื่ออบไอในภาชนะปด, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

 

ระดับการเชื่อมโยงพนัธะโดยใชสารเคมีทัง้ GA และ EDC (รูปที่ 4.19) สูงกวาการเชื่อมโยง

พันธะแบบใชความรอนเพียงอยางเดียวอยางมีนยัสําคญั และเมือ่เพิ่มปริมาณของแข็งทั้งหมดในโครง

เลี้ยงเซลลจากรอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้าํหนัก ระดับการเชื่อมโยงพนัธะมีแนวโนมสูงขึ้นในโครง

เลี้ยงเซลลทุกชนิดแตไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญั ซึ่งเนื้อสารมีผลกับโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่ม โยง

พันธะดวยความรอนเพียงอยางเดียวมากกวาวิธีอ่ืนๆ เพราะโครงเลี้ยงเซลลชนิดนี้มรีะดับการเชื่อม โยง

พันธะที่ต่าํกวาวิธีอ่ืนๆ เมื่อพิจารณาความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะ

แบบใชความรอนเพยีงอยางเดียวมีความสามารถในการบวมน้าํสูงที่สุด สวนโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยง

พันธะดวยสารเคมี และโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพันธะมีคาใกลเคียงกนั และเมื่อเพิม่ปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดในโครงเลี้ยงเซลลจากรอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้ําหนัก ความสามารถในการบวม

น้ําของโครงเลีย้งเซลลมีแนวโนมสูงขึ้นในโครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดแตไมมีความแตกตางอยางมีนยัสาํคัญ 

(รูปที่ 4.20)  

 โครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะมีความสามารถในการบวมน้ําต่าํ ซึง่ตรงขามกบั

เหตุผลทีว่าโครงเลี้ยงเซลลทีไ่มผานการเชือ่มโยงพันธะ มีความยืดหยุน และสามารถดูดซับน้ําไดทกุ

ทิศทาง ดังนัน้ควรมีความสามารถในการบวมน้าํที่สูงกวาโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ แต 
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เนื่องจากโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพันธะมีเจลาตินเปนองคประกอบหลัก ซึง่มีคุณสมบัติที่

ละลายน้ําได จึงมีเจลาตินบางสวนไดละลายหายไป ในกระบวนการทดสอบความสามารถในการบวมน้าํ 

จึงทาํใหโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ มคีวามสามารถในการบวมน้าํที่นอยกวาโครงเลี้ยง

เซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะ โครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนมีขนาดรูพรุน, น้ําหนกัที่

หายไป และการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลลหลงัการเชื่อมโยงพนัธะใกลเคียงกนักับโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อม 

โยงพันธะแบบแช     แตกลับมีระดับการเชือ่มโยงพันธะและความสามารถในการบวมน้ําแตกตางกันมาก  

เนื่องมาจากการเชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนมีขอจํากัดสามารถเชือ่มโยงพันธะหมูเอมีน และหมูคาร

บอกซิลิกที่อยูใกลกันเทานัน้ [Ueda, H., และคณะ, 2003] แตการเชือ่มโยงพันธะดวยสารเคมนีัน้มีการ

พา GA ไปสูหมูเอมีนไดทัว่ถงึกวา จงึทาํใหมีระดับการเชื่อมโยงพนัธะที่สูงกวาการเชื่อมโยงพนัธะแบบใช

ความรอน ซึ่งสงผลกับคาความสามารถในการบวมน้ําดวย  

ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบใชสารเคมสูีงกวาโครงเลีย้งเซลลที่

เชื่อมโยงพนัธะดวยความรอนเพยีงอยางเดียว และโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะอยาง

ชัดเจน (รูปที ่ 4.21) โครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบแช GA มีความทนตอแรงกดสูงที่สุด และเมื่อ

เพิ่มปริมาณของแข็งทัง้หมดในโครงเลี้ยงเซลลจากรอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้ําหนกั ความทนตอ

แรงกดของโครงเลี้ยงเซลลมแีนวโนมสูงขึน้ในโครงเลี้ยงเซลลทุกชนิดแตไมมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญ แมวาโครงเลีย้งเซลลแบบแช GA กับแบบใช DHT มีการหดตัวที่ใกลเคียงกนั แตโครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช GA มีระดับการเชือ่มโยงพันธะทีสู่งกวามากจงึทําใหโครงเลี้ยงเซลลที่

เชื่อมโยงพนัธะแบบแชมีความทนตอแรงกดเพิ่มข้ึน เมื่อพิจารณาการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ GA 

ระดบัการเชื่อมโยงพนัธะมคีานอยกวาการเชื่อมโยงพันธะแบบแช GA จงึสงผลใหมีความสามารถในการ

บวมน้าํที่สูงกวาและมีความทนแรงกดที่ต่าํกวา รวมทัง้โครงเลี้ยงเซลลแบบอบไอมีน้ําหนกัทีห่ายไปสูงทํา

ใหมีความหนาแนนต่าํในโครงเลี้ยงเซลลต่ํา จึงมีผลทําใหความทนแรงกดต่ําดวย และเมือ่ทําการ

เชื่อมโยงพนัธะแบบแช EDC พบวามีการหดตัวที่สูงกวาการเชื่อมโยงพันธะแบบแช GA อาจเนือ่งจาก 

EDC เชื่อมโยงพนัธะแบบ zero-length และปฏิกิริยาที่ซับซอนมากกวา GA รวมทัง้ความสําเร็จของ

ปฏิกิริยาการเชื่อมโยงพนัธะขึ้นกับ NHS อีกดวย  จงึเกิดการเชื่อมโยงพนัธะที่ชากวา GA สงผลใหโครง

เลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะดวย EDC มีการหดตัวสูง เนื่องจากน้าํหนักที่หายไปมากกวา  
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รูปที่ 4.19 ระดับการเชื่อมโยงพันธะและปริมาณหมูอะมิโนอิสระของโครงเลี้ยงเซลล DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 
a-c แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05 
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รูปที่ 4.20 ความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 

a-c แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05, หมายเหตุ DHT เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพนัธะแบบแช GA ทีค่วามเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูม ิ4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่สภาวะเดียวกับ GAS ความเขมขน 0.0047% เมื่ออบไอใน

ภาชนะปด, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC
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รูปที่ 4.21 ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC  
a-b แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ GCH เช่ือมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพนัธะแบบแชสารละลาย GA ที่

ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่

ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูม ิ4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DEDC คือ โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบใช

ความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

  

การทดสอบลกัษณะสมบัตทิางชีวภาพของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะแบบตางๆ

ที่ทาํมี 2 แบบคือ การทดสอบการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกาย (In vitro biodegradation 

และการทดสอบการเขากนัไดกับเซลล L929 ภายนอกรางกาย (In vitro biocompatibility)  

การศึกษาการยอยสลายทางชีวภาพภายนอกรางกายของโครงเลี้ยงเซลล โดยใชเอนไซมที่

ความเขมขน 32 ยูนิตตอมิลลิลิตร (1 มิลลิกรัม = 125 ยูนิต) อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส ที่เวลาตางๆ 

เพื่อจําลองสภาวะของรางกาย [Campbell, N.A. และคณะ, 1999, Tangsadthakun, C. และคณะ, 

2005] เพื่อหาการยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลในรูปรอยละของน้าํหนกัทีห่ายไปเทียบกับเวลา โดยที่

น้ําหนกัของโครงเลี้ยงเซลลคอยๆลดลงจนหมดเมื่อเวลาผานไปขณะอยูในเอนไซม โครงเลี้ยงเซลลที่

ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบตางๆ รวมทั้งโครงเลี้ยงเซลลที่ไมผานการเชื่อมโยงพนัธะ ถูกนํามาศกึษา

การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลล (รูปที ่4.22)  ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลทั้ง 5 แบบนี ้มีน้าํหนกัคงเหลือที่เกิด

จากการยอยสลายแบงออกไดเปน 2 ชวง คือ ชวงแรก (0-7 วัน) เปนชวงที่มีการยอยสลายอยางรวดเร็ว 

โดยเอนไซมคอลลาจีเนส ซึ่งไดยอยสลายโครงเลี้ยงเซลลในสวนที่เปนเจลาตินซึง่เปนองคประกอบหลัก

ของโครงเลี้ยงเซลล และชวงที่ 2 (7-21วนั) เปนชวงที่มีการยอยสลายที่ชาลงและคอนขางคงที ่

เนื่องจากการยอยสลายโครงเลี้ยงเซลลในชวงนี้เจลาตินถูกยอยสลายจนเกือบหมด เหลือเพียงไคโต

ซานที่เปนองคประกอบรอง ซึ่งเอนไซมคอลลาจีเนสไมสามารถยอยสลายไดหมด จะเห็นไดวาอัตราการ
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ยอยสลายนัน้ข้ึนอยูกับปริมาณของแข็งทัง้หมดที่ประกอบเปนโครงเลีย้งเซลล และกระบวนการเชื่อม 

โยงพันธะโดยการเชื่อมโยงพันธะแบบ GAS มีอัตราการยอยสลายต่ําสุด คาครึ่งชีวิตของโครงเลี้ยง

เซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบตางๆ แสดงในตารางที ่ 4.1 และเมื่อเพิม่ปริมาณของแข็งทั้งหมดในโครง

เลี้ยงเซลลเปนรอยละ 0.8 ลักษณะการยอยสลายมีแนวโนมแบบเดียวกันกับโครงเลีย้งเซลลที่มีปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 แตมีการยอยสลายทีช่ากวาดังแสดงในรูป 4.22 

การประมาณคาครึ่งชีวิตของโครงเลี้ยงเซลลคิดจากน้าํหนกัคงเหลือของโครงเลี้ยงเซลลที่ลดลง

เหลือ 50% ของโครงเลี้ยงเซลลทั้งหมด เมื่อทําการยอยสลายดวยเอนไซมคอลลาจีเนส โครงเลีย้งเซลล

ที่เชื่อมโยงพันธะแบบตางๆมีความแตกตางกนัอยางมีนยัสําคัญ โดยโครงเลี้ยงเซลลแบบ GAS มีคา

คร่ึงชีวิตสูงสุด (7.82 วนั) ใกลเคียงกับโครงเลี้ยงเซลลแบบ DGAV และ DEDC แตโครงเลี้ยงเซลลแบบ 

DHT มีคาครึ่งชีวิตต่ําสุด โดยทั่วไปคาครึง่ชีวิตของโครงเลี้ยงเซลลข้ึนกับระดับการเชื่อมโยงพนัธะของ

โครงเลี้ยงเซลล [Ozeki, M., และคณะ, 2004] ทัง้นี้อาจมีผลจากปจจัยอืน่ๆไดอีก ไดแก พื้นที่ผิว 

(surface area) (มีผลมาจาก ขนาดรูพรุน ปริมาตร และรูปรางของโครงเลี้ยงเซลล) และชนดิของ

เอนไซม และมีลักษณะเชนเดียวกันกับโครงเลี้ยงเซลลที่มีปริมาณของแข็งทัง้หมดรอยละ 0.8 โดย

น้ําหนกั แตกตางกนัเพียงโครงเลี้ยงเซลลแตละชนิดมีคาครึ่งชีวิตที่สูงกวา และมีความแตกตางอยางมี

นัยสําคัญกับโครงเลี้ยงเซลลปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 โดยน้าํหนัก 

เมื่อโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบตางๆถกูนาํมาเพาะเลี้ยงเซลล L929 (mouse 

fibroblast) และวัดจํานวนเซลลที่เวลา 5, 24, และ 72 ชั่วโมง (รูปที ่4.23) ซึ่งแสดงความเขากนัไดกับ

เซลลผิวหนงัวาสามารถสงเสริมการเกาะติดและเจริญเติบโตของเซลลภายในโครงเลี้ยงเซลลได เมื่อ

นํามาเพาะเลีย้งดวยเซลล L929 ที่ 5 ชั่วโมง จํานวนเซลลสัมพทัธในโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆ มีคา

ใกลเคียงกนัอยูในชวง 14-26% และไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคัญ เมื่อเวลาผานไป 24 ชั่วโมง 

พบวาปริมาณเซลลที่ยงัมีชวีติมีแนวโนมสูงขึ้นเพียงเลก็นอยในโครงเลีย้งเซลล โดยจาํนวนเซลล

สัมพัทธมีคาใกลเคียงกันอยูในชวง 36-70% และไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญั แมวาโครงเลี้ยง

เซลลแบบ DHT มีแนวโนมจาํนวนเซลลเกาะติดและเจรญิเติบโตต่ํากวาโครงเลีย้งเซลลที่เชื่อมโยง

พันธะดวยสารเคมีทุกแบบ และเมื่อเวลาผานไป 72 ชั่วโมง พบวาปริมาณเซลลที่ยงัมีชีวิตมีแนวโนม

สูงขึ้นในโครงเลี้ยงเซลล โดยเฉพาะจาํนวนเซลลสัมพทัธในโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะดวย

สารเคมี GA และ EDC  ซึ่งอยูในชวง 156-185% โดยโครงเลี้ยงเซลลทีเ่ชื่อมโยงพนัธะแบบอบไอ GA มี

จํานวนเซลลสัมพัทธใกลเคียงกับโครงเลีย้งเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะแบบแช EDC แตถาเลี้ยงเซลลนาน

กวา 72 ชั่วโมง คาดวาโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะดวยความรอนเพยีงอยางเดียวจํานวนเซลล

สัมพัทธนาจะลดลง เนื่องจากการยอยสลายเพราะเปนโครงเลี้ยงเซลลที่มีคาครึ่งชวีิตต่ําที่สุด เมื่อเพิ่ม

ปริมาณของแข็งทั้งหมดเปนรอยละ 0.8 โดยน้ําหนัก จาํนวนเซลลสัมพัทธในโครงเลี้ยงเซลลแตละชนิด 

มีแนวโนมแบบเดียวกับโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีปริมาณของแข็งทั้ง หมดรอยละ 0.5 โดยน้ําหนัก และไมมี

ความแตกตางกันอยางมีนยัสําคัญ  
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รูปที่ 4.22 การยอยสลายของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน (70:30) ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% และ 0.8 % 

โดยน้ําหนัก 
หมายเหตุ GCH เช่ือมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพนัธะแบบแชสารละลาย GA ที่ความเขมขน 

0.06%GA w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน 

0.06%GA w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DEDC คือ โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน

รวมกับแชสารละลาย EDC 

0.5% w/w 

0.8% w/w 

เวลา (วัน) 

เวลา (วัน) 



 74 

ตารางที่ 4.1 คาครึ่งชีวิต (t1/2) ของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC ปริมาณของแข็งทั้งหมด 

0.5% w/w และ 0.8% w/w 

 

ครึ่งชีวิตของโครงเลี้ยงเซลล (วัน)   

โครงเลี้ยงเซลล ปริมาณของแข็งทั้งหมด0.5%w/w ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8%w/w 

GCH 0.49±0.01  0.84±0.11 d 

DHT 2.61±0.37 a 4.21±0.29 e 

GAS 7.82±0.08 b 9.59±0.81 f 

DGAV 6.56±0.37 c 8.27±0.69 f 

DEDC 6.65±0.32 c 8.53±0.59 f 

 
a-f   แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ GCH เช่ือมโยงพันธะ, DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพนัธะแบบแชสารละลาย GA ที่

ความเขมขน 0.06%GA w/v อุณหภมูิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA 

ที่ความเขมขน 0.06%GA w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DEDC คือ โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะแบบ

ใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 
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รูปที่ 4.23 จํานวนเซลลสัมพัทธในโครงเลี้ยงเซลล DHT, GAS, DGAV, และ DEDC ปริมาณของแข็งทั้งหมด 

0.5%w/w และ 0.8%w/w โดยเพาะเซลลจํานวน 20,000 เซลล 
 

a-g   แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ DHT เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เช่ือมโยงพันธะแบบแชสารละลาย GA ที่ความเขมขน 0.06%GA 

w/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน 0.06%GA 

อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง, DEDC เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 

0.5% w/w 

0.8% w/w 
 

เวลา  

เวลา  
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4.3 ผลของการนําสารละลาย GA มาใชใหมในการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยง
เซลลแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA 

 โครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชือ่มโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกบัอบไอ GA มีลักษณะสมบัติ

ทางกายภาพและลักษณะสมบัติทางเคมีเปนทีน่าพอใจ เมื่อนํามาเทยีบกับการเชื่อมโยงพนัธะดวย

วิธีการอื่นๆ โดยเฉพาะการเชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA ดังนั้นจงึไดมีการทดสอบการ

เชื่อมโยงพนัธะซ้ําในสารละลายเดิม การศึกษาผลของการใชสารละลายซ้ําๆ ทําเพื่อลดปริมาณสาร

ระเหย (อะซีโตน) ของระบบ โดยใชโครงเลี้ยงเซลลเจลาตินและไคโตซานที่ข้ึนรูปดวยความหนาแนน

รอยละ 0.5 และ 0.8 โดยน้าํหนัก มาเชื่อมโยงพนัธะแบบ DHT 24 ชั่วโมง แลวอบไอ GA สารละลาย 

0.06% (v/v) 100 มิลลิลิตร ในภาชนะที่มปีริมาตรรวม 1272 มิลลิลิตร ดังนัน้ใชความเขมขน GA ใน

การอบไอ 0.0047 % v/v ตอโครงเลี้ยงเซลลน้ําหนกั 127 และ 220 มลิลิกรัม (20 ตัวอยาง) ตามลาํดับ 

ที่เวลา 24 ชั่วโมง โดยทําการทดลองเชื่อมโยงพันธะ 5 คร้ังซ้ําในสารละลายเดิม แลวจึงศึกษาลักษณะ

สมบัติของโครงเลี้ยงเซลลแตละครั้งหลงัการอบไอ ขนาดของรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อเชื่อมโยง

พันธะซ้ํามากขึ้นไมมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญ (รูปที ่4.24) อยูในชวง 78-98 ไมครอน น้าํหนกัที่

หายไปของโครงเลี้ยงเซลลไมมีความแตกตางอยางมนีัยสําคัญในทกุตัวอยาง แตมีแนวโนมวาโครง

เลี้ยงเซลลที่มีเนื้อสาร 0.8% มีการสูญเสยีน้ําหนักต่ํากวาแบบ 0.5% คือประมาณ 5.5-6.0% (รูปที่ 

4.25) สวนการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลลมคีาใกลเคียงกนัใน 2 คร้ังแรก แตพอเชื่อมโยงพันธะซ้าํในครั้ง

ที่ 3, 4, และ 5 การหดตัวลดลงอยางมนียัสําคัญ และเมื่อทําการเปรยีบเทยีบการหดตัวของโครงเลี้ยง

เซลล 0.5% กับ 0.8% โดยน้าํหนัก ไมมีความแตกตางอยางมีนยัสําคญั (รูปที่ 4.25) 

เมื่อพิจารณาระดับการเชื่อมโยงพันธะในรปูที่ 4.26 โครงเลี้ยงเซลลทีม่ีปริมาณของแข็งทั้งหมด

รอยละ 0.5 และ 0.8 โดยน้ําหนักสามารถทาํการเชือ่มโยงพันธะได 2 คร้ังแรกมีระดับการเชือ่มโยง

พันธะใกลเคียงกนั และไมมคีวามแตกตางอยางมีนยัสําคัญ ในขณะทีค่วามสามารถในการบวมน้าํของ

โครงเลี้ยงเซลลมีแนวโนมสูงขึ้นกับจํานวนครั้งที่เชื่อมโยงพันธะอยางมนีัยสําคัญ (รูปที่ 4.27) ซึ่งมี

ความสอดคลองกับระดับการเชื่อมโยงพันธะมีแนวโนมลดลง  ทัง้นี้เนือ่งจาก GA ที่ใชในการเชื่อมโยง

พันธะมีปริมาณที่ลดลงในแตละครั้งที่เชื่อมโยงพนัธะ และเมื่อเพิม่ปริมาณของแข็งในโครงเลีย้งเซลล

จากรอยละ 0.5 เปนรอยละ 0.8 โดยน้าํหนัก ความสามารถในการบวมน้ํามีแนวโนมสูงขึ้นเชนเดยีวกับ

โครงเลี้ยงเซลลปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 โดยน้ําหนักอยางมีนยัสําคัญ แตความสามารถใน

การบวมน้ําไมแตกตางอยางมีนัยสาํคัญระหวางโครงเลี้ยงเซลลทีม่ีปริมาณของแข็งทัง้หมดรอยละ 0.5 

และ 0.8 โดยน้ําหนกั ทกุครั้งที่เชื่อมโยงพันธะซ้ํา ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลเมื่อเชื่อมโยง

พันธะซ้ํามีคาใกลเคียงกัน (รูปที่ 4.28) แตมีแนวโนมลดลงเมื่อเชื่อมโยงพนัธะเปนจาํนวนครั้งทีม่ากข้ึน 

เนื่องจากระดบัการเชื่อมโยงพนัธะที่ลดลง  
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รูปที่ 4.24 ขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําในสารละลายเดิม 
a-g   แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05 

 

 
รูปที่ 4.25 รอยละน้ําหนักที่หายไปและรอยละการหดตัวของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําในสารละลาย

เดิม 
a-c แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ DGAV เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศา

เซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดลองทั้งหมด 5 คร้ัง ครั้งละ 24 ช่ัวโมงในสารละลายเดิม สําหรับโครงเลี้ยงเซลล 0.5% w/w 

เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 127 มิลลิกรัม ความเขมขน GA เร่ิมตน 0.0047% v/v สวนโครงเลี้ยงเซลล 0.8% w/w เช่ือมโยงพนัธะครั้งละ 202 

มิลลิกรัม ความเขมขน GA เร่ิมตน 0.0047% v/v 
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รูปที่ 4.26 ระดับการเชื่อมโยงพันธะและปริมาณหมูอะมิโนอิสระของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําใน

สารละลายเดิม 
a-b แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05 
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รูปที่ 4.27 ความสามารถในการบวมน้ําของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําในสารละลายเดิม  
a-c แสดงความแตกตางอยางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดบั

นัยสําคัญ P<0.05,  หมายเหตุ DGAV เช่ือมโยงพนัธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 

องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดลองทั้งหมด 5 คร้ัง ครั้งละ 24 ช่ัวโมงในสารละลายเดิม สําหรับโครงเลี้ยงเซลล 0.5% w/w 

เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 127 มิลลิกรัม สวนโครงเลี้ยงเซลล 0.8% w/w เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 202 มิลลิกรัม 
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รูปที่ 4.28 ความทนตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําในสารละลายเดิม  
a-c แสดงความแตกตางเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลแบบตางๆปริมาณของแข็งทั้งหมด  0.5% w/w กับ 0.8% w/w ที่ระดับนัยสําคัญ 

P<0.05,  หมายเหตุ DGAV เช่ือมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน GA 0.06% v/v อณุหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

ทําการเช่ือมโยงพันธะเปนเวลา 24 ช่ัวโมง ทําการทดลองทั้งหมด 5 คร้ัง ครั้งละ 24 ช่ัวโมง ในสารละลายเดิม สําหรับโครงเลี้ยงเซลล 0.5% 

w/w เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 127 มิลลิกรัม สวนโครงเลี้ยงเซลล 0.8% w/w เช่ือมโยงพันธะครั้งละ 202 มิลลิกรัม 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

0.5% w/w 

0.8% w/w 
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บทที่ 5 
สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ  

 

5.1 สรุปผลการทดลอง  
งานวิจยันี้เปรียบเทยีบการเชื่อมโยงพนัธะของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานทีม่ีปริมาณ

ของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 และ 0.8 โดยน้ําหนัก 4 แบบ ไดแก การเชื่อมโยงพนัธะแบบใชความรอน 

(DHT), การเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมีกลูตารัลดีไฮด (GA) แบบแช (GAS) และแบบใชความรอน

รวมกับอบไอสารละลาย (DGAV), และการเชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมี EDC โดยใชความรอนรวมกับแช

สารละลาย (DEDC) เพื่อใหไดโครงเลี้ยงเซลลที่มีความเหมาะสมในการใชงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ซึ่ง

ตองมีขนาดรพูรุนประมาณ 70 ไมครอน ความทนตอแรงกด 0.029 กิโลปาสคาล การยอยสลาย 2-4 

สัปดาห และไมเปนพิษตอเซลล กระบวนการผลิตโครงเลี้ยงเซลลมีผลตอลักษณะสมบัติเหลานี ้ โดยจาก

ผลการทดลองที่ผานมาพบวาขนาดรูพรุนของโครงเลี้ยงเซลลนอกจากจะขึ้นอยูกับอุณหภูมิในการทําแหง

แข็งแลว ยงัขึน้อยูกับการสญูเสียน้าํหนัก, การหดตัว, และความเรว็ของปฏิกิริยาเชือ่มโยงพันธะดวย โดย

โครงเลี้ยงเซลลแบบ DHT และแบบ GAS มีการหดตัวนอย ประมาณ 5% สวนโครงเลี้ยงเซลลแบบ 

DGAV และ DEDC มีการหดตัวมาก ประมาณ 40% สวนการยอยสลายและความทนตอแรงกดมีผลมา

จากระดับการเชื่อมโยงพนัธะ ซึ่งโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบตางๆที่ศึกษาในงานวจิัยนี้ มี

ลักษณะสมบตัิที่เหมาะสมในการใชงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อทั้งสิน้ 

โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพนัธะดวยสารเคมีมีลักษณะสมบัติที่ดีกวาแบบ DHT หลายประการ

ไดแก ระดับการเชื่อมโยงพนัธะ ความทนตอแรงกด และการยอยสลายของโครงเลีย้งเซลล แมวาผลการ

ทดสอบในเซลลจะไมมีความแตกตางอยางมีนัยสาํคัญเนือ่งจากระยะเวลาในการทดสอบสั้น สําหรบัการ

ใชงานจริงในรางกายคาดวาโครงเลี้ยงเซลลแบบ DHT จะยอยสลายไปอยางรวดเร็วดวยเอนไซมคอลลา

จีเนส 32 ยูนติตอมิลลิลิตร สวนการใชสารเคมีในการเชือ่มโยงพันธะพบวาโครงเลีย้งเซลลแบบ DEDC มี

ลักษณะสมบตัิใกลเคียงกับแบบ DGAV และตํ่ากวาแบบ GAS  

ในปจจุบันมีการเชื่อมโยงพนัธะดวย GA เทานัน้ที่ไดรับการยอมรับจากองคการอาหารและยา

จากประเทศสหรัฐอเมริกา (US FDA) ใหใชทางการแพทย เราจึงสนใจศึกษาเปรียบเทียบกระบวนการใช 

GA แบบอบไอเพื่อลดปญหา ความเปนพษิและการตกคางของ GA เนื่องจากใชงานปริมาณมาก, และ

การใชตัวทาํละลายที่มากเกนิไป ผลการทดลองแสดงใหเห็นวาโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานหลัง

ผานกระบวนการเชื่อม โยงพนัธะแบบแช GA และแบบอบไอ GA มีขนาดรูพรุน, ระดับการเชื่อมโยง

พันธะ, และความทนตอแรงกดใกลเคียงกนั แตโครงเลี้ยงเซลลแบบ GAS มคีาครึ่งชีวิตสูงกวาแบบ 

DGAV นอกจากนีโ้ครงเลี้ยงเซลลแบบ DGAV ไดผานการทดสอบความเปนพิษของโครงเลี้ยงเซลลดวย

วิธ ี elution test ตามมาตรฐาน ISO 10993 ดวย โดยสภาวะที่เหมาะสมในการเชื่อมโยงพนัธะแบบแช

และแบบอบไอ GA คือ ใชความเขมขนของ GA 0.06% โดยปริมาตร อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปน
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เวลา 24 ชั่วโมงในที่มืด และใชความเขมขนของ GA 0.0047% โดยปริมาตร อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมงในที่มืด ตามลําดับ การศึกษานี้เปนงานวิจัยแรกที่มีการทดสอบการเชื่อมโยงพนัธะ

แบบอบไอ GA กับโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซานในรายละเอียด 

 

5.2 ขอเสนอแนะ  
เพื่อใหผลการวิจัยนี้สมบูรณยิ่งขึ้น จึงมีแนวทางปรับปรุงและศึกษาเพิม่เติม ดังตอไปนี ้ 

1. ควรทําการทดลองเพื่อคํานวณหา GA:NH2 ใหละเอียดขึ้น ในกระบวนการเชื่อมโยงพันธะ

แบบอบไอ โดยการแปรผันปริมาณของโครงเลี้ยงเซลลเพื่อหาปริมาณ GA ที่เหมาะสม ในการ

เชื่อมโยงพันธะกับหมูเอมีนในโครงเลี้ยงเซลล และลองทํา scale up ใหใหญข้ึน เพื่อทดสอบหา

ปริมาณ GA ตอหมูเอมีนในโครงเลี้ยงเซลล 

2. ควรมีการหาปริมาณแอลดีไฮดที่ตกคางหลังผานการเชื่อมโยงพันธะวาเปนไปตามทฤษฎี

หรือไม ที่ GA:NH2 เชื่อมโยงพันธะกันในอัตราสวน 1:2 

3. ทําการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอโดยไมผานกระบวนการ DHT เปรียบเทียบกับกระบวนการที่

ผาน DHT 

4. ทําการเชื่อมโยงพันธะแบบอบไอ EDC/NHS มาเปรียบเทียบกับโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยง

พันธะแบบอื่นๆดวย 
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ภาคผนวก ก 
ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว,  

และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล 
ตารางที่ ก.1 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล GAS, DGAV ที่ความเขมขน GA 0.06% v/v 

ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ 
 

ตัวอยาง 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

4 องศาเซลเซียส 

GAS 94.50±22.42  6.34±0.18 a 1.86±1.31 a 0.72±0.09 a 27.98±9.25 a 8.94±1.33 a 

DGAV6 86.50±27.93  5.66±0.17 b 12.33±3.74 b 0.55±0.02 b 45.39±2.08 b 10.37±0.38 a 

DGAV12 84.17±21.38  5.54±0.11 b 14.18±3.50 b 0.54±0.02 b 45.85±2.18 b 10.24±0.37 a 

DGAV24 78.75±21.39  5.50±0.10 b 14.83±2.09 b 0.52±0.05 b 48.08±4.67 b 10.66±0.95 a 

DGAV48 75.92±24.34  5.48±0.08 b 15.15±1.69 b 0.44±0.02 c 56.05±2.41 c 12.50±0.71 b 

25 องศาเซลเซียส 

GAS 88.26±27.84 a 6.26±0.05 a 3.04±2.99 a 0.60±0.05 a 40.37±5.19 a 10.56±0.93 a 

DGAV6 84.23±24.06 a 5.38±0.08 b 16.68±2.44 b 0.27±0.02 b 73.35±2.20 b 20.30±1.71 b 

DGAV12 77.72±29.22 a 5.38±0.13 b 16.66±3.51 b 0.25±0.03 b 74.71±2.63 b 21.43±1.94 b 

DGAV24 74.32±25.66 a 5.30±0.10 b 17.90±3.14 b 0.24±0.01 b 75.80±1.08 b 21.95±1.39 b 

DGAV48 26.53±20.07 b 5.24±0.15 b 18.86±2.68 b 0.23±0.03 b 77.46±2.55 b 23.49±2.82 b 

 

a-c แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 

หมายเหตุ GAS คือ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 คือ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA  

ทําการเชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่ ก.2 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล GAS, DGAV ที่ความเขมขน GA 0.06% v/v 

ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ (ตอ) 
 

ตัวอยาง 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

37 องศาเซลเซียส 

GAS 84.45±28.29 a 6.24±0.05 a 3.35±2.87 a 0.55±0.08 a 45.42±8.40 a 11.67±1.95 a 

DGAV6 82.63±23.98 a 5.32±0.11 b 17.62±2.25 b 0.25±0.03 b 74.88±3.33 b 21.46±2.65  b 

DGAV12 81.08±27.72 a 5.28±0.11 b 18.23±2.58 b 0.20±0.02 c 79.55±1.67 b c 26.00±2.75 c 

DGAV24 55.48±26.03 a 5.24±0.23 b 18.84±4.33 b 0.19±0.02 c 80.64±1.80 c 27.33±3.65 c 

DGAV48 22.34±18.94 b 5.04±0.18 b 21.91±4.21 b 0.18±0.02 c 81.61±2.20 c 27.65±2.53 c 

 
a-c แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05  

หมายเหตุ GAS คือ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV6, DGAV12, DGAV24, DGAV48 คือ โครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA  

ทําการเชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 6, 12, 24, และ 48 ชั่วโมง 
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ตารางที่ ก.3 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล GAS, DGAV ที่ความเขมขนตางๆ  
 

ความเขมขนของ 

GA ที่ใช 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

GAS 

0.030%GA 87.67±26.80  6.40±0.07 a 0.90±0.34 a 0.74±0.05 a 25.54±4.98 a 8.63±0.62 a 

0.060%GA 94.50±22.42  6.34±0.18 a b  1.86±1.31 a b 0.72±0.09 a 27.98±9.25 a 8.94±1.33 a  

0.085%GA 100.25±24.58   6.30±0.10 a b  2.42±1.46 a b 0.65±0.05 b 35.46±4.62 a b 9.80±0.71 b  

0.120%GA 105.83±23.83   6.18±0.13 b 4.31±1.96 b 0.57±0.04  c 42.62±3.99  b 10.82±0.84 c 

DGAV 

0.030%GA 75.42±21.78  5.66±0.11 a 12.34±2.88 a 0.59±0.03 a 40.99±3.35 a 9.62±0.59 a 

0.060%GA 78.75±21.39  5.50±0.10 a b 14.83±2.09 a  0.52±0.05 a 48.08±4.67 a b 10.66±0.95 a b  

0.085%GA 84.92±26.92  5.32±0.15 a b 17.60±3.38 b 0.44±0.03  b 56.26±3.49  b c 12.22±0.91  b 

0.120%GA 89.12±27.84  5.18±0.16 b 19.75±3.84 b 0.40±0.05  b 60.33±5.03  c 13.28±2.23 b 

 
a-c แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญระหวางกลุมของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV  ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05 

หมายเหตุ GAS เชื่อมโยงพันธะแบบแชในสารละลาย GA, DGAV เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA  
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ตารางที่ ก.4 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV, และ DEDC 

ปริมาณของแข็งทั้งหมดรอยละ 0.5 และรอยละ 0.8 โดยน้ําหนัก  
 

ตัวอยาง 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w 

GCH 124.17±25.10  6.46±0.15 * 0.00±0.00 0.84±0.02 * 15.81±1.68 * 7.67±0.15 * 

DHT 103.15±28.72  6.34±0.17 * 1.85±1.68 * 0.72±0.04 * 28.17±3.57 * 8.84±0.39 * 

GAS 94.50±22.42  6.34±0.18 * 1.86±1.31 * 0.72±0.09 * 27.98±9.25 * 8.94±1.33 * 

DGAV 78.75±21.39   5.44±0.27 15.75±4.74 0.52±0.05 48.08±4.67 10.57±1.32 

DEDC 75.33±26.47 5.64±0.15 12.67±2.56 0.57±0.08 43.08±7.78 10.04±1.19 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8% w/w 

GCH 140.37±30.36  10.68±0.13 * 0.00±0.00 0.85±0.03 * 15.24±3.16 * 12.61±0.33 * 

DHT 115.28±32.66  10.08±0.26 * 5.60±3.13 * 0.73±0.05 * 27.09±4.91 * 13.88±1.15 * 

GAS 102.87±28.77  10.08±0.19 * 5.62±1.48 * 0.72±0.08 * 27.84±7.99 * 14.11±1.60 * 

DGAV 90.17±21.39 9.54±0.17   10.67±1.06 0.54±0.03 46.16±3.17 17.76±0.99 

DEDC 94.33±27.43 9.56±0.17 10.47±2.32 0.61±0.03 * 39.40±3.27  15.81±0.91  

 
   * แสดงความแตกตางอยางมีนัยสําคัญเทียบกับ โครงเลี้ยงเซลลที่ DGAV ที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05  

หมายเหตุ GCH ไมผานการเชื่อมโยงพันธะ, DHT เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอน, GAS เชื่อมโยงพันธะแบบแช GA ที่ความเขมขน 0.06%GA v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง, 

 DGAV แบบใชความรอนรวมกับอบไอ GAที่สภาวะเดียวกับ GAS ความเขมขน 0.0047% เมื่ออบไอในภาชนะปด, DEDC เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับแชสารละลาย EDC 
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ตารางที่ ก.5 ขนาดรูพรุน, น้ําหนักคงเหลือ, รอยละน้ําหนักที่หายไป, ปริมาตรคงเหลือ, รอยละการหดตัว, และความหนาแนนของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพันธะซ้ําใน 

สารละลายเดิมของโครงเลี้ยงเซลล DGAV 
 

ตัวอยาง 

ขนาดรูพรุนเฉลี่ย 

± SD (ไมโครเมตร) 

น้ําหนักคงเหลือ 

± SD (มิลลิกรัม) 

รอยละน้ําหนัก 

ที่หายไป ± SD 

 

ปริมาตรคงเหลือ 

± SD (มิลลิลิตร) 

รอยละ 

การหดตัว± SD 

ความหนาแนน (มิลลิกรัม

ตอมิลลิลิตร) ± SD 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w 

ครั้งที่ 1 78.75±21.39  5.50±0.10  a 14.83±2.09 a 0.52±0.05 a 48.08±4.67 a 11.29±0.59  a 

ครั้งที่ 2 82.50±26.18  5.52±0.18  a 14.53±2.92 a 0.51±0.02 a 48.94±2.34 a 10.83±0.69  a b 

ครั้งที่ 3 90.65±20.28  5.90±0.16  b 8.66±1.99 b 0.58±0.04 a b  41.56±3.59 b 10.13±0.67  a b 

ครั้งที่ 4 96.08±24.84  5.90±0.16  b 8.61±4.33 b 0.61±0.04 a b 39.44±3.71 b 9.77±0.66  a b 

ครั้งที่ 5 98.84±27.43  6.02±0.13  b 6.78±2.67 b 0.63±0.04 b  36.50±4.32  b 9.51±0.63  b 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8% w/w 

ครั้งที่ 1 90.17±21.39  9.68±0.16 a 9.34±2.47 a 0.49±0.02 a 50.62±2.22 a 19.63±0.70  a 

ครั้งที่ 2 93.70±21.38  9.88±0.13 a b 7.48±1.92 a b 0.51±0.03 a 48.55±3.04 a 19.26±1.32  a 

ครั้งที่ 3 100.74±21.94  9.96±0.17 a b 6.74±0.79  b 0.61±0.03  b 39.16±3.28 b 16.42±1.15  b 

ครั้งที่ 4 104.91±35.44  10.10±0.19 b 5.43±1.23  b 0.63±0.03  b 36.79±2.88 b 16.00±0.80  b 

ครั้งที่ 5 109.50±27.73   10.16±0.19 b 4.85±2.49 b 0.65±0.03  b 34.70±3.23 b 15.59±0.74  b 

 
a-c แสดงความแตกตางระหวางกลุมอยางมีนัยสําคัญเทียบกับโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพนัธะซ้ําในสารละลายเดิมที่ระดับนัยสําคัญ P<0.05  

หมายเหตุ DGAV เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ GA ที่ความเขมขน GA 0.06% v/v อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ทําการเชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ทํา 

การทดลองทั้งหมด 5 ครั้งในสารละลายเดิม สําหรับโครงเลี้ยงเซลล 0.5% w/w เชื่อมโยงพันธะครั้งละ 127 มิลลิกรัม สวนโครงเลี้ยงเซลล 0.8% w/w เชื่อมโยงพนัธะครั้งละ 202 มิลลิกรัม 
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ภาคผนวก ข 
การหาคาความทนตอแรงกด 

 

การหาคาความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่ผานการเชื่อมโยงพนัธะแบบตางๆ 

สามารถหาไดจากคาความชนั (Compressive modulus) ที ่ constant tensile deformation rate 0.5 

มิลลิเมตร/นาท ีในสภาพแหงที ่25 องศาเซลเซียส จากสูตร  

 

Compressive modulus  =  
(%)

)(
strain

kPastress  x 100 

 

การวิเคราะหความทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลทําโดยการหาคาความชนั 

(Compressive modulus) ในตอนเริ่มตนจากกราฟที่ถูก plot ระหวาง strain (%) และ stress (kPa) โดย

เลือกคา strain (%) ที่ 5 ถึง 20 จากขอมลู ซึ่งจะไดคา Young Modulus = 0.26 kPa เปนคาแสดงความ

ทนทานตอแรงกดของโครงเลี้ยงเซลลที่เชือ่มโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกบัอบไอสารละลาย GA 

แสดงดังรูปที ่ข.1  
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ชุดขอมูล4

ชุดขอมูล5

 
รูปที่ ข.1 กราฟแสดงคา Young Modulus ซึ่งหาไดจากคาความชันระหวาง stress กับ strain ของโครงเลี้ยงเซลลที่

เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอสารละลาย GA ที่ความเขมขน 0.06%GA อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 24 ชั่วโมง 
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ตารางที่ ข-1 ตัวอยาง compression stress-strain ของโครงเลี้ยงเซลลที่เชื่อมโยงพันธะแบบใชความรอนรวมกับอบไอ

สารละลาย GA ที่ความเขมขน 0.06%GA อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

 

 
compression stress (Mpa) Compression strain (%) 

1 2 3 4 5 1 2 3 4 5 

0.000965 0.000409 0.000965 0.000824 0.000961 0 0 0 0 0 

0.000961 0.000466 0.001028 0.000788 0.000909 0.215695 0.247374 0.271313 0.242647 0.301948 

0.000909 0.000418 0.00102 0.000862 0.000947 0.439849 0.48687 0.53917 0.490021 0.605844 

0.000947 0.000433 0.001007 0.000904 0.001 0.658364 0.740546 0.803571 0.735819 0.90974 

0.001 0.000462 0.001032 0.000965 0.000965 0.87406 0.981617 1.080069 0.980042 1.211688 

0.000965 0.000737 0.001141 0.000961 0.001028 1.096804 1.222689 1.346197 1.22584 1.517532 

0.001028 0.001575 0.001084 0.000909 0.00102 1.313909 1.473214 1.60887 1.468487 1.815584 

0.001032 0.001412 0.001274 0.000947 0.00106 1.536653 1.719012 1.881912 1.720587 2.127272 

0.001031 0.001414 0.00104 0.001 0.001087 1.753759 1.961659 2.151497 1.960083 2.425323 

0.001032 0.001868 0.001125 0.000965 0.001115 1.969454 2.205881 2.421082 2.20273 2.723375 

0.001141 0.001858 0.001165 0.001028 0.001143 2.195018 2.448528 2.687211 2.453255 3.035064 

0.001084 0.001778 0.001229 0.00102 0.00117 2.414942 2.699053 2.955068 2.700629 3.338959 

0.001274 0.002314 0.001228 0.001007 0.001198 2.627818 2.944852 3.228109 2.938549 3.637011 

0.00104 0.001913 0.001169 0.001032 0.001225 2.851972 3.182772 3.497694 3.185923 3.938959 

0.001125 0.001412 0.001293 0.001141 0.001253 3.070487 3.434872 3.760367 3.431721 4.242855 

0.001165 0.001414 0.001302 0.001084 0.000791 3.287592 3.679095 4.035136 3.675944 4.546751 

0.001229 0.001868 0.00132 0.001274 0.000773 3.507517 3.918591 4.302993 3.921742 4.850647 

0.001228 0.001858 0.001406 0.00104 0.000756 3.726032 4.16754 4.567394 4.162813 5.148699 

0.001169 0.001778 0.001303 0.001125 0.000819 3.950186 4.413338 4.840435 4.41649 5.460387 

0.001293 0.002314 0.001394 0.001165 0.000703 4.165882 4.659136 5.106565 4.657561 5.760387 

0.001302 0.001913 0.00142 0.001229 0.000824 4.382987 4.901784 5.379606 4.898632 6.05649 

0.00132 0.002142 0.001423 0.001228 0.000788 4.607141 5.144431 5.645735 5.149157 6.366231 

0.001406 0.002458 0.001444 0.001169 0.000862 4.827065 5.396531 5.910135 5.396531 6.670127 

0.001303 0.001969 0.001465 0.00121 0.000904 5.041351 5.640754 6.186633 5.636027 6.970127 

0.001394 0.003072 0.001487 0.001219 0.000965 5.262685 5.880249 6.456218 5.880249 7.274022 

0.00142 0.003213 0.001508 0.001229 0.000961 5.48261 6.129199 6.717162 6.126048 7.574022 

0.001476 0.001902 0.001529 0.001239 0.000909 5.699715 6.373421 6.990204 6.373421 7.881814 

0.001403 0.002611 0.001551 0.001248 0.000972 5.92105 6.616068 7.259789 6.619219 8.18571 

0.001465 0.00289 0.001572 0.001258 0.000993 6.138155 6.863442 7.525918 6.858715 8.481814 

0.001558 0.00267 0.001406 0.001267 0.001015 6.362309 7.107665 7.797231 7.112391 8.793502 

0.001566 0.002677 0.001303 0.001277 0.001036 6.578005 7.356614 8.06336 7.353463 9.093502 

0.001535 0.002937 0.001394 0.001287 0.001058 6.7937 7.597685 8.33813 7.594534 9.391554 

0.001565 0.003018 0.00142 0.001296 0.00108 7.019264 7.840332 8.60253 7.845059 9.699347 

0.001597 0.003181 0.001476 0.001306 0.001101 7.239189 8.092433 8.866931 8.090858 10.00324 

0.001629 0.003274 0.001403 0.001316 0.001123 7.453474 8.338231 9.143429 8.333504 10.30519 
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0.001673 0.00312 0.001465 0.001325 0.001144 7.674809 8.576152 9.413014 8.577727 10.60519 

0.00169 0.003273 0.001578 0.001335 0.001166 7.893323 8.825101 9.675687 8.820374 10.90714 

0.001759 0.00351 0.001566 0.001344 0.001187 8.113248 9.069324 9.945271 9.0709 11.21688 

0.001759 0.003234 0.001535 0.001354 0.001209 8.333173 9.313545 10.21486 9.315122 11.51883 

0.001782 0.003381 0.001655 0.001364 0.001231 8.548868 9.56092 10.48271 9.554618 11.81493 

0.001851 0.003673 0.001672 0.00142 0.001252 8.775842 9.801991 10.75403 9.806718 12.12467 

0.001894 0.003887 0.001695 0.001476 0.001672 8.991537 10.05409 11.01843 10.05094 12.42662 

0.001994 0.003691 0.001728 0.001403 0.001695 9.205823 10.29516 11.29665 10.29044 12.72662 

0.002057 0.0039 0.00169 0.001465 0.001728 9.429976 10.53623 11.55933 10.53938 13.03246 

0.002119 0.003914 0.001759 0.001578 0.00169 9.6499 10.78833 11.82373 10.78518 13.33246 

0.002218 0.004158 0.001759 0.001566 0.001759 9.867006 11.03413 12.10022 11.03098 13.64025 

0.001822 0.004122 0.001814 0.001535 0.001759 10.08552 11.27363 12.36981 11.27363 13.94025 

0.001923 0.004228 0.002318 0.001655 0.002003 10.30545 11.51943 12.63248 11.51628 14.24025 

0.002037 0.004306 0.002433 0.001672 0.002058 10.52678 11.76522 12.90207 11.76838 14.54999 

0.002143 0.004262 0.002331 0.001695 0.002071 10.74671 12.00945 13.17165 12.01417 14.85389 

0.002494 0.004643 0.002533 0.001746 0.002133 10.9624 12.25682 13.44124 12.2521 15.14804 

0.002556 0.00458 0.002635 0.001785 0.002218 11.18796 12.49789 13.71082 12.50104 15.45584 

0.002619 0.004583 0.002732 0.001824 0.00224 11.40366 12.74999 13.97522 12.74684 15.76168 

0.002825 0.004609 0.003034 0.001863 0.002297 11.61936 12.99107 14.25345 12.98791 16.05973 

0.002833 0.004672 0.003167 0.001902 0.002354 11.8421 13.23214 14.51785 13.23529 16.36558 

0.003122 0.004792 0.003389 0.001941 0.00237 12.06202 13.48266 14.78052 13.47793 16.66558 

0.003325 0.005048 0.003691 0.00198 0.002378 12.28054 13.73004 15.05529 13.72846 16.97532 

0.003425 0.005249 0.0039 0.002019 0.002465 12.49764 13.97111 15.3266 13.96953 17.27337 

0.003526 0.005451 0.003914 0.002206 0.0025 12.71616 14.21533 15.59101 14.21218 17.57142 

0.003827 0.005351 0.004158 0.002421 0.002562 12.94031 14.45955 15.85886 14.46428 17.88506 

0.004118 0.005553 0.004122 0.002521 0.0026 13.16024 14.70693 16.12845 14.71008 18.18895 

0.004149 0.00554 0.004228 0.002778 0.002645 13.37311 14.95272 16.39976 14.948 18.48311 

0.00422 0.005755 0.004306 0.002883 0.002691 13.59868 15.19222 16.66935 15.19695 18.78895 

0.004365 0.005855 0.004262 0.002884 0.002736 13.81719 15.4459 16.93202 15.44275 19.09285 

0.004545 0.005855 0.004643 0.002891 0.002782 14.03148 15.68854 17.20852 15.68539 19.3948 

0.004416 0.005617 0.004556 0.002875 0.002827 14.25422 15.92804 17.47465 15.93119 19.69869 

0.004546 0.005696 0.004639 0.003007 0.002873 14.47274 16.17856 17.73905 16.17384 19.99674 

0.004547 0.005774 0.004722 0.00311 0.002919 14.69407 16.42279 18.01209 16.42594 20.31038 

0.004627 0.005853 0.004806 0.003113 0.002716 14.91118 16.66701 18.28167 16.66701 20.60843 

0.004698 0.005932 0.004889 0.003235 0.00282 15.12828 16.91123 18.54953 16.90808 20.90648 

0.004789 0.00601 0.004972 0.003242 0.002924 15.35244 17.15545 18.81566 17.16018 21.21622 

0.004837 0.006109 0.005056 0.003229 0.003028 15.57236 17.4044 19.08352 17.40598 21.52012 

0.005014 0.006168 0.005139 0.003335 0.003132 15.78665 17.6502 19.35829 17.64547 21.81817 

0.005024 0.006246 0.005222 0.003288 0.003236 16.00939 17.8897 19.62614 17.89127 22.12012 

0.004965 0.006325 0.005131 0.003414 0.003339 16.22791 18.1418 19.88882 18.13707 22.42402 

0.005115 0.006403 0.005039 0.003486 0.003007 16.44501 18.38445 20.16531 18.38287 22.72986 

0.005153 0.006482 0.005047 0.00355 0.003775 16.66635 18.62394 20.43317 18.62867 23.03376 
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0.005378 0.006656 0.005056 0.003627 0.003821 16.88345 18.87289 20.69584 18.86974 23.32986 

0.005239 0.006464 0.005464 0.003428 0.003878 17.1076 19.11869 20.96888 19.12341 23.64349 

0.00544 0.006772 0.00535 0.003288 0.003911 17.3233 19.36449 21.23674 19.36291 23.94155 

0.004841 0.006797 0.005502 0.003129 0.003984 17.54041 19.60714 21.50805 19.60398 24.2396 

0.004741 0.006875 0.00565 0.002875 0.004088 17.76456 19.84978 21.77418 19.85451 24.54934 

0.004815 0.006859 0.005312 0.003007 0.004118 17.9859 20.10188 22.04031 20.10188 24.85324 

0.005342 0.006937 0.005153 0.00311 0.004149 18.19877 20.34611 22.31508 20.34295 25.15323 

0.005444 0.007502 0.005254 0.003113 0.00422 18.42151 20.5856 22.58467 20.58717 25.45518 

0.004975 0.007209 0.005313 0.003235 0.004365 18.64003 20.83613 22.84561 20.8314 25.75713 

0.004844 0.007172 0.005324 0.003242 0.004545 18.85854 21.08035 23.12038 21.07877 26.06492 

0.004845 0.00725 0.005424 0.003229 0.004416 19.07847 21.32142 23.38824 21.32457 26.36687 

0.005045 0.007329 0.005559 0.003335 0.004546 19.29557 21.57037 23.65437 21.56564 26.66297 

0.005146 0.007407 0.005578 0.003288 0.004547 19.52114 21.81301 23.92568 21.81932 26.97466 

0.005385 0.007485 0.005625 0.003414 0.004627 19.73542 22.06196 24.19181 22.06039 27.27466 

0.004957 0.007563 0.005708 0.003486 0.004698 19.95253 22.30304 24.46658 22.29988 27.57272 

0.004955 0.007634 0.005577 0.00355 0.004789 20.17668 22.54568 24.73098 22.55041 27.88051 

0.005055 0.007472 0.005684 0.003627 0.004837 20.39802 22.79778 24.99538 22.79778 28.1844 

0.005502 0.00748 0.005909 0.003686 0.005014 20.6123 23.04358 25.27188 23.03885 28.4883 

0.005496 0.007588 0.00557 0.003728 0.005024 20.83223 23.2815 25.54319 23.28308 28.7883 

0.005212 0.00768 0.006604 0.003788 0.004965 21.05215 23.53203 25.80413 25.5273 29.0883 

0.005415 0.00778 0.006611 0.003848 0.005129 21.27208 23.77625 26.07545 25.77625 29.39804 

0.005254 0.007881 0.005762 0.003908 0.005199 21.492 24.0189 26.34503 26.02205 29.70193 

0.005313 0.007882 0.005362 0.003967 0.00527 21.7077 24.26627 26.61289 27.26154 29.99609 

0.005324 0.007827 0.005363 0.004027 0.00534 21.93326 24.50734 26.88248 27.51207 30.30583 

0.005342 0.007835 0.005264 0.004087 0.00541 22.14895 24.75944 27.14688 28.75629 30.60973 

0.005156 0.007842 0.005665 0.004147 0.00548 22.36465 25.00051 27.4251 29.41543 30.90778 

0.005158 0.007785 0.005655 0.004207   22.58739 25.24158 27.6895 29.65492   

0.005064 0.008086 0.005866 0.004267   22.80873 25.49368 27.95218 29.9023   

0.005357 0.007887 0.005767 0.004327   23.02443 25.74106 28.2304 30.1481   

0.005258 0.008087 0.005678 0.004387   23.24435 25.97898 28.49998 30.39074   

0.005511 0.007988 0.005769     23.46286 26.22635 28.76266     

0.004959 0.008389 0.005869     23.68561 26.47215 29.03224     

0.00506 0.00849 0.005702     23.90413 26.71638 29.30183     

0.005361 0.007991 0.005709     24.11982 26.96217 29.57141     

0.005462 0.007913 0.005475     24.34538 27.20324 29.841     

0.005662 0.008092 0.005473     24.56108 27.45692 30.10367     

0.005963 0.008193 0.005373     24.77678 27.69799 30.3819     

0.005639 0.007936 0.005574     24.99952 27.93749 30.6463     

0.005365 0.007944 0.005675     25.21944 28.18959 30.9107     

0.005265 0.008395       25.43937 28.43539       

0.005266 0.008496       25.65647 28.67646       

0.005267 0.008597       25.87358 28.92068       
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0.005568 0.008598       26.09773 29.16648       

0.005669 0.008598       26.31766 29.41385       

0.005694 0.008499       26.53053 29.65965       

0.005702 0.0084       26.7561 29.89914       

0.005709 0.008101       26.97461 30.0961       

0.005472         27.19031         

0.005373         27.41164         

0.005687         27.63016         

0.005741         27.85149         

0.005749         28.06859         

0.005976         28.2857         

0.005976         28.51126         

0.006377         28.72978         

0.006478         28.94407         

0.006779         29.16681         

0.006795         29.38674         

0.006803         29.60243         

0.006811         29.82376         

0.006819         30.04087         
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ภาคผนวก ค 
การหาระดับการเชื่อมโยงพันธะจากปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

 
การหาระดับการเชื่อมโยงพนัธะจากการวเิคราะหปริมาณหมูอะมิโนอสิระแลวคํานวณคา

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระที่ลดลงเปนรอยละการวิเคราะหหมูเอมนีอิสระทําไดโดยปฏิกริิยาของ 2,4,6-

trinitro-benzen sulfonic acid (TNBS) โดยมีข้ันตอนดงันี ้ 

 1. ใสโครงเลี้ยงเซลลที่มีน้ําหนัก 5 มิลลิกรัม ลงไปในสารละลายที่ประกอบดวย 1 

มิลลิลิตรของสารละลาย NaHCO
3 
(ความเขมขน รอยละ 0.4 โดยน้ําหนักตอปริมาตร ใน

น้ํากลั่นที่ pH 8.5) และ 1  มิลลิลิตรของสารละลาย TNBS (ความเขมขนรอยละ 0.5 โดย

น้ําหนักตอปริมาตร ในน้ํากลั่น) ซึ่งสารละลาย TNBS นี้ไมสามารถทําเก็บไวใชได

เนื่องจากสารประเภทนี้มีความไวตอแสงสูง จากนั้นใหความรอนที่อุณหภูมิ 40 องศา

เซลเซียส ในอางใหความรอน เปนเวลา 2 ชั่วโมง  

 2. เติมกรดไฮโดรคลอริกความเขมขน 6 N (6N HCl) ปริมาตร 2 มิลลิลิตร และเพิ่ม

อุณหภูมิไปที ่60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 90 นาท ี 

 3. นําสารละลายที่ไดไปเหวี่ยงดวยเครื่อง centrifuge (KUBOTA, ประเทศญี่ปุน) เพื่อแยก

สารละลายใสกับตะกอน เนื่องจากไคโตซานไมละลายในสารละลาย TNBS  

 4. นําสารละลายสวนที่ใสไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 415 นาโนเมตรดวย

เครื่อง spectrophotometer (Thermo Spectronic, Genesys 10UV scanning) เพื่อวัด

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระที่เหลืออยูในโครงเลี้ยงเซลลจากการเปรียบเทียบกับกราฟ

มาตรฐาน  β-alanine จากนั้นจึงนําปริมาณหมูอะมิโนอิสระที่ได ไปคํานวณหาระดับการ

เชื่อมโยงพันธะจากสูตร 

 

       ระดับการเชื่อมโยงพันธะ (%) =      ปริมาณหมูอะมิโนอิสระเริ่มตน - ปริมาณหมูอะมิโนอิสระสุดทาย     x 100 

               ปริมาณหมูอะมิโนอิสระเริ่มตน 
หรือจากสูตร 

       ระดับการเชื่อมโยงพันธะ (%) =        
A

BA −  x 100 

 

โดยที่ A คือ น้าํหนักโครงเลีย้งเซลลกอนเชื่อมโยงพนัธะ x ปริมาณหมูอะมิโนอิสระกอนเชื่อมโยงพนัธะ 

         B คือ น้าํหนักโครงเลีย้งเซลลหลังเชือ่มโยงพันธะ x ปริมาณหมูอะมิโนอิสระหลังเชื่อมโยงพนัธะ 
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รูปที่ ค.1 กราฟแสดงสมการที่ใชในการหาปริมาณหมูอะมิโนอิสระจากความสัมพันธระหวางคาความเขมขนของ  

β-alanine กับคาการดูดกลืนแสง 

 

ตารางที่ ค-1 ปริมาณหมูอะมิโนอิสระและระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV (0.06% v/v) 

ที่อุณหภูมิและเวลาตางๆ 

 
กอนเชื่อมโยงพนัธะ หลังเชื่อมโยงพนัธะ 

ตัวอยาง 

น้ําหนักเริ่มตน  

(มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(ไมโครกรัมกรัมตอมิลลิลิตร) 

น้ําหนักสุดทาย 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(ไมโครกรัมตอมิลลิลิตร) 

ระดับการเชื่อมโยงพันธะ 

 (เปอรเซ็นต) 

4 องศาเซลเซียส 

GAS 6.46±0.15 139.12±2.82 6.34±0.18 56.43±5.13 60.19±5.13 

DGAV6 6.46±0.15 139.12±2.82 5.66±0.17 89.53±3.85 43.62±3.85 

DGAV12 6.46±0.15 139.12±2.82 5.54±0.11 76.30±2.78 52.97±2.78 

DGAV24 6.46±0.15 139.12±2.82 5.50±0.10 66.60±5.88 59.24±5.88 

DGAV48 6.46±0.15 139.12±2.82 5.48±0.08 55.05±3.09 66.43±3.09 

25 องศาเซลเซียส 

GAS 6.46±0.15 139.12±2.82 6.26±0.05 61.92±3.83 56.87±3.83 

DGAV6 6.46±0.15 139.12±2.82 5.38±0.08 94.20±4.98 43.61±4.98 

DGAV12 6.46±0.15 139.12±2.82 5.38±0.13 82.46±7.23 50.64±7.23 

DGAV24 6.46±0.15 139.12±2.82 5.30±0.10 78.06±3.62 53.97±3.62 

DGAV48 6.46±0.15 139.12±2.82 5.24±0.15 70.68±3.75 58.79±3.75 

37 องศาเซลเซียส 

GAS 6.46±0.15 139.12±2.82 6.24±0.05 64.08±6.41 55.51±6.41 

DGAV6 6.46±0.15 139.12±2.82 5.32±0.11 99.15±4.94 41.31±4.94 

DGAV12 6.46±0.15 139.12±2.82 5.28±0.11 92.75±5.18 45.51±5.18 

DGAV24 6.46±0.15 139.12±2.82 5.24±0.23 80.14±4.30 53.27±4.30 

DGAV48 6.46±0.15 139.12±2.82 5.04±0.18 70.05±2.52 60.72±2.52 
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ตารางที่ ค-2 ปริมาณหมูอะมิโนอิสระและระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล GAS และ DGAV (0.06% v/v) 

ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส เชื่อมโยงพันธะเปนเวลา 24 ชั่วโมง ที่ความเขมขนตางๆ 

 
กอนเชื่อมโยงพนัธะ หลังเชื่อมโยงพนัธะ 

ความเขมขน 

ของ GA ที่ใช 

น้ําหนักเริ่มตน 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

น้ําหนักสุดทาย  

(มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

ระดับการเชื่อมโยงพันธะ 

 (เปอรเซ็นต) 

GAS 

0.030%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 6.40±0.07 63.57±5.99 54.73±5.99 

0.060%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 6.34±0.18 56.43±5.13 60.19±5.13 

0.085%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 6.30±0.10 39.82±8.01 72.09±8.01 

0.120%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 6.18±0.13 29.92±5.42 73.43±5.42 

DGAV 

0.030%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 5.66±0.11 83.36±6.86 47.50±6.86 

0.060%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 5.50±0.10 66.60±5.88 59.24±5.88 

0.085%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 5.32±0.15 49.79±11.55 70.53±11.55 

0.120%GA 6.46±0.15 139.12±2.82 5.18±0.16 43.43±8.27 74.97±8.27 

 
 

ตารางที่ ค-3 ปริมาณหมูอะมิโนอิสระและระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล GCH, DHT, GAS, DGAV และ  

DEDC ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w และ 0.8% w/w 

 
กอนเชื่อมโยงพนัธะ หลังเชื่อมโยงพนัธะ 

ตัวอยาง 

น้ําหนักเริ่มตน 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

น้ําหนักสุดทาย 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

ระดับการเชื่อมโยงพันธะ 

(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5%w/w 

GCH 6.46±0.15 139.12±2.82 6.46±0.15 139.12±2.82 0.00±2.82 

DHT 6.46±0.15 139.12±2.82 6.34±0.17 99.46±5.23 29.84±5.23 

GAS 6.46±0.15 139.12±2.82 6.34±0.18 56.43±5.13 60.19±5.13 

DGAV 6.46±0.15 139.12±2.82 5.44±0.27 66.60±5.88 59.69±5.88 

DEDC 6.46±0.15 139.12±2.82 5.64±0.15 72.13±5.91 54.73±5.91 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8%w/w 

GCH 10.68±0.13 138.26±3.35 10.68±0.13 138.26±3.35 0.00±3.35 

DHT 10.68±0.13 138.26±3.35 10.08±0.26 85.37±7.75 41.72±7.75 

GAS 10.68±0.13 138.26±3.35 10.08±0.19 48.30±7.09 67.03±7.09 

DGAV 10.68±0.13 138.26±3.35 9.54±0.17 59.73±6.73 61.41±6.73 

DEDC 10.68±0.13 138.26±3.35 9.56±0.17 68.95±3.41 55.36±3.41 
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ตารางที่ ค-4 ปริมาณหมูอะมิโนอิสระและระดับการเชื่อมโยงพันธะของโครงเลี้ยงเซลล DGAV ที่เชื่อมโยงพันธะซ้ําใน

สารละลายเดิม ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5% w/w และ 0.8% w/w 

 
กอนเชื่อมโยงพนัธะ หลังเชื่อมโยงพนัธะ 

ตัวอยาง 

น้ําหนักเริ่มตน 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

น้ําหนักสุดทาย 

 (มิลลิกรัม) 

ปริมาณหมูอะมิโนอิสระ 

(มิลลิกรัมตอมิลลิลติร) 

ระดับการเชื่อมโยงพันธะ  

(เปอรเซ็นต) 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.5%w/w 

ครั้งที่ 1 6.46±0.15 139.12±2.82 5.50±0.10 66.60±5.88 59.24±5.89 

ครั้งที่ 2 6.46±0.15 139.12±2.82 5.52±0.18 72.76±8.46 55.31±5.90 

ครั้งที่ 3 6.46±0.15 139.12±2.82 5.90±0.16 84.27±7.19 44.68±5.91 

ครั้งที่ 4 6.46±0.15 139.12±2.82 5.90±0.16 94.32±3.58 38.08±5.92 

ครั้งที่ 5 6.46±0.15 139.12±2.82 6.02±0.13 97.03±7.02 35.00±5.93 

ปริมาณของแข็งทั้งหมด 0.8%w/w 

ครั้งที่ 1 10.68±0.13 138.26±3.35 9.68±0.16 59.73±6.73 60.84±6.73 

ครั้งที่ 2 10.68±0.13 138.26±3.35 9.88±0.13 69.86±5.59 53.26±5.59 

ครั้งที่ 3 10.68±0.13 138.26±3.35 9.96±0.17 76.53±11.51 48.38±11.51 

ครั้งที่ 4 10.68±0.13 138.26±3.35 10.10±0.19 77.59±9.81 46.93±9.81 

ครั้งที่ 5 10.68±0.13 138.26±3.35 10.16±0.1  9 84.11±7.42 42.13±7.42 
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ภาคผนวก ง 
การทดสอบจํานวนเซลลสัมพัทธในหองปฏิบัติการ 

 

1. ฆาเชื้อโครงเลี้ยงเซลลทีอ่ยูในจานเพาะเชื้อแบบ 24 หลุม โดยการแชใน ethanol ความเขมขนรอยละ 

70 เปนเวลา 30 นาท ี 

2. ลางโครงเลีย้งเซลลดวยน้าํกลั่นเปนเวลา 3 รอบ รอบละ 15 นาท ี 

3. แชโครงเลี้ยงเซลลใน PBS buffer (pH 7.4) 24 ชั่วโมง เพื่อปรับ pH โครงเลี้ยงเซลล  

4. ปเปต PBS buffer ออก และเติมอาหารเลี้ยงเซลล Dulbecco’s modified eagle medium (DMEM) 

ปริมาตรหลุมละ 350 ไมโครลิตร  

5. ใสเซลล L929 จํานวน 2x104 เซลลตอ 1 หลุม ในจานเพาะเชื้อแบบ 24 หลุม แลวนาํไปบม 

(incubate) ภายในตูที่ม ี5% CO
2 
แลวทาํการนับจํานวนเซลลที่ 5, 48, และ 72 ชั่วโมง ดวยวิธ ีMTT (3-

(4, 5-Dimethylthiazol-2-yl)-2, 5-diphenyltetrazolium bromide) assay [Liu, H. และคณะ 2004]  

6. หลังจากการเพาะเลี้ยงเซลลในโครงเลีย้งเซลลภายในตูที่ม ี 5% CO
2 
แลว จากนั้นลางโครงเลีย้งเซลล

ดวย PBS buffer เพื่อที่จะลางอาหารเลี้ยงเซลลออก  

7. เติมสารละลาย MTT ใน DMEM ที่ปราศจาก phenol red ความเขมขน 0.5 มิลลิกรัม/มิลลิลิตร ลงไป

ในแตละหลุม และบมตอเปนเวลา 30 นาท ี 

8. สาร (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide ใน MTT ซึ่งมีสีเหลืองจะทํา

ปฏิกิริยากับ enzyme mitochondria dehydrogenase ของเซลลที่ยงัมีชีวิต ทําใหเกิดผลึก formazan ซึ่ง

มีสีน้ําเงนิเขม  

10. ทําการลางผลึกฟอรมาซาน (formazan) ดวย dimethyl sulfoxide (DMSO) ผสมกับ glycine buffer 

ในอัตราสวน 9:1  

11. ทาํการวัดปริมาณเซลลสัมพัทธ โดยการวัดจากคาการดูดกลืนแสงของสารละลายดวยเครื่อง 

spectrophoto meter ที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร แลวเปรียบเทยีบปริมาณเซลลที่รอดชีวิตกับ

กราฟมาตรฐานในรูปที ่ง.1 [Liu, H., และคณะ 2004] 
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รูปที่ ง.1 กราฟมาตรฐานของเซลล L929 mouse fibroblast (n = 4) 
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ภาคผนวก จ 
การทดสอบความเปนพิษตอเซลล 

 

ทําการทดสอบตามมาตรฐาน ISO 10993-5 โดยสํานกังานยาและวัตถุเสพติด กรมวิทยาศาสตร 

การแพทย กระทรวงสาธารณสุข 

 

1. นําเซลล L929 mouse fibroblast มาตดัเอาโปรตีนออก (trypsinized) อยางระมัดระวัง จากนั้น

นําไปเจือจางกับอาหารเลี้ยง (Minimum Essential Medium, MEM) ซึ่งประกอบดวยซีรัมจากลูกวัว 

(fetal bovine serum) รอยละ 5 โดยมีความเขมขนของเซลล 2 x 105 เซลลตอมิลลิลิตร 

2. ใสเซลลที่แขวนลอยอยูในอาหารเลี้ยง 750 ไมโครลิตรตอหลุม ในจานเพาะเลี้ยงเชื้อ 24 หลุม จากนั้น

นําไปบมในเครื่องเพาะเชื้อ (incubator) CO2 รอยละ 5 ที่ 37 องศาเซลเซียส ความชื้นสัมพัทธรอย

ละ 95 จนเซลลกระจายตวัไปทั่วๆ 

3.  เติมลําดับการเจือจางลงในแตละหลุมของตัวอยางที่สกดั, ตัวควบคุมเชิงลบ(สารละลาย Zinc 

acetate ความเขมขน 2 ppm) , ตัวควบคุมเชิงบวก(สารละลาย Zinc acetate ความเขมขน 8 ppm)  

4.   นาํทกุหลมุไปบมในเครื่องเพาะเชื้อ ที ่37 องศาเซลเซียส CO2 รอยละ 5 เปนเวลา 48 ชั่วโมง 

5     เซลลในแตละหลุมถกูนาํมาตรวจสอบดวย inverse microscope เพื่อดูการตายของเซลล และนําไป

ประเมินเปนเปอรเซนตการรอดชีวิตของเซลล 

 

ตารางที่ จ.1 ระดับการรอดชีวิตของเซลล 

 
ระดับ กระบวนการ สภาวะของการเลี้ยง 

0 ไมมี ไมมีเซลลตาย 

1 เล็กนอย เซลลตายไมเกินรอยละ 20 ของเซลลทั้งหมด 

2 ไมรุนแรง เซลลตายไมเกินรอยละ 50 ของเซลลทั้งหมด 

3 ปานกลาง เซลลตายไมเกินรอยละ 70 ของเซลลทั้งหมด 

4 รุนแรง เซลลตายเกือบทั้งหมด 

 

[Biological Reactivity Tests, in vitro, 87, ISO 10993-5, 1999] 

 

 

 

 



 104 

ผลการทดสอบความเปนพษิตอเซลลตามมาตรฐาน ISO 10993-5 โดยสํานกังานยาและวัตถุเสพติด 

กรมวิทยาศาสตรการแพทย กระทรวงสาธารณสุข 

 

 

 



 105 



 106 



 107 



 108 

ประวัติผูเขียนวิทยานิพนธ 
 

นายนฤนาท ไชยถาวร เกิดที่จังหวัดสงขลา ในวนัที ่ 2 กันยายน 2526 จบการศึกษาระดับช้ัน

มัธยมศึกษาตอนปลายในป พ.ศ.2544 จากโรงเรียนแสงทองวิทยา สงขลา ในป พ.ศ.2547 จบการศึกษา

ระดับปริญญาบัณฑิต จาก สาขาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร มหาวิทยาลัยสงขลานครินทร 

หลังจากจบการศึกษาในระดับปริญญาบัณฑิต ไดเขารับการศึกษาตอในระดบัปริญญามหาบัณฑิต 

สาขาวิศวกรรมเคมี คณะวิศวกรรมศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย 

 

ผลงานทีม่ีการเผยแพร 

- นฤนาท ไชยถาวร, โศรดา กนกพานนท, ผลของการเชื่อมโยงพนัธะทีม่ีผลตอลักษณะสมบัติของ

โครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน, การประชุมผลงานวจิัยระดับบัณฑิตศึกษาแหงชาติ คร้ังที ่ 7 

วันที่ 4-5 เมษายน พ.ศ. 2550 ณ มหาวทิยาลัยสงขลานครินทร วทิยาเขตสุราษฏรธานี จงัหวัดสุ

ราษฎรธาน ี(อยูในระหวางการจัดทําหนงัสอืรวบรวมบทความ) 

- นฤนาท ไชยถาวร, โศรดา กนกพานนท, ผลของการเชื่อมโยงพนัธะทีม่ีผลตอลักษณะสมบัติทาง

กายภาพของโครงเลี้ยงเซลลเจลาติน-ไคโตซาน, การประชุมวิชาการวิศวกรรมชีวการแพทยแหง 

ชาติ คร้ังที่ 5, วันที่ 8 กรกฎาคม พ.ศ. 2550, กรุงเทพมหานคร หนา, 152-156 
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