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บทที่  1 

บทนํา 

1.1 ความเปนมาและความสําคัญของปญหา 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห (Scaffold) เปนองคประกอบที่สําคัญของวิศวกรรม

เนื้อเยื่อ (Tissue engineering) โดยทําหนาที่เปนโครงใหเซลลเจริญเติบโตเพื่อพัฒนาเปนเนื้อเยื่อ

ที่มีโครงสราง 3 มิติได คุณสมบัติของวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีผลอยางมากตอ

ความสําเร็จของการใชประโยชนในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อโดยเฉพาะอยางยิ่งเมื่อนํามาใชใน

รางกายของมนุษยเพื่อการบําบัดรักษา  เนื่องจากเซลลสามารถตอบสนองตอวัสดุที่เซลลสัมผัสได 

ดังนั้นวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจึงตองมีคุณสมบัติที่ทําใหเซลลหรือรางกายเกิดการ

ตอบสนองในรูปแบบที่ตองการได ในบรรดาวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห วัตถุดิบที่มี

คุณสมบัติทางชีวภาพมีผลตอการตอบสนองของเซลลไดเปนอยางดี ก็คือ Extracellular matrix 

(ECM) ซึ่งไดจากรางกายของสิ่งมีชีวิตเอง 

ECM เปนองคประกอบในเนื้อเยื่อหลายชนิดของรางกาย มีความสําคัญตอการ

ทํางานของเนื้อเยื่อโดยทําหนาที่หลายอยาง เชน ในดานคุณสมบัติเชิงกลทําใหเกิดความยืดหยุน

หรือความแข็งแรงของเนื้อเยื่อ ทําใหเกิดสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลลใน

รางกาย มีสวนชวยในการทํางานของเซลล ทําหนาที่เปนสัญญาณ (Signals) ที่มีผลตอการ

ตอบสนองของเซลล และชวยสงเสริมการทํางานของสารตัวอ่ืนในระบบการทํางานของรางกายได

หลายชนิด ดังนั้น ECM จึงมีคุณสมบัติหลายประการที่เปนประโยชนตอการนํามาใชเปนวัตถุดิบ

สําหรับทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

ECM สามารถสกัดไดจากเนื้อเยื่อหลายชนิดโดยเฉพาะเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน 

(Connective tissue) ซึ่งเปนเนื้อเยื่อที่มี ECM เปนองคประกอบปริมาณมาก   ECM ในเนื้อเยื่อ

เกี่ยวพันหลายชนิด เชน ผิวหนังชั้นหนังแท (dermis) เอ็นยึดกลามเนื้อ (tendon) เอ็นยึดกระดูก 

(ligament) รก (placenta) เปนตน จากสัตวหลายชนิดไดถูกสกัดแยกออกมาเพื่อศึกษา

ประสิทธิภาพในการใชเปนวัตถุดิบสําหรับทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหอยางแพรหลาย  งานวิจัย

สวนมากจะสกัดแยกสารองคประกอบของ ECM บางชนิด เชน Collagen, Hyaluronic acid หรือ 

Glycosaminoglycans (GAGs) มาเปนวัตถุดิบสําหรับทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห  แตเนื่องจาก

สารแตละชนิดตางมีคุณสมบัติและทําหนาที่ตางกัน  การใชสารชนิดหนึ่งทําโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหยอมทําใหไดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่คุณสมบัติจากสารที่ใชเพียงอยางเดียวเทานั้น  
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ขาดคุณสมบัติจากสารองคประกอบของ ECM อ่ืนมารวม  อีกทั้งการสกัดแยกสารองคประกอบ

ของ ECM เพียงชนิดเดียวในรูปสารสกัดบริสุทธิ์ยังเปนการเพิ่มตนทุนของวัตถุดิบและอาจทําให

เกิดการเสื่อมสภาพสูญเสียคุณสมบัติทางชีวภาพจากกระบวนการที่ซับซอนในการสกัด  การใช

สารหลายชนิดที่เปนองคประกอบของ ECM รวมกันยอมทําใหไดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มี

คุณสมบัติที่ซับซอนมากขึ้น  ดวยเหตุนี้จึงมีงานวิจัยสวนหนึ่งที่ใชสารที่เปนองคประกอบของ ECM 

มากกวา 1 ชนิดรวมกันในการใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห โดยการเลือกใชสารที่ตองการบาง

ชนิดในรูปสารบริสุทธิ์แลวนํามาผสมกันในอัตราสวนที่เหมาะสม  วิธีการนี้ถึงแมวาจะทําใหได

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีคุณสมบัติที่ดีเพิ่มข้ึนจากองคประกอบของ ECM แตละชนิดที่ใช  แตก็

ยังคงขาดคุณสมบัติบางประการจากสารใน ECM อีกหลายชนิดที่แยกทิ้งไป  ดังนั้นการใช ECM 

ในรูปสารสกัดอยางหยาบ (Crude extract) ที่ยังคงมีองคประกอบของ ECM อยูคอนขางครบถวน  

ยอมทําใหไดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีคุณสมบัติจากองคประกอบของ ECM แตละชนิดอยาง

ครบถวนดวยเชนกัน 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจาก ECM โดยมีสารองคประกอบของ ECM ใน

เนื้อเยื่ออยางครบถวนและสามารถนํามาใชไดอยางประสบความสําเร็จ ก็คือ หนังแทปราศจาก

เซลล (Acellular dermis) ซึ่งทําจากผิวหนังชั้นหนังแทที่ผานกระบวนการทําใหปราศจากเซลล 

เพื่อใหเหลือแตเพียง ECM ที่เปนองคประกอบในผิวหนังชั้นหนังแทเทานั้น  หนังแทปราศจาก

เซลลสามารถใชเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําหนาที่เปนวัสดุทดแทนผิวหนังไดอยางมี

ประสิทธิภาพและมีการผลิตทางการคาในระดับอุตสาหกรรมเพื่อการใชบําบัดรักษาจริงแลว  

อยางไรก็ตามเนื่องจากหนังแทปราศจากเซลลมี ECM ที่เปนองคประกอบของหนังแทอยาง

ครบถวนและมีการจัดเรียงโครงสรางของ ECM ในรูปแบบของหนังแท  หนังแทปราศจากเซลลจึง

มีความเหมาะสมในการใชเปนวัสดุทดแทนผิวหนังมากกวาการใชเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

สําหรับเนื้อเยื่ออ่ืน  ดวยเหตุนี้เองกระบวนการสกัด ECM จากหนังแทแลวนํามาข้ึนรูปเปนโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหใหมโดยกระบวนการที่ตางกันเพื่อใหไดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ตรงตามความ

ตองการจึงมีความเหมาะสมมากกวาการนําหนังแทปราศจากเซลลมาใชเปนโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหสําหรับเนื้อเยื่ออ่ืนโดยตรง 

ความสําเร็จของวิศวกรรมเนื้อเยื่อจําเปนตองใชโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มี

คุณสมบัติที่เหมาะสม  ECM ซึ่งเปนสารที่มีคุณสมบัติทางชีวภาพที่สําคัญหลายประการและทํา

หนาที่เปนโครงของเนื้อเยื่อในรางกายโดยธรรมชาติอยูแลว  จึงสามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับทํา

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีประสิทธิภาพได  สําหรับแหลงของ ECM ที่มีศักยภาพสูงในการสกัด

นํามาใชก็คือผิวหนังชั้นหนังแทเนื่องจากเปนเนื้อเยื่อเกี่ยวพันที่มี ECM เปนองคประกอบปริมาณ
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มากและเปนอวัยวะที่มีปริมาณมากปกคลุมทั่วทั้งรางกาย  การสกัด ECM จากผิวหนังชั้นหนังแท

แลวนํามาขึ้นรูปเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจําเปนตองมีการศึกษาคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่ได  เพื่อพัฒนาสารสกัดจากผิวหนังเปนวัตถุดิบสําหรับวิศวกรรมเนื้อเยื่อตอไป 

1.2 วัตถุประสงคของการวิจัย 

1. ศึกษาองคประกอบของ Extracellular matrix ในสารสกัดจากผวิหนัง 

2. ศึกษาคุณสมบัติทางกายภาพ ทางกล และทางชีวภาพ ของโครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะห ที่ใชสารสกัดจากผิวหนังเปนวัตถุดิบ 

1.3 ขอบเขตของการวิจยั 

เตรียมสารสกัดจากผิวหนังมาวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนและ Sulfated GAGs 

นําสารสกัดจากผิวหนังมาขึ้นรูปเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแลววิเคราะหคุณสมบัติแตละดาน 

ไดแก โครงสรางรูพรุน ความตานทานแรงกดและการยอยสลายโดยเอนไซม จากนั้นจึงคัดแยก

เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมาวิเคราะหคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดดานตางๆ เพื่อนําเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกที่ไดมาทดสอบกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนัง โดยการ

ทดสอบเพื่อวัดอัตราการเจริญเติบโตและการเกิด Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห 
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บทที่  2 

เอกสารและงานวิจัยที่เก่ียวของ 
 
2.1 แนวคิดและทฤษฎ ี
 

2.1.1 วศิวกรรมเนื้อเยื่อ 
วิศวกรรมเนื้อเยื่อ (Tissue engineering) คือ การสรางเนื้อเยื่อหรืออวัยวะใหม

ข้ึนมา เพื่อวัตถุประสงคตางๆ เชน ทดแทนเนื้อเยื่อหรืออวัยวะที่เสียหาย เสริมอวัยวะที่บกพรอง 

หรือเพื่อการศัลยกรรมความงาม การสรางเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยวิศวกรรมเนื้อเยื่อจําเปนตองอาศัย

องคประกอบหลัก 3 อยาง คือ เซลล โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห (Scaffold) และ สารเหนี่ยวนํา 

(Soluble regulators)  ซึ่งการสรางเนื้อเยื่อทางวิศวกรรมเนื้อเยื่ออาจจําเปนตองใชองคประกอบทั้ง 

3 อยางนี้หรืออาจใชเพียงบางอยางก็ได ทั้งนี้พิจารณาจากความจําเปนในการสรางเนื้อเยื่อแตละ

ชนิดและการนําไปใชงาน  

 

 
 

รูปที่ 2.1 ข้ันตอนโดยทัว่ไปของวิศวกรรมเนื้อเยื่อ 

ที่มา   http://biomed.brown.edu/Courses/BI108/BI108_2007_Groups/group12/ 

TEModelLarge.jpg 
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ข้ันตอนโดยทั่วไปที่เกี่ยวของกับวิศวกรรมเนื้อเยื่อแสดงดังรูปที่ 2.1 โดยเริ่มจาก

ข้ันตอนที่ 1 เปนการคัดแยกเซลลที่ตองการจากเนื้อเยื่อในรางกาย แลวนํามาเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่ม

จํานวน (ข้ันตอนที่ 2)  เมื่อไดจํานวนเซลลที่มากเพียงพอแลวจึงนําเซลลที่ไดเขาสูโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหโดยอาจเติมสารเหนี่ยวนําบางชนิดลงไปดวย (ข้ันตอนที่ 3) จากนั้นจึงนําไปเพาะเลี้ยง

และชักนําใหเกิดการพัฒนาเปนเนื้อเยื่อที่ตองการ (ข้ันตอนที่ 4) สุดทายจึงนําเนื้อเยื่อสังเคราะหที่

สรางไดเขาสูรางกายเพื่อการบําบัดรักษา (ข้ันตอนที่ 5) 

กระบวนการสรางเนื้อเยื่อสังเคราะหข้ึนในหองปฏิบัติการโดยเทคนิคทางวิศวกรรม

เนื้อเยื่ออาศัยการจําลองสภาวะของเนื้อเยื่อในธรรมชาติ เนื้อเยื่อในรางกายประกอบดวยเซลลและ 

Extracellular matrix (ECM) ที่อยูลอมรอบเซลล สัดสวนองคประกอบของเซลลและ ECM ในแตละ

เนื้อเยื่อจะมีสัดสวนที่แตกตางกัน ในเนื้อเยื่อกลุมเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissue) มี ECM 

เปนองคประกอบปริมาณมากในขณะที่เนื้อเยื่อบุผิว (Epithelial tissue) ประกอบดวยเซลลเปนหลกั

และมี ECM เปนองคประกอบอยูนอยมาก ในแตละเนื้อเยื่อมีชนิดของเซลลแตกตางกันเพื่อทํา

หนาที่แตละดานของเนื้อเยื่อแตละอวัยวะ ในรางกาย เซลล  ECM สารตางๆในรางกาย รวมทั้ง

ปจจัยทางกายภาพแตละดาน มีความสัมพันธกันอยางใกลชิด แสดงไดดังรูปที่ 2.2 

 

 
 

รูปที่ 2.2 ความสัมพันธระหวางเซลลกับส่ิงแวดลอมตางๆ ในรางรางกาย 

ที่มา  Nicholas D. Evans และคณะ, 2006 
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  เซลลมีตัวรับสัญญาณ (Receptor) ซึ่งสามารถจับกับโมเลกุลสัญญาณ 

(Signaling molecule) และ Ligand ของสารภายในรางกายได ทําใหเกิดการตอบสนองของเซลล

ในรูปแบบตางๆ  ECM ทําหนาที่เปนโครงรางสําหรับเนื้อเยื่อในธรรมชาติ เปนที่ใหเซลลยึดเกาะเพื่อ

เจริญเติบโตและมีบทบาทในการทํางานของอวัยวะ สามารถดูดซับโมเลกุลของสารไดหลายชนิด 

ทําใหเซลลสามารถจับกับโมเลกุลของสารไดอยางมีประสิทธิภาพ สารตางๆในเนื้อเยื่อมีการ

แลกเปลี่ยนหมุนเวียนตลอดเวลา มีการขนสงสารที่จําเปนตอการดํารงชีวิตของเซลลไปยังเซลลที่

ตองการและมีการกําจัดของเสียที่เซลลไมตองการแลวทิ้งออกไป 

ในการสรางเนื้อเยื่อสังเคราะหในหองปฏิบัติการจําเปนตองใชเซลลมาเพาะเลี้ยง

เพื่อใหพัฒนาเปนเนื้อเยื่อที่ตองการได เซลลที่ใชในวิศวกรรมเนื้อเยื่อโดยทั่วไปมักเปนเซลลจาก

รางกายของผูปวยที่ตองการบําบัดรักษาโดยวิศวกรรมเนื้อเยื่อเองเพื่อปองกันปญหาการตอตาน

เซลลแปลกปลอม เซลลที่ใชอาจเปนเซลลระยะเซลลตนกําเนิด (Stem cells) เซลลโปรเจนิเตอร 

(Progenitor cells) หรือ Differentiated cells  สําหรับ Differentiated cells เปนเซลลที่พัฒนา

อยางสมบูรณแลวและมีหนาที่จําเพาะ  ในรางกายประกอบดวยเซลล Differentiated cells หลาย

ชนิดเปนองคประกอบ ชนิดของ Differentiated cells จะแตกตางกันออกไปตามแตชนิดของ

เนื้อเยื่อ สําหรับเซลลตนกําเนิดเปนเซลลที่มีศักยภาพในการนํามาใชในวิศวกรรมเนื้อเยื่อหลายดาน 

เนื่องจากเปนเซลลที่สามารถแบงตัวเพิ่มจํานวนตัวเองได สามารถเปลี่ยนเปนเซลลชนิดตางๆได

หลากหลาย และสามารถหลั่งสารมากระตุนการซอมแซมเนื้อเยื่อไดดี รายละเอียดของเซลลตน

กําเนิดจะกลาวถึงในหัวขอที่ 2.1.6 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห เปนโครงสราง 3 มิติที่มีรูพรุน ทําหนาที่เปนโครงรางเพื่อให

เซลลเจริญเติบโตแลวเกิดเปนโครงสรางเนื้อเยื่อ 3 มิติได โดยในระหวางที่เกิดกระบวนการสราง

เนื้อเยื่อใหมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจะเกิดการยอยสลายไปดวยในเวลาเดียวกันเพื่อเกิดเปนเนื้อเยื่อ

ที่มีลักษณะเหมือนเนื้อเยื่อปกติในธรรมชาติ เนื่องจากโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหการนําไปใช

จําเปนตองนําเขาสูรางกายและเกิดการยอยสลายเกิดขึ้นดังนั้นวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจึงตองมีความเขากันไดทางชีวภาพ (Biocompatibility) และเมื่อเกิดการยอยสลายแลว

ไมเกิดสารที่เปนพิษหรือเปนอันตรายตอรางกาย วัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจะมีผลตอ

คุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและจะสงผลตอประสิทธิภาพของเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ได 

วัตถุดิบหลายชนิดสามารถใชเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหได ไมวาจะเปนสารสังเคราะหทาง

เคมีซึ่งไดแก พอลิเมอรสังเคราะหตางๆ วัตถุดิบจากธรรมชาติ เชน อัลจิเนต (Alginate) จาก

สาหราย  โปรตีนไฟโบรอิน (Fibroin) จากรังไหม หรือแมแต ECM ซึ่งเปนโครงเนื้อเยื่อในรางกาย

โดยธรรมชาติอยูแลว ในบรรดาวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ECM เปนวัตถุดิบที่มี

คุณสมบัติที่โดดเดนกวาวัตถุดิบชนิดอื่น ซึ่งจะกลาวถึง ECM ในรายละเอียดตอไปในหัวขอที่ 2.1.2 
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ในการบําบัดรักษาโดยใชวิศวกรรมเนื้อเยื่อ วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ใชอาจประกอบดวย

องคประกอบหลักครบทั้ง 3 อยาง (เซลล โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห และสารเหนี่ยวนํา) ก็ไดหรืออาจมี

เพียงองคประกอบใดองคประกอบหนึ่งเพียงอยางเดียว ในเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยเซลลเปนหลัก 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ใชสวนมากประกอบดวยเซลลเพียงอยางเดียว แตในเนื้อเยื่อเกี่ยวพันซึ่งมี ECM 

เปนองคประกอบหลัก ถาเนื้อเยื่อที่ตองการการรักษาเนื้อเยื่อมีความสามารถในการซอมแซมตัวเอง

ไดดี โดยมีเซลลในรางกายที่พรอมจะเขามาซอมแซมเนื้อเยื่อไดอยูแลว วิศวกรรมเนื้อเยื่ออาจใช

เพียงโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห โดยเมื่อนําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเขาสูรางกายแลวเซลลภายใน

รางกายจะเจริญเติบโตเขามาภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเพื่อสรางเนื้อเยื่อใหมข้ึนมาเอง  ไม

จําเปนตองนําเซลลมาเพาะเลี้ยงเพื่อสรางเนื้อเยื่อในหองปฏิบัติการกอนกอนนําไปใช (ตัวอยางเชน 

วิศวกรรมเนื้อเยื่อบุผิว (Epithelial tissue)และวิศวกรรมเนื้อเยื่อผิวหนัง แสดงดังรูปที่ 2.3)  เพื่อ

ประสิทธิภาพในการรักษาที่ดียิ่งขึ้นโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่นําไปใชอาจประกอบดวยองคประกอบ

มากกวา 1 อยาง โดยอาจเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ประกอบดวยสารเหนี่ยวนําหรือยาบางชนิด 

หรือเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ประกอบดวยเซลล หรืออาจมีองคประกอบหลักครบทั้ง 3 อยางก็

ได (ตัวอยางเชน วิศวกรรมเนื้อเยื่อกระดูกออนและวิศวกรรมเนื้อเยื่อกระเพาะปสสาวะ แสดงดังรูป

ที่ 2.4)   

 

   

ก ข 

 

รูปที่ 2.3 วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่มีองคประกอบเดียวในการใชบําบัดรักษา 

  ก  วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยเซลลเพียงอยางเดียว 

  ข  วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเพียงอยางเดียว 

ที่มา  ดัดแปลงจาก Alan J. Russell และ Timothy Bertram (2007) 
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รูปที่ 2.4 วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่มีองคประกอบมากกวา 1 อยางในการใชบําบัดรักษา 

  ก  วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและสารเหนี่ยวนาํ 

  ข  วิศวกรรมเนื้อเยื่อที่ประกอบดวยโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและเซลล 

ที่มา  ดัดแปลงจาก Alan J. Russell และ Timothy Bertram (2007) 
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2.1.2 Extracellular matrix 

Extracellular matrix (ECM) เปนสารที่เซลลสรางขึ้นแลวปลอยออกมานอกเซลล 

เซลลจะหลั่งองคประกอบของ ECM ออกมานอกเซลล หลังจากนั้นองคประกอบเหลานี้จะถูก

ดัดแปลงโมเลกุลและจัดเรียงโครงสรางโดยกระบวนการที่ซับซอนหลายขั้นตอนซึ่งขึ้นอยูกับ ECM 

แตละชนิด  ECM ที่ถูกสรางขึ้นนี้จะเกิดการเปลี่ยนแปลงตลอดเวลาโดยเซลลเพื่อใหเหมาะสมตอ

สภาวะและกิจกรรมทางสรีรวิทยาของเซลล  และในขณะเดียวกันการเปลี่ยนแปลงที่เกิดขึ้นกับ 

ECM ก็มีผลตอการตอบสนองของเซลลดวยเชนกัน 

 

 
 

รูปที่ 2.5 ความสัมพันธระหวาง Extracellular matrix กับเซลลในเนื้อเยื่อของรางกาย 

ที่มา  Linda G. Griffith และ Melody A. Swartz (2006)  

 

Extracellular matrix (ECM) มีความสําคัญตอกลไกการทํางานของรางกายใน

หลายดาน  คุณสมบัติทางกายภาพของ ECM มีผลตอคุณสมบัติเชิงกลของเนื้อเยื่อโดยทําใหเกิด

ความยืดหยุนหรือความแข็งแรงแกเนื้อเยื่อ เปนที่ยึดเกาะและชวยในการเคลื่อนที่ของเซลล  ทําให

เกิดสภาพแวดลอมที่เหมาะสมตอการดํารงชีวิตของเซลลแตละชนิดในรางกาย  ในดานคุณสมบัติ

ทางชีวภาพ ECM มีบทบาทตอการทํางานและการแสดงออกของเซลลโดยทําหนาที่เปนสัญญาณ 
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(Signals) กระตุนการตอบสนองของเซลล รวมทั้งชวยสงเสริมการทํางานของสารออกฤทธิ์ทาง

ชีวภาพที่สําคัญในระบบการทํางานของรางกายไดหลายชนิด (Stephen F. Badylak, 2004) 

นอกจากนี้ยังชวยปองกันอันตรายแกเซลลจากสภาวะแวดลอมที่ไมเหมาะสมจากแรงเชิงกลและ

การเปลี่ยนแปลงทางเคมีของสิ่งแวดลอม (Petreaca M. และ Manuela Martins-Green, 2007) 

ในรางกายมนุษยประกอบดวย ECM หลายชนิด สามารถแบงได 3 กลุม ไดแก

ECM ที่เปนเสนใย (Fibrous ECM) ECM อสัญฐาน (Amorphous ECM) และ ของเหลวนอกเซลล 

(Extracellular fluid) ในบรรดา ECM กลุมตางๆเหลานี้ ECM กลุมที่เปนเสนใยเปนกลุมที่มี

ความสําคัญตอวิศวกรรมเนื้อเยื่อ เนื่องจากโครงสรางที่เปนเสนใยเหลานี้ทําหนาที่เปนโครงของ

เนื้อเยื่อในรางกายโดยธรรมชาติอยูแลว ดังนั้นจึงสามารถใชเปนวัตถุดิบสําหรับเตรียมเปนโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหไดโดยตรงหรือสกัดเปนสารละลายแลวขึ้นรูปเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหใหมได 

สําหรับ ECM ที่มีความสําคัญตอวิศวกรรมเนื้อเยื่อเนื่องจากมีการนํามาใชเปนโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหอยางแพรหลายก็คือ คอลลาเจน (Collagen) 

  

     
 

รูปที่ 2.6 ลักษณะของ Extracellular matrix แตละชนิดซึ่งเชื่อมตอกับโครงสรางของเซลล 

ที่มา  http://kentsimmons.uwinnipeg.ca/cm1504/Image122.gif 
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คอลลาเจน (Collagen) เปน ECM กลุมโปรตีนที่มีปริมาณมากสุดในรางกาย   

ECM ในเนื้อเยื่อเกี่ยวพัน (Connective tissue) ทุกประเภทตางมีคอลลาเจนเปนองคประกอบหลัก  

โครงสรางโมเลกุลของคอลลาเจนเปนพอลิเปปไทด (Polypeptide) 3 สายพันกันเปนเกลียว เรียกวา 

Triple helix  แตละสายพอลิเปปไทดที่ประกอบดวยลําดับกรดอะมิโน 3 ชนิด ตอซํ้ากันเปนสายยาว  

ในลําดับกรดอะมิโน 3 ชนิดที่ตอกันจะประกอบดวยกรดอะมิโนไกลซีน (Glycine) เสมอ สามารถ

แสดงสูตรลําดับของกรดอะมิโนในสายคอลลาเจนไดดังนี้คือ (Gly-X-Y)n โดยที่ Gly หมายถึงกรดอะ

มิโนไกลซีน สวนกรดอะมิโน X และ Y ในสูตร โดยมากมักเปนกรดอะมิโนโพรลีน (Proline) และ 4-

ไฮดรอกซีโพรลีน (4-Hydroxyproline) หรืออาจเปนกรดอะมิโนชนิดอ่ืนซึ่งขึ้นอยูกับคอลลาเจนแต

ละชนิด เมื่อสายพอลิเปปไทด 3 สายพันกัน กรดอะมิโนไกลซีนในแตละสายจะอยูภายในของ

โครงสราง Triple helix เสมอ  4-ไฮดรอกซีโพรลีนในสายพอลิเปปไทดทําใหเกิดพันธะไฮโดรเจน 

(Hydrogen bond) ยึดแตละสายพอลิเปปไทดใน Triple helix (K. Gelse และคณะ, 2003) 

 

 
 

รูปที่ 2.7  การจัดเรียงตวัของคอลลาเจนตั้งแตระดับสายพอลเิปปไทดจนเปนมัดเสนใย

คอลลาเจน 

ที่มา       http://www.azonano.com/images/Article_Images/ImageForArticle_2267(2).jpg 
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การจัดเรียงลําดับกรดอะมิโนในโครงสรางระดับโมเลกุล ทําใหสามารถแบงชนิด

ของคอลลาเจนไดมากกวา 20 ชนิด รูปแบบการรวมกลุมของเสนใยในคอลลาเจนแตละชนิดทําให

เกิดคุณสมบัติที่เหมาะสมในการทําหนาที่ที่ตางกัน ซึ่งสามารถแบงกลุมคอลลาเจนตามหนาที่ได 8 

กลุม ดังตารางที่ 2.1  คอลลาเจนกลุมที่รวมตัวเปนเสนใย (Fibril-forming collagens) เปนกลุมที่

พบมากที่สุด โดยพบมากถึงรอยละ 90 ของคอลลาเจนทั้งหมดในรางกาย ในแตละเนื้อเยื่อจะมี

คอลลาเจนกลุมที่รวมตัวเปนเสนใยตางชนิดกัน เชน ในผิวหนังประกอบดวยคอลลาเจนชนิดที่ 1 

และ 3 เปนองคประกอบหลัก ในกระดูกประกอบดวยคอลลาเจนชนิดที่ 1 และ 5 เปนองคประกอบ

หลัก และในกระดูกออนชนิด Articular cartilage ประกอบดวยคอลลาเจนชนิดที่ 2 และ 11 เปน

องคประกอบหลัก เปนตน 

 

 
 

รูปที่ 2.8 หนาที่ของคอลลาเจนในการสะสมผลึกของ Hydroxyapatite ในเนื้อเยื่อกระดูก 

ที่มา  Andrew T. Taton (2001) 
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ตารางที่ 2.1  ขอมูลคอลลาเจนชนิดตางๆ แสดงกลุมของคอลลาเจนตามหนาที่การทาํงาน 

โครงสรางโมเลกุล ยนีกาํหนดการสราง และ แหลงของเนือ้เยื่อทีพ่บ 

ที่มา  K. Gelse และคณะ, 2003 
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2.1.3 Extracellular matrix ในผิวหนัง  

ผิวหนังเปนอวยัวะที่หอหุมรางกายทั้งหมดเอาไว ถือเปนอวัยวะที่มีขนาดใหญและ

มีน้ําหนักมากที่สุดในรางกาย  ผิวหนังของมนุษยที่เจริญเต็มวัยมีเนื้อทีป่ระมาณ 3,000 ตารางนิ้ว 

ผิวหนังบริเวณสวนตางๆของรางกายมีความหนาไมเทากนั โดยมีความหนาประมาณ 1-4 

มิลลิเมตร โครงสรางของผิวหนงัแบงไดเปน 2 ชัน้ คือ ชัน้หนังกําพรา (Epidermis) และชั้นหนงัแท 

(Dermis) โครงสรางของผิวหนงัแสดงดังรูปที่ 2.9   หนังกําพราประกอบไปดวยเซลลเรียงซอนกัน

เปนชัน้ๆ เซลลที่อยูชัน้ลางลงไปเปนเซลลที่มีการแบงตัวสรางเซลลเพิ่มข้ึนมาดานบน ดานบนสดุ

ของหนงักาํพราปกคลุมดวยเซลลที่ตายซึ่งจะหลุดลอกกลายเปนขี้ไคลหลุดออกไป หนังแทเปนสวน

ของผิวหนังที่อยูชั้นลางเปนเนื้อเยื่อเกี่ยวพนัที่ประกอบดวย ECM เปนจํานวนมาก เนื่องจากผวิหนัง

เปนอวยัวะมีปริมาณมากที่สุดในรางกายอกีทัง้ยังประกอบดวย ECM อยูเปนจาํนวนมาก ดังนั้น

ผิวหนังจงึสามารถใชเปนแหลงของ ECM สําหรับเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสําหรับ

วิศวกรรมเนื้อเยื่อไดเปนอยางดี 

 

            
 

รูปที่ 2.9 โครงสรางของผิวหนังมนุษย 

ที่มา  http://www.nature.com/nature/journal/v445/n7130/images/nature05664-

f1.2.jpg  
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ในผิวหนงัชั้นหนงัแทประกอบดวยโมเลกลุของสารหลายชนิดที่เปนองคประกอบ

ของ ECM  สารที่เปนองคประกอบหลกัของ ECM ในหนงัแท คือ Collagen ชนิดของ Collagen ที่มี

มากที่สุดในหนังแท คือ Type I collagen รองลงมา คือ Type III collagen  สวน Proteoglycans ที่

พบมากในหนงัแท คือ Decorin และ Versican (David A. Carrino และคณะ, 2003)  

Glycosaminoglycans (GAGs) สวนมาก คือ Hyaluronic acid รองลงมาคือ Dermatan sulfate 

โดยมี Chondroitin sulfate และ Heparan sulfate เพียงเล็กนอย  (Shingo Tajima และคณะ, 

1982) ในหนงัแทแตละบริเวณจะมีองคประกอบของ ECM ที่คลายคลงึกนั แตจะมีความแตกตาง

กันดานปริมาณขององคประกอบบางชนดิในผิวหนงัของเพศชายและเพศหญงิ และมีการ

เปลี่ยนแปลงของ ECM ในแตละชวงอายุของมนษุย ปริมาณองคประกอบของสารแตละชนิดใน

ผิวหนังแสดงดังตารางที่ 2.2 

 

สารองคประกอบของ ECM 

ที่พบในผิวหนงัชั้นหนังแท 

ปริมาณ 

(ไมโครกรัม/มก. น้ําหนักแหง) 

Total protein 857.25 

Collagen 598.50 

Total GAGs 5.05 

Hyaluronic acid 3.02 

Dermatan sulfate 2.02 

D-Glucose 1.82 

D-Glucosamine 2.78 

D-Galactose 3.45 

D-Galactosamine 0.38 

D-Mannose 1.92 

 

ตารางที่ 2.2 ปริมาณสารที่เปนองคประกอบของ ECM ในผิวหนงัชั้นหนงัแท   

ที่มา ดัดแปลงจาก (Shingo Tajima และคณะ, 1982)  

 

ในแตละระดับความลึกของผวิหนังชัน้หนงัแท จะม ีECM ที่เปนองคประกอบ

แตกตางกนัเลก็นอย  หนงัแทชั้นบนประกอบดวนเสนใย Collagen เสนบางละเอียดกวาหนังแทที่

อยูชั้นลางลงไป (Shingo Tajima และคณะ, 1982) สําหรับสัดสวนของ Type I collagen และ 
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Type III collagen ในแตละระดับความลกึของหนังแท ไดถูกศึกษาโดย Ervin H. Epstein และ Neil 

H. Munderloh (1978) จากตัวอยางผิวหนงัมนษุยบริเวณหนาทองจํานวน 5 คน พบวาในทุกระดับ

ความลึกของหนงัแทมีสัดสวนของ Type I collagen และ Type III collagen เทากนั โดยพบ Type 

I collagen รอยละ 81 ถึง 90 และพบ Type III collagen รอยละ 10 ถึง 19   แตบริเวณหนังแทที่

ติดกับหนงักาํพราและบริเวณรอบ Skin appendages มีปริมาณ Type III collagen หนาแนนกวา

บริเวณอื่น  ผลการศึกษาของ Shingo Tajima และคณะ (1982) ก็ยืนยนัเชนกนัวาสัดสวนของ 

Type I collagen และ Type III collagen ไมแตกตางกนัในแตละระดับความลึกของหนงัแท  

รวมทัง้ไมพบความแตกตางของปริมาณ Noncollagenous glycoproteins ในแตละระดับความลกึ

ของหนงัแทดวยเชนกัน  แตองคประกอบของ ECM ที่แตกตางกันในหนังแทชั้นบนกบัหนงัแทที่อยู

ชั้นลางลงมา คือ ปริมาณ Glycosaminoglycans (GAGs) ซึ่งพบหนาแนนในหนังแทชั้นบน

มากกวา  และมีสัดสวนปริมาณของ Hyarulonic acid ตอปริมาณของ Dermatan sulfate มากกวา

ดวย 

 

 
รูปที่ 2.10   การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ Glycosaminoglycans (วิเคราะหจากปริมาณ 

Uronic acid ซึ่งเปนองคประกอบหลกั) ในแตละชวงอายุของมนษุย 

ที่มา  Raul Fleischmajer และคณะ (1972) 
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Raul Fleischmajer และคณะ (1972) พบวา ในมนุษย รวมทั้งสัตวอีกหลายชนิด 

เชน สุกร โค และ ไก ตางม ีGlycosaminoglycans (GAGs) ที่เปนองคประกอบหลกัของหนังแท 

เปน Hyaluronic acid และ Dermatan sulfate สําหรับ Chondroitin-4-sulfate และ Chondroitin-

6-sulfater พบในหนังแทเพยีงปริมาณเล็กนอย ในทารกแรกเกิดชั้นหนงัแทจะมี GAGs เปนปริมาณ

มากซึง่จะลดลงอยางมนีัยสําคัญในวยัเด็ก เมื่อเจริญวัยขึ้นปริมาณ GAGs ในหนงัแทจะมีปริมาณ

คอนขางคงที่จนถงึวัยกลางคน และหลังจากนัน้เมื่อเขาสูวัยชราปริมาณ GAGs จึงลดลงตามอายุที่

มากขึ้น การเปลี่ยนแปลงของปริมาณ Glycosaminoglycans (วิเคราะหจากปริมาณ Uronic acid 

ซึ่งเปนองคประกอบหลกั) ในแตละชวงอายุของมนษุย แสดงดังรูปที ่2.10 

สําหรับปริมาณของ Mucopolysaccharide ในผิวหนัง จากการศึกษาของ John 

Fabianek และคณะ (1965) ซึ่งไดศึกษาปริมาณ Mucopolysaccharide ในผิวหนังของมนุษย 

กระตาย แมว หน ูและ หนูตะเภา ดวยวธิกีารวิเคราะหปริมาณ Uronic acid โดยวิธี Carbazole 

method  พบวาในผวิหนงัของสัตวที่ศกึษาทุกชนิดมีปริมาณ Uronic acid อยูในชวง 800 – 1,100 

ไมโครกรัม/กรัม ผิวหนงัแหง และมี Hyaluronic acid รอยละ 55 – 65 ของปริมาณ Uronic acid ใน

ผิวหนัง   ในสตัวแตละชนิด Uronic acid ทั้งหมดทีพ่บในผิวหนงัมีปริมาณของ Heparin แตกตาง

กัน ในผิวหนังหนูม ีHeparin รอยละ 15  ผิวหนังแมวมีรอยละ 10 สําหรบัในผิวหนงัของมนษุยและ

กระตายพบในปริมาณที่นอยมาก ในขณะที่ในผวิหนังของหนูตะเภา วิเคราะหไมพบ Heparin ใน

ผิวหนัง  ซึง่สอดคลองกับการศึกษาของ John Fabianek และคณะ (1965) ที่พบวาในผิวหนงัของ

มนุษยมีปริมาณ Uronic acid เทากับ 828 ± 229 ไมโครกรัม/กรัม ผิวหนังแหง ซึ่งในจาํนวนนี้เปน 

Hyaluronic acid รอยละ 55  Chondroitin รอยละ 41 และ Heparin รอยละ 3.9 
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รูปที่ 2.11  ECM ที่พบในผิวหนังแสดงใหเหน็จากการยอมทางเนื้อเยื่อวิทยา (Histology) 

  ก  คอลลาเจน ติดสีน้ําเงินจากการยอมโดยดวย Masson’s Trichrome  

      ที่มา  http://msjensen.cehd.umn.edu/1135/Worksheets/Histology/ 

                             CollagenBlueSkin.JPG 

ข  Elastic fiber ติดสีน้ําตาลเขมจากการยอมดวย van Gieson & Elastin stain 

    ทีม่า http://www.lab.anhb.uwa.edu.au/mb140/ 

 ค Lumican ติดสีเขียวเรืองแสงจากการยอมดวย Immunofluorescent stain 

   ที่มา  Gilles Pauly และคณะ (2008) 

ง  Decorin ติดสีเขียวเรืองแสงจากการยอมดวย Immunofluorescent stain  

    ทีม่า Denys N. Wheatley และคณะ (2004) 
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2.1.4 กระบวนการเตรยีมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห  
  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสามารถเตรียมจากวัตถุดิบไดหลากหลายชนิด มีสถานะ

และคุณสมบัติทางกายภาพตางกัน แตโดยทั่วไปวัตถุดิบเร่ิมตนสําหรับเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหมักอยูในรูปของสารละลาย ซึ่งเปนรูปที่งายตอการเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มี

รูปรางไดหลากหลายตามความตองการ สําหรับกระบวนการเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสามารถ

ทําไดหลายวิธีซึ่งแตละวิธีมีขอดีขอเสียแตกตางกัน สามารถสรุปไดดังตารางที่ 2.3 วัตถุดิบแตละ

ชนิดมีความเหมาะสมตอกระบวนการขึ้นรูปที่ตางกันซึ่งจําเปนตองเลือกใชตามความเหมาะสม 

สําหรับวัตถุดิบซ่ึงเปนวัตถุดิบจากธรรมชาติ โดยเฉพาะพวก ECM วิธีการขึ้นรูปโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่นิยมใชที่ สุดคือการขึ้นรูปโดยกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็งเนื่องจากเปน

กระบวนการที่ไมใชสารเคมีที่เปนอันตรายและไมใชสภาวะที่รุนแรง ทําใหสามารถรักษาคุณสมบัติ

ของ ECM ไวไดมาก 

กระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง (Lyophilization หรือ Freeze-drying) เปน

กระบวนการทําใหแหงโดยการระเหิดตัวทําลายออกจากตัวอยางในขณะที่ตัวอยางอยูในสภาพ

เยือกแข็ง ในกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็งสารละลายตัวอยางตองนําไปแชแข็งจนแข็งตัวกอน

แลวจึงทําการระเหิดตัวทําละลายออกไปโดยใชสภาวะความดันสุญญากาศ โดยใชหลักการการ

เปลี่ยนสถานะของสารจากการเปลี่ยนแปลงอุณหภูมิและความดันซึ่งมีสัมพันธกันดังรูปที่ 2.12  

 

 
 

รูปที่ 2.12  กราฟความสมัพันธระหวางอุณหภูมิและความดันตอการเปลี่ยนสถานะของน้ํา 

ที่มา  http://astronomy.swin.edu.au/cosmos/S/Sublimation 
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ตารางที่ 2.3  เปรียบเทยีบขอดีและขอเสียของแตละกระบวนการที่ใชในการขึน้รูปโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห  

ที่มา  Shoufeng Yang และคณะ (2001) 

 

ทุกขั้นตอนของกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็งมีผลตอลักษณะของโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่ไดตั้งแตอุณหภูมิที่ใชในการแชแข็งรวมถึงอัตราการลดอุณหภูมิมีผลตอลักษณะและ

ขนาดผลึกของตัวทําละลายซึ่งจะสงผลอยางมากตอลักษณะของรูพรุนของโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่

ได จากการศึกษาโดย Dai-Chian Chen และคณะ (2006) พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก

คอลลาเจนที่เตรียมโดยการแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซียสกอนทําแหงแบบเยือกแข็ง มีรูพรุน
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ลักษณะ Polygonal ขนาดประมาณ 148±33 ไมโครเมตร และถาแชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศา

เซลเซียสกอนทําแหงแบบเยือกแข็ง รูพรุนที่ไดจะมีลักษณะเรียวและมีขนาดใหญข้ึนอยางมี

นัยสําคัญ โดยมีขนาดประมาณ 238±135 ไมโครเมตร และมีขนาดรูพรุนไมสม่ําเสมอมากกวา (รูป

ที่ 2.13) 

 

 

ก ข 

ค ง 

 

รูปที่ 2.13  ลักษณะรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนที่เตรียมโดยกระบวนการ

ที่ตางกัน 

ก และ ข แชแข็งที่อุณหภูม ิ-20 องศาเซลเซียส กอนทาํแหงแบบเยือกแข็ง 

    และ ไมเชื่อมขวางโมเลกลุ 

ข  แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส กอนทําแหงแบบเยือกแข็ง 

    และ เชื่อมขวางโมเลกุลโดยใช Glutaraldehyde 

ค  แชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส กอนทําแหงแบบเยือกแข็ง 

    และ ไมเชื่อมขวางโมเลกลุ 

ง  แชแข็งที่อุณหภูมิ -80 องศาเซลเซยีส กอนทําแหงแบบเยือกแข็ง 

    และ ไมเชื่อมขวางโมเลกลุโดยใช Glutaraldehyde 

ที่มา  Dai-Chian Chen และคณะ (2006) 
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2.1.5 คุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหตอการตอบสนองของเซลล 
 

โครงสรางรูพรุน (Pore structure) 

ขนาดของรูพรุน (Pore size) ถูกกําหนดจากหลายปจจัย โดยขนาดของเซลลเปน

ปจจัยกําหนดขนาดเล็กสุดของรูพรุนเพื่อใหเซลลสามารถเคลื่อนที่เขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหได 

ขนาดรูพรุนที่เหมาะสมสําหรับเนื้อเยื่อแตละชนิดมีการศึกษาจากหลายแหลง ซึ่งพอจะสรุปไดดังนี้ 

สําหรับการเกิดหลอดเลือดใหม (Neovascularization) ขนาดรูพรุน 5 ไมโครเมตร, เซลล 

Fibroblast ขนาดรูพรุน 5-15 ไมโครเมตร, เซลล Hepatocyte ขนาดรูพรุน 20 ไมโครเมตร, สําหรับ

การสรางใหม (Regeneration) ของผิวหนัง ขนาดรูพรุน 20-125 ไมโครเมตร, การเกิด Osteoid 

ขนาดรูพรุน 40-100 ไมโครเมตร และ การเจริญของเนื้อเยื่อ Fibrovascular tissue ขนาดรูพรุนควร

ใหญกวา 500 ไมโครเมตร เปนตน (Shoufeng Yang และคณะ, 2001) 

  O’Brien F. J. และคณะ (2005) พบวาขนาดของรูพรุนในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

จากคอลลาเจนและ Chondroitin-6-sulfate มีผลตอการยึดเกาะของเซลล MC3T3 Osteogenic 

cells โดยเมื่อขนาดของรูพรุนมีขนาดใหญข้ึนการยึดเกาะของเซลลจะลดลงอยางมีนัยสําคัญ เมื่อ

เปรียบเทียบการยึดเกาะของเซลลหลังนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อแลวเพาะเลี้ยงนาน 24 ชั่วโมงและ 

48 ชั่วโมง พบวาในโครงเนื้อเยื่อที่มีขนาดรูพรุนเทากันจํานวนเซลลที่ยึดเกาะที่ 24 และ 48 ชัว่โมง มี

จํานวนไมแตกตางกันทางสถิติ (รูปที่ 2.14) 
 

 
 

รูปที่ 2.14  กราฟความสมัพันธระหวางขนาดของรูพรุนและการยึดเกาะของเซลลในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนและ Chondroitin-6-sulfate 

ที่มา  O’Brien F. J. และคณะ (2005) 
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จากการศึกษาของ Kuboki Y. และคณะ (2001) พบวาขนาดของรูมีผลตอรูปแบบ

กระบวนการสรางเนื้อเยื่อไดดวย โดยเมื่อใชโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก Hydroxyapatite ที่มี

โครงสรางแบบรังผึ้ง (Honeycomb-shaped scaffold) ฝงเขาไปในกระดูก ในกรณีที่ขนาดของรูมี

เสนผานศูนยกลางขนาดเล็ก (90-120 ไมโครเมตร) จะเกิดการสรางกระดูกออนกอนแลวจึงเกิดการ

สรางกระดูก สวนในกรณีที่ขนาดของรูมีเสนผานศูนยกลางขนาดใหญ (ประมาณ 350 ไมโครเมตร) 

จะเกิดการสรางเนื้อเยื่อกระดูกโดยตรงโดยไมเกิดการสรางกระดูกออนกอน 

ปริมาณรูพรุน (Porosity) จํานวนมากเพิ่มพื้นที่ผิวในการยึดเกาะและเจริญเติบโต

ของเซลล สําหรับอวัยวะที่มีกิจกรรมทางเมตาบอลิซึม (Metabolic activity) สูง เชน ตับ และ ตับ

ออน โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจําเปนตองมีปริมาณรูพรุนจํานวนมากเพื่อใหเกิดการถายเทมวลของ

สารไดอยางรวดเร็ว นอกจากนี้รูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหควรมีความเชื่อมโยงของรูพรุน

(Pore interconnection) เพื่อใหเซลลสามารถเจริญเติบโตเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหไดอยาง

ทั่วถึงและเกิดการถายเทมวลสารเขาออกไดสะดวก (Shoufeng Yang และคณะ, 2001) 
 

 คุณสมบัติทางกล (Mechanical property) 

 คุณสมบัติทางกลที่สําคัญของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหคือ ความแข็งแรง โครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหตองมีความแข็งแรงอยางนอยพอที่จะคงรูปอยูไดจนถึงขั้นตอนการนําเขาสู

รางกาย ในเนื้อเยื่อที่มีหนาที่เกี่ยวของกับการรับแรงปริมาณมาก เชน กระดูก และ กระดูกออน 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหอาจมีความแข็งแรงที่สูงพอที่จะรับแรงเหลานี้ไดหรือถาไมสามารถตานทาน

ตอแรงที่สูงมากไดก็จําเปนตองอาศัยวัสดุหรืออุปกรณอ่ืนในการรับแรงแทน 

 นอกจากคุณสมบัติทางกลของโครงเนื้อเยื่อจะมีความสําคัญตอการรับตางๆที่มา

กระทําแลว คุณสมบัติทางกลของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหยังมีผลตอการตอบสนองของเซลลดวย 

เนื่องจากเซลลมีกลไกในการรับรูตอแรงที่กระทําตอเซลลรวมทั้งคุณสมบัติทางกลของวัสดุที่เซลล

สัมผัสไดและจะมีการสงสัญญาณเขาสู เซลลเพื่อกระตุนการตอบสนองของเซลลตอไป ซึ่ง

กระบวนการดังกลาวนี้ เรียกวา Mechanotransduction ซึ่งโดยทั่วไปเมื่อตัวรับสัญญาณที่เยื่อหุม

เซลลไดรับแรงแลวจะเกิดการสงผานแรงผานทาง Cytoskeleton เขาสูภายในเซลล หลังจากนั้นจึง

เกิดการกระตุนการทํางานของโมเลกุลสงสัญญาณตอเนื่องเปนลําดับในรูปแบบของ Signal 

transduction  ภาพแสดงตัวอยางของ Mechanotransduction ที่เกิดขึ้นภายในเซลล แสดงดังรูปที่ 

2.15 (Wayne A. Orr และคณะ, 2006) 
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รูปที่ 2.15 กระบวนการ Mechanotransduction ในการตอบสนองตอคุณสมบัติทางกลของ

วัสดุที่เซลลสัมผัส 

ที่มา http://www.bio.miami.edu/~cmallery/255/255chem/255chemistry.htm 

 

Adam J. Engler และคณะ (2006) แสดงใหเห็นวาความแข็งของวัตถุที่เซลล

เจริญเติบโตมีผลตอรูปรางและการเกิด Differentiation ของเซลลตนกําเนิดไดโดยไมตองอาศัยสาร

ในการเหนี่ยวนํา โดยพบวาเมื่อเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดบนภาชนะเพาะเลี้ยงที่เคลือบดวยคอลลา

เจน ซึ่งมีคา Elasticity ประมาณ 0.1 – 1 กิโลปาสคัล ใกลเคียงกับสมอง พบวาเซลลตนกําเนิดมี

การสรางแขนงของเซลลเพิ่มข้ึนใกลเคียงกับลักษณะของเซลล Neuron  เมื่อเพิ่มคา Elasticity เปน 

8 – 17 กิโลปาสคัล ใกลเคียงกับกลามเนื้อลาย (Striated muscle) จะทําใหเซลลมีรูปรางคลาย

กระสวย (Spindle shape) ใกลเคียงกับลักษณะของเซลล Myoblast  และเมื่อคา Elasticity 

เพิ่มข้ึนเปน 25 – 40 กิโลปาสคัล ใกลเคียงกับคอลลาเจนที่เกิดการเชื่อมขวางโมเลกุล 

(Crosslinked collagen) ของ Osteoid จะทําใหเซลลตนกําเนิดมีรูปรางแบบ Polygonal shape 

คลายลักษณะของเซลล Osteoblast จากการตรวจสอบพบวาเซลลเกิด Specification เพื่อเปน

เซลลแตละชนิดตามลําดับ แตภายในสัปดาหแรกเซลลยังสามารถเกิด Reprogramming ได แต

หลังจากนั้นแลวเซลลจะเกิด Differentiation และไมสามารถเกิด Reprogramming ได 
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รูปที่ 2.16  Elasticity ที่เหมาะสมตอเซลลตนกําเนิดในการเปลี่ยนรูปรางและเกิด 

Specification เพื่อเปนเซลลชนิดตางๆ 

ที่มา  Adam J. Engler และคณะ, 2006 
 

  การตอบสนองทางชวีภาพ 

  ECM สามารถเกิดอันตรกิริยากับ Receptor บนเยื่อหุมเซลลไดอยางจําเพาะ ทํา

ใหเกิดการสงสัญญาณ (Signal transduction) ไปยังโมเลกุลตางๆในไซโทพลาสซึม เกิดการสง

สัญญาณผานทาง Cytoskeleton ไปยังนิวเคลียส ซึ่งทําใหเกิดการแสดงออกของยีนแลวทําใหเกิด

การแสดงอออกของยีนซึ่งจะมีผลตอพฤติกรรมของเซลลตามแตชนิดของอันตรกิริยาที่เกิดขึ้น เชน 

กระตุนการยึดเกาะ การเคลื่อนที่ การเจริญเติบโต การเกิด Differentiation รวมถึงทําใหเกิด 

Apoptosis (Petreaca M. และ Manuela Martins-Green, 2007)  กลไกการตอบสนองของเซลล

ตอ ECM เปนแบบจําเพาะเจาะจงในลักษณะของ Signaling pathways  โดยโมเลกุลของ ECM ทาํ

หนาที่เปน Ligand ที่สามารถจับกับ Receptor ที่เยื่อหุมเซลลไดอยางจําเพาะ   Receptor ที่

เกี่ยวของ ไดแก Focal adhesion kinase (FAK), Extracellular-signal-regulated kinases 

(ERKs) และ Mitogen-activated protein kinases (MAPKs) บางชนิด เปนตน การตอบสนองของ
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เซลลตอสัญญาณที่มากระตุนทําใหเกิดการตอบสนองไดหลายระดับต้ังแตระดับเซลลจนถึงการ

แสดงออกในระดับยีน (Nancy J. Boudreau and Peter Lloyd Jones, 1999)    

  Receptors ที่เยื่อหุมเซลลที่สําคัญที่ทําใหเกิดการตอบสนองตอ ECM ได เชน 

Integrins และ Transmembrane proteoglycans  การจับกันระหวาง Integrins และ ECM มี

หลายระดับตั้งแตระดับที่มีความจําเพาะเจาะจงอยางมากไปจนถึงการจับกันอยางไมจําเพาะ

เจาะจง  Syndecan ซึ่งเปน Transmembrane proteoglycans สามารถจับกับ ECM ที่โมเลกุลของ 

Chondroitin sulfate และ Heparan sulfate แลวกระตุนการทํางานของ Rho GTPases  

(Petreaca M. และ Manuela Martins-Green, 2007) 

 

 
 

รูปที่ 2.17 การรับสัญญาณ ECM ของเซลลผานทาง Integrins ที่เยือ่หุมเซลล  

ที่มา  Kyle R. Legate และคณะ (2006) 

 

ECM มีความสําคัญตอกระบวนการ differentiation ของเซลลในการเกิดเนื้อเยื่อ

แตละชนิด ตั้งแตเร่ิมตนกระบวนการพัฒนาเนื้อเยื่อของสิ่งมีชีวิตในระยะเอมบริโอจนกระทั่งเมื่อ

รางกายเจริญเติบโตเต็มที่ ECM ก็มีบทบาทตอกระบวนการทํางานตางๆ ของเซลล  เมื่อรางกาย

ไดรับบาดเจ็บ ECM ที่สรางขึ้นในบริเวณเนื้อเยื่อที่บาดเจ็บนั้นก็มีสวนชวยสงเสริมกระบวนการ

ซอมแซมของรางกาย เชน สงเสริมการเคลื่อนที่ของเซลลที่จําเปนในการสรางเนื้อเยื่อใหม และ 

กระตุน differentiation ของเซลลเพื่อใหเกิดเปนเนื้อเยื่อกลับคืนดังเดิม 
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ในกระบวนการซอมแซมกระดูกที่ไดรับความเสียหาย    Osteoblastic cells ที่

เคลื่อนที่เขามาจะเพิ่มจํานวนตัวเองพรอมทั้งสราง type I Collagen หลังจากที่ Collagen ไดถูก

สรางขึ้นแลวจะเกิดการกระตุนใหเซลลที่เคลื่อนที่เขามาเกิด Osteogenic differentiation เพื่อสราง

เนื้อเยื่อกระดูกที่เสียหาย  ความสําคัญของ Collagen ในกระบวนการ Osteogenic differentiation 

สามารถยืนยันไดจากงานวิจัยของ Yasuhiro Takeuchi และคณะ (1996) ซึ่งพบวากระบวนการ 

Osteogenic differentiation ของเซลล Osteoblastic MC3T3-E1 สามารถถูกยับยั้งไดถา

เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงที่เติมสารยับยั้งการสังเคราะห Collagen  

 

 
 

รูปที่ 2.18 ลําดับกรดอะมิโนของ ECM ทีท่ําหนาทีเ่ปนสัญญาณกระตุนการตอบสนองของ

เซลลในรูปแบบตางๆ 

ที่มา  Jeffrey A. Hubbell (2007) 

 

ECM มีบริเวณจําเพาะในโมเลกุลที่ทําหนาที่ทางชีวภาพได เชน ใน Laminin และ 

Tenascin-C มีบริเวณ EGF-like repeats ที่สามารถจับและกระตุนการทํางานของ EGF receptor 

(EGFR) ได ในขณะที่ Decorin มีบริเวณ Leucine-rich repeats ที่ทําหนาที่จับและกระตุน EGFR 

(Petreaca M. และ Manuela Martins-Green, 2007) 
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ECM มีคุณสมบัติในการจับกับโมเลกุลสัญญาณ (Signaling molecules) เชน 

Growth factors, Cytokines รวมทั้งสารตางๆ ไดดี สําหรับในเนื้อเยื่อกระดูก ECM สามารถจับกับ

ผลึกแคลเซียมทําใหเกิดการสะสมแคลเซียมในกระบวนการสรางเนื้อเยื่อกระดูกไดดวย ดังนั้น ECM 

จึงทําหนาที่เสมือนเปนแหลงสะสมของสารสําคัญภายในเนื้อเยื่อตางๆ  ECM บางชนิดสามารถจับ

กับ Growth factors ไดอยางจําเพาะ ทําให Growth factors สามารถออกฤทธิ์ตอเซลลในบริเวณ

เนื้อเยื่อเปาหมายที่มี ECM ชนิดนั้นเปนองคประกอบได เมื่อ Growth factors ถูกจับอยูที่ ECM จะ

ทําใหกระบวนการยอยสลาย Growth factors เกิดขึ้นชาลง  ECM มีสวนเพิ่มประสิทธิภาพการ

ทํางานของ Growth factors ใหมีประสิทธิภาพมากขึ้น  Growth factors ที่ถูกจับอยูที่ ECM จะถูก

ปลดปลอยอยางชาๆ จากการเปลี่ยนแปลงของ ECM ที่เกิดขึ้นตลอดเวลา ทําให Growth factors ที่

ถูกปลดปลอยออกมาสามารถออกฤทธิ์ไดอยางตอเนื่องในอัตราที่เหมาะสมเปนระยะเวลานานได 

(Stephen F. Badylak, 2004) 

 
2.1.6 เซลลตนกําเนิด (Stem cells)  

เซลลตนกาํเนดิเปนเซลลในรางกายที่ยังไมมีการเปลีย่นแปลงเซลลไปเปนเซลลที่

ทําหนาทีเ่ฉพาะแตเมื่อมีการเหนีย่วนําจะสามารถเกิด Differentiation ไปเปนเซลลชนดิตางๆ ทีท่าํ

หนาทีเ่ฉพาะได โดยเซลลตนกําเนิดมีคุณสมบัติที่สามารถแบงเซลลเพิ่มจํานวนตัวเองได เซลลตน

กําเนิดพบไดในบางบริเวณของรางกาย เปนเซลลที่มีบทบาทสาํคัญตอการการทํางานของเซลล

บริเวณขางเคยีงที่เซลลตนกาํเนิดอาศยัอยู เมื่อมีการสูญเสียเซลลในบริเวณใกลเคียงเซลลตน

กําเนิดสามารถเกิดการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลลชนิดนัน้ๆ เพื่อทดแทนเซลลที่เสียไปได ดังนัน้เซลล

ตนกําเนิดจงึมคีวามสาํคัญตอกระบวนการซอมแซมตัวเองของรางกาย และเปนที่สนใจอยางมาก

ในการนําเซลลตนกําเนิดมาใชในการบาํบดัรักษาทางการแพทย รวมทัง้มีการนําเซลลตนกําเนิดมา

ใชงานวิศวกรรมเนื้อเยื่อดวย (Ruth Kirschstein และ Lana R. Skirboll,2001) 

เซลลตนกาํเนดิสามารถแยกไดจากเอมบริโอ ซึ่งจะเรียกเซลลตนกําเนิดชนิดนีว้า 

Embryonic stem cell  สําหรับเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากรางกายของมนษุยที่เจรญิวัยแลวจะ

เรียกวา Adult stem cell  ซึ่งเซลลตนกําเนิดสามารถแยกไดจากเนื้อเยื่อในรางกายไดหลายแหลง 

เชน เลือด เนื้อเยื่อไขมัน (Adipose tissue) สายสะดือ (Umbilical cord) และจากไขกระดูก (Bone 

marrow) เซลลตนกําเนิดทีม่ีการศึกษามากไดแกเซลลตนกําเนิดที่แยกไดจากไขกระดูก เซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกเปนเซลลที่มีศักยภาพสูงในการนํามาใชในดานตางๆ เนื่องจากในไขกระดูกมี

เซลลตนกาํเนดิอยูเปนจาํนวนมาก สามารถนําเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกออกมาจากรางกายได

งายโดยไมตองอาศัยอุปกรณหรือเครื่องมอืที่ซับซอน อีกทั้งเซลลที่ไดยงัมีศักยภาพในการเกิด 
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Differentiation ไปเปนเซลลชนิดตางๆในรางกายไดหลากหลาย ความสามารถของเซลลตนกําเนิด

จากไขกระดูกในการเปลีย่นแปลงไปเปนเซลลชนิดตางๆ แสดงดังรูปที่ 2.19 

 

 
 

รูปที่ 2.19  ความสามารถของเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกในการเปลี่ยนแปลงไปเปนเซลล

ชนิดตางๆ ในรางกาย 

ที่มา Ruth Kirschstein และ Lana R. Skirboll (2001) 

 

สถาบนั The Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the 

International Society for Cellular Therapy ไดกําหนดเกณฑคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดชนิด 

Mesenchymal stem cell (MSC) ไวดังนี ้(Dominici M. และคณะ, 2006)  

1. เซลลสามารถเจริญเติบโตเกาะพื้นผวิภาชนะเพาะเลีย้งพลาสติกภายใตสภาวะเพาะเลี้ยง

มาตรฐานได 
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2. เมื่อวเิคราะหโดยวิธี Flow cytometry ตองปรากฏเซลลที่มีแอนติเจนเหลานีม้ากกวารอยละ 95 

ของเซลลทัง้หมด ซึ่งไดแก CD73, CD90 และ CD105 และตองปรากฏเซลลที่มีแอนติเจน

เหลานี้นอยกวารอยละ 2 ของเซลลทัง้หมด ซึ่งไดแก CD45, CD34, CD14 หรือ CD11b, 

CD79a หรือ CD19 และ HLA class II 

3. สามารถเกดิ Differentiation ไปเปนเซลล Osteoblasts, Adipocytes และ Chondroblasts ได

ภายใตสภาวะการชักนํามาตรฐานนอกรางกายสัตวทดลอง  

   

 
 

รูปที่ 2.20 สารที่ใชในการเหนี่ยวนํากระบวนการเกิด Differentiation ของเซลลตนกําเนิดไป

เปนเซลลของเนื้อเยื่อตางๆ 

ที่มา  Rocky S Tuan และคณะ, 2002 
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  การชักนําใหเกิด Osteogenic differentiation นิยมใช Dexamethasone, 

L�Ascorbic acid 2�phosphate และ β�Glycerophosphate  สําหรับ Dexamethasone 

เปนสารกลุม Glucocorticoid ชนิดหนึ่งซึง่สามารถกระตุนหรือยับยั้งการเกิด Osteogenic 

differentiation ไดข้ึนอยูกับปริมาณที่ใช ถาใชที่ความเขมขนต่ําจะมีผลกระตุนการเกิด 

Osteogenic differentiation แตถาใชที่ความเขมขนสูงจะเกิดการยับยั้งและทําใหเกิด Adipogenic 

differentiation ข้ึนแทน (Nichoas W. Marion และ Jeremy J. Mao,2006)  หมูฟอสเฟตอิสระจาก

สารชักนาํที่ใชสามารถเหนี่ยวนาํการแสดงออกของยีนกาํหนดการสราง Core binding factor 

alpha 1 (Cbfa1) ซึ่งสําคัญตอกระบวนการเกิด Osteogenesis  โดยที่ Wnt-3a สามารถกระตุน  

กิจกรรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase โดยไมมีผลตอระดับปริมาณของ Cbfa1  สําหรับ 

Ascorbic acid และ 1,25-dihydroxyvitamin D3 ทําหนาที่ชวยเพิม่กจิกรรมของเอนไซม Alkaline 

phosphatase และกระตุนการสราง Osteocalcin (Rocky S. Tuan และคณะ, 2005) 

ภายหลงัเริ่มชกันําใหเกิด Osteogenic differentiation จะเกิดการแสดงออกของ

เอนไซม Alkaline phosphatase ภายใน 7-14 วัน และเมื่อชักนาํเปนเวลานานจะเกดิการแสดงออก

ของ Bone sialoprotein, Osteocalcin, Osteonectin และเกิดการสะสมผลึกแคลเซียม 

(Nichoas W. Marion และ Jeremy J. Mao,2006) การแสดงออกของเซลลขณะเกิด Osteogenic 

differentiation แสดงดังรูปที่ 2.21 

 

 
 

รูปที่ 2.21 การแสดงออกของเซลลขณะเกิด Osteogenic differentiation  

ที่มา   http://www.boneandcancer.org/Photos%20since%2001-11-2006/multi-

stage%20osteogenic%20differentiation.jpg 
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2.2 เอกสารและงานวิจยัที่เกี่ยวของ 
 

 Joanne E. Stewart และคณะ (2001) ไดเตรียมสารสกัดจากผิวหนังมนุษยชั้น

หนังแทโดยใชสารละลาย Citric acid buffer เปนตัวทําละลาย พบวาสารสกัดจากผิวหนังที่ไดมี

คุณสมบัติในการยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล Fibroblast ของมนุษย เมื่อนําสารสกัดจาก

ผิวหนังมนุษยที่เตรียมไดมาแยกโดย DEAE-cellulose column ทําใหแยกสารสกัดไดเปน 4 

ตัวอยาง พบวาเฉพาะตัวอยางที่ 1 เทานั้นที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของเซลล Fibroblas และ

จากการวิเคราะหพบวาในตัวอยางที่ 1 ประกอบดวย Decorin และ Dermatan sulfate 

proteoglycan II เปนองคประกอบหลัก ผลที่ไดแสดงใหเห็นวา Decorin และ Dermatan sulfate 

proteoglycan II เปนองคประกอบในสารสกัดจากผิวหนังมนุษยที่มีฤทธิ์ยับยั้งการเจริญเติบโตของ

เซลล Fibroblast 

เมื่อนํา ECM มาใชเปนวัตถุดิบทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสําหรับเซลลตนกําเนิด 

พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไดจะมีคุณสมบัติสงเสริมกระบวนการ Differentiation ของเซลลตน

กําเนิดเพื่อเปลี่ยนไปเปนเซลลที่ตองการไดดีกวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจากวัตถุดิบชนิดอื่นอีก

หลายชนิดเมื่อทําการทดสอบเปรียบเทียบกัน ตัวอยางเชน งานวิจัยของ Joshua R. Mauney และ

คณะ (2007) ที่ศึกษาเปรียบเทียบผลของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจากวัตถุดิบตางชนิดกันใน

การสงเสริมกระบวนการ Differentiation ของเซลลตนกําเนิดทั้งจากไขกระดูกและจากเนื้อเยื่อ

ไขมัน  ผูวิจัยไดสกัด Fibroin จากรังไหมแลวนํามาขึ้นรูปเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห จากนั้นจึงนํา

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก Fibroin ที่ไดมาศึกษาการใชเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสําหรับเนื้อเยื่อ

ไขมัน โดยเปรียบเทียบกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก type I Collagen และจาก Poly-lactic acid 

ซึ่งเปนวัสดุธรรมชาติและวัสดุสังเคราะหตามลําดับที่นิยมใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหอยาง

แพรหลายในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ  หลังจากนําเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกและเซลลตน

กําเนิดจากเนื้อเยื่อไขมันเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทั้ง 3 ชนิดแลวจึงชักนําใหเกิด Adipogenic 

differentiation เปนเวลา 21 วัน เปรียบเทียบผลการเปลี่ยนแปลงโดยการยอมลิพิดแกรนูลโดยวิธี 

Oil red O stain พบวาเซลลตนกําเนิดทั้ง 2 ชนิดสามารถเกิด Adipogenic differentiation ในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจาก type I Collagen ไดดีที่สุด รองลงมาคือโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก 

Fibroin  สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก Poly-lactic acid ซึ่งเปนวัสดุสังเคราะหเกิด 

Adipogenic differentiation ไดต่ําที่สุด (รูปที่ 2.22)  
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รูปที่ 2.22  เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากวัตถุดิบ

ตางชนิดกันแลวชักนําใหเกดิ Adipogenic differentiation เซลลที่เปลีย่นเปนเซลล 

Adipocyte จะยอมติดสีแดงของ Oil red O 

 ก  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหจากพอลเิมอรสังเคราะห PLA 

ข  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหจากโปรตีน Fibroin   

ค  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหจากคอลลาเจน 

ที่มา  Joshua R. Mauney และคณะ (2007) 

 

นอกจากโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ทําจาก ECM จะมีคุณสมบัติในการสงเสริม

กระบวนการ Differentiation ของเซลลตนกําเนิดแลว โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก ECM ยังมี

คุณสมบัติสงเสริมกระบวนการเกิดเปนเนื้อเยื่อที่สมบูรณของ Differentiated cells ไดดวยเชนกัน 

จากงานวิจัยของ Benjamin L. Beckstead และคณะ (2005) ที่ศึกษาการเจริญเติบโตของเซลล 

Esophageal epithelial cells บน AlloDerm ซึ่งเปนผลิตภัณฑจําพวกหนังแทที่ปราศจากเซลล 

เปรียบเทียบกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากโพลิเมอรสังเคราะห poly(L-lactic acid), poly(lactic-

co-glycolic) acid ที่มีสัดสวนของ Glycolic acid รอยละ 25 และ 50 พบวาเซลลที่เจริญเติบโตบน 
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AlloDerm เกิด Epithelial stratification สูง 5 – 6 ชั้น และมีชั้น Keratin หนา  ในขณะที่เซลลที่

เพาะเลี้ยงบนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากโพลิเมอรสังเคราะหที่ใชเปรียบเทียบ เกิด Epithelial 

stratification เพียง 2 – 3 ชั้น และมีชั้น Keratin หนานอยกวา (รูปที่ 2.23) 

 

 
 

รูปที่ 2.23  การเจริญเติบโตซอนกนัเปนชั้นของเซลล Esophageal epithelial cells เมื่อ

เพาะเลี้ยงบน AlloDerm เปรียบเทยีบกับ PLGA75 

ที่มา  Benjamin L. Beckstead และคณะ (2005) 

 

  Dai-Chian Chen และคณะ (2006) ไดทดสอบการเกิด Osteogenic 

differentiation ของเซลล Osteoblast รหัส MC3T3-E1 ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนที่

เตรียมโดยกระบวนการตางกัน คือ แชแข็งที่อุณหภูมิ -20 หรือ -80 องศาเซลเซียสกอนการทําแหง

แบบเยือก และ ผานหรือไมผานกระบวนการเชื่อมขวางโมเลกุลโดยใช Glutaraldehyde เมื่อวัดการ

สะสมแคลเซียมภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนแตละสูตรที่เตรียมได ไดผลดังรูปที่ 

2.24   พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลลมีปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงกวาโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่มีเซลลในทุกรูปแบบของโครงเนื้อเยื่อที่ทดสอบ ภาพการสะสมแคลเซียมแสดงโดยการ

ยอมโดย von Kossa stain แสดงดังรูปที่ 2.25 จากการทดลองนี้แสดงใหเห็นวาโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากคอลลาเจนมีคุณสมบัติในการเกิดการสะสมแคลเซียมไดดีและเมื่อโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหมีเซลลอยูภายในจะขัดขวางการสะสมแคลเซียมในโมเลกุลของคอลลาเจน 
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รูปที่ 2.24 ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนที่เตรียมโดย

การแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 และ -80 องศาเซลเซียสกอนการทําแหงแบบเยือกแลว 

เชื่อมขวาง (L) และ ไมเชื่อมขวางโมเลกุล (UL) ดวย Glutaraldehyde เปรียบ

ระหวางชุดที่มีและไมมีเซลล Osteoblast 

ที่มา  Dai-Chian Chen และคณะ (2006) 

 

 

 

 ก  ข 

 

รูปที่ 2.25  การสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนแสดงแคลเซียมติดสี

น้ําตาลเขมจากการยอมโดยวิธี von Kossa stain 

  ก  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหทีม่ีเซลล 

  ข  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหทีไ่มมีเซลล 

ที่มา  Dai-Chian Chen และคณะ (2006) 
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  ปจจุบันมีผลิตภัณฑโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ใชวัตถุดิบเปนผิวหนังทั้งจากของ

มนุษยและสัตว แตละผลิตภัณฑมีการะบวนการเตรียมที่ตางกัน บางชนิดเปนผิวหนังที่ปราศจาก

เซลลแลวทําใหแหงโดยกระบวนการทําแหงแบบเยือกแข็ง บางชนิดมีการเชื่อมขวางโมเลกุล

เพิ่มเติมและจําหนายแบบเปยกในของเหลว เปนตน ผลิตภัณฑแตละชนิดมีความเหมาะสมตอการ

นําไปใชในกรณีที่ตางกัน ตัวอยางของผลิตภัณฑโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากผิวหนังของมนุษยและ

สัตว แสดงดังตารางที่ 2.4   

 

ตารางที ่2.4 ผลิตภัณฑโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากผวิหนังของมนษุยและสัตว 

ที่มา  Stephen F. Badylak และคณะ (2009) 
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บทที่  3 

วิธีดําเนินการวิจัย 

3.1 สารเคมีที่ใชในการวจิัย 
Acetic acid จากบริษทั APS Finechem, Seven Hills, Australia 

Antibiotic/Antimycotic solution จากบริษัท Invitrogen Corp., Auckland, New Zealand  

Ascorbic acid จากบริษัท Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Calcium chloride จากบริษทั Riedel-de Haën, German 

Collagenase type I จากบริษัท Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Dexamethazone จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Dimethylmethylene blue จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Dimethyl sulfoxide (DMSO) จากบริษทั APS Finechem, Seven Hills, Australia 

Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) จากบริษัท Hyclone Corp., U.S.A. 

Fetal bovine serum จากบริษัท PAA Lab., Austria 

Glycerophosphate disodium จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Glycine จากบริษัท Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Hank’s balance salt solution (HBSS) จากบริษทั Hyclone Corp., U.S.A. 

Hydrochloric acid จากบรษิัท APS Finechem, Seven Hills, Australia 

L-Glutamine จากบริษทั Invitrogen Corp., Auckland, New Zealand  

O-Cresolphthalein complexone จากบริษัท Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Papain จากบรษิัท Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

Percoll จากบริษัท Hyclone Corp., U.S.A. 

Phosphate buffer saline จากบริษทั PAA Lab., Austria 

p-Nitrophenol จากบรษิัท Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

p-Nitrophenylphosphate จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

Sodium chloride จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

Sodiumdodecylsulfate (SDS) จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp.,  St. Louis, U.S.A. 

Sodium hydrogencarbonate จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

Trypsin จากบริษัท PAA Lab., Austria 

Type I Collagen จากบริษทั Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, U.S.A. 

 



38 

 
3.2 เครื่องมือที่ใชในการวิจัย 

CO2 Incubator Model 371 (Thermo Fisher Scientific, U.S.A.) 

Centrifuge (Eppendorf AG 22331, Germany) 

Flow cytometry (Beckman Coulter, Switzerland)  

Homogenizer (Ika Labortechnik, Germany) 

Horizontal shaker (Innova 2000, New Brunswick Scientific Co., Inc., U.S.A.) 

Laminar air flow carbinet (Holten LaminAir, France) 

Universal testing machine (Instron No.5567, U.S.A.) 
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3.3 วิธกีารทดลอง 
 

3.3.1 การเตรียมสารสกัดจากผิวหนงัและการวิเคราะหองคประกอบ 

ตัวอยางผิวหนังไดจากการเตรียมโดยใช Dermatome เก็บตัวอยางผิวหนังหนา 5 

มิลลิเมตร จากบริเวณตนขาดานใน (Inner thigh)  ของศพผูแสดงความยินยอมบริจาครางกาย

ภายหลังการเสียชีวิตแกโรงพยาบาลจุฬาลงกรณ  

เกณฑการคัดเลือกเขาสูการวิจัย 

1. เปนศพผูเสยีชีวิตที่ไดแสดงความยินยอมอุทิศรางกายแกโรงพยาบาล 

    กอนเสียชวีติ 

2. เสียชวีิตไมเกิน 24 ชั่วโมง  

3. ไมเสียชวีิตดวยโรคติดตอและมีผิวหนงัปกติ  

เกณฑการคัดเลือกออกจากการวิจยั   

1. เสียชวีิตนานเกนิ 24 ชัว่โมง   

2. เสียชวีิตดวยโรคติดตอ หรือมีความผิดปกติที่ผิวหนัง 
 

ลักษณะตัวอยางผิวหนังที่ไดรับบริเวณดานหนังกําพรา (Epidermis) มีลักษณะ

เหมือนผิวหนังของมนุษยที่มองเห็นจากภายนอกทั่วไป ดังรูปที่ 3.1  บริเวณดานหนังแท (Dermis) 

มีลักษณะสีขาวนวล ดานลางมีเนื้อเยื่อไขมันติด (Adipose tissue) มาบางเล็กนอย เมื่อนําตัวอยาง

ผิวหนังมาแชในสารละลายโซเดียมคลอไรด ความเขมขน 1 นอรมัล ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส 

เปนเวลา 24 ชั่วโมง ผิวหนังที่ไดจะมีลักษณะนุมบวมน้ําเพิ่มข้ึน (รูปที่ 3.1 ก) สามารถใช Forceps 

ลอกผิวหนังชั้นหนังกําพราออกไดงาย (รูปที่ 3.1 ข) เมื่อลอกผิวหนังชั้นหนังกําพราออกจนหมด

รวมทั้งลอกกําจัดเนื้อเยื่อไขมันที่ติดปนมาออกจนหมดเรียบรอยแลวจะไดผิวหนังชั้นหนังแทที่มี

ลักษณะสีขาว (รูปที่ 3.1 ค) ซึ่งพรอมสําหรับการนําไปเตรียมเปนสารสกัดจากผิวหนังตอไป  
  

3.3.1.1 การเตรียมสารสกัดจากผิวหนัง 
 

3.3.1.1.1 การเตรียมผิวหนงัชั้นหนงัแท (Dermis) 

1. นาํตัวอยางผิวหนังมาลางใหสะอาดดวยน้ําบริสุทธิ์ 3 คร้ัง 

2. แชตัวอยางผิวหนังในสารละลายโซเดียมคลอไรด (NaCl) ความเขมขน 1    

นอรมัล ที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซียส ประมาณ 24 ชัว่โมง 

3. นาํตัวอยางผิวหนังมาลอกชั้นหนงักาํพราออกดวย Forceps ใหเหลือแตผิวหนงั

ชั้นหนงัแท 
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  ก 

 
 

 

  ข 

 

 

  ค 

 

รูปที่ 3.1 กระบวนการเตรียมผิวหนังชั้นหนงัแท 

ก  ตัวอยางผิวหนงัในสารละลายโซเดยีมคลอไรดเขมขน 1 นอรมัล 

ข  การลอกชั้นหนงักาํพรา 

ค  ผิวหนงัชัน้หนงัแทที่เตรียมได 
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3.3.1.1.2 การเตรียมสารละลายผิวหนังชัน้หนังแท 

1. นําผิวหนงัชัน้หนังแททีเ่ตรียมไวมาลางดวยน้าํบริสุทธิ์ใหสะอาดและลางดวย

สารละลายเอทานอล ความเขมขนรอยละ 70  

2. นําตัวอยางผิวหนังชัน้หนงัแทมาชั่งน้ําหนักเปยก (Wet weight) 

3. เตรียมสารละลายกรดแอซิติก (Acetic acid) ความเขมขน 0.05 โมลาร พีเอช 3

ปริมาตรเปน 15 เทาของน้าํหนกัหนังแท 

4. บดหนังแทใหละเอียดดวยเครื่องบดเนือ้ใหละเอียด 

5. นําหนงัแทที่บดละเอียดแลวไปปนในเครื่องปนน้าํผลไม มาผสมกบัสารละลาย

กรดแอซิติก ความเขมขน 0.05 โมลาร ที่เตรียมไว แลวจึงปนใหสารละลาย

กลมกลนืเปนเนื้อเดียวกัน 

6. นําสารละลายที่ไดมาผสมใหกลมกลืนอีกครั้งดวยเครื่อง Homogenizer 

 

 

  ก   ข 

 

รูปที่ 3.2 กระบวนการเตรียมสารละลายผิวหนังชัน้หนงัแท 

ก  หนงัแทหลงัการบดดวยเครื่องบดเนื้อ 

ข  สารละลายผิวหนังที่เตรียมได 
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3.3.1.1.3 การเตรียมสารสกดัจากผิวหนงั 

1. นําสารละลายผิวหนังชัน้หนงัแทที่ไดมาปนเหวีย่ง (Centrifuge) ที่ความเรว็รอบ 

1,500 รอบ/นาท ีเปนเวลา 2 นาที ตะกอนผิวหนงัที่ไมละลายจะตกตะกอนอยู

ดานลาง ของเหลวดานบนเปนสารละลายผิวหนงั กาํหนดชื่อเปน DE-1    

2. นําสารละลายผิวหนัง DE-1 มาปนเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 12,000 รอบ/นาท ี

เปนเวลา 10 นาที จะทาํใหของเหลวแยกชั้นเปน 2 ชัน้ ของเหลวชั้นบนกําหนด

ชื่อเปน DE-2 และของเหลวชั้นลางกาํหนดชื่อเปน DE-3   

 

 

ก ข 

ตะกอน 

DE-1 

DE-3 

DE-2 

 

รูปที่ 3.3 ลักษณะที่ไดจากกระบวนการเตรียมสารสกัดจากผวิหนงั 

ก  ลักษณะของสารละลายจากหนังแทหลังการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 

รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที ของเหลวสีขาวดานบนคือสารสกัดจากผิวหนังสูตร 

DE-1  ตะกอนดานลางเปนตะกอนหยาบของผิวหนัง (Demal remnant) ที่ไม

ละลาย และจะถูกกําจัดทิ้งไป 

ข  ลักษณะของสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 หลังการปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 

12000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที ของเหลวใสดานบนคือสารสกัดจาก

ผิวหนังสูตร DE-2  ตะกอนดานลางคือสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3  
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การเตรียมสารสกัดจากผิวหนังสูตรตางๆ แสดงดังรูปที่ 3.3  สารละลายผิวหนังชั้น

หนังแทเมื่อนํามาปนเหวี่ยงที่ความเร็วรอบ 1500 รอบ/นาที เปนเวลา 2 นาที จะเกิดการแยกชั้นของ

สารละลาย ของเหลวสีขาวดานบนที่ได คือ DE-1  ตะกอนดานลางเปนตะกอนหยาบของผิวหนัง 

(Demal remnant) ที่ไมละลาย และจะถูกกําจัดทิ้งไป ดังรูปที่ 3.3 ก   เมื่อนํา DE-1  มาปนเหวี่ยงที่

ความเร็วรอบ 12000 รอบ/นาที เปนเวลา 10 นาที จะเกิดการแยกชั้นของสารละลายอีกครั้ง โดยที่

ของเหลวใสดานบน คือ DE-2  และ ตะกอนดานลางที่ได คือ DE-3 ดังรูปที่ 3.3 ข   

 

 

DE-1 DE-2 DE-3 คอลลาเจน 

 

รูปที่ 3.4 สารสกัดจากผวิหนังแตละสตูร เรียงลําดับจากซายไปขวา ไดแก DE-1, DE-2 

และ DE-3 ตามลําดับ และขวาสุด คือ สารละลายคอลลาเจนชนิดที่ 1  

 
 

3.3.1.2 การวิเคราะหองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร  

สารสกัดจากผวิหนังที่เตรียมไดแตละสูตร คือ DE-1, DE-2 และ DE-3 ถูกนาํมาวิเคราะห

องคประกอบของ Extracellular matrix (ECM) โดยการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน (Collagen) 

และ ปริมาณ Glycosaminoglycans (GAGs) 
 

3.3.1.2.1 การวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน  

การวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน ใชการวิเคราะหปริมาณของ Hydroxyproline 

ซึ่งเปนกรดอะมิโนที่พบไดนอยในโปรตีนชนิดอื่นแตพบมากในโมเลกุลของคอลลาเจน 

แลวเทียบเปนปริมาณ Collagen กระบวนการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนดาํเนนิตามวธิี

ของ AOAC official method 990.26  สงตัวอยางดําเนนิการตรวจวิเคราะหโดย บริษัท 

หองปฏิบัติการกลาง (ประเทศไทย) จาํกดั  
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3.3.1.2.1.1 ข้ันตอนการวิเคราะหปริมาณ Hydroxyproline  

1. นําตัวอยางที่จะวิเคราะหมาทาํใหแหงโดยกระบวนการ Lyophilization 

แลวบดตัวอยางใหละเอียด 

2. นําตัวอยาง 4 กรัม ใสลงในฟลาสก แลวเติมสารละลายกรดไฮโดรคลอ

ริก ความเขมขน 3.5 โมลาร ปริมาตร 30 มล.   

3. นําสารละลายที่ไดไปใหความรอนที่อุณหภูม ิ105 องศาเซลเซียส เปน

เวลา 16 ชั่วโมง 

4. ปรับปริมาตรสารละลายดวยน้าํบริสุทธิ์จนมีปริมาตร 500 มล. แลว

กรองผานกระดาษกรองขนาดเสนผานศูนยกลาง 12.5 เซนติเมตร 

5. นําสารละลายปริมาตร 2 มล. มาเติมดวยสารละลาย Chloramine-T 

reagent ความเขมขน 14.1 มก./มล. เขยาใหเขากันแลวตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี

6. เติมสารละลาย 4-dimethylamino benzaldehyde ความเขมขนรอย

ละ 10 ปริมาตร 1 มล. เขยาใหเขากนั แลวนําไปใหความรอนที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

7. นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 558 นาโน

เมตร 
 

3.3.1.2.1.2 การสรางกราฟมาตรฐานของ Hydroxyproline 

1. เตรียมสารละลาย Hydroxyproline ทีค่วามเขมขนหลายความเขมขน

ตอเนื่องกนั โดยอยูในชวงความเขมขน 0.5 – 2.4 ไมโครกรัม/มล. 

2. นําสารละลายปริมาตร 2 มล. มาเติมดวยสารละลาย Chloramine-T 

reagent ความเขมขน 14.1 มก./มล. เขยาใหเขากันแลวตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหอง เปนเวลา 20 นาท ี

3. เติมสารละลาย 4-dimethylamino benzaldehyde ความเขมขนรอย

ละ 10 ปริมาตร 1 มล. เขยาใหเขากนั แลวนําไปใหความรอนที่

อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 15 นาท ี

4. นําสารละลายที่ไดไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 558 นาโน

เมตร 

5. นาํคาการดูดกลืนแสงของสารละลาย Hydroxyproline ที่ความเขมขน

ตางกนั มาสรางกราฟมาตรฐานความสมัพันธระหวาง ความเขมขน
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ของ Hydroxyproline และ คาการดูดกลนืแสงของสารละลาย 

Hydroxyproline ในแตละความเขมขน 

 

3.3.1.2.2 การวิเคราะหปริมาณ Sulfated Glycosaminoglycans (Sulfated GAGs) 

การวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs ใชวิธี Dimethylmethylene blue assay 

โดยแบงเปนขั้นตอนการเตรียมตัวอยางซึ่งอางอิงตามวิธีการของ Koji Kojima และคณะ 

(2003) และขั้นตอนการวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs โดยวิธี Dimethylmethylene 

blue assay อางอิงตามวิธีการของ Richard W. Farndale และคณะ (1986) 
 

 3.3.1.2.2.1 การเตรียมตัวอยางสาํหรับวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs 

1. นาํตัวอยางที่จะวิเคราะหมาทาํใหแหงโดยกระบวนการ Lyophilization 

2. นําตัวอยางน้ําหนกั 2.5 มก. ใสลงในหลอดทดลองขนาด 1.5 มล. 

3. เติมสารละลายเอนไซมปาเปนซึง่ประกอบดวย 

เอนไซมปาเปน (Papain)  125  ไมโครกรัม/มล. 

  Na2HPO4   100  มิลลิโมลาร 

Cysteine hydrochloride     10  มิลลิโมลาร  

  Na-EDTA       10  มิลลิโมลาร 

  EDTA           5  มิลลิโมลาร 

ปริมาตร 1 มล.ลงในหลอดทดลอง  

4. นําไปไวที่อุณหภูมิ 60 องศาเซลเซียส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

5. หยุดปฏิกิริยาโดยการนาํไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส 
 

3.3.1.2.2.2 การวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs 

1. นําสารละลายตัวอยางที่จะวิเคราะหที่เตรียมไวใสในหลอดทดลอด 

หลอดละ 50 ไมโครลิตร 

2. เติมสารละลาย Dimethylmethylene blue ปริมาตร 1 มล. ลงในแตละ

หลอด 

            สารละลาย Dimethylmethylene blue ซึ่งประกอบดวย 

Dimethylmethylene blue  16  มก./ล. 

ไกลซีน (Glycine)   3.04 ก./ล. 

โซเดียมคลอไรด (NaCl)   2.37 ก./ล. 
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               ละลายสวนผสมทั้งหมดในสารละลายกรดไฮโดรคลอริก (HCl) 

ความเขมขน 0.1 โมลาร  

3. ผสมสารละลายใหเขากนัแลวนําไปวัดคาการดูดกลนืแสงที่ความยาว

คลื่น 525 นาโนเมตร 

4. นาํคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปเทียบเปนปริมาณ Sulfated GAGs จาก

สมการความสมัพันธระหวางความเขมขนของ Sulfated GAGs และ

คาการดูดกลนืแสงที่ไดจากกราฟมาตรฐาน  

 

3.3.1.2.2.3 การสรางกราฟมาตรฐานความเขมของ Sulfated GAGs โดยวิธี  

1. เตรียมสารละลาย Chondroitin-6-sulfate ใหมีความเขมขนเปนลําดับ

ดังนี้ 10, 20, 30, 40 และ 50 ไมโครกรัม/มล. 

2. นําสารละลายที่ไดไปวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs ตามวิธีการ

ทดลองที่ 1.2.2.2 

3.  นําคาการดูดกลืนแสงของสารละลายที่ความเขมขนตางกัน มาสราง

กราฟมาตรฐานความสัมพันธระหวาง ความเขมขนของ Sulfated 

GAGs (ในที่นี้ใช Chondroitin-6-sulfate แทน) และ คาการดูดกลืน

แสงของสารละลายในแตละความเขมขน 

 

ตารางที ่3.1 ขอมูลจากการวิเคราะหความเขมของ Sulfated GAGs ที่ความเขมขนตางๆ  

โดยวิธ ีDimethylmethylene Blue assay 

ความเขมของ Sulfated GAGs คาการดูดกลนืแสง สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน (ไมโครกรัม/มล.) ที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร 

10 0.0203 0.0096 

20 0.0400 0.0040 

30 0.0587 0.0015 

40 0.0803 0.0144 

50 0.1073 0.0116 
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การวิเคราะหความสัมพันธระหวางความเขมของ Sulfated GAGs โดยใช 

Chondroitin-6-sulfate และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร โดยวิธี 

Dimethylmethylene Blue assay ไดขอมูลดังตารางที่ 3.1    ซึ่งสามารถนํามาสรางเปนกราฟ

มาตรฐานไดดังรูปที่ 4.6    สามารถสรางสมการความสัมพันธระหวางความเขมของ Sulfated 

GAGs และคาการดูดกลืนแสงไดดังสมการตอไปนี้ 
 

 คาการดูดกลืนแสง     =     0.002 × ความเขมของ Sulfated GAGs (ไมโครกรัม/มล.)    
 

หรือ ความเขมของ Sulfated GAGs (ไมโครกรัม/มล.)   =   คาการดูดกลนืแสง × 484.1 
 

  เนื่องจากในสารละลายที่ใชวัดปริมาณ Sulfated GAGs ปริมาตร 1 มล. มีสาร

สกัดจากผิวหนังละลายอยู 2.5 มก. น้ําหนักแหง ดังนั้นจึงสามารถหาปริมาณ Sulfated GAGs ที่

เปนองคประกอบในสารสกัดจากผิวหนังไดจากสมการ 
 

 ปริมาณ Sulfated GAGs (ไมโครกรัม/มก.)   =   (คาการดูดกลืนแสง × 484.1) / 2.5 
 

 

 
 

รูปที่ 3.5 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมของ GAGs และคาการดูดกลืน

แสงจากการวิเคราะหโดยวิธ ีDimethylmethylene blue assay 
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3.3. 2 การเตรียมโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหและการวเิคราะหคุณสมบัติ

      สารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรที่เตรียมได ซึ่งไดแก DE-1, DE-2 และ DE-3  รวมทั้ง

สารละลายคอลลาเจนชนิดที ่1 (Type I Collagen) สําหรบัใชเปนวัตถุดิบเปรียบเทยีบ ถูกนํามา

เตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยกระบวนการ Lyophilization   ทําการวิเคราะหของโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหจาก คุณสมบัติของรูพรุน ความตานทานแรงดึง ความตานทานแรงกด และ 

อัตราการยอยสลายโดยเอนไซม 
 

3.3.2.1 การเตรียมโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห 

1. นําสารสกัดจากหนงัแทแตละสูตร ซึ่งไดแก DE-1, DE-2 และ DE-3 รวมทัง้

สารละลายคอลลาเจนชนิดที ่1 ความเขมขนรอยละ 0.8 โดยมวล/ปริมาตร (ใน

สารละลายกรดแอซิติก ความเขมขน 0.05 โมลาร) ฉีดเขาสูแมแบบขึ้นรูป 

(Mould) แบบแผน ความลึก 0.2 ซม.   

2. นําไปแชแข็งที่อุณหภูมิ -20 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 24 ชั่วโมง 

3. นําไปทาํใหแหงโดยวิธ ีLyophilization ที่อุณหภูมิ 0 องศาเซลเซยีส จนแหง

สนิท 

4. ยายโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหในแมแบบขึน้รูปไปทําใหอุนขึ้นที่อุณหภมูิ 37 องศา

เซลเซียส ภายใตสภาวะสุญญากาศ เปนเวลาอยางนอย 3 ชั่วโมง ในเครื่อง 

Vacuum oven  

5. นําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหออกจากแมแบบข้ึนรูป แลวไปนําไปอบทีอุ่ณหภูมิ 80 

องศาเซลเซยีส ภายใตสภาวะสุญญากาศ เปนเวลา 24 ชั่วโมง ในเครื่อง 

Vacuum oven 

6. นาํโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแบบแผนสี่เหลี่ยมที่ไดมาเจาะใหเปนแผนวงกลม

ขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มม. โดยใชอุปกรณ Biopsy punch 
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รูปที่ 3.6 การเตรียมสารสกัดจากผิวหนังลงในแมแบบข้ึนรูป 

 ก  แมแบบขึ้นรูปโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหแบบแผน 

ข  แมแบบขึ้นรูปโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหแบบแผนหลงัการปดทับดวยกระจก 

ค  การฉีดสารสกัดจากผวิหนังลงในแมแบบข้ึนรูปโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

ง  สารสกัดจากผิวหนงัหลงัฉีดลงในแมแบบข้ึนรูปโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
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รูปที่ 3.7 กระบวนการทาํแหงเพื่อข้ึนรูปโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

  ก  กระบวนการขึ้นรูปโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหโดยการทาํแหงแบบเยือกแข็ง 

  ข  กระบวนการอบแหงที่อุณหภูมิ 80 องศาเซลเซียส 

 

 

 
 

รูปที่ 3.8 โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหลักษณะเปนวงกลมหนา 2 มม.  
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3.3.2.2 การวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
 

3.3.2.2.1 การวิเคราะหรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

 นําโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เตรียมไดแตละชนิด มาเคลือบพื้นผวิดวยทองคําและ

วิเคราะหรูพรุนทีพ่ื้นผวิดานบนและดานขาง โดยการบันทึกภาพทีก่ําลงัขยาย 100 เทา 

ดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) ชื่อการคา JEOL รุน JSM-5410LV 

จากนั้นนําภาพที่ไดมาวิเคราะหขนาดของรูพรุน (Pore size) โดยโปรแกรม Image J 
 

3.3.2.2.2 การวิเคราะหความตานทานแรงกด (Compressive stress)  

      วิเคราะหความตานทานแรงกดโดยใชเครื่อง Universal testing machine ชื่อ

การคา Instron รุน No. 5567  ใชอัตราการกด 0.5 ม.ม./นาท ี ชวงความเครียด (strain 

range) อยูในชวงรอยละ 5 – 30  การทดสอบใชโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหรูปทรงสี่เหลีย่ม

ขนาด 1 × 1 × 0.2 ลูกบาศกเซนติเมตร วิเคราะหตัวอยางละ 5 ซ้ํา นาํคาที่ไดมาสราง

กราฟความสมัพันธระหวางความเคน (Stress) และความเครียด (Strain) เพื่อหาคา 

Compressive modulus 
 

3.3.2.2.3 การวิเคราะหการยอยสลายของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยเอนไซม 

1.  เตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร สูตรละ 12 ชิ้น (สําหรับการเก็บ

ตัวอยาง 4 เวลา เวลาละ 3 ชิ้น)  ขนาด กวาง 1 ซม. ยาว 1 ซม. หนา 0.2 ซม. 

ใสหลอดทดลอง หลอดละ 1 ชิ้น ชั่งน้ําหนักแหงของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแต

ละชิ้นแลวบนัทึกน้ําหนกัเริ่มตน 

2. เตรียมสารละลายเอนไซม Collagenase type I ใน Phosphate buffer saline 

(PBS) ที่ประกอบดวย 

เอนไซม Collagenase type I  0.5  ยูนิต/มล.  

แคลเซียมคลอไรด (Calcium chloride) 0.36 มิลลิโมลาร 

โซเดียมเอไซด (Sodium azide)  รอยละ  0.02  โดยน้าํหนัก 

3. เติมสารละลายเอนไซม Collagenase type I ใสในหลอดทดลองที่เตรียมไว 

หลอดละ 2 มล. แลวบมที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส  

4. เก็บตัวอยางโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร สูตรละ 3 หลอด ทีเ่วลา 3, 6, 12 

และ 24 ชั่วโมง  

5. นําหลอดทดลองตัวอยางที่ไดมาปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 12,000 รอบ/นาท ี

เปนเวลา 10 นาที แลวดูดของเหลวทิง้ 
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6. นําหลอดทดลองตัวอยางไปทําใหแหงโดยกระบวนการ Lyophilization 

7. ชั่งน้ําหนักแหงของตวัอยางโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหหลงัทดสอบการยอยสลาย

โดยเอนไซม 

8. คํานวณรอยละของน้าํหนักที่เหลืออยูหลังการยอยสลายโดยเอนไซมจากสูตร 

 

 รอยละของน้าํหนกัที่เหลือ   

=    น้ําหนกัโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหหลังการยอยสลาย × 100 

                                              น้ําหนกัโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหหลังการยอยสลาย   

9. สรางกราฟความสัมพันธระหวางเวลาทีใ่ชในการยอยสลายกับรอยละของ

น้ําหนกัที่เหลอืหลังการยอยของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร 

 

3.3.3 การเตรียมเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมนษุยและการวเิคราะหคุณสมบัติของเซลล

ตัวอยางไขกระดูกจากกระดกูเชิงกราน (Iliac crest bone) ไดรับบริจาคจากผูที่

เขารับบริการบําบัดรักษาโดยใชเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกตามปกติ ที่โรงพยาบาลจุฬาลงกรณ 

โดยผูบริจาคแสดงความยินยอมเขารวมโครงการวิจยั  การเก็บตัวอยางไขกระดูกจากอาสาสมัคร

เพื่อการบําบัดรักษาตามปกติจะเก็บในปรมิาณ 10 – 20 มล./ก.ก.น้ําหนักตัวอาสาสมัคร ซึ่ง

ประมาณ 1,000 มล. (200 ชอนชา) สําหรับในงานวิจัยนีจ้ะเก็บตัวอยางไขกระดูกเพิม่อีก 20 มล. 

(4 ชอนชา) รวมเปน 1,020 มล. (204 ชอนชา) โดยทีป่ริมาณไขกระดูกที่เก็บเพิม่เพือ่การวิจัย

ดังกลาวไมมีผลตอการบําบดัรักษาของอาสาสมัครและไมเปนอนัตรายตออาสาสมัครแตอยางใด 

เกณฑการคัดเลือกเขาสูการวิจัย 

1. เปนผูปวยทีม่ีความจาํเปนตองทําการเกบ็เซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกเพื่อการ

บําบัดรักษา หรือ เปนผูที่มีสุขภาพรางกายปกติแตมีความประสงคจะบริจาค

เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูก 

เกณฑการคัดเลือกออกจากการวิจยั  

1. มีความจาํเปนบางประการที่ทําใหไมสามารถเก็บตัวอยางไขกระดูกเพิ่มได ทัง้นี้

ข้ึนอยูกับวิจารณญาณของแพทยผูดูแลและทําการเก็บตัวอยางไขกระดูก 

โครงงานวจิัยนี้ไดรับการรับรองโดยคณะกรรมการจริยธรรมการวิจยัในคน คณะ

แพทยศาสตร จุฬาลงกรณมหาวิทยาลัย หมายเลขใบรับรอง COA No. 134/2009 และ IRB No. 

459/51 เมื่อวนัที ่26 กุมภาพันธ พ.ศ.2552 
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3.3.3.1 การคัดแยกเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก (Donald P. Lennon และ  Arnold I. Caplan, 

2006) 

1. นําตัวอยางไขกระดูกปริมาตร 20 มล. มาเติมอาหารเพาะเลี้ยง (DMEM-LG ที่ม ี

Fetal bovine serum ความเขมขนรอยละ 10) ปริมาตร 20 มล. แลวผสมให

เขากัน 

2. นําสารละลายไขกระดูกทีไ่ดไปปนเหวีย่งที่ความเรว็รอบ 450 g เปนเวลา 5 

นาท ี

3. สารละลายจะแยกชัน้เปนชั้นของเหลวใสดานบนและตะกอนเซลลดานลาง ดูด

ของเหลวใสดานบนทิง้ แลวละลายตะกอนเซลลดวยอาหารเพาะเลี้ยงปริมาตร 

5 มล. 

4. เติมสารแขวนลอยของเซลลจากไขกระดูกลงบนสารละลาย Percoll ปริมาตร 

35 มล. อยางชาๆดวยความระมัดระวัง ใหสารแขวนลอยของเซลลวางตัวเปน

ชั้นบนสารละลาย Pecoll (สารละลาย Percoll ประกอบดวย Percoll ปริมาตร

22.05 มล. , Hank’s balance salt ปริมาตร 10.50 มล. และ สารละลาย

โซเดียมคลอไรด เขมขน 1.5 โมลาร ปริมาตร 2.45 มล.) 

5. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 480 g เปนเวลา 15 นาท ี

6. ดูดของเหลวที่แยกเปนชัน้ดานบนสุดของสารละลายซึ่งเปนชั้นของเหลวที่

ประกอบดวยเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก มาใสลงในหลอดปนเหวี่ยงหลอด

ใหมแลวปรับปริมาตรดวยอาหารเพาะเลี้ยงจนมีปริมาตรเปน 50 มล. 

7. นําไปปนเหวี่ยงที่ความเรว็รอบ 450 g เปนเวลา 5 นาท ี

8. ดูดของเหลวใสดานบนทิง้ใหเหลือแตตะกอนเซลล แลวจึงละลายตะกอนเซลล

ดวยอาหารเพาะเลี้ยงแลวนาํเซลลตนกําเนิดที่แยกไดไปเพาะเลี้ยง โดยใหมี

ความหนาแนนเซลล 1.8 × 105 เซลล/มล. 

9. เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกจะถกูเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่ม

จํานวน ซึ่งเปนอาหารเพาะเลี้ยง Dulbecco's Modified Eagle Medium 

(DMEM) สูตรกลูโคสต่ํา (DMEM-LG) ซึ่งประกอบดวย 

  Fetal bovie serum  รอยละ 10  

  L-Glutamine   รอยละ   1 

Antibiotic/Antimycotic solution รอยละ    1 
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ก ข 

เซลลจากไขกระดูก 

เซลลตนกาํเนดิ 

จากไขกระดูก 

รูปที่ 3.9    กระบวนการคดัแยกเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 

  ก  เซลลจากไขกระดูกทั้งหมดที่ตกตะกอนจาการปนเหวี่ยงในอาหารเพาะเลี้ยง 

  ข  เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่แยกเปนชั้นอยูดานบนจากการปนเหวี่ยงใน  

       Percoll 

 

เซลลตนกาํเนดิจะถูกนํามาเพาะเลี้ยงเซลลใน CO2 incubator ซึ่งควบคุมสภาวะที่

อุณหภูมิ 37.0 องศาเซลเซียส ปริมาณกาซคารบอนไดออกไซดรอยละ 5 และ ความชื้นสัมพัทธรอย

ละ 95 โดยเปลี่ยนอาหารใหมสัปดาหละ 2 คร้ัง เมื่อเซลลเจริญเติบโตหนาแนนประมาณรอยละ 80 

ของพื้นที่จานเพาะเลี้ยง จงึทาํใหเปนเซลลแขวนลอยแลวแบงเซลลไปเพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง

ใหม จาก 1 จานเพาะเลี้ยง แบงเปน 4 จานเพาะเลีย้ง 
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  ก 

 

 

  ข 

 

รูปที่ 3.10 เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกที่จากการเพาะเลี้ยงเริ่มตน (Primary culture)  

  ที่กําลงัขยาย 200 เทา 

  ก  หลังเพาะเลี้ยงนาน 3 วัน 

  ข  หลงัเพาะเลี้ยงนาน 7 วัน 
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รูปที่ 3.11  เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยง Passage ที่ 1   

a  ทีก่ําลงัขยาย 100 เทา 

  b  ที่กาํลังขยาย 200 เทา 
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3.3.3.2 การวิเคราะหคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 

การวิเคราะหคุณสมบัติของเซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูด จะดําเนินการวิเคราะห

คุณสมบัติทาง Immunophenotype โดยการวิเคราะหแอนติเจนบนผิวเซลลที่บงชี้ความเปนเซลล

ตนกําเนิด วิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลที่เพาะเลี้ยงในสภาวะปกติในอาหารเพาะเลี้ยง

เพื่อเพิม่จํานวน สรางกราฟมาตรฐานการวิเคราะหจํานวนเซลลโดยวธิี MTT assay เพื่อใชสําหรับ

การวิเคราะหจาํนวนเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห รวมทั้งการตรวจสอบคุณสมบัติความเปนเซลล

ตนกําเนิดโดยการชักนําใหเกิด Osteogenic differentiation และ Adipogenic differentiation  
 

3.3.3.2.1 การวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลโดยวิธ ีFlow cytometry 

1. เตรียมสารแขวนลอยเซลล ความหนาแนน 1×106 เซลล/มล. ปริมาตร 50 

ไมโครลิตร ในสารละลาย  Phosphate buffer saline จํานวน 5 หลอดทดลอง 

สําหรับการวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลล 5 ชนิด 

2. เติมแอนติบอดีที่ติดสารเรืองแสง (Fluorochrome-cojugated antibody) 

ตอไปนี้ CD29-PE/Cy5, CD44 PE, CD71-PE, CD90-FITC และ CD105-PE 

แตละชนิดลงในสารแขวนลอยเซลลแตละหลอดที่เตรียมไว หลอดละ 10 

ไมโครลิตร 

3. เก็บไวในทีม่ืดที่อุณหภูมิ 4 องศาเซลเซยีส เปนเวลา 30 นาท ี

4. เติมสารละลาย Phosphate buffer saline ปริมาตร 2 มล. ลงในแตละหลอด

ทดลอง แลวนาํไปปนเหวีย่งที่ความเร็วรอบ 1000 รอบ เปนเวลา 5 นาที  

5. ดูดของเหลวใสดานบนทิง้ใหเหลือแตตะกอนเซลลดานลาง แลวจงึละลาย

ตะกอนเซลลดวยสารละลาย Phosphate buffer saline ปริมาตร 500 

ไมโครลิตร  

6. วิเคราะหจาํนวนเซลลที่สารเรืองแสงจากแอนติบอดีแตละชนิด โดยเครื่อง Flow 

cytometry 

 
 

3.3.3.2.2 การวิเคราะหอัตราการเจริญเตบิโต 

1. เพาะเลีย้งเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกดวยอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิม่จํานวน 

ในจานเพาะเลี้ยง 6 หลุม (6-well plate) จํานวน 3 หลมุ โดยใหมีจํานวนเซลล

ในแตละหลุมเปน 3000 เซลล 

2. เพาะเลีย้งเซลลตามกระบวนการเพาะเลี้ยงเซลลตามขั้นตอนการทดลองที่ 

3.3.3.1 ขอ 9 
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3. หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 5 วนั จงึทาํใหเปนเซลลแขวนลอยดวยเอนไซมทริปซิน

เพื่อนับจํานวนเซลลในแตละหลุมดวย Hemacytometer  

4. นําเซลลทั้งหมดไปเพาะเลี้ยงใหมตามขอที่ 1 ถึง 3 เพือ่นับจํานวนเซลลทั้งหมด

ตั้งแตเร่ิมตนเพาะเลี้ยง นาน 5, 10 และ 15 วัน 

5. นําขอมูลที่ไดไปสรางกราฟความสัมพนัธระหวางระยะเวลาการเพาะเลี้ยงและ

จํานวนเซลล แลวคํานวณหาระยะเวลาในการเพิม่จํานวนเซลลเปน 2 เทา 

(Doubling time) 
 

3.3.3.2.3 การวิเคราะหจํานวนเซลลโดยวธิี MTT assay (Rober J. Hay, 2002) 
  

 3.3.3.2.3.1 ข้ันตอนการวิเคราะหจํานวนเซลล 

1. นําเซลลที่เพาะเลี้ยงไวในจานเพาะเลี้ยงหลายหลุม (multiwell culture 

plate) มาดูดเอาอาหารเพาะเลี้ยงออกจนหมด 

2. เติมสารละลาย Phosphate buffer saline ปริมาตร 1 มล. แลวดูดทิ้ง

เพื่อลางอาหารเพาะเลี้ยงที่ติดคา 

3. เติมสารละลาย MTT ความเขมขน 0.5 มก./มล. ในอาหารเพาะเลี้ยง 

DMEM ที่ปราศจาก Phenol red ปริมาตร 350 μl ลงในแตละหลุม 

แลวนําไปเก็บใน CO2 Incubator เปนเวลา 30 นาที 

4. ดูดสารละลาย MTT ทิ้ง แลวเติมสารละลาย DMSO:Glycine buffer 

อัตราสวน 9:1 ปริมาตร 1 มล. ลงในแตละหลุม ทิ้งไวเปนเวลา 15 

นาที  

5. ใชปเปตดูดสารละลายขึ้นลงเพื่อชะลางสารสีมวงที่อยูในเซลลให

ละลายออกมาจนหมด 

6. นําสารละลายที่ไดในแตละหลุม ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ใสลงในแต

ละหลุมของของจานเพาะเลี้ยง 96 หลุม (96-well plate) 

7. วัดคาการดูดกลืนแสงดวยเครื่อง Microplate reader ที่ความยาวคลื่น 

570 นาโนเมตร โดยใชสารละลาย DMSO:Glycine buffer อัตราสวน 

9:1 เปน Blank 

8. นําคาการดูดกลืนแสงที่ ไดไปคํานวณจํานวนเซลลจากสมการ

ความสัมพันธระหวางคาการดูดกลืนแสงและจํานวนเซลลที่ไดจากการ

ทํากราฟมาตรฐานจํานวนเซลลโดยวิธี MTT assay  
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 3.3.3.2.3.2 การสรางกราฟมาตรฐานจํานวนเซลล 

1. เตรียมเซลลแขวนลอยโดยใชเอนไซมทริปซินแลวนับความหนาแนน

จํานวนเซลลโดยใช Hemacytometer  

2. ใสสารแขวนลอยเซลลในแตละหลุมของจานเพาะเลี้ยง 12 หลุม (12-

well plate) ใหมีจํานวนเซลลในแตละหลุมเปน 10000, 20000, 

40000 และ 80000 เซลล จํานวนเซลลละ 3 หลุม 

3. เติมอาหารเพาะเลี้ยงหลุมละ 750 ไมโครลิตรแลวนําไปเพาะเลี้ยงใน 

CO2 incubator เปนเวลา 6 ชั่วโมง เพื่อใหเซลลเจริญเกาะพื้นผิว

ภาชนะเพาะเลี้ยงจนหมด 

4. วิเคราะหจํานวนเซลลที่ทราบจํานวนเซลลในแตละหลุมที่เตรยีมไว โดย

วิธี MTT assay 

5. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปสรางกราฟระหวางคาการดูดกลืนแสง

และจํานวนเซลล  เพื่อสรางสมการความสัมพันธระหวางคาการ

ดูดกลืนแสงและจํานวนเซลล 

 

 

ตารางที่ 3.2  ขอมูลจากการวิเคราะหจํานวนเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกที่จาํนวนตางๆ โดย

วิธี MTT assay 

 

 

 

 

 

จํานวนเซลล (เซลล) คาการดูดกลนืแสง คาสวนเบี่ยงเบน

มาตรฐาน ที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 

10000 0.0607 0.0142 

20000 0.1150 0.0053 

40000 0.1910 0.0098 

80000 0.3597 0.0051 
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วิธี MTT assay เปนวิธีการหาจํานวนเซลลโดยการใชสาร MTT เติมลงในตัวอยาง

ที่ตองการวัดจํานวนเซลล เซลลที่มีชีวิตจะนําสาร MTT เขาสูไมโทคอนเดรียและเอนไซม 

Mitrochondrial dehydrogenase จะเปลี่ยนสาร MTT ไปเปนผลึก Formazan สีมวงไมละลายน้ํา

ขังอยูภายในเซลล ทําใหเซลลที่มีชีวิตมีสารสีมวงภายในเซลล ดังรูปที่ 3.12 ก (เมื่อเปรียบเทียบกับ

เซลลกอนเติมสาร MTT ยังไมติดสีมวง ดังรูปที่ 3.12 ก) และเมื่อใชสารลดแรงตึงผิวเพื่อทําใหเยื่อ

ภายในเซลลแตกสารสีมวงภายในเซลลจะละลายออกมา โดยความเขมของสีจะแปรผันตรงกับ

จํานวนเซลลที่มีชีวิต ดังรูปที่ 3.12 ค  

 

 
 

 

  ก 

  ค 

  ข 

 

รูปที่ 3.12 การวิเคราะหจาํนวนเซลลตนกําเนิดโดยวธิี MTT assay 

  ก  ลักษณะของเซลลกอนเตมิสาร MTT 

  ข  ลักษณะของเซลลหลงัเตมิสาร MTT 

  ค  ระดับความเขมของสารละลายสีตามจํานวนเซลลทีว่ิเคราะห 

    10000, 20000, 40000 และ 80000 เซลล เรียงจากซายไปขวาตามลําดับ  
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รูปที่ 3.13 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางจํานวนเซลลและคาการดูดกลนืแสง 

จากการวิเคราะหโดยวิธ ีMTT assay 

 
 

3.3.3.2.4 การทดสอบการเกดิ Osteogenic differentiation 

เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในจานเพาะเลี้ยง 12 หลุม (12-well plate) 

จนกระทั่งเซลลเจริญเติบโตเต็มพื้นที่ จากนั้นจงึเริ่มชกันาํใหเกิด Osteogenic 

differentiation โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง DMEM high Glucose ที่

ประกอบดวย  

Fetal bovine serum  รอยละ10 

Dexamethazone  0.1 ไมโครโมลาร 

 �-Glycerol phosphate   10  มิลลิโมลาร  

L-Ascorbic acid   0.2  มิลลิโมลาร 

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโดยการวัดกจิกรรมของเอนไซม Alkaline 

phosphatase และ การตรวจสอบการสะสมแคลเซียมโดยใช O-Cresolphthalein 

complexone ในวนัที ่ 0, 7, 14 และ 21  
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 3.3.3.2.4.1 การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase 

การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ใชวิธี p-

Nitrophenyl-phosphate assay โดยมีข้ันตอนดังนี ้
 

  3.3.3.2.4.2.1 ข้ันตอนการวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม  

1. ดูดอาหารเพาะเลี้ยงทิง้ เติมสารละลาย Phosphate buffer 

saline แลวดูดทิ้ง เพื่อชะลางอาหารเพาะเลี้ยงที่เหลือคาง 

2. เติม Cell lysing buffer ปริมาตร 200 ไมโครลิตร ลงในแตละ

หลุมของจานเพาะเลี้ยงหลายหลุมที่เพาะเลี้ยงเซลลไวและ

ตองการวัดกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase 

           สารละลาย Cell lysing buffer ประกอบดวย 

   Sodium dodecyl sulfate (SDS)       0.2  มก./มล. 

  โซเดียมคลอไรด (NaCl)           9  มก./มล. 

  Sodium Citrate          4.4 มก./มล.

  

3. เก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 1 ชั่วโมง 

4. ใชปเปตดูดสารละลายขึน้ลงเพื่อทําใหเซลลแตกกลมกลืนกับ

สารละลาย 

5. เติมสารละลายเซลลที่ไดปริมาตร 20 ไมโครลิตรลงใน

สารละลาย p-Nitrophenyl phosphate ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาที กรณีของ Blank ใหใชน้ําบริสุทธิ์แทนสารละลายเซลล 

6. เติมสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน    ปริมาตร 80 

ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

7. นําสารผสมที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 

นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader 

8. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปหากิจกรรมของเอนไซมจากสมการ

ที่ไดจากกราฟมาตรฐานความเขมขนของ p-Nitrophenol 
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  3.3.3.2.4.2.2 การสรางกราฟมาตรฐาน p-Nitrophenol  

1. เตรียมสารละลาย p-Nitrophenol ความเขมขนเปนลาํดับดังนี ้

10, 5, 2.5, 1.25, 0.625, 0.3125, 0.15625 และ 0.078125 

มิลลิโมลาร 

2. เติมสารละลาย p-Nitrophenol ที่ไดปริมาตร 20 ไมโครลิตรลง

ในสารละลาย p-Nitrophenyl phosphate ปริมาตร 100 

ไมโครลิตร แลวเก็บไวที่อุณหภูมิ 37 องศาเซลเซียส เปนเวลา 

15 นาที กรณีของ Blank ใหใชน้ําบริสุทธิ์แทนสารละลายเซลล 

3. เติมสารละลายโซเดยีมไฮดรอกไซดความเขมขน    ปริมาตร 80 

ไมโครลิตร เพื่อหยุดปฏิกิริยา 

4. นําสารผสมที่ไดไปวัดคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 

นาโนเมตร ดวยเครื่อง microplate reader 

5. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากสารละลาย p-Nitrophenol ที่

ความเขมขนตางๆ ไปสรางกราฟเพื่อหาสมการความสําพนัธ

ระหวางคาการดูดกลืนแสงและความเขมขนของสารละลาย p-

Nitrophenol 

   

  จากการสรางกราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมขนของ

สารละลาย p-Nitrophenol และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่  405 นาโนเมตร ไดขอมูลดัง

ตารางที ่3.3  ซึ่งสามารถนํามาสรางกราฟไดดังรูปที่ 3.14 
 

 

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่  405 นาโนเมตร 

  =  0.988 × ความเขมขนของสารละลาย p-Nitrophenol (มิลลิโมลาร) 
 

หรือ ความเขมขนของสารละลาย p-Nitrophenol (มิลลิโมลาร)   

=  1.011 × คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น  405 นาโนเมตร 
 

เนื่องจากสารละลายเซลลทีน่ํามาวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline 

phosphatase ใน 1 หลุมเพาะเลี้ยง มีปริมาตร 200 ไมโครลิตร และใชเวลาในการวัดปฏิกิริยานาน 

15 นาที ดงันัน้จึงสามารถคํานวณปริมาณกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ไดจาก

สมการตอไปนี ้
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กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (พิโคโมล/นาท/ีเซลล)   

=      13480 × คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร  

                                                                  จํานวนเซลล  

 

ตารางที่ 3.3 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 405 นาโนเมตรของสารละลาย p-

Nitrophenol ที่ความเขมขนตางๆ 

 

ความเขมขนของสารละลาย p-Nitrophenol 

(มิลลิโมลาร) 

คาการดูดกลนืแสง 

ที่ความยาวคลื่น 405 นาโนเมตร 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

0.0781 0.0603 0.0227 

0.1562 0.1360 0.0217 

0.3125 0.2967 0.0200 

0.6250 0.6217 0.0154 

1.2500 1.2400 0.0184 

2.5000 2.4727 0.0407 

 

 

 
รูปที่ 3.14 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลาย p-Nitrophenol 

และคาการดูดกลืนแสง 
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3.3.3.2.4.3 การวิเคราะหการสะสมแคลเซียม 
 

  3.3.3.2.4.3.1 ข้ันตอนการวิเคราะหปริมาณแคลเซียม 

1. เตรียมสารละลาย o-Cresolphthalein complexone (ใน

สารละลายปรมิาตร 50 มล. ประกอบดวย O-cresophthlein 

complexone 2 มก. , สารละลายกรดไฮโดรคลอริกเขมขนรอย

ละ 38 ปริมาตร 50 ไมโครลิตร และ DMSO ปริมาตร 5 

มล.) และสารละลาย Ethanolamine ความเขมขนรอยละ 4 

2. ผสมสารละลาย o-Cresolphthalein complexone และ

สารละลาย Ethanolamine อยางละ 500 ไมโครลิตรเขาดวยกนั 

3. เติมตัวอยางสารที่ตองการวัดปริมาณแคลเซียมปริมาตร 10 

ไมโครลิตร ลงในสารละลายที่เตรียมไว กรณีของ Blank ใชน้ํา

บริสุทธิ์แทนสารที่ตองการวดัปริมาณแคลเซียม 

4. ผสมสารใหเขากันแลวดูดตัวอยางสารทีไ่ดปริมาตร 200 

ไมโครลิตรใสในแตละหลุมของจานเพาะเลี้ยง 96 หลุม นําไปวัด

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

Microplate reader 

5. นําคาการดูดกลืนแสงที่ไดไปหาความเขมขนของแคลเซียมใน

สารละลายตวัอยางจากสมการความสมัพนัธระหวางความ

เขมขนของแคลเซียมกับคาการดูดกลืนแสงที่ไดจากกราฟ

มาตรฐาน 
 

  3.3.3.2.4.3.2 การสรางกราฟมาตรฐานปริมาณแคลเซียม 

1. เตรียมสารละลายแคลเซยีมคารบอรเนต (CaCO3) ในน้าํบริสุทธิ์

ความเขมขนเปนลําดับดังนี้ 3.125, 1.5625, 0.78125, 

0.390625 มิลลิโมลาร 

2. ผสมสารละลาย o-Cresolphthalein complexone และสารลาย 

Ethanolamine อยางละ 500 ไมโครลิตรเขาดวยกนั 

3. เติมสารละลายแคลเซียมคารบอรเนตทีท่ราบความเขมขน 

ปริมาตร 10 ไมโครลิตร ลงในสารละลายทีเ่ตรียมไว กรณีของ 

Blank ใชน้ําบริสุทธิ์แทนสารที่ตองการวัดปริมาณแคลเซียม 
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4. ผสมสารใหเขากันแลวดูดตัวอยางสารทีไ่ดปริมาตร 200 

ไมโครลิตรใสในแตละหลุมของจานเพาะเลี้ยง 96 หลุม นําไปวัด

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร ดวยเครื่อง 

Microplate reader 

5. นาํคาการดูดกลืนแสงของสารละลายแคลเซียมคารบอรเนตใน

แตละความเขมขน ไปสรางกราฟและหาสมการความสมัพันธ

ระหวางความเขมขนของแคลเซียมกับคาการดูดกลืนแสง 

 

ตารางที่ 3.4 คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตรของสารละลายแคลเซียมที่

ความเขมขนตางๆ 

 

ความเขมขนของแคลเซียม 

 (มิลลิโมลาร) 

คาการดูดกลนืแสง 

ที่ความยาวคลื่น 507 นาโนเมตร 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

0.3906 0.0467 0.0466 

0.7812 0.1047 0.0021 

1.5625 0.2200 0.0067 

3.1250 0.4757 0.0080 

 

จากการสรางกราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายแคลเซียม 

และคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่  570 นาโนเมตร ไดขอมูลดังตารางที ่3.4  ซึ่งสามารถ

นํามาสรางกราฟไดดังรูปที ่3.15  ความสมัพันธระหวางความเขมขนของสารละลายแคลเซียม และ

คาการดูดกลนืแสง สามารแสดงเปนสมการไดดังตอไปนี ้

คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร 

  =  0.148 × ความเขมขนของสารละลายแคลเซียม (มิลลิโมลาร) 
 

หรือ ความเขมขนของสารละลายแคลเซียม (มิลลิโมลาร)   

=  6.707 × คาการดูดกลนืแสงที่ความยาวคลื่น 570 นาโนเมตร 

 

เนื่องจากสารละลายเซลลทีน่ํามาวิเคราะหปริมาณแคลเซียมใน 1 หลมุเพาะเลี้ยง 

มีปริมาตร 400 ไมโครลิตร ดังนัน้จึงสามารถคํานวณปรมิาณการสะสมแคลเซียมไดจากสมการ

ตอไปนี้ 
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ปริมาณการสะสมแคลเซียม (พิโคโมล/เซลล)   

=      2682800 × คาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลืน่ 570 นาโนเมตร  

                                                                  จํานวนเซลล  

 

 

 
 

รูปที่ 3.15 กราฟมาตรฐานความสัมพนัธระหวางความเขมขนของสารละลายแคลเซียมและ

คาการดูดกลนืแสง 
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3.3.3.2.5 การทดสอบการเกดิ Adipogenic differentiation 

เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในจานเพาะเลี้ยง 12 หลุม (12-well plate) 

จนกระทั่งเซลลเจริญเติบโตเต็มพื้นที่ จากนั้นจงึเริ่มชกันาํใหเกิด Adipogenic 

differentiation โดยการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง DMEM high Glucose ที่

ประกอบดวย Fetal bovine serum รอยละ10, Insulin 10 ไมโครกรัม/มล. , 3-Isobutyl-

1-methylxanthine (IBMX) 0.5 มิลลิโมลาร และ Indomethacin 0.1 มิลลิโมลาร   

ตรวจสอบการเปลี่ยนแปลงโดยการยอม Lipid granules ภายในเซลลโดยวิธี Oil red O 

stain ซึ่งมีข้ันตอนดังตอไปนี ้

1. นําเซลลที่เพาะเลี้ยงมาดดูอาหารเพาะเลี้ยงทิ้ง แลวลางดวย Phosphate 

buffer saline เพื่อชะลางอาหารที่ตกคาง 

2. เติมสารละลาย Paraformaldehyde ความเขมขนรอยละ 4 ตั้งทิง้ไวที่

อุณหภูมิหองเปนเวลา 30 นาท ีแลวดูดทิ้ง 

3. ลางดวยน้ําบริสุทธิ์เพื่อชะลางสารละลาย Paraformaldehyde ที่ตกคาง 

4. เติมสารละลาย Oil red O ปริมาตร 500 ไมโครลิตร แลวตั้งทิ้งไวทีอุ่ณหภูมิหอง

เปนเวลา 60 นาท ีแลวดูดทิง้ 

5. ลางดวยน้ําบริสุทธิ์เพื่อชะลางสารละลาย Oil red O ที่ตกคาง 

6. ตรวจสอบดูการยอมติดสี Oil red O ภายใตกลองจุลทรรศน 
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3.3.4 การวิเคราะหการตอบสนองของเซลลตนกําเนิดในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห
 

3.3.4.1  การวิเคราะหการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

 วิเคราะหการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัด

จากผิวหนังแตละสูตร โดยเปรียบเทียบกบัโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 โครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหที่ใชเปนแผนวงกลมขนาดเสนผานศนูยกลาง 6 มม.  หนา 2 มม.  หลังจากนํา

เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกเขาสูโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหแลวจงึนาํไปเพาะเลี้ยงใน CO2 

incubator โดยใชอาหารเพาะเลี้ยงเพื่อเพิม่จํานวนตามปกติ เก็บตัวอยางโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

สูตรละ 3 ชิ้นในแตละชวงเวลาการวิเคราะหจํานวนเซลล หลงัเริ่มเพาะเลี้ยงเปนเวลา 1, 4, 7, 11 

และ 14 วัน มาวัดจํานวนเซลลโดยวิธ ีMTT method ตามวิธีการวัดจาํนวนเซลลในวธิีการทดลองที ่

3.2.3.1 
 

3.3.4.1.1 การเตรียมโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหกอนนาํเซลลเขาสูภายใน 

1. นําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมาแชในสารละลายเอทานอล ความเขมขนรอยละ 

70 เปนเวลาอยางนอย 24 ชั่วโมง 

2. ลางโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหดวยสารละลาย Phosphate buffer saline 3 คร้ัง 

3. นาํโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมาแชในสารละลาย Phosphate buffer saline แลว

เก็บไวใน CO2 Incubator เปนเวลา 24 ชัว่โมง 

4. นาํโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมาแชในอาหารเพาะเลีย้งแลวเก็บไวใน CO2 

Incubator เปนเวลา 24 ชัว่โมง 
 

3.3.4.1.2 การนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

1. นาํโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมไวแตละชิ้นใสลงในแตละหลุมของจาน

เพาะเลี้ยง 48 หลุม (48-well plate) 

2. เติมสารแขวนลอยเซลลความหนาแนน 1x105 เซลล/มล. หลุมละ 250 μl 

(25,000 เซลล/1ชิ้น โครงเนือ้เยื่อสังเคราะห)  

3. นาํจานเพาะเลี้ยง 48 หลมุที่มีโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในสารแขวนลอยเซลล ไป

เขยาดวยเครื่องเขยาแนวราบ (Horizontal shaker) ที่ความเร็วรอบ 200 รอบ/

นาที เปนเวลา 4 ชั่วโมง ใน CO2 Incubator 

4. ยายโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหแตละชิ้นที่ผานการนาํเซลลเขาสูโครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะหแลว ใสในแตละหลุมของจานเพาะเลี้ยง 48 หลุมอันใหม 
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5. เติมอาหารหลุมละ 750 μl แลวนาํไปเพาะเลี้ยงใน CO2 Incubator โดยเปลี่ยน

อาหารสัปดาหละ 3 คร้ัง 
 

3.3.4.2 การวิเคราะหการเกดิ Osteogenic differentiation ในโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห 

วิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation ของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร โดยเปรียบเทียบกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก

คอลลาเจนชนดิที่ 1 โครงเนือ้เยื่อสังเคราะหที่ใชเปนแผนวงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มม.  

หนา 2 ม.ม.   

การทดลองแบงเปน 4 ชุด ไดแก  

1. ชุดทดลอง เปนชุดโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหที่มเีซลล เพาะเลี้ยงในอาหารชักนําให

เกิด Osteogenic differentiation   

2. ชุดควบคุม เปนชุดโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหที่มเีซลล เพาะเลี้ยงในอาหารเพื่อเพิ่ม

จํานวนตามปกติ   

3. ชุด Blank สําหรับชุดทดลอง เปนชุดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนาํใหเกิด Osteogenic differentiation  

4. ชุด Blank สําหรับชุดควบคุม เปนชุดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล

เพาะเลี้ยงในอาหารเพื่อเพิ่มจํานวนตามปกติ   

หลังจากนําเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเขาสูโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหตามวธิีการทดลองที ่

4.1.2 แลวจึงนําไปเพาะเลีย้งใน CO2 incubator โดยใชอาหารเพาะเลี้ยงใหตรงกับแตละชุดทดลอง   

เก็บตัวอยางโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในแตละชุดทดลอง สูตรละ 3 ชิ้น ในแตละชวงเวลาการ

วิเคราะหการเปลี่ยนแปลง หลังเริ่มเพาะเลีย้งเปนเวลา 0, 7, 14 และ 21 วัน มาวิเคราะหกิจกรรม

ของเอนไซม Alkaline phosphatase ตามวิธีการทดลองที่ 3.2.4.2.1 และ การตรวจสอบการสะสม

แคลเซียมตามวิธีการทดลองที่ 3.2.4.3.1 
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บทที่  4 

ผลการวิเคราะหขอมูล 
 
4.1  การเตรยีมสารสกัดจากผิวหนงัและการวิเคราะหองคประกอบ 
 

4.1.1 การเตรียมสารสกัดจากผิวหนงั  
 

ตัวอยางผิวหนังเมื่อเตรียมเปนสารละลายและทําการแยกเปนสารสกัดจากผิวหนัง 

3 ชนิด ไดแก DE-1, DE-2 และ DE-3  ลักษณะของสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรมีลักษณะขน สี

คอนขางขาวและหนืด แตละสูตรตางกันเล็กนอย นอกจากนี้ในงานวิจัยยังไดเตรียมสารละลาย

คอลลาเจนชนิดที่ 1 (Type I Collagen) ความเขมขนรอยละ 0.8  เพื่อใชเปนวัตถุดิบเปรียบเทียบใน

การทดลองดวย โดยใชคอลลาเจนชนิดที่ 1 จากบริษัท Sigma-Aldrich corporation  เนื่องจากเปน

คอลลาเจนที่นิยมใชในการเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในงานดานวิศวกรรมเนื้อเยื่อ ลักษณะของ

สารละลายคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่เตรียมไดมีลักษณะเหนียวหนืดเกาะกันเปนกอน ใสไมมีสี ใสกวา

สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร  ลักษณะของสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตรและสารละลายคอลลา

เจนชนิดที่ 1 แสดงดังรูปที่ 3.4      

เมื่อนําสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร ไปทําการหาน้ําหนักแหงเพื่อวิเคราะหความ

หนาแนนของเนื้อสารในสารสกัด ไดขอมูลดังตารางที่ 4.1  สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 ซึ่งมี

ลักษณะขนและหนืดเหนียวมากที่สุด มีความหนาแนนเปน 30.8030±0.2414 มก.น้ําหนักแหง/มล. 

เปนสารสกัดที่มีหนาแนนของเนื้อสารมากที่สุดและมากกวา DE-1 และ DE-2 อยางมีนัยสําคัญ 

(p<0.05) สําหรับสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และสูตร DE-2 มีความหนาแนนใกลเคียงกัน คือ 

9.1991±0.4181 และ 8.9203±0.2414 มก.น้ําหนักแหง/มล. ตามลําดับ โดยความหนาแนนของ

เนื้อสารในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE1 และ DE-2 แตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ  

 

ตารางที่ 4.1 ความหนาแนนของสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร 
 

สารสกัดจากผวิหนัง ความหนาแนน 

(มก.น้าํหนกัแหง/มล.) 

สวนเบีย่งเบนมาตรฐาน 

สูตร DE-1 9.1991 0.4181 

สูตร DE-2 8.9203 0.2414 

สูตร DE-3 30.8030 0.2414 
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4.1.2 การวิเคราะหองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร  
 

4.1.2.1 การวิเคราะหปริมาณคอลลาเจน 

จากการวิเคราะหปริมาณของ Hydroxyproline แลวเทียบเปนปริมาณคอลลาเจน 

(Collagen) ตามวิธีการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนของ AOAC official method 990.26  ได

ขอมูลปริมาณคอลลาเจนในหนวย ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักเปยก ดังตารางที่ 4.2 และจากขอมูล

ความหนาแนนของเนื้อสารในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรในตารางที่ 4.1 สามารถคํานวณ

ปริมาณคอลลาเจนในหนวย มก./ก.น้ําหนักแหง ไดดังตารางที่ 4.2 และแสดงเปนกราฟแทงไดดังรูป

ที่ 4.1   ผลการวิเคราะหพบวา สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 มีปริมาณคอลลาเจนเปน

องคประกอบมากที่สุด (161.6823 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) ซึ่งมีปริมาณคอลลาเจนสูงกวาสาร

สกัดจากผิวหนังอีก 2 สูตรมาก ปริมาณคอลลาเจนในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 มีปริมาณ

ใกลเคียงกับในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-2  โดยปริมาณคอลลาเจนใน DE-1 สูงกวาใน DE-2 

เล็กนอย (ปริมาณคอลลาเจนในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 มีปริมาณเปน 92.2264 

และ 79.0668 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง ตามลําดับ)  

 

ตารางที่ 4.2 ปริมาณคอลลาเจนในสารสกัดจากผวิหนงัแตละสูตร 
 

ปริมาณคอลลาเจน สารสกัดจากผวิหนัง 

 ไมโครกรัม/มก.น้าํหนกัเปยก ไมโครกรัม/มก.น้าํหนักแหง 

สูตร DE-1 0.8484 92.2264 

สูตร DE-2 0.7053 79.0668 

สูตร DE-3 4.9803 161.6823 
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    DE-1                     DE-2                      DE-3 

รูปที่ 4.1 กราฟแทงแสดงปริมาณคอลลาเจนในสารสกัดจากผวิหนังแตละสูตร 

 

4.1.2.2 การวิเคราะหปริมาณ Sulfated Glycosaminoglycans  

จากการวิเคราะหปริมาณ Sulfated GAGs ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรโดย

วิธี Dimethylmethylene Blue assay  เมื่อนําคาการดูดกลืนแสงที่ความยาวคลื่น 525 นาโนเมตร 

ที่วัดไดจากสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรมาคํานวณหาปริมาณ Sulfated GAGs จากสมการ

ความสัมพันธระหวางความเขมของ Sulfated GAGs และคาการดูดกลืนแสง ที่ไดจากการทํากราฟ

มาตรฐาน พบวาปริมาณ Sulfated GAGs ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรเปนดังขอมูลในตาราง

ที่ 4.3  ซึ่งสามารถแสดงเปนกราฟแทงไดดังรูปที่ 4.2 

   

ตารางที่ 4.3 ปริมาณ Sulfated GAGs ในสารสกัดจากผวิหนังแตละสตูร 
 

สารสกัดจากผวิหนัง ปริมาณ Sulfated GAGs 

(ไมโครกรัม/มก.น้าํหนกัแหง) 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

สูตร DE-1 3.0986 0.5124 

สูตร DE-2 1.3556 0.3873 

สูตร DE-3 6.9073 0.8733 
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    DE-1                     DE-2                      DE-3 

รูปที่ 4.2 กราฟแทงแสดงปริมาณ Sulfated GAGs ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร 

 

สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 มีปริมาณ Sulfated GAGs เปนองคประกอบมาก

ที่สุด (6.9073±0.8733 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) รองลงมาคือ DE-1 (3.0986±0.5124 

ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) และ DE-2 มีปริมาณ Sulfate GAGs นอยที่สุด (1.3556±0.3873 

ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) โดยสารสกัดจากผิวหนังทุกสูตรมีปริมาณ Sulfated GAGs แตกตาง

กันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 

เมื่อเปรียบเทียบองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังที่ไดกับปริมาณ

องคประกอบของ ECM ที่พบในผิวหนังชั้นหนังแท (จากขอมูลในตารางที่ 2.2) พบวาปริมาณ

คอลลาเจนในเนื้อสารของสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีปริมาณต่ํากวาที่พบ

ในผิวหนัง (ผิวหนังประกอบดวยคอลลาเจน 598.50 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง) โดยมีปริมาณต่ํา

กวาเปน 6.5 เทา, 7.5 เทา และ 3.7 เทา ตามลําดับ  สําหรับปริมาณ Sulfated GAGs เมื่อ

เปรียบเทียบกับในผิวหนังซึ่งประกอบดวย GAGs ทั้งหมด 5.05 ไมโครกรัม/มก.น้ําหนักแหง พบวา

ในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 มีปริมาณ Sulfated GAGs  ใกลเคียงกับที่พบในผิวหนัง ในขณะ

ที่ DE-2 มีปริมาณ Sulfated GAGs ต่ํากวา และ DE-3 มีปริมาณ Sulfated GAGs สูงกวาที่พบใน

ผิวหนัง ทั้งนี้อาจเปนเพราะในกระบวนการปนเหวี่ยงเพื่อเตรียมสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-2 และ 

DE-3  โมเลกุลของ Sulfated GAGs เกิดการตกตะกอนจากสวนบนซึ่งเปน DE-2 ไปอยูในสวนลาง

ซึ่งเปนสวนของ DE-3 แทน 
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ตารางที่ 4.4 ปริมาณองคประกอบและสัดสวนของ Sulfated GAGs และคอลลาเจน ที่พบใน

สารสกัดจากผวิหนังแตละสตูร 
 

ปริมาณองคประกอบของ ECM 

(ไมโครกรัม/มก.น้าํหนกัแหง) 

 

สารสกัดจาก

ผิวหนัง 

Sulfated GAGs  คอลลาเจน 

 

สัดสวนของ Sulfated 

GAGs และคอลลาเจน 

(รอยละ) 

สูตร DE-1 3.0986 92.2264 3.36 

สูตร DE-2 1.3556 79.0668 1.71 

สูตร DE-3 6.9073 161.6823 4.27 

 

 

  จากขอมูลการวิเคราะหปริมาณคอลลาเจนและ Sulfated GAGs ในสารสกัดจาก

ผิวหนังแตละสูตร ดังตารางที่ 4.4 พบวา สัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจน ในสารสกัด

จากผิวหนังแตละสูตรมีสัดสวนที่ใกลเคียงกัน โดยที่ DE-3 มีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอ

คอลลาเจนสูงสุดคือ รอยละ 4.27  รองลงมาคือ DE-1 (รอยละ 3.36) และ นอยที่สุดคือ DE-2 (รอย

ละ 1.71)  ถึงแมวาความเขมขนของเนื้อสารในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 จะ

ใกลเคียงกัน (9.1991 และ 8.9203 มก.น้ําหนักแหง/มล. ตามลําดับ) แตสัดสวนของ Sulfated 

GAGs ตอคอลลาเจน ใน DE-1 สูงกวาใน DE-2 ถึง 2 เทาโดยประมาณ ในขณะที่ DE-3 ซึ่งมีความ

เขมขนของเนื้อสารมากที่สุด (30.8030 มก.น้ําหนักแหง/มล.) ซึ่งมากกวาความเขมขนของเนื้อสาร

ใน DE-1 ประมาณ 3 เทา แตมีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจนใกลเคียงกับใน DE-1 

(DE-3 มีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจน เปน 1.27 เทา โดยประมาณ)  ดังนั้นสารสกัด

จากผิวหนังสูตร DE-3 ซึ่งเปนสารสกัดจากผิวหนังที่มีความเขมขนของเนื้อสารในสารสกัดมากที่สุด 

แตมีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจนใกลเคียงกับใน DE-1  สารสกัดสูตร DE-3 จึง

เปรียบเสมือนเปนสารสกัดสูตร DE-1 ที่เขมขนขึ้น  ในขณะที่ DE-2 และ DE-1 ซึ่งมีความเขมขน

ของเนื้อสารใกลเคียงกันแตมีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอคอลลาเจน ตางกันมาก ดังนั้นสาร

สกัดสูตร DE-2 จึงเปรียบเสมือนเปนสารสกัดสูตร DE-1 ที่มีสัดสวนของ Sulfated GAGs ตอ

คอลลาเจนนอยกวาเปน 2 เทา  จากขอมูลองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังแตละ

สูตรที่ไดมานี้จะถูกนําไปใชในการวิเคราะหผลที่เกิดขึ้นจากการวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่ไดตอไป  
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4.2  การเตรยีมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและการวิเคราะหคุณสมบัติ 
 

4.2.1 การเตรียมโครงเนื้อเยือ่สังเคราะห 
 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากวัตถุดิบแตละชนิดที่ไดจากการเตรียมในแมแบบขึ้นรูป

จะมีลักษณะเปนแผนสี่เหลี่ยม หนาประมาณ 2 มิลลิเมตร ในการนําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหไป

ทดสอบการตอบสนองของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกจะเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแบบ

วงกลมขนาดเสนผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร เตรียมไดโดยการใช Biopsy punch ที่มีขนาดเสน

ผานศูนยกลาง 6 มิลลิเมตร โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแบบวงกลมที่ได แสดงไดดังรูปที่ 3.8 

 

4.2.2 การวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร (DE-1, DE-2 และ DE-

3) และจากสารละลายคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่เตรียมได จะถูกนํามาวิเคราะหคุณสมบัตทิางกายภาพ

โดยการวิเคราะหรูพรุนที่เกิดขึ้นในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห วิเคราะหคุณสมบัติทางกลจากความ

ตานทานแรงกด และศึกษาอัตราการยอยสลายโดยเอนไซม Collagenase type I  
 

4.2.2.1 การวิเคราะหรูพรุนของโครงเนื้อเยือ่สังเคราะห 

ลักษณะรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อที่เตรียมจากวัตถุดิบแตละชนิด วิเคราะหจากภาพที่

วิเคราะหดวยเครื่อง Scanning electron microscope (SEM) ชื่อการคา JEOL รุน JSM-5410LV 

แสดงไดดังรูปที่ 4.3 จากลักษณะที่ปรากฏ พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมไดทุกสูตรมรูีพรุนที่

มีความตอเนื่อง (Interconnected pore) ดังนั้นเมื่อมีการเคลื่อนที่ของเซลลเขามาในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห เซลลจะสามารถเคลื่อนที่ไดอยางตอเนื่องทั่วทั้งโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหและสามารถเกิด

การถายเทของสารไดตอเนื่อง ขนาดของรูพรุน (Pore size) ของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากการ

วิเคราะหโดยโปรแกรม Image J โดยวิเคราะหจากเสนผานศูนยกลางของรูพรุนที่ปรากฏในภาพ

จํานวน 50 รูพรุน แลวคํานวณขนาดของรูพรุนโดยเฉลี่ย ผลการวิเคราะหขนาดของรูพรุน ไดผลดัง

ตารางที่ 4.5 
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ตารางที่ 4.5   ขนาดรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละชนิด 
 

ชนิดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ขนาดของรูพรุน สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน  (ไมโครเมตร) 

DE-1 145.6845 46.8591 

DE-2 142.5356 45.3861 

DE-3 97.8116 21.9892 

คอลลาเจนชนดิที่ 1  188.8419 35.4062 

 

     
 

     
 

รูปที่ 4.3 ลักษณะรูพรุนทางดานขางของโครงเนื้อเยือ่สังเคราะห จากการวิเคราะหโดย SEM  

  ก 

  ค   ง 

  ข 

  ก  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-1  

  ข  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-2 

  ค  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-3 

  ง   โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร คอลลาเจนชนิดที่ 1  
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  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรมีขนาดของรูพรุนแตกตางกันดังตารางที่ 4.6 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลลาเจนชนิดที่ 1 มีขนาดรูพรุนเฉลี่ยใหญที่สุด (188.84 ±35.41 

ไมโครเมตร) ซึ่งใหญกวาขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรอื่นอยางมีนัยสําคัญ 

(p<0.05)  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-2 ซึ่งมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยรองลงมาและมี 

ใกลเคียงกัน คือ 145.68±46.86  และ 142.54±45.39 ไมโครเมตร ตามลําดับ ซึ่งแตกตางกันอยาง

ไมมีนัยสําคัญ สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-3 มีขนาดรูพรุนเฉลี่ยเล็กที่สุด (97.81 

±21.99 ไมโครเมตร) ซึ่งเล็กกวาขนาดรูพรุนเฉลี่ยของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรอ่ืนอยางมี

นัยสําคัญ (p<0.05) เนื่องจากกระบวนการขึ้นรูปเพื่อเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรใน

งานวิจัยนี้ ใชกระบวนการเดียวกันและขึ้นรูปพรอมกัน ดังนั้นปจจัยที่มีผลตอขนาดของรูพรุนจึงเกิด

จากชนิดของวัตถุดิบและความเขมของของวัตถุดิบในสารละลาย สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร 

เตรียมไดจากวัตถุดิบชนิดเดียวกัน ดังนั้นคุณสมบัติของวัตถุดิบจึงมีความใกลเคียงกัน แตสารสกัด

จากผิวหนังแตละสูตรมีความเขมขนของเนื้อสารตางกัน สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 

มีความหนาแนนของเนื้อสารในสารสกัดใกลเคียงกัน ดังนั้นโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมไดจาก

สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 2 สูตรนี้ จึงมีขนาดรูพรุนเฉลี่ยที่ใกลเคียงกัน ในขณะที่สารสกัดจากผิวหนัง

สูตร DE-3 มีความหนาแนนของเนื้อสารมากดังนั้นเมื่อเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจึงมีขนาด

รูพรุนเฉลี่ยเล็กกวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 
 

4.2.2.2 การวิเคราะหความตานทานแรงกด 

  การวิเคราะหความตานทานแรงกดของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแสดงผลในรูปของ

คา Compressive modulus ไดผลดังตารางที่ 4.6  ความตานทานแรงกดของโครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะหสูตร DE-1, DE-2, DE-3 และคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีคา Compressive modulus เปน 

88.72±27.61, 84.30±21.62, 147.54±11.07 และ 56.32±16.98 ตามลําดับ โครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะหสูตร DE-3 มีความตานทานแรงกดสูงที่สุดและสูงกวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1, 

DE-2 และคอลลาเจนชนิดที ่1 อยางมนีัยสําคัญ (p<0.05)  ในขณะทีโ่ครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร 

DE-1, DE-2 และคอลลาเจนชนิดที ่1 มีความตานทานแรงกดแตกตางกันอยางไมมนีัยสําคัญ  
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ตารางที่ 4.6  คา Compressive modulus ของโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหแตละสูตร 

 

ชนิดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

 

Compressive Modulus 

(กิโลปาสคาล) 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

DE-1 88.72 27.61 

DE-2 84.30 21.62 

DE-3 147.54 11.07 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 56.32 16.98 

 

 

4.2.2.3 การวิเคราะหการยอยสลายของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยเอนไซม 

  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมจากวัตถุดิบแตละชนิดนํามาวิเคราะหการยอย

สลายโดยเอนไซมโดยเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหขนาด ขนาดกวาง 1 ซม. ยาว 1 ซม. และหนา 

0.2 ซม. ชั่งน้ําหนักแหงเริ่มตน แลวนําไปยอยสลายดวยเอนไซม Collagenase type I เก็บตัวอยาง

มาวิเคราะหน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เวลาตางๆ ไดผลดังตารางที่ 4.7 และสามารถสราง

กราฟความสัมพันธระหวางระยะเวลาการยอยโดยเอนไซมและรอยละของน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหเมื่อเทียบกับน้ําหนักเริ่มตน ไดดังรูปที่ 4.4 

  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรมีอัตราการยอยสลายโดยเอนไซม Collagenase 

type I ในอัตราที่ตางกัน สมการความสัมพันธระหวางระยะเวลาการยอยโดยเอนไซมและรอยละ

ของน้ําหนักของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเมื่อเทียบกับน้ําหนักเริ่มตน แสดงในรูปที่ 4.4 จากสมการ

ดังกลาวสามารถคํานวณระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายจนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีน้ําหนักลดลง

จนเหลือรอยละ 50 ของน้ําหนักเริ่มตน ไดดังตารางที่ 4.8 
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ตารางที่ 4.7 การเปลี่ยนแปลงน้าํหนักของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเมื่อยอยสลายโดยเอนไซม 

Collagenase type I ที่ระยะเวลาตางๆ 

 

น้ําหนกัของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

(รอยละของน้าํหนักเริ่มตน) 

เมื่อใชระยะเวลาการยอยสลายโดยเอนไซม 

 

ชนิดโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห 

0 วัน 2 วัน 4 วัน 6 วัน 8 วัน 

DE-1 100 

 

54.78 

±1.79 

37.48 

±8.96 

28.68 

±6.72 

18.73 

±9.83 

DE-2 100 

 

50.51 

±6.72 

33.23 

±3.18 

27.16 

±2.57 

21.45 

±10.60 

DE-3 100 

 

93.57 77.45 

±0.98 

48.89 

±7.16 

37.82 

±2.49 ±11.11 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 100 

 

43.37 31.01 20.25 12.16 

±7.60 ±4.93 ±4.93 ±3.28 

 
ตารางที่ 4.8 ระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายจนโครงเนือ้เยื่อสังเคราะหมีน้าํหนกัลดลงจนเหลือ

รอยละ 50 ของน้าํหนักเริ่มตน 

 
ชนิดโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ระยะเวลาการยอยสลาย   

จนน้าํหนักเหลือรอยละ 50 
 

  
DE-1 3.30  
DE-2 3.30  
DE-3 6.30  
คอลลาเจนชนดิที่ 1  2.57  

 

  อัตราเร็วในการยอยสลายโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรสามารถพิจารณาได

จากระยะเวลาที่ใชในการยอยสลายจนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีน้ําหนักลดลงจนเหลือรอยละ 50 

ของน้ําหนักเริ่มตน (ตารางที่ 4.8)  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีอัตราการยอย
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สลายเร็วที่สุด โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-2 มีอัตราเร็วในการยอยสลายเทากัน 

และโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีอัตราเร็วในการยอยสลายชาที่สุด 

 

 

คอลลาเจนชนดิที่ 1  DE-1         DE-2            DE-3 

 

รูปที่ 4.4  กราฟความสมัพันธระหวางระยะเวลาการยอยโดยเอนไซมและรอยละของน้ําหนัก

ของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเมื่อเทียบกับน้าํหนักเริ่มตน 
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4.3 การเตรยีมเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกและการวิเคราะหคุณสมบัติของเซลล 
 

4.3.1 การคัดแยกเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูกมนุษย 
 

ตัวอยางไขกระดูกที่ไดประกอบดวยเซลลหลายชนิดมีเซลลเม็ดเลือดจํานวนมาก  

เมื่อนําไขกระดูกที่ไดมาคัดแยกเซลลตนกําเนิดเมื่อเร่ิมตนเพาะเลี้ยงยังคงมีเซลลเม็ดเลือดแดงปน

อยูคอนขางมาก แตหลังเพาะเลี้ยงนาน 1 สัปดาห เซลลตนกําเนิดเกาะพื้นภาชนะเพาะเลี้ยงแลวจึง

เปลี่ยนอาหารเพาะเลี้ยงชุดใหมแทน เซลลเม็ดเลือดแดงที่ปนมาจึงหมดไป หลังจากเพาะเลี้ยงนาน 

2 สัปดาห เซลลตนกําเนิดจะเจริญเติบโตหนาแนน ซึ่งจะทําการแบงเซลลไปเลี้ยงในภาชนะ

เพาะเลี้ยงจํานวนเพิ่มข้ึน ในการทดลอง 4.3 ทั้งหมดจะใชเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก Passage 

ที่ 2 และในการทดลอง 4.4 ทั้งหมดจะใชเซลล Passage ที่ 4 เนื่องจากเปนเซลลที่มีจํานวน 

Passage ใกลเคียงกันดังนั้นคุณสมบัติของเซลลจึงยังคงไมแตกตางกัน 

 

4.3.2 การวิเคราะหคุณสมบัติของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 
   

เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่คัดแยกไดหลังจากเพาะเลี้ยงเพื่อเพิ่มจํานวนได

มากพอจะถูกนํามาวิเคราะหคุณสมบัติที่บงชี้ความเปนเซลลตนกําเนิด ไดแก การวิเคราะห

แอนติเจนที่ผิวเซลลที่บงชี้ความเปนเซลลตนกําเนิด และ การวิเคราะหความสามารถในการเกิด 

Differentiation ซึ่งในโครงงานวิจัยไดทําการทดสอบการเกิด Osteogenic differentiation และ 

Adipogenic differentiation  นอกจากนี้ยังไดทดสอบคุณสมบัติของเซลลในการเจริญเติบโตจาก

การวัดอัตราการเจริญเติบโต และทําการวิเคราะหจํานวนเซลลโดยวิธี MTT assay เพื่อไดขอมูล

สําหรับนําไปใชในการทดลองขั้นตอไป 
 

4.3.2.1 การวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลโดยวิธ ีFlow cytometry 

ผลการวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลแสดงดังรูปที่ 4.5 และตารางที่ 4.9 จากการ

วิเคราะหจํานวนเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD29, CD44, CD90 และ CD105  ซึ่งเปนแอนติเจนที่

ปรากฏบนเซลลตนกําเนิด พบวามีเซลลที่ปรากฏแอนติเจนเหลานี้รอยละ 96.33, 98.06, 97.49 

และ 97.71 ตามลําดับ จากผลดังกลาวแสดงวาเซลลที่คัดแยกไดจากไขกระดูกมากกวารอยละ 95 

เปนเซลลตนกําเนิด นอกจากนี้ยังไดวิเคราะหจํานวนเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD71 ซึ่งเปน

แอนติเจนที่ปรากฏบนเซลลที่มีการแบงตัว พบวามีจํานวนเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD71 รอยละ 

68.40  แสดงวาเซลลที่เพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงประมาณรอยละ 68.40 

เปนเซลลที่มีการแบงเซลลอยู 
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รูปที่ 4.5 การวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 

โดยวิธ ีFlow cytometry  

(เสนสีเขียว แสดงผลการวเิคราะหเซลลทีไ่มยอมแอนตบิอดีที่ติดสารเรืองแสง ,      

  เสนสีน้าํเงนิ แสดงผลการวเิคราะหเซลลที่ยอมแอนติบอดีที่ติดสารเรืองแสง) 

  ก  ผลการวิเคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD29 

  ข  ผลการวิเคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD44 

ค  ผลการวิเคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD44 

ง  ผลการวเิคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD90 

จ  ผลการวิเคราะหเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD105 



84 

 

ตารางที่ 4.9 รอยละของจํานวนเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่ปรากฏแอนติเจนตางๆ 

 

แอนติเจนที่วิเคราะห จํานวนเซลลทีป่รากฏแอนติเจน 

 (รอยละของเซลลที่วิเคราะหทัง้หมด) 

CD29 96.33 

CD44 98.06 

CD71 68.40 

CD90 97.49 

CD105 97.71 

 

4.3.2.2 การวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโต 

  เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่ใชวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโต เปนเซลลใน 

Passage ที่ 2 เมื่อนํามาเพาะเลี้ยงในจานเพาะเลี้ยง 6 หลุม โดยใหมีเซลลเร่ิมตน 30,000 เซลลใน

แตละหลุม หรือคิดเปนความหนาแนนของเซลลในพื้นที่เพาะเลี้ยงประมาณ 3125  เซลล/ตาราง

เซนติเมตร (พื้นที่ในจานเพาะเลี้ยง 6 หลุม เปน 9.6 ตารางเซนติเมตร/หลุม) หลังเพาะเลี้ยงเปน

เวลา 15 วัน โดยทําใหเซลลเปนเซลลแขวนลอยดวยเอนไซมทริปซินในวันที่ 5, 10 และ 15 เพื่อนับ

จํานวนเซลลแลวนําเซลลทั้งหมดลงไปเพาะเลี้ยงใหมโดยใหมีเซลลเร่ิมตน 30,000 เซลลในแตละ

หลุมตามเดิม ไดผลดังตารางที่ 4.10  และแสดงเปนกราฟไดรูปที่ 4.6   

 

ตารางที ่4.10 การเปลี่ยนแปลงของจํานวนเซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกตามระยะเวลาการ

เพาะเลี้ยง 

 ระยะเวลาการเพาะเลี้ยง จํานวนเซลล 
 (วัน) (เซลล) 
 0 30,000.00 
 

5 413,333.33±23,094.01 
 

10 5,097,777.78±238,638.11 
 

15 67,970,370.37±3,398,518.52 
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รูปที่ 4.6 กราฟอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกาํเนิดจากไขกระดูก 

  ก  เมื่อแกนตัง้แสดงจํานวนเซลลในสัดสวนแกนปกต ิ

  ข  เมื่อแกนตั้งแสดงจํานวนเซลลในสัดสวนแกนแบบลอการิทึม (Logarithm) 
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จากการทดลองการวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจาก         

ไขกระดูกสามารถแสดงความสัมพันธระหวางระยะเวลาการเจริญเติบโตและจํานวนเซลลไดดัง

สมการตอไปนี้ 

    จํานวนเซลล (เซลล)  =   30534 e
0.513×ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (วัน)

หรือ ระยะเวลาในการเพาะเลี้ยง (วัน)  =   1.946×ln(จํานวนเซลล) – 20.09 
 

จากสมการดังกลาวสามารถคํานวณหาระยะเวลาในการเพิ่มจาํนวนเปน 2 เทา 

(Doubling time) ไดดังนี้  

ถาเริ่มตนเพาะเลี้ยงเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมีจํานวน 30000 เซลล  

ในการเพาะเลีย้งใหไดจํานวน 100000 เซลล ตองใชเวลาเพาะเลีย้ง 

  =  1.946ln(100000)-20.09   =  2.3095   วัน 

ในการเพาะเลีย้งใหไดจํานวน 200000 เซลล ตองใชเวลาเพาะเลีย้ง 

  =  1.946ln(200000)-20.09   =  3.6585   วัน 

ดังนัน้เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมีระยะเวลาในการเพิม่จํานวนเปน 2 เทา เปน 

  =  3.6585  -  2.3095  =  1.3490  วัน 

 

  จากผลการวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก 

พบวา เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกมีระยะเวลาในการเพิ่มจํานวนเปน 2 เทา (Doubling time) 

ประมาณ 1.35 วัน 

 

4.3.2.3 การทดสอบการเกิด Osteogenic differentiation 

     การวิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation ในการทดลองจะทําการ

ตรวจวัดเปรียบเทียบการเจริญเติบโต กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase และการสะสม

แคลเซียมของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและชุด

ที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation  จากการวิเคราะหการเจริญเติบโตโดยวิธี 

MTT assay ไดขอมูลดังตารางที่ 4.11 และรูปที่ 4.7   การวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline 

phosphatase ไดขอมูลดังตารางที่ 4.12 และรูปที่ 4.8  สําหรับการวิเคราะหการสะสมแคลเซียมได

ขอมูลดังตารางที่ 4.13 และรูปที่ 4.9    
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ตารางที่ 4.11 การเปลี่ยนแปลงจํานวนเซลลระหวางชุดทีเ่พาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและ

ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 
 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) ชุดการทดลอง 

0 7 14 21 

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ 31054.9 

±4303.22 

61464.33 82836.99 

±970.21 

99691.26 

±5201.08 ±3335.57 

ในอาหารชักนาํ  

Osteogenic differentiation 

31054.9 

±4303.22 

70214.21 

±5133.89 

69568.72 

±2280.44 

63400.77 

±6383.92 

 

 

 
 

รูปที่ 4.7  การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเปรียบเทียบระหวางที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและที่เพาะเลี้ยงอาหารชักนาํ Osteogenic 

differentiation 
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ตารางที่ 4.12 การเปลี่ยนแปลงกิจกรรมเอนไซม Alkaline phosphatase ระหวางชุดที่เพาะเลีย้ง

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 
 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) ชุดการทดลอง 

0 7 14 21 

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ 0.1657 

±0.0291 

0.1019 

±0.0208 

0.1348 

±0.0089 

0.1004 

±0.0147 

ในอาหารชักนาํ  

Osteogenic differentiation 

0.1657 

±0.0291 

0.6363 

±0.0136 

0.4777 

±0.0468 

0.5879 

±0.0109 

 

 
 

รูปที่ 4.8  กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก

เปรียบเทยีบระหวางที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและที่เพาะเลี้ยงอาหาร

ชักนาํ Osteogenic differentiation 
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ตารางที่ 4.13 การสะสมแคลเซียมระหวางชุดที่เพาะเลีย้งในอาหารเพาะเลี้ยงปกตแิละในอาหาร

ชักนาํ Osteogenic differentiation 
 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) ชุดการทดลอง 
0 7 14 21 

0.1152 0.4510 0.3670 0.4934 ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ
±0.3115 ±0.3055 ±0.0324 ±0.1120 

0.1152 0.1401 31.6219 38.4784 ในอาหารชักนาํ  
Osteogenic differentiation ±0.3115 ±0.1167 ±2.2347 ±1.1591 

 

 
 

รูปที่ 4.9  การสะสมแคลเซียมของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเปรียบเทียบระหวางที่

เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและทีเ่พาะเลี้ยงอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation 
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  เมื่อพิจารณาการเจริญเติบโตของเซลลระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและ

ชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation พบวาในชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติ

จํานวนเซลล เพิ่ม ข้ึนในอัตราที่คงที่ ในขณะที่ชุดที่ เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา  Osteogenic 

differentiation จํานวนเซลลเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในสัปดาหแรกหลังจากนั้นจํานวนเซลลจะลดลง

เล็กนอยอยางตอเนื่องในสัปดาหตอมาซึ่งแตกตางอยางไมมีนัยสําคัญ เมื่อวิเคราะหจํานวนเซลล

ทางสถิติระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation พบวาจํานวนเซลลในสัปดาหที่ 1 แตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ แตจํานวนเซลล

ในสัปดาหที่ 2 และ 3 แตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) 

  เมื่อพิจารณาจากกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ระหวางชุดที่

เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation พบวาชุด

ที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติมีกิจกรรมของกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase คงที่ตลอด

ระยะเวลาการทดลอง ในขณะที่กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ในชุดที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation มีการเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในสัปดาหแรกหลังจากนั้นใน

สัปดาหตอมากิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase จะลดลงเล็กนอยกอนที่จะสูงขึ้นอีกครั้ง

ในสัปดาหสุดทายของการทดลอง เมื่อวิเคราะหกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase 

เปรียบเทียบทางสถิติระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา 

Osteogenic differentiation พบวาแตกตางกันอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ในทุกสัปดาหที่

วิเคราะห 

  เมื่อพิจารณาจากการสะสมแคลเซียมระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกตแิละชดุ

ที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation พบวาชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติไมพบ

การสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนตลอดระยะเวลาการทดลอง (21 วัน) ในขณะที่ชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหาร

ชักนํา Osteogenic differentiation ในสัปดาหแรกยังไมพบการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึน โดยชุดที่

เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation ปริมาณการสะสม

แคลเซียมแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ แตจะพบการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนในสัปดาหที่ 2 และ 

3 ซึ่งสูงกวาชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติอยางมีนัยสําคัญ (p<0.05) ปริมาณการสะสม

แคลเซียมในสัปดาหที่ 3 สูงกวาในสัปดาหที่ 2 เล็กนอย โดยแตกตางกันอยางไมมีนัยสําคัญ 

 จากการวิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation สามารยืนยันไดวาเซลลจากไข

กระดูกที่เพาะเลี้ยงเปนเซลลตนกําเนิดที่มีคุณสมบัติในการเกิด Osteogenic differentiation โดยมี

การตอบสนองตอการชักนําการเกิด Osteogenic differentiation ในสภาวะที่ใชดังผลการทดลอง

ตามที่กลาวมาขางตน และสามารถใชเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกนี้ในการทดสอบคุณสมบัติของ
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สารสกัดจากผิวหนังในการสงเสริมการเกิด Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

ในการทดลองตอไป 
 

4.3.2.4 การทดสอบการเกิด Adipogenic differentiation 

   การวิเคราะหการเกิด Adipoogenic differentiation ในการทดลองจะทําการยอม 

Lipid granules ภายในเซลลโดยการยอม Oil red O stain เปรียบเทียบระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงใน

อาหารเพาะเลี้ยงปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Adipogenic differentiation  หลังจาก

เพาะเลี้ยงนาน  21 วัน  พบวาเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่ เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา 

Adipoogenic differentiation มีการสราง Lipid granules ภายในเซลลที่สามารถสังเกตไดภายใต

กลองจุลทรรศนแบบใชแสง ดังรูปที่ 4.10 ก และเมื่อยอมโดย Oil red O stain จะติดสีแดงเขมใน 

Lipid granules ดังรูปที่ 4.10 ข ในขณะที่เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงในอาหาร

เพาะเลี้ยงปกติไมพบการเปลี่ยนแปลงใดๆ เกิดขึ้น 

  จากการทดลองแสดงวาเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกนอกจากจะมีคุณสมบัติใน

การเกิด Osteogenic differentiation แลวยังสามารถเกิด Adipogenic differentiation ได  เมื่อ

พิจารณาผลการวิเคราะหแอนติเจนที่ผิวเซลลซึ่งยืนยันวาเซลลจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงเปนเซลล

ตนกําเนิดมากกวารอยละ 95 ของเซลลทั้งหมด แตจากการทดลองการเกิด Adipogenic 

differentiation พบวาเซลลที่มีการเปลี่ยนแปลงและพบการเกิด Lipid granules ภายในเซลลมี

จํานวนเพียงเล็กนอย แสดงวาถึงแมวาเซลลจากไขกระดูกที่คัดแยกไดสวนใหญจะมีคุณสมบัติเปน

เซลลตนกํ า เนิดแตมี เซลลตนกํ า เนิด เพียงบางสวนเท านั้ นที่ สามารถเกิด  Adipogenic 

differentiation ไดในสภาวะการเพาะเลี้ยงที่ใช 
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รูปที่ 4.10 เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Adipogenic 

differentiation เปนระยะเวลา 21 วนั ที่กาํลังขยาย 200 เทา 

 ก  เซลลทีพ่บ Lipid granule ภายในเซลล กอนยอม Oil red O stain 

  ข  เซลลทีพ่บ Lipid granule ภายในเซลล หลงัยอม Oil red O stain 
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4.4 การวิเคราะหการตอบสนองของเซลลตนกําเนิดในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
 

4.4.1 การวิเคราะหการเจรญิเติบโตของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห 
 

  หลักจากนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหโดยใชจาํนวนเซลล 25,000 เซลล/1 

ชิ้นโครงเนื้อเยือ่สังเคราะห และวัดจํานวนเซลลที่ยึดเกาะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหไดหลังนาํเซลลเขา

สูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหนาน 1 วัน จํานวนเซลลที่สามารถยึดเกาะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละ

สูตรไดแสดงตารางที่ 4.15 แสดงขอมูลเปนรอยละของจํานวนเซลลทั้งหมดไดดังตารางที ่4.14 และ

รูปโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงนาน 1 วนัหลงัจากนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ยอม

เซลลดวยสาร MTT แสดงดังรูปที่ 4.12 ก 

  เมื่อพิจารณาจากรอยละของจํานวนเซลลที่ยึดเกาะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหได

พบวาเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกสามารถยึดเกาะเขาไปในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก      

คอลลาเจนชนดิที่ 1 ไดดีที่สุด (รอยละ 89.79±6.57 ของเซลลทั้งหมด) รองลงมาคือโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1 และ DE-2 ซึ่งมีจาํนวนเซลลที่ยึดเกาะเปนรอยละ 

73.15±6.72 และ 73.15±4.55 ของเซลลทั้งหมด ตามลาํดับ สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสาร

สกัดจากผวิหนังสูตร DE-3 มีจํานวนเซลลที่ยึดเกาะนอยที่สุดคือรอยละ 72.01±7.31 ของเซลล

ทั้งหมด เมื่อวิเคราะหทางสถติิเปรียบเทียบการยึดเกาะของเซลลตนกําเนิดบนโครงเนือ้เยื่อ

สังเคราะหสูตรตางๆ พบวามีเพียงสูตร DE-2 และคอลลาเจนชนิดที่ 1 เทานัน้ที่แตกตางกันอยางมี

นัยสําคัญ (p<0.05) 

 

ตารางที่ 4.14 จํานวนเซลลทีย่ึดเกาะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห ภายหลังกระบวนการนาํเซลลเขาสู

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
 

โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหสูตร 

จํานวนเซลลทีย่ึดเกาะโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะห 

(รอยละของเซลลเร่ิมตน) 

สวนเบีย่งเบน

มาตรฐาน 

DE-1 
 

73.15 6.72 

DE-2 
 

73.15 4.55 

DE-3 
 

72.01 7.31 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 
 

89.79 6.57 
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หลังจากนําเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเขาสูโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหแลว จงึนาํ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลลไปเพาะเลีย้งแลววัดจํานวนเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหหลังจาก

เพาะเลี้ยงที่เวลาตางๆ เพื่อวเิคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร ไดขอมูลดังตารางที่ 4.15 และสามารถนาํมาสรางเปนกราฟ ไดดังรูปที่ 

4.11  ลักษณะของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีเซลลอยูภายในหลงัจากเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา

ตางๆ เมื่อยอมเซลลดวยสาร MTT ลักษณะที่ปรากฏแสดงไดดังรูปที่ 4.12  สําหรับลักษณะภายใต

กลองจุลทรรศนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร  DE-1, DE-2 และ DE-3 

รวมทัง้จากคอลลาเจนชนิดที ่1 แสดงไดดังรูป 4.13, 4.14, 4.15 และ 4.16 ตามลําดบั  

 

ตารางที่ 4.15 จํานวนเซลลทีเ่จริญเติบโตในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเมื่อทําการวัดจาํนวนเซลลที่

ระยะเวลาตางๆ หลังจากเพาะเลี้ยง 
 

จํานวนเซลลหลังหลงัจากเพาะเลี้ยงเปนระยะเวลา 

(เซลล ± สวนเบี่ยงเบนมาตรฐาน) 

 

ชนิดโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห 
1 วัน 4 วัน 7 วัน 10 วัน 14 วัน 

PAD  HEAVY 18288.69 

±1680.46 

39087.58 

±6685.01 

47909.18 

±3458.23 

55941.86 

±5004.52 

58452.07 

±2446.91 

DE-2 18288.69 

±1138.53 

48267.78 

±7701.84 

57232.83 

±2581.93 

59240.99 

±3790.34 

65624.11 

±4962.72 

DE-3 18001.8 

±1829.92 

37438.01 

±5594.19 

43175.64 

±2566.95 

49702.19 

±5531.77 

51064.88 

±2857.14 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 22448.46 

±1643.32 

40737.15 

±5165.36 

54292.29 

±4196.09 

61607.77 

±2983.95 

65050.34 

±1643.32 
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รูปที่ 4.11 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิด

ตางๆ 
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รูปที่ 4.12  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ปราศจากเซลล (แถวบนของแตละรูป) และที่มีเซลล 

(แถวลางของแตละรูป) เรียงจากซายไปขวา ไดแก DE-1, DE-2, DE-3 และคอลลา

เจนชนิดที่ 1  

  ก  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงนาน   1 วนั 

  ข  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงนาน   7 วัน 

ค  โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงนาน 14 วนั 
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รูปที่ 4.13  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 จากการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกและยอมเซลลดวยสาร MTT ที่กําลังขยาย 200 เทา 

  ก  ไมมเีซลลภายใน 

  ข  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  1 วนั 

  ค  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  7 วนั 

  ง  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน 
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รูปที่ 4.14  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-2 จากการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกและยอมเซลลดวยสาร MTT ที่กําลังขยาย 200 เทา 

  ก  ไมมเีซลลภายใน 

  ข  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  1 วนั 

  ค  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  7 วนั 

  ง  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน 
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รูปที่ 4.15  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-3 จากการทดสอบการเจริญเติบโตของเซลลตน

กําเนิดจากไขกระดูกและยอมเซลลดวยสาร MTT ที่กําลังขยาย 200 เทา 

  ก  ไมมเีซลลภายใน 

  ข  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  1 วนั 

  ค  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  7 วนั 

  ง  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน 
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รูปที่ 4.16  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหคอลลาเจนชนิดที่ 1 จากการทดสอบการเจริญเติบโตของ

เซลลตนกาํเนดิจากไขกระดูกและยอมเซลลดวยสาร MTT ที่กาํลังขยาย 200 เทา 

  ก  ไมมเีซลลภายใน 

  ข  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  1 วนั 

  ค  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน  7 วนั 

  ง  มีเซลลภายใน เพาะเลี้ยงนาน 14 วัน 
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  เมื่อวิเคราะหอัตราการเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตร พิจารณาจากกราฟการเจริญเติบโตและสมการความสัมพันธระหวาง

ระยะเวลาการเพาะเลี้ยงและจํานวนเซลลแสดงดังรูปที่ 4.11 พบวาเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก

สามารถเจริญเติบโตภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-2  ไดดีที่สุด 

รองลงมาคือ โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1  ตอมาคือ โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก

สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1  สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 

มีอัตราการเจริญเติบโตต่ําที่สุด   

 

4.4.2 การวิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation ของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 

การวิเคราะหการเกิด Osteogenic differentiation ของเซลลตนกําเนิดจากไข

กระดูกในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ จะทําการตรวจวัดเปรียบเทียบการเจริญเติบโต กจิกรรม

ของเอนไซม Alkaline phosphatase และการสะสมแคลเซียมของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก

ระหวางชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและชุดที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation   

จากการวิเคราะหการเจริญเติบโตโดยวิธี MTT assay ไดขอมูลดังตารางที่ 4.16 

การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในอาหารเพาะเลี้ยงปกติแสดงดังรูปที่ 4.17  

การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation

แสดงดังรูปที่ 4.18   สําหรับการเปรียบเทียบการเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแต

ละชนิดในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation แสดงดังรูปที่ 

4.19  ลักษณะการเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหมีรูปแบบคลายกับลักษณะการ

เจริญเติบโตของเซลลในภาชนะเพาะเลี้ยงทั้งในสภาวะที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation  กลาวคือ การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติจํานวนเซลลมีการเพิ่มข้ึนเล็กนอยในอัตราที่คงที่

ตลอดระยะเวลาการทดลอง ในขณะที่การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation เซลลมีการเพิ่มจํานวนอยางรวดเร็วใน

สัปดาหแรกในทุกชนิดของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห แตหลังจากนั้นการเจริญเติบโตของเซลลในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแตละชนิดแตกตางกันเล็กนอยคือ การเจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหสูตร DE-1 มีการเพิ่มจํานวนตอไปอยางตอเนื่อง การเจริญเติบโตของเซลลในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-2 และ DE-3 มีการลดจํานวนเซลลลงเล็กนอยอยางตอเนื่อง สําหรับการ

เจริญเติบโตของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีจํานวนเซลลเพิ่มข้ึนตอ

ในสัปดาหที่ 2 แลวจึงมีจํานวนลดลงในสัปดาหที่ 3 
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ตารางที่ 4.16 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนดิตางๆ 
 

จํานวนเซลล (เซลล) เมื่อทดลองเปนเวลา 
 

 ชนิดโครงเนื้อเยื่อ
สังเคราะห 

0 วัน 
 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 

DE-1 58738.95 

±2889.36 

69999.05 

±18799.62 

94168.80 

±3703.85 

127590.50 

±4319.33 

DE-2 37581.45 

±2929.14 

97396.21 

±1075.81 

100623.60 

±6669.99 

112242.30 

±9846.60 

DE-3 38155.22 

±12066.93 

61607.77 

±3657.74 

71003.13 

±11157.3 

98113.42 

±13236.05 

  

 

คอลลาเจน 

ชนิดที่ 1 
55870.14 

±1940.43 

70501.09 

±3980.96 

ใน
อา
หา
รเพ

าะ
เล
ี้ยง
ปก
ต ิ

83267.31 

±1624.43 

85562.36 

±1838.34 

DE-1 58738.95 

±2889.36 

116402.10 

±17643.64 

123430.70 

±32267.22 

167969.00 

±1511.24 

DE-2 37581.45 

±2929.14 

144014.40 

±124.223 

155131.10 

±5283.51 

145879.20 

±13546.60 

DE-3 38155.22 

±12066.93 

140356.70 

±3022.48 

141934.50 

±430.32 

137846.50 

±2957.98 

  

  

  

คอลลาเจน 

ชนิดที่ 1 
55870.14 

±1940.43 

106791.60 

±13992.64 

144588.20 

±14458.15 

138994.00 

±11519.32 ใน
อา
หา
รช
ักน
าํ O

ste
og

en
ic 

di
ff.
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รูปที่ 4.17 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิด

ตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ 
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รูปที่ 4.18 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิด

ตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 
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รูปที่ 4.19 การเจริญเติบโตของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกเปรียบเทียบเมื่อเพาะเลี้ยงใน

อาหารเพาะเลีย้งปกติและเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหชนดิตางๆ 

 ก  DE-1  ข  DE-2    ค  DE-3  ง  คอลลาเจนชนิดที ่1 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) 

  ก   ข 

  ค   ง 

DE-1                 DE-2   ในอาหารชักนาํ

จํา
นว
นเ
ซล
ล 

(เซ
ลล
) 

 Osteogenic differentiation 

DE-1                 DE-2   ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

จํา
นว
นเ
ซล
ล 

(เซ
ลล
) 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) 

DE-3                คอลลาเจนชนิดที ่1 ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 

DE-3                คอลลาเจนชนิดที ่1 ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ 
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เมื่อพิจารณากิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ และในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation แสดงดังตารางที่ 4.17 กราฟกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของ

เซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ แสดงดังรูปที่ 4.20

กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ที่

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation แสดงดังรูปที่ 4.21 สําหรับการเปรียบเทียบ

กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละชนิดใน

อาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation แสดงดังรูปที่ 4.22   

  ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ ถึงแมวาไมใสสารชักนํา Osteogenic differentiation แต

ปรากฏวาเซลลมีการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในทุกสูตรโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห ซึ่งมีรูปแบบการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในลักษณะคลายกันกับ

การแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในเซลลที่เพาะเลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยงใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation ซึ่งแสดงใหเห็นวาโครงเนื้อเยื่อแตละสูตรที่ทดสอบมี

คุณสมบัติในการเหนี่ยวนําใหเกิด Osteogenic differentiation ไดโดยการกระตุนของวัตถุดิบที่ใช

ทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห  โดยในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรมี

ปริมาณการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ที่ใกลเคียงกันในทุกวันตลอดการ

ทดลองที่วิเคราะหและมีปริมาณที่สูงกวาการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ของ

เซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 

ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation เซลลมีการแสดงออกของเอนไซม 

Alkaline phosphatase เพิ่มข้ึนในทุกสูตรโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห แตมีรูปแบบการแสดงออกของ

เอนไซม Alkaline phosphatase ที่ตางจากการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ใน

เซลลที่เพาะเลี้ยงในภาชนะเพาะเลี้ยง โดยการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ใน

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในอัตราที่คงที่จนถึงวันที่ 14 แลวจึงลดลงใน

วันที่ 21 โดยในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-2 สูงสุดทั้งวันที่ 14 และใน

วันที่ 21 ซึ่งเปนวันที่เซลลมีการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหแตละสูตรสูงที่สุดและวันสุดทายของการทดลอง ตามลําดับ 

  เมื่อเปรียบเทียบการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase ในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรระหวางการเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา 

Osteogenic differentiation (รูปที่4.22) พบวากิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase เมื่อ

เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation สูงกวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยง

ปกติ ซึ่งโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรใหผลเหมือนกัน  
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ตารางที่ 4.17 กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดภายในโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆ 

 

กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase (พิโคโมล/นาท/ีเซลล)  

เมื่อทดลองเปนเวลา 

 ชนิดโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะห 

0 วัน 

 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 

DE-1 0.0141 

±0.0011 

0.0864 

±0.0084 

0.0413 

±0.0143 

0.08223 

±0.0161 

DE-2 0.0221 

±0.0004 

0.0715 

±0.0259 

0.0453 

±0.0287 

0.0469 

±0.0092 

DE-3 0.0155 

±0.0019 

0.0809 

±0.0335 

0.0418 

±0.0302 

0.0617 

±0.0488 

  

 

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.0114 

ใน
อา
หา
รเพ

าะ
เล
ี้ยง
ปก
ต ิ

0.0409 

±0.0022 

0.0209 

±0.0058 

0.0433 

±0.0054 ±0.0004 

DE-1 0.0141 

±0.0011 

0.1318 

±0.0354 

0.1566 

±0.0154 

0.0985 

±0.0114 

DE-2 0.0221 

±0.0004 

0.0694 

±0.0259 

0.1933 

±0.0307 

0.1363 

±0.0431 

DE-3 0.0155 

±0.0019 

0.1497 

±0.0334 

0.1843 

±0.0543 

0.0947 

±0.0303 

  

  

  

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.0114 

±0.0004 

0.0694 

±0.0124 

0.1061 

±0.0139 

0.0732 

±0.0189 ใน
อา
หา
รช
ักน
าํ O

ste
og

en
ic 

di
ff.
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รูปที่ 4.20 กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกใน

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ 
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รูปที่ 4.21 กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกใน

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆ เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชักนาํ Osteogenic 

differentiation 
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ระยะเวลาการทดลอง (วัน) 

DE-1 

DE-1 

DE-2   ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

DE-2   ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 

ง ค 

ก ข 
กิจ
กร
รม
ขอ
งเอ

นไ
ซม
 A

lka
lin

e 
ph

os
ph

at
as

e 
(พ
ิโค
โม
ล/
นา
ท/ี
เซ
ลล
) 

ระยะเวลาการทดลอง (วัน) 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 ในอาหารเพาะเลีย้งปกติ 

คอลลาเจนชนดิที่ 1 ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 
DE-3 

DE-3 

รูปที่ 4.22 กิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase ของเซลลตนกําเนิดจากไขกระดูก

เปรียบเทยีบเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและเพาะเลี้ยงในอาหารชักนาํ 

Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆ 

 ก  DE-1  ข  DE-2  ค  DE-3  ง  คอลลาเจนชนิดที ่1 
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ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ในกรณีที่มีเซลล

เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation แสดง

ขอมูลไดดังตารางที่ 4.18  กรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติสามารถสรางกราฟไดดังรูปที่ 

4.26 และในกรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation สามารถสรางกราฟได

ดังรูปที่ 4.27 นอกจากนี้ยังไดพิจารณาการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตรตางๆ ใน

กรณีที่ไมมีเซลลดวย สําหรับในกรณีที่ไมมีเซลลแสดงขอมูลไดดังตารางที่ 4.19  กรณีที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติสามารถสรางกราฟไดดังรูปที่ 4.28 และในกรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารชัก

นํา Osteogenic differentiation สามารถสรางกราฟไดดังรูปที่ 4.29 

  จากการวิเคราะหขอมูลการสะสมแคลเซียมในสภาวะที่แตกตางกันพบวาโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหแมวาไมเซลลแตก็พบวาการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหดวย ซึ่ง

แสดงวาวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกสูตรที่ทดสอบมีคุณสมบัติในการสะสมแคลเซียม

ดวยตัวเอง ลักษณะการเปลี่ยนแปลงของปริมาณแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในแตละ

สภาวะมีลักษณะที่แตกตางกัน เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติกรณีที่มีเซลล การสะสม

แคลเซียมของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-2 มีปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงที่สุด

ในปริมาณที่ใกลเคียงกัน สําหรับสูตร DE-3 มีอัตราการสะสมแคลเซียมในอัตราที่ชากวาแตเพิ่มข้ึน

อยางตอเนื่องจนในที่สุด ในวันที่ 21 ของการทดลองการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

สูตร DE-3 มีปริมาณที่ใกลเคียงกับใน DE-1 และ DE-2 ในที่สุด ในขณะที่การสะสมแคลเซียมของ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีการสะสมแคลเซียมต่ํากวาในโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร ตลอดระยะเวลาการทดลอง 

  ในกรณี โครง เนื้ อ เยื่ อ สั ง เคราะหที่ มี เ ซลล ในอาหารชั กนํ า  Osteogenic 

differentiation ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังทุกสูตรมีลักษณะแนวโนมและ

ปริมาณการสะสมแคลเซียมในที่ชวงเวลาตางๆ ไมแตกตางกัน ในขณะที่ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

จากคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีอัตราการสะสมแคลเซียมที่ต่ํากวาแตมีการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนอยาง

ตอเนื่องจนกระทั่งวันที่ 21 ของการทดลอง มีปริมาณการสะสมแคลเซียมเทากันกับโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตรอื่นๆ 

  การสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ทั้งในกรณีที่เพาะเลี้ยง

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation พบวา การสะสม

แคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดแตละสูตรมีปริมาณเทากันแตตางกันในวันที่ 21 

ของการทดลอง สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 ถึงแมวาจะมีอัตราการ

สะสมแคลเซียมในระยะเริ่มตนต่ํากวาในกรณีของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนัง 

แตมีปริมาณการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนอยางตอเนื่องจนมีปริมาณสูงที่สุดเมื่อส้ินสุดการทดลอง 
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ตารางที่ 4.18 การสะสมแคลเซียมภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆในกรณทีี่มีเซลล 

 
ปริมาณการสะสมแคลเซียม (ไมโครโมล/1 ชิ้นโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห)  

เมื่อทดลองเปนเวลา 

 ชนิดโครง

เนื้อเยื่อ

สังเคราะห 0 วัน 

 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 

DE-1 0.4990 

±0.0606 

1.8833 

±0.1605 

1.7626 

±0.4460 

2.3117 

±0.0591 

DE-2 0.5401 

±0.0228 

1.9808 

±0.3348 

1.9871 

±0.1361 

2.2437 

±0.1611 

DE-3 0.4399 

±0.0295 

1.3512 

±0.1570 

1.8815 

±0.2634 

2.2696 

±0.0121 

  

 

ใน
อา
หา
รเพ

าะ
เล
ี้ยง
ปก
ต ิ

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.3255 

±0.0540 

0.7950 

±0.0056 

0.4176 

±0.0674 

1.1304 

±0.3528 

DE-1 0.4990 

±0.0606 

2.2714 

±0.0217 

2.1677 

±0.0077 

2.2062 

±0.0309 

DE-2 0.54014 

±0.0228 

2.2598 

±0.0201 

2.1704 

±0.0228 

2.1739 

±0.0149 

DE-3 0.4399 

±0.0295 

2.2285 

±0.0008 

2.1337 

±0.0345 

2.1865 

±0.0305 

  

  

  

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.3255 

±0.0540 

1.6982 

±0.2057 

2.0506 

±0.1781 

2.1874 

±0.0163 

 

 

 

 

 
 
 
 

ใน
อา
หา
รช
ักน
าํ O

ste
og

en
ic 

di
ff.
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ตารางที่ 4.19 การสะสมแคลเซียมภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหชนิดตางๆในกรณทีี่ไมมีเซลล 

 

ปริมาณการสะสมแคลเซียม (ไมโครโมล/1 ชิ้นโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห)  

เมื่อทดลองเปนเวลา 

 ชนิดโครง

เนื้อเยื่อ

สังเคราะห 0 วัน 

 

7 วัน 14 วัน 21 วัน 

DE-1 0.4114 

±0.0335 

2.0434 

±0.0201 

1.3253 

±0.0015 

2.3689 

±0.3500 

DE-2 0.4713 

±0.0313 

1.9781 

±0.1589 

1.4353 

±0.0015 

2.5504 

±0.3238 

DE-3 0.2468 

±0.0142 

2.0345 

±0.0849 

1.3638 

±0.0015 

2.1158 

±0.0797 

  

 

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.2199 

±0.0123 

1.4881 

±0.0679 

2.1686 

±0.0135 

ใน
อา
หา
รเพ

าะ
เล
ี้ยง
ปก
ต ิ

2.4986 

±0.3636 

DE-1 0.4114 

±0.0335 

2.2428 

±0.0395 

2.2276 

±0.0041 

3.3490 

±0.0027 

DE-2 0.471279 

±0.0313 

2.184693 

±0.0322 

2.095267 

±0.0108 

2.3984 

±0.3743 

DE-3 0.2468 

±0.0142 

2.2169 

±0.0377 

2.1024 

±0.0054 

3.1925 

±0.0376 

  

  

  

คอลลาเจน 

ชนิดที ่1 

0.2199 

±0.0123 

1.2216 

±0.0354 

2.2276 

±0.0201 

3.5332 

±0.1302 ใน
อา
หา
รช
ักน
าํ O

ste
og

en
ic 

di
ff.
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รูปที่ 4.26  ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหชนิดตางๆ ที่มีเซลล         

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ
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รูปที่ 4.27  ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหชนิดตางๆ ที่มีเซลล          

ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 
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รูปที่ 4.28 ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหชนิดตางๆ ที่ไมมีเซลล      

ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ
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รูปที่ 4.29  ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยือ่สังเคราะหชนิดตางๆ ที่ไมมีเซลล          

ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 
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ข โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-2 

ก โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-1 
4.0 
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โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลล ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลล ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ในอาหารเพาะปกต ิ  
 

รูปที่ 4.30  ปริมาณการสะสมแคลเซียมภายในโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห DE-1 (ก) และ DE-2 

(ข) ในสภาวะที่แตกตางกัน 
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ข โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหคอลลาเจนชนิดที่ 1 

ก โครงเนื้อเยือ่สังเคราะหสูตร DE-3 
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โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลล ในอาหารชักนาํ Osteogenic differentiation 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทีม่ีเซลล ในอาหารเพาะเลี้ยงปกต ิ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation 

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลล ในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ  
 

รูปที่ 4.31  ปริมาณการสะสมแคลเซียมภายในโครงเนือ้เยื่อสังเคราะห DE-3 (ก) และ    

คอลลาเจนชนดิที่ 1(ข) ในสภาวะที่แตกตางกนั 



120 

 

  โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกสูตรเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation จะมีการสะสมแคลเซียมในปริมาณที่สูงกวาเมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ

ทั้งในกรณีที่มีเซลลและไมมีเซลล เมื่อเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation ทั้ง

ในกรณีที่มีเซลลและไมมีเซลลมีปริมาณการสะสมแคลเซียมตั้งแตเริมตนการทดลองจนถึงวันที่ 14 

มีปริมาณไมตางกัน แตเมื่อส้ินสุดการทดลองในวันที่ 21 โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลลจะมีการ

สะสมแคลเซียมสูงที่สุด 

  ปริมาณการสะสมแคลเซียมในโครงเนื้อเยื่อแตละสูตรในทุกสภาวะจะมีการสะสม

ในปริมาณสูงที่สุดในวันสุดทายของการทดลองและสภาวะที่ทําใหเกิดการสะสมแคลเซียมสูงสุดใน

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกสูตรก็คือ โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่ไมมีเซลลเพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา 

Osteogenic differentiation สําหรับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร 

ปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงสุดในวันสุดทายของการทดลอง ในชุดที่มีเซลลในอาหารชักนํา 

Osteogenic differentiation รวมทั้งชุดที่ไมมีเซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติและใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation มีปริมาณไมแตกตางกัน แตสําหรับกรณีของโครง

เนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 ชุดที่ไมมีเซลลเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติมีการ

สะสมแคลเซียมต่ํากวาในสภาวะอื่นๆ ตลอดระยะเวลาการทดลอง 
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บทที่  5 

สรุปผลการทดลองและขอเสนอแนะ 

5.1 สรุปผลการทดลอง 
 

กระบวนการเตรียมสารสกัดจากผิวหนังในงานวิจัยทําใหไดสารสกัดจากผิวหนัง 3 

สูตร กําหนดชื่อเปน DE-1, DE-2 และ DE-3  สารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรมีความหนาแนนของ

เนื้อสารในสารสกัดตางกัน สารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีความหนาของเนื้อ

สารเปน 9.1991±0.4181, 8.9203±0.2414 และ 30.8030±0.2414 มก.น้ําหนักแหง/มล.ตามลาํดบั

เมื่อวิเคราะหองคประกอบของ Extracellular matrix ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร พบวาสาร

สกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีปริมาณคอลลาเจนเปน 92.2264, 79.0668 และ 

1 6 1 . 6 8 2 3  ไ ม โ ค ร ก รั ม /ม ก . น้ํ า ห นั ก แ ห ง  ต า ม ลํ า ดั บ  สํ า ห รั บ ป ริ ม าณ  Sulfated 

Glycosaminoglycans (Sulfated GAGs ที่พบในสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 

มีปริมาณเปน 3.0986±0.5124, 1.3556±0.3873 และ 6.9073±0.8733 ตามลําดับ จากปริมาณ

ของคอลลาเจนและ Sulfated GAGs ที่ได เมื่อเทียบสัดสวนของปริมาณ Sulfated GAGs ตอ

ปริมาณคอลลาเจน พบวาสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีสัดสวนของปริมาณ 

Sulfated GAGs ตอปริมาณคอลลาเจน เปนรอยละ 3.36, 1.71และ 4.27 ตามลําดับ 

สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 สูตร ถูกนํามาเตรียมเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเพื่อ

วิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตร โดยเทียบ

คุณสมบัติกับโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 จากบริษัท  Sigma-Aldrich 

corporation ซึ่งเปนวัตถุดิบที่นิยมใชในเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหในงานวิศวกรรมเนื้อเยื่ออยาง

แพรหลาย เมื่อวิเคราะหขนาดของรูพรุนของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห พบวา โครงเนื้อเยื่อสังเคราะห

ทุกชนิดที่เตรียมไดมีรูพรุนแบบตอเนื่อง (Interconnected pore) โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจาก

คอลลาเจนชนิดที่ 1 มีรูพรุนขนาดเสนผานศูนยกลางใหญที่สุด คือ 188.84±35.41 ไมโครเมตร 

ในขณะที่โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เตรียมจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีรู

พรุนขนาดเสนผานศูนยกลาง 145.68±46.86, 142.54±45.39 และ 97.81 ±21.99 ไมโครเมตร 

ตามลําดับ วิเคราะหความตานทานแรงกดในรูปของ Compressive modulus พบวา โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหสูตร DE-1, DE-2, DE-3 และ คอลลาเจนชนิดที่ 1 มีคา Compressive modulus เปน 

145.68±46.86, 142.54±45.39, 97.81±21.99 และ 188.84±35.41 กิโลปาสคาล ตามลําดับ จา

การวิเคราะหการยอยสลายของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหดวยเอนไซม Collagenase type I พบวา

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1, DE-2, DE-3 และ คอลลาเจนชนิดที่ 1 ใชระยะเวลาในการยอย
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สลายจนมีน้ําหนักเหลือรอยละ 50 จากน้ําหนักเริ่มตน เปน 3.30, 3.30, 6.30 และ 2.57 ชั่วโมง

ตามลําดับ เมื่อพิจารณาจากความตานทานแรงกดและอัตราการยอยสลายโดยเอนไซมสรุปไดวา

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-3 มีความแข็งแรงที่สุด รองลงมาคือสูตร 

DE-1 และ DE-2 มีความแข็งแรงใกลเคียงกัน และโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 

มีความแข็งแรงนอยที่สุด 

เซลลตนกําเนิดจากไขกระดูกสําหรับใชวิเคราะหการตอบสนองของเซลลตน

กําเนิดในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห มีจํานวนเซลลที่ปรากฏแอนติเจน CD29, CD44, CD71, CD90 

และ CD105 เปนจํานวนรอยละ 96.33, 98.06, 68.40, 97.49 และ 97.71 ของจํานวนเซลลทั้งหมด

ตามลําดับ มีระยะเวลาในการเพิ่มจํานวนเปน 2 เทา เปน 1.35 วัน และมีความสามารถในการเกิด 

Osteogenic differentiation และ Adipogenic differentiation ได ในการทดลองการเกิด 

Osteogenic differentiation เปรียบเทียบระหวางเซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารปกติและในอาหารชัก

นํา Osteogenic differentiation พบวา เซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติเซลลยังคงเพิ่ม

จํานวนอยางตอเนื่อง ไมมีการแสดงออกของเอนไซม Alkaline phosphatase และไมพบการสะสม

แคลเซียม ในขณะที่เซลลที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation จํานวนเซลล

เพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วในสัปดาหแรกแลวจึงลดจํานวนลงอยางตอเนื่อง มีการแสดงออกของเอนไซม 

Alkaline phosphatase เพิ่มข้ึนสูงในสัปดาหแรก ลดลงในสัปดาหที่ 2 และเพิ่มข้ึนอีกครั้งใน

สัปดาหที่ 3  สําหรับการสะสมแคลเซียมพบวาปริมาณการสะสมแคลเซียมเพิ่มข้ึนอยางรวดเร็วใน

สัปดาหที่ 2 และเพิ่มข้ึนอยางชาๆ ในสัปดาหตอมา 

การวิ เคราะหการตอบสนองของเซลลตนกําเนิดพิจารณาจากอัตราการ

เจริญเติบโตและอัตราการเกิด Osteogenic differentiation เมื่อนําเซลลเขาสูโครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหแลววัดจํานวนเซลลที่ยึดเกาะไดภายใน 1 วัน พบวาเซลลตนกําเนิดสามารถยึดเกาะ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเรียงจากมากไปนอยไดดังนี้คือ คอลลาเจนชนิดที่ 1, DE-1, DE-2 และ DE-

3 มีจํานวนเซลลคิดเปนรอยละของจํานวนเซลลเร่ิมตนที่นําเขาสูโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหเปน 

89.79±6.57, 73.15±6.72, 73.15±4.55 และ 72.01±7.31 ตามลําดับ เมื่อเปรียบเทียบอัตราการ

เจริญเติบโตของเซลลภายในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห พบวาเซลลมีการเจริญเติบโตไดดีจากมากไป

นอยดังนี้ คือ DE-2, คอลลาเจนชนิดที่ 1, DE-1 และ DE-3 ตามลําดับ เมื่อวิเคราะหการเกิด 

Osteogenic differentiation ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกชนิดที่

ทดสอบสามารถกระตุนการเกิด Osteogenic differentiation ได โดยไมตองอาศัยสารเหนี่ยวนํา 

พิจารณาจากกิจกรรมของเอนไซม Alkaline phosphatase แตอยางไรก็ตามกิจกรรมของเอนไซม 

Alkaline phosphatase ในกรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation มี

ปริมาณที่สูงกวาในกรณีที่เพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติในทุกชนิดของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห 
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สําหรับการสะสมแคลเซียมพบวาวัตถุดิบที่ใชทําโครงเนื้อเยื่อสังเคราะห สารสกัดจากผิวหนังทั้ง 3 

สูตรและคอลลาเจนชนิดที่ 1 มีคุณสมบัติในการสะสมแคลเซียมไดเองจึงมีปริมาณแคลเซียม

เพิ่มข้ึนในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกสูตรที่ไมมีเซลล ลักษณะแนวโนมของปริมาณการสะสม

แคลเซียมในแตละสภาวะแตกตางกัน เมื่อพิจารณาจากปริมาณการสะสมแคลเซียมที่สูงที่สุดใน

วันที่ 21 ซึ่งเปนวันสุดทายของการทดลอง ในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทุกชนิดที่ทดสอบ โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหที่ไมมีเซลลในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation มีปริมาณการสะสมแคลเซียม

สูงที่สุด ในกรณีของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่มีเซลลเพาะเลี้ยงในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ มีเซลลใน

อาหารชักนํา Osteogenic differentiation และ ไมมีเซลลในอาหารเพาะเลี้ยงปกติ โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 มีปริมาณการสะสมแคลเซียม

สูงสุดในวันสุดทายของการทดลองใกลเคียงกัน โดยที่โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 

1 ในกรณีที่มีเซลลในอาหารชักนํา Osteogenic differentiation และในกรณีที่ไมมีเซลลในอาหาร

เพาะเลี้ยงปกติมีปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงสุดในวันสุดทายของการทดลองใกลเคียงกันดวย

เชนกัน สําหรับโครงเนื้อเยื่อจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่ไมมีเซลลในอาหารชักนํา Osteogenic 

differentiation มีปริมาณการสะสมแคลเซียมสูงที่สุดในการทดลองนี้ ในขณะเดียวกัน โครงเนื้อเยื่อ

สังเคราะหจากคอลลาเจนชนิดที่ 1 ที่มีเซลลในอาหารเพาะเลี้ยงปกติมีการสะสมแคลเซียมต่ําที่สุด

ในการทดลองนี้ดวยเชนกัน 

จากผลการวิเคราะหคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจาก

ผิวหนังสูตร DE-1, DE-2 และ DE-3 ในดานขนาดของรูพรุน ความตานทานแรงกด และ ระยะเวลา

การยอยสลายโดยเอนไซม พบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-2 ใหผลใกลเคียงกัน

มากซึ่งเปนผลมาจากความหนาแนนของเนื้อสารใกลเคียงกัน ในขณะที่เมื่อวิเคราะหการตอบสนอง

ของเซลลในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหพบวาโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหสูตร DE-1 และ DE-3 ใหผล

ใกลเคียงกัน ทั้งนี้เปนเพราะโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหทั้ง 2 สูตรนี้มีสัดสวนของปริมาณ Sulfated 

GAGs ตอปริมาณคอลลาเจนที่ใกลเคียงกัน 
 

5.2 ขอเสนอแนะ 
 1. ควรวิเคราะหองคประกอบของ ECM ในสารสกัดจากผิวหนังแตละสูตรเพิ่มเติม 

2. เพื่อการเปรียบเทียบคุณสมบัติทางชีวภาพของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจาก

ผิวหนังแตละสูตรที่ดีข้ึน ควรเตรียมโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหใหมีลักษณะทางกายภาพ

ใกลเคียงกัน เชน ความหนาแนนของเนื้อสารและขนาดของรูพรุน เปนตน 
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3. การยืดระยะเวลาการทดสอบ Osteogenic differentiation ใหนานยิ่งขึ้นอาจทําใหได

ขอมูลที่นาสนใจบางอยางซึ่งจะใหสามารถสรุปผลของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหตอการ

เกิด Osteogenic differentiation ไดดียิ่งขึ้น 

5.3 งานวิจัยตอไปในอนาคต 
1. ศึกษาการเหนี่ยวนําเซลลตนกําเนิดในโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหแตละสูตรใหเกิด 

Differentiation ไปเปนเซลลในเนื้อเยื่อตางๆ เพื่อคนหาศักยภาพของสารสกัดจาก

ผิวหนังแตละสูตรในการพัฒนาเปนโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหที่เหมาะสมตอวิศวกรรม

เนื้อเยื่อของเนื้อเยื่อแตละชนิด 

2. ปรับปรุงคุณสมบัติของโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังโดยการเพิ่มเติม

สารบางชนิดลงไปเพื่อเพิ่มคุณสมบัติที่ตองการใหโครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัด

จากผิวหนังมีประสิทธิภาพสูงขึ้นในลักษณะที่ตองการ 

3. ศึกษาเปรียบเทียบคุณสมบัติในการกระตุนการเกิด Osteogenic differentiation ของ

โครงเนื้อเยื่อสังเคราะหจากสารสกัดจากผิวหนังแตละชนิดในสัตวทดลอง เพื่อยืนยันผล

การทดลองในหองปฏิบัติการที่ได 
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